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Résumé
L ’efficacité des matériaux utilisés pour favoriser la régénération osseuse dépend entre 
autres de leur capacité d ’interaction avec le tissu environnant. Ainsi, des peptides 
d ’adhésion contenant la séquence Arginine-Glycine-Acide aspartique (RGD) sont parmi 
les plus utilisés pour favoriser l’attachement des cellules osseuses au matériau. Les facteurs 
de croissance, dont les protéines morphogénétiques osseuses (BMPs), jouent également un 
rôle clé dans le processus de différenciation et de fonctionnement des cellules osseuses. La 
BMP-2 approuvée par la Food and Drug Administration aux Etats-Unis dans le cadre d ’un 
système de libération est déjà actuellement utilisée cliniquement pour accroître la 
régénération osseuse. De plus, la BMP-9 a récemment suscité un grand intérêt en raison de 
son potentiel ostéogénique supérieur à celui de la BMP-2.
Néanmoins, peu d ’études se sont intéressées à l ’influence des peptides d ’adhésion sur la 
réponse cellulaire aux BMPs. Le principal objectif de ce travail de doctorat a donc été de 
fonctionnaliser un polymère par des peptides d ’adhésion et de déterminer son impact sur la 
capacité de préostéoblastes de souris MC3T3-E1 à répondre à la BMP-2 et à la BMP-9. 
Cette étude s’est tout d ’abord intéressée à la synthèse et à la caractérisation d ’un film de 
polycaprolactone (PCL) fonctionnalisé par un peptide dérivé de la sialoprotéine osseuse 
qui contient 15 acides aminés dont la séquence RGD (pRGD). La fonctionnalisation a 
consisté en une hydrolyse alcaline du film PCL suivie d ’un greffage covalent du pRGD. 
Les films PCL hydrolysés ont adsorbé des protéines sériques adhésives fibronectine et 
vitronectine mais sans favoriser l’étalement des préostéoblastes MC3T3-E1. En absence de 
sérum, les films PCL-pRGD ont permis un étalement plus important des préostéoblastes 
MC3T3-E1 par rapport au PCL fonctionnalisé par le pRGE (peptide négatif) ou au PCL 
hydrolysé. Le PCL-pRGD a augmenté le niveau de phosphorylation de la FAK (Tyr397), 
événement nécessaire chez les préostéoblastes murins pour permettre leur différenciation 
en ostéoblastes matures. Ainsi, seules les cellules adhérant au PCL-pRGD ont répondu à la 
BMP-2 via une activation de la voie canonique des Smads.
Dans un deuxième temps, la stimulation des préostéoblastes par la BMP-2 et/ou BMP-9 a 
été déterminée sur PCL-pRGD. L ’ECso pour chacune des BMPs a tout d ’abord été évaluée 
afin de choisir la concentration optimale à utiliser lors de la combinaison des BMP- 
2/BMP-9. Tandis que la BMP-2 a induit une phosphorylation des Smadl/5/8 dès 30 min, la 
BMP-9 a engendré un retard d’activation à 4 h. Cette observation était concomitante avec 
une diminution de la [3-caténine. Par contre, aucune différence n ’a été observée avec la 
BMP-2 et la BMP-9 en termes d ’activation des MAPKinases. Néanmoins, tant la BMP-2 
que la BMP-9 ont été capables d ’induire la différenciation des préostéoblastes MC3T3-E1 
sur PCL-pRGD telle que mis en évidence par la synthèse d ’ARNm codant pour Dlx5, 
Ostérix ou l’ostéocalcine et l’augmentation de l ’activité de l ’alcaline phosphatase à 72h. 
Mais l ’utilisation d ’une combinaison de la BMP-2 avec la BMP-9 stabilisant la p-caténine 
n ’a pas permis d ’obtenir un effet additif sur la différenciation, des activations semblables à 
celles de la BMP-2 utilisée seule ayant été alors observées.
En résumé, l ’utilisation de BMP-2 ou de BMP-9 en combinaison avec une surface 
fonctionnalisée par des peptides d ’adhésion semble être une voie prometteuse pour 
favoriser la différenciation cellulaire. Cependant, cette étude montre également que la 
BMP-2 et la BMP-9 induisent des voies d’activation antagonistes au contact du PCL- 
pRGD. Elle met donc l’emphase sur la nécessité de mieux comprendre l’influence de la 
fonctionnalisation de matériaux par des peptides d ’adhésion sur la réponse aux facteurs de 
croissance.

Mots clés : Différenciation, facteur de croissance, MC3T3-E1, peptide d ’adhésion, 
préostéoblastes, Smads, Surface fonctionnalisées, Wnt
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MSX2 Msh homeobox 2
NF-AT Nuclear factor o f  activated T
NF-kB nuclear factor kappa B
NHS N-hydroxysuccinimide
NIH-3T3 Fibroblaste murin
NSERC National Science and Engineering Research Council o f  Canada
OC Ostéocalcine
OPG Ostéoprotégérine
Osx Ostérix
pBMP peptide dérivé des BMPs
PBS Phosphate-buffered saline
PCL Polycaprolactone
PCL-pRGD PCL fonctionnalisé par le pRGD
PDEA 2-(2-pyridinyldithio) ethaneamine hydrochloride
PEG Polyéthylène glycol
PLA Polylactide
PLGA Polylactide-co-glycolide
PLL Poly(L-lysine)
PMMA Polyméthacrylate de méthyle
PBPKIy Phosphatidylinositol(4) phosphate 5 kinase type Iy
PPARy2 Peroxisome proliferator-activated receptor y 2
PTH Parathormone
PS Polystyrène
qPCR Amplification en chaine par polymérase quantitative en temps réel, 

quantitative polymerase chain reaction
Ra Rugosité moyenne arithmétique
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RMS/Rq Rugosité moyenne quadratique, root mean square
RANKL Receptor activator o f  nuclear factor kappa beta ligand
RGD Tripeptide Arginine-Glycine-Acide aspartique
rhBMP Recombinant human BMP
RhoA Ras homolog fam ily member A
ROCK2 Rho kinase 2
R-Smad Smad régulé par les récepteurs, receptor-regulated Smad
Runx2 Runt-related transcription factor 2
SD Ecart type, standard deviation
SEM Microscopie électronique à balayage, Scanning electron microscopy
Sims-ToF Spectrométrie de masse d’ions secondaires à temps de vol
siRNA Petit ARN interfèrent, small interfering RNA
Smad Small mothers against decapentaplegic
Smurf Smad ubiquitin regulatory factor
Sox9 Sex determining region Y-box 9
S1PR1 Récepteur de sphingosine-1 phosphate
SFRP Secretedfrizzled-related proteins
SP-1 Sphingosine-1 phosphate
sulfo-SMCC sulfosuccinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1 -

carboxylate
SyMBS Synergistic metal ion binding site
TAB1 TAK binding protein 1
TAK1 TG F-f activated kinase 1
Tcf T-cell factor
TGF Transforming growth factor
TNF Tumor necrosis factor
TRAF6 TNF receptor-associatedfactor 6
TdT Terminal deoxynucleotidyl transferase
TUNEL TdT dUTP nick end labeling
UV/Vis UV/Visible
VEGF Vascular endothelial growth factor
XIAP Inhibiteur de l’apoptose lié au chromosome X
XPS Spectrométrie photoélectronique X, X-ray photoelectron

spectroscopy



1. CHAPITRE 1 : INTRODUCTION
1.1. Mise en contexte et problématique
Les progrès médicaux ont permis d ’augmenter l ’espérance de vie au Canada de 77 à 81 

ans entre 1990 et 2009 (Organisation Mondiale de la Santé, Statistique sanitaire mondiale 

2012). Cette population vieillissante se trouve néanmoins confrontée à des troubles 

musculo-squelettiques. Au Canada, toutes provinces confondues, 19,2 % des femmes et 

3,4 % des hommes en 2009 étaient touchés par l ’ostéoporose. Ainsi, 8 % des canadiens 

âgés de plus de 40 ans ont déjà subi une fracture des hanches, du poignet ou de la colonne 

vertébrale en raison de complications liées à l'ostéoporose (Agence de la santé publique du 

Canada, 2009). De plus, aux États-Unis seulement, 5,6 millions de fractures sont 

dénombrées par année et 5 à 10 % d’entre elles engendrent des problèmes de réparation 

osseuse et affectent le temps de guérison et la qualité de vie des patients. De plus, en 2008, 

le marché des substituts osseux atteignait à lui seul 1,6 milliards de dollars US (Li et 

Wozney, 2001; Mendenhall Associates, 2008).

Afin de combler les pertes osseuses engendrées par ces pathologies (fractures 

ostéoporotiques, infection, etc.), et qui sont incapables « de s’auto-réparer », des greffes 

osseuses sont couramment utilisées (Urabe et al., 2007). Néanmoins, le nombre de greffes 

osseuses pratiquées dans les pays industrialisés ne cesse de croître ces dernières années 

(Urabe et al., 2007). Une collecte de données au Japon couvrant la période de 2000 à 2004 

montre que 82,4 % des transplantations se font dans le tissu osseux (Urabe et a l ,  2007). De 

même, environ 500 000 greffes osseuses ou substituts sont implantés chaque année aux 

États-Unis dont 50 % dans le cadre de fusions lombaires (Ludvig et al., 2000). Afin de 

combler les pertes osseuses, plusieurs possibilités s’offrent au chirurgien orthopédique, 

dont le « standard en or » pour cette profession: l ’autogrefife. L’autogreffe présente 

plusieurs avantages puisque le tissu prélevé est celui du patient le risque de rejet 

immunitaire est donc éliminé. Le tissu de la crête iliaque est souvent utilisé pour extraire le 

greffon car sa structure favorise une bonne colonisation par les cellules osseuses au niveau 

du site receveur ainsi qu’une bonne prolifération et différenciation cellulaires (Bruno et al., 

2001; Conway, 2010). Néanmoins, la taille limitée du greffon et la nécessité d ’une seconde 

chirurgie qui augmente les risques de saignement et d ’infection pour le patient restent 

problématiques (Arrington et al., 1996). De plus, l’autogreffe provoque une morbidité 

tissulaire au niveau du site du prélèvement qui engendre de la douleur (Arrington et al., 

1996; Pollock et al., 2008).
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Une stratégie alternative dans le domaine des greffes osseuses consiste aussi à 

prélever le greffon chez un autre individu de la même espèce (allogreffe de cadavre) ou 

d ’une espèce différente (xénogreffe). La xénogreffe est cependant peu utilisée et représente 

0,02 % des greffons (Urabe et al., 2007; Long et al., 2012). L’allogreffe accroît également 

le risque de rejet dû aux réponses immunitaires induites par la reconnaissance du non-soi. 

