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 CONTEXTE SCIENTIFIQUE 

 

Ce travail de thèse a été réalisé sous la direction du Dr Patricia Albanese-Uzan au laboratoire 

“CRRET” (Croissance, Réparation et Régénération Tissulaire), unité EAC CNRS 7149 dirigé par le 

Dr José Courty et du Dr Nathalie Chevallier au laboratoire de Bioingénierie Tissulaire et Cellulaire, 

unité EA 3952, dirigé par le Dr Hélène Rouard. 

Le laboratoire CRRET s’intéresse aux rôles biologiques des différents composants de la 

matrice extracellulaire dans l’homéostasie tissulaire. Dans ce laboratoire, Patricia Albanese étudie plus 

particulièrement l’implication des glycosaminoglycannes (GAG) et de l’”heparin affin regulatory 

peptide” (HARP), une protéine se liant à l’héparine, sur les propriétés de différents types de cellules 

souches adultes médullaires ou circulantes, afin de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques 

basées sur l’association de produits cellulaires et matriciels, dans le traitement de pathologies 

osseuses, musculaires et vasculaires. 

Nathalie Chevallier étudie le développement d’alternatives thérapeutiques à la greffe osseuse 

autologue, associant biomatériaux et cellules stromales mésenchymateuses, dans le cadre des pertes 

osseuses de grande taille résistantes aux thérapies actuelles. Elle travaille également au développement 

de protocoles clinique à l’échelle européenne (REBORNE, 7
e
 PCRD). 

 

Ce travail de thèse s'est intégré dans la thématique qu'elles développent en collaboration 

depuis 5 ans, et qui a pour but d'optimiser la colonisation de biomatériaux par des cellules stromales 

mésenchymateuses humaines (CSMh), en les fonctionnalisant avec HARP ou des peptides dérivés. 

L’objectif final de ce projet est le développement de nouveaux produits de thérapie cellulaire, pour des 

applications cliniques dans le traitement de pathologies osseuses. 

Pendant mes trois années de thèse, j’ai développé un nouvel aspect de ce projet qui a eu pour 

but d’évaluer : (1) les effets de HARP sur différentes propriétés de CSMh in vitro et (2) l’efficacité de 

l’association de HARP à des biomatériaux et des CSM dans des situations de régénération osseuse in 

vivo. 

 

HARP est un facteur de croissance ayant de nombreuses fonctions en conditions 

physiologique comme en conditions pathologiques. La présence de HARP dans les tissus en cours de 

développement ou en régénération suggère un rôle important de cette protéine dans ces phénomènes. Il 

semblerait que HARP agisse entre autre par une potentialisation de l’angiogénèse ou de la migration 

des progéniteurs impliqués dans la réparation (Perez-Pinera, Berenson, and Deuel, 2008; Yang et al., 

2003). Il a été montré que HARP pouvait induire la différenciation de progéniteurs neuronaux dans le 

cerveau ou, plus récemment, moduler les propriétés des cellules souches hématopoïétiques. 
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Cependant, peu de données existent quant à son effet différenciateur sur les progéniteurs 

mésenchymateux dans le système ostéoarticulaire. 

 

Dans la première partie de ce projet, je me suis donc intéressé aux effets de HARP durant 

l’induction des différenciations ostéoblastiques et chondrogéniques des CSMh. Ces travaux font 

l’objet d’une publication soumise en juillet dans la revue “Biomaterials”, qui sera présentée dans la 

première partie des résultats. Ce travail montre que HARP permet, d’une part de potentialiser la 

différenciation chondrogénique des CSMh in vitro vers un phénotype hypertrophique, mais également 

que HARP n’a pas d’effet sur leur différenciation ostéoblastique. Ces résultats sont discutés ainsi que 

des résultats complémentaires concernant les effets différenciateurs de HARP sur des CSMh en 

fonction de leurs conditions de culture, en monocouche ou en culot. 

Dans la deuxième partie de ce projet je me suis attaché à (1) mettre au point la 

fonctionnalisation des biomatériaux par HARP (2) valider les fonctionnalités de HARP immobilisé sur 

les CSMh (3) valider l’intérêt de cette association dans un modèle de greffe ectopique chez la souris 

immunodéficiente et dans un modèle de greffe orthotopique chez le rat. Ces travaux font l’objet d’une 

publication dont une version préliminaire  est présentée et discutée dans la deuxième partie des 

résultats. Ce travail montre pour la première fois que l’association de HARP à des biomatériaux 

permet l’induction d’une régénération osseuse de type endochondral en site orthotopique. 

 

Les protéoglycannes (PG) sont des protéines sur lesquelles des chaînes de 

glycosaminoglycannes (GAG), polysaccharides sulfatés chargés, sont attachées de façon covalente. 

Les GAG peuvent moduler les effets de nombreux facteurs de croissance, en facilitant leur 

dimérisation, en les présentant à leurs récepteurs et enfin en optimisant leurs interactions avec eux. 

Enfin les GAG peuvent également stocker et compartimenter les facteurs de croissance dans certaines 

zones (ou niches) de la  matrice extracellulaire (MEC), les protégeant ainsi des activités des protéases, 

permettant ainsi la création de gradient de concentration de ces facteurs de croissance. Ils jouent ainsi 

des rôles prépondérants dans l’organisation et la bioreactivité de la MEC. L’étude des effets de ces 

GAG sur les propriétés des cellules souches est la thématique de recherche principale de P. Albanese. 

Durant ma thèse je me suis donc intéressé à la modulation de l’expression d’un panel de PG 

extracellulaire ou membranaires durant la culture et la différenciation des CSMh. Ces travaux font 

l’objet d’une publication en cours de préparation qui sera présentée et discutée. Ces résultats 

descriptifs devraient permettre de définir de nouvelles cibles protéiques intéressantes pour l’étude de la 

niche médullaire et sur les propriétés des CSM au cours des  processus de régulation de l’homéostasie 

mais aussi durant la réparation osseuse. 

Dans ce même contexte, j’ai également été impliqué dans le projet de thèse de Guilhem 

Frescaline, sous la direction de P. Albanese. Guilhem s’est intéressé à la modulation des propriétés des 

CSM de rat et humaines par des mimétiques chimiques, structuraux et fonctionnels, des GAG 
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endogènes. Dans un 1
er
 temps il a évalué la capacité de GAG mimétiques de différentes structures à 

potentialiser les propriétés de CSM médullaires de rat, telles que clonogénicité, prolifération, 

migration et différenciation ostéoblastique. Ces résultats ont fait l’objet d’un article publié dans la 

revue à comité de lecture international “Stem Cell Research” que je signe en 2
nd

 auteur. 

Dans la deuxième partie de son travail, Guilhem a validé l’intérêt thérapeutique de ces GAG 

mimétiques pour le traitement de fractures osseuses. Dans ce contexte, j’ai participé à la validation de 

l’effet des biomolécules sur les CSM humaines et aux interventions chirurgicales lors de 

l’implantation des biomatériaux chez les souris immunodéficientes. Ces travaux font l’objet d’une 

publication, que je signe en 2
nd

 auteur, actuellement en révision dans la revue “Tissue Engineering”. 

Ces deux publications sont présentées et discutées dans la quatrième partie des résultats. 

 

Le manuscrit se termine par une section décrivant les perspectives d’applications 

thérapeutiques potentielles de HARP. Cette partie abordera les potentielles implications de HARP 

dans la croissance et la réparation osseuse. Nous aborderons également son éventuelle implication 

dans les pathologies dégénératives du système ostéoarticulaire et proposerons des pistes pour leur 

traitement. Nous évoquerons également l’association de HARP aux mimétiques de 

glycosaminoglycannes. 
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. CHAPITRE 1 : Heparin Affin Regulatory Peptide : structure, fonctions 

générales et rôles spécifiques dans la biologie du système ostéoarticulaire et 

des cellules souches tissulaires adultes 

L’ “Heparin Affin Regulatory Peptide” (HARP) est un facteur de croissance formant avec la 

Midkine (MK) une sous famille des molécules HBGF (Heparin Binding Growth Factors), 

caractérisées biochimiquement par leur affinité avec l’héparine. Les HBGF comprennent les 

“Fibroblasts Growth Factors” (FGF), les “Platelet Derived Growth Factors” (PDGF) et les “Vascular 

Endothelial Growth Factors” (VEGF). L’HARP a été isolé et cloné par le groupe de José Courty, au 

laboratoire CRRET, en 1991 (Courty et al., 1991), à partir d’extraits de cerveaux de bœuf adulte. 

Durant la même période ce facteur de croissance fut isolé par d’autres laboratoires qui le nommèrent 

selon la source d’extraction et/ou de ses propriétés biologiques. HARP fut isolé pour la première fois 

d’utérus bovin et fut appelé “Heparin Binding Growth Factor 8” (HBGF8) en raison de son affinité 

pour l’héparine (Milner et al., 1989). Une année après, l’équipe de Thomas Deuel isola à nouveau 

cette protéine mais à partir de cerveau rat nouveau né et la renomma Pleiotrophine en raison de ses 

nombreuses activités biologiques (Li et al., 1990). L’équipe de Rauvala isola en 1989 une protéine du 

cerveau de rat d’une masse apparente de 18 kDa et l’appela P18, et la renommèrent “Heparin Binding 

Growth Associated Molecule” (HB-GAM) en raison de ses propriétés mitogéniques sur des 

fibroblastes murins 3T3 (Merenmies and Rauvala, 1990; Rauvala, 1989). En 1990, l’équipe de Böhlen 

isola une protéine d’une banque d’ADN de rat et la nomma “Heparin Binding Neurotrophic Factor” 

(HBNF) en raison de sa capacité à induire la pousse neuritique (Kovesdi et al., 1990). Enfin, des 

analyses différentielles d’expression entre des fibroblastes et des ostéoblastes murins ont permis 

l’isolement de l’“Osteoblast Specific Factor” (OSF-1) (Tezuka, 1990). HARP a principalement été 

étudié pour son implication dans la neurogénèse puis dans l’angiogénèse et la tumorigénèse, processus 

durant lesquels HARP est surexprimé. La forte expression de HARP dans l’os et les esquisses 

cartilagineuses des membres durant le développement et les processus de réparation chez l’adulte a 

également conduit à plusieurs études dans ces tissus. Enfin, ce n’est que récemment que quelques 

études ont décrit ses capacités à moduler les propriétés de cellules souches et progéniteurs. 

1 Structure, expression et transduction 

1.1 Structure du gène et régulation de son expression 

Chez la souris et le rat, le gène codant pour HARP est localisé respectivement sur le 

chromosome 6 et le chromosome 4. Chez l’homme, ce gène est localisé sur le chromosome 7 en 



13 

 

position q33. Il est décrit comme comportant au moins 42kb répartis sur 5 exons participant à la 

formation d’un ARNm de 1650 nucléotides (Kretschmer et al., 1993). Le cadre de lecture ouvert 

(Open Reading Frame : ORF) codant pour la protéine mature est localisé dans 4 des exons. Chacun de 

ces exons code pour un des domaines fonctionnel de la protéine(Lai et al., 1992). Le promoteur de 

l’HARP humain contient un motif CAAT box mais pas de TATA box (Li et al., 1992). En amont du 

site d’initiation de la transcription, la séquence régulatrice inductible par le facteur HIF-1α a été 

retrouvée (Li et al., 1992), suggérant que l’expression de HARP est régulée par l’hypoxie. Des sites 

putatifs de fixation pour les facteurs de transcription CBP, NFkB, CArGbox, pour l’acide rétinoïque 

(RARE) et pour l’acétate de  tetradecanoylphorbol (TRE) ont été identifiés (Li et al., 1992; Liedert et 

al., 2006; Papadimitriou et al., 2009).Des motifs consensus pour la fixation des facteurs de 

transcription AP1, AP2, MyoD, le SRE (serum responsive element) et HOXA5 ont été identifiés 

comme étant des sites fonctionnels pour la régulation de l’expression de HARP (Chen et al., 2005; 

Kretschmer et al., 1993; Liedert et al., 2009; Poimenidi, Hatziapostolou, and Papadimitriou, 2009) 

(Figure 1). 

 

 

Figure 1 Représentation de la séquence promotrice de HARP (Papadimitriou et al., 2009) 

Le promoteur de HARP contient une CAAT box, 4 sites de fixation pour MyoD, 1 pour des facteurs nucléaires 

appelé GT (GT1), 2 pour l’ “Activator Protein1” (AP1), un pour le “forhomebox A5” (HOXA5) et un élément de 

réponse au sérum (SRE), tous représentés par des rectangles pleins. Les sites de fixation putatifs pour le “nuclear 

factor kappa B” (NFkB), la protéine de réponse au cAMP (CBP), (CArG box), l’acide rétinoïque (RARE) et 

l’acétate de  tetradecanoylphorbol (TRE) sont eux représentés par des cercles pleins 

 

Le gène de l’HARP est donc potentiellement inductible par différents stimuli pouvant être 

inflammatoires, hypoxiques, hormonaux ou mécaniques. Cependant, bien que HARP possède de 

nombreuses activités biologiques liées à la croissance tumorale, l’angiogénèse, la différenciation et la 

migration de nombreux types cellulaires, peu de données existent sur la régulation précise de 

l’induction et de la spécificité de son expression. 
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L’expression de HARP serait régulée hormonalement. En effet, le traitement de cellules 

épithéliales de l’oviducte de poulet par un mimétique des œstrogènes (le diethylstilbesterol) induit la 

synthèse de HARP. Sa surexpression dans les ovaires est cependant associée aux adénocarcinomes 

(Lee et al., 2012). Cette activation hormono-dépendante a également été rapportée chez le mâle, en 

effet, le traitement de cellules épithéliales humaines dérivées d’un cancer prostatique par un métabolite 

de la testostérone (la dihydrotestostérone) augmente l’expression de HARP (Vacherot et al., 1995).  

Le traitement de cellules cancéreuses prostatiques par le peroxyde d’hydrogène ou le 

monoxyde d’azote induit leur prolifération et leur migration associées à l’induction de la production de 

HARP (Polytarchou, Hatziapostolou, and Papadimitriou, 2005; Polytarchou et al., 2009). La 

transcription de HARP dans les adénocarcinomes est inhibée par la menin via une action sur les 

enzymes de la méthylation de l’ADN (Gao et al., 2009). Le sérum, en activant le facteur de 

transcription AP-1, par un mécanisme qui n’est pas encore élucidé, permet la production de HARP 

dans les cellules de glioblastomes et les HUVEC (Poimenidi, Hatziapostolou, and Papadimitriou, 

2009). Le gène suppresseur de tumeur PTEN (phosphatase and tensin homolog) semble être un 

régulateur de l’expression de HARP. Une étude réalisée en 2005 a montré que les fibroblastes 

embryonnaires murins (MEF) déficients en PTEN montraient une production de HARP accrue par 

rapport aux MEF sauvages (Li et al., 2006). Cet effet est médié par une activation de la voie Pi3k/Akt. 

L’hypoxie induit l’expression de HARP dans les cellules étoilées du foie de rat (Antoine et al., 2005). 

En 2004, des travaux réalisés par Liedert et coll. ont montré que l’expression de HARP était 

régulée négativement dans des cellules ostéoblastiques cultivées sur plastique et soumises à un 

étirement (Liedert et al., 2004). En 2006, la même équipe a impliqué les voies MAPK, c-Jun, PKA et 

PKC dans cette inhibition de l’expression de HARP (Liedert et al., 2006). Enfin, des travaux utilisant 

une lignée de cellules stromales mésenchymateuses murine transfectées avec des plasmides contenant 

le gène de la luciférase sous le contrôle du promoteur de HARP, déplété des sites consensus pour le 

facteur de transcription AP1, ont montré une absence de modulation du gène rapporteur lors de 

l’étirement du tapis cellulaire. Ces travaux suggèrent que la régulation par stress mécanique de 

l’expression de HARP passe en partie par le facteur de transcription AP1 (Liedert et al., 2009). 

De façon plus anecdotique, une injection intra-péritonéale de l’élément psycho actif principal 

du cannabis, le Δ-9-tetrahydrocannabinol, induit l’expression de HARP dans le cortex et le putamen 

chez le rat par un mécanisme encore non décrit (Mailleux et al., 1994). 

1.2 Structure protéique de HARP 

HARP est une protéine associée à la matrice extracellulaire, synthétisée sous forme d’un 

précurseur de 168 acides aminés et possédant un peptide signal hydrophobe de 32 acides aminés 

(Kretschmer et al., 1993). Ce dernier est clivé à deux endroits par la signal-peptidase, conduisant à la 
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sécrétion d’une forme mature majoritaire de 136 acides aminés (HARP136) et également à une autre 

forme possédant 3 acides aminés supplémentaire (AEA) en N-terminal (HARP139) (Laaroubi et al., 

1994). Bien que la masse apparente de HARP observée en SDS-PAGE soit de 18 kDa, sa masse 

déterminée par spectrométrie de masse est de 15,29 kDa. Sa richesse en résidus basiques, 21% des 

acides aminés totaux dont 26 résidus lysine, peut expliquer cette différence par une charge négative 

importante ralentissant sa migration électrophorétique (Merenmies and Rauvala, 1990). 

La stabilité conformationnelle et la rigidité de la protéine sont assurées par les 10 résidus 

cystéine engagés dans la formation de pont disulfure (Seddon et al., 1994). La présence de ces 5 ponts 

disulfure permet la formation de 2 domaines présentant des motifs thrombospondine type1 repeat 

(TSR1). Ces motifs sont constitués de 3 feuillets β. Les domaines TSR centraux sont reliés par une 

boucle centrale flexible. Les régions N et C-terminales de HARP ne présentent pas de structure 

tertiaire précise et forment des hélices aléatoires (Figure 2). Les protéines ayant des motifs TSR jouent 

généralement un rôle dans la fixation à la matrice et à la surface cellulaire ainsi que dans la migration 

de nombreux types cellulaires en permettant entre autre la liaison aux glycosaminoglycannes 

(Kilpelainen et al., 2000; Raulo et al., 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 Représentation de la structure secondaire de HARP  

Les domaines en feuillet β comprenant les motifs TSR-1 (thrombospondin type 1 repeat) sont en rouge, les 
régions en hélices aléatoires sont représentées en bleu. Les ponts disulfures sont indiqués en jaune. 
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2 Récepteurs de HARP 

HARP interagit avec 4 récepteurs qui régulent ses nombreuses activités biologiques. HARP 

présente un récepteur de haute affinité : l’Anaplastic Lymphoma Kinase (ALK) (Stoica et al., 2001), 2 

protéoglycannes définis comme étant des récepteurs de basse affinité : le Syndécan 3 (SDC3) (Raulo 

et al., 1994) et le Receptor Protein Tyrosin Phosphatase type z (RPTPβ/ζ) (Krueger and Saito, 1992) et 

enfin la nucléoline de surface dont l’affinité pour HARP n’est pas encore décrite (Take et al., 1994). 

2.1 ALK 

ALK est une protéine monomérique de 1620 acides aminés, sa structure se décompose en trois 

domaines : un domaine extracellulaire de 1030 acides aminés contenant le site de fixation du ligand, 

un segment transmembranaire de 27 acides aminés et une région cytoplasmique de 563 acides aminés 

portant le domaine catalytique (Espinos, 2005). Deux formes de ALK ont été identifiées la première 

d’une masse de 220 kDa et la seconde de 140 kDa correspondant au clivage de la forme entière et au 

relargage d’un fragment soluble de 80 kDa (Moog-Lutz et al., 2005) (Figure 3). ALK est un récepteur 

à activité tyrosine kinase de la famille des récepteurs à l’insuline (Espinos, 2005), il est défini comme 

étant un récepteur de haute affinité pour HARP (Kd=32 pM) (Stoica et al., 2001). Des expériences 

réalisées au laboratoire ont montré que HARP déplété de sa partie C-terminale (HARPΔ111-136) 

inhibait l’activation de ALK (Bernard-Pierrot et al., 2001), suggérant que HARP se fixait à ALK par 

sa partie C-terminale. Cette hypothèse a été confirmée un an plus tard par des expériences montrant 

qu’un peptide de HARP correspondant à la partie C-terminale (P111-136), entrait en compétition avec 

la protéine entière pour la fixation à ALK et inhibait ainsi son activation (Bernard-Pierrot et al., 2002) 
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Figure 3 Structure de ALK (Espinos, 2005) 

Les 26 premiers acides aminés de la protéine sont hydrophobes et forment une séquence potentielle de peptide 

signal : la chaîne mature s’étend donc de l’acide aminé 25 à l’acide aminé 1620. Le domaine extracellulaire 

comporte : 16 sites de glycosylation, 2 domaines MAM (meprin/A5-protein/PTPmu) (MAM1 : aa264-467 et 

MAM2 : aa478-636), domaines retrouvés dans de nombreux récepteurs et qui pourraient avoir un rôle dans les 

interactions cellules/cellules, un domaine LDLa (Low density lipoprotein receptor class A) constitué d’une 

répétition de résidus cystéine (aa425-aa487 et aa987-aa1021) qui pourrait potentiellement augmenter la 

spécificité des ligands (PTN et MK) dont le site de fixation se situe au niveau des aa391-401. Le domaine 

transmembranaire (TM) de ALK (aa1039-1059), riche en acides aminés hydrophobes, est suivi d’un domaine 

juxtamembranaire. Le domaine cytoplasmique renferme de nombreux résidus tyrosine phosphorylables, dont une 
paire située au niveau du domaine tyrosine kinase (aa1122-1376) qui correspond aux sites d’autophosphorylation 

communs à tous les récepteurs de cette famille.  

 

 

Des constructions comprenant la partie intracellulaire de ALK et dont la partie extracellulaire 

avait été remplacée par des fragments cristallisables d’IgG2b ont été transfectées dans des cellules 

neuronales PC12. Cette construction mime une activation constante de ALK dans ces cellules. 

L’activation en continu du domaine intracellulaire de ALK conduit à une activation de la voie des 

MAPK et ainsi à la différenciation neuronale des PC12 (Souttou et al., 2001). Des travaux réalisés par 

Moog-Lutz et coll. ont confirmés ces résultats. En effet, l’activation de ALK par des anticorps dans 

des cellules PC12, transfectées transitoirement avec ALK, active la voie des MAP kinases et induit la 

différenciation de ces cellules en neurones (Moog-Lutz et al., 2005). L’activation de la voie Rap1 par 

ALK permet également une différenciation neuronale des PC12 visualisable par une pousse 

neuritique. Ce phénotype est également retrouvé dans d’autres lignées neuronales telles que les SH-

SY5Y ou SK-N-SH (Schonherr et al., 2010). 

Lors des lymphomes anaplasiques, on observe une translocation du gène de ALK sur le gène 

de la nucléophosmine conduisant à la synthèse d’une protéine de fusion (NPM-ALK) qui active de 

façon constitutionnelle les voies de signalisation de ALK (Bai et al., 1998). Cette modification a 

permis de définir différentes voies impliquées dans les propriétés de ALK. Des expériences de co-

immunoprécipitation ont montré que NPM-ALK était lié à la phospholipase C γ (PLCγ). Le 

remplacement d’une tyrosine par une phénylalanine sur le site de fixation a résulté en une baisse de la 
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prolifération des cellules lymphoïdes étudiées (Bai et al., 1998). L’expression de NPM-ALK est 

associée avec une activation des voies STAT3 et Pi3k/Akt (Bai et al., 2000; Zamo et al., 2002). Il 

semblerait que les propriétés mitotiques de NPM-ALK dans ces cellules passent aussi par la voie 

STAT3 (Anastasov et al., 2010). Enfin, les cellules des lymphomes anaplasiques exprimant NPM-

ALK montrent une activation continue de la voie NFkB (Dejean et al., 2012). 

L’activation de ALK par HARP induit la dimérisation du récepteur et l’activation de la voie 

des MAPK, de la Pi3k et de PLCγ. Cette activation potentialise la prolifération des cellules SW13 

(Stoica et al., 2001). L’action anti apoptotique de ALK médiée par HARP passe par la voie des MAP 

kinase dans la lignée cellulaire épithéliale SW13 (Bowden, Stoica, and Wellstein, 2002). Le blocage 

de ALK par des anticorps bloquant inhibe la pousse neuritique induite par HARP. Cette inhibition est 

associée à une baisse de la phosphorylation de la “glycogen synthase kinase” 3β (GSK3β) et à une 

baisse de l’activation de la voie GSK3β/β-catenin (Yanagisawa et al., 2010). 

 

Figure 4 Voies de signalisation intracellulaires activées par ALK 

ALK peut activer de nombreuses voies intracellulaires. Cependant, seules certaines ont été montrées comme 

pouvant être activées par HARP. Chaque type d’activation de ALK impliqué est indiqué au dessus du récepteur. 

Les flèches vertes représentent les voies activées par le récepteur. Les flèches noires représentent les activités 

cellulaires qui ont été associées aux voies de signalisation activées. 
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2.2 RPTPζ 

RPTPζ appartient à la famille des récepteurs à activité tyrosine phosphatase. Le domaine 

extracellulaire de ce récepteur est composé de trois parties : un domaine N-terminal “carbonic 

anhydrase like”, un domaine “fibronectine III like” et un domaine riche en sérine-glycine qui est le site 

d’ancrage des chondroïtines sulfates (Krueger and Saito, 1992).Quatre isoformes de RPTPζ ont été 

décrites, 2 formes, longue et courte, rattachées à la membrane et 2 formes solubles longue et courte 

appelées phosphocan. Les 2 formes courtes ne présentent pas de séquence de fixation des 

chondroïtines sulfates (Garwood et al., 2003) (Figure 5). RPTPζ présente deux sites de fixation à 

HARP (Kd=3nM et Kd=25nM) (Maeda et al., 1996). L’affinité de RPTPζ pour HARP est modulée par 

les chaines de chondroïtines sulfate portées par le récepteur, en effet, une digestion enzymatique par la 

chondroïtinase ABC induit une baisse de l’affinité pour les deux sites de fixation de HARP (Maeda et 

al., 2003).  

 

 

Figure 5 Représentation schématique de l’organisation en domaine des quatre isoformes de RPTPζ 

(Garwood et al., 2003). 

Les domaines “carbonic anhydrase” et “fibronectin III” sont en commun pour les 4 isoformes. Les isoformes 

tronquées ne présentent pas la séquence riche en sérine-glycine nécessaires à la fixation des chaînes de 

chondroïtines sulfate  
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L’action de HARP sur ce récepteur passe par une voie originale : la fixation de HARP induit 

la dimérisation de RPTPζ et un changement conformationnel bloquant l’accès des substrats aux sous-

unités catalytiques, inhibant ainsi son activité phosphatase. Cette modification permet l’accroissement 

de la phosphorylation de ses cibles intracellulaires (Perez-Pinera, Berenson, and Deuel, 2008). 

Polykratis et al. ont montré que la liaison de HARP à RPTPζ dans des cellules HUVEC conduisait à 

une hausse du taux de phosphorylation de la Src kinase, la Focal Adhesion Kinase (FAK), la Pi3k, les 

ERK1/2. La répression de l’expression de RPTPζ par des ARN interférents dans les HUVEC conduit à 

l’arrêt des signaux intracellulaires médiés par HARP. Ces modifications sont associées à une 

inhibition de la migration, et de la formation de tube en matrigel par des cellules endothéliales 

HUVEC (Polykratis et al., 2005). La fixation de HARP à RPTPζ dans la lignée de neuroblastome 

B103 induit une augmentation de la phosphorylation de p190RhoGAP. Cette interaction a été associée 

à une baisse de la mémorisation spatiale. Des souris sauvages ou KO pour RPTPz ont été placées dans 

une cage différente de leurs cages de stabulation et soumises à des chocs sonores et électriques pour 

associer cet environnement à la peur. Trois jours après le conditionnement, les souris sauvages 

montraient toujours des signes de peur (immobilisation de l’animal) alors que les animaux KO avaient 

un comportement normal dans ces conditions normalement associées à la peur. Aucun effet de 

l’inactivation de RPTPz n’a été rapporté sur la peur innée à la lumière, indiquant ainsi un effet sur la 

mémorisation contextuelle (Tamura et al., 2006). 

Des modèles de double hybride de levure ont identifié que le domaine intracellulaire de 

RPTPζ se liait à la β-adducine, la β-catenine et Fyn. Il a ensuite été validé que la liaison de HARP à 

RPTPζ activait ces voies dans la lignée Hela (Pariser et al., 2005a; Pariser et al., 2005b). Des 

expériences sur la lignée de glioblastome U373-MG ont confirmé que la β-catenine était une cible 

intracellulaire de RPTPζ (Meng et al., 2000). Enfin des études sur une lignée de cellule rénale de lapin 

ont montré une activation de la membrane associated guanylate kinase, WW and PDZ containing 

domain (MAGI) par l’intermédiaire de RPTPζ (Fukada et al., 2006). 
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Figure 6 Voies de signalisation intracellulaires activées par RPTPζ 

RPTPζ peut agir sur de nombreuses voies intracellulaires. Les flèches rouges représentent les inhibitions, les 

flèches vertes représentent les activations et les flèches noires représentent les activités cellulaires qui ont été 

associées aux voies de signalisation activées. 

 

2.3 SDC3 

Le SDC3 a été le premier récepteur décrit de HARP (Raulo et al., 1994). Il fait partie de la 

famille des Syndécan, une famille de protéoglycannes à chaîne d’héparane sulfate (Carey et al., 1997; 

Couchman, 2010). Le SDC3 peut cependant porter 3 à 4 chaînes de chondroïtines sulfate (Raulo et al., 

1994). Les syndécans partagent deux séquences intracytoplasmiques médiant les interactions avec le 

système Src/cortactin, et l’ezrin (organisation du cytosquelette et des jonctions intercellulaires) pour le 

domaine 1 et avec les molécules de type “PDZ” (régulation de l’emplacement intracellulaire de ses 

protéines cibles) pour le domaine 2. Entre ces deux domaines, une séquence variable, spécifique pour 

chaque type de syndécan, permet l’interaction spécifique avec d’autres protéines de différentes voies 

de signalisation. Les interactions de la séquence variable du SDC3 avec les protéines intracellulaires 

ne sont pas connues(pour revue (Couchman, 2010)). 
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Figure 7 Représentation schématique de l’organisation en domaine des syndécans (D’après (Multhaupt et 

al., 2009)). 

Le core protéique des SDC est organisé en 4 domaines. Le domaine apical comprend les sites de fixation des 

chaînes de HS. Un domaine de fixation des intégrines se situe entre le domaine glycosylé et le domaine 

membranaire. Le domaine membranaire contient des séquences qui lui permettent de former des homodimères 

de SDC. Enfin, le domaine intracellulaire comprend 2 domaines C1 et C2, conservés entre les différents SDC. 

Ces deux domaines sont séparés par une zone variable spécifique à chaque SDC. 

 

Le SDC3 serait impliqué dans le contrôle de la potentialisation à long terme des neurones de 

l’hippocampe, ce phénomène est associé à la mémorisation. En effet, les souris inactivées pour le gène 

du SDC3 montrent une augmentation de la potentialisation à long terme dans l’hippocampe et cette 

suractivation neuronale est associée à une baisse de la capacité d’apprentissage chez ces animaux 

(Kaksonen et al., 2002). Le SDC3 a également été associé au développement ostéoarticulaire. En effet, 

la surexpression du SDC3 dans le radius et l’ulna d’embryon de poulet conduit à une baisse de la 

formation osseuse visible par une absence de calcification et d’invasion ostéoblastique dans les 

ébauches cartilagineuses des membres (Pacifici et al., 2005). Aucune étude ne s’est pour l’instant 

intéressée au phénotype osseux des souris inactivées pour le SDC3. 

Le SDC3 fixe HARP avec une constante de faible affinité (Kd= 0.6nM), la fixation a lieu par 

l’intermédiaire des domaines TSR1 de HARP (Raulo et al., 2006). Nolo et coll. ont montré que HARP 

et le SDC3 sont co-exprimés durant le développement cérébral du rat (Nolo et al., 1995). Leur action 
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commune passerait par une activation des voies Src et Fyn qui induiraient l’interaction de la cortactine 

et des microtubules, permettant ainsi un réarrangement du cytosquelette à l’origine de la migration des 

neurones et de la pousse neuritique (Hienola et al., 2006; Kinnunen et al., 1998).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 Voies de signalisation intracellulaires activées par le SDC3 

SDC3 peut agir sur de nombreuses voies intracellulaires. Les flèches vertes représentent les activations et les 

flèches noires représentent les activités cellulaires qui ont été associées aux voies de signalisation activées. 

 

2.4 Nucléoline 

La nucléoline a tout d’abord été décrite comme une protéine nucléaire (Prestayko, Lewis, and 

Busch, 1973) où elle joue un rôle dans la transcription par l’ARN polymérase II, dans la réparation, la 

recombinaison et la réplication de l’ADN, la réponse au stress cellulaire, l’activité chaperonne 

d’histone et le transport de molécules entre le noyau et la surface cellulaire. Toutes ces fonctions sont 

liées à la régulation du cycle cellulaire (Srivastava and Pollard, 1999). Enfin, elle a été impliquée dans 

le transport de molécules entre le noyau et la surface cellulaire. En plus de son rôle de navette, il a été 

montré que la nucléoline était capable d’activer la voie des MAP kinase par la kinase K-Ras (Inder et 

al., 2009), mais aussi la voie Pi3k (Barel, Le Romancer, and Frade, 2001) (Figure 9). 

Take et al. ont démontré que HARP était un des ligands de la nucléoline de surface (Take et 

al., 1994). Il a été montré au laboratoire que cette interaction empêche l’internalisation du virus du sida 

dans les cellules CD4+ (Said et al., 2002). L’interaction de la nucléoline avec HARP implique les 

domaines TSR, principalement le domaine C-TSR (Said et al., 2005). 
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Figure 9 Voies de signalisation intracellulaires activées par la nucléoline 
La nucléoline peut agir sur de nombreuses voies intracellulaires. Les flèches vertes représentent les activations et 

les flèches noires représentent les activités cellulaires qui ont été associées aux voies de signalisation activées. 