D ’autre part, le risque de transmission de maladies, même si ce dernier demeure faible, est 

toujours présent dans le cadre de l ’utilisation de l ’allogreffe (1 cas sur 1,6 million pour le 

virus VIH) (Graham et al., 2010). Finalement, les propriétés mécaniques du greffon 

(autogreffe, allogreffe et xénogreffe) peuvent différer entre le site de prélèvement et le site 

receveur de la greffe (Giannoudis et al., 2005).

Des études cliniques ont montré que des éponges de collagène de type 1, couplées à 

des protéines morphogénétiques osseuses (BMPs), facteurs de croissance impliqués dans le 

processus physiologique de réparation des fractures osseuses, pouvaient induire des 

résultats similaires à ceux des autogreffes (Burkus et al., 2002 et 2004). De plus, 

l ’implantation de tels systèmes réduit le temps de résidence en milieu hospitalier (Burkus 

et al., 2004). Actuellement, la « Food and Drug Administration » (FDA) a autorisé 

l’utilisation de la BMP-2 et de la BMP-7 en clinique. La compagnie Medtronic 

commercialise une éponge de collagène contenant de la BMP-2 (InFUSE™) pour des 

applications au niveau de la colonne vertébrale et des fractures du tibia en combinaison 

avec des cages de titane (Medtronic). La compagnie Stryker Biotech, quant à elle, a 

développé une matrice de collagène renfermant la BMP-7 pour des implantations au niveau 

de la colonne vertébrale (OP-1™). De tels systèmes démontrent que des solutions 

alternatives peuvent être élaborées afin de pallier les problèmes inhérents aux greffes 

osseuses. Ainsi, le comblement des pertes osseuses peut être assuré par des biomatériaux 

de substitution qui peuvent être inorganiques, polymériques ou composites.

Afin de remplacer l’autogreffe, on assiste ainsi depuis quelques années au 

développement de nouveaux matériaux dits biomimétiques. Le but de ces matériaux est en 

fait de mimer le vivant afin de permettre leur intégration dans le tissu osseux 

(ostéointégration), leur colonisation par les cellules osseuses (ostéoconduction), ainsi que 

la possibilité d’induire la différenciation des cellules souches mésenchymateuses en 

ostéoblastes matures (ostéoinduction). Les matériaux peuvent, par exemple, présenter à 

leur surface des peptides comme le Arginine-Glycine-Acide aspartique (RGD) ou des 

protéines issus de la matrice extracellulaire (ECM) osseuse pour favoriser les interactions 

cellules-matériau via des récepteurs cellulaires spécifiques appelés intégrines.



Le matériau peut également être biodégradable afin d ’être remplacé par le tissu 

osseux néosynthétisé (Wu et a l , 2011). Ces matériaux sont souvent combinés à une 

stratégie d ’ingénierie tissulaire afin de permettre ex vivo une meilleure ostéoconduction et 

ostéoinduction (Ratner et al., 2004). Cependant, même si de plus en plus d ’études montrent 

l’effet de la fonctionnalisation de matériaux par des peptides d’adhésion sur l’attachement, 

la survie et la différenciation cellulaires (Marietta et al., 2005; Karakecili et a l ,  2007; 

Zhang et Hollister, 2009), peu d ’études s ’intéressent pour le moment à l ’utilisation de 

matériaux fonctionnalisés par des peptides d ’adhésion en combinaison avec les BMPs 

(Marquis et a l ,  2008; He et a l ,  2008).

1.2. Définition du projet de recherche
L’hypothèse principale de recherche du projet proposé est la suivante : des peptides 

d ’adhésion greffés sur une surface de polycaprolactone (PCL) peuvent influencer le 

comportement de préostéoblastes murins, plus particulièrement leur capacité à adhérer, à 

s’étaler et ainsi répondre aux BMPs afin de se différencier en ostéoblastes. L ’utilisation de 

cellules murines MC3T3-E1 (clone 14) est communément admise comme un modèle in 

vitro représentatif de la différenciation des ostéoblastes humains. En effet, lorsque stimulés 

par des facteurs de croissance (BMPs) ou de l ’acide ascorbique, les préostéoblastes murins 

MC3T3-E1 expriment les mêmes marqueurs de différenciation, tels le runt-related 

transcription factor 2 (Runx2) ou la phosphatase alcaline (ALP), que les ostéoblastes 

humains (Chien et al., 2000; Xiao et al., 2002). Le peptide d ’adhésion sélectionné dans le 

cadre de cette étude est dérivé de la sialoprotéine osseuse (BSP) et est dénommé pRGD 

(AC-CGGNGEPRGDTYRAY-NH2). Ce peptide interagit avec les cellules par 

l’intermédiaire de l ’intégrine 0 ^ 3  (Rezania et Healy, 1999b; Marquis et a l ,  2009). Afin de 

mettre en évidence son influence, un peptide négatif pRGE est également utilisé. Plusieurs 

objectifs et défis émergent alors de ce projet au niveau : i) du choix du matériau, ii) du 

choix de la fonctionnalisation de la surface iii) de l’impact de cette fonctionnalisation sur la 

réponse de préostéoblastes aux facteurs de croissance.
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1.2.1. Développement d ’un film de polycaprolactone fonctionnalisé par des 

peptides d ’adhésion afin de favoriser la réponse des préostéoblastes à la 

BMP-2

L’utilisation de peptides d ’adhésion comportant la séquence RGD, présente dans la 

plupart des protéines de l ’ECM, pour fonctionnaliser des polymères synthétiques permet 

une meilleure adhésion cellulaire (Marietta et al., 2005). Cette dernière est primordiale 

pour la survie à plus long terme des cellules et leur fonctionnement (Frisch et a i,  1996). 

Notre stratégie de recherche consiste donc à considérer l’interaction cellules-biomatériau 

comme un premier message, le matériau n ’étant plus inerte mais capable de réguler le 

comportement subséquent des cellules et leurs réponses à leur environnement dont la 

BMP-2, facteur de croissance couramment utilisé en clinique afin d’accroître la réparation 

tissulaire osseuse.

L’hypothèse de recherche de cette première partie du projet de doctorat est que la 

fonctionnalisation d'un film  de PCL par le pRGD (PCL-pRGD) favorise non seulement 

l'attachement et l'étalement de préostéoblastes mais est également nécessaire à leur 

activation par la BMP-2.

1.2.2. Étude de la réponse des préostéoblastes à la BMP-2 et à la BMP-9 sur une 

surface fonctionnalisée par des peptides d ’adhésion

La BMP-9 a démontré une activité ostéogénique plus importante que celle de la 

BMP-2, molécule actuellement utilisée en clinique (Cheng et a i,  2003; Kang et a i,  

2004 et 2009). Ainsi, l’utilisation de la BMP-9 pour favoriser la différenciation et le 

fonctionnement des cellules formant l’os semble être prometteuse. De plus, dans les 

diverses étapes (réaction inflammatoire, hématome, formation de cartilage, formation 

osseuse) de la réparation endochondrale des fractures osseuses in vivo, différents BMPs et 

facteurs de croissance et cytokines (BMP-2,-3,-4,-7,-8, VEGF (vascular endothelial 

growth factor), TNFa (tumor necrosis factor a), IL-1 (interleukine-1), IL-6, RANKL 

(receptor activator o f  nuclear factor kappa beta ligand), M-CSF (macrophage-colony 

stimulating factor)) sont impliqués (Al-Aql et al., 2008). Il semble donc pertinent, après 

avoir synthétisé une surface fonctionnalisée par des peptides d ’adhésion, d ’utiliser une
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combinaison de BMPs afin de mimer le phénomène de la réparation osseuse et 

d ’investiguer plus avant l ’effet de la BMP-9.

L ’hypothèse de recherche de cette seconde partie du projet de doctorat est donc que 

les film s de PCL fonctionnalisés par des peptides pRGD ou pRGE influencent la survie, 

la signalisation intracellulaire et la différenciation des préostéoblastes en présence de 

BMP-2 et BMP-9 utilisées seules ou en combinaison.

1.3. Objectifs du projet de recherche
1.3.1. Effet du polycaprolactone fonctionnalisé sur le comportement de 

préostéoblastes murins

Trois sous-objectifs ont été définis afin de vérifier l ’hypothèse de recherche « la 

fonctionnalisation d ’un film  de polycaprolactone par un peptide RGD extrait de la BSP  

(pRGD) favorise non seulement l ’attachement et l ’étalement de préostéoblastes mais est 

également nécessaire à leur activation par la BMP-2 »:

1) Réaliser la fonctionnalisation des films de PCL par des peptides pRGD ou leur 

contrôle négatif pRGE et caractériser leur surface à chacune des étapes de 

fonctionnalisation en termes d ’épaisseur, de topographie (rugosité) et de 

modifications chimiques de surface.

2) Déterminer la capacité des films de PCL avec ou sans fonctionnalisation pRGD 

ou pRGE à adsorber de manière non spécifique les protéines sériques, notamment 

les protéines adhésives fibronectine et vitronectine et leur effet sur l’attachement et 

l’étalement cellulaire.

3) Déterminer l ’impact de la fonctionnalisation des films de PCL pRGD en absence 

de sérum sur le comportement cellulaire en termes d ’attachement (organisation des 

protéines du cytosquelette), étalement et signalisation intégrines et BMPs.
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1.3.2. Effet de la BMP-2 et/ou de la BMP-9 sur des préostéoblastes attachés à du 

polycaprolactone fonctionnalisé par un peptide d ’adhésion extrait de la 

sialoprotéine osseuse

Quatre sous-objectifs ont été définis afin de vérifier l’hypothèse de recherche « les 

film s de PCL fonctionnalisés par des peptides pRGD ou pRGE influencent la survie, la 

signalisation intracellulaire et la différenciation des préostéoblastes en présence de 

BMP-2 et BMP-9 utilisées seules ou en combinaison » :

1) Étudier l’adhésion et la survie des préostéoblastes ensemencés sur des films de 

PCL-pRGD et PCL-pRGE après plusieurs jours d ’incubation.

2) Déterminer la concentration de la BMP-2 et/ou de la BMP-9 à utiliser sur les 

préostéoblastes adhérant aux films PCL-pRGD.

3) Déterminer les cinétiques d ’activation des voies de signalisation MAP Kinases, 

Smads {small mothers against decapentaplegic) et Wnts canonique dans les 

préostéoblastes adhérant aux films de PCL-pRGD et stimulés par la BMP-2 et/ou 

la BMP-9.

4) Mettre en évidence la différenciation des préostéoblastes adhérant aux films de 

PCL-pRGD et stimulés par la BMP-2 et/ou la BMP-9 en analysant l’activation 

des gènes codant pour des marqueurs ostéogéniques et en mesurant l ’activité de 

l’ALP.

1.4. Contributions originales
Les résultats originaux obtenus au cours de cette thèse de doctorat ont ainsi permis 

la publication de deux articles scientifiques (Chapitre 3 et Chapitre 4) dans la revue 

Biomaterials.

1.4.1. Effet du polycaprolactone fonctionnalisé sur le comportement de 

préostéoblastes murins

Le chapitre 3 a ainsi démontré la capacité du PCL-pRGD à permettre l’attachement et 

l’étalement de préostéoblastes murins et la capacité des cellules à répondre à la BMP-2 par 

rapport au PCL-pRGE.
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- La fonctionnalisation par le pRGD et son contrôle négatif pRGE entraine une 

modification chimique engendrant une augmentation du caractère hydrophile de la 

surface. Les films de PCL, PCL-pRGD et PCL-pRGE adsorbent de façon non 

spécifique les protéines du sérum.

- Le PCL-pRGD permet un meilleur étalement et organisation des protéines du 

cytosquelette des préostéoblastes adhérant par rapport au PCL-pRGE dans un 

milieu sans sérum.

- L ’activation de la FAK {focal adhesion kinase) mesurée par son 

autophosphorylation sur la Tyr397 est également plus importante pour les 

préostéoblastes adhérant au PCL-pRGD par rapport au PCL-pRGE ou PCL non 

fonctionnalisé.

- Seuls les préostéoblastes adhérents au PCL-pRGD peuvent répondre à la 

stimulation par la BMP-2 via une augmentation de la phosphorylation des 

Smad 1/5/8.

1.4.2. Effet de la BMP-2 et/ou de la BMP-9 sur des préostéoblastes attachés à du 

polycaprolactone fonctionnalisé par un peptide d ’adhésion extrait de la 

sialoprotéine osseuse

Le chapitre 4 met en évidence la différence de signalisation et de différenciation des 

préostéoblastes adhérents au PCL-pRGD et stimulés par la BMP-2 et/ou la BMP-9.

- La détermination de la concentration efficace médiane (EC50) de la BMP-2 et de 

la BMP-9 sur les préostéoblastes MC3T3-E1 montre une valeur plus faible pour la 

BMP-2 par rapport à la BMP-9 (0.81 vs 1,18 nM).

- A une concentration équimolaire (0,38 nM), la BMP-2 et/ou BMP-9 induisent des 

cinétiques d ’activation des différentes voies des MAPKinases (protéine kinase 

activée par des agents mitogènes) (p38, ERK1/2 (extracellular signal-regulated 

kinases 1/2) et JNK (cJun N-terminal kinase)) similaires.

- L ’addition dans le milieu de culture de la BMP-9 active la voie canonique des 

Smadl/5/8 dans les préostéoblastes adhérant au PCL-pRGD plus tardivement que 

ne le fait la BMP-2.

- Le délai d ’activation de la voie canonique des Smadl/5/8 en présence de la BMP- 

9 est concomitant avec une diminution de la P-caténine.
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- L’utilisation de la BMP-2 ou de la BMP-9 permet la différenciation des 

préostéoblastes en ostéoblastes par l ’expression d ’ARNm (acide ribonucléique 

messager) codant pour les gènes distal-less homeobox 5 (Dlx5), ostérix (Osx) et OC 

ainsi que par une augmentation de l’activité de l ’ALP.

- L’addition dans le milieu de culture d ’un mélange équimolaire de BMP-2 et 

BMP-9 induit une synthèse d ’ARNm codant pour Osx non significativement 

différente de celle induite par la BMP-2 seule.

La thèse comporte 6 chapitres. Le chapitre 1 présente un bref état de l’art sur les problèmes 

squelettiques et le comblement des pertes osseuses ainsi que les hypothèses, principaux 

objectifs et contributions de cette étude. Celle-ci vise à démontrer l’intérêt d’utiliser des 

matériaux biomimétiques conjointement avec des BMPs afin de favoriser le 

fonctionnement des cellules formant l ’os. Le chapitre 2 met quant à lui en lumière les 

phénomènes observés au niveau du tissu osseux nécessaires à la compréhension des 

travaux présentés dans les chapitres 3 et 4 et plus particulièrement le rôle et la fonction de 

ses principaux constituants (cellules, organisation de l’ECM, BMPs et signalisation 

cellulaire). Cette revue de la littérature met également en évidence les nombreux défis à 

relever dans le domaine des matériaux biomimétiques. Le chapitre 3 présente le travail 

publié dans la revue Biomaterials en 2010 sur la synthèse et la caractérisation de films de 

PCL fonctionnalisés soit par le peptide d ’adhésion extrait de la sialoprotéine osseuse 

pRGD soit par son contrôle négatif pRGE. Cet article montre également le comportement 

des préostéoblastes avec ou sans sérum au contact de ce matériau. Le chapitre 4 présente le 

travail publié dans la revue Biomaterials en 2013, il met en évidence la différence de 

signalisation observée dans les préostéoblastes MC3T3-E1 adhérents au PCL-pRGD en 

présence de BMP-2 et/ou BMP-9 à court terme et étudie leur différenciation à plus long 

terme. Le chapitre 5 permettra de discuter des résultats obtenus dans les deux articles sur la 

fonctionnalisation de films de PCL par des peptides et leur effet sur la réponse de 

préostéoblastes aux BMPs alors que le chapitre 6 présentera les conclusions et les 

perspectives de ce travail de doctorat.

8



2. CHAPITRE 2 : ETAT DE L’ART

Afin de comprendre ce projet de doctorat qui consiste à développer un matériau 

biomimétique capable de favoriser l’attachement et la différenciation de préostéoblastes 

murins en ostéoblastes sous l’effet des BMPs, il est indispensable de mieux connaître tout 

d ’abord le tissu osseux et ses composants (cellules osseuses, ECM). Il est alors important 

de décrire la structure et le rôle des intégrines, qui sont les premiers éléments cellulaires 

impliqués dans l’interaction avec le matériau par l’intermédiaire des protéines ou des 

peptides d ’adhésion adsorbés ou greffés à sa surface. Il est également important de 

comprendre le rôle des facteurs de croissance comme les BMPs au niveau de la 

physiologie de l’os. Finalement, le choix du matériau PCL utilisé pour faire la 

fonctionnalisation et créer un matériau biomimétique est présenté.

2.1. Le tissu osseux
Le squelette possède différentes fonctions. Il protège non seulement les organes 

tels les poumons, mais il agit également en combinaison avec les muscles du système 

locomoteur du corps pour permettre le déplacement. Il représente aussi un grand réservoir 

de minéraux et contient une quantité importante de cellules non différenciées en son sein 

(cellules souches hématopoïétiques, cellules stromales mésenchymateuses (CSM)).

2.1.1. Histologie

Plusieurs architectures existent au niveau de l’os, l ’une compacte et dense et l’autre 

spongieuse (Figure 2.1). L’architecture compacte qui caractérise l’os cortical a une 

porosité faible, de l’ordre de 5 à 30 %. L’architecture appelée spongieuse caractérise l’os 

trabéculaire et possède une plus grande porosité, de 30 à 90 % (Clarke, 2008). L’os cortical 

est richement vascularisé afin de favoriser un apport en nutriments et oxygène important 

(Cariou et Bey, 2000). En effet, l ’os compact s’organise en structures concentriques, 

appelées ostéons, qui possèdent en leur centre le canal de Havers renfermant les vaisseaux 

et les nerfs. L ’os trabéculaire, quant à lui, est localisé notamment dans les os plats ainsi que 

dans les extrémités des os longs et renferme la moelle osseuse. Ces architectures compacte 

et spongieuse possèdent d ’autre part des propriétés mécaniques différentes. Par exemple, 

l’os trabéculaire possède un module de Young proche de 10,4 GPa alors que celui de l’os 

cortical est de 18,6 GPa (Rho et al., 1993).
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Figure 2.1 : Organisation du tissu osseux (Servier Medical Art; Clarke, 2008)

Pour répondre entre autres aux sollicitations mécaniques qui peuvent varier en 

fonction de l’âge, des sports pratiqués, l’os est un tissu en constant renouvellement. 

Cependant, avant de décrire les mécanismes impliqués dans ce remodelage osseux, il est 

important de mieux en connaître les acteurs, non seulement les cellules qui le composent et 

leur régulation (facteurs de croissance, hormones et vitamines), mais également l’ECM et 

sa composition qui confèrent à l’os sa résistance mécanique.

2.1.2. Les cellules osseuses

L’os est constitué de trois types de cellules osseuses, les cellules constitutives de 

l ’os responsables de la synthèse et du maintien de la matrice osseuse (les ostéoblastes et les 

ostéocytes) ainsi que les cellules responsables de la dégradation de cette matrice (les 

ostéoclastes).
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Les ostéoblastes

Les ostéoblastes sont les cellules osseuses dérivées des CSMs de la moelle osseuse 

(Figure 2.2). Ils sont responsables de la synthèse de la matrice osseuse et de sa 

minéralisation subséquente. La différenciation des CSMs en ostéoblastes matures est 

contrôlée par les hormones (parathormone (PTH)), vitamines (vitamine D) et facteurs de 

croissance dont, entre autres, les BMPs et les facteurs de croissance des fibroblastes (FGF) 

(Hughes-Fulford et Li, 2011). Le processus de différenciation des CSMs en ostéoblastes 

matures requiert plusieurs étapes (Marie, 2001). Ce processus de différenciation implique 

la stimulation des CSMs par des facteurs de croissance (dont les BMPs) qui activent des 

molécules de signalisation intracellulaires (Smads). Ces molécules de signalisation vont 

alors interagir avec des facteurs de transcription afin de permettre l’expression de gènes 

codant pour des protéines impliquées dans la différenciation ostéogénique. Cependant, 

suivant le signal reçu, les CSMs peuvent aussi se différencier en cellules des lignées 

adipocytaires ou chondrocytaires (Du et al., 2010) (Figure 2.2).