3 Fonctions pléiotrophes de HARP 

HARP est exprimé dans de nombreux tissus au cours du développement, son expression 

décroit chez l’adulte. HARP est cependant de nouveau exprimé durant la régénération tissulaire ou en 

situation pathologique. 

3.1 HARP et développement vasculaire 

Lors de son isolement au laboratoire CRRET, HARP a tout d’abord été décrit comme un agent 

mitotique sur les cellules endothéliales bovine (Courty et al., 1991). Une étude a confirmé cet effet 

mitotique sur des cellules endothéliales humaines de capillaire, mais a également montré que HARP 

induisait la formation de tube en matrigel par ces cellules (Laaroubi et al., 1994). In vivo, des 

expériences d’injection de plasmides codant pour HARP dans des myocardes ischémiés a induit la 

formation de nouveaux vaisseaux possédant une apparence et des fonctions normales et se connectant 
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aux vaisseaux pré existant (Christman et al., 2005). Il a également été montré que HARP induisait la 

transdifférenciation des monocytes en cellules endothéliales fonctionnelles (Sharifi et al., 2006). Ce 

phénomène peut être impliqué dans la vascularisation des tumeurs surexprimant HARP. En effet, des 

expériences de tumorigénèse in vivo ont montré que l’implantation de cellules NIH-3T3 surexprimant 

constitutivement HARP dans le flanc de souris immunodéprimée conduisait à la formation de tumeurs 

plus vascularisées qu’avec l’implantation de cellule non transfectées(Chauhan, Li, and Deuel, 1993). Il 

existe cependant des données montrant un effet inhibiteur de HARP sur l’angiogénèse. En effet, une 

étude a montré que HARP pouvait se lier au VEGF et inhiber ainsi la formation de tube par les 

HUVECs in vitro (Heroult et al., 2004). Il a également été montré que HARP pouvait inhiber 

l’expression du “kinase insert domain receptor” (KDR), récepteur du VEGF, dans les cellules 

endothéliales (Kokolakis et al., 2006). Ces données montrent l’implication de HARP dans 

l’angiogénèse, cependant ses propriétés angiogéniques semblent varier en fonction de l’organe ou du 

type cellulaire étudié. Il serait intéressant d’évaluer son rôle durant les phénomènes de régénération 

qui nécessitent une vascularisation efficace. 

3.2 HARP et cancer 

HARP a été largement décrit comme étant impliqué dans la progression du cancer, en effet, il 

est surexprimé dans plusieurs lignées tumorales ainsi que dans des échantillons tumoraux prélevés 

chez le patient (pour revue (Papadimitriou et al., 2009)). L’inactivation de HARP par des shARN ou 

des anticorps conduit à la réduction de la taille des tumeurs implantées chez la souris 

immunodéprimée, probablement par un effet sur la prolifération des cellules mais aussi par un effet 

bloquant de l’angiogénèse induite par HARP. Récemment, la surexpression de HARP dans les lignées 

de cellules cancéreuses d’ostéosarcome a été associée, par des expériences de puces à ADN, à la 

résistance aux chimiothérapies (Walters et al., 2008). 

3.3 HARP et inflammation 

HARP est également impliqué dans les processus inflammatoires (Muramatsu, 2002). En effet, 

il a été montré que le traitement in vitro de cellules mononuclées du sang périphérique par HARP 

induisait la production de cytokine pro-inflammatoire telle que le TNF-α, l’IL1β et l’IL6 (Achour et 

al., 2008). De plus, dans les modèles de fibroses péritonéales murines, impliquant une forte 

inflammation, HARP est surexprimé par les cellules bordant le péritoine (Yokoi et al., 2012). 
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3.4 HARP et développement cérébral 

HARP est fortement exprimé durant le développement du système nerveux. Des expériences 

d’hybridation in situ sur des embryons de souris ont montré son expression au niveau de la moelle 

épinière, dans les vésicules otiques, dans le diencéphale et dans le mésencéphale (Yanagisawa et al., 

2010). La déficience en HARP chez la souris résulte en une augmentation de 50% de la densité 

neuronale dans le cerveau (Hienola et al., 2004). Une étude utilisant l’électrophysiologie sur coupe 

d’hippocampe murin a montré que HARP inhibait la potentialisation à long terme des neurones. Ce 

phénomène a été associé à une potentialisation de l’apprentissage chez les souris KO pour PTN. Des 

souris ont été placées dans un labyrinthe à trois branches, après avoir été confinées dans deux des 

branches, on leur a donné accès à la troisième branche. La mémorisation a été mesurée par le temps 

passé à explorer un lieu inconnu (la troisième branche). Après un temps défini, les animaux subissent 

le même test et les temps d’exploration entre le conditionnement et le deuxième test sont comparés. 

Alors que les souris sauvages ont montré le même temps d’exploration de la troisième branche après 

30 min de repos entre les deux tests, les souris KO n’ont pas passé de temps à explorer la troisième 

branche, qu’elles connaissaient déjà, jusqu’à 60 min après le premier test. Ces expériences montrent 

l’importance de HARP dans les phénomènes d’apprentissage (del Olmo et al., 2009). Des expériences 

ont montré que HARP améliorait la survie des neurones dopaminergiques. Lors de blessure induite du 

striatum ciblant spécifiquement les neurones dopaminergiques, on observe une augmentation de 

l’expression de HARP. L’hypothèse sous jacente à cette expression est que HARP permettrait la 

survie des neurones dopaminergiques toujours présents et serviraient à entamer un processus de 

réparation de la lésion (Hida et al., 2003). 

3.5 Autres fonctions de HARP 

HARP a été montré comme inhibant la différenciation adipocytaire de la lignée murine pré 

adipocytaire 3T3-L1 en passant par les voies PI3K/Akt GSK3β/β-catenine (Gu et al., 2007). Ces deux 

voies sont également impliquées dans la différenciation chondrocytaire hypertrophique (Chen et al., 

2008; Ulici et al., 2008). HARP pourrait donc permettre d’inhiber la formation de tissu adipeux sur les 

sites de régénération osseux. 

Deux articles récents ont montré que HARP inhibe la pénétration du virus de 

l’immunodéficience humaine dans les cellules (Said et al., 2005) mais, associé aux cytokines pro-

inflammatoire TNF α, IL-1β et IL-6, HARP induit la réplication du virus par les cellules infectées 

(M'Bika et al., 2010).  

Il semblerait que l’hélice aléatoire C-terminale et le domaine N-TSR de HARP possède des 

propriétés antibactériennes en détruisant la membrane plasmique de bactéries Gram+ comme Gram- 



27 

 

(Svensson et al., 2010). L’association de HARP dans des protocoles de régénération tissulaire pourrait 

diminuer les risques d’infections. 

4 HARP et le tissu cartilagineux 

HARP a également été impliqué dans le système ostéoarticulaire qui est décrit dans les 2 

paragraphes suivants. 

4.1 Le tissu cartilagineux 

Le cartilage est un tissu fortement hydraté (près de 70% de sa masse). Sa forte concentration 

en eau lui confère une résistance aux forces de compression. Le cartilage est avasculaire, les 

chondrocytes vivent donc en hypoxie. La vascularisation du cartilage est observée uniquement lors de 

l’ossification de la matrice dans la croissance osseuse endochondrale et dans l’arthrose. Il existe 3 

types différents de tissus cartilagineux tous issus du feuillet mésodermique. 

-Le cartilage hyalin est principalement constitué d’eau, de collagène de type 2 et de 

protéoglycannes dont le principal est l’aggrécanne. On y retrouve aussi des réseaux isolés de fibres 

élastiques. Le cartilage hyalin est situé dans le cartilage articulaire, les cartilages costaux, le tractus 

respiratoire et les cartilages de conjugaison (plaque de croissance). 

-Le cartilage élastique est riche en fibres élastiques et en collagène 2. Il est retrouvé au niveau 

de l’oreille externe, des trompes d’Eustache et de l’épiglotte. 

-Le fibrocartilage est constitué de fibre de collagène 1, on le retrouve principalement dans les 

disques intervertébraux au niveau de l’annulus fibrosus et au niveau de la symphyse pubienne. Il serait 

aussi retrouvé comme tissu cicatriciel lors des blessures du cartilage hyalin. 

Nous nous intéresserons dans ce manuscrit au cartilage de type hyalin retrouvé dans les 

articulations chez l’adulte et dans les ébauches des membres chez l’embryon. 

 

Le cartilage hyalin est présent chez l’adulte au niveau des articulations. Il forme aussi les 

ébauches des membres chez l’embryon. Au niveau articulaire, les chondrocytes sont des cellules au 

cycle cellulaire long, enchâssées dans une matrice extracellulaire constituée principalement de 

glycosaminoglycannes et de collagène 2. Le cartilage articulaire est avasculaire et non innervé, les 

nutriments et l’oxygène se diffusent au travers de la matrice à partir des vaisseaux de l’os sous 

chondral. Le cartilage articulaire est organisé en 6 couches. Les chondrocytes de la zone superficielle 

sont plutôt nombreux, ont une morphologie aplatie et une faible activité métabolique. Lorsque l’on 
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pénètre dans les couches, les chondrocytes sont de moins en moins nombreux, et plus actifs 

métaboliquement (Ge et al., 2006) (Figure 10). 

Figure 10 Morphologie du cartilage articulaire (D’après (Ge et al., 2006)) 

Le cartilage articulaire est organisé en 6 couches. Les chondrocytes de la zone superficielle sont plutôt 

nombreux, ont une morphologie aplatie et une faible activité métabolique. Lorsque l’on pénètre dans les 

couches, les chondrocytes sont de moins en moins nombreux, et plus actifs métaboliquement 

4.2 HARP et physiologie du tissu cartilagineux 

4.2.1 HARP et cartilage articulaire 

HARP fut associé pour la première fois au développement du cartilage grâce aux travaux de 

Neame et al. (Neame et al., 1993). En effet, des extraits de protéines totales de cartilage épiphysal et 

nasal de veaux fœtaux contenait 15µg de HARP/g de poids sec de cartilage alors que HARP était 

présent seulement à l’état de trace voir indétectable dans le cartilage articulaire mature de bœuf. Ces 

résultats furent confirmés par Azizan et al. et Tapp et al. qui montrèrent une absence de HARP chez 

l’adulte, au niveau protéique comme au niveau de l’expression génique, dans le cartilage articulaire 

chez les bovins (Azizan et al., 2000; Tapp et al., 1999). Cette expression de HARP durant le 

développement cartilagineux fœtal a été retrouvée chez le rat (Imai et al., 1998; Vanderwinden et al., 

1992) , la souris (Imai et al., 1998) et le poulet (Dreyfus et al., 1998b). 

Durant la même période, il a été montré que l’ajout de HARP à des cultures en culot de 

précurseurs chondrogéniques de bourgeons de pattes de poulet permettait de potentialiser la 

différenciation chondrogénique de ces cellules (Dreyfus et al., 1998a). Cette potentialisation a été 
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observée par une coloration des glycosaminoglycannes sulfatés au bleu alcian de la boulette complète. 

Des études réalisées sur des chondrocytes articulaires matures de bœuf, n’exprimant pas HARP, ont 

montré que l’ajout de HARP exogène avait un effet inhibiteur dose dépendant sur leur prolifération. 

Cet effet antiprolifératif est associé à une augmentation de la synthèse des cores protéiques de 

l’aggrécanne, du biglycanne et de la decorine et à une augmentation de l’incorporation de glucosamine 

et de sulfate, suggérant un effet potentialisateur de la synthèse de protéoglycannes et de 

glycosaminoglycannes, marqueurs de la différenciation chondrocytaire (Tapp et al., 1999). 

Parallèlement, l’ajout de HARP exogène sur des chondrocytes fœtaux, exprimant fortement HARP, 

n’a aucun effet sur leur prolifération et leur différenciation 

4.2.2 HARP, le cartilage de conjugaison et la croissance endochondrale 

Le développement du tissu osseux passe par l’ossification d’une esquisse cartilagineuse au 

niveau du cartilage de conjugaison. Le cartilage de conjugaison présente 4 zones principales, dans 

lesquelles les chondrocytes sont à différentes étapes de différenciations (Figure 11). Les chondrocytes 

de la zone de quiescence présentent une prolifération faible et ressemblent morphologiquement à ceux 

du cartilage hyalin. Les chondrocytes de la zone de prolifération s’organisent en chapelet cellulaire 

jusqu’à la zone dite préhypertrophique où les cellules grossissent et changent leur production 

protéique matricielle. La zone hypertrophique contient des chondrocytes dont le corps cellulaire est 

beaucoup plus gros que les chondrocytes articulaires, leur production de collagène 2 diminue 

fortement et ils commencent à synthétiser du collagène de type 10. La matrice de la zone 

hypertrophique est minéralisée et subie une invasion vasculaire. Cette angiogénèse permet l’arrivée de 

monocytes/macrophages qui se différencient en chondroclastes, cellules participant au remodelage de 

l’ébauche cartilagineuse. Concomitamment, des progéniteurs ostéoblastiques sont recrutés sur le site, 

permettant ainsi une synthèse de matrice ostéoide composée principalement de collagène de type 1 qui 

sera enfin minéralisée pour donner naissance à la matrice osseuse proprement dite (pour revue (Olsen, 

Reginato, and Wang, 2000). 
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Figure 11 La croissance endochondrale dans les os longs (D’après (Adams, Cohen, and Lassova, 2007; 

Ulici et al., 2008)) 

La croissance endochondrale implique l’activation des chondrocytes de la zone de quiescence vers un phénotype 
prolifératif permettant la pousse de l’os en longueur et en épaisseur. Les chondrocytes s’hypertrophient ensuite et 

entrent en apoptose permettant une invasion vasculaire et ostéoblastiques. Durant ces phénomènes divers 

facteurs de croissance et de différenciation ainsi que de protéines de la matrice extracellulaire sont exprimés par 

les chondrocytes.  

 

HARP a été immunolocalisé dans le cartilage de croissance dans la zone hypertrophique chez 

le poulet et la souris, indiquant un rôle de HARP dans la croissance osseuse endochondrale (Dreyfus et 

al., 1998b; Petersen and Rafii, 2001). La cinétique de l’expression de HARP dans le tibia en 

développement a été bien décrite chez le poulet. L’expression de HARP au niveau ARN apparait au 5
e
 

jour après fécondation dans les progéniteurs chondrocytaires, soit 2 jours après la condensation des 

cellules mésenchymateuse formant la première ébauche du membre. Au 7
e
 jour, l’expression génique 

de HARP est localisée au niveau des chondrocytes de la zone de prolifération tandis que la protéine est 

retrouvée au niveau de la zone hypertrophique. Une baisse de la présence de HARP est observée lors 

de la vascularisation de la matrice du cartilage hypertrophique au 11
e
 jour (Dreyfus et al., 1998b). 

Dans la croissance des bois des cerfs, qui ressemble à la croissance endochondrale, HARP est retrouvé 

dans la zone dite de précartilage qui précède la différenciation chondrocytaire proprement dite des 

cellules mésenchymales (Clark, Lord, and Suttie, 2006). Corrélant ces observations, HARP a été 

localisé au niveau des ébauches cartilagineuses des membres des rats, alors que son récepteur le SDC3 

n’est localisé que plus tard au niveau de la zone minéralisée des plaques de croissance (Imai et al., 

1998). Ces résultats suggèrent l’implication de HARP dans le processus de différenciation 

hypertrophique des chondrocytes de la plaque de croissance. 

La culture de cartilage nasal d’embryon de poulet et de plaques de croissance de rat en 

présence de HARP conduit à la production de collagène 1, un marqueur de la différenciation 
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hypertrophique des chondrocytes (Tare et al., 2002a). Cette observation a été confirmée chez les souris 

surexprimant HARP, en effet, la matrice du cartilage articulaire de ces animaux présentait un 

marquage pour le collagène 1 (Tare et al., 2002b). Les souris surexprimant HARP ont des plaques de 

croissances plus étendues que les souris sauvages, étonnamment, cette observation est associée à un 

ralentissement de la croissance des animaux (Imai et al., 1998). 

4.3 HARP et pathologies du tissu cartilagineux  

Durant l’arthrose et l’arthrite rhumatoïde humaine, des niveaux élevés de HARP sont 

retrouvés dans le liquide synovial (Pufe et al., 2003a; Pufe et al., 2003b). Les chondrocytes de 

cartilage arthrosique expriment HARP au niveau génique et protéique alors que le cartilage sain est 

largement négatif pour son expression. Les chondrocytes arthrosiques en culture expriment le 

récepteur ALK et les chondrocytes articulaires des zones arthrosées présentent des marquages 

spécifiques pour ALK. Dans les dernières phases de progression de l’arthrose, le SDC3 et ALK sont 

exprimés par les chondrocytes (Pfander, Swoboda, and Kirsch, 2001) Le traitement de chondrocytes 

normaux par HARP induit l’expression de ALK, que ce soit à partir de culture primaire ou de lignée 

chondrocytaire. Ce même traitement induit l’expression de HARP, de TIMP1 et 2 et inhibe 

l’expression des MMP1 et MMP13. (Pufe et al., 2003b). 

 

La tendinopathie est une maladie dégénérative et inflammatoire du tendon due à son utilisation 

excessive, caractérisée entre autre par une différenciation chondrocytaire des ténocytes, la composante 

cellulaire du tendon. Cette différenciation chondrocytaire peut atteindre le stade hypertrophique et 

amener à une ossification de type endochondrale du tendon (O'Brien et al., 2012). Des travaux récents 

de notre laboratoire ont montré une corrélation entre l’accumulation de HARP dans la matrice et le 

développement d’une tendinopathie  dans un modèle de sur-utilisation du tendon supra épineux chez le 

rat par une course sur tapis (Attia et al., 2011). Chez les rats ayant couru, l’expression du collagène 1, 

collagène principal du tendon, est diminuée, tandis qu’une augmentation de l’expression du collagène 

de type 2, des protéoglycannes decorine, aggrécanne, versicanne et biglycanne sont observées. Ces 

modifications sont accompagnées par une induction de l’expression de Sox9, un facteur de 

transcription spécifique de la différenciation chondrogénique. Ces modifications sont associées à une 

accumulation de HARP dans la matrice sans modification de son expression génique par les ténocytes. 

 

Il semble y avoir une relation spatio temporelle entre la présence de HARP et la progression 

de la dégénérescence cartilagineuse ((Attia et al., 2011; Pufe et al., 2003a; Pufe et al., 2003b). Deux 

hypothèses existent quant aux rôles de HARP dans ces pathologies. La première, soutenue par les 

travaux de Pufe et al. montrant que HARP potentialise la synthèse de glycosaminoglycannes par les 
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chondrocytes suggère que HARP participerait à une stabilisation de la MEC et donc à un phénomène 

de régénération compensatoire de la matrice lésée. La deuxième hypothèse basée sur les propriétés 

angiogéniques de HARP postule que HARP permettrait l’invasion vasculaire de la matrice 

cartilagineuse, un des symptômes retrouvé dans le cartilage arthrosé, et ainsi aggraver la dégradation 

de la matrice. 

5 HARP et le tissu osseux 

5.1 Le tissu osseux 

L’os est un tissu minéralisé possédant une fonction de soutien. Ce tissu est constitué en 

moyenne de 70% de minéraux (cristaux d’apatite), 10% d’eau et de 20% de matière organique, dont 

90% de collagène de type I. En plus de son rôle de support mécanique pour la locomotion et de 

protection des organes internes, l’os est le site de l’hématopoïèse grâce à la moelle osseuse contenant 

les précurseurs des tous les éléments figurés du sang. Il joue également un rôle primordial dans le 

métabolisme phosphocalcique de l’organisme, en effet, il contient près de 99% du calcium et 90% du 

phosphate du corps.  

Il existe 2 types principaux d’os définis par leur origine embryonnaire et leur type 

d’ossification : 

Les os plats, originaires de l’ectoderme (Olsen, Reginato, and Wang, 2000), dont la croissance 

se fait par une ossification dite endoconjonctive (ou membranaire). L’ossification membranaire 

implique une différenciation des cellules mésenchymateuses directement en ostéoblastes permettant 

une ossification directe de la matrice sans passer par une étape cartilagineuse. Les os plats sont les os 

de la calvaria et de la face. 

-Les os long et courts, originaires du mésoderme (Olsen, Reginato, and Wang, 2000), 

grandissant par une croissance dite endochondrale (ou cartilagineuse). La croissance endochondrale se 

caractérise par une étape intermédiaire de formation matricielle cartilagineuse impliquant des 

chondroblastes avant une invasion ostéoblastique de la matrice permettant l’ossification proprement 

dite. Les os longs présentent 2 structures principales, l’os cortical présent à la périphérie de l’os et 

possédant des propriétés mécaniques de résistance, et l’os trabéculaire formant des travées dans la 

partie centrale de l’os où la moelle osseuse prend place. (Figure 12). 
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Figure 12 Structure de l’os (coupe de fémur de rat coloré au trichrome de Masson, x4). 

L’os présente 2 structures principales, l’os cortical, à la périphérie, qui lui donne sa résistance à la compression 

et aux torsions et l’os trabéculaire, au centre, contenant la moelle osseuse. 

 

5.1.1 Le remodelage osseux 

L’os est un organe en remodelage constant par la dégradation de la matrice par les ostéoclastes 

et la synthèse de nouvelle matrice par les ostéoblastes (pour revue (Parfitt, 1994)). Le remodelage 

osseux permet l’adaptation du tissu aux contraintes mécaniques internes et externes et ainsi la 

conservation de ses fonctions mécaniques. L’intégrité tissulaire de l’os est assurée principalement par 

deux types cellulaires, les ostéoclastes qui sont des cellules hématopoïétiques dérivées des 

monocytes/macrophages qui dégradent la matrice et les ostéoblastes, cellules d’origine 

mésenchymateuses dérivées de cellules pré-ostéoblastique ou de cellules stromales mésenchymateuses 

qui synthétisent la matrice. L’os à l’état quiescent présente des cellules enchâssées dans la matrice 

appelées ostéocytes et des cellules bordant la surface osseuse appelées cellules bordantes ou 

ostéoblastes (Figure 13). 
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Figure 13 Le remodelage osseux (D’après (Marie, 2001)) 
La phase de résorption commence par l’activation des pré-ostéoclastes dérivés de la lignée monocytaire en 

cellules matures capables de dégrader une région localisée de la matrice osseuse. Une phase proliférative des 

progéniteurs ostéoblastiques est ensuite observée, cellules qui migreront jusqu’à la zone dégradée (lacune de 

Howship). La phase de formation osseuse débute par la synthèse d’une nouvelle matrice non minéralisée 

(l’ostéoide). Les ostéoblastes matures piégés dans la matrice se différencient en ostéocytes tandis que ceux en 

surface deviennent des cellules bordantes qui resteront quiescente jusqu’à ce qu’elle soit activées. 

 

5.1.2 La régénération osseuse 

La cicatrisation normale de l’os est un phénomène complexe impliquant la coordination de 

divers processus généralement caractérisés par quatre étapes se superposant (Figure 14). 
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Figure 14 Schéma du modèle de la régénération osseuse et ses participants cellulaires (D’après (Schindeler 

et al., 2008)) 

La première phase non spécifique consiste en une inflammation participant à un anabolisme non spécifique. 

Cette étape est suivie de la formation d’un callus cartilagineux (étape 2) qui laissera place à un callus minéralisé 
par des ostéoblastes (étape 3) qui sera remodelé (étape 4) pour donner naissance à une nouvelle matrice 

fonctionnelle. 

 

La première phase consiste en une inflammation non spécifique retrouvée dans tous les autres 

types de blessure. Le saignement qui accompagne la fracture se retrouve contenu par les tissus 

environnant et forme un hématome. Le site est ensuite envahi par de nombreuses cellules 

inflammatoires synthétisant de nombreuses cytokines (interleukines 1 et 6, TNF α) et facteurs de 

croissance (TGF βs, FGF-2, VEGF, PDGF, M-CSF). Le caillot subi ensuite une invasion vasculaire 

qui amène des cellules phagocytaires qui nettoieront les débris cellulaires. Cette première réponse 

facilite le recrutement de progéniteurs mésenchymateux venant du périoste, de la moelle osseuse, de la 

circulation et des autres tissus environnant. 

L’étape suivante est caractérisée par la formation d’un callus fibro-cartilagineux (ou callus 

mou) qui servira de tuteur pour la formation osseuse proprement dite. A ce stade, l’os présente 

toujours une faible résistance aux forces de torsions et de pression. Le site de lésion doit donc être 

convenablement immobilisé afin d’éviter une destruction de la néo vascularisation, ce qui conduirait à 

des délais dans la réparation voir même à la formation de pseudarthrose. 

Utilisant le patron formé par le callus mou, des pré-ostéoblastes synthétisent ensuite une 

matrice ostéoide et la minéralisent donnant naissance au callus dur. Cette néo formation se produit à 

l’interface callus mou/os. Enfin, la dernière étape consiste en un remodelage du callus dur. Cet 
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événement récapitule les processus retrouvés dans le remodelage osseux décrit dans le paragraphe 

précédent (pour revue (Schindeler et al., 2008)) 

5.2 HARP et la physiologie du tissu osseux 

L’ADNc de HARP a été isolé entre autre à partir de la lignée ostéoblastique murine MC3T3-

E1 et retrouvé dans la lignée d’ostéosarcome humain MG63, suggérant un rôle de HARP dans la 

physiologie osseuse. Cette hypothèse a été confortée par l’équipe du Pr Rauvala qui a montré que 

HARP induisait la migration de lignées de cellules ostéoblastiques humaines et de rat en chambre de 

Boyden mais aussi dans des conditions où HARP était immobilisé sur du plastique de culture (Imai et 

al., 1998). Ces observations furent reproduites par les équipes du Pr Wang et du Pr Oreffo (Li et al., 

2005b; Yang et al., 2003). L’équipe du Pr Wang a aussi montré un effet intéressant de HARP sur les 

potentialités des progéniteurs ostéoblastiques issus de la moelle osseuse. En effet, l’addition de HARP 

à 10 pg/ml sur une culture primaire de moelle osseuse humaine permet, non seulement, d’augmenter la 

clonogénicité de progéniteurs ostéoblastiques mais aussi d’accroitre le nombre de colonies positives 

pour la phosphatase alcaline, un marqueur de la différenciation ostéoblastique (Yang et al., 2003).  

Des tests d’ostéoinduction sur une lignée murine myoblastique (C2C12) ont montré que, au 

contraire de la “Bone Morphogenetic Protein 2” (BMP2), le traitement par HARP seul n’induit pas de 

différenciation ostéoblastique. La différenciation ostéoblastique induite par la BMP2 est inhibée 

lorsque HARP est ajouté au milieu de culture dès le début de l’induction. Cependant, si HARP est 

ajouté après que la différenciation soit effective, une potentialisation de l’ostéoinduction caractérisée 

par l’activité phosphatase alcaline est observée (Tare et al., 2002a). Ces résultats suggèrent un rôle 

tardif de HARP dans la régulation de la différenciation ostéoblastique. 

Des tests d’ostéoformation ectopique ont été réalisés afin de déterminer l’influence de HARP 

sur l’ostéoformation. Dans un modèle d’ostéoformation sous cutané chez le rat, l’association de HARP 

à des membranes de fibres de verre ne conduit à aucune formation osseuse. Cependant, on observe que 

l’association de HARP à de la BMP2 permet une augmentation du contenu calcique dans le support 

par rapport à la BMP2 seule (Sato et al., 2002). Ces résultats confortent les observations obtenues in 

vitro par Tare et al.. L’implantation de polymère d’acide lactique/glycolique associés à HARP et à des 

cellules prédifférenciées en ostéoblastes induit une formation osseuse et cartilagineuse après 6 

semaines d’implantation sous cutanée alors que les polymères associés uniquement aux cellules ne 

permettent pas d’ostéoformation (Yang et al., 2003). HARP semble jouer un rôle principalement sur 

des cellules déjà différenciées, indiquant que HARP aurait principalement un effet dans les phases 

tardives de la différenciation et la calcification de la matrice. L’association de HARP à des 

biomatériaux ostéoinducteurs pourrait donc être intéressante dans le cadre des thérapies de 

régénération osseuse. 
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Dans les années 2000, des souris transgéniques surexprimant HARP (Tare et al., 2002b) ou 

inactivées (KO) pour HARP (Amet et al., 2001) ont été crées, permettant ainsi des études 

phénotypiques sur l’influence de HARP dans le tissu osseux. Les effets de l’inactivation de HARP sur 

le phénotype osseux sont controversés, en effet en 2004, Lehmann et al. n’ont observé aucune 

modification de la formation osseuse chez des souris KO par rapport à des souris sauvages (Lehmann 

et al., 2004), alors qu’en 2009, une étude plus approfondie de Imai et al. a montré que les os 

appendiculaires et scapulaires des souris KO étaient significativement plus courts que ceux des souris 

sauvages (Imai et al., 2009). Cette baisse de taille est associée à une diminution de la surface 

trabéculaire, du nombre d’ostéoblastes et d’ostéoclastes. Ces modifications sont associées à un 

remodelage moins important de l’os visible par une baisse de marquage à la calcéine, des marquages 

de l’activité phosphatase alcaline associée à la synthèse de matrice osseuse par les ostéoblastes et 

TRAP associée à l’activité de résorption par les ostéoclastes. Les propriétés biomécaniques des os de 

ces animaux sont aussi touchées avec une baisse de la résistance aux tests de cassures, reliée à une 

baisse globale de l’élasticité et de la rigidité de l’os. Cette différence semble être due à l’âge des 

animaux testés, Lhemann et al. ayant travaillé sur des animaux âgés de plus de 30 semaines et Imai et 

al. sur des animaux plus jeunes, âgés de 1 jours à 16 semaines. 

Les souris surexprimant HARP présentent, elles, un phénotype osseux marqué. En effet, leur 

calvaria est près de 2 fois plus épaisse que celle des sauvages. Les animaux transgéniques atteignent 

moins vite leur taille adulte, mais cette différence est estompée à 30 semaines. Les animaux 

transgéniques présentent un contenu minéral osseux plus important (Tare et al., 2002b). Ces 

observations ont été confirmées par radiographie (Li et al., 2005a). Hashimoto et al. ont montré un 

phénotype osseux spécifiquement chez les femelles qui présentent une masse minérale et une densité 

osseuse plus importante. Ces modifications morphologiques sont associées à une augmentation des 

dépôts minéraux et de la formation osseuse des vertèbres et des fémurs. Les souris surexprimant 

HARP ont des os plus cassants que les souris sauvages, probablement à cause de leur fort contenu 

minéral qui conduit à une baisse d’élasticité (Hashimoto-Gotoh et al., 2004). 

HARP semble donc être impliqué dans les phénomènes d’adaptation de l’os aux contraintes 

mécaniques de l’environnement, par une régulation du contenu minéral des os. 

5.3 HARP dans les pathologies du tissu osseux 

La pathologie principale touchant l’os est la fracture. L’os présente des capacités de 

régénération lorsqu’il est lésé, grâce aux capacités de synthèse d'une nouvelle matrice extracellulaire 

(MEC) par les cellules résidentes ou recrutées à partir des tissus environnants.  

Des dosages sériques de HARP dans les sangs de patients ayant subis des fractures ont montré 

que les patients ayant eu une union osseuse avaient une plus forte concentration sérique de HARP dès 
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la première semaine du processus de réparation par rapport à ceux n’ayant pas eu de réparation 

spontanée (Weiss et al., 2009). Ce taux plus élevé a continué à augmenter durant les 8 premières 

semaines alors que les patients n’ayant pas réparé n’ont pas montré d’évolution de leur taux sérique de 

HARP. 

Des expériences de fracture induites chez le rat ont montré la présence de HARP dans le callus 

fibreux formé 5 jours après la blessure, et dans le callus osseux, 10 jours après la fracture (Petersen 

and Rafii, 2001). Des expériences de défauts osseux induits chez la souris surexprimant HARP ont été 

réalisées par Li et coll. (Li et al., 2005a). Les callus de ces souris présentent une majorité de tissus 

fibreux et cartilagineux, de plus, le callus osseux s’est formé plus tardivement. Ces animaux présentent 

de plus des signes de réparations excessives localisés au niveau de la moelle osseuse en plus du site de 

lésion. Le traitement de la fracture avec une solution saline permet cependant une formation osseuse 

plus importante chez les animaux transgéniques que sauvages. Un traitement par de l’HARP exogène  

des souris transgéniques ou sauvages n’a pas modifié la réparation osseuse. De façon étonnante, le 

traitement du défaut par de la BMP2 chez les animaux transgénique a résulté en une formation d’os 

similaire à celle retrouvée chez les souris sauvages traités avec la solution saline. 

 

Lors du vieillissement, on observe généralement une baisse de la densité osseuse associée à 

une diminution de la minéralisation des os, nommée ostéoporose. L’ostéoporose est un facteur de 

risque de fractures chez les personnes âgées, d’autant plus que leurs capacités de régénération sont 

diminuées. 

Deux études ont impliqué HARP dans l’ostéoporose et le risque de fracture chez les personnes 

âgées. Une étude sur 530 femmes ménopausées a associé le polymorphisme du promoteur de HARP 

en position 1227 C>T à l’ostéoporose et aux fractures de la hanche résultantes (Mencej-Bedrac et al., 

2011). De la même façon, une étude des variants génétiques associés à l’ostéoporose mâle effectuée 

sur une cohorte de près de 2000 hommes âgés de plus de 65 ans a montré une association entre le 

polymorphisme de HARP et la densité osseuse de la tête fémorale (Yerges et al., 2009). Des études de 

l’expression des gènes par microarray ont montré que les ostéoblastes de patients ostéoporotiques 

présentaient une baisse significative de l’expression de HARP par rapport à des patients non 

ostéoporotiques (Trost et al., 2010). 