PPARy2

Sox5,6,9

§
C’Iiondiocyte

préhypertrophiqueCellule strom aie 
mésenchymateuse

Msx2, DL\5, 
R ua\2 ,O sx Piéostéoblaste

Figure 2.2: Différenciation des CSMs en adipocytes, chondrocytes ou ostéoblastes (Servier 
Medical Art; Harada et Rodan, 2003; Du et al., 2010)
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Les différenciations ostéogénique, adipogénique et chondrogénique, mettent en 

œuvre différents facteurs de transcription. Par exemple, les facteurs de transcription Runx2 

et Dlx5 jouent un rôle clé dans la différenciation des CSMs en ostéoblastes, tandis que le 

peroxisome proliferator-activated receptor gamma2 (PPARy2) est impliqué dans leur 

différenciation en adipocytes (Lecka-Czemik et al., 2002; Harada et Rodan, 2003). Sox9 

(sex determining region Y-box 9) régule la différenciation des CSMs en chondrocytes 

(Harada et Rodan, 2003; Du et al., 2010).

Les ostéoblastes se trouvent à la surface du tissu osseux en croissance. Ils 

interviennent de façon directe sur la formation osseuse. Ils synthétisent en effet les 

différentes protéines constitutives de l’ECM osseuse telles que le collagène de type I, 

l’ostéocalcine (OC), la BSP ainsi que l ’ALP. Les ostéoblastes sont donc des cellules riches 

en organites et mitochondries indispensables à la synthèse et sécrétion protéique comme le 

réticulum endoplasmique rugueux et l’appareil de Golgi. La minéralisation de cette matrice 

organique conduit à l ’accumulation de calcium et de phosphate dans la partie 

cytoplasmique des ostéoblastes où vont se former les complexes phosphates tricalciques 

(Anderson, 2003). Les cristaux d ’hydroxyapatite (HAP) ensuite formés sont libérés dans le 

milieu et vont se déposer entre les fibres de collagène (Nudelman et al., 2010). Le 

phénomène de minéralisation aboutit à l’emprisonnement progressif des ostéoblastes dans 

la matrice qu’ils synthétisent et ils deviennent alors des ostéocytes. Un autre devenir des 

ostéoblastes peut également être leur dédifférenciation en cellules bordantes ou leur mort 

par apoptose. Les ostéoblastes interviennent également de façon indirecte sur la résorption 

osseuse en synthétisant des protéines capables de réguler la différenciation et l’activité des 

ostéoclastes.

Les ostéoclastes

À la différence des ostéoblastes, les ostéoclastes sont des cellules multinuclées, qui 

sont issues de la différenciation de cellules souches hématopoïétiques en cellules 

myéloïdes progénitrices puis en préostéoclastes qui fusionnent afin de donner des 

ostéoclastes matures (Figure 2.3). Ce processus de différenciation ostéoclastique ou 

ostéoclastogénèse se déroule sous l’influence de deux cytokines principales: M-CSF et 

RANKL (Yasuda et al., 1998; Zhao et al., 2007).
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Ces deux cytokines sont nécessaires à la formation des ostéoclastes mais 

n ’interviennent pas au même moment dans les étapes de différenciation (Zhao et al., 2007; 

Boyle et a l ,  2003). Le M-CSF intervient directement sur les cellules souches 

hématopoïétiques afin de former les préostéoclastes, tandis que la co-stimulation par M- 

CSF et RANKL va permettre la fusion des préostéoclastes (Boyle et a l, 2003; Vàànânen et 

Laitala-Leinone, 2008). Finalement RANKL induit la maturation de la cellule multinuclée 

en ostéoclaste mature capable de résorber l’os (Nakagawa et a l ,  1998; Vâànànen et 

Laitala-Leinone, 2008).

M-CSF
M-CSF

RANKL

Cellules souches 
hématopoïétiques

Préostéoclastes

RANKL

mm
RANKL

T
OPG

Polykarion

&wm
Ostéoclaste

Figure 2.3: Différenciation des cellules souches hématopoïétiques en ostéoclaste (Servier 
Medical Art; Yasuda et a l, 1998; Boyle et a l ,  2003; Zhao et a l ,  2007). OPG :
ostéoprotégérine

RANKL est une cytokine synthétisée par les ostéoblastes qui assure également la 

survie des ostéoclastes matures (Yasuda et a l ,  1998). La synthèse de RANKL permet la 

ségrégation des ostéoclastes dans le tissu par effet chimiotactique en régulant l’expression 

du gène codant pour le récepteur S1PR1 (récepteur de sphingosine-1 phosphate) (Ishii et 

a l,  2009 et 2010). La sphingosine-1 phosphate (SP-1) est un sphingolipide circulant. Lors 

des étapes de différenciation, la présence de RANKL va diminuer l ’expression de S1PR1 

et donc l’affinité des ostéoclastes pour SP-1 (Ishii et a l ,  2009 et 2010). Les ostéoclastes, 

durant leur maturation, vont ainsi migrer à la surface de l’os où SP-1 est moins présente 

(Ishii et a l ,  2009 et 2010). La vitamine 1 alpha, 25-dihydroxyvitamine D3 (l,25-(OH)2D3) 

ainsi que la PTH peuvent induire une augmentation de l ’expression du gène codant pour 

RANKL (Okada et al., 2002).

L’ostéoclastogénèse est un phénomène également régulé par les ostéoblastes via la 

synthèse de l’ostéoprotégérine (OPG) (Kusumi et al., 2005). Cette protéine, lorsqu’elle est 

en solution, se lie à RANKL bloquant son interaction avec son récepteur présent à la
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surface des précurseurs ostéoclastiques et donc son action sur l ’ostéoclastogénèse (Stolina 

et a i ,  2009).

Les ostéoclastes interviennent dans une des premières étapes du remodelage osseux 

et sont responsables de la dégradation de la matrice organique osseuse en synthétisant des 

enzymes telles les métalloprotéinases matricielles (MMPs) et cathepsine K (Andersen et al. , 

2004; Troen, 2006; Vàânânen et Laitala-Leinone, 2008). Grâce à des pompes ATPases 

(ATP : adénosine tri-phosphate), les ostéoclastes libèrent également des protons qui en 

acidifiant localement le pH sont capables de dégrader la partie inorganique de la matrice 

osseuse (Baron et a l ,  1985). Durant ce processus, deux structures particulières sont 

observées : la formation de la zone d ’ancrage ou de scellement par l ’intermédiaire des 

intégrines et la formation de la lacune de Howship (cavité creusée par l ’ostéoclaste) 

(Figure 2.4) (Zhao et Ross, 2007; Vàânânen et Laitala-Leinone, 2008).

RANKLRANKL

w

Appareil de 
Golgl

Lvsosome

Catbepsine K

Lacune de 
Howship

Figure 2.4 : Structure d ’un ostéoclaste adhérant à une lamelle osseuse (Servier Medical Art;
Zhao et Ross, 2007; Vàânânen et Laitala-Leinone, 2008). NF-kB : Nuclear factor 
kappa b; TRAF6 : TNF receptor-associated factor 6.



Les ostéocytes

Les ostéocytes représentent près de 95 % de l’ensemble des cellules osseuses 

(Bonewald, 2007). Ils proviennent d ’ostéoblastes matures emprisonnés dans la matrice. 

Leur position au cœur même du tissu osseux leur confère un rôle clé dans sa régénération 

via la synthèse de molécules de signalisation (M-CSF, RANKL, sclérostine) en réaction 

aux sollicitations mécaniques par exemple (Lin et al., 2009; Heino et a i,  2009).

La morphologie des ostéocytes est légèrement modifiée par rapport à celle des 

ostéoblastes puisqu’ils possèdent de nombreuses dendrites disposées dans des canalicules. 

Ces dendrites permettent d ’établir des jonctions intercellulaires communicantes de type 

gap entre les ostéocytes (Shapiro, 1988). Les ostéocytes sont également capables 

d ’interagir avec les autres cellules osseuses. Ils peuvent ainsi être considérés comme des 

biocapteurs de l ’état de l’os régulant le remodelage osseux. De plus, les ostéocytes 

synthétisent et sécrètent des protéines de l’ECM mais de façon moins importante que les 

ostéoblastes. Par rapport aux ostéoblastes qui ont une durée de vie variant de 1 à 10 

semaines (Femandez-Tresguerres Hemandez-Gil et al., 2006) et aux ostéoclastes ayant une 

longévité de 2 semaines (Parfïtt, 1994), les ostéocytes avec une demi-vie de 25 ans vivent 

beaucoup plus longtemps (Knothe Tate et al., 2004).

2.1.3. L’équilibre ostéoblastes/ostéoclastes : le remodelage osseux

Sous l’action des ostéoclastes et des ostéoblastes l’os est en perpétuel renouvellement 

(Martin, 2007). Un adulte renouvelle environ 5 % d ’os cortical et jusqu’à 20 % d ’os 

trabéculaire chaque année (Femandez-Tresguerres Hemandez-Gil et al., 2006). Ce 

renouvellement requiert un ensemble de cellules regroupées sous forme d ’unités BMU 

(unité multicellulaire de base) (Raggat et Partridge, 2010) (Figure 2.5).
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Figure 2.5 : Le remodelage osseux : l ’importance de la BMU (Servier Medical Art; Raggat 
et Partridge, 2010; Drevelle et Faucheux, 2013)

Les BMU ont une durée de vie variant de 6 à 9 mois et possèdent suivant leur 

localisation une taille différente (os cortical : 80 pm, os trabéculaire : 50 pm) (Manolagas, 

2000; Eriksen, 2010). Ces BMU impliquent plusieurs phases qui sont : activation, 

résorption, nettoyage, synthèse et terminaison (Raggat et Partridge, 2010). La phase 

d’activation de la BMU est induite par les ostéocytes après l ’application de forces 

mécaniques. Cette phase se traduit par la différenciation des précurseurs ostéoclastiques et 

par leur activation. L’endommagement des ostéocytes par les stress mécaniques provoque 

leur apoptose et la libération dans le milieu de différents facteurs tel M-CSF et RANKL 

provoquant l’ostéoclastogénèse (Heino et al., 2009). Lorsqu’ils sont différenciés les 

ostéoclastes vont pouvoir dégrader la matrice durant 30 jours. Une fois la dégradation 

locale du tissu osseux effectuée, les ostéoclastes vont mourir par apoptose et les débris non 

dégradés vont être digérés par les « ostéomacs ». La phase suivante permet la synthèse 

d ’une nouvelle matrice osseuse grâce au recrutement, la prolifération et la différenciation 

des préostéoblastes en ostéoblastes matures. Lors du remodelage osseux, les ostéoblastes 

matures vont synthétiser environ 2 pm 3 par jour de matrice jusqu'à la formation complète 

d ’une couche d ’une épaisseur de 10 à 15 pm (Toppets et al., 2004; Femandez-Tresguerres 

Hemandez-Gil et a i ,  2006). Cette étape plus longue que l ’étape de dégradation dure 

environ 150 jours et permet ainsi la minéralisation du tissu osseux néo-synthétisé (Eriksen 

et al., 1984).
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2.2. La matrice extracellulaire
Tel que brièvement mentionné dans la section précédente, l’ECM osseuse est 

composée de deux grandes parties, l’une inorganique et l’autre organique.

2.2.1. La matrice inorganique

La matrice inorganique compte pour 65 % de la masse sèche osseuse. Elle 

représente un réservoir de minéraux qui vont être libérés lors du remodelage osseux. Les 

différents éléments présents dans la matrice sont le calcium, le phosphate, le magnésium, le 

sodium, le potassium, le fluor ainsi que le manganèse (Tableau 2.1).

La partie inorganique de la matrice osseuse est composée en grande majorité d ’ions 

calcium et phosphate qui se combinent afin de former des cristaux de HAP. Ces cristaux 

peuvent également comporter des substitutions des groupements phosphate par des 

groupements carbonate (Femandez-Tresguerres Hemandez-Gil et al., 2006).

Tableau 2.1 : Composition de la matrice osseuse bovine (LeGeros et al., 1995)

Ion %  massique

Calcium 34.8

Phosphore 15.2

Sodium 0.9

Magnésium 0.72

Potassium 0.03

Carbonate 7.4

Fluorure 0.03

Chlorure 0.13

Pyrophosphate 0.07

Total matrice inorganique 65

Total matrice organique 25

H20  absorbée 10

Trace d’éléments (Sr, Pb, Zn, Cu, Fe...)
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La formation de ces cristaux débute dans les vésicules produites soit par des 

ostéoblastes matures soit par des chondrocytes (Anderson, 2003). Les vésicules 

extracellulaires ont un diamètre de 100 nm (Hoshi et Ozawa, 2000). L’accumulation de 

calcium et de phosphate dans les vésicules jusqu'à une concentration de saturation permet 

la nucléation de particules de HAP proche de la membrane (Anderson 2003). Les cristaux 

vont ensuite croitre jusqu'à un possible éclatement de la vésicule. Cette accumulation de 

calcium et de phosphate est accrue par l ’intervention de différentes molécules au voisinage 

de la membrane (ALP, pyrophosphatase, annexine II phosphatidylsérine) (Anderson 2003). 

Une fois libérés dans le milieu, les cristaux d’HAP peuvent continuer de croitre si la 

présence de calcium et de phosphate le permet. La minéralisation du tissu se poursuit alors 

par l ’interaction entre le cristal de HAP en croissance et les fibrilles de collagène 

(Anderson 2003). Le phénomène impliqué n ’est pas totalement élucidé.

Il semble que l’intervention de protéines telles que la BSP soit cependant 

primordiale dans l’initiation de ce processus (Huang et a l ,  2008; Roach 1994; Tye et a l  

2003). Il a ainsi été mis en évidence, après extraction des protéines présentes dans la 

matrice osseuse (partie inorganique et partie organique), que la BSP était présente dans les 

différentes fractions extraites. Il est alors possible que la BSP soit à la fois liée au 

collagène de type I mais également à l’HAP (Huang et a l ,  2008). De plus, la présence de 

BSP semble favoriser la nucléation du phosphate de calcium (Yang et a l ,  2010).

2.2.2. La matrice organique

La matrice organique est principalement constituée de collagène de type I. D ’autres 

éléments constitutifs de la matrice comme les protéoglycanes, la BSP ainsi que des 

protéines adhésives comme la fibronectine sont également présentes en plus faible quantité 

(Marquis et a l ,  2009; Drevelle et Faucheux, 2013) (Tableau 2.2).

Le collagène de type I est synthétisé par les ostéoblastes matures. Il se présente tout 

d ’abord sous la forme d ’un procollagène de type I formé d ’une triple hélice constituée par 

deux chaines a l  et une chaine a2 (Gelse et a l ,  2003). Les chaines ont environ 1000 acides 

aminés et comportent le m otif (Gly-X-Y)n, la glycine, le plus petit acide aminé, permettant 

la formation d ’une hélice par sa présence tous les 3 acides aminés (Gelse et a l , 2003). La 

cohésion de l’hélice est permise par des prolines et hydroxyproline et la formation de ponts 

hydrogène. Le procollagène a une longueur de 300 nm pour un diamètre de 1,5 nm (Gelse 

et a l ,  2003). Une fois secrétée dans l ’espace extracellulaire, les extrémités N et C-
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terminales du procollagène sont clivées par des protéases provoquant ainsi l ’assemblage du 

collagène en fibrilles avec une périodicité de 67 nm (Gelse et al., 2003). La stabilité des 

fibrilles est alors assurée par des interactions entre la lysine et l’hydroxylysine due à la 

formation d ’un réseau réticulé sous l ’influence de lysine hydroxylase et de lysyl oxidase. 

L ’hydratation de ces fibrilles de collagène organisées sous forme de fibres module les 

propriétés élastiques de l’os (Gautieri et a i ,  2011; Ferreira et al., 2012). En effet, Gautieri 

et al. (2011) ont ainsi montré que des fibres de collagène hydratées avaient un module de 

Young inférieur aux fibres de collagènes déshydratées (1,2 GPa vs 2,5 GPa), ce 

phénomène étant dû à une organisation des fibres plus compacte en absence d ’eau.

La matrice contient également des protéines non collagéniques telle l’ostéocalcine 

(OC), une protéine Gla (acides y-carboxyglutamique) qui va être sécrétée par les 

ostéoblastes et permettre une régulation de la minéralisation (Lee et al., 2000; Hoang et al., 

2003). De plus, l’OC peut également influencer la différenciation des précurseurs 

ostéoclastiques. Ainsi, l ’interaction d ’un peptide extrait de l ’OC (résidus 7-36) peut induire 

une augmentation de la différenciation de cellules Mac-1+ c-fms+ qui sont des précurseurs 

ostéoclastiques lorsque ce peptide est utilisé en combinaison avec M-CSF et RANKL 

(Ishida et Amano, 2004).

La matrice est également constituée de nombreuses protéines d ’adhésion permettant 

aux cellules osseuses ostéoblastes et ostéoclastes d ’interagir avec la matrice via les 

intégrines régulant ainsi leur migration, prolifération et différenciation.
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Tableau 2.2 : Protéines non collagéniques constitutives de la matrice organique (Marquis et al., 2009; Drevelle et Faucheux, 2013)

Protéine Masse molaire et modifications post-traductionnelles Effet sur les 
ostéoblastes

Effets su r les ostéoclastes Références

OC - 49 acides aminés (5-8 kDa)
- carboxylation des 3 acides y-carboxyglutamique (Gla) dépend de la vitamine 
K (OC porcine)
- Structure stabilisée par des ponts disulfùre Cys23-Cys29

- Protéine chargée négativement en surface capable de chélater 5 ions calcium

|  Minéralisation î  Différenciation et 
maturation des précurseurs 
des ostéoclastes par des 
peptides extraits de l’OC

Grafeneau et al., 
2000; Hoang et a i , 
2003; Lee et al., 
2000; Ishida et 
Amano, 2004

Ostéonectine - 32-35 kDa
- Glycoprotéine acide constituée d’une seule chaine riche en résidus cystéine
- Glycosylation post-traductionnelle induisant un poids moléculaire de 45 kDa

î Minéralisation î  Adhésion cellulaire Sodek et ai,  2002; 
Villarreal et ai,  
1989

Protéines SIBLING (small integrin-binding ligand N-linked glycoprotein)
Ostéopontine
(BSP-1)

- 301 acides aminés (rat)
- Modifications post-traductionnelles (phosphorylation sur la sérine, O/N- 
glycosylation) induisant un poids moléculaire de 60 kDa
- Motif d’interaction cellulaire: RGD

î  Adhésion 
f Différenciation

î Adhésion 
f Résorption osseuse

Sodek et ai,  2002; 
Alford et 
Hankenson, 2006; 
Qin et ai,  2004

BSP - 327 acides aminés (33-34 kDa)
- Modifications post-traductionnelles (phosphorylation Ser/Thr, sulfatation 
tyrosine, N/O- glycosylation) augmentation du poids moléculaire de la BSP à 
75 kDa
- Motif d’interaction cellulaire: RGD

î Adhésion 
t  Minéralisation

t  Adhésion 
î  Différenciation 
t  Résorption osseuse

Alford et
Hankenson, 2006; 
Valverde et al., 
2005; Yang et ai,  
2010

SLRP (Small leucine-rich proteoglycans)
Type I (biglycane) - 200-350 kDa

-Coeur protéique riche en leucine (45 kDa) avec deux chaines courtes de 
glycosaminoglycanes (GAG) chondroïtine/dermatane sulfates

î Différenciation 
|  Minéralisation

î Ostéoclastogénèse due à 
des ostéoblastes non 
fonctionnels

Bi et ai,  2006

Type 11 (décorine) -90-140 kDa
- Coeur protéique riche en leucine (40 kDa) avec une chaine GAG chondroitine 
sulfate/dermatane sulfates

|  Minéralisation en 
modulant l’assemblage 
du collagène

Mochida et ai,  
2009

Protéines adhésives
Fibronectine - 2 sous unités de 235-250 kDa liées par 2 liaisons disulfide

- 3 types d’unité: 12 types 1 répétés, 2 types 11 répétés et 15-17 types 111 répétés
- Motif d’interaction cellulaire : RGD localisé sur la répétition III]0 et son site 
synergique PHSRN localisé sur la répétition 111?

î Adhésion 
t  Survie 
t  Prolifération 
f Différenciation 
î  Minéralisation

J. Ostéoclastogénèse 

t  Résorption osseuse

Pankov et Yamada, 
2002; Gramoun et 
a i , 2010

Thrombospondine - 120-150 kDa
- Motif d’interaction cellulaire : RGD

î Différenciation î Résorption cellulaire Alford et 
Hankenson, 2006
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2.3. Les intégrines

Les intégrines sont des récepteurs hétérodimériques transmembranaires constitués de 

deux sous-unités : a  et P (Hynes, 2002, Ruoslahti et Pierschbacher, 1987). Elles sont 

responsables de l’adhésion cellulaire et assurent la liaison entre les protéines du 

cytosquelette et les protéines de l ’ECM. La reconnaissance par les intégrines de séquences 

d ’acides aminés présentes dans les protéines de l’ECM va ainsi permettre l’adhésion 

cellulaire. Un nombre de 24 intégrines a pour le moment été identifié, avec 18 sous-unités 

a  et 8 sous-unités p (Hynes, 2002).