 

De façon plus anecdotique, les voyages dans l’espace induisent une modification 

morphologique de l’os, résultant en une baisse de l’organisation de l’os trabéculaire, ainsi qu’en une 

fragilisation globale de l’os due à une baisse de la densité et de la masse osseuse. Des expériences 

réalisées par Tavella et al. ont montré que des souris surexprimant HARP envoyées dans l’espace 

semblent être protégées de cette baisse globale de la qualité osseuse. En effet, ces animaux 

présentaient une organisation trabéculaire plus diffuse que les sauvages au sol, mais ont conservé près 

de 50 % de cette structure après 3 mois sur la Station Spatiale Internationale alors que les souris 
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sauvages ont vu leur os trabéculaire disparaitre à 90% dans le même temps. Cette diminution a été 

accompagnée par une modification de la qualité de l’os restant avec une diminution d’épaisseur de 

90% chez les animaux sauvages contre 50% chez les souris transgéniques. L’os cortical n’a pas subi 

de modification d’épaisseur chez les souris transgéniques alors que les sauvages ont vu une baisse de 

près de 50 % de leur épaisseur corticale. Ces phénotypes ont été observés sur les os longs et les 

vertèbres (Tavella et al.). 

L’expression de HARP serait donc associée au maintient de l’intégrité osseuse au cours de la 

réparation et du vieillissement.  

6 HARP et cellules souches 

HARP a été très tôt impliqué dans la mise en place de nombreux organes, cependant ses 

activités sur des cellules immatures telles que les cellules souches n’ont commencées à être explorées 

que récemment. 

Une étude s’est intéressée aux effets de HARP sur les cellules souches neurales. Une 

observation réalisée sur des souris inactivées pour HARP a montré une augmentation de 50% de la 

densité neuronale dans le cortex cérébral. Ce phénotype apparait durant la neurogénèse corticale où les 

progéniteurs neuronaux des embryons KO présentent une augmentation du taux de prolifération 

comparativement aux embryons sauvages. Des études réalisées in vitro ont montré que lorsque HARP 

est ajouté au milieu de culture de neurosphères murines, leur prolifération est inhibée et une baisse de 

l’expression de la nestine, un marqueur de la souchitude des progéniteurs neuronaux, est fortement 

diminuée. Il semblerait que cet effet soit médié par une interaction avec le FGF-2 et son récepteur, le 

FGFR-1 (Hienola et al., 2004). Cet effet de HARP sur les progéniteurs neuronaux a été conforté en 

2009 par Vazin et al. qui montrent que HARP, associé au SDF-1, à l’IGF-2 et à l’ephrin, induit la 

différenciation de cellules souches embryonnaires murine en neurones dopaminergiques (Vazin et al., 

2009). HARP pourrait donc être impliqué dans les phénomènes de blocage de la prolifération associée 

à la différenciation. 

La surexpression de HARP dans des progéniteurs rétiniens de rat induit une baisse de la 

différenciation de ces cellules en bâtonnet, mais promeut leur différenciation en cellules gliales de type 

cellules de Müller et cellules bipolaires (Roger et al., 2006). 

HARP est fortement impliqué dans la clonogénicité des cellules souches embryonnaires 

humaines (hESC) mais également dans leur survie. En effet, il a été montré que les cellules MEF 

utilisées comme substrat pour leur survie synthétisent HARP. Les hESC expriment le récepteur 

RPTPζ. Lorsque l’expression de ce récepteur est inhibée dans les hESC, on observe une baisse de 

l’émergence de colonies ainsi qu’une baisse du nombre de cellule dans chaque colonie. De plus, 
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l’utilisation d’un milieu de culture supplémenté en HARP permet un plus fort taux d’isolement 

d’hESC qui conservent leurs propriétés souche. Cet effet est associé temporellement à une activation 

de la voie Akt (Soh et al., 2007). 

Concernant le compartiment médullaire, des études récentes ont démontré l’influence de 

HARP sur les propriétés des cellules souches hématopoïétiques (CSH). En effet, le traitement de 

cellules mononuclées de moelle osseuse de souris en culture avec HARP induit une augmentation 

marquée du nombre de colonie de CSH capables de repopulation à long terme chez la souris 

immunodéficiente. Le même traitement appliqué à du sang de cordon ombilical humain a permis 

d’obtenir une repopulation plus importante par des cellules humaines du compartiment médullaire de 

souris immunodéprimées létalement irradiées. Cette augmentation était non seulement visible dans la 

moelle osseuse, mais aussi dans les populations myéloïdes et lymphoïdes circulantes. Les effets de 

HARP sur l’émergence des CSH sont inhibés par des inhibiteurs des voies Notch et Akt (Himburg et 

al., 2010). L’isolation de CSH sur couche de fibroblastes n’exprimant pas HARP résulte en une 

augmentation du nombre de cellules différenciées en culture. Lors d’expérience de greffe en série de 

moelle sauvage à des souris KO ou des souris sauvages, le nombre de cellules du donneur est plus 

important lors de la greffe aux souris KO, les cellules greffées présentent cependant une 

différenciation myéloïde plus prononcée au détriment de la différenciation lymphoïde, suggérant un 

rôle de HARP dans le contrôle de la prise de greffe (Istvanffy et al., 2011). Ces 2 études montrent un 

rôle important de HARP dans le maintient du compartiment médullaire, mais aussi dans la balance de 

différenciation vers les voies myéloïde ou lymphoïde des CSH. 

Enfin, des expériences de migration en chambre de Boyden ont montré que HARP possède le 

même potentiel chimiotactique et mitotique que le VEGF sur les progéniteurs endothéliaux circulants 

(PEC). Cet effet est bloqué par les inhibiteurs de la NO-synthase et de la voie Akt (Heiss et al., 2008). 

Cet effet sur les PEC pourrait permettre d’augmenter le nombre de progéniteurs dans les phénomènes 

de vasculogénèse observés dans la cicatrisation. 

HARP semble être fortement impliqué dans la biologie des cellules souches, en fonction du 

type cellulaire observé, son effet est associé soit à une potentialisation de la différenciation soit à un 

composant de la niche permettant le maintient des cellules souches dans un état indifférencié. 
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. CHAPITRE 2 : Bio ingénierie tissulaire et cellulaire dans l’os : la triade 

support/cellules/molécules bioactives 

1 La bioingénierie 

Le remplacement de tissus manquant chez le malade nécessite d’apporter les éléments 

cellulaires nécessaires à la récupération fonctionnelle de l’organe concerné. Les thérapies standards 

consistent actuellement à remplacer l’organe déficient soit par une autogreffe, soit par un organe 

provenant d’un don. Ces stratégies sont limitées par la morbidité associée à un second site de 

prélèvement chez le malade d’une part et par le manque d’organes transplantables disponibles d’autre 

part (Vacanti and Langer, 1999). De plus, les risques de transmissions virales et bactériennes ont 

participé à limiter le nombre d’organes valides pour une greffe. Pour palier à ce manque d’organe, des 

tests de xénogreffes ont été initiés. Cependant, cette approche présente des risques de transmission de 

zoonoses connues ou encore inconnues (Fishman, Greenwald, and Grossi, 2012). 

Une nouvelle alternative s’est développée durant les 20 dernières années : L’ingénierie 

tissulaire. Cette nouvelle industrie a réalisé 3.6 milliards de dollars de chiffre d’affaire en 2011 et 

présentait une croissance de près de 50% entre 2007 et 2011 (Jaklenec et al., 2012). La bio ingénierie 

consiste à associer des supports, des cellules et des biomolécules permettant la croissance et la 

différenciation cellulaire et la formation d’un tissu fonctionnel (Figure 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 Principe de la bioingénierie, la triade support/cellules/matrice 

La bioingénierie peut être considérée comme la culture d’un implant. Les cellules représentant la graine 
nécessaire à la production d’un tissu fonctionnel, Le biomatériau fournissant le substrat (terre) nécessaire à la 

croissance des cellules et les biomolécules (fertilisant) permettant de potentialiser la prolifération des cellules 

mais également leur engagement vers les voies de différenciation cellulaire spécifiques de l’organe cible. 
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Notre projet s’est principalement intéressé aux applications de régénération osseuse de la 

bioingénierie. Malgré ses capacités de régénération, lorsque l’os subit un défaut trop important, sa 

réparation n’est pas possible. Des défauts de formation du callus osseux peuvent aussi résulter en une 

absence de consolidation par la formation d’une structure pseudo articulaire appelée pseudarthrose. 

Celle-ci est caractérisée par une mobilité anormale de l’os non réparé et des douleurs lors de l’appui 

sur le membre concerné. Le traitement de référence de ces défauts réfractaires aux thérapies standards 

est l’autogreffe de tissu osseux issu de la crête iliaque du patient qui contient les composantes 

cellulaires et matricielles nécessaire à la réparation. Bien que cette approche soit efficace pour la 

réparation, elle présente des inconvénients. Au delà des défauts esthétiques engendrés, la création d’un 

nouveau site de blessure augmente les risques d’infection et de douleurs récurrentes associées chez le 

patient. De plus, des phénomènes de hernie des organes internes dus à la non fermeture du bassin ont 

été observés. 

La greffe de tissu osseux, avec près de 2.2 million d’opération par an, est le second type de 

transplantation utilisée dans le monde, après la transfusion sanguine. Le champ d’application va de la 

chirurgie orthopédique à la dentisterie en passant par la neurochirurgie. Pour ces raisons, l’association 

de substituts osseux aux thérapeutiques classiques devient de première utilité pour minimiser les effets 

secondaires de l’autogreffe. L’utilisation de biomatériaux pour combler les larges défauts osseux tend 

à devenir le standard de la réparation osseuse (Carson and Bostrom, 2007; Giannoudis, Dinopoulos, 

and Tsiridis, 2005). Cependant, ils ne possèdent pas toutes les capacités mécaniques ni de résorption 

de l’os. De plus, ces substituts ne comprennent pas la composante cellulaire ni la composante 

protéique nécessaires à la formation d’un nouveau tissu fonctionnel. 

2 Les biomatériaux pour le tissu osseux 

La première utilisation de biomatériaux dans le système ostéo articulaire renseignée dans la 

littérature remonte à 1892. Van Meekeran utilisa du sulfate de calcium (Plâtre de Paris) pour combler 

un défaut osseux. La première utilisation, avec succès, de matériaux à base de phosphate de calcium 

remonte cependant à 1920 (LeGeros et al., 2003). Depuis les substituts naturels à base de chitine, 

corail ou collagènes sont utilisés et de nouveaux substituts osseux synthétiques sont développés. Il 

existe un consensus quant aux propriétés que doit posséder un biomatériau destiné à la régénération 

osseuse. 

-L’ostéogénèse : le substitut doit pouvoir permettre la différenciation des cellules implantées 

avec lui. Même si un implant induit toujours une réponse biologique, il ne doit pas être uniquement 

encapsulé dans un tissu fibreux n’ayant pas de propriétés mécaniques capables de supporter le 

chargement physique induit par l’utilisation de l’os traité. 
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-L’ostéoinduction : cette caractéristique représente la capacité du support à recruter et/ou 

activer les cellules des tissus environnant. 

-L’ostéoconduction : cette propriété représente la capacité du biomatériau à faciliter la 

vasculogénèse et la création d’un tissu osseux fonctionnel. 

-L’ostéointégration : il s’agit de la propension de l’implant à s’intégrer au tissu osseux auquel 

il est accolé sans interface fibreuse. 

La capacité de résorption du biomatériau semble devenir une propriété de plus en plus 

importante en chirurgie orthopédique. 

Les biomatériaux pour la régénération du tissu osseux sont actuellement classés en 3 

catégories. 

2.1 Les substituts naturels 

Des processus de traitement des os de cadavre ont permis d’obtenir des substituts osseux 

exempts de toute contamination virologique ou allogénique. Ce procédé appelé “Tutoplast®” consiste 

en une viro-inactivation de l’os, suivie d’une délipidation, d’une déprotéination et d’une lyophilisation 

permettant sa conservation à température ambiante pendant 5 ans. Ce produit présente donc les 

structures exactes de l’os normal mais est dépourvu de toute matrice protéique. Il semble posséder des 

propriétés de remodelage et de formation osseuse plus importante que les os n’ayant pas subis de 

transformation autre que la viro-inactivation (Coquelin et al., 2012). Ces substituts peuvent aussi être 

définis comme des greffons allogènes. 

Le substitut naturel le plus utilisé est dérivé du corail marin. Certaines espèces de corail 

produisent une structure poreuse constituée de phosphate de calcium ressemblant à celui trouvée dans 

l’os trabéculaire. La première application clinique utilisant le corail en régénération osseuse a été faite 

en France à l’hôpital Raymond Poincarré en chirurgie orthopédique et faciale. Le corail peut être 

directement utilisé dans sa forme naturelle ou alors modifié chimiquement pour y intégrer une 

composante d’hydroxyapatite. Le corail présente une forte résistance aux forces de compression mais 

est cassant lorsqu’il est soumis à des forces de cisaillement. Leur étude a permis la mise au point des 

procédés de fabrication des céramiques calciques (pour revue (Demers et al., 2002)). 

2.2 Les céramiques 

Pour combler les larges défauts osseux, les chirurgiens s’orientent maintenant vers 

l’association de la greffe autologue et de biomatériaux possédant des structures chimiques et 

conformationnelles proches de celles de l’os trabéculaire. Ces matériaux présentent l’avantage d’être 

biocompatibles, c'est-à-dire de permettre la survie et la différenciation des cellules implantées. Ils 
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possèdent également des propriétés d’ostéoconduction permettant leur intégration dans l’os 

nouvellement formé. Leur résorbabilité est contrôlée de façon à permettre une pousse tissulaire en leur 

sein (Carson and Bostrom, 2007; Giannoudis, Dinopoulos, and Tsiridis, 2005). En plus de leur 

composition l’autre critère important définissant la vitesse et la qualité de la formation osseuse est la 

taille des pores dans le matériel (Tableau 1) (Karageorgiou and Kaplan, 2005; Kasten et al., 2008). Ce 

critère est à définir en fonction des contraintes mécaniques subies au site d’implantation ainsi que de la 

taille du défaut à combler car plus les pores seront grands, plus la résistance du matériel à la pression 

sera faible. 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 1 Tissus préférentiellement formés en fonction de la taille des pores du substitut (D’après 

(Karageorgiou and Kaplan, 2005; Kasten et al., 2008)) 

 

2.2.1 Les céramiques bio actives 

Les céramiques bio-actives sont capables de former un lien physique avec l’os par la 

formation rapide de cristaux d’apatite à leur surface après leur implantation. Cependant, elles ne sont 

pas résorbables et la solidité du défaut comblé est directement reliée à celle de la liaison entre la 

céramique et l’os de l’hôte. Elles sont composées principalement de dioxyde de silice et contiennent 

un fort taux de dioxyde de sodium et de monoxyde de calcium. De plus, elles présentent un ratio 

CaO/P2O2 similaire à celui retrouvé dans l’os. Ces céramiques, de part leur faible résistance 

mécanique, sont dédiées au comblement de défauts petits à moyens (Carson and Bostrom, 2007). 

2.2.2 Les céramiques bio inertes 

Les céramiques bio-inertes sont généralement composées d’oxydes de métaux comme 

l’alumine (AL2O3), le zircone (ZrO2) ou le titane (TiO2). Ces matériaux ne réagissent pas avec les 

tissus environnant. Leur grande résistance mécanique à la compression les a amenés à être utilisés 

dans le comblement de larges défauts osseux ainsi que dans les prothèses de tête fémorale. Leur 

utilisation est cependant limitée aux sites ne subissant pas de contraintes de torsion. 
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2.2.3 Les céramiques bio absorbables 

Les céramiques bio absorbables sont composées de phosphate tricalcique β (TCPβ) CA3(PO4)2 

associées ou non à de l’hydroxyapatite (HA) CA10(PO4)6(OH)2, composés appartenant tous deux à la 

famille des apatites. Le TCP β présente un taux de résorption 10 à 20 plus rapide que l’HA. 

L’association de ces deux composants permet de contrôler la vitesse de résorption de l’implant mais 

aussi de moduler la résistance de l’implant aux contraintes mécaniques. En effet, l’HA présente une 

structure sujette aux cassures et à un manque de résorption par les cellules de l’hôte. Les céramiques 

calciques sont produites commercialement sous forme d’implants poreux, d’implants denses non 

poreux ou de granules. Il existe également quelques formules injectables qui permettent de combler les 

défauts ne subissant pas de charge mécanique (Carson and Bostrom, 2007; Giannoudis, Dinopoulos, 

and Tsiridis, 2005). Bien qu’elles possèdent une bonne résistance aux forces de pression, ces 

céramiques présentent une fragilité importante aux forces de torsion et de cisaillement impliquant une 

immobilisation du membre touché (Carson and Bostrom, 2007). L’avantage de ces céramiques est leur 

propension à se lier facilement à l’os du receveur, leur biocompatibilité mais aussi leur forte affinité 

pour les facteurs de croissance locaux ou exogènes nécessaires pour la régénération osseuse (Tazaki et 

al., 2009). De plus, elles permettent une différenciation ostéoblastique des cellules implantées ou 

recrutées de novo sur le site d’implantation (Saldana et al., 2009). 

2.3 Les polymères 

Les polymères utilisés en régénération osseuse peuvent être classés en 2 catégories 

principales : les polymères naturels et les polymères synthétiques. Ces deux types de polymères 

peuvent être utilisés comme véhicule pour un relargage contrôlé de facteurs de croissance. 

Les polymères naturels peuvent être composés d’acide hyaluronique ou de collagène. Ces 

composés sont présentés sous forme de gel, ce qui réduit fortement leur résistance mécanique. Leur 

composition identique à celle des composants matriciels normaux réduit leur demi-vie sur le site de 

lésion par l’action des protéases ou des glycanases endogènes. Pour ces raisons, ils sont souvent 

associés à des céramiques calciques ce qui les rend plus difficiles à atteindre pour les enzymes et 

confère une certaine résistance mécanique à l’implant (Giannoudis, Dinopoulos, and Tsiridis, 2005). 

Les ciments de polymères comme le polyméthylméthacrylate (PMMA) ont été utilisés pour 

combler les larges défauts osseux. Cependant leur fragmentation induit des ostéolyses et ne ils sont pas 

résorbables, conduisant à une faible consolidation de l’os. Maintenant, des polymères partiellement 

résorbables, tels que les acides polyglycoliques (PGA) ou polylactiques (PLA) commencent à être 

utilisé. Ces composés n’induisent pas d’ostéolyse, cependant, leur produits de dégradation, l’acide 
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lactique, est irritant et peut causer des abcès non septiques. Un drainage de l’abcès en condition 

aseptique permet généralement de palier à ce problème (Tiainen et al., 2002). 

Enfin, les chimistes commencent à synthétiser de nouvelles molécules. Leurs procédés de 

fabrication permettent de contrôler précisément leurs propriétés de dégradation et fonctionnelles. 

3 La composante cellulaire de la bio ingénierie 

L’absence de progéniteurs dans les biomatériaux conduit à une formation osseuse non 

optimale. Ceci a été illustré dans une étude publiée en 2000 par l’équipe d’Hervé Petite. Ce travail 

s’est intéressé à la réparation osseuse dans un défaut osseux critique induit dans le tibia de mouton. Le 

comblement du défaut par un morceau de corail seul n’a pas permis une régénération efficace, 

caractérisée par une absence de remodelage voir une lyse du support et une quasi absence 

d’ostéointégration. Cependant, lorsque des cellules stromales mésenchymateuses (CSM) ont été co-

implantées avec le support, un remodelage et une ostéointégration de l’implant ont été observés (Petite 

et al., 2000). Ce travail démontre l’importance de la part cellulaire dans la bioingénierie. Les études 

réalisées par la suite dans ce domaine ont eu pour objectif d’optimiser la survie des cellules 

implantées, le recrutement des cellules de l’hôte et/ou la différenciation de ces cellules. 

3.1 Les cellules stromales mésenchymateuses 

Les CSM sont des cellules immatures adultes capables d’une part de s’autorenouveller mais 

aussi de se différencier en cellules matures spécialisées. Les CSM présentent des avantages par rapport 

aux cellules souches embryonnaires. En effet, le risque tumoral associé est plus faible et surtout leur 

prélèvement est moins problématique au niveau éthique. 

3.1.1 Origine et purification 

La présence de cellules non hématopoïétiques dans la moelle osseuse a été évoquée pour la 

première fois il y a 130 ans par Conheim, un pathologiste allemand. Son travail a montré la possibilité 

que la moelle osseuse puisse contenir des cellules de type fibroblastique qui synthétiseraient du 

collagène durant la réparation tissulaire. Les travaux de Friedenstein en 1976 ont ensuite confirmé la 

présence dans la moelle osseuse de cellules qui pouvaient se différencier dans différentes voies 

mésenchymateuses (pour revue (Chamberlain et al., 2007)). Nous parlerons de ces potentialités dans 

les paragraphes suivants. Des cellules présentant des potentialités similaires ont ensuite été isolées 
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d’autres organes comme le tissu adipeux (Nathan et al., 2003), le placenta (Fukuchi et al., 2004) et 

d’autres organes (da Silva Meirelles, Chagastelles, and Nardi, 2006). Ce manuscrit s’intéressera 

particulièrement aux CSM issues du tissu médullaire. 

Le critère principal pour définir les CSM est leur capacité à adhérer au plastique. En effet, la 

mise en culture de moelle osseuse permet d’obtenir, après lavage des cellules hématopoïétiques (non 

adhérentes), une population cellulaire à l’apparence fibroblastique à caractéristique clonale. La cellule 

à l’origine de la colonie est appelée “Colony forming unit fibroblast” (CFU-F). Les CSM sont une 

population rare dans la moelle osseuse, la fréquence d’émergence des CFU-F a permis de déterminer 

qu’elles représentaient seulement 1 cellule sur 10
4
 à 1 cellule sur 10

5 
des cellules mononuclées de la 

moelle osseuse (pour revue (Chamberlain et al., 2007)). 

Après une première phase de quiescence en culture, les CSM se multiplient rapidement, 

permettant d’en obtenir une grande quantité dans un but de thérapie cellulaire. Cependant, leur habilité 

à se multiplier et à se différencier diminue avec le temps. Il est donc nécessaire de mettre au point de 

nouveaux protocoles permettant soit de maintenir leurs potentialités soit de les préorienter vers le 

phénotype d’intérêt durant leur culture. 

3.1.2 Caractéristiques phénotypiques 

3.1.2.1 Marqueurs de surface 

La cytométrie en flux a permis l’étude des antigènes membranaires et a abouti à un consensus 

sur le profil d’expression de marqueurs de surface des CSM. Bien qu’il n’existe pas de marqueur 

spécifique des CSM ou de leur immaturité, comme le CD34 pour les cellules souches 

hématopoïétiques, un panel de marqueurs négatifs et positifs a été décrit (pour revue (Chamberlain et 

al., 2007)). 

Parmi les marqueurs négatifs des CSM, on retrouve des marqueurs des populations 

hématopoïétiques et endothéliales : CD3 et CD4 (corécepteurs des lymphocytes T), CD11a (LFA-1 

pour lymphocyte function-associated antigen 1), CD14 (marqueur porté par les populations 

macrophagiques), CD45 (L-CA pour leucocyte common antigen), les molécules de co-activation 

lymphocytaire B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86), CD40 (Bp50) et CD154 (CD40-L)(marqueur 

lymphocytaire de type B). Les CSM n’expriment pas non plus le CD31 (PE-CAM-1 pour platelet 

endothelial cell adhesion molecule) ni le CD34 (marqueur des progéniteurs hématopoïétiques). 

Le panel de marqueurs positifs reconnus pour les CSM comprend, entre autre, des ligands dont 

les récepteurs sont présents à la surface des cellules matures des lignées lymphocytaires, comme les 

CD58 (LFA-3 pour lymphocyte function associated antigen 3), CD72 (protéine Lyb-2), CD102 

(ICAM-2 pour Inter-cellular adhesion molecule 2), CD106 (VCAM-1 pour vascular cell adhesion 
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molecule 1) et le CD166 (ALCAM pour Australian level crossing assessment model). Ce panel 

témoigne des étroites relations existant entre les CSM et les cellules du système immunitaire 

(Majumdar et al., 2003). Les CSM expriment également les : CD44 (récepteur de l’acide 

hyaluronique), CD54 (ICAM1), CD73 (5’ terminal nucleotidase ou SH3), CD90 (THY-1 pour 

thymocyte differentiation antigen 1), CD105 (endoglin ou SH2), SSEA-3 (stage specific embryonnic 

antigen 3), SSEA-4 et le HLA ABC (human leukocyte antigen ABC). Etonnement, les CSM semblent 

également exprimer un marqueur classiquement utilisé pour identifier les cellules nerveuses : la 

nestine (Mendez-Ferrer et al., 2010). 

3.1.2.2 Les potentialités de différenciation des CSM 

Les CSM ont tout d’abord été caractérisées phénotypiquement par leur capacité à se 

différencier en ostéoblastes, en chondrocytes et en adipocytes (Figure 16). Il a ensuite été montré 

qu’elles possédaient également des capacités à se différencier en myoblastes, ténocytes et fibroblastes. 

Ce manuscrit s’intéressera aux différenciations ostéoblastique, chondrogénique et adipogénique, avec 

un intérêt particulier pour les différenciations ostéoblastique et chondrogénique qui rendent les CSM 

particulièrement intéressantes dans la thérapie cellulaire du tissu ostéoarticulaire. 
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Figure 16 Schéma de la tripotentialité des CSM 

Les CSM en culture présentent une morphologie fibroblastique caractéristique. L’ajout de facteurs spécifiques 

dans leur milieu de culture permet d’orienter ces cellules vers les trois voies de différenciation principales des 

CSM. Des colorations histologiques permettent d’attester de la différenciation. Un marquage au rouge alizarine 

permet de mettre en évidence les dépôts d’hydroxyapatite caractéristiques de la différenciation ostéoblastique. 

Une coloration au bleu alcian met en évidence la forte accumulation de GAG durant la différenciation 
chondrogénique. Une coloration des lipides à l’Oil redO permet de mettre en évidence des vésicules graisseuses 

dans le cytoplasme des cellules s’étant différenciées en adipocytes. 

 

La différenciation adipogénique est obtenue par un traitement de CSM en monocouche par de 

la dexamethazone, du 3-isobutyl-1-méthylxanthine (IBMX), d’indométhacine et d’insuline. Cette 

différenciation est mise en évidence par une coloration des vésicules lipidiques à l’Oil redO. 

L’expression génique de la “Fatty acid binding protein 4” (FABP4) ou du “Peroxysome proliferator 

activated receptor γ” (PPARγ) permet également de mettre en évidence l’engagement vers la voie 

adipocytaire (Pittenger et al., 1999). La présence de nombreuses petites vésicules lipidiques 

correspond morphologiquement à des cellules du tissu adipeux brun plutôt qu’à celles du tissu adipeux 

blanc qui ne contiennent qu’une seule vacuole occupant une grande partie du cytoplasme et repoussant 

le noyau à la périphérie de la cellule. La différenciation adipocytaire des CSM est étudiée dans le 

cadre de la chirurgie plastique. 

La différenciation ostéoblastique des CSM s’obtient classiquement par l’ajout d’acide 

ascorbique, de β-glycérophosphate et de dexamethazone au milieu de culture de CSM cultivées en 

monocouche. Les cellules expriment rapidement le facteur de transcription RUNX2, marqueur précoce 

de la différenciation ostéoblastique. La matrice extracellulaire montre une accumulation d’agrégats 
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calciques visibles par une coloration au rouge alizarine ou au Von Kossa. Les cellules différenciées 

expriment aussi un panel de gènes associés soit à la minéralisation de la matrice comme la 

phosphatase alcaline, soit associés à la mise en place de la matrice ostéoide comme la sialoprotéine 

osseuse, l’ostéocalcine, l’ostéonectine, l’ostéopontine et le collagène de type 1. Le traitement par le 

cocktail ostéoinducteur induit aussi l’expression de la BMP2 (Pittenger et al., 1999). 

Enfin, la différenciation chondrocytaire est réalisée en cultivant les CSM en microculot, ce qui 

permet de favoriser les échanges cellulaire et la formation de matrice extracellulaire (Mackay et al., 

1998). Le milieu de différenciation ne contient pas de sérum mais est supplémenté en dexamethazone, 

en acide ascorbique, en L-proline, en sélénium insuline transferrine et en TGF β3. La différenciation 

est caractérisée par une accumulation de GAG sulfatés révélée par une coloration au bleu alcian ou à la 

safranine O. Le microculot présente également une forte accumulation de collagène 2. Les facteurs de 

transcription principaux impliqués dans ce processus sont des protéines de la famille Sox (SRY-box 

containing genes) : Sox5, Sox6 et Sox9. Bien que l’aggrécanne et le collagène 2 soient les principaux 

gènes regardés pour valider la différenciation, on observe aussi l’expression de protéoglycannes 

importants dans l’assemblage et l’organisation de la matrice extracellulaire (MEC) comme les “small 

leucine repeats proteoglycans” (SLRP) (Pelttari, Steck, and Richter, 2008). 

3.1.3 Fonctions physiologiques et pathologiques 

Bien que les CSM soient faciles à isoler in vitro, l’absence de marqueur spécifique rend 

difficile l’étude de leurs fonctions in vivo. Cependant, des études sur leurs productions de cytokines ou 

leur capacité à soutenir l’hématopoïèse suggèrent qu’elles pourraient avoir un rôle important dans la 

niche des cellules souches hématopoïétiques. En effet, des travaux réalisés en 2000 par Majumdar et 

al. ont montré que les CSM humaines expriment fortement des cytokines importantes dans 

l’hématopoïèse comme l’interleukine (IL)-6, L’IL-11, le “Leukemia inhibitory factor” (LIF), le 

“Macrophage colony stimulatory factor” (M-CSF) et le “Stem cell factor” (SCF). Cette expression est 

associée à une capacité à soutenir la culture à long terme des cellules souches hématopoïétiques les 

plus immatures : les “long-term culture initiating cell” (LTC-IC) (Majumdar et al., 2000). Ces 

fonctions ont été confirmées in vivo chez la souris par des expériences réalisées par Mendez-Ferrer et 

al.. Des comarquages des CSM nestine + et des cellules hématopoïétiques dans la moelle osseuse ont 

démontré leur étroite association. Des expériences d’irradiation létale d’animaux déficients en CSM 

nestine+ ont montré que le compartiment hématopoïétique de ces souris n’était pas recolonisé de façon 

optimale (Mendez-Ferrer et al., 2010). Un modèle de la régulation de la niche hématopoïétique par les 

CSM a été proposé en 2008 par Wagner et al.. Ce modèle fait intervenir d’une part les facteurs 

environnementaux extrinsèques que sont les pressions mécaniques, osmotiques et de dioxygène. Les 

CSM interviendraient, elles, par l’intermédiaire des contacts cellulaires, mais aussi par la synthèse de 
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facteurs de croissance (SCF, SDF-1, Wnt, angiopoiétine -1, thrombopoiétine, Flt-3 ligand (FL)) et de 

protéines de la MEC (collagènes, ostéopontine, fibronectine, hyaluronanne, thrombospondin 1 

(THBS)) qui maintiendraient les CSH dans leur état indifférencié (Figure 17). 

Figure 17 Modèle de la régulation de la niche des CSH par les CSM (D’après (Wagner, Saffrich, and Ho, 

2008)) 

La régulation de la niche des CSH interviendrait par les interactions cellulaires via les molécules d’adhésion, 

mais aussi par la forte synthèse de cytokines par les CSM. De plus, leur capacité à synthétiser des composants de 

la matrice extracellulaire comme l’ostéopontine, la fibronectine et l’acide hyaluronique (HA) permettrait 

également de maintenir le statut indifférencié des CSH. 

 

Les capacités de différenciation des CSM suggèrent qu’elles seraient impliquées dans la 

formation du callus lors de la réparation osseuse. Une étude élégante réalisée en 2009 par Granero-

Molto et al. a montré l’implication des CSM dans la régénération osseuse. En effet, des CSM murines, 

exprimant la luciférase, injectées par voie sanguine dans des souris ayant subi une fracture du tibia ont 

migré sur le site de blessure en 3 jours. L’infusion de CSM a permis d’augmenter la taille du callus 

ainsi que sa composition en tissus cartilagineux et osseux. Le callus montrait une forte présence de 

collagène de type 2 et de type 10, indiquant une formation osseuse de type endochondral. Les cellules 

injectées ont été retrouvées sous forme d’ostéocytes prisonniers dans la nouvelle matrice osseuse 

(Granero-Molto et al., 2009). Ces résultats ne permettent cependant pas de déterminer complètement 

le rôle des CSM. Elles interviendraient probablement par une synthèse de cytokines et de facteurs de 
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croissance ainsi que par une différenciation directe dans les types cellulaires nécessaires à la 

régénération. L’hétérogénéité des CSM retrouvée chez un même patient suggère que ces différentes 

fonctions pourraient être tenues par différentes sous populations de CSM. 

Lors de l’arthrose, on peut observer une pousse de spicules chondro-osseux à l’interface 

os/cartilage de l’articulation. Leur formation semble dépendre d’un mécanisme similaire à celui de la 

formation osseuse endochondrale. Bien que ce la n’ait pas été démontré, les propriétés de migration et 

de différenciation des CSM suggèrent qu’elles pourraient être impliquées dans la formation de ces 

ostéophytes (van der Kraan and van den Berg, 2007). 

4 Molécules bio actives et bio ingénierie 

L’un des challenges de la bio ingénierie est de potentialiser la réparation des tissus lésés. Pour 

cela, la seule présence d’un tuteur pour la repousse osseuse n’est pas suffisante. En effet, il manque la 

composante matricielle du tissu permettant une colonisation optimale de l’implant ainsi que la survie 

et la potentialisation des propriétés des cellules résidentes ou implantées avec les biomatériaux. Pour 

cela, les recherches s’orientent vers l’association de biomolécules à des supports permettant un 

relargage contrôlé dans le temps pour optimiser leurs actions ou une protection de ces molécules vis-à-

vis de l’environnement délétère que représente un site de lésion. 

4.1 Les facteurs de croissances 

Les faibles propriétés ostéoinductives intrinsèques des biomatériaux a conduit à leur 

association à des biomolécules permettant un meilleur recrutement des progéniteurs ou des 

ostéoblastes sur le site de greffe. De plus, toute régénération dépend de la vascularisation, il est donc 

d’un grand intérêt d’associer des molécules pro-angiogéniques en complément des facteurs 

ostéoinducteurs. 

4.1.1 Facteurs de croissance ostéoinducteur 

4.1.1.1 Les “Bone Morphogenetic Protein” 

Les Bone Morphogenetic Protein (BMP) ont tout d’abord été identifiées comme des facteurs 

de croissance capables d’induire une formation osseuse ectopique dans des tissus mous pour les 

BMP2, 4 et 7. Leur rôle a ensuite été élargi à la mise en place d’autres structures que l’os, comme les 
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vaisseaux sanguins par une induction de l’expression de VEGF par les cellules cibles (pour revue 

(Towler, 2009)). 

La BMP 2 est l’un des premiers facteurs de croissance à avoir été utilisé dans les contextes de 

régénération osseuse, elle est le facteur de croissance le plus étudié dans ce contexte. L’implantation 

de TCP β chargés avec de la BMP2 dans des muscles chez la souris conduit à la formation d’un tissu 

cartilagineux 7 jours après l’implantation. Apres 14 et 21 jours dans l’animal, une formation de tissu 

ostéoide et d’os lamellaire ainsi qu’une invasion vasculaire sont observées (Liang et al., 2005). Des 

expériences réalisées par Sawyer et coll. en 2009 ont confirmé l’action réparatrice de la BMP2 

associée ici à des biomatériaux, composés de TCP, de collagène et de caprolactone, en site 

orthotopique dans la calvaria de rat (Sawyer et al., 2009). D’autres membres de la famille des BMP 

telles que les BMP4 et BMP7 ont été étudiés dans le contexte de la régénération osseuse. Il semble 

qu’il n’y ait pas de différence significative quant à l’efficacité de ces différents facteurs 

ostéoinducteurs sur la réparation (Hyun et al., 2005). 

Actuellement, seuls 2 membres de la famille des BMP possèdent une autorisation de mise sur 

le marché, la BMP2 dans les fractures ouvertes de la jambe, et la BMP7 dans les pseudarthroses 

résistantes du tibia (Obert, 2007). Il est à noter que quelques cas d’ostéolyse vertébrale ou de la 

métaphyse de l’os concerné ont été rapportés après un traitement avec de la BMP2 (Balseiro and 

Nottmeier, 2010; Lewandrowski, Nanson, and Calderon, 2007; Owens et al., 2011). Ces effets 

secondaires peuvent être dus à des problèmes de doses des protéines recombinantes, en effet, leur 

présentation sous forme d’éponges imbibées limite le contrôle de la quantité déposée sur le site de 

lésion. De plus, les quantités utilisées durant l’intervention sont liées à un coût élevé. 

4.1.1.2 Le lysat plaquettaire 

Le lysat plaquettaire (LP) est obtenu par lyse d’un concentré plaquettaire d’aphérèse. Sa forte 

concentration en facteurs de croissance tels que le Platelet derived growth factor (PDGF), les 

Fibroblast growth factor (FGF), les Insulin like growth factor (IGF) et les Transforming growth factor 

β (TGFβ) mais aussi de facteurs pro-angiogéniques (VEGF, Angiopoiétine 1) font du lysat plaquettaire 

un bon candidat dans les protocoles de régénération osseuse. Doucet et al. ont montré que la culture de 

moelle osseuse en LP permet d’accroitre la taille des CFU-F mais également de potentialiser la 

prolifération des CSM tout en leur permettant de conserver leur potentiel de différenciation 

chondroblastique, ostéoblastique et adipogénique mais aussi leurs propriétés immunomodulatrices. 

Ces travaux ont également démontré in vitro une potentialisation de la différenciation ostéoblastique 

des CSM cultivées en LP. Le fait qu’il soit d’origine humaine permet en outre d’éviter les risques de 

transmission de zoonose contrairement au sérum de veau fœtal (SVF) classiquement utilisé en culture. 

(Doucet et al., 2005). 



54 

 

Des travaux récents réalisés par Chevallier et al. ont confirmé fonctionnellement in vivo les 

effets observés in vitro par Doucet et al.. En effet, des expériences d’ostéoformation en site ectopique 

dans la souris immunodéprimée ont montré que les cellules pré-orientées grâce au LP étaient capables 

de produire une matrice osseuse lorsqu’elles étaient associées à des céramiques HA/TCPβ alors que 

celles cultivées en SVF ne produisaient qu’un tissu fibreux (Chevallier et al., 2009). 

Malgré la présence de facteurs angiogéniques dans le LP, il n’existe actuellement pas d’étude 

rapportant un effet potentialisateur de la vascularisation par le LP. Il existe également une grande 

variabilité en termes de quantité des différents facteurs de croissance selon l’origine du donneur ou la 

méthode de préparation (Gruber et al., 2004). Bien que ces résultats démontrent l’intérêt de 

l’utilisation du LP dans les protocoles de régénération osseuse, des investigations seront toutefois 

nécessaires avant son application dans des protocoles de régénération cliniques. 

4.1.2 Facteurs de croissance angiogéniques 

La néo-vascularisation est considérée comme étant un facteur important de la régénération 

tissulaire. En effet, l’environnement d’un tissu lésé est hypoxique et l’approvisionnement en facteurs 

nutritifs et en facteurs de croissance est limité à une diffusion passive. La survie des cellules 

implantées dans ces sites est donc fortement dépendante d’une angiogénèse efficace. Dans ce cadre, 

l’association de facteurs angiogéniques comme le “Vascular endothelial growth factor” (VEGF) à des 

facteurs ostéogéniques comme la BMP2 a été étudiée dans le cadre de la régénération osseuse. 

Deux études réalisées sur des polymères d’acide glycolique permettant des relargages 

progressifs et différentiels de VEGF et de BMP2 ont démontré l’intérêt de l’association de ces deux 

facteurs de croissance. La première étude réalisée dans un modèle de défaut fémoral critique chez la 

souris immunodéficiente a montré une formation osseuse de type endochondral plus importante dans 

les groupes associant les 2 facteurs que dans les groupes comportant un facteur de croissance seul 

(Kanczler et al., 2009). Ces résultats ont été confirmés la même année par Kempen et al. qui ont 

montré que le relargage séquentiel de VEGF (en 7 jours) et de BMP2 ( en 4 semaines) par un 

biomatériau permet de potentialiser la formation osseuse ectopique après 8 semaines d’implantation 

chez le rat. Cependant, aucune différence ne fut observée entre les différents groupes en site 

orthotopique après 8 semaines (Kempen et al., 2009).. La présence des composants matriciels et 

cellulaires nécessaires à la régénération présents à proximité du site de lésion a put permettre une 

formation osseuse plus efficace et plus rapide en site orthotopique. L’analyse des implants à 8 

semaines est donc peut être trop tardive pour observer un effet précoce des facteurs co-implantés  
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4.2 Les glycosaminoglycannes 

Les glycosaminoglycannes (GAG) sont des polysaccharides sulfatés caractérisés par leur 

grande variabilité structurale. Ils interagissent avec de nombreux ligands protéiques et régulent leurs 

activités. Ces molécules permettent de potentialiser l’action de différents facteurs de croissance en 

facilitant leur présentation à leurs récepteurs de haute affinité. La liaison des protéines aux GAG 

permet également de les protéger des protéases endogènes, augmentant ainsi leur demi-vie dans la 

MEC. Les facteurs de croissance pouvant se lier aux GAG font partie de la superfamille des “heparin 

binding growth factors”(HBGF). Cette famille regroupe les membres de la famille du TGF-β 

impliqués dans la formation osseuse et cartilagineuse, des VEGF impliqués dans l’angiogénèse et 

également le facteur de croissance HARP. Leur rôle dans la mise en place et le maintient de la MEC 

est lié à la capacité des GAG de se lier aux protéines matricielles comme les collagènes. Ces fonctions 

leurs permettent d’orienter les fonctions biologiques d’une cellule au sein de son microenvironnement 

et d’influencer les processus de régénération tissulaire. Ces propriétés en font des cibles thérapeutiques 

intéressantes dans le cadre des stratégies de régénération tissulaire. 

4.2.1 Structure et fonctions 

Les GAG sont des chaînes linéaires polysaccharidiques constituées de la répétition d’unités 

disaccharidiques. Un des deux résidus glucidique est un glucide aminé, le N-acétylglucosamine 

(GlcNAc) ou le N-acétylgalactosamine (GalNAc). Le second sucre est soit un acide uronique comme 

le glucuronate (GlcA) ou sa forme épimérisée l’iduronate (IdoA), soit un galactose (Gal). On distingue 

4 grandes familles de GAG : les héparanes sulfates (HS), les chondroïtines sulfates (CS), les kératanes 

sulfates (KS) et l’acide hyaluronique (AH). Le dermatane sulfate (DS) est rattaché à la famille des 

chondroïtines sulfates. Ces familles sont définies en fonction de la composition en sucre de leurs 

unités disaccharidiques. L’AH est le seul GAG à ne pas être sulfaté. 

Les GAG présentent une grande diversité structurale en fonction de leur taux de sulfatation et 

de leur longueur qui sont définis durant leurs synthèses. Ces modifications permettent aux GAG 

d’interagir avec de nombreux partenaires protéiques par des liaisons électrostatiques délimitées ou 

bien grâce à des séquences oligosaccharidiques complexes spécifiques (Lyon and Gallagher, 1998). 

Ainsi, les HS constituent des récepteurs de basse affinité pour de nombreux facteurs de croissance 

nommés “Heparin binding growth factors”, permettant ainsi de les concentrer localement ou de 

contrôler leur localisation (Gallagher, 2001). Ces interactions permettent aussi de protéger les facteurs 

de croissance de la dégradation par les protéases et ainsi d’allonger leur demi-vie mais aussi de 

potentialiser leur action en facilitant leur dimérisation et leur liaison à leurs récepteurs de haute affinité 

(Bernfield et al., 1999). 
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4.2.1.1 Les héparanes sulfates 

Les noms héparanes sulfates et héparine proviennent du fait que ces composés ont été, à 

l’origine, isolés de tissus hépatiques. Les HS sont formés d’une succession de dimères de GlcNAc et 

de GlcA. Le groupe des HS se démarque des autres familles de GAG par leur plus grande complexité 

structurale, due à la grande variabilité des positions des groupements sulfates. Ils ont une multitude de 

fonctions dont la plupart impliquent des interactions avec d’autres macromolécules biologiquement 

actives. 

L’héparine est un HS hypersulfaté. Elle est synthétisée par les mastocytes du tissu conjonctif. 

Les chaînes d’héparine (PM : 60.000 à 100.000 kDa) sont synthétisées sur un core protéique, la 

serglycine, avant d’être clivées de façon aléatoire en fragments faisant de 5.000 à 25.000 kDa qui 

seront stockés dans les granules de sécrétion du cytoplasme des mastocytes. L’héparine a été le 

premier GAG à être utilisé en clinique pour ses propriétés d’inhibition de la coagulation (pour revue 

(Wessler and Gitel, 1986)). 

4.2.1.2 Les chondroïtines sulfates 

Les CS sont les GAG majoritaires de la matrice cartilagineuse. Elles sont constituées de 

disaccharides formés d’un GalNAc et d’un acide hexuronique, GlcA ou IdoA. Il existe 5 classes de CS 

allant de A à K en fonction des positions des sulfatations sur les sucres de la chaîne saccharidique 

(Sugahara et al., 2003). Tout comme les HS, les CS sont capables de fixer de nombreuses protéines et 

de moduler leurs activités. Elles participent aux processus cicatriciels en influençant la migration, la 

prolifération et l’adhésion cellulaire (pour revue voir (Trowbridge and Gallo, 2002)). 

4.2.1.3 Les kératanes sulfates 

Les KS sont composés de la répétition d’un motif disaccharidique de GlcNAc et de Gal. 

Chaque disaccharide peut être sulfaté en position 6 sur l’un des deux oses (Bragulla and Homberger, 

2009). La masse moléculaire de la chaîne saccharidique des KS se situe entre 4.000 et 22.000 kDa. Il 

existe 2 types de KS (I et II), identifiés par l’aminoacide auquel ils sont reliés sur les protéoglycannes. 

Ils jouent un rôle important dans le développement embryonnaire et les processus de cicatrisation 

cornéenne. 

4.2.1.4 L’acide hyaluronique 

L’AH a été isolé de l’humeur vitré bovine. Il est constitué d’une succession de dimères de 

GlcA et GlcNAc liés en β (1-3) ou β (1-4) et n’est pas sulfaté (Blundell, Deangelis, and Almond, 
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2006). La molécule d’AH peut atteindre un nombre de 25.000 répétitions de dimères, soit une masse 

molaire de 4.000 kDa. 

L’AH est connu pour ses qualités structurales, notamment pour conférer leur élasticité aux 

tissus. L’AH est utilisé en thérapie dans l’arthrose afin de fournir de la lubrification à l’articulation 

endommagée et permet aussi de ralentir la progression des symptômes (Ge et al., 2006). 

4.2.2 Glycosaminoglycannes et HARP 

Deux études publiées par le laboratoire CRRET ont montré que HARP se liait aux GAG avec 

un Kd de 13nM pour l’héparine et de 51 nM pour les DS. Le co-traitement de cellules épithéliales 

bovines avec HARP et des HS, des CS-A ou des DS  a résulté en une potentialisation de la 

prolifération induite par HARP (Vacherot et al., 1999). Des expériences réalisées sur les lignées NIH-

3T3 ont montré que les GAG potentialisent la dimérisation de HARP (Bernard-Pierrot et al., 1999). 

L’activation des voies de signalisation intracellulaire des récepteurs RPTPζ et ALK implique leur 

dimérisation (Perez-Pinera, Berenson, and Deuel, 2008; Stoica et al., 2001). L’action des GAG sur 

HARP permet probablement de favoriser la dimérisation de ses récepteurs. La fixation de HARP à 

l’héparine induit un changement conformationnel de la protéine au niveau des feuillets β de la 

protéine. La réduction des ponts disulfures diminue la fixation de l’héparine à HARP indiquant la 

nécessité d’une conformation native de la protéine pour interagir avec l’héparine. Ces données 

suggèrent également que la liaison de HARP aux GAG se fait par ses domaines TSR (Kilpelainen et 

al., 2000). 

Enfin, des expériences de co-purification de HARP et d’oligosaccharides ont permis 

d’identifier les séquences saccharidiques spécifiques de liaison de HARP. Ces expériences ont 

également permis de déterminer que HARP se liait préférentiellement aux CS résistants à la 

chondroïtinase B. En effet, des préparations de CS cérébraux traités par la chondroïtinase ABC ou la 

chondroïtinase A ne sont pas capable de rentrer en compétition avec les CS natifs dans des expériences 

de Biacore, alors que ceux traités avec la chondroïtinase B conservaient une capacité de compétition 

de 65%. Cette étude a également caractérisé les séquences disaccharidiques minimales de faible 

affinité (GlcA(2-O-sulfate)β1–3GalNAc(6-O-sulfate) et IdoA(2-O-sulfate)β1–3GalNAc(6-O-sulfate)) 

mais également déterminé que les séquences de haute affinité étaient des decasaccharides composés 

des disaccharides suivant : (GlcAβ1–3GalNAc(4, 6-O-disulfate)), (GlcA(2-O-sulfate)β1–3GalNAc(4-

O-sulfate)) ou de ces disaccharides comprenant la forme épimérisée du GlcA (Bao, Muramatsu, and 

Sugahara, 2005). 

Ces données indiquent un rôle important des GAG pour la signalisation médiée par HARP. La 

liaison de HARP aux GAG se fait sur des séquences saccharidiques spécifiques. L’arthrose est une 

maladie dégénérative du cartilage où le contenu glycanique de la MEC est modifié, durant cette 
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maladie, on retrouve également des taux élevés de HARP dans la synovie de l’articulation. Il serait 

donc intéressant de déterminer les changements structuraux des CS durant les maladies dégénératives 

du cartilage et de comparer leurs propriétés de liaison à HARP à celles des GAG en conditions 

normale. 

4.2.3 Les protéoglycannes 

Les protéoglycannes (PG) sont formés par le greffage covalent de chaines de GAG sur des 

troncs protéiques (ou core protéique). Les HS et CS/DS sont reliés par des résidus sérine à leur core 

protéique par l’intermédiaire d’un xylose. Bien qu’il n’existe pas de séquence consensus pour la 

xylosylation, les résidus sérine présentent invariablement une glycine à leur coté C-terminal. Les KS I 

sont reliés à leur core protéiques par une asparagine, tandis que les KS II sont eux reliés soit à une 

sérine soit à une thréonine par l’intermédiaire d’un GalNAc. Les caractéristiques fonctionnelles des 

PG dépendent principalement du type de leurs chaînes de GAG, ce qui permet de définir 4 familles de 

PG : les HSPG, les CSPG, les KSPG et les DSPG. Il existe cependant des PG présentant différents 

types de GAG attachés à leur core protéique. De plus, la composition du core protéique permet de 

définir plusieurs familles de PG. 

4.2.3.1 Les “small leucin repeats proteoglycan” 

Les “Small leucin repeats proteoglycan” (SLRP) sont une famille de PG matriciels dont le 

core protéique comprend de 6 à 10 résidus leucine adjacents (Hocking, Shinomura, and McQuillan, 

1998; Iozzo, 1999). Cette famille comprend, entre autre, la décorine (DCN), le biglycanne (BGC), la 

fibromoduline (FMOD) et le lumican (LUM). Ils présentent des sites d’attachement pour les CS et/ou 

les KS. La DCN est le seul membre de la famille à ne posséder qu’un seul site d’attachement pour les 

GAG (Fisher, Termine, and Young, 1989). Le BGC présente lui deux sites de fixation pour des 

chaînes de GAG, cependant, la redondance observée entre les séquences protéique du BGC et de la 

DCN fait penser que BGC est le résultat d’une duplication du gène de la DCN. LUM et FMOD 

présentent plusieurs sites potentiels de fixation pour des chaînes de KS (Figure 18). La DCN et le 

BGC peuvent lier le TGF β 1, modulant ainsi son activité (pour revue (Knudson and Knudson, 2001)). 

Les SLRP interviennent principalement dans la mise en place et le maintient de la MEC grâce à leurs 

interactions avec les collagènes. Ces interactions leurs permettent de protéger les collagènes des 

protéases (Geng, McQuillan, and Roughley, 2006), mais également d’organiser et de réguler la taille 

des fibres de collagène (pour revue: (Kalamajski and Oldberg, 2010)). 
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Figure 18 Schéma de la structure de la décorine, du biglycanne, de la fibromoduline et du 

lumican.(D’après (Kalamajski and Oldberg, 2010)) 

Les régions d’interaction avec les collagènes sont surlignées en rouge (haute affinité), ou en vert (basse affinité). 

Les glycosylations des cores protéiques sont indiquées en bleu foncé (confirmées expérimentalement) ou en bleu 

clair (sites potentiels). Les sites possibles de sulfatation des tyrosines sont notées “SO4”. 

4.2.3.2 La famille des lecticans ou “hyaluronan binding proteoglycans” 

La famille des lecticans, des PG matriciels, est définie par la présence de domaines globulaires 

communs retrouvés dans la séquence du core protéique de ses différents membres. L’aggrécanne 

(ACAN) comprend 3 domaines globulaires (G1, G2 et G3) et 3 domaines interglobulaires. Les 3 

autres membres de cette famille, le versican/PG-M (VCAN), le neurocan et le brevican contiennent 

des domaines globulaires G1 et G2 similaires à ceux de l’ACAN. La partie N-terminale de leurs cores 

protéiques contient le domaine G1 qui interagit avec l’AH (pour revue (Knudson and Knudson, 

2001)). Les PG de cette famille peuvent compter jusqu’à 100 chaînes de CS sur leur core protéique 

(Figure 19). Leur rôle principal est l’hydratation de la membrane. Le VCAN peut également intervenir 

dans les mécanismes de différenciation des adipocytes (Zizola et al., 2007), mais également dans la 

chondrogénèse (Choocheep et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 Schéma de la structure de l’aggrécanne (D’après (Esko, 2009))) 

L’aggrécanne, PG matriciel, est composé d’un core protéique (marron) de 200kDa sur lequel peuvent se fixer 

jusqu’à 100 chaînes de CS (jaune). 
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4.2.3.3 Le perlecan 

Le perlecan (PRCAN) est un HSPG principalement retrouvé dans la membrane basale. Le 

domaine N-terminal contient le site d’attachement des GAG. Son core protéique comprend également 

des domaines homologues à ceux du récepteur aux “low density lipoprotein”, à la laminine, et contient 

21 répétitions de domaines de type immunoglobuline. La partie C-terminale contient des motifs 

similaires à l’EGF. Bien que le PRCAN soit un PG de la membrane basale, il a été retrouvé dans le 

cartilage, un tissu n’en comprenant pas. Dans le cartilage, le PRCAN comprend des chaînes de CS en 

plus de ces chaînes de HS. La déficience en PRCAN conduit à un défaut de la formation osseuse de 

type endochondrale caractérisée par une réduction du réseau fibrillaire de collagène, suggérant un rôle 

du PRCAN dans la structure de la matrice (pour revue (Knudson and Knudson, 2001)). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 Schéma de la structure du perlecan (D’après (Esko, 2009)) 

Le perlecan est un PG matriciel, est composé d’un core protéique (marron) sur lequel viennent se fixer des 

chaînes de HS (bleu). 

4.2.3.4 Les syndécans 

Les syndécans (SDC) sont une famille de 4 HSPG membranaires. Les SDC peuvent également 

porter des CS. Chaque SDC possède un domaine intracellulaire, un domaine intramembranaire et un 

domaine extracellulaire qui est la région la moins conservée. Cet ectodomaine présente des séquences 

consensus de type Ser-Gly sur lesquelles se greffent de 3 à 5 chaînes de GAG. Le domaine 

intracellulaire des SDC a été décrit précédemment dans le paragraphe s’intéressant au SDC3 

(récepteur de basse affinité pour HARP). Les SDC coopèrent avec différents récepteurs dans la 

signalisation intracellulaire des protéines Wnt, Hedgehog, FGFs et TGF β. Ils peuvent aussi interférer 

dans l’adhésion cellulaire médiée par les intégrines (Whiteford et al., 2007). 
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Figure 21 Schéma de la structure des syndécans (D’après (Esko, 2009)) 

Les syndécans sont composés d’un core protéique composé d’un domaine extracellulaire sur lequel se fixent des 
chaînes de HS (bleu) et parfois de CS (jaune), d’un domaine transmembranaire et d’un domaine intracellulaire 

relié à des phosphatases ou des kinases qui activent des voies de signalisation intracellulaires. 

4.2.3.5 Les glypicans 

Les glypicans (GPC) sont une famille de 6 protéines membranaires reliées à la membrane 

cellulaire par une ancre de type glycosyl phosphatidyl inositol (GPI). Les GPC sont principalement 

des HSPG (Figure 22). Le fait qu’ils ne soient pas reliés au cytosquelette ni à des kinases 

intracellulaires permet de penser qu’ils ont un rôle de récepteur de basse affinité pour de nombreux 

morphogènes (Tumova, Woods, and Couchman, 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 Schéma de la structure des glypicans (D’après (Esko, 2009)) 

Les glypicans sont composés d’un core protéique relié à la membrane par une ancre GPI à leur extrémité C-

terminale. Les glypicans portent des chaînes de HS (bleu). 

4.2.4 Les mimétiques des GAG 

Dans un tissu lésé, les GAG présentent toujours leurs capacités de liaison aux facteurs de 

croissance endogènes pour les protéger contre de la dégradation par les protéases et potentialiser leurs 

effets. Cependant, le tissu cicatriciel de remplacement est souvent fonctionnellement altéré par rapport 

au tissu sain d’origine (Barritault and Caruelle, 2006). La présence de glycanases dans le tissu lésé 
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peut en partie expliquer la perte d’activité des GAG endogènes. Dans ce cadre, des mimétiques de 

GAG dérivés du dextran (polyglucose), ont été développés. En plus d’assurer les mêmes fonctions que 

les GAG endogènes, ces mimétiques présentent l’avantage d’être résistants aux glycanases. Cette 

résistance est expliquée par le fait que les liaisons entre les unités saccharidiques se fait par des 

liaisons α(1-6) qui ne sont pas reconnues par les glycanases des mammifères, contrairement aux 

liaisons α(1-3), β(1-3) ou β(1-4) des GAG naturels. 

Depuis une dizaine d’années, une nouvelle génération de mimétiques dérivés du dextran est 

développée en collaboration avec le laboratoire CRRET. Leur synthèse est chimique est maîtrisée et 

surtout reproductible (Papy-Garcia D., 2005). Ces mimétiques présentent des taux de substitution de 

groupement sulfate et carboxylate similaires à ceux des HS. Les recherches cliniques sur la molécule 

leader (OTR4120) ont abouti à la commercialisation de deux dispositifs thérapeutiques pour le 

traitement des ulcères de la peau et de la cornée (Chebbi et al., 2008; Desgranges et al., 1999). 

Les mimétiques présentent une activité proangiogénique expliquée par la potentialisation des 

effets du VEGF en favorisant sa liaison à ses récepteurs de haute affinité VEGFR-1 et VEGFR-2 

(Rouet et al., 2005). 

Les mimétiques ont favorisé la réparation de l’os dans plusieurs modèles de défaut de calvaria. 

Une étude a testé l’application d’une matrice de collagène imbibée de ces molécules dans un défaut de 

calvaria chez le rat. Dès 14 jours, le comblement osseux était significativement augmenté, sans 

inflammation, et des nodules osseux s’étaient formés dans le tissu conjonctif fibreux. Le processus 

d’ostéorésorption par les ostéoclastes avait été accéléré, ce qui avait conduit à une maturation tissulaire 

plus rapide (Colombier et al., 1999; Lafont et al., 2004). Ces résultats montrent un fort potentiel de 

l’OTR4120 dans le cadre de la régénération osseuse. 
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. CHAPITRE 1 Effets de HARP sur les voies de différenciations 

chondroblastiques et ostéoblastiques des CSM humaines 

1 Introduction 

Lors d’une fracture, la première étape de la réparation osseuse passe par la création d’un tissu 

de transition appelé callus. Les différentes étapes de la formation du callus jusqu’à l’obtention d’un 

nouveau tissu fonctionnel récapitulent les événements survenant durant la croissance osseuse 

endochondrale. Durant la formation osseuse endochondrale, les chondrocytes des plaques de 

croissance prolifèrent en synthétisant une matrice principalement composée de collagène de type 2 et 

de protéoglycannes. Lorsqu’ils atteignent la zone dite hypertrophique, les chondrocytes sont plus gros, 

calcifient leur matrice, et synthétisent des protéines spécifiques de cette zone hypertrophique comme 

le collagène de type 10 et la MMP13. Ce changement matriciel est associé à une dégradation de la 

matrice par les MMPs, qui permettra une invasion vasculaire, permettant le recrutement des 

chondroclastes et des ostéoblastes qui participeront à l’ossification proprement dite (Olsen, Reginato, 

and Wang, 2000). 

Durant la régénération osseuse, de nombreux facteurs de croissance, comme les FGF ou les 

BMP, sont régulés finement pour synthétiser une nouvelle matrice osseuse fonctionnelle. Parmi ces 

facteurs de croissances, HARP a été montré comme étant localisé dans le callus chez le rat (Petersen et 

al., 2004) mais aussi dans la zone hypertrophique des plaques de croissance murine (Petersen and 

Rafii, 2001). De plus, lors de l’arthrose, la protéine HARP est retrouvée dans la synovie de 

l’articulation, et durant cette pathologie dégénérative du cartilage les chondrocytes articulaires des 

zones en dégradation présentent un phénotype hypertrophique (Pufe et al., 2003a; Pufe et al., 2003b). 

Ces corrélations spatio-temporelles ont été attribuées à un effet de HARP sur l’invasion vasculaire ou 

alors comme potentialisateur de l’ossification observées dans ces processus, sans pour autant que des 

résultats puissent venir soutenir cette hypothèse. 

Des travaux réalisés sur des CSM humaines ont montré de faibles effets de HARP sur la 

différenciation ostéoblastique, caractérisée par une augmentation de l’activité phosphatase alcaline 

(Yang et al., 2003). Des études réalisées sur des chondrocytes articulaires semblent plus intéressantes. 

En effet, l’ajout de HARP au milieu de culture de chondrocytes bovins a permis de stopper leur 

prolifération et d’augmenter leur synthèse de glycosaminoglycannes (Tapp et al., 1999).  

Notre hypothèse est que HARP pourrait ne pas être impliqué uniquement dans les phénomènes 

d’angiogénèse mais pourrait également être impliqué dans la formation du callus cartilagineux et 

osseux ou des ostéophytes. Pour étayer cette hypothèse, nous avons étudié les effets in vitro de HARP 

sur des CSM humaines durant leurs différenciations dans les voies ostéoblastique et chondroblastique. 
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Ces résultats sont décrits ci-après et font l’objet de l’article 1 actuellement en cours de soumission à la 

revue à comité de lecture international “Biomaterials”. 

Lors de l’embryogénèse, les progéniteurs cartilagineux subissent une condensation avant leur 

différenciation proprement dite (pour revue (Olsen, Reginato, and Wang, 2000)). Nous avons donc 

voulu évaluer l’impact de l’organisation cellulaire sur la réponse à HARP. Pour cela, nous avons 

comparé la réponse à HARP de CSMh adhérentes au plastique (2D) à des CSMh cultivées en culot 

(3D). Ces données complémentaires sont décrites à la suite de l’article 1. 
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Abstract 

Pleiotrophin (PTN) is a growth factor expressed in growth plate matrices during bone 

development and also overexpressed in the callus during bone healing. Bone healing is a complicated 

process that recapitulates endochondral bone development which involves many cell types such as 

chondrocytes, osteoblasts and mesenchymal stromal cells (MSC). As MSC are the key cellular 

component of bone regeneration since they differentiate toward chondrogenic and osteoblastic 

lineages. This study aims to determine PTN properties on osteoblastic and chondrogenic 

differentiation of human MSC. We studied human MSC response to PTN under osteoblastic and 

chondrogenic induction by histological analysis and quantitative reverse transcription polymerase 

chain reaction. No effect of PTN was observed on osteoblastic differentiation. In contrast, PTN 

dramatically potentiated chondrogenic differentiation as seen by a strong increase of proteoglycans 

and cartilage related genes expression such as Sox9, collagen 2 and COMP. Moreover, gene 

expressions of MMP13, collagen 10 and alkaline phosphatase, potent markers of chondrocyte 

hypertrophy, were also increased. PTN enhanced calcification and collagen 10 content in 

chondrogenic pellets. These effects were associated with modulations of PTN receptors expression 

during differentiation. These data suggest a new role of PTN in bone regeneration as an inducer of 

hypertrophy during chondrogenic differentiation of MSC. This is of major interest since PTN or 

derived peptides could be used as new regenerative tools to associate with scaffold in bone repair field. 
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Introduction 

Bone formation during growth and regeneration passes through a common process known as 

endochondral bone formation (1). In this process, chondrocytes in growth plates proliferate while 

synthesizing cartilage extracellular matrix mainly composed of proteoglycans and collagen 2 (col2). 

When chondroblasts reach the hypertrophic zone, they are bigger sized and express specific 

hypertrophic markers such as matrix metalloprotease 13 (MMP13), collagen 10 (col10) and alkaline 

phosphatase (ALP). Hypertrophic chondrocytes calcify their surrounding matrix before undergoing 

apoptosis (2). Concomitant matrix degradation by MMPs allows vessels ingrowth and chondroclasts 

invasion to prepare osteoblasts incoming. Osteoid matrix based on collagen 1, is synthesized and 

calcified by osteoblasts to provide a functional bone. Then, throughout life, bone is submitted to a 

constant remodeling process, alternating matrix degradation and bone synthesis. 

Bone marrow mesenchymal stromal cells (MSC) are the key cellular component of bone 

regeneration since they differentiate toward chondrogenic and osteoblastic lineages and release growth 

factors (3, 4). During bone and cartilage formation, many growth factors are tightly regulated to give 

rise to a suitable matrix. The transforming growth factor (TGF) super-family in particular bone 

morphogenetic proteins (BMP) and TGF β are the most known factors involved in this processes (1). 

However, numerous other growth factors are also involved in osteoarticular organogenesis. Among 

them, Pleiotrophin (PTN) is a 136 amino acid growth factor that has been first isolated from brain and 

bone matrices (5-7). PTN, also known as heparin affin regulatory peptide (HARP), share 90% 

homology between bovine, rat, chicken and human (6, 8, 9) suggesting an important role in 

metabolism. PTN has three known receptors, anaplastic lymphoma kinase (ALK) which is defined as a 

high affinity receptor (10). The heparan sulfate proteoglycan syndecan 3 (SDC3) and the chondroitin 

sulfate proteoglycan protein tyrosine phosphatase receptor type z (PTPRz) are defined as low affinity 

receptors (11, 12). 

PTN is widely expressed in many tissues during fetal development (13, 14) whereas its post-

natal expression is predominantly restricted to nervous system and bone (14). PTN has been 

implicated in many processes such as neurite outgrowth during brain development (15) and 

endothelial cell properties in normal and pathological angiogenesis (for review see (16)). Finally data 

suggest that PTN is involved in bone and cartilage development and regeneration processes since it 

was localized around hypertrophic chondrocytes and osteoprogenitors in rat, mice and chicken 

developing leg (8, 17, 18). Moreover, in vitro studies showed that PTN treatment stimulates the 

proteoglycan synthesis of bovine mature chondrocytes (19) and enhances chondrogenesis of chicken 

limb bud mesenchymal cells in pellet culture (20). Other in vitro experiments showed that PTN 

induces migration of osteoblast cell lines (8) and osteoprogenitors from human bone marrow (21), as 

well as osteoblastic differentiation of bone marrow derived cells (21, 22).  