2.3.1. Structure

L’analyse cristallographique par rayons X de l’intégrine a vp3 a montré que les deux 

sous-unités présentaient une tête arrondie surmontant une tige (Xiong et al., 2001). Xiong 

et al. ont également mis en évidence des différences et des similitudes au niveau de la 

structure des deux sous-unités. Tout d’abord, pour chacune des sous-unités a  et p, la tige 

traverse la membrane plasmique cellulaire et possède un court domaine cytoplasmique 

(Campbell et Humphries, 2011) (Figure 2.6). La sous-unité a est composée d ’une séquence 

de 1 000 acides aminés formant plusieurs sous-domaines (fi-propeller, calf-1, calf-2 et 

thigh).

Les 400 premiers acides aminés forment le domaine appelé « P-propeller » qui est 

majoritairement composé de feuillets bêta antiparallèles et possède un site permettant 

l ’interaction via la coordination d ’ions avec la sous-unité p (Xiong et al., 2001). Par 

exemple, la surface de contact entre le domaine thigh formé de feuillets p et le domaine f}- 

propeller permet une rotation et donc un changement conformationnel pouvant être induit 

par la présence d ’ions calcium dans le domaine fi-propeller (Campbell et Humphries,

2011). La sous-unité a  possède une partie plus rigide à la base de la tige due à la grande 

hydrophobicité de l ’interface entre calf-1 et calf-2. La sous-unité p est, quant à elle, 

constituée d ’un domaine P-I, suivi d ’un domaine hybride et de 4 domaines EGF 

(Epidermal Growth Factor), pour finir par une queue P (Xiong et a l, 2001; Campbell et 

Humphries, 2011).
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Figure 2.6 : Organisations d’une intégrine constituée de deux sous-unités a  et p sous 
formes active et inactive (Hynes, 2002; Campbell et Humphries, 2011)

Deux phénomènes sont impliqués dans l ’activation des intégrines. Dans un premier 

temps, une intégrine va s’activer en présentant son site de liaison aux protéines de l’ECM 

pour favoriser une interaction avec son ligand. Le changement conformationnel induit par 

cette interaction se produit sur les deux sous-unités (a et P) de l ’intégrine aussi bien au 

niveau extracellulaire que dans la partie cytoplasmique. Ce phénomène d ’activation fait 

intervenir plusieurs cations (magnésium, manganèse, calcium), le magnésium se liant 

directement au site MIDAS (Metal ion-dependent adhesion site) (Lee et al., 1995). Le 

calcium se lie sur deux sites, l ’un de faible affinité (ADMIDAS : site adjacent à MIDAS) 

et agissant comme inhibiteur, et l’autre de haute affinité (SyMBS : synergistic metal ion 

binding site) permettant une synergie du signal (Campbell et Humphries, 2011). Ainsi 

lorsqu’un ion manganèse vient se substituer au calcium sur le site ADMIDAS, un 

changement structural se produit menant à l’activation de l ’intégrine. Dans un deuxième 

temps, les intégrines ne possédant pas d ’activité enzymatique, le regroupement d ’un grand 

nombre d ’intégrines s’avère nécessaire afin de favoriser une plus grande interaction avec 

les molécules effectrices (taline) présentes dans le cytoplasme (Campbell et Humphries, 

2011).
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Certaines intégrines peuvent être spécifiques pour des protéines particulières 

(Marquis et al., 2009; Drevelle et Faucheux, 2013) (Tableau 2.3.)- Ainsi, l ’intégrine a 5Pi 

ciblera la fibronectine tandis que l’intégrine a vp3 interagira avec la fibronectine, la 

vitronectine et la BSP via notamment la séquence d ’acides aminés RGD. Une protéine 

donnée peut être également reconnue par plusieurs intégrines. Le collagène de type I, dont 

l’un des sites de reconnaissance est la séquence DGEA (Staatz et al., 1991), est ainsi 

reconnu par trois intégrines, ciiPi, a 2pi et a3pi (Yamamoto et al., 1995; Jikko et al., 1999). 

L ’expression des intégrines au niveau membranaire est fonction du type cellulaire 

considéré. Par exemple, dans le tissu osseux, les CSMs expriment majoritairement les 

intégrines de type asPi et CX2P1 (Ode et al., 2010). Cependant, l’expression des intégrines 

changent avec l’état de différenciation des cellules puisque les ostéoblastes exprimeront 

quant à eux aussi bien les sous-unités oti-oi6, av que les sous unités Pi, p3 et ps (Lai et Cheng,

2005). De même, l’intégrine avp3, qui n ’est pas exprimée chez les ostéoclastes immatures, 

est l’intégrine majoritaire à la surface des ostéoclastes matures (Inoue et a i ,  2000; Novack 

et Faccio, 2011). Cette intégrine est responsable de la formation de la zone d ’ancrage entre 

les ostéoclastes matures et la matrice osseuse (Nakamura et a i ,  1999).
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Tableau 2.3 : Intégrines : leurs ligands et leurs fonctions (Marquis et a l,  2009; Drevelle et Faucheux, 2013)

Sous
unité

P

Sous-unité
a

Ligands Fonction Références

P, a. Collagènes t  Différenciation ostéoblastique induite par la BMP-2 
- Implication dans l’adhésion des ostéoclastes et la résorption osseuse

Jikko et al., 
1999;
Helfrich et 
a l, 1996

0-2 Collagènes

<*3 Collagènes, fibronectine, 
thrombospondine

a, Fibronectine
as Fibronectine
a* Laminines
av Fibronectine

P3 a v BSP, fibronectine, ostéopontine, 
thrombospondine, vitronectine

Adhésion et différenciation des ostéoblastes :
Anticorps bloquants dirigés contre avp inhibent la différenciation des ostéoblastes 
induite par la BMP-2

Adhésion et fonction des ostéoclastes 
Intégrine majoritaire dans les ostéoclastes matures:
-souris sans le gène p3 ont des ostéoclastes dis-fonctionnels (pas de bordure 
plissée et de formation de la zone d’ancrage (actine)) menant à l’ostéopétrose 
-la surexpression de la sous-unité av favorise la différenciation des ostéoclastes

Rodan et 
Rodan,
1997; Lai et 
Cheng, 2005

Faccio et al., 
2003a,
2003b

P5 a„ Vitronectine t  Adhésion des ostéoblastes (in vitro) 
i  Différenciation en ostéoclaste
-Souris sans le gène codant pour la sous-unité p5 présentent une différenciation en 
ostéoclaste accélérée

Lane et al, 
2005
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2.3.2. Organisation des protéines du cytosquelette et signalisation intracellulaire

Les ostéoblastes

Une fois les intégrines activées, un signal de l ’extérieur vers l’intérieur de la cellule 

est transmis permettant le regroupement et l’organisation des protéines du cytosquelette en 

structures d ’adhésion particulières appelées complexes focaux (Geiger et al., 2001; 

Critchley, 2009). Ces complexes focaux sont principalement formés de paxilline et de 

vinculine, il s’agit de la première structure formée au contact des intégrines avec l’ECM 

(Geiger et a l ,  2001). Une fois les complexes focaux formés, ils peuvent évoluer en points 

focaux d ’adhésion ou disparaitre (Geiger et al., 2001).

Les points focaux d’adhésion sont constitués de protéines structurales telles la 

taline, la vinculine et de protéines de signalisation FAK et Src ainsi que plus de cent 

cinquante autres protéines qui constituent l ’adhésome (Geiger et al., 2001; Zaidel-Bar et 

al., 2007) (Figure 2.7).

Activation par 
phosphorylation 

sur Tyr 397
T>t  576 Tyr 577 Tyr 861 PaxiUint

Tyr 92!Src

I . I il Membrane plasmique .. . .  . .  ..

Xj'x x o x x x o d :

Matrice extracellulaire

Figure 2.7 : Schéma simplifié de l ’organisation d ’un point focal et activation de la FAK 
(Geiger et al., 2001 ; Critchley, 2009)
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La taline, une fois les intégrines activées, va pouvoir interagir avec la vinculine et la 

FAK. La taline est une protéine constituée de 2 500 acides aminés qui va principalement 

interagir par l’intermédiaire de son extrémité N-terminale avec la FAK tandis que son 

domaine « tige » (contenant des hélices alpha) interagit avec la vinculine au niveau des 

hélices alpha via trois sites (607-636,852-876,1944-1969) (Brakebusch et Fâssler, 2003; 

Critchley, 2009). De plus, la taline peut interagir directement avec l ’actine G et F 

permettant ainsi la polymérisation de l’actine G (actine globulaire) en F (filament d ’actine) 

(Muguruma et al., 1990). L’interaction entre le cytosquelette et les intégrines implique la 

vinculine via la tige des sous unités P (Janssen et al., 2006; Wen et al., 2009).

L ’activation de la FAK, lors de la formation du point focal d ’adhésion, est un 

facteur important en termes de signalisation pour les ostéoblastes. Tout d ’abord, c ’est la 

partie C-terminale de la FAK qui va déterminer sa localisation au niveau des points focaux 

par l’interaction avec les protéines paxilline et taline (Chen et al., 1995; Hildebrand et a l ,  

1995).

L’activation de la FAK débute par son autophosphorylation sur la tyrosine (Tyr) 

397 (Schaller et al., 1994). La phosphorylation de la Tyr 397 va accroitre l ’affinité du 

domaine SH2 pour les protéines de la famille des Src (Schlaepfer et Mitra, 2004). Ainsi, 

les Tyr 576, 577, 861 ainsi que 925 seront ensuite phosphorylées. FAK peut activer les 

MAPKinases JNK et ERK1/2 via la phosphorylation de sa Tyr 925 qui interagit alors avec 

Grb2 {growth factor receptor-bound protein 2). L ’activation de la FAK va également 

permettre un contrôle de la motilité de la cellule via son activité au niveau des points 

focaux. En effet lorsque la Tyr 925 n ’est pas phosphorylée, le domaine SH3 va interagir 

avec ASAP 1 (Arf-GAP with SH3 domain, ANK repeat and PH  domain containing protein 

1) et ainsi inhiber l’activité des RhoGTPases menant à une désorganisation du point focal 

et des fibres d ’actine (Schlaepfer et Mitra, 2004). Lorsque la Tyr 925 est activée, la FAK 

va promouvoir les interactions entre la taline et les intégrines via l ’activation par 

phosphorylation de PIPKIy (phosphatidylinositol(4) phosphate 5 kinase type Iy) permettant 

une interaction avec la taline et la formation de point focaux (Schlaepfer et Mitra, 2004; 

Lee et al., 2005).