PTN overexpression under osteocalcin promoter in transgenic mice induces a higher bone 

mineral content and a delayed bone growth kinetic compared to wild-type (23). Furthermore, bone 
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mass loss due to estrogen deficiency is compensated in PTN transgenic mice (24). However relevance 

of PTN effects on bone physiology still remain controversial since Lehmann and coll. showed no 

specific bone phenotype in PTN deficient mice (25). Imai and coll. confirmed that PTN knockout and 

wild type mice had the same skeletal morphology but they observed a growth retardation of their 

weight-bearing bones. In addition to their impaired growth, they showed an osteopenic phenotype that 

develops in adult deficient mice (26). 

During bone regeneration, in rat, PTN is expressed in the callus (27) and human patients with 

fracture union showed higher seric levels of PTN than patients with delayed union (28). Because of its 

known angiogenic properties in physiological and pathological conditions (16), it was supposed that 

PTN could induce vessel invasion in the callus (18). However, few data are available on a potential 

effect of PTN on chondrocytes hypertrophy commitment which could in part explain its role in 

cartilage extracellular matrix during bone repair. 

The aim of this study was to define the effects of PTN on human MSC (hMSC) differentiation 

toward osteoblastic and chondroblastic lineages with a focus on chondrocytic hypertrophy. We 

evaluate osteoblastic and chondroblastic differentiation lineages obtained from cultured hMSC in 

presence of recombinant human PTN by histological and quantitative reverse transcription polymerase 

chain reaction analysis. We then focus on hypertrophic late differentiation step and establish a new 

role of PTN on endochondral bone formation. 

Materials and methods 

Human mesenchymal stromal cells isolation 

Human bone marrow (3- to 5-ml volumes) was obtained from iliac crest marrow aspirates of 

patients undergoing standard bone marrow transplantation procedures (Henri Mondor Hospital, AP-

HP Créteil, France) after receiving their informed consent. Bone marrow aspirates from 3 healthy 

donors (26-38 years old) were used. Nucleated cells from fresh marrow were seeded at 2.10
5
/cm

2
 in 

225-cm
2
 flasks. Cell sample was used for the confirmation of hMSC characteristics as previously 

described (29). Briefly, all the hMSC are positive for CD90, CD105, CD73, negative for CD34 and 

CD45 and able to differentiate into osteogenic, chondrogenic and adipogenic lineages (data not 

shown). hMSCs were expanded in α-modified Eagle’s medium (αMEM) (Life technologies, Cergy 

Pontoise, France) containing 10% foetal bovine serum (FBS) (StemCell Technologies, Grenoble, 

France) supplemented with 0,5% Cifloxacin (Bayer Pharma, Puteaux, France). Culture medium was 

changed twice every week and cultures were maintained in a humidified atmosphere with 5% CO2 at 

37°C. When cells reached 80-90% confluence (passage 0, P0), they were detached using 

trypsin/EDTA (PAA Laboratories, Austria) and then replated at 1000 cells/cm
2
 (passage 1, P1). 

Human MSC differentiation 

All differentiations were performed at passage 2. For osteogenic differentiation, cells were 

seeded in 6-well plates. When cells reached 80% confluence, media were supplemented with a 

minimal osteoinductive media based on 50 mM L-ascorbic acid-2-phosphate and 10 mM -
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glycerophosphate (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) with increasing doses of PTN 

(produced and purified as described in (30)). On days 0, 7 and 14, cells were washed twice with HBSS 

(Life technologies) and lysed for RNA extraction. On day 21, Alizarin Red-S (ARS) (Sigma Aldrich) 

staining was performed to reveal calcium deposition. ARS was recovered by acetic acid extraction as 

described by Gregory et al. (31) to assess relative quantification of calcium deposition. Chondrogenic 

differentiation was performed in pellet culture using Stempro Chondrogenesis Differentiation Kit (Life 

technologies) as described by manufacturer with increasing doses of PTN. On days 0, 7, 14, pellets 

were lysed for RNA extraction. On day 14, pellets were frozen to perform sulfated 

glycosaminoglycans (GAG) extraction as previously described in (32). GAG quantification was 

realized on five pellets per condition for three patients and normalized with pellets volume. On day 21, 

pellets were fixed in formaldehyde for further histological analysis. 

Quantitative real-time reverse transcription–polymerase chain reaction (qRT-PCR) 

Total mRNA from osteoblastic and chondroblastic cultures were isolated using RNeasy mini 

kit (Qiagen, France) and TRIzol® reagent (Life technologies) respectively, as described by 

manufacturers. DNAse (Promega, France)-treated RNA were reverse transcribed with RT Superscript 

III (Life technologies), cDNA real-time amplification was performed with FastStart Universal SYBR 

Green Master (Rox) (Roche, Meylan, France) following manufacturer procedures and monitored with 

the ABI Prism 7500 Sequence Detection System (PerkinElmer/Applied Biosystem, Rotkreuz, 

Switzerland). Primers (Table 1) were designed by Primer3output software (33) and obtained by 

Eurofins MWG (Huntsville, Germany). Primers efficiency was checked to be between 95% and 100%. 

Amounts of cDNAs of interest were normalized to GAPDH (ΔCT=CTgene of interest -CTGAPDH). Results 

are reported as relative gene expression (2
-ΔCT

). 

Histological analysis 

Chondrogenic pellets were fixed in formaldehyde 4% (Sigma Aldrich) and embedded in 

paraffin. Sections (3µm) were stained with Alcian blue 8GX and counterstained with hematoxylin 

reagents (Sigma Aldrich), or stained with ARS alone. Immunohistochemical staining for collagen II 

(clone 6b3, MerckMillipore Saint-Quentin en Yveline, France) and collagen X (Sigma Aldrich) was 

carried out after antigen retrieval with boiled citrate buffer during 2 minutes (Dako, Trappes, France) 

and incubation with primary antibody overnight at 4°C. Revelation was performed using a goat anti 

mouse multiHRP (MerckMillipore) and histogreen (Eurobio-Abcys, Les Ulis, France) and 

counterstained with hematoxylin (Sigma Aldrich). 

Statistical analysis 

Results were expressed as mean of values ± standard error mean (SEM) from three 

independent patients with at least 3 to 5 values per condition and per patient. Statistical analyses were 

performed using a one way anova Kruskall-Wallis test (GraphPad Software). Differences between 

groups with a p-value of ≤0.05 were considered to be significant. 
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Results 

PTN does not modulate osteoblastic differentiation of hMSC 

To test PTN properties on osteoblastic differentiation, hMSC were cultured with increasing 

concentrations of PTN in basal (ND) or in minimal osteoinductive (AB) medium. Calcium deposition 

was examined by ARS staining at day 21 and quantified by optic density measurement. In absence of 

PTN, AB cells showed a threefold increase of mineralization as compared to ND cells (Figure 1A and 

1B). Addition of PTN did not significantly modulate calcium deposition (Figure 1A and 1B). 

Osteoblastic markers expressions were analyzed by qRT-PCR at days 0, 7 and 14. In absence of PTN, 

AB medium induced significantly the expression of BMP2, BSP, OP and ON between day 0 and day 

7. BMP2, BSP and OP were increased by fourfold at day 14 as compared to day 7, whereas the 

expression levels of OC and ALP were not significantly modified during the differentiation process 

(Figure 1C). Addition of PTN at 50 pg/ml or 500 pg/ml didn’t show any significant effect on the 

expression of osteoblastic markers in AB medium (Figure 1C) as well as in ND medium (data not 

shown). These data suggest that PTN has no impact on osteoblastic differentiation of hMSC. 

PTN potentiates chondrogenic differentiation of hMSC 

Chondrogenic potential of PTN was tested on hMSC cultured in micromass with 

chondroinductive medium (CM). Slices of micromass were immunostained for col2 at day 21 (Figure 

2A). In absence of PTN, CM pellets showed few hot spots of col2 staining and a slight shadow of 

staining throughout the pellet. Same results were obtained on pellets treated with 50 pg/ml of PTN. 

Surprisingly pellets treated with 500 pg/ml of PTN had hot spots staining but also showed a strong 

staining at the periphery and a slight shadow throughout the pellet. Chondrogenic markers expression 

was further analyzed by qRT-PCR at days 0, 7 and 14 (Figure 2C). Col2 was not expressed at day 0. 

In CM alone, col2 expression was significantly induced between day 0 and day 7 whereas Sox9, 

COMP and col9 expressions were not modified. Between day 7 and day 14, CM condition is 

associated with an up regulation of Sox9 (8-fold), col2 (3-fold) and COMP (3-fold) expressions. PTN 

at 50 pg/ml had no significant effect on chondrogenic gene expression as compared to CM alone. In 

contrast, addition of 500 pg/ml of PTN induced a massive increase of Sox9 (600-fold), collagen 2 (60-

fold), collagen 9 (160-fold) and COMP (50-fold) expressions at day 14 as compared to CM alone. 

Same analysis of PTN effect on chondrogenic gene expression was performed in ND condition (data 

not shown). Whereas addition of 50 pg/ml of PTN did not have any effect, treatment with 500 pg/ml 

of PTN induced a significant increase of collagen 9 at day 7 and Sox9 at day 14. All together these 

results show a potentiation of hMSC chondrogenic differentiation by PTN. 

PTN stimulates proteoglycan synthesis during chondrogenic differentiation of hMSC 

GAG synthesis is of major importance in cartilage by giving its compressive strength and 

participating to collagen fibrils organization (34). We evaluated PTN effects on GAG presence in 

hMSC pellets by alcian blue staining at day 21. Without PTN, micromasses were stained by alcian 

blue mainly at the periphery. When pellets were treated with PTN they were stained intensely 
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throughout the pellet, especially for the 500 pg/ml dose (Figure 3A). Quantification of GAG content 

per mm
3
 confirmed our histological observations (Figure 3B) since PTN treated pellets (500 pg/ml) 

showed a significant 2-fold increase of GAG content as compared to CM alone.  

Proteoglycans core expressions were assayed by qRT-PCR at days 0, 7 and 14. In absence of 

PTN, CM significantly enhanced ACAN expression at day 7 and DCN expression at day 14 whereas 

having no effect on VCAN and BGN expression (Figure 3C). ACAN expression was drastically 

decreased at day 14 in CM. ACAN expression at day 7 was decreased by PTN treatments, either at 50 

pg/ml or 500 pg/ml, whereas a clear induction of expression was observed at day 14 as compared to 

CM alone. This result suggests that PTN could be involved in modulation of ACAN expression during 

chondrogenic differentiation. PTN treatments clearly induced an increase of DCN expression from day 

7 to day 14. Compared to CM alone, PTN treatments augmented significantly expression of VCAN at 

day 14. Finally PTN treatment at 500 pg/ml strongly induced expression of BGN at day 14. These data 

clearly indicate an inductive effect of PTN on proteoglycan core expression during chondrogenic 

differentiation. 

PTN commits hMSC toward chondrogenic hypertrophy 

We then investigate PTN effects on hypertrophic differentiation of chondroinduced hMSC. 

We stained Pellets with Alizarin Red (Figure 4A) and for collagen 10 (Figure 4B) at day 21. 

Surprisingly, pellets treated with 500 pg/ml of PTN showed an intense red staining with hot spots 

around hypertrophic cells, whereas the two others conditions had only red shadow staining (Figure 

4A). Pellets treated with 500 pg/ml of PTN showed an intense staining for collagen 10 mostly at the 

periphery of the micromass whereas the two others conditions showed only slight shadows with few 

hot spots (Figure 4B). We then analyzed expression of hypertrophic markers by qRT-PCR on days 0, 7 

and 14. MMP13 and col10 were not expressed at day 0. CM induced MMP13 and col10 expression at 

day 7 and day 14. ALP expression was concomitantly decreased during chondrogenic induction. We 

observed that whereas 50 pg/ml of PTN had no effect as compared to CM alone, 500 pg/ml of PTN 

strongly increased expression of MMP13 (60-fold) and col10 (15-fold) at day 14 as compared to CM 

alone. Moreover, ALP expression was induced at day 14 by PTN treatment at 500 pg/ml (Figure 4C). 

These data clearly show an inductive effect of PTN on the commitment of hMSC toward a 

hypertrophic state. 

PTN receptors expressions are modulated during chondrogenic differentiation 

As we show that PTN plays a role in chondrogenic hypertrophic differentiation of hMSC, we 

investigate the expression profiles of PTN receptors by qRT-PCR analysis during hMSC chondrogenic 

differentiation. The three receptors are expressed in hMSC before differentiation (Figure 5A), with a 

higher gene expression of SDC3 as compared to PTPRz and ALK. We then analyzed their expressions 

during chondroinduction of hMSC in CM condition. Whereas ALK expression was not modulated 

during chondrocytic differentiation in absence of PTN, its expression was strongly and transiently 

induced at day 7 by the 500 pg/ml dose of PTN. In contrast, PTPRz expression was induced by CM 
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treatment at day 14 and no significant modulation was observed with 500 pg/ml of PTN. Surprisingly 

PTPRz expression was prematurely induced at day 7 with 50 pg/ml of PTN but did not increase at day 

14. Finally, SDC3 expression was down regulated during chondroinduction at day 7 and 14 but was 

strongly up regulated by PTN treatments with a significant increase for 500 pg/ml at day 14. Our data 

indicate the presence of the three known PTN receptors on hMSC and the modulation of their 

expression during hMSC chondrogenesis. 

 

Discussion 

Bone formation and repair can be obtained by a direct intramembranous bone formation or by 

an endochondral formation, involving a cartilage template formation prior to ossification. These 

processes involve complex extracellular matrix protein deposition and growth factors expression. 

Among them PTN is a heparin binding growth factor expressed in growth plate of mice during 

prenatal and post-natal bone formation. Its expression is down regulated during adulthood but is 

induced in the callus during bone healing (18, 27). We hypothesized here that PTN effect in bone 

could be due in part to its activity on chondrogenic differentiation during endochondral bone 

formation. We then decided to compare the effect of PTN during chondroblastic and osteoblastic 

differentiation of hMSC. 

First, we did not observe any osteogenic effect of PTN (50 to 500 pg/ml) on hMSC cultured in 

basal or in minimal osteoinductive media either by gene expression analysis or by calcium staining. 

Previous data obtained by Yang et coll. suggest that very low doses, such as 10 pg/ml, of PTN are able 

to potentiate hMSC osteoblastic differentiation which was characterized by ALP activity. However, a 

higher dose of 10 ng/ml has no effect on osteoblastic differentiation. Our results confirm the 

hypothesis suggesting that PTN effects on osteoblastic differentiation are low dose dependant (21). 

Inversely our results clearly indicate that higher doses of PTN (500 pg/ml) enhances the 

expression of cartilage specific protein (Sox9, col2, col9 and COMP), proteoglycan core (BGN, DCN 

and VCAN) and GAG synthesis during chondrogenic differentiation of hMSC. Previous data had 

already indicated that PTN potentiates late chondrogenic markers such as col2 expression at protein 

and gene level and GAG synthesis in mature chondrocytes from articular cartilage but also that PTN 

modulates proteoglycan protein expression such as BGC and ACAN, whereas having no effect on 

DCN (19). Our results indicate for the first time that PTN can have a differentiation potential even on 

immature adult stromal cells. Moreover, PTN induces the expression of early marker of chondrogenic 

differentiation like Sox9 in these cells. Our results suggest that transduction pathways activated by 

PTN treatment are also able to potentiate late chondrogenic gene expression. Together, these data 

indicate an important role of PTN in stem cell biology. 

Previous immunostaining studies indicated that PTN was present in hypertrophic zone of 

growth plate and callus in mice, rat and chicken (17, 18, 27), successively expressed by chondroblasts 

and osteoblasts. Our results demonstrate for the first time that PTN enhances hypertrophic markers 
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expression such as MMP13, col10 and ALP during chondrogenic differentiation of hMSC. Moreover, 

PTN treated pellet showed calcium deposits associated to col10 immunostaining around hypertrophic 

cells. These results suggest that PTN is involved in chondrocytic hypertrophy which is of great interest 

since chondrocyte hypertrophy is a key step in endochondral bone formation (2). It remains to 

elucidate if PTN acts alone to induce hypertrophy or if its properties on hypertrophy are mediated 

through interaction with other growth factors such as TGF β or BMP that were previously described as 

inducers of chondrogenesis (for review see (1)). 

We demonstrate that PTN induces chondrocytic hypertrophy of hMSC. Previous results 

obtained by Tapp et coll. showed that PTN inhibits mature chondrocytes proliferation (19). Taken 

together, these data may suggest that the growth retardation observed in PTN overexpressing mice 

(23) could be due to an inhibition of chondrocytes proliferation in the proliferating zone of growth 

plate associated to a premature hypertrophic induction and matrix calcification in this mouse strain. 

Surprisingly, the absence of PTN also results in growth retardation in young PTN KO mice (26). As 

we showed a major role of PTN on chondrocytic hypertrophy commitment, this issue could be 

explained by a slowdown of progenitor’s chondrogenic differentiation. 

The analysis of PTN receptors gene expression profiles indicates for the first time that the 

three known receptors PTPRz, ALK and SDC3 are expressed by hMSC, with high level of SDC3 

expression as compared to PTPRz and ALK that are very low in these undifferentiated cells. As 

Seghatoleslami et al. have previously showed that blocking SDC3 with an antibody inhibits 

chondrogenic differentiation (35), we can hypothesized that the chondrogenic differentiation of hMSC 

observed after PTN addition pass in part through SDC3. PTN is expressed in the callus (27). As SDC3 

had also been shown to be involved in osteoblasts migration (8), the expression of SDC3 by hMSC 

could allow them to be recruited on site via the PTN/SDC3 pathway where they can play a role in 

callus formation (3). 

Chondrogenic differentiation of hMSC was associated with an upregulation of PTPRz and 

SDC3, whereas ALK expression was not induced. This suggests that these 2 proteoglycans are 

modulated during chondrogenesis and could play a role in this commitment. This is in agreement with 

previous data showing that SDC3 is involved in chondrogenic differentiation (35). Whereas PTPRz 

has already been involved in bone growth through its expression by osteoblasts (36), no data are 

available on its link with chondrogenesis. We show for the first time that hMSC chondrogenic 

differentiation is associated with an up-regulation of PTPRz expression. As the β-catenin pathway can 

be activated by PTPRz (37) and is essential for cartilage and bone development (38), it would be of 

interest to test if PTN effects on chondrogenesis pass through β-catenin activation via PTPRz pathway. 

Treatment with PTN in chondrogenic medium is associated with an enhancement of SDC3 

and a strong induction of ALK expression whereas PTPRz is not modified compared to chondrogenic 

medium alone. These data suggest that PTN effect on chondrogenic differentiation of hMSC may pass 

in part through the induction of SDC3, leading to an increase of SDC3 downstream signalization 
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pathway activation. Furthermore, the strong ALK induction by PTN may suggest its role in 

hypertrophic commitment and matrix mineralization. Concomitantly, we observed that osteogenic 

differentiation of hMSC is associated with an exclusive up-regulation of ALK expression (data not 

shown). This is of great interest since PI3k/Akt pathway, which is the downstream effector of ALK 

(10), was involved in matrix mineralization (39). Mice defective for Akt exhibits normal growth plate 

morphology but their hypertrophic chondrocyte failed to mineralize their surrounding matrix resulting 

in dwarfism. 

 

Conclusion 

Because of their differentiation properties MSC are regarded as promising tools in bone 

regenerative protocols. However, the remaining challenge in bone engineering is to generate a 

functional organ. Endochondral bone formation seems to be the more efficient way to attain this 

purpose according to the different cellular components involved in this process. Indeed, endochondral 

bone formation goes along with vascular invasion and matrix remodeling (1). Our findings show that 

PTN treatment potentiates chondrogenic differentiation of hMSC and induces their hypertrophy, 

highlighting a new role of PTN in bone metabolism. This new PTN effect could be an important cue in 

the shift of chondrocytes toward hypertrophy observed in the callus during bone regeneration. Its 

known angiogenic properties (16) associated to our findings suggest that the association of PTN with 

hMSC and scaffold could allow a physiological repair in bone lesion. 
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Figure 1. PTN effects on hMSC osteoblastic commitment. hMSC from 3 independent patients were cultured in basal medium 

(ND) or in osteoinductive medium (AB) in absence or with increasing doses of PTN (0 pg/ml white boxes, 50 pg/ml grey boxes and 500 

pg/ml black boxes). All conditions were performed in triplicate per patient. (A): Alizarin red S staining after 21 days of culture. Well picture 

per condition is representative of the three tested patients. (B): Alizarin Red S dosage after 21 days of culture, the optical density was 

reported as Arbitrary Unit (AU). (C): qRT-PCR analysis of osteoblastic genes expression after 0, 7 and 14 days culture with AB medium. 

Expression levels of osteoblastic genes are related to GAPDH. Values are the mean and SEM calculated from triplicates experiment from 3 

independent patients. Values of each gene expression from hMSC at day 0 are represented by straightened lines. Statistical analysis were 

performed between values from free-PTN conditions at day 0, 7 and 14 (##: p<0.01; ###: p<0.001) and between values from the same day 

(**: p<0.01; ***: p<0.001). 
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Figure 2. PTN effects on hMSC chondrogenesis. hMSC from 3 independent patients were cultured in micromass with 

chondrogenic medium in absence or with increasing doses of PTN (0 pg/ml white boxes, 50 pg/ml grey boxes and 500 pg/ml black boxes). 

All conditions were performed in triplicate per patient. (A): Collagen 2 immunostaining of 21 days chondrogenic pellets. Picture per 

condition is representative of the three tested patients. Bars represent 100µm. (B): qRT-PCR analysis of cartilage related genes expression 

after 0, 7 and 14 days culture under chondrogenic induction. Expression levels of chondrogenic genes are related to GAPDH. Values are the 

mean and SEM calculated from triplicates experiment from 3 independent patients. Values of each gene expression from hMSC at day 0 are 

represented by straightened lines. Statistical analysis were performed between values from free-PTN conditions at day 0, 7 and 14 (##: 

p<0.01; ###: p<0.001) and between values from the same day (**: p<0.01; ***: p<0.001). 
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Figure 3. PTN effects on glycosaminoglycans content and proteoglycans genes expression during hMSC chondrogenesis. hMSC 

from 3 independent patients were cultured in micromass with chondrogenic medium in absence or with increasing doses of PTN (0 pg/ml 

white boxes, 50 pg/ml grey boxes and 500 pg/ml black boxes). All conditions were performed in triplicate per patient. (A): Alcian blue 

staining of 21 days chondrogenic pellets. Picture per condition is representative of the three tested patients. Bars represent 100µm. (B): Total 

sulfated GAGs quantification in 14 days chondrogenic pellets. GAG amount was normalized according to pellet volume and reported as µg 

of total GAGs per mm
3
. (C): qRT-PCR analysis of proteoglycan proteic core genes expression after 0, 7 and 14 days culture under 

chondrogenic induction. Expression levels of proteoglycan genes are related to GAPDH. Values are the mean and SEM calculated from 

triplicates experiment from 3 independent patients. Values of each gene expression from hMSC at day 0 are represented by straightened 

lines. Statistical analysis were performed between values from free-PTN conditions at day 0, 7 and 14 (###: p<0.001), and between values 

from the same day (*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001). 
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Figure 4. PTN effects on hypertrophy commitment during hMSC chondrogenesis. hMSC from 3 independent patients were 

cultured in micromass with chondrogenic medium in absence or with increasing doses of PTN (0 pg/ml white boxes, 50 pg/ml grey boxes 

and 500 pg/ml black boxes). All conditions were performed in triplicate per patient. (A): Alizarin red staining of 21 days chondrogenic 

pellets. Picture per condition is representative of the three tested patients. Bars represent 100µm. (B): Collagen10 immunostaining of 21 days 

chondrogenic pellets. Picture per condition is representative of the three tested patients. Bars represent 100µm. (C): qRT-PCR analysis of 

hypertrophic related genes expression after 0, 7 and 14 days culture under chondrogenic induction. Expression levels of hypertrophic genes 

are related to GAPDH. Values are the mean and SEM calculated from triplicates experiment from 3 independent patients. Values of each 

gene expression from hMSC at day 0 are represented by straightened lines. Statistical analysis were performed between values from free-

PTN conditions at day 0, 7 and 14 (##: p<0.01; ###: p<0.001, and between values from the same day (*: p<0.05; **: p<0.01). 
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Figure 5. PTN effects on PTN receptors gene expression during hMSC chondrogenesis. hMSC from 3 independent patients were 

cultured in micromass with chondrogenic medium in absence or with increasing doses of PTN (0 pg/ml white boxes, 50 pg/ml grey boxes 

and 500 pg/ml black boxes). All conditions were performed in triplicate per patient. (A): qRT-PCR analysis of PTN receptors genes 

expression before differentiation induction. Expression levels of PTN receptors genes are related to GAPDH. (B): qRT-PCR analysis of PTN 

receptors genes expression after 0, 7 and 14 days culture under chondrogenic induction. Expression levels of chondrogenic genes are related 

to GAPDH. Values are the mean and SEM calculated from triplicates experiment from 3 independent patients. Values of each gene 

expression from hMSC at day 0 are represented by straightened lines. Statistical analysis were performed between values from free-PTN 

conditions at day 0, 7 and 14 (##: p<0.01; ###: p<0.001) and between values from the same day (**: p<0.01). 
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3 Résultats complémentaires 

3.1 Introduction 

En parallèle des expériences relatées dans l’article 1, nous avons également étudié les effets de 

HARP sur les CSMh cultivées en milieu de culture basal (contrôle non différenciateur). De plus, nous 

avons utilisé deux systèmes de culture. Le premier a consisté à cultiver les CSMh sur du plastique de 

culture (2D). La deuxième a consisté à cultiver les cellules en culot (3D). Ces paramètres ont été testés 

de façon à évaluer et comparer l’influence de l’organisation cellulaire dans laquelle se trouvent les 

CSMh sur l’expression des marqueurs de différenciation, lors des différenciations ostéoblastiques et 

chondrogénique. Ces analyses, initialement réalisées comme contrôles des conditions de 

différenciations, décrites dans l’article 1, nous  permettent de décrire en résultats complémentaires  un 

effet différentiel de HARP en fonction de l’organisation cellulaire utilisée pour la culture des CSMh. 
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3.2 Résultats 

3.2.1 Effets de HARP sur l’expression des marqueurs de différenciation et des récepteurs de 

HARP par les CSMh en culture 2D non différenciées. 

 

Figure 23 Expression des marqueurs de différenciation et des récepteurs de HARP par les CSMh en 

culture 2D non différenciées, en absence ou en presence de HARP. 
Après 7 et 14 jours de culture en 2D en milieu basal supplémenté ou non en HARP (blanc: 0 pg/ml (H0); bleu: 

500 pg/ml (H500)), les ARN de CSMh de trois patients sont extraits. Une analyse est effectuée, par RT-

quantitative PCR sur les ARN totaux , de l’expression des gènes codant pour (A) marqueurs de différenciation 
chondrogénique Sox9 (SRY-box 9), collagène 2, collagène 9 et COMP (cartilage oligomeric matrix protein), (B) 

protéoglycannes aggrécanne (ACAN), biglycanne (BGC), décorine (DCN) et versican (VCAN), (C) marqueurs 

de différenciation hypertrophique “matrix metalloprotease 13” (MMP13), collagène 10 et phosphatase alcaline 

(ALP), (D) récepteurs de HARP “anaplastic lymphoma kinase” (ALK), “receptor protein tyrosin phosphatase 

type z” (RPTPz). Le niveau d’expression des gènes au  jour 0 avant induction (J0) est représenté par des 

pointillés. Les valeurs représentent la moyenne et l’écart type des 3 expériences réalisées sur 3 patients 

indépendants. Les taux d’expression des gènes étudiés sont rapportés à un gène de ménage (GAPDH) selon la 

formule: 2-(gène-GAPDH). Les valeurs sont analysées par un test statistique Kruskall-Wallis ONE WAY ANOVA 

entre les conditions sans HARP (#: p<0.05; ##: p<0.01; ###: p<0.001) et entre les valeurs du même jour 

(*p<0,05,**p<0,01, ***p<0,001). 
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Nous nous sommes tout d’abord intéressés à l’expression de marqueurs de la différenciation 

chondrocytaire et hypertrophique en absence de HARP. Alors que les CSM sont maintenues en 2D 

dans un milieu basal (non différenciateur), l’expression des marqueurs chondrocytaires collagène2, 

Sox9 et collagène 9 est fortement et significativement inhibée dès le 7
e
 jour de culture, tandis que 

l’expression de COMP est faiblement augmentée de façon non significative, (Figure 23 A). 

A l’inverse, les profils d’expression de tous les PG étudiés ainsi que des marqueurs de 

l’hypertrophie chondrocytaire sont tous augmentés de façon très significative dès J7 pour la plupart 

d’entre eux. (Figure 23 B, C).  

Concernant les récepteurs de HARP, tandis que l’expression de ALK, faible à sous 

confluence, n’est pas modifiée significativement, l’expression du SDC3 et de RPTPz est inhibée dès le 

7
e
 jour de culture (Figure 23 D). 

Enfin lorsque HARP, à la dose de 500 pg/ml, est ajouté à ces cultures à long terme (14 jours) 

en 2D, on n’observe aucun effet de HARP sur l’expression génique des CSM, (Figure 23). 

La culture des CSM en 2D est associée à une inhibition des marqueurs chondrocytaires Sox9, 

collagène 2 et collagène9. On observe cependant une induction de l’expression des PG et des 

marqueurs normalement associés à l’hypertrophie chondrocytaire (collagène 10, MMP13) ou à la 

minéralisation (ALP), indiquant un processus de remodelage de la matrice. On observe également une 

forte baisse de l’expression de RPTPz et de SDC3. L’expression du récepteur ALK, à la limite de 

détection au jour 0, ne semble pas être modifiée. 
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3.2.2 Effets de HARP sur l’expression des marqueurs de différenciation et des récepteurs de 

HARP par les CSMh en culture 3D non différenciées. 

 
Figure 24 Expression des marqueurs de différenciation et des récepteurs de HARP par les CSMh en 

culture 3D non différenciées, en absence ou en presence de HARP. 
Après 7 et 14 jours de culture en 3D en milieu basal supplémenté ou non en HARP (blanc: 0 pg/ml (H0); bleu: 

500 pg/ml (H500)), les ARN de CSMh de trois patients sont extraits. Une analyse est effectuée, par RT-

quantitative PCR sur les ARN totaux , de l’expression des gènes codant pour (A) marqueurs de différenciation 

chondrogénique Sox9 (SRY-box 9), collagène 2, collagène 9 et COMP (cartilage oligomeric matrix protein), (B) 

protéoglycannes aggrécanne (ACAN), biglycanne (BGC), décorine (DCN) et versican (VCAN), (C) marqueurs 
de différenciation hypertrophique “matrix metalloprotease 13” (MMP13), collagène 10 et phosphatase alcaline 

(ALP), (D) récepteurs de HARP “Anaplastic lymphoma kinase” (ALK), “receptor protein tyrosin phosphatase 

type z” (RPTPz). Le niveau d’expression des gènes au  jour 0 avant induction (J0) est représenté par des 

pointillés. Les valeurs représentent la moyenne et l’écart type des 3 expériences réalisées sur 3 patients 

indépendants. Les taux d’expression des gènes étudiés sont rapportés à un gène de ménage (GAPDH) selon la 

formule: 2-(gène-GAPDH). Les valeurs sont analysées par un test statistique Kruskall-Wallis ONE WAY ANOVA 

entre les conditions sans HARP (#: p<0.05; ##: p<0.01; ###: p<0.001) et entre les valeurs du même jour 

(*p<0,05,**p<0,01, ***p<0,001). 

 

 La culture en 3D, en absence de HARP, est associée à une induction de l’expression de 

COMP dès le 7
e
 jour et de Sox9 et du collagène 2 au 14

e
 jour, tandis que l’expression du collagène 9 
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n’est pas modifiée (Figure 24 A). L’expression d’ACAN et de DCN n’est pas modifiée par la culture 

en 3D, tandis que celle de BGC et de VCAN est inhibée au 7
e
 jour de culture et retrouve son état de 

base au 14
e
 jour (Figure 24 B). Les expressions des marqueurs de l’hypertrophie chondrocytaire sont 

fortement induites par la culture en 3D, et ce dès le 7
e
 jour de culture (Figure 24 C). La culture en 3D 

potentialise l’expression de ALK et de RPTPz au 7
e
 jour, tandis que l’expression de SDC3 n’est pas 

significativement modifiée (Figure 24 D). 

Le traitement par HARP des CSMh cultivées en 3D est associé à une augmentation de 

l’expression du collagène 2 au 7
e
 jour et du collagène 9 et de COMP au 14

e
 jour (Figure 24 A). HARP 

induit l’expression de BGC et VCAN dès le 7
e
 jour de culture et d’ACAN et DCN au 14

e
 jour (Figure 

24 B). Des réductions de l’expression de la MMP13 au 7
e
 jour et de l’ALP au 7

e
 et 14

e
 jour sont 

également observées. HARP potentialise l’expression de la MMP13 et de col10 au 14
e
 jour (Figure 24 

C). HARP réduit significativement l’expression  ALK dès le 7
e
 jour, cette expression n’est pas 

modifiée au 14
e
 jour. HARP potentialise l’expression de RPTPz au 14

e
 jour. Aucune différence 

significative de la modulation de l’expression du SDC3 n’est observée (Figure 24 D). 