26



Les ostéoclastes

Les ostéoclastes matures vont adhérer à la surface de l’os par l’intermédiaire des 

intégrines. L’organisation des intégrines a vp3 permet la formation des podosomes et de 

délimiter une zone étanche entre l’ostéoclaste et l’ECM osseuse (Luxenburg et al., 2006).

Cette zone évolue ensuite en lacune de Howship lors de la dégradation de l ’ECM. 

Faccio et al. (2003b) ont ainsi montré l’importance de l’intégrine a vp3 pour l’activité des 

ostéoclastes. En effet, chez les souris beta3'/', en raison de l’absence de la formation de la 

lacune de Howship, les ostéoclastes ne sont pas fonctionnels. De plus, Pfaff et Jurdic (2001) 

ont montré que, chez les ostéoclastes de poulet, la localisation des podosomes est en 

périphérie de la cellule durant le processus de maturation (macrophage -> ostéoclastes) en 

présence de RANKL.

Régulation du comportement cellulaire par les intégrines

La fonction principale des intégrines n ’est pas seulement de promouvoir l ’adhésion des 

cellules à l ’ECM mais également de réguler le comportement cellulaire en termes de survie, 

prolifération, différenciation et migration (Nakamura et al., 1999; Oursler, 2010; Yan et a l,

2012). L’interaction des intégrines avec les différentes protéines de l’ECM permet 

l’organisation du cytosquelette cellulaire qui sert de signal de survie. De plus, l’interaction 

entre le collagène et l ’intégrine 012P1 est impliquée dans la différenciation des 

préostéoblastes murins MC3T3-E1 par l ’intermédiaire de l ’activation de la FAK et de 

ERK1/2 (Takeuchi et al., 1997).

Même si les intégrines servent de premier signal dans la survie des cellules osseuses et 

peuvent réguler leur différenciation, il existe d ’autres facteurs, dont les BMPs, qui jouent 

un rôle important dans cette différenciation et la synthèse des protéines de l ’ECM.
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2.4. Régulation du comportement des cellules osseuses par les 

BMPs

2.4.1. Les sous-familles de BMPs

Les BMPs sont des protéines de la famille des TGF- p (Transforming growth 

factor-fi) bien connues comme ayant un rôle dans la formation du tissu osseux et sa 

réparation (Kugimiya et a l ,  2005; Al-Aql et a l ,  2008). Ils permettent notamment la 

différenciation des CSMs en ostéoblastes puis en ostéocytes (Figure 2.8).

Les BMPs interviennent également lors du développement de l’embryon 

(développement du foie, système nerveux, poumon), de l’angiogénèse ou dans le processus 

inflammatoire (David et al., 2007; Scharpfenecker et a i,  2007).

BMP-2,-6,-9 BMP-2,-4„-7.-9

4/ ® ^
Q Q s @

y / -

Cellules stroma les 
mésenchvmateuses

Préostéoblastes Ostéoblastes Ostéocytes

Prolifération
Différenciation

Figure 2.8 : Prolifération et différenciation des préostéoblastes issus des CSMs (Servier 
Medical Art; Harada et Rodan, 2003; Marquis etal., 2009)

Ces BMPs ont été mises en évidence pour la première fois en 1965 lorsque le Dr 

Urist a pu observer la formation de structure osseuse in vivo après implantation d ’os 

déminéralisé dans le muscle de lapin (Urist 1965). Plus tard, les BMPs ont été identifiées 

comme étant responsables de la propriété ostéoinductive de la partie organique de l’ECM 

osseuse (Urist et Strates 1971).

Depuis 1971, plus de 20 BMPs ont été identifiées et catégorisées en sous-familles 

en comparant leur homologie de séquence au niveau de l’extrémité C-terminale (Tableau
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2.4.). Les membres des grandes sous-familles BMP-2/-4, BMP-3, BMP-5/-6/-7/-8/-8b, 

BMP-9/10 et BM P-12/-13/-14 ont des homologies de séquence d ’environ 50 % (Bessa et 

al., 2008). Par exemple, la BMP-7 possède une homologie de séquence de 87 % avec la 

BMP-5 alors que cette homologie chute à 60 % avec les BMP-2/-4 (Martinovic et al.,

2006).

Tableau 2.4 : Familles des BMPs et leurs récepteurs (Mazerbourg et Hsueh, 2006; Bessa et 
al., 2008; Senta et al, 2009)

Famille BMP Récepteur 

de type I

Récepteur de 

type II

Smad Références

BMP-2/-4 BMP-2 ALK3/6 BMPRII/ActRIla Smad 1/5/8

BMP-4 ALK3/6 BMPRII/ActRIIa Smadl/5/8

BMP-3 BMP-3 ALK4 ActRIIa Smad2/3

BMP-5/-6/-7/-8/-8b BMP-5 ALK3/6 Smadl/5/8 Ro et a l , 2004

BMP-6 ALK2/3/6 BMPRII/ActRIIa Smadl/5/8

BMP-7 ALK2/3/6 BMPRII/ActRIIa Smadl/5/8 Dudley et al., 

1995

BMP-8 ALK3/6 BMPRII/ActRIIa Smadl/5/8 Zhao et Hogan, 

1996; Zhao et 

al., 2001

BMP-8b Zhao et Hogan, 

1996; Zhao et 

a l, 2001

BMP-9/-10 BMP-9 ALK 1/2 BMPRII/ActRIIa Smadl/5/8 David et al., 

2007, 2008; 

Scharpfenecker 

et a l, 2007

BMP-10 ALK 1/3/6 BMPRII/ActRIIa Smadl/5/8 David et al., 

2007

BMP-12/-13/-14 BMP-12 ALK3/6 BMPRII/ActRIIa Smadl/5/8

BMP-13 ALK3/6 BMPRII/ActRIIa Smadl/5/8

BMP-14 ALK3/6 BMPRII/ActRIIa Smadl/5/8

ActR : récepteur de l’activine; ALK : récepteur activine; BMPR : récepteur des BMPs

Les BMPs sont synthétisées sous la forme de prépropeptides composés de 400 à 

500 acides aminés. Elles prennent par la suite leur forme active après modifications post- 

traductionnelles (clivage dans la séquence Arg-X-X-Arg du domaine en C-terminal) et en 

se dimérisant grâce à la formation de ponts disulfiire (Aono et al., 1995). Différentes
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cellules peuvent synthétiser les BMPs (Marie, 2001; Suttappreyasri et a l ,  2006; Bidart et 

al., 2012).

Les-ostéoblastes synthétisent les BMPs -2, -3, -4, -6, -7 et -8 (Marie, 2001; 

Suttappreyasri et a l ,  2006) alors que la BMP-9 est synthétisée dans le foie par les cellules 

épithéliales biliaire intra-hépatiques et par les hépatocytes (Bidart et a l ,  2012). De plus, 

60 % des ARNm exprimés dans l’os endomembranaire humain codent pour les BMP-2, -5, 

-6 et -7 (Suttapreyasri et al., 2006). On retrouve également en plus faible quantité l’ARNm 

codant pour la BMP-9 dans l’os endomembranaire humain (Suttapreyasri et a l ,  2006). 

Récemment, la BMP-9 a été détectée dans le plasma à une concentration de 2-12 ng/mL 

(Bidart et al., 2012). Elle peut circuler dans le sang sous deux formes, une forme active 

couplée à son prodomaine et sous une forme inactive qui peut être activée par la fiirine. La 

fraction active circulante de la BMP-9 est d ’environ 60 % (Bidart et a l,  2012). De plus, la 

BMP-9 a également été récemment détectée dans les plaquettes (Osada et al., 2012).

Or le processus de réparation endochondrale des fractures implique plusieurs étapes 

(Al-Aql et a l ,  2008) (Figure 2.9). Tout d ’abord, un traumatisme altère l’intégrité du tissu 

osseux et s ’accompagne d ’une rupture des vaisseaux. L ’hémorragie induite est régulée par 

la formation d ’un hématome ainsi que par le déclenchement d ’une réaction inflammatoire. 

Différentes cytokines et facteurs de croissance (IL, BMP, TGF, VEGF) vont être 

synthétisés et recrutés afin de permettre : la formation du calus via les chondrocytes, le 

recrutement et la différenciation des ostéoclastes et la prolifération ainsi que la 

différenciation des cellules ostéoprogénitrices en cellules matures (ostéoblastes) (Radi et 

Khan, 2005). Quel est alors l’influence de la BMP-9 lors du phénomène de réparation 

osseuse ? Durant le processus d’hémostase après une fracture osseuse, les plaquettes sont 

parmi les premiers intervenants, leur dégranulation pourrait alors libérer de la BMP-9 au 

niveau du site de fracture. Mais cette hypothèse reste à vérifier in vivo. Par contre, la BMP- 

2 semble intervenir tout au long du processus de réparation osseuse (Al-Aql et al., 2008; 

Cho et al,. 2002).
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Figure 2.9 : Processus de réparation osseuse après fracture (Servier Medical Art; Al-Aql et 
al., 2008). GDF : Growth differentiation factor

De plus, les effets de différentes BMPs sur les cellules osseuses ont été documentés 

dans de nombreuses études (Guicheux et a l ,  2003; Kang et a l ,  2004; Visser et al., 2012) 

(Tableau 2.5.). Par exemple, la BMP-2 et la BMP-7 sont connues pour accroître l’activité 

de l ’ALP dans les ostéoblastes murins mais également pour jouer un rôle dans la régulation 

de la prolifération, différenciation ainsi que l’apoptose des cellules osseuses (Yamaguchi et 

a l,  2000; Wei et al., 2008). Ainsi, Zhang et al. (2012b) ont montré que la BMP-7 (10 - 400 

ng/mL) était capable d ’induire, suivant la dose, la prolifération et la différenciation après 4 

et 7 jours des préostéoblastes MC3T3-E1. De plus, Hyzy et al. (2012) ont comparé 

l’impact d’un traitement utilisant 200 ng/mL de BMP-2 sur des CSMs humaines et des 

ostéoblastes matures (NHOst) pendant 6h. Ils ont ainsi observé que seules les cellules 

différenciées entraient en apoptose (Hyzy et al., 2012).