La culture en 3D des CSMh induit l’expression des marqueurs de différenciations 

chondrocytaires précoces, et hypertrophiques tardifs. On observe cependant que les expressions des 

PG ne sont pas modifiées par rapport au J0. La culture en 3D est la seule à potentialiser l’expression 

des récepteurs de HARP, c’est également la seule condition où des effets de HARP sont observés.  
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4 Discussion 

Hormis quelques études montrant un léger effet potentialisateur de HARP sur l’ostéoinduction 

des progéniteurs mésenchymateux réalisés par le groupe du Pr Oreffo (Tare et al., 2002a; Yang et al., 

2003)(ces résultats sont plus amplement décrit dans le chapitre décrivant le rôle de HARP dans le 

système ostéoarticulaire), il n’existe que peu de donnée sur des effets de HARP sur les autres 

propriétés de ces cellules. La première partie de mon travail de thèse a donc consisté à évaluer les 

effets de HARP sur la différenciation des CSMh. 

4.1 HARP et la chondrogénèse des CSMh 

La présence de HARP dans les esquisses cartilagineuses des membres chez le rat 

(Vanderwinden et al., 1992), le poulet (Dreyfus et al., 1998b) et la souris (Petersen and Rafii, 2001) 

suggère son implication dans le développement ostéoarticulaire. Des études sur des chondrocytes 

articulaires en culture montrent que l’addition de HARP à leur milieu de culture induit la production 

de GAG et de collagène 2 (Tapp et al., 1999). Nos travaux montrent pour la première fois les effets 

potentialisateurs de HARP sur différentes propriétés des CSMh dont la chondrogénèse. En effet, 

l’association de HARP à un milieu chondroinducteur potentialise l’expression des marqueurs de la 

différenciation chondrocytaire, mais également celle des cores protéiques des PG, qui constituent avec 

leurs chaines de GAGs, les éléments les plus importants de la matrice cartilagineuse. Ces résultats sont 

confortés par l’observation que le traitement par HARP à lui seul, sur des cellules en 3D, en milieu de 

prolifération contrôle, sans autres facteurs inducteurs de chondrogénèse, conduit à l’induction de 

l’expression des collagènes 2 et 9 ainsi que de COMP. 

Durant la croissance osseuse endochondrale, les chondrocytes de la zone hypertrophique 

subissent une différenciation connue sous le nom d’hypertrophie chondrocytaire (pour revue (Olsen, 

Reginato, and Wang, 2000)). Ce phénomène est également retrouvé dans le callus lors de la 

régénération osseuse. Il a été montré que HARP était exprimé au niveau protéique comme au niveau 

génique dans ces zones (Dreyfus et al., 1998b; Petersen and Rafii, 2001; Petersen et al., 2004) sans 

que son rôle n’ait été clarifié. Le fait que HARP ait des propriétés angiogéniques (Christman et al., 

2005; Laaroubi et al., 1994; Perez-Pinera, Berenson, and Deuel, 2008; Polykratis et al., 2005; Souttou, 

Raulais, and Vigny, 2001) a permis d’émettre l’hypothèse que HARP pourrait participer à l’invasion 

vasculaire observée dans les zones chondrocytaires hypertrophiques (Adams, Cohen, and Lassova, 

2007; Doblare and Garcia, 2003; Olsen, Reginato, and Wang, 2000; Schindeler et al., 2008). Nos 

donnés indiquent pour la première fois que HARP pourrait également avoir un rôle direct dans 

l’induction de l’hypertrophie chondrocytaire. En effet, nous avons montré que HARP induit 

l’expression de marqueurs de l’hypertrophie tels que la MMP13, le collagène 10 et l’ALP, mais 
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également l’accumulation de collagène 10 et de calcium dans la MEC des CSMh chondroinduites. Un 

phénotype similaire a été retrouvé lors de la culture des culots cellulaire, en milieu basique en ce qui 

concerne la MMP13 et le collagène 10. Ces résultats suggèrent que HARP pourrait avoir un rôle 

important dans le passage de l’état de chondrocyte à celui de chondrocyte hypertrophique en plus de 

ses rôles présumés sur l’angiogénèse ou l’ostéoinduction durant la formation osseuse endochondrale. 

4.2 La réponse à HARP en fonction de l’organisation cellulaire 

La réponse des CSMh au traitement par HARP semble être reliée aux interactions des cellules 

entre elles durant la culture. En effet, nos résultats montrent que HARP n’a pas d’effet sur l’expression 

des marqueurs chondrocytaires lorsque les CSMh sont cultivées en 2D. En revanche, les CSMh 

cultivées en 3D en présence de HARP montrent une forte expression des collagènes 2 et 9 ainsi que de 

COMP. L’expression des PG est également potentialisée par HARP lors de la culture en 3D, alors que 

ce n’est pas le cas des cellules en 2D. Des effets de l’organisation cellulaire sur la réponse à la BMP6 

ont également été observés sur la différenciation (Kemmis et al., 2010). Ces travaux montrent que la 

BMP6 induit l’expression de gènes ostéoblastiques uniquement lorsque des CSM murines issues du 

tissu adipeux (ADSC) sont cultivées en 2D, mais pas lorsque ces cellules sont cultivées en 3D. 

Inversement, une augmentation de l’expression de gènes chondrocytaires (Sox9 et ACAN) est 

observée lorsque les cellules sont cultivées en 3D en présence de BMP6 

Durant la formation des ébauches cartilagineuses, les progéniteurs mésenchymateux subissent 

une étape de condensation avant de se différencier en chondrocyte (pour revue (Bielby, Jones, and 

McGonagle, 2007)). De plus, la culture des cellules en 3D induit une inhibition de la prolifération 

(Kemmis et al., 2010). Ce type de culture pourrait mimer les premières étapes de la mise en place des 

ébauches osseuse et ainsi permettre une étape de prédifférenciation des CSMh. Le fait que HARP n’ait 

pas d’effet sur les CSMh cultivées en 2D au contraire de celles cultivées en 3D suggère que HARP 

agirait sur les CSM une fois qu’elles sont prédifférenciées. 

4.3 Les récepteurs de HARP et la différenciation 

L’analyse des récepteurs de HARP dans les CSMh indique qu’elles expriment ALK, RPTPz et 

le SDC3. Cependant, le niveau d’expression du SDC3 est bien plus élevé que ceux des 2 autres 

récepteurs. En absence de HARP, la différenciation chondrocytaire des CSMh est associée à une 

induction de l’expression de RPTPz et du SDC3, tandis que ALK reste très faiblement exprimé. 

De précédentes expériences ont suggéré un rôle important du SDC3 au cours de la 

différenciation chondrocytaire, puisqu’il a été montré que l’inactivation de ce protéoglycanne par des 

anticorps durant la différenciation de cellules mésenchymateuses de poulet inhibait leur différenciation 
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chondrogénique (Seghatoleslami and Kosher, 1996). Le traitement par HARP des cellules durant la 

chondroinduction induit une augmentation de l’expression du SDC3. Ces données suggèrent que les 

effets de HARP pourraient passer en partie par l’activation des voies de signalisation intracellulaire en 

aval du SDC3. 

Nos résultats montrent également pour la 1
e
 fois que la différenciation chondrocytaire est 

associée avec une forte induction de l’expression de RPTPz. Bien que RPTPz puisse activer un grand 

nombre de voies de signalisation intracellulaire, il n’a jusqu’à maintenant jamais été associé avec la 

chondrogénèse. Parmi ces voies de signalisation, la voie β-catenine est impliquée dans la 

chondrogénèse (Chen et al., 2008; Meng et al., 2000). En effet, dans des souris dont l’expression de la 

β-catenine a été spécifiquement inactivée dans les chondrocytes, on observe que ceux-ci présentent des 

défauts de différenciation et de prolifération, amenant à un ralentissement de la croissance de ces 

animaux par rapport aux souris sauvages. Une forte augmentation de la présence de RPTPz à la 

surface des CSMh en différenciation pourrait donc être associée à une déphosphorylation de la β-

catenine qui serait ainsi activée. Un tel rôle de RPTPz est conforté par nos observations durant la 

culture en 3D en milieu basal, en effet, l’induction de RPTPz est concomitante à l’expression des 

collagènes 2, 9 et de COMP et des marqueurs de l’hypertrophie MMP13 et du collagène 10. 

Enfin, nous avons également observé une induction spécifique d’ALK par le traitement à la 

dose de 500 pg/ml dès le 7
e
 jour, associée à l’induction de l’expression des marqueurs de 

l’hypertrophie chondrocytaire au 14
e
 jour. La voie Pi3k/Akt, une des cibles intracellulaires de ALK, 

semble être impliquée dans l’hypertrophie chondrocytaire. En effet, une étude des souris inactivées 

pour Akt montre que ces animaux souffrent de nanisme. Alors que leurs plaques de croissance 

présentent une morphologie normale, leurs chondrocytes hypertrophiques présentent une défaillance à 

minéraliser leur matrice (Fukai et al., 2010). On peut donc émettre l’hypothèse que l’induction de 

l’hypertrophie par HARP est due en partie à l’activation du récepteur ALK. 

En revanche, l’expression de ALK et de l’ALP ont été inhibées durant le traitement avec 

HARP durant la culture en 3D en milieu basal. Ces données suggèrent que ALK pourrait être impliqué 

dans la minéralisation de la matrice via l’induction de l’ALP et que l’expression des autres marqueurs 

de l’hypertrophie serait régulée par un autre récepteur de HARP. 
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. CHAPITRE 2 Potentialisation des propriétés des CSM humaines par HARP 

associé à un substitut osseux. Application dans un modèle d’ostéoformation 

ectopique murin et de régénération osseuse chez le rat 

1 Introduction 

L’ingénierie tissulaire dans les contextes de régénération osseuse représente une alternative à 

la greffe osseuse autologue, présentant de forts risques de morbidité et d’effets secondaires associés 

(pour revue (Carson and Bostrom, 2007)). Dans ce but, des substituts naturels ou synthétiques ont été 

développés pour combler les larges défauts osseux. L’association de cellules ostéoprogénitrices telles 

que les CSM à ces substituts est devenue une évidence depuis que la preuve de leur efficacité dans ce 

contexte à été apportée (Petite et al., 2000). Cependant, il est nécessaire de rendre plus efficace le 

processus de réparation en améliorant d’une part la survie des cellules implantées mais également leur 

différenciation vers la voie ostéoblastique, permettant une formation osseuse de type 

intramembranaire, ou vers la voie chondrocytaire, permettant une formation osseuse de type 

endochondrale. 

La co-implantation de facteurs ostéoinducteurs comme les BMPs (Hyun et al., 2005; Liang et 

al., 2005; Sawyer et al., 2009; Tazaki et al., 2009) ou du lysat plaquettaire (Chevallier et al., 2009; 

Doucet et al., 2005) semble être une approche prometteuse pour une formation osseuse directe. 

L’association de protéines angiogéniques comme le VEGF aux facteurs ostéoinducteurs semble d’une 

part potentialiser l’angiogénèse mais également la formation osseuse en site ectopique (Kanczler et al., 

2009; Kempen et al., 2009). L’efficacité de la formation osseuse semble donc être étroitement associée 

à l’angiogénèse. 

Dans ce cadre, HARP semble être un bon candidat dans le contexte de la réparation osseuse. 

En effet, HARP est étudié depuis de nombreuses années pour son rôle dans l’angiogénèse normale et 

tumorale (Christman et al., 2005; Laaroubi et al., 1994; Li et al., 2005b; Papadimitriou et al., 2009; 

Perez-Pinera, Berenson, and Deuel, 2008; Polykratis et al., 2005; Polytarchou et al., 2009; Souttou, 

Raulais, and Vigny, 2001). De plus, des travaux réalisés en 2003 par Yang et coll. ont démontré que 

l’association de HARP à des polymères de type PLGA et des CSM prédifférenciées en ostéoblastes 

permettait une formation osseuse après 6 semaines en position ectopique dans la souris 

immunodéprimée (Yang et al., 2003). 

Les résultats décrits dans l’article 1 montrent pour la première fois les effets potentialisateurs 

de HARP sur la différenciation chondrogénique des CSMh. Nous avons donc envisagé d’associer 

HARP à des céramiques calciques poreuses fournies par la société CERAVER. L’hypothèse sous 

jacente de ce travail est que HARP pourrait permettre d’orienter les CSMh vers un phénotype 
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chondrogénique et ainsi obtenir une formation osseuse de type endochondral. De plus, les propriétés 

de chemo-attraction de HARP sur les progéniteurs ostéoblastiques pourrait permettre un recrutement 

de cellules de l’hôte. 

Nous avons donc développé les techniques d’immobilisation et de dosage de HARP sur des 

céramiques biphasés composés de 65% d’hydroxyapatite et 35% de phosphate tricalcique (TCP35). 

D’après les compositions de biomatériaux, l’immobilisation de HARP semble se faire principalement 

par des interactions ioniques. Nous avons tout d’abord évalué les effets des céramiques sur la 

différenciation des CSMh par RT-PCR quantitative, puis les effets de HARP associé aux biomatériaux 

sur les mêmes propriétés. Ces tests in vitro ont montré que les TCP35 possèdent des propriétés 

différenciatrices ostéoblastiques et chondrogéniques intéressantes. De plus, ils potentialisent 

l’expression génique des protéines angiogéniques telles que l’angiopoiétine 1 et le VEGF. 

Dans un second temps, nous avons évalué l’efficacité des TCP35 associés à HARP et aux 

CSMh dans un modèle d’ostéoformation in vivo dans un modèle de greffe ectopique.  Ces résultats 

sont présentés à la suite des études in vitro. Nous avons également étudié les propriétés de ces 

organoïdes dans un modèle de réparation osseuse du condyle fémoral chez le rat. Ces résultats 

indiquent que HARP permettrait la formation d’une matrice cartilagineuse et osseuse dans l’implant et 

ainsi une réparation osseuse de type endochondral. 

Ces résultats font l’objet de l’article 2 présenté ci-après dans une version préliminaire. 
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2 Résultats 

2.1 Article 

Running title: Pleiotrophin induces endochondral bone regeneration 

Pleiotrophin associated to a porous biphasic ceramic scaffold modulates human 

mesenchymal stromal cells differentiation and induces endochondral bone regeneration. 
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Abstract 

Despite progresses in bone regeneration field, there is still few options available to replace autologous 

bone grafts. Research is now focused on tissue engineering, using growth factors involved in 

physiological bone repair such as BMPs and osteoprogenitors such as mesenchymal stromal cells 

(MSC). Among growth factors involved in bone repair, pleiotrophin (PTN) is a 136 amino acid growth 

factor expressed in growth plate matrices during bone development and also overexpressed in the 

callus during bone healing. Moreover, we previously demonstrate that PTN induces hypertrophic 

differentiation of chondroinduced MSC. As endochondral bone regeneration involved hypertrophic 

chondrocyte, we hypothesize that PTN association to scaffolds (TCP35/PTN) may induced 

endochondral bone regeneration. The aim of this study was to evaluate osteoformation ability of 

constructs associating biphasic scaffolds and PTN in vivo. PTN potentiates MSC chemoattraction and 

colonization of the scaffold. Moreover, the expression of chondrogenic markers by hMSC was 

enhanced by TCP35/PTN constructs. In an in vivo ectopic model of osteoformation, TCP35/PTN 

constructs associated or not with MSC did not induce bone nor cartilage formation. However, in an 

orthotopic model of bone defect, whereas scaffolds alone had no effect on bone regeneration, 

TCP35/PTN constructs clearly induced an endochondral bone formation. These data indicate that the 

association of PTN to scaffold is of major interest in bone regeneration field by allowing host cells 

recruitment and promoting endochondral bone regeneration. 
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Introduction 

In the context of bone regeneration, tissue engineering is an alternative to autologous bone graft which 

is often associated to a high risk of morbidity and side effects [1]. To avoid these medical 

complications, natural or synthetic biodegradable substitutes are currently developed to fill large bone 

defects. Despite their osteoinductive and osteoconductive properties, it became evident that their 

efficiency are clearly improved by combination with osteoprogenitors cells such as mesenchymal 

stromal cells (MSC) [2, 3]. These cellular therapeutic products will provide the important cellular part 

for bone regeneration.  

However, these engineering strategies still require elements of the extracellular matrix, such as growth 

factors, to promote cell survival or cell differentiation toward the osteoblastic pathway, allowing 

intramembranous bone formation, or toward chondrogenesis, allowing endochondral bone formation 

[4]. Association of osteoinductive factors such as BMPs is a promising approach for direct bone 

formation since it was demonstrated that BMPs, when associated to scaffolds, are able to induce bone 

formation even when they were grafted in muscle[5, 6]. The combination of angiogenic proteins such 

as VEGF to BMPs was also assessed to optimize vascularization of the scaffold and survival of 

implanted cells. This association stimulates bone formation in ectopic site through potentiation of 

osteoinductive factors on one hand but also angiogenesis on other hand [7, 8]. Then, bone formation 

appears to be closely related to efficient angiogenesis. 

Pleiotrophin (PTN) is a 136 amino acid growth factor that was first isolated from brain and bone 

matrices in which its post-natal expression is predominantly restricted [9-11], whereas being widely 

expressed in many tissues during fetal development [12, 13]. PTN, also known as heparin affin 

regulatory peptide (HARP), has three known receptors : anaplastic lymphoma kinase (ALK) which is 

defined as a high affinity receptor [14], the heparan sulfate proteoglycan syndecan 3 (SDC3) and the 

chondroitin sulfate proteoglycan protein tyrosine phosphatase receptor type z (PTPRz) are both 

defined as low affinity receptors [15, 16]. 

Initially, PTN has been implicated in many biological processes such as neurite outgrowth during 

brain development [17] and endothelial cell properties in normal and pathological angiogenesis (for 

review see [18]). Indeed, plasmid-induced expression of PTN in an ischemic myocardium led to the 

formation of a new vasculature that connects to the preexisting vascular system [19]. 

Numerous data suggest that PTN is involved in bone and cartilage development and regeneration 

processes. PTN expression is localized around hypertrophic chondrocytes and osteoprogenitors in 

growth plate matrices during bone development [20-22]. In vitro studies showed that PTN enhances 

chondrogenesis [23] and induces migration as well as differentiation of bone marrow derived 

osteoprogenitors [21, 24, 25]. Moreover we recently demonstrated that PTN treatment is clearly able 

to induce hypertrophy during chondrogenic differentiation of human MSC [26]. PTN overexpression 

in transgenic mice induces a high bone mineral content [27], but relevance of its inactivation effect on 

bone physiology still remain controversial: PTN deficient mice do not present specific bone phenotype 
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on skeletal morphology [28] but a growth retardation of the weight-bearing bones was observed, with 

an osteopenic phenotype that develops in adult mice [29]. Finally, PTN is expressed in the callus 

during bone healing in rat [30], and human patients with fracture union showed higher seric levels of 

PTN than patients with delayed union [31]. 

According to these pleiotrophic effects on migration, osteoformation, chondrogenesis and 

angiogenesis we suggest that PTN could optimize tissue engineering strategies of bone repair. We then 

associated PTN to a porous biphasic calcium phosphate scaffold and human MSC, and test its ability 

to potentiate human MSC migration and differentiation properties in vitro. We then analyze if this new 

tissue engineering strategy is able to stimulate bone formation, through intramembraneous or 

endochondral bone formation pathways. 

 

Materials and methods 

Materials 

PTN was produced as previously described [32] and then submitted to an anti endotoxin treatment 

before use on cells. Scaffolds made of hydroxyapatite (65%) - beta tricalcium phosphate (35%) 

(TCP35) presenting an average porosity of 65+/-5% (60+/-5% macroporosity and 40+/-5% 

microporosity) and a specific surface area of 0,8 m²/g were kindly provided by Ceraver (Roissy, 

France). 

Human mesenchymal stromal cells isolation 

Human bone marrow (3 to 5 ml volume) was obtained from iliac crest marrow aspirates of patients 

undergoing standard bone marrow transplantation procedures (Henri Mondor Hospital, AP-HP Créteil, 

France) after receiving their informed consent. Bone marrow aspirates from 6 healthy donors (24-42 

years old, mean age: 32 years) were used. Nucleated cells from fresh marrow were seeded at 2.10
5
/cm

2
 

in 225 cm
2
 flasks. Cell sample was used for the confirmation of hMSC characteristics as previously 

described [33]. Briefly, all the hMSC are positive for CD90, CD105, CD73, negative for CD34 and 

CD45 and able to differentiate into osteogenic, chondrogenic and adipogenic lineages (data not 

shown). hMSCs were expanded in α-modified Eagle’s medium (αMEM) (Life technologies, Cergy 

Pontoise, France) containing 10% fetal bovine serum (FBS) (StemCell Technologies, Grenoble, 

France) supplemented with 0,5% Cifloxacin (Bayer Pharma, Puteaux, France). Culture medium was 

changed twice every week and cultures were maintained in a humidified atmosphere with 5% CO2 at 

37°C. When cells reached 80-90% confluence (passage 0, P0), they were detached using 

trypsin/EDTA (PAA Laboratories, Austria) and then replated at 1000 cells/cm
2
 (passage 1, P1). 

Cell proliferation assay 

Cells were seeded at 1000c/cm² in 25cm² flasks in triplicate for 6 patients. After 5 days of culture in 

aMEM-10% FBS containing increasing doses of PTN, cells were detached using trypsin and counted. 

Proliferation rate of each condition is expressed as fold change of the control condition.- 

Scaffold functionalization and colonization 
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TCP35 were incubated overnight at 37°C in aMEM 0,5% Cifloxacin containing PTN (0 ng/ml, 5 

ng/ml, 50 ng/ml, 500 ng/ml). Then scaffolds were washed 2 times in aMEM 0,5% Cifloxacin to 

eliminate uncoated PTN. Coated or uncoated TCP35 were individually loaded with 3.10
5
 hMSCs in 20 

µL of aMEM 10% SVF into 96 well culture plates for 3 h at 37°C in a 5% CO2 atmosphere. Constructs 

were then directly implanted in animals or cultured in 1 ml of aMEM 10%SVF into 24 well culture 

plates for 7 days for RNA analysis.  

PTN quantification on scaffolds 

A modified ELISA test was used in order to evaluate PTN coating efficiency and stability just after 

coating or after 3 and 6 days. Briefly, scaffolds were washed three times with PBS-0.05% Tween. 

Saturation of unspecific site was done with PBS-3% BSA. After washing, primary antibody against 

PTN (goat anti human PTN, R&D System) was applied for 1 hour at 37 °C. Then, after washing steps, 

secondary antibody (HRP conjugate rabbit anti-goat, Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc) was 

applied for 1 hour at 37°C. Then TMB substrate kit (Thermo Scientific) was applied and reaction was 

stopped with addition of an equal volume of H2SO4 (2N). 100 µl of reaction medium were then read 

with TECAN Infinite M1000 plate reader (Tecan, Durham, NC). Non coated scaffolds served as 

blank. Values are reported to a standard curve done in parallel. 

 Scaffold cell loading measurement 

Cell-seeding efficiency was performed using an indirect method. After 3 h of contact with 3.10
5
 

hMSCs, bone substitute was removed and cells that did not attach to the scaffold were quantified by 

DNA picogreen® labeling. Then, cells that adhered to the bone substitute were deduced by 

subtraction. Briefly, cells that remained floating in the medium and that adhered to the bottom of the 

plate were lysed with Tris (10mM, pH8), EDTA (1mM), 0.1% Triton X100 and 0.2 mg/mL of 

proteinase K. Samples were incubated overnight at 52 °C and then frozen-thawed three times, 

vortexed, and sonicated for 10 min. In parallel, a standard curve with cell range from 0 to 3.10
5
 

hMSCs was carried out simultaneously. DNA samples were labeled with picogreen® (Invitrogen) that 

only bound double-strand DNA. After 10 min of incubation at room temperature in the dark, the 

fluorescence was measured at 520nm with TECAN Infinite M1000 plate reader (Tecan). Standard 

curve was then used to quantify cells. 

hMSC migration assay 

Migration assays were performed in 24-well micro-chemotaxis chambers (Corning Costar, USA) 

using polycarbonate membranes with 8-μm pores as described previously [34]. Briefly, 2,5.10
5
 P2 

hMSC were starved in migration medium (MM) composed of RPMI 1640 (Invitrogen), 0.25% BSA 

(Fraction V, Sigma-Aldrich) for 24h, then they were seeded in the upper part of a Boyden chamber. 

The bottom part was filled with 0.6 mL of MM with soluble PTN (0 pg/ml, 50 pg/ml or 500 pg/ml) or 

with a PTN coated TCP35 scaffold (0 pg/cm², 4 pg/cm², 10 pg/cm²). Plates were incubated for 12 h at 

37 °C. Then cells from the upper chamber and scaffolds in the bottom chamber were removed and the 

number of migrating cells was evaluated by a MTS assay (Promega). MTS reagent was added to the 
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bottom chamber, after 4 hours at 37 °C in 5% CO2, 100µl of medium was collected and absorbance 

was measured at 490 nm with TECAN Infinite M1000 plate reader (Tecan). Test was performed two 

times for each of the 6 patients. Values are reported as a fold change of the scaffold without PTN. 

RT-qPCR 

Total RNA was isolated from hMSC cultured on scaffolds on day 0 and day 7 using an RNeasy mini-

kit as described by the manufacturer (Qiagen). Dnase (Qiagen)–treated RNA were reverse transcribed 

with RT superscript III (Invitrogen), cDNA real-time amplification was performed with FastStart 

Universal SYBR Green Master (Rox) (Roche, Meylan, France) following manufacturer procedures 

and monitored with the ABI Prism 7500 Sequence Detection System (PerkinElmer/Applied 

Biosystem, Rotkreuz, Switzerland). Primers (Table 1) were designed by Primer3output software [35] 

and obtained by Eurofins MWG (Huntsville, Germany). Primers efficiency was checked to be between 

95% and 100%. Amounts of cDNAs of interest were normalized to GAPDH (ΔCT=CTgene of interest -

CTGAPDH) and to day 0. Results are reported as relative gene expression (2
-ΔΔCT

). 

Animal model and implantation procedure 

Just after colonization by hMSC, scaffolds were subcutaneously implanted in the back of 

immunodeficient mice. Eight (7 weeks-old) SCID mice purchased from Charles River laboratories 

(Chatillon, France) were used in this experiment in accordance with French law on animal 

experimentation. Isoflurane was used for anesthesia. Six subcutaneous dorsal pockets (0.5 cm 

incisions) were prepared per mouse. Two different conditions in triplicate were tested per mice. Five 

conditions were evaluated : TCP35 alone as negative control (TCP35free), TCP colonized with hMSC 

and then cultivated under osteogenic medium supplemented with 50 mM L-ascorbic acid-2-phosphate 

and 10 mM -glycerophosphate (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) during 7 days before 

implantation, as positive control (T+), TCP35 coated with PTN at 10 pg/cm² without cells 

(TCP35/PTN), TCP35 colonized with hMSC (TCP35/hMSC) or TCP35 coated with PTN at 10 pg/cm² 

and colonized with hMSC (TCP35/PTN/hMSC). Tests were performed with hMSC from 2 different 

patients. In each pocket, one TCP35 coated or not with PTN containing or not containing MSC was 

implanted just after colonization was done and then skin was closed by suture. After 7 weeks, animals 

were euthanized with an overdose of pentobarbital and specimens were excised and immediately fixed 

in 70% ethanol for further histological studies. 

Just after functionalization with PTN and washing steps, scaffolds were implanted in a bone defect in 

rat. Twelve (9 weeks old) Wistar rats purchased from Janvier (France) were used in this experiment in 

accordance with French law on animal experimentation. Rats were anesthetized with ketamine (100 

mg/kg, Virbac Santé Animale, France) and xylasine (10 mg/kg, Bayer, Germany). Bone defects were 

created in both femoral condyles of each rat. Then defects were filled with TCP35 coated with PTN 

(TCP35/PTN) or not coated (TCP35free), 3 animals per group, 2 scaffolds per animal. After 2 weeks 

or 2 months, rats were euthanized with an overdose of pentobarbital and condyles were excised and 

immediately fixed in 10% paraformaldehyde. 
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Histology 

Specimens were decalcified for 3 h (for mice specimens) or for 5 days (for rat condyles) in 6.8% nitric 

acid (VWR) and then rinsed in tap water before being embedded in paraffin. Sections (3 µm) were 

stained with Masson’s trichrome and visualized using standard light microscopy. 

Statistical analysis 

Results were expressed as mean of values ± standard error mean (SEM) from six independent patients 

with at least 2 to 3 values per condition and per patient. Statistical analyses were performed using a 

one way anova Kruskall-Wallis test (GraphPad Software). Differences between groups with a p-value 

of ≤0.05 were considered to be significant. 

 

Results 

PTN induces migration and proliferation of mesenchymal stromal cells 

We evaluated the chemoattractive and proliferation properties of PTN on hMSC (Figure 1). PTN at 

concentrations as low as 50 pg/ml and 500 pg/ml significantly potentiates hMSC migration by 2 fold 

(Figure 1A). PTN potentiates hMSC proliferation in a dose dependant manner with significant effect 

at concentration from 100 pg/ml to 10 ng/ml (Figure 1B). These results suggest that PTN in bone 

regeneration is able to recruit progenitors from surrounding tissues and then induce their proliferation 

for efficient repair. Then PTN association to scaffolds may be of great interest in bone regeneration. 

PTN can be efficiently associated to biphasic scaffolds 

We evaluated the efficiency of PTN coating on TCP35. Scaffolds were incubated with 

increasing quantities of PTN overnight (0, 5, 50 and 500 ng/ml) and represented as pg of PTN 

incubated per cm² of TCP35. After washing steps, remaining coated PTN was quantified by 

adapted ELISA protocol compared to standard curve. Coated PTN amount was reported as pg 

of PTN coated per scaffold surface in cm². Figure 2A indicates that PTN is coated in a dose 

dependent manner on TCP35 scaffolds. When TCP35 are incubated with 40 pg/cm² dose (50 

ng/ml solution), 10% of PTN (4 pg/cm²) were coated on the scaffold. When TCP35 are 

incubated with 400 pg/cm² dose (50 ng/ml), 2% of PTN (10 pg/cm²) were coated on the 

scaffold. These coating efficiency percentages indicate a rapid saturation of binding sites. 

PTN stability on scaffolds was further analyzed during one week in MEM 0.5% cifloxacin. 

PTN amount dosed at day 0 is stable for 3 days and began to decrease thereafter (Figure 2B).   

PTN potentiates hMSC colonization and migration on TCP35 scaffolds. 
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A challenge for successful tissue repair is to increase the number of cells in the implants to ensure 

survival of sufficient cell amount. This can be achieved through better cell colonization strategies of 

the implants in vitro before implantation or by increasing the recruitment of progenitor cells in vivo by 

the scaffold. We evaluated the ability of hMSC to migrate through Boyden chambers by putting 

scaffold, coated or not with 2 different doses of PTN, placed in bottom chambers. We observed that 

the 4 pg/cm² and the 10 pg/cm² doses of coated PTN were able to significantly induce a 1.5 fold 

increase of hMSC migration (Figure 3A). These results indicate that PTN is able to potentiate hMSC 

migration suggesting that PTN is able to induce cell recruitment. We then determined the ability of 

hMSC to colonize scaffolds functionalized or not with 2 different doses of PTN. In the absence of 

PTN, cells colonization is not optimum since only 33% of seeded cells are localized in the scaffold. 

Coating of scaffolds with either 4 pg/cm² or 10 pg/cm² of PTN induces a clear increase of colonization 

efficiency to 83% and 77% respectively (Figure 3B). Then, PTN significant effect on scaffold 

colonization by hMSC could be due, not only to its effect on hMSC migration, but also to an additive 

effect on adhesion. 

TCP35 scaffolds modulate genes expression by hMSC during in-vitro culture. 

To obtain an efficient bone formation, cells implanted with scaffolds have to remain able to 

differentiate toward osteoblasts or chondrocytes, to allowing either intramembraneous or 

endochondral bone formation respectively. So we analyzed expression profiles of osteoblastic, 

chondrogenic and angiogenic genes by hMSC, during 7 days of culture, on TCP35 (Figure 4). We 

observed significant increases of osteogenic markers expression such as osteopontin (OP: 1000 fold), 

bone morphogenic protein-2 (BMP-2: 500 fold), osteocalcin (OC: 40 fold) and bone sialoprotein 

(BSP: 20 fold) at day 7 as compared to day 0, whereas osteonectin (OC) is not modified (Figure 4A). 

In these culture conditions on TCP35, expression of collagen 2, a chondrogenic marker was increased 

by 25 fold, whereas aggrecan (ACAN) expression was not modified between days 0 and 7 (Figure 

4B). Finally a 4-fold increase of angiopoietin 1 and VEGF expressions were also observed (Figure 4 

C).  

PTN coated on scaffold potentiated chondrogenic gene expressions by hMSC. 

We therefore evaluated the effect of PTN coating on the phenotype of MSCs cultivated on scaffolds 

during 7 days. At day 7, the dose of PTN used for coating seems to modulate osteoblastic genes 

expression. Indeed, when PTN was coated at 4 pg/cm², BSP and OC expressions were increased by 7-

fold and 4 fold respectively, whereas 10 pg/cm² coating did not modulate BSP expression and induced 

OC expression by 3.5 fold (Figure 5A). 

Concerning chondrogenic genes, whereas 4 pg/cm² dose did not have a significant effect, 10 pg/cm² 

dose potentiated ACAN (2 folds) and collagen 2 (7 folds) expressions (Figure 5B). Finally PTN 

coating did not affect the expression of angiogenic factors (Figure 5C). 

These data indicate that PTN coating on osteoinductive scaffolds such as TCP35 is able to potentiate 

chondrogenic differentiation of hMSCs at 10 pg/cm². 
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PTN associated to scaffolds and hMSCs do not potentiate osteoformation on ectopic site in 

immunodeficient mouse. 