La BMP-2 combinée à une éponge de collagène (Medtronic) est approuvée par la 

FDA aux USA, notamment afin de permettre une meilleure régénération lors de fractures 

ouvertes du tibia (Medtronic, Infuse® Bone Graft fact sheet). D ’autres BMPs ne sont 

actuellement pas utilisées d ’un point de vue clinique mais pourraient présenter un intérêt 

thérapeutique comme les BMPs-4, -5 et -6, qui possèdent à la fois un potentiel 

ostéogénique mais qui peuvent également favoriser la différenciation chondrogénique 

(formation endochondrale du tissu osseux) (Al-Aql et al., 2008; Cho et a l ,  2002; Shen et 

al., 2010).
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Tableau 2.5 : Effet des BMPs sur les cellules osseuses

Famille BMP Concentration Effet Référence

BMP2/-4 BMP-2 Adénovirus |  activité de l’ALP dans les 
C2C12 (40 h)

Kang et al., 2004

BMP2/-4 BMP-2 100 ng/mL î  activité de l’ALP dans les 
MC3T3-E1 (2 jours)

Guicheux et al, 

2003

BMP2/-4 BMP-4 Adénovirus t  activité de l’ALP dans les 
C2C12 (40 h)

Kang et al., 2004

BMP-3 BMP-3 100 ng/mL 

Milieu
contenant de la 
BMP-3
produite par 
adénovirus

j, expression de l’ARNm 
codant pour Runx2, 
collagène de type I et OC 
chez les C2C12 (2 jours) 
l activité de l’ALP dans les 
CSMs (48 h)

Matsumoto et al, 

2012

Kokabu et al., 

2012

BMP-5/-6/-7/-8/-

8b

BMP-6 Adénovirus f activité de l’ALP dans les 
C2C12 (40 h)

Kang et al., 2004

BMP-5/-6/-7/-8/-

8b

BMP-6 100 et 300 
ng/mL

f activité de l’ALP dans les 
MC3T3-E1 (3 et 7 jours)

Visser et a l, 2012

BMP-9/-10 BMP-9 Adénovirus f activité de F ALP dans les 
C2C12 (40 h)
f activité de FALP dans les 
C3H10T1/2 (7 et 10 jours)

Kang et a l, 2004 

Tang et al, 2009

BMP-9/-10 BMP-9 42.3 ng/mL ■f expression de l’ARNm 
codant pour Runx2, Osx et 
OC chez les MC3T3-E1 (6 
jours)

Bergeron et al, 

2009

BMP-12/-13/-14 BMP-12 1 000 ng/mL Ne permet pas la 
différenciation des C2C12 
en ostéoblastes à 6 jours

Inada é ta l,  1996

BMP-12/-13/-14 BMP-13 300 ng/mL 
dans un milieu 
ostéogénique

l  expression de l ’ARNm 
codant pour FALP et J. 
l’activité de l’ALP des 
CSMs humains (14 jours) 
comparé à un milieu 
ostéogénique

Shen et al, 2009

De récentes études ont par ailleurs mis en évidence le fort pouvoir ostéogénique de 

la BMP-9 comparée à la BMP-2 (Kang et al., 2004 et 2009). Une différenciation 

ostéogénique des cellules souches murines (C3H10T1/2) et des myoblastes (C2C12) plus 

importante en terme d ’activité de l’ALP a été observée lorsque ces cellules sont 

transfectées par un adénovirus codant pour BMP-9 par rapport à celui codant pour la BMP- 

2 (Kang et al., 2004 et 2009).
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2.4.2. Les voies de signalisation des BMPs

Les récepteurs des BMPs

Pour stimuler les cellules osseuses, les BMPs interagissent sous forme de dimères 

avec deux récepteurs cellulaires transmembranaires Ser/Thr kinase spécifiques, de type I 

(ALK1, ALK2, ALK3 et ALK6) et .de type II (BMPRII, ActRIIA, ActRIIB). Les BMPs 

ont une faible affinité pour leurs récepteurs de type I ou de type II mais établissent une 

interaction plus forte avec le complexe tétramérique formé par deux récepteurs de type I et 

deux de type II (Varga et Wrana, 2005). Les BMPs interagissent avec leurs récepteurs via 

leurs épitopes wrist et knuckle. Ainsi dans le cas de la BMP-2, une analyse 

cristallographique du récepteur de type I a permis de mettre en évidence l’interaction entre 

l’épitope wrist et le récepteur de type I ALK3 alors que l ’épitope knuckle interagit avec le 

récepteur de type II BMPR-II (Kirsch et al., 2000; Knaus et Sebald, 2001, Nickel et a l ,  

2001). Les récepteurs des BMPs possèdent tous la même structure, une partie 

intracellulaire contenant des domaines Gly-Ser (récepteur de type I), un autre domaine 

intracellulaire contenant l’activité Ser/Thr kinase, un domaine transmembranaire et enfin 

un domaine extracellulaire contenant 8 résidus Cys participant à la structure du récepteur 

par la formation de ponts disulfure (Kawabata et a l ,  1998; Lin et al., 2006). Lorsque le 

dimère de BMPs interagit avec deux récepteurs de type I et deux récepteurs de type II, la 

phosphorylation du récepteur de type I par le récepteur de type II est induite. Cette 

activation des récepteurs de type I est nécessaire à la transduction du signal via leur action 

sur les protéines Smads (Sieber et al., 2009).

La voie canonique des Smads

Les Smads comportent deux domaines MH1 et MH2 reliés par une région linker. 

Le domaine MH1 permet la liaison des Smads à l ’ADN (acide désoxyribonucléique) tandis 

que le domaine MH2 permet la translocation des Smads activées du cytoplasme vers le 

noyau (Massagué et a l ,  2005).

Il existe deux voies des Smads, la voie canonique des BMPs faisant intervenir les 

Smadl, Smad5 et Smad8 (Massagué et al., 2005; Varga et Wrana, 2005) (Figure 2.10) et la 

voie des TGF-p et activines qui implique les Smad2 et Smad3 (Massagué et a l ,  2005).
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Figure 2.10 : La voie canonique des Smads (Massagué et al., 2005, Varga et Wrana, 2005)

Les récepteurs de type I phosphorylés vont induire à leur tour la phosphorylation 

des Sm adl, Smad5 et Smad8 (R-Smad : Smad régulé par les récepteurs). Cette 

phosphorylation bloque les interactions entre les domaines MH1 et MH2 des Smads les 

laissant ainsi libres d ’interagir avec d ’autres molécules de signalisation. Ainsi, les 

domaines MH2 de deux R-Smads lient Smad4 (Co-Smad : Smad partenaire commun), 

pour former un complexe (Wu et al., 2001; Massagué et al., 2005). Ce dernier va ensuite 

se déplacer jusqu’au noyau et interagir avec les promoteurs des gènes cibles par 

l ’intermédiaire de la p300 et CBP (CREB-bindingprotein). L ’expression des gènes codant 

pour les marqueurs ostéogéniques précoces, tels Dlx5, Runx2 et Osx, ainsi que l’activation 

de gènes plus tardifs codant pour ALP, OC ou la BSP sont ainsi induites (Massagué et al., 

2005).

L’activation de la voie des Smads est fortement régulée par des inhibiteurs 

(Gazzerro et Canalis, 2006). Ces derniers peuvent être extracellulaires (noggin, chordin, 

follistatine) ou intracellulaires (Smad6, Smad7) (Zimmerman et al., 1996; Kamiya et al., 

2010a, Gazzerro et Canalis, 2006). Par exemple, les BMPs comme la BMP-2 peuvent se 

lier à des molécules comme le noggin ce qui inhibe leur interaction avec les récepteurs



Ser/Thr kinases (Zimmerman et al., 1996). Par contre, le noggin n ’a pas d ’effet sur la 

BMP-9 (Rosen, 2006).

D’autre part, les I-Smad (Inhibiteur de Smad, Smad6 et Smad7) peuvent réguler 

l’activation des Smadsl/5/8 à deux niveaux. Au niveau du récepteur, tout d ’abord, puisque 

Smad7 peut bloquer la phosphorylation des Smadl/5/8 en se fixant au récepteur de type I 

via son domaine MH2 (Kamiya et al., 2010a). De plus, Smad6 peut aussi empêcher la 

formation du complexe entre Smad4 et les Smadl/5/8. Finalement les Smadl/5/8 peuvent 

être adressées au protéasome via l’action des molécules Smurfl et Smurf2 {Smad ubiquitin 

regulatory factor) (Zhang et al., 2001). En effet, en interagissant avec Smad7, Smurfl est 

capable d ’induire l ’ubiquitination et la dégradation du récepteur de type I des BMPs par le 

protéasome (Murakami et al., 2003). Finalement, la GS3K-P {glycogen synthase kinase 3 (3) 

est également un régulateur de la voie des Smads. L’inhibition de la GS3K-p dans des 

fïbroblastes murins incubés en présence de la BMP-7 permet un maintien de la 

phosphorylation de Smadl jusqu’à 3h contre seulement lh  en absence d ’inhibiteur 

(Fuentealba et al., 2007).

2.4.3. Les réactions croisées intégrines/BMPs

Les BMPs interagissent également avec les intégrines. Ce phénomène est plus 

rarement décrit dans la littérature. Cependant Lai et Cheng (2005) ont pu observer deux 

phénomènes. La colocalisation du récepteur de type II BMPR-II avec l ’intégrine a vp, mais 

également la nécessité de celle-ci afin de permettre l’activité du récepteur BMPR-II (Lai et 

Cheng, 2005). De plus, la stimulation par la BMP-2 d’ostéoblastes humains isolés d ’os 

trabéculaire induit une augmentation de la quantité d ’intégrines a vp et aPi à la surface des 

cellules (Lai et Cheng, 2005). Jikko et al. (1999) ont également démontré la nécessité de 

l ’intégrine 012P1 dans les premières étapes de différenciation des cellules 2T3 en 

ostéoblastes en présence de la BMP-2. Marquis et al. (2008) ont montré que la stimulation 

par un peptide dérivé de la BMP-9 (pBMP-9) (400 ng/mL) induit au niveau membranaire 

une augmentation de la sous-unité a vchez les préostéoblastes MC3T3-E1 adhérents à une 

surface de polystyrène (PS) présentant un peptide extrait de la BSP (Ac- 

CGGNGEPRGDTYRAY-NH2) ou pRGD. Seule la présence de pBMP-9 avec le peptide 

pRGD permet une augmentation de l ’activité de l ’ALP à 24h, la présence d ’un peptide
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mimant le collagène (CGGDGEA) interagissant avec l’intégrine 012P1 n’induit pas une telle 

augmentation (Marquis et a l ,  2008).

La signalisation induite par les BMPs est également liée à celle de la FAK. En effet, 

l’activation de la FAK est un pré-requis afin de pouvoir observer l ’activation de la voie des 

Smads dans les préostéoblastes MC3T3-E1 stimulés par la BMP-2 (Tamura et a l ,  2001). 

L’expression d ’un ARNm antisens de FAK bloque l’activité transcriptionnelle