We assessed PTN potential to modulate ectopic bone formation in vivo. Five groups of engineered 

scaffolds were analyzed and compared, for ectopic bone formation, 8 weeks after subcutaneous 

implantation into nude mice: (1) TCP35free as negative control; (2) TCP35/PTN; (3) TCP35/hMSC 

(4) TCP35/PTN/hMSC and (5) T+, consisting of TCP35/hMSC cultured under osteoinductive medium 

during 7 days as positive control. Masson's trichrome staining was used to reveal collagenic matrix 

organization and bone nodule formation characterized by dense collagenic fibers (Figure 6A). In 

parallel, semi quantitative evaluation of bone formation was performed (Figure 6B) according to index 

scale between 0 and 5. Free scaffolds used as negative control present no histological elements of bone 

formation (0 value for bone formation index). In contrast, numerous dense collagenic deposition 

characteristic of bone formation were clearly observed in the positive control (3.5 value for bone 

formation index). When scaffolds were functionalized with PTN alone, results were similar to free 

scaffolds, suggesting that PTN does not have any effect on endogenous bone formation on ectopic site. 

When scaffolds were colonized with non induced hMSC a fewer number of bone nodules than positive 

control were observed (1.5 value for bone formation index). This could be due to intrinsic osteogenic 

properties of hMSC and/or TCP35 osteoinductive effect on hMSC that we initially showed on gene 

expression in vitro (Figure 4). We did not observe any inflammatory reactions in this animal model. 

PTN modulates bone repair on orthotopic site in rat. 

We assessed PTN potential to modulate orthotopic bone repair in a model of femoral bone defect in 

rats. Two groups of engineered scaffolds: (1) TCP35free; (2) TCP35/PTN were analyzed for bone 

regeneration after 2 weeks and 2 months of implantation into the femoral condyle. Masson's trichrome 

staining was used to reveal collagenic matrix organization (Figure 7). After 2 weeks of implantation, a 

slight invasion of inflammatory cells is observed between the scaffold and cancellous bone (Figure 7 

a,b). TCP35free scaffolds did not show remodeling processes whereas an unidentified tissue inside the 

scaffold was observed in TCP35/PTN constructs (Figure 7c). Two months after implantation, 

TCP35free were invaded by a fibrous matrix without specific organization or collagen condensation 

(Figure 7 d). After 2 months, a newly-formed cartilage tissue appeared in TCP35/PTN constructs, with 

an organization different to those classically observed in growth plates or in articular cartilage, 

suggesting an endochondral bone formation process (Figure 7 e,f). Moreover, the presence of new 

bone formation was visible inside the cartilaginous structure (Figure 7 f). Altogether these data 

demonstrate that PTN is able to induce endochondral bone formation during regenerative process in 

vivo. 

 

Discussion 

Bone tissue engineering is an alternative to autologous bone graft which is associated to a high risk of 

morbidity and side effects [1]. In this aim, bone substitutes had been developed to fill large bone 
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defects. However, these scaffolds lack the matrix and cellular components required for efficient bone 

regeneration. Strategies using BMPs had been tested and are now used in clinical surgery [36]. Despite 

progresses in prognosis for patients, these applications are restricted to few applications and are still 

associated with side effects such as osteolysis [37-39], indicating the need of new molecules for bone 

tissue engineering. Then, the remaining challenge in bone engineering is to generate more 

physiological repair process. Endochondral bone formation seems to be the more efficient way to 

attain this purpose according to the different cellular components involved in this process. Indeed, 

endochondral bone formation goes along with vascular invasion and matrix remodeling [4]. We 

previously proved that PTN is able to induce hypertrophy in chondroinduced hMSC [26]. We suggest 

that effects of PTN on hMSC chondrogenic properties could be useful to allow endochondral bone 

repair in vivo. We then decided to evaluate the association of PTN to bone substitutes on bone 

formation and regeneration. 

We demonstrated for the first time that our scaffolds based on hydroxyapatite and b-tricalcium 

phosphate are able to adsorb PTN and to maintain this interaction for up to three days. Hydroxyapatite 

was described for its properties to bind proteins [40]. Coating efficiency of growth factors to bone 

substitute depends on scaffolds composition. Altogether these data suggest that interactions between 

PTN and TCP35 are ionic. Even if this stability is short, gene expression analysis suggest that it is 

sufficient to modulate chondrogenic genes expression of hMSC after 7 days of culture. 

Association of osteoprogenitor cells to scaffolds prior to in vivo implantation is a critical step to ensure 

fast and efficient repair [3]. Some studies indicate that association of hMSC to TCP-β based scaffolds 

allows efficient posterior spinal fusion [41]. Similar results were obtained by associating pure 

hydroxyapatite based scaffolds with hMSC in therapeutic protocols of large diaphysis defects [2]. Our 

results indicate that PTN/TCP35 allows an optimization of scaffolds colonization by hMSC in vitro. 

Moreover our data indicated that PTN coated on scaffolds still possesses chemoattractive properties on 

hMSC. This is of great interest as it could permit to mobilize local endogenous progenitors in addition 

to the use of exogenous transplanted therapeutic cells. 

Numerous studies are performed on the ability of bone substitutes to recruit resident cells and then 

commit them toward osteoblast or chondroblast phenotype to ensure an efficient bone formation. Our 

results indicate that TCP35/HA65 biphasic ceramic are able to induce osteogenic, chondrogenic and 

angiogenic gene expression. These data suggest that TCP35 scaffolds could strengthen bone formation 

in vivo through their ability to potentiate osteogenic differentiation of hMSC. Moreover, their ability 

to increase angiogenic factors expression by hMSC could improve the survival of implanted cells by 

facilitating vascular invasion of the implant. 

Interestingly, PTN coating to the colonized scaffold clearly induced chondrogenic gene expressions, 

such as Aggrecan (2 fold) and Collagen 2 (7 fold), but also BSP (2 fold) and OC (3 fold). BSP and OC 

are principally associated to osteoblast. However, some studies indicate that these proteins are also 

very late markers of hypertrophy [42, 43]. These results confirm our previous in vitro results which 
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demonstrated that soluble PTN treatment of hMSC is associated to a chondrogenic differentiation of 

these cells toward a hypertrophic state [26]. We then hypothesized that PTN could optimize bone 

repair through an endochondral bone formation. 

We first tested this hypothesis in an ectopic subcutaneous model in immunodeficient mice. We 

validated that association of hMSC to TCP35 allows bone formation, probably through osteogenic 

effects of TCP35 on hMSC and then intramembraneous osteoformation. Addition of PTN to these 

constructs surprisingly did not potentiate bone formation. These results are in agreement with our in 

vitro data showing no significant effect of PTN on osteoblastic gene expression. Previous data showed 

that PTN association to PLGA polymers and osteoinduced hMSC were able to induce ectopic bone 

formation [25]. These discrepancies with our results could be due to the pre-differentiation status of 

osteoblasts added that are more sensitive to PTN osteogenic effects. Moreover, we show that an 

osteoinducer treatment of TCP35/hMSC constructs led to bone formation. Altogether these data 

indicate that osteoinduction of hMSC is necessary to induce bone formation in an ectopic site. 

Inversely, in our case we used non preinduced hMSC on which treatment with PTN induce primarily 

chondrogenic differentiation instead of osteoblastic one. This chondrogenic effect of PTN could have 

induced beginning of endochondral bone formation in our scaffolds. This bone formation type requires 

osteoblasts recruitment from surrounding tissues [4]. As our scaffolds were grafted between skin and 

muscle, tissues that do not contain osteoblasts, we hypothesize that such endochondral bone formation 

process couldn’t have gone up to the end in these conditions. 

To comfort our hypothesis, our results obtained in rat bone defect model clearly demonstrate for the 

first time that PTN associated to biphasic substitute is able to stimulate endochondral bone formation, 

without addition of exogenous therapeutic cells such as hMSC. During endochondral bone formation, 

the final differentiation step of hypertrophic chondrocytes is characterized by the synthesis of a matrix 

specific of the hypertrophic zone, just before apoptosis. This matrix is then submitted to vascular 

invasion followed by chondroclasts mobilization. Finally, these events are followed by the recruitment 

of osteoblasts from surrounding tissues that will initiate bone formation [4]. In our experiment we 

clearly validated that PTN induces a formation of a new cartilaginous matrix deposition by 

chondrocytes inside PTN coated scaffolds. We suggest that PTN chemoattractant properties (our data 

and [24, 25]) have enabled the recruitment of resident chondroblastic progenitor on orthotopic site. 

Moreover, PTN may have induced their commitment toward a hypertrophic state as we previously 

demonstrate that PTN induces hypertrophic commitment of hMSC during chondrogenesis [26]. 

Whereas numerous data validated that the association of hMSC to biomaterials accelerate bone repair 

in a sheep model as well as in human diaphysis defect [2, 3], our data clearly indicate that association 

of PTN alone to calcium phosphate scaffold had similar effect on bone regenerative process. 

Therefore, it is therefore necessary to assess the capacity of bone repair strategy combining scaffolds, 

hMSC and PTN on orthotopic site, in order to further improve the bone regenerative properties of our 

constructs. 
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Conclusion 

In the case of bone defects resistant to conventional treatments, new treatments involve BMP2 

associated transplants which allow efficient bone formation. However in some cases, osteolysis of the 

repaired area was observed [37-39]. Therefore it seems necessary to induce a more physiological 

process for bone repair to obtain a regenerated bone with the functional characteristics of the pre-

existing bone. In this purpose, new strategies involving endochondral bone formation provide an 

essential parameter, taking into account the presence of hypertrophic chondrocytes which will regulate 

the repair process. In line with these requirements, and given our original in vitro and in vivo results, 

highlighting PTN properties on endochondral bone formation, its association to hMSC and 

biomaterials could be a very promising and innovative strategy. 
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Figure 1. Effect of PTN on migration and proliferation of hMSC. (A): After a 24h starvation hMSC were trypsinized and seeded at 2.10

5 

c/insert in the presence of different doses of PTN (0 pg/ml white boxes, 50 pg/ml: grey boxes, 500 pg/ml: black boxes) in the lower chamber. 

After 12 hours of incubation, migrating cells were quantified by a MTS test. (B): hMSC were seeded at 1000c/cm² and treated with the 

indicated concentration of PTN in 10% FCS supplemented medium. After 5 days, cell number was determined by count after trypsination. 

Proliferation rates of each condition is expressed as fold change of the control condition. Each test was performed in triplicate on hMSC from 

6 patients. Values were normalized with the 0 dose for each patient and analyzed by a One way anova Kruskall Wallis test (**: p<0.01; ***: 

p<0,001). 
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Figure 2. PTN dosage on TCP35. TCP35 were incubated with increasing doses of PTN (pg of incubated PTN/cm²)  during 12 hours at 37°C. 

Coated PTN (pg of coated PTN/cm²) was dosed by an ELISA test directly on scaffold. (A) Dosage of PTN at day 0, percentages represent 

efficiency of coating for each dose. (B) Stability of PTN on TCP35 was evaluated at day 0, 3 and 6. Each test was performed 5 times.  
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Figure 3. Effect of PTN coated TCP35 on hMSC migration and colonization properties. (A) 2,5.10
5 
 cells were seeded on the upper side of a 

boyden chamber. Coated TCP35 (0 pg/cm²: white boxes; 4 pg/cm²: grey boxes; 10 pg/cm²: black boxes) were put in the bottom of the 

chamber. After 12 hours of incubation, migrating cells were quantified by a MTS test. Values are normalized with the dose 0 for each patient 

.(B) 3.10
5
 cells were seeded on PTN coated scaffolds (0 pg/cm²: white boxes; 4 pg/cm²: grey boxes; 10 pg/cm²: black boxes) after an 

incubation of 3 hours, remaining cells were quantified by a picogreen test allowing extrapolation of the  colonizing cells, numbers represent 

the percentage of colonizing cells. Each test was performed in triplicate on hMSC from 6 patients. Values were analyzed by a One way 

anova Kruskal-Wallis test (*: p<0.05; **:p<0,01; ***:p<0.001).  
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Figure 4. Effect of TCP35 on hMSC gene expression profile. Scaffolds were seeded with 3.10
5
 cells. After 7 days culture RNA were 

purified, and analyzed for (A) osteoblastic differentiation markers: BMP2 (bone morphogenetic protein 2), BSP (bone sialoprotein), 

OP (osteopontin), ON (osteonectin), OC (osteocalcin), (B) chondrogenic differentiation markers: ACAN (aggrecan) and collagen 2 and (C) 

angiogenic gene : Ang1 (angiopoietin 1), VEGF (vascular endothelial growth factor) expressions. Tests were performed on hMSC from 6 

patients. Expression levels are reported to GAPDH, and normalized with the day 0 value. 
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Figure 5. Effect of PTN coated TCP35 on hMSC gene expression profile. Coated scaffolds (0 pg/cm²: white box; 4 pg/cm²: grey box; 10 

pg/cm²: black box)  were seeded with 3.10
5
 cells. After 7 days culture RNA were purified and analyzed for (A) osteoblastic differentiation 

markers: BMP2 (bone morphogenetic protein 2), BSP (bone sialoprotein), OP (osteopontin), ON (osteonectin), OC (osteocalcin), (B) 

chondrogenic differentiation markers: ACAN (aggrecan) and collagen 2 and (C) angiogenic gene : Ang1 (angiopoietin 1), VEGF (vascular 

endothelial growth factor) expressions. Test were performed on hMSC from 6 patients. Expression levels are reported to GAPDH, and 

normalized with the dose 0 value.  
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Figure 6. Ectopic osteoformation in vivo. TCP35 functionalized or not with PTN; cellularized or not with hMSC were ectopically implanted 

in the back of immunodeficient mice. Positive control consist of a colonized TCP35 cultured for 7 days under osteoinductive medium before 

implantation (6 scaffolds per condition). After 8 weeks of implantation, scaffolds were retrieved and analyzed by histology. (A) Masson’s 

trichrome staining of scaffolds slices. Arrows indicate new bone formation. Each photography is representative of its condition. (B) Semi-

quantitative evaluation of bone formation in scaffolds. A maximum note of 5 is assigned to positive control. For each condition, 80 slices on 

a total  depth of 800µm in the scaffold were blindly analyzed by 3 experimenters. Values were analyzed by a One way anova Kruskall-Wallis 

test (***:p<0.001).  
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Figure 7. Orthotopic bone regeneration. TCP35 alone (a,d) or functionnalized with PTN at 10 pg/cm² (b,c,e,f) were implanted in a condyle 

femoral defect of a rat (6 scaffolds per condition, 3 rat per condition). Scaffolds were harvested 2 weeks (a, b, c) or 2 months (d, e, ,f) after 

implantation. c: enlargement of the box in b. f: enlargement of the box in e. Sc: scaffold, cb: cancellous bone, F: fibrous tissue, C: cartilage, 

nb: new bone, ?: undefined tissue. Bars represent 200 µm (a, b, d, e) or 50 µm (c and f). 

  



119 

 

RESULTATS ET DISCUSSIONS 

 

 

 

Chapitre 3 

 

Modulation de l’expression des protéoglycannes durant 

les différenciations CSMh 

 

 

 Article 3 

 

“Proteoglycans expression is modulated during long term culture and 

trilineage differentiation of human mesenchymal stromal cells” 

 

Thibault Bouderlique, Helene Rouard, José Courty, Nathalie Chevallier and 

Patricia Albanese 

 

  



120 

 

. CHAPITRE 3 : Modulation de l’expression des protéoglycannes durant les 

différenciations des CSM humaines 

1 Introduction 

Les protéoglycannes sont des protéines sur lesquelles des chaînes de GAG sont fixées de façon 

covalente sur des résidus sérine via un sucre de type xylose. Elles peuvent être libres dans la matrice 

extracellulaire ou liées à la membrane cellulaire. Ces protéoglycannes jouent 2 rôles majeurs au sein 

du microenvironnement cellulaire : (1) Ils constituent des éléments architecturaux importants, au 

travers de leur capacité à interagir avec le cytosquelette de la cellule ; (2) ils séquestrent, protègent et 

modulent les interactions des facteurs de croissances avec leurs récepteurs et donc leurs activités. Il a 

été montré que chaque organe possédait un panel d’expression de PG spécifique (pour revue 

(Perrimon and Bernfield, 2000)). C’est également le cas de certains types cellulaires et de leurs 

microenvironnements. Par exemple, l’expression de l’aggrécanne est principalement restreinte à la 

matrice cartilagineuse (Knudson and Knudson, 2001), tandis que le SDC4 est plus ubiquitaire 

(Wilcox-Adelman et al., 2002). On observe également des différences d’expression des PG en 

fonction du statut de différenciation d’un même tissu, en effet, le SDC3 n’est pas exprimé dans les 

ébauches cartilagineuses des membres chez le rat lors du développement embryonnaire, cependant, 

lorsque la zone hypertrophique des plaque de croissance se constitue, on observe une expression 

spécifique du SDC3 dans la zone de cartilage minéralisée et pas dans la zone de cartilage en 

prolifération ni dans la zone d’os nouvellement formé (Imai et al., 1998). Une seule étude a été 

réalisée sur l’expression de quelques protéoglycannes par les CSMh en culture in vitro (Schofield, 

Gallagher, and David, 1999), montrant que les PG GPC1, SDC4, SDC3 et SDC2 sont présent à la 

surface des CSM et PRCAN est retrouvé dans la MEC de ces cellules. Mais ce répertoire reste pauvre 

et il ne s’intéresse pas à la modulation du panel d’expression des PG durant la culture à long terme et 

les différenciations des CSMh. Nous nous sommes donc intéressés à l’expression d’un panel plus large 

de PG matriciels et membranaires durant la culture à long terme et les trois différenciations 

mésenchymateuses des CSMh. Nous avons étudié l’expression de PG connus, entre autre, pour 

moduler la signalisation cellulaire (SDCs, GPCs), mais intervenant également dans la régulation de la 

mise en place de la MEC notamment grâce à leurs interactions avec les fibrilles de collagène (SLRPs, 

PRCAN, VCAN, AGRIN). Sur la base de l’importance architecturale et fonctionnelle de ces composés 

matriciels, nous émettons l’hypothèse qu’une telle étude permettrait de définir de nouveaux 

régulateurs potentiels (1) du microenvironnement médullaire et de ces interactions avec les CSM (2) 

de l’homéostasie de la moelle osseuse et de ses niches, (3) des processus pathologiques ou de 

réparation de l’os. Cette étude fait l’objet d’un article en cours de rédaction.  
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2 Résultats 

2.1 Protéoglycannes membranaires 

2.1.1 Famille des syndécans 

Les SDC sont une famille de 4 HSPG membranaires. Les SDC peuvent également porter des 

CS. Chaque SDC possède un domaine intracellulaire, un domaine intramembranaire et un domaine 

extracellulaire qui est la région la moins conservée. Cet ectodomaine présente des séquences 

consensus de type Ser-Gly sur lesquelles se greffent de 3 à 5 chaînes de GAG. Les SDC coopèrent 

avec différents récepteurs dans la signalisation intracellulaire des protéines Wnt, Hedgehog, FGFs et 

TGF β. Ils peuvent aussi interférer dans l’adhésion cellulaire médiée par les intégrines (Whiteford et 

al., 2007). Leur interaction avec le cytosquelette d’actine via une interaction avec le système 

Src/cortactin leur permet également de participer à la conformation cellulaire (Kinnunen et al., 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 Expression des Syndécans durant la culture à long terme et la différenciation des CSMh 

Après 7 et 14 jours de culture de CSMh en milieu adipoinducteur (blanc), chondroinducteur (gris), 

ostéoinducteur (noir) ou en milieu basal (rayé blanc et noir), une analyse de l’expression du syndécan 1 (SDC1), 

du syndécan 2 (SDC2), du syndécan 3 (SDC3) et du syndécan 4 (SDC4) est effectuée par RT-qPCR sur les ARN 

totaux. Le jour avant induction (J0) est représenté par des pointillés. Les valeurs représentent la moyenne et 

l’écart type de 3 expériences réalisées sur 3 patients indépendants. Les taux d’expression des gènes étudiés sont 

rapportés à un gène de ménage (GAPDH) selon la formule: 2-(gène-GAPDH). Les valeurs sont analysées par un test 

statistique Kruskall-Wallis ONE WAY ANOVA entre les conditions par rapport au jour 0 (J0) (#: p<0.05; ##: 

p<0.01; ###: p<0.001) et entre les différentes conditions (*p<0,05,**p<0,01, ***p<0,001). 
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Au jour 0, les CSMh présentent une expression de SDC1 et SDC2 relativement faible tandis 

que l’expression des SDC3 et SDC4 est forte. A cours de la culture à long terme l’expression du SDC2 

est induite et celle du SDC4 diminuée, tandis qu’on n’observe aucune modulation significative de 

l’expression des SDC1 et SDC3. Les différenciations ostéoblastiques et adipogéniques sont associées 

à une induction du SDC1 (x20) et du SDC2 (x4000) et à une inhibition du SDC3. La différenciation 

adipogénique est également associée à une baisse significative de l’expression du SDC4. La 

différenciation chondrogénique est associée à une inhibition du SDC4 au J7 puis à l’induction de son 

expression et de celle du SDC1 (x3500) au J14. Le SDC2 et SDC3 ne présentent pas de modulation 

significative de leurs expressions par rapport au J0 (Figure 25). 

Bien que les SDC soient parmi les PG les plus ubiquitaires (pour revue (Carey, 1997)), on peut 

cependant observer un panel d’expression différent pour chacune des différenciations étudiées des 

CSMh. 

2.1.2 Famille des glypicans 

Les glypicans (GPC) sont une famille de 6 protéines membranaires reliées à la membrane 

cellulaire par une ancre de type glycosyl phosphatidyl inositol (GPI). Les GPC sont principalement 

des HSPG (Figure 22). Le fait qu’ils ne soient pas reliés au cytosquelette ni à des kinases 

intracellulaires permet de penser qu’ils ont un rôle de récepteur de basse affinité pour de nombreux 

morphogènes (Tumova, Woods, and Couchman, 2000). 

 

 

Figure 26 Expression des glypicans durant la culture à long terme et la différenciation des CSMh 

Après 7 et 14 jours de culture de CSMh en milieu adipoinducteur (Ad, blanc), chondroinducteur (Ch, gris), 

ostéoinducteur (Os, noir) ou en milieu basal (UD, rayé blanc et noir), une analyse de l’expression du glypican 1 

(GPC1), du glypican 2 (GPC2) et du glypican 3 (GPC3) est effectuée par RT-qPCR sur les ARN totaux. Le jour 

avant induction (J0) est représenté par des pointillés. Les valeurs représentent la moyenne et l’écart type de 3 

expériences réalisées sur 3 patients indépendants. Les taux d’expression des gènes étudiés sont rapportés à un 

gène de ménage (GAPDH) selon la formule: 2-(gène-GAPDH). Les valeurs sont analysées par un test statistique 

Kruskall-Wallis ONE WAY ANOVA entre les conditions par rapport au jour 0 (J0) (#: p<0.05; ##: p<0.01; ###: 

p<0.001) et entre les différentes conditions (*p<0,05,**p<0,01, ***p<0,001). 
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Les CSMh à sous-confluence expriment les GPC1, GPC2 et GPC3 à des niveaux similaires. 

L’expression du GPC1 est augmentée significativement dans toutes les conditions par rapport au J0, 

excepté pour la différenciation ostéoblastique. Les CSMh chondroinduites présentent la plus forte 

induction du GPC1 (x100 au J14), ce PG est d’ailleurs significativement plus fortement exprimé 

durant la chondroinduction que pendant les autres différenciations. Le GPC2 est inhibé dans toutes les 

conditions sauf dans la différenciation chondrocytaire qui présente une induction significative par 

rapport aux autres conditions (500 fois par rapport au J0). Le GPC3 est lui significativement inhibé 

dans toutes les conditions (Figure 26). 

A notre connaissance, il n’y a pas de données sur l’expression de GPC spécifique au cartilage. 

En revanche, le GPC3 est indispensable à la différenciation ostéoblastique des cellules de lignées 

ostéoblastique murine MC3T3-E1. En effet, l’extinction de son expression par des SiRNA inhibe 

l’expression de RUNX2 au début de la différenciation. GPC3 semble donc important dans les phases 

précoces de la différenciation (Haupt et al., 2009). GPC3 semble également impliqué dans 

l’internalisation du glucose par les cellules adipeuses via une interaction avec le récepteur au glucose 

GLUT4 (Taguchi et al., 2008). 

2.2 Protéoglycannes matriciels 

2.2.1 La famille des “Small leucin repeats proteoglycan” 

Les “Small leucin repeats proteoglycan” (SLRP) sont une famille de PG matriciels dont le 

core protéique comprend de 6 à 10 résidus leucine adjacents (Hocking, Shinomura, and McQuillan, 

1998; Iozzo, 1999). Cette famille comprend, entre autre, la décorine (DCN), le biglycanne (BGC), la 

fibromoduline (FMOD) et le lumican (LUM). La DCN et le BGC peuvent lier le TGF β 1, modulant 

ainsi son activité (pour revue (Knudson and Knudson, 2001)). Les SLRP interviennent principalement 

dans la mise en place et le maintient de la MEC grâce à leurs interactions avec les collagènes. Ces 

interactions leurs permettent de protéger les collagènes des protéases (Geng, McQuillan, and 

Roughley, 2006), mais également d’organiser et de réguler la taille des fibres de collagène (pour 

revue: (Kalamajski and Oldberg, 2010)). 
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Figure 27 Expression des SLRP durant la culture à long terme et la différenciation des CSMh 

Après 7 et 14 jours de culture de CSMh de trois patients en milieu adipoinducteur (blanc), chondroinducteur 

(gris), ostéoinducteur (noir) ou en milieu basal (rayé blanc et noir), une analyse de l’expression du biglycanne 

(BGC), de la décorine (DCN), de la fibromoduline (FMOD) et du lumican (LUM) est effectuée par RT-qPCR 

sur les ARN totaux. Le jour avant induction (J0) est représenté par des pointillés. Les valeurs représentent la 

moyenne et l’écart type de 3 expériences réalisées sur 3 patients indépendants. Les taux d’expression des gènes 

étudiés sont rapportés à un gène de ménage (GAPDH) selon la formule: 2-(gène-GAPDH). Les valeurs sont analysées 

par un test statistique Kruskall-Wallis ONE WAY ANOVA entre les conditions par rapport au jour 0 (J0) (#: 

p<0.05; ##: p<0.01; ###: p<0.001) et entre les différentes conditions (*p<0,05,**p<0,01, ***p<0,001). 

 

Les CSMh à sous-confluence présentent une forte expression des 4 SLRP testés ici, les CSMh 

non différenciées à confluence montrent une induction significative de l’expression de FMOD et LUM 

alors que BGN et DCN ne sont pas modifiées significativement. Les 3 différenciations sont associées à 

une forte diminution de l’expression de DCN, BGN et FMOD. En revanche, LUM est 

significativement induit lors de la différenciation chondrocytaire (x300) et adipocytaire (x25) à J14. 

Aucune modification significative de l’expression de LUM n’est associée à la différenciation 

ostéoblastique (Figure 27). 

Ces données suggèrent une implication importante de DCN, BGC et FMOD dans les fonctions 

des CSMh, mais également l’importance de LUM dans le processus de différenciation chondrocytaire 

et adipocytaire. 
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2.2.2 Agrin, Perlecanne et Versicanne 

L’agrin, un HSPG, a été primairement décrite comme régulateur de la synapse 

neuromusculaire (Kim et al., 2008). Son rôle a été cependant élargi au maintient des propriétés des 

CSH dans la moelle osseuse (Mazzon et al., 2012). Le PRCAN est lui un HSPG principalement 

retrouvé dans la membrane basale. PRCAN serait impliqué dans la mise en place et la régulation de la 

taille et de l’organisation des fibres de collagène (Knudson and Knudson, 2001). Le VCAN est un 

CSPG appartenant à la famille des lecticans. Cette famille comporte les PG ayant le plus de chaînes de 

GAG attachées à leur core protéique (jusqu’à 100). VCAN intervient dans les mécanismes de 

différenciation adipocytaire (Zizola et al., 2007) et chondrocytaire (Choocheep et al., 2010). 

 

Figure 28 Expression de l’Agrin, du PRCAN et du VCAN durant la culture à long terme et la 

différenciation des CSMh 

Après 7 et 14 jours de culture de CSMh de trois patients en milieu adipoinducteur (blanc), chondroinducteur 
(gris), ostéoinducteur (noir) ou en milieu basal (rayé blanc et noir), une analyse de l’expression de l’agrin 

(AGRIN), du Perlecanne (PRCAN) et du versicanne (VCAN) est effectuée par RT-qPCR sur les ARN totaux. Le 

jour avant induction (J0) est représenté par des pointillés. Les valeurs représentent la moyenne et l’écart type de 

3 expériences réalisées sur 3 patients indépendants. Les taux d’expression des gènes étudiés sont rapportés à un 

gène de ménage (GAPDH) selon la formule: 2-(gène-GAPDH). Les valeurs sont analysées par un test statistique 

Kruskall-Wallis ONE WAY ANOVA entre les conditions par rapport au jour 0 (J0) (##: p<0.01) et entre les 

différentes conditions (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). 

 

Les CSMh cultivées à sous-confluence expriment fortement l’AGRIN, le PRCAN et le 

VCAN. La condition UD est associée à une augmentation de l’expression de l’AGRIN et de PRCAN 

alors qu’aucune modification de l’expression de VCAN n’est observée dans cette condition. La 

différenciation adipocytaire est associée à une absence de modulation significative de l’AGRIN, du 

PRCAN et à une inhibition du VCAN. L’ostéoinduction induit une diminution significative de 

l’expression de VCAN, tandis que l’expression de l’AGRIN et de PRCAN n’est pas modifiée 

significativement. En revanche, la chondroinduction est associée à une induction de l’AGRIN (x20), 

mais à une inhibition de PRCAN et VCAN.  
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3 Discussion 

Les propriétés des PG sont déterminées d’une part par les fonctions de leur core protéique et 

d’autre part par les caractéristiques des chaines de GAG qui y sont covalemment attachés. Les PG sont 

exprimés dans tous les tissus à des niveaux différents. Ainsi, chaque cellule possède son propre panel 

de PG (Perrimon and Bernfield, 2000; Schaefer et al., 2000). Déterminer ce panel d’expression durant 

la culture et la différenciation des CSMh pourrait permettre de définir de nouvelles cibles d’étude sur : 

(1) leurs rôle dans le maintient de la niche hématopoïétique, (2) leurs fonctions dans la moelle osseuse 

et dans les processus de réparation osseuses dans lesquels elles sont impliquées. 

3.1 Les protéoglycannes et la niche hématopoïétique 

La moelle osseuse est le siège de l’hématopoïèse chez les mammifères adultes. Ceci implique 

que les CSH soient dans un environnement qui leur permette de maintenir leurs propriétés souches ou 

de s’engager vers une voie de différenciation cellulaire particulière. Ainsi, le concept de « niche » a été 

introduit dans le domaine de l’hématopoïèse (pour revue: (Bianco, 2011)). La niche hématopoïétique 

est constituée de nombreux types cellulaires, tels que les ostéoblastes, les cellules endothéliales et les 

CSM. Il devient cependant de plus en plus évident que les adipocytes sont également impliqués. 

Cependant, au contraire des CSM, il semblerait que les adipocytes aient un effet inhibiteurs de 

l’hématopoïèse. En effet, à la naissance, la totalité des os longs possède de la moelle dite « rouge », 

siège de l’hématopoïèse. Lors du vieillissement, et ce de façon différentielle en fonction des os 

considérés, la moelle « rouge » subie une modification de son contenu cellulaire conduisant à une 

augmentation de la part des adipocytes, laissant ainsi place à la moelle « jaune ». Ces modifications 

sont associées à un arrêt de l’hématopoïèse, ce phénomène peut cependant être inversé dans des 

conditions qui ne sont pas encore connues. Ces données suggèrent que les adipocytes maintiendraient 

les CSH dans un état indifférencié, que ce soit par un blocage de l’approvisionnement sanguin (par 

collapsus des vaisseaux) ou par une modification de la régulation des facteurs de croissance par les PG 

présents à la surface des adipocytes ou relargués dans le microenvironnement (pour revue: (Bianco, 

2011)). La capacité des PG à moduler les effets des facteurs de croissances suggère que les PG 

produits par les CSMh et les adipocytes pourraient intervenir dans le maintient de la niche 

hématopoïétique.  

Ainsi, une étude différentielle des PG exprimés par les CSM et les adipocytes pourrait 

permettre d’identifier les PG impliqués dans le maintient de la quiescence des CSH et ceux impliqués 

dans la différenciation des CSH. 

La présence de DCN et de BGN dans la MEC est importante pour la survie des CSM. En effet, 

les CSM inactivées pour l’expression de ces 2 PG ont un taux d’apoptose plus élevé que les CSM 
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sauvages. Ce phénotype est du à un manque de séquestration de TGFβ 1 dans la MEC (Bi et al., 2005), 

hors, nos résultats indiquent que les CSMh non différenciées expriment les ARN de ces 2 PG. Ainsi 

les CSMh produiraient les facteurs nécessaires à leur survie. Nous montrons également que 

l’expression de ces 2 PG et de FMOD est fortement inhibée pendant la différenciation adipocytaire. 

Suggérant leurs rôles dans le maintient de l’hématopoïèse. L’étude de l’influence de ces 3 SLRP sur 

les propriétés des CSH pourrait permettre d’élucider un nouveau mécanisme de régulation des 

interactions des CSM vis-à-vis des CSH. 

Nos résultats montrent que les CSMh expriment le PRCAN alors que les CSM adipoinduites 

montrent une forte baisse de son expression. Ce PG est connu pour ses propriétés angiogéniques. En 

effet, le PRCAN peut se lier au VEGFR1 porté par les cellules endothéliales, permettant ainsi son 

activation (Ishijima et al., 2012). La régulation de VCAN durant la culture à long terme et la 

différenciation adipocytaire des CSM est similaire à celle de BGN et DCN. L’expression de PRCAN 

et de VCAN par les CSMh pourrait expliquer leurs propriétés proangiogénique, mais également 

suggérer l’implication de PRCAN et de VCAN dans l’hématopoïèse.  

L’AGRIN a été précédemment montrée comme étant exprimée par les CSMh et nécessaire à la 

survie et à l’expansion des CSH les plus immatures ((Mazzon et al., 2012)). Nos résultats confirment 

que les CSM expriment AGRIN, et que son expression est fortement inhibée lors de la différenciation 

adipocytaire. Cette absence d’expression de l’AGRIN par les adipocytes pourrait en partie expliquer 

leur inaptitude à soutenir l’hématopoïèse. 

Inversement, l’expression de GPC1 est induite durant la différenciation adipocytaire par 

rapport aux CSM non différenciées. Ceci suggère que GPC1 pourraient être impliqués dans la 

quiescence des CSH observée dans la moelle « jaune ». 

Les PG les plus fortement exprimés par les CSM sont des CSPG (SLRPs, VCAN), alors que 

ceux exprimés par les adipocytes sont principalement des HSPG (SDC2, GPCs). Ceci suggère que le 

maintient de l’hématopoïèse est régulé par les CS et que le maintient de la quiescence des CSH serait 

plutôt régulé par les HS. 

3.2 Les protéoglycannes et la régénération osseuse 

La régénération osseuse des os longs passe par le recrutement de progéniteurs 

mésenchymateux sur le site de lésion. Les progéniteurs se différencient ensuite en chondrocytes pour 

former une ébauche cartilagineuse. Enfin, après l’apoptose des chondrocytes, le callus est envahi par 

les ostéoblastes qui formeront la matrice osseuse. Ces phénomènes sont superposés dans le temps dans 

le callus. 

Les CSM participent à la régénération osseuse en procurant d’une part les facteurs de 

croissance et de différenciation nécessaires à la réparation, mais également comme source cellulaire 
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pour la formation des tissus cartilagineux et osseux retrouvé dans ce processus (pour revue (Bielby, 

Jones, and McGonagle, 2007)). Une étude de Song et al. a montré que l’expression des PG était 

finement régulée dans le callus après une fracture induite chez le rat , avec une augmentation précoce 

de l’expression de PRCAN et SDC1 lors de la régénération osseuse (Song et al., 2006). 

Nos résultats montrent que les CSMh expriment le PRCAN à un niveau élevé ainsi que le 

SDC1 lors de la différenciation chondrogénique. PRCAN possède des propriétés angiogéniques 

((Ishijima et al., 2012)). Les CSMh pourraient donc induire l’invasion vasculaire du callus par 

l’intermédiaire du dépôt de PRCAN dans la MEC du callus. Durant la formation du callus, 

l’expression de GPC3 diminue et celle de GPC1 augmente aux débuts du processus de régénération 

(Song et al., 2006). Nos résultats indiquent que l’expression de GPC1 est fortement induite durant la 

chondroinduction tandis que le GPC3 est exprimé par les CSM non différenciées et diminue lors de la 

différenciation. La modulation de l’expression de ces PG lors de la régénération osseuse observée par 

Song et al. pourrait être due au recrutement de progéniteurs mésenchymateux et à leur différenciation 

chondrocytaire. 

Nos résultats montrent que GPC2 est induit durant la différenciation chondrogénique, il serait 

intéressant d’étudier le rôle de ce PG dans la différenciation chondrocytaire, mais également dans la 

réparation osseuse. 

Nous montrons que le traitement chondroinducteur potentialise l’expression de l’AGRIN par 

les CSMh. Il a été précédemment démontré que l’AGRIN était localisée au niveau de la zone de 

prolifération et préhypertrophique des plaques de croissance. La déplétion de l’AGRIN dans des souris 

conduit à une diminution de la taille des plaques de croissance et de la taille des os de l’animal. De 

plus, le cartilage des plaques de croissance de ces animaux présente un marquage des GAG sulfatés au 

bleu alcian ou à la safranin O moins fort que les animaux sauvages (Hausser et al., 2007). Ces données 

indiquent que l’AGRIN est importante pour le dépôt de GAG dans la matrice, et donc son implication 

dans la différenciation chondrocytaire. 

Le rôle des CSM dans la formation du callus et la réparation osseuse n’est pour l’instant que 

peu documenté. Les propriétés de régulations des facteurs de croissance par les PG en font de bonnes 

cibles d’étude dans le cadre de la réparation tissulaire. Ainsi, l’étude des propriétés différenciatrices et 

régulatrices de l’inflammation des PG produits par les CSM lors de leurs différenciations pourrait 

permettre de mieux comprendre leur durant la réparation osseuse. 
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. CHAPITRE 4 : Potentialisation des propriétés des CSM de rat par les 

mimétiques des GAG. Application dans un modèle murin d’ostéoformation 

ectopique, associant biomatériaux, mimétiques et CSM humaines 

1 Introduction 

Le travail présenté dans ce chapitre fait partie de la thèse de Guilhem Frescaline, doctorant de 

l’ED 402 Sciences de la Vie et de la Santé sous la direction de Patricia Albanese. Ma participation 

active à ce travailt me permet de signer en 2
nd

 auteur deux des articles de Guilhem. Le résultat de ce 

travail ouvre également d’importantes perspectives quant aux applications thérapeutiques de HARP 

via son association aux GAG mimétiques qui seront discutées à la fin de ce manuscrit. 

L’ostéogénèse est un processus soigneusement orchestré dans le temps et par plusieurs 

facteurs de régulation de la prolifération et de la différenciation ostéogénique dont le FGF-2 et les 

GAG (Bramono et al., 2012; Manton et al., 2007; Moore et al., 2002; Quarto and Longaker, 2006). 

Le FGF-2 stocké dans la MEC osseuse stimule la prolifération des cellules stromales et des 

ostéoblastes (Jackson, Nurcombe, and Cool, 2006). Des études in vivo ont démontré son effet 

inducteur sur la formation osseuse (Montero et al., 2000). Toutefois les données obtenues in vitro sont 

contradictoires. En effet, l’ajout de FGF-2 exogène peut avoir un effet potentialisateur ou inhibiteur de 

la différenciation ostéoblastique, en fonction de la dose et de la durée du traitement (Dombrowski et 

al., 2009; Hanada, Dennis, and Caplan, 1997; Ling et al., 2006; Moore et al., 2002; Pitaru et al., 1993; 

Quarto and Longaker, 2006). 

Différentes familles de GAG sont successivement exprimées au cours de l’ostéogénèse et 

participent activement à sa régulation (Nurcombe et al., 2007). Parmi les GAG, les rôles des HS sont 

prépondérants, car ils potentialisent l’activité de nombreux facteurs de croissance impliqués dans la 

différenciation ostéogénique tels que le FGF-2, les BMPs ou le TGF-β1. L’utilisation  de HS a montré 

un effet inhibiteur sur l’ostéogénèse par inhibition de l’activité du FGF-2 (Dombrowski et al., 2009). 

Bien que les GAG puissent moduler la différenciation ostéogénique, de nombreuses questions restent 

en suspend quant à leurs effets individuels spécifiques ainsi que sur les mécanismes déclenchés en 

aval. 

L’utilisation d’analogues des GAG dont on maitrise la structure permet l’étude des relations 

entre la signature chimique d’un GAG naturel et sa fonction biologique. La société OTR3 développe 

de tels mimétiques structuraux appelés RGTA pour « Regenerating Agent » (Barritault and Caruelle, 

2006). Les deux molécules leader sont appelées OTR4120 et OTR4131. Elles présentent des taux de 

substitution en groupement sulfates et carboxyméthyles similaires à ceux des HS. Cependant, la 

molécule OTR4131 est acétylée au contraire de l’OTR4120. Cette famille de molécules présente un fort 
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potentiel thérapeutique, expliqué en partie par le fait que ces molécules sont résistantes au clivage des 

glycanases relarguées dans la MEC lors des lésions tissulaires. Cela leur permet de restructurer ce 

microenvironnement particulièrement dégradé dans ces situations pathologiques et de fournir une 

architecture matricielle adoc pour le nichage des cellules impliquées dans le processus de répar ation. 

Enfin, leur effet thérapeutique s’explique également par leur capacité à stabiliser et protéger les HBGF 

des dégradations enzymatiques in vitro. Les GAG mimétiques augmentent donc la demi-vie des 

HBGF et potentialisent leurs activités biologiques, contrairement aux GAG endogènes dégradés dans 

le microenvironnement lésé (Alexakis et al., 2004). Leur efficacité pro-régénérative a été démontrée 

dans de nombreux modèles animaux de lésions, telle que l’ulcère nécrotique de la peau, l’ischémie des 

muscles squelettiques et cardiaques, et la réparation de défaut osseux (Escartin et al., 2003; Garcia-

Filipe et al., 2007; Lafont et al., 2004). 

 

De précédent travaux ont montré que l’utilisation de mimétique de GAG permet la 

régénération d’une craniotomie chez le rat en comblant le défaut par un tissu osseux, mais également 

en reconstituant la suture sagitale (Lafont et al., 2004). Notre hypothèse est que l’effet régénératif de 

ces mimétiques pourrait être du à leur capacité à moduler les propriétés de cellules souches, résidentes 

sur le site de la lésion ou mobilisées à partir de la périphérie. Pour étayer cette hypothèse, nous avons 

voulu étudier si les effets régénératifs des GAG mimétiques, observés dans un modèle de réparation 

osseuse de la calvaria de rat, pouvaient être dus à un recrutement de CSM immatures et à leur 

orientation vers un phénotype ostéogénique plus mature. En effet, des données de la littérature 

soutiennent cette hypothèse. 

(1)L’étude histologique de Lafont et al. a montré que l’application topique de ces RGTA avait 

recréé un microenvironnement favorable à la suture de blessures crâniennes et suggère que cela 

pouvait être du à la migration d’ostéoprogéniteurs à partir de la dure-mère (Lafont et al., 2004). 

(2)Un composé de cette famille, utilisé in vitro seul ou associé à du FGF-2, n’a pas modifié la 

prolifération de cellules ostéoblastiques murines mais a stimulé l’expression des marqueurs 

ostéoblastiques comme l’ALP (Blanquaert, Barritault, and Caruelle, 1999). 

(3)Des résultats obtenus par Albanese et al. ont montré que l’injection périphérique de GAG 

mimétiques de structures différentes induit la mobilisation des CSH et de progéniteurs 

hématopoïétiques de la moelle osseuse vers le sang périphérique, via la création d’un gradient de 

« stromal derived factor 1 » (Albanese et al., 2009). 

 

Pour conforter notre hypothèse, nous avons étudié si les mimétiques OTR4120 et OTR4131 

étaient capables de moduler différentes propriétés de CSM de rat amplifiées en présence ou non de 

FGF-2 (populations rCSM(+) et rCSM(-)). Nous avons tout d’abord évalué l’influence des mimétiques 

sur la clonogénicité des rCSM. Nous avons ensuite détaillé les effets individuels de l’exposition 

continue au FGF-2, de l’ajout exogène de mimétiques ainsi que la combinaison des deux traitements 
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sur la prolifération, la migration et les processus de différenciation adipogénique et ostéoblastique. 

Nous avons également évalué l’influence du FGF-2 sur les effets des mimétiques en analysant les 

propriétés de prolifération et de migration des rCSM dans les mêmes conditions que précédemment en 

présence ou non de SU5402, un inhibiteur du FGFR-1. Ces résultats font l’objet de l’article 4 publié à 

“Stem Cell Research” (Frescaline et al. Stem Cell Res 8(2), 180-92.)et sont présenté ci-après. 

Dans un second temps, l’objectif majeur de ces études étant de démontrer que ces molécules 

peuvent être associées à des CSM dans le cadre des thérapies de régénération osseuse. Nous avons 

donc également évalué leur aptitude à potentialiser la formation osseuse dans un modèle 

d’ostéoformation in vivo. 

Les résultats de l’article 4 montrant pour la première fois les effets potentialisateurs des 

mimétiques sur les propriétés de prolifération, migration et différenciation des rCSM, nous avons 

considéré OTR4120 comme molécule leader dans le cadre de la différenciation ostéoblastique. Nous 

avons donc envisagé de l’associer à des substituts osseux poreux en céramique, déjà commercialisés, 

fournis par la société CERAVER. Notre hypothèse est que la présence d’une matrice dérivée d’un 

polymère de dextranne sulfaté à la surface des biomatériaux optimiserait leur colonisation in vitro par 

les CSM ainsi que leurs fonctionnalités in vivo. 

Dans un but d’application humaine, nous avons tout d’abord validé que les effets de l’OTR4120, 

initialement démontrés sur les rCSM, étaient également effectifs sur les CSMh. Nous avons ensuite 

mis au point les protocoles de greffage covalent du mimétique sur les biomatériaux et réalisé des tests 

fonctionnels in vitro sur les propriétés des CSMh. Ces tests ont déterminé que OTR4120 optimise la 

différenciation ostéoblastique des CSMh ainsi que la colonisation des substituts par celles-ci. Enfin, 

nous avons évalué l’efficacité des associations mimétiques/CSMh/biomatériaux sur l’ostéoformation 

in vivo. Pour cela, nous avons réalisé des greffes de ces implants dans des poches sous-cutanées de 

souris immunodéficientes et analysé la néoformation osseuse et le remodelage de l’implant 2 mois 

après l’implantation. Ces résultats font l’objet de l’article 5 actuellement en révision à “Tissue 

engineering” et sont présentés à la suite de l’article 4. 

Ces travaux montrent que les GAG mimétiques et plus particulièrement OTR4120 ont des 

propriétés chemoattractives et prolifératives sur les CSM humaines et de rat. De plus, OTR4120 induit la 

différenciation ostéoblastique de ces cellules, indiquant son fort potentiel dans le cadre des thérapies 

ostéoréparatrices. L’implantation in vivo de constructions OTR4120/CSMh/biomatériaux en site 

ectopique chez la souris immunodéficientes montre que les mimétiques permettent un recrutement 

efficace de progéniteurs ostéoclastiques mais également une invasion vasculaire importante. 
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2 Article 4 
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3 Article 5 
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4 Discussion 

Ces travaux démontrent que les mimétiques potentialisent les propriétés de prolifération, de 

migration et de différenciation ostéoblastique des CSM de rat mais également celles des CSM 

humaines et ce de façon plus efficace. Ces résultats suggèrent l’intérêt de l’utilisation des mimétiques 

dans le cadre des thérapies de régénération osseuse passant par une formation osseuse de type 

membranaire. Cependant, aucun résultat n’existe actuellement sur les effets des mimétiques sur la 

différenciation chondrogénique des CSM humaines. Ces données permettraient de définir 

complètement les propriétés différenciatrices des mimétiques sur cette population cellulaire. 

Les expériences de formation osseuse ectopique montrent que l’association de CSMh à des 

biomatériaux phosphocalciques permet la formation d’os en site sous-cutané. Étonnement, 

l’association des GAG mimétiques aux CSMh conduit à une absence de formation osseuse. 

Cependant, nous avons observé une augmentation du recrutement des ostéoclastes et de l’angiogénèse 

autour de l’implant. Ces résultats sont en apparente opposition avec les résultats obtenus par Lafont et 

al. qui avaient démontré que les mimétiques des GAG permettaient une formation osseuse efficace 

(Lafont et al., 2004). 

Noss résultats obtenus in vitro, montrant que les mimétiques induisent la différenciation 

ostéoblastique des CSMh, et in vivo, montrant que les mimétiques sont associés à une absence de 

formation osseuse sont discordants. Pour expliquer ces différences, notre hypothèse est que dans ce de 

greffe en site ectopique sous cutané, site qui n’est pas favorable à l’ostéoformation, le recrutement de 

progéniteurs ostéoblastiques endogènes capables de sécréter localement les facteurs ostéoinducteurs 

n’a pas été possible. Cependant, les capacités mobilisatrices des GAG mimétiques sur les cellules 

hématopoiétiques (Albanese et al., 2009) a put permettre le recrutement de progéniteurs 

macrophagiques qui ont pu se différencier en ostéoclastes et ainsi perturber la balance 

ostéoblastes/ostéoclastes sur ce site ectopique. Nous suggérons que des tests de formation osseuse en 

site orthotopique, comme ceux réalisés avec HARP, permettraient certainement de valider les effets 

ostéoinducteurs des mimétiques sur les progéniteurs ostéoblastiques résidents ou sur les produits de 

thérapie cellulaire co-implantées grâce à leurs capacités à potentialiser l’activité des facteurs de 

croissances endogènes. Enfin, l’effet des mimétiques n’a pas été complètement négatif, puisqu’il a 

clairement permis de stimuler la vascularisation de l’implant, certainement par une potentialisation des 

effets des facteurs de croissance angiogéniques présents. 
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Perspectives 

1 HARP, le développement et la réparation osseuse 

La croissance osseuse et la réparation des os longs passent par un processus nommé formation 

osseuse endochondrale. Ce processus implique la formation d’une esquisse cartilagineuse avant 

l’ossification proprement dite. Lors de la croissance osseuse, le cartilage s’organise en différentes 

zones où les chondrocytes ne présentent pas les mêmes propriétés. La zone distale contient des 

chondrocytes quiescents synthétisant une matrice principalement composées de collagène 2. La zone 

proliférative se trouve en position proximale et contient des chondrocytes en prolifération s’organisant 

en chapelet cellulaires. Enfin, les cellules entrent dans une phase qualifiée d’hypertrophique. Elles 

changent leur production matricielle en arrêtant la synthèse de collagène 2 au profit de celle de 

collagène 10, minéralisent leur matrice et synthétisent des protéases. Ces modifications matricielles 

permettent une invasion vasculaire, l’arrivée de chondroclastes qui dégradent la matrice avant l’arrivée 

des ostéoblastes qui formeront la matrice osseuse. La réparation osseuse suit les mêmes étapes que la 

croissance osseuse. 

1.1 Développement osseux 

HARP est surexprimé durant le développement du cartilage et des plaques de croissance, ainsi 

que dans le callus durant la régénération osseuse (Dreyfus et al., 1998b; Imai et al., 1998; Petersen and 

Rafii, 2001; Petersen et al., 2004). Cette expression a été associée à la migration des progéniteurs 

ostéoblastiques dans la zone d’ossification, ainsi qu’à la potentialisation des propriétés des 

ostéoblastes. Nos résultats suggèrent que HARP pourrait également avoir un rôle dans l’induction de 

l’hypertrophie chondrocytaire. Ils pourraient donc expliquer ceux obtenus par Imai et al. qui ont 

montré que les souris inactivées pour HARP présentaient un retard de croissance (Imai et al., 2009). 

En effet, l’absence de HARP dans les plaques de croissance peut résulter en un retard de 

l’hypertrophie et donc à un ralentissement de la croissance osseuse. Une analyse réalisée par Lehman 

et al. a montré que les plaques de croissances de ces animaux avaient une morphologie d’apparence 

normale. Cependant, ces résultats ne s’intéressent pas aux constituants matriciels du cartilage de 

conjugaison des souris KO. Il serait donc intéressant d’étudier les protéines et GAG matriciels 

spécifiques de l’hypertrophie ainsi que le statut de la minéralisation des plaques de croissance de ces 

animaux. En effet, si ces paramètres étaient également diminués, cela confirmerait notre hypothèse. 
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1.2 Fractures et thérapies ostéoréparatrices 

Lors des fractures réfractaires aux traitements habituels, une des stratégies actuelles consiste à 

associer à associer de la BMP2 aux greffes de tissus osseux (autologue ou allogénique). Ce traitement 

permet une formation osseuse de type membranaire efficace. Cependant, quelques cas de trop forte 

minéralisation ou d’ostéolyse de la zone réparée ont été observées (Balseiro and Nottmeier, 2010; 

Lewandrowski, Nanson, and Calderon, 2007; Owens et al., 2011). Il semble donc nécessaire d’obtenir 

un os fonctionnel présentant les mêmes caractéristiques que l’os préexistant. Pour cela, l’obtention 

d’une régénération basée sur une formation osseuse endochondrale, impliquant la présence de 

chondrocytes hypertrophiques qui réguleront cette réparation, est importante. D’après nos résultats 

l’association de HARP à des CSMh et à des biomatériaux, permettant une réparation osseuse de type 

endochondrale, semble être une alternative intéressante et novatrice par rapport à la BMP2. 

Les GAG sont finement régulés durant la réparation osseuse (Song et al., 2006). Ils régulent 

les propriétés des facteurs de croissance et assurent le maintient de la MEC (Bramono et al., 2012; 

Choocheep et al., 2010). Les propriétés structurales et fonctionnelles des mimétiques des GAG en font 

des molécules d’intérêt dans les thérapies régénératrices. Nous avons montré que les mimétiques des 

GAG pouvaient être liés covalemment aux biomatériaux phosphocalcique. HARP étant un HBGF, son 

association à de telles constructions pourrait permettre un greffage plus efficace de ce facteur de 

croissance aux biomatériaux et une potentialisation de ses propriétés sur les cellules co-implantées ou 

résidentes. Nos résultats montrent que HARP potentialise la différenciation chondrocytaire des CSMh 

in vitro et permet une formation osseuse de type endochondral dans des modèles de défauts 

orthotopiques in vivo. L’association de HARP aux mimétiques pourrait donc être intéressante dans le 

cadre des thérapies régénératrices osseuses. 

2 HARP et l’arthrose 

L’arthrose est une des premières causes de handicap physique (McALindon 2012). Cette 

pathologie dégénérative est associée à une dégradation du cartilage et une douleur de l’articulation 

amenant à une baisse de la mobilité du patient. La forte prévalence de l’arthrose, entre 19% et 28% des 

personnes âgées de plus de 45 ans (Suri, Morgenroth, and Hunter, 2012) en fait un problème de santé 

public majeur (Bertrand et al., 2010). Durant l’arthrose, les chondrocytes articulaires se différencient 

en chondrocytes hypertrophiques. Ces modifications cellulaires sont associées à une minéralisation de 

la matrice et à la pousse de spicules osseux sur le cartilage appelés ostéophytes, suivant un mécanisme 

ressemblant à l’ostéoformation endochondrale. Le cartilage, normalement avasculaire, subi également 

une invasion de vaisseaux sanguins. Au niveau tissulaire, l’arthrose est associée à une diminution du 
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contenu en glycosaminoglycannes sulfatés, une minéralisation de la matrice et à une baisse de la 

cellularité (Kawaguchi, 2008). Ces modifications tissulaires sont associées à une forte inflammation 

dans l’articulation. 

 

HARP induit la production de molécule de la MEC par les chondrocytes (Tapp et al., 1999). 

De plus, HARP présente des propriétés angiogéniques (Christman et al., 2005; Souttou, Raulais, and 

Vigny, 2001). Durant l’arthrose, la synovie présente un fort taux de HARP par rapport à une 

articulation saine. Jusqu’à maintenant, cette observation a été interprétée comme 

1) un effet protecteur de HARP permettant d’augmenter la synthèse de MEC pour compenser 

la dégradation cartilagineuse associée à cette pathologie 

2) à une induction de l’angiogénèse, donc comme participant à un des symptômes de 

l’arthrose (Pufe et al., 2003a; Pufe et al., 2003b). 

Certains travaux émettent l’hypothèse que les CSMh pourraient être impliquées dans la 

formation des ostéophytes (pour revue (van der Kraan and van den Berg, 2007)). Nos résultats sur la 

différenciation chondrocytaire hypertrophique des CSMh suggèrent également que HARP pourrait 

jouer un rôle important dans la pousse de ces excroissances osseuses.  

Enfin, le traitement par HARP de lymphocyte B issus de sang périphérique humain induit la 

production de facteurs pro-inflammatoires tels que l’IL1-β, l’IL-6, et le TNF-α (Achour et al., 2008). 

Ces protéines sont également surexprimées dans la synovie lors de l’arthrose ((Madry, Luyten, and 

Facchini, 2011)). HARP pourrait donc également être impliqué dans la forte inflammation observée 

dans l’articulation durant l’arthrose. Afin d’évaluer l’influence de HARP dans la progression des 

pathologies arthrosiques, il serait intéressant d’étudier des modèles d’arthrose induite par 

meniscectomie, technique n’impliquant pas une inflammation chimiquement induite, chez les souris 

KO ou surexprimant HARP. De la même façon, il serait intéressant d’évaluer les effets de HARP seul 

injecté dans la capsule articulaire sur une éventuelle émergence d’une pathologie arthritique chez 

l’animal. 

 

Le laboratoire CRRET a développé des peptides dérivés de HARP codant pour les différents 

domaines fonctionnels de HARP, dont les applications font l’objet d’un brevet CNRS (Courty, FR 2 

701 955-B1 PCT en cours 3530PCT/CA). Ces peptides rentrent en compétition avec la protéine 

complète pour la liaison aux récepteurs. Ainsi, le peptide correspondant à la partie C-terminale de 

HARP (p111-136) rentre en compétition avec HARP pour les récepteurs RPTPz, ALK et la nucléoline 

de surface. Le traitement de tumeurs induites chez la souris par ce peptide induit une diminution de 

l’angiogénèse de ces tumeurs (Hamma-Kourbali et al., 2011). L’utilisation de ce peptide durant 

l’arthrose pourrait ainsi permettre de diminuer l’angiogénèse anormale du cartilage durant cette 

pathologie. 
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Le peptide p65-97 entre lui en compétition avec HARP pour sa liaison à l’héparine (Hamma-

Kourbali et al., 2008). La liaison de HARP aux GAG permet de potentialiser son action mais aussi de 

le concentrer localement. Durant l’arthrose, on observe une forte concentration de HARP dans la 

synovie, au contact direct du cartilage articulaire. Nos résultats ont montré que HARP induit la 

différenciation hypertrophique durant la chondroinduction. L’engagement dans la voie hypertrophique 

des chondrocytes articulaires est un des symptomes de l’arthose et participe activement à la 

dégradation de la matrice (Bertrand et al., 2010). Le traitement de cartilage arthrosé avec p65-97 

pourrait permettre de relarguer l’HARP accumulé dans la matrice cartilagineuse et ainsi diminuer les 

processus de différenciation hypertrophique. 

Il serait donc intéressant, en premier lieu, de valider les effets d’induction de l’hypertrophie de 

HARP sur des chondrocytes articulaires in vitro. Une fois ces données obtenues, il serait nécessaire 

d’évaluer les propriétés de ces peptides sur les chondrocytes et tester leur capacité à inhiber ou ralentir 

le processus de différenciation. Enfin, des tests in vivo sur des modèles d’arthrose induite chez 

l’animal pourraient permettre de valider l’intérêt thérapeutique de ces peptides, que ca soit sur 

l’hypertrophie chondrocytaire, mais également sur la vascularisation se développant durant l’arthrose. 

Ces données pourraient permettre l’émergence de nouveaux traitements pharmaceutiques dans 

le traitement de la progression de la dégénérescence arthrosique. 

 

Lors de l’arthrose, on observe un fort taux de HARP dans la synovie (Pufe et al., 2003a; Pufe 

et al., 2007; Pullig et al., 2000), associé à une diminution de la quantité de GAG sulfatés dans la 

matrice cartilagineuse (Kawaguchi, 2008). Cela suggère d’une part qu’il y a moins de GAG sulfatés 

dans la MEC du cartilage arthrosé, mais également que les GAG du cartilage arthrosé ne présentent 

pas les mêmes propriétés que ceux retrouvés en condition normale. Il a été montré que le traitement 

par HARP de chondrocyte induisait la production de GAG (Tapp et al., 1999). Cependant, les 

propriétés biochimiques et biologiques de ces GAG n’ont pas été évaluées. Il serait donc intéressant 

d’étudier quantitativement la répartition des différents types de GAG et qualitativement, la longueur 

des chaînes, les taux de sulfatation et d’acetylation, leur affinité pour les HBGF, et leurs propriétés 

biologiques sur les chondrocytes. Ces modulations du contenu glycanique de la MEC pourront être 

evalués lors de la culture de chondrocytes normaux ou arthrosiques in vitro, en présence de HARP, 

mais également lors de la dégénérescence arthrosique chez l’homme. Ces résultats pourraient fournir 

des données fondamentales utiles dans la compréhension de la progression des maladies arthrosiques. 
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Résumé 

 
La régénération osseuse est un processus impliquant de nombreux types cellulaires comme les ostéoblastes, les chondrocytes ou les cellules 
stromales mésenchymateuses (CSM). Les CSM possèdent des capacités de différenciation suggérant leur implication dans ce processus de 
réparation. La régénération osseuse est le fruit de la coordination complexe de l’activité de nombreux facteurs de croissance. Parmi eux, 
l’« Heparin affin regulatory peptide » (HARP) est fortement exprimé dans le callus durant la régénération mais son rôle n’est pas clairement établi. 
Le but de ce travail de thèse a été (1) d’évaluer les effets de HARP sur les propriétés de migration, de prolifération et de différenciation des CSM 

in vitro ; (2) évaluer la capacité de HARP à induire une formation osseuse ou une régénération osseuse in vivo. 
Nos résultats démontrent que HARP est chémoattractant pour les CSM et potentialise leur prolifération. De plus, nous montrons pour la première 
fois que le traitement de CSM par HARP durant leur chondroinduction conduit à une différenciation chondrocytaire de type hypertrophique. Ce 
type cellulaire est primordial dans les derniers stades de la formation osseuse endochondrale qui se met en place durant la croissance osseuse, mais 
également durant la réparation. L’implantation de biomatériaux associés à HARP dans un défaut osseux de condyle fémoral a conduit à la 
formation de cartilage et d’os dans l’implant, reproduisant le mécanisme physiologique de formation osseuse endochondrale. Le biomatériau seul 
n’a été envahi que par du tissu fibreux. 
Durant les processus de réparation tissulaire, les glycosaminoglycannes (GAG), des chaînes polysaccharidiques sulfatées, composants majeurs de 
la matrice extracellulaire, participent à la modulation des effets des facteurs de croissance durant la réparation. Récemment, des mimétiques 

structuraux et fonctionnels des GAG ont été développés. Durant ma thèse, j’ai été associé au travail d’un doctorant de l’équipe de P.Albanese, qui 
a montré que des mimétiques de GAG induisent une différenciation ostéoblastique des CSM en l’absence de traitement ostéoinducteur. 
L’implantation sous-cutanée de biomatériaux covalemment associés aux mimétiques ont également été menées, et ont permis d’observer des 
potentialisations des processus de vascularisation de l’implant et de l’activité ostéoclastique. Ces resultats ont permis de valider l’interêt des GAG 
mimétiques dans le cadre des thérapies de régénération osseuse. 
Cette étude démontre pour la première fois les effets chondroinducteurs directs de HARP sur la production de molécules de la matrice 
cartilagineuse par les CSM in vitro, mais également sur la synthèse de tissu cartilagineux in vivo. Les effets de HARP observés sur la régénération 
osseuse confirment qu’il pourrait être un bon candidat en chirurgie orthopédique en permettant une régénération de type endochondrale typique de 

la réparation physiologique. De plus les nouvelles stratégies developpées dans le laboratoire sur la fonctionnalisation covalente de biomateriaux 
par des GAG mimétiques, meriteraient d’etre testées en association avec HARP, afin d’augmenter sa demi-vie  et de controler son relarguage et ses 
activités biologiques in vivo. 
 

Mots clefs : « heparin affin regulatory peptide », mimétiques des glycosaminoglycannes, régénération osseuse, endochondral, 

cellule stromale mésenchymateuse, ostéoblaste, chondrocyte. 

 

Abstract 

 
Bone regeneration is a complicated process which involved many cellular types such as osteoblasts, chondrocytes and mesenchymal stromal cells 
(MSC). MSC can differentiate toward chondrocytes and osteoblasts, suggesting their implication in bone regeneration processes. Bone reparation 
involved a complex coordination of growth factors. Among them, heparin affin regulatory peptide (HARP) is found in callus during regeneration. 
However, its role is poorly understood. The aim of this thesis was (1) to evaluate HARP effects on proliferation, migration and differentiation of 

MSC in vitro, (2) to evaluate HARP ability to promote bone regeneration or bone formation. 
Our results demonstrate that HARP has chemoattractive and proliferative properties on human MSC. Moreover, we show for the first time that 
HARP commits human MSC toward hypertrophy during chondrogenesis. This is of great interest since hypertrophic chondrocytes are of primary 
importance in the late stage of endochondral bone formation. We further tested the association of HARP to scaffolds in a model of bone 
regeneration in femoral defect in rat. HARP associated scaffolds showed an invasion of cartilage and bony tissues, mimicking endochondral bone 
formation, whereas scaffold alone was just filled with fibrous tissue. 
During regenerative processes glycosaminoglycans, polysaccharides sulfated chains, are known as major components of the extracellular matrix 
and modulate the effects of growth factors during regenerative processes. Recently, structurally and functionally mimetics of GAG had been 
developed. During my PhD thesis, I was associated to the work of a doctoral student of P. Albanese who showed that GAG mimetics induce 

osteoblastic differentiation of MSC without any other osteoinductive treatment. The ectopic implantation of mimetic associated scaffolds didn’t 
show effects on osteoformation but induced an enhancement of vascularization and of osteoclastic activity, both related to tissue remodeling. 
These results validate that GAG mimetics are of great interest in bone regenerative field. 
This study demonstrates for the first time the chondroinductive potential of HARP through its ability to induce cartilage specific matrix production 
by MSC in vitro but also by inducing cartilage tissue synthesis in vivo. The effects of HARP observed on bone regeneration, by inducing an 
endochondral bone formation similar to that observed in normal bone regeneration, confirm that HARP could be a good candidate in orthopedic 
surgery. Moreover, scaffold covalently linked with GAG mimetics should be tested in association with HARP. This strategy could increase the 
half life, control the release and potentiate HARP properties in vivo. 

 

Keywords: heparin affin regulatory peptide, glycosaminoglycans mimetics, bone regeneration, endochondral, mesenchymal 
stromal cell, osteoblast, chondrocyte. 
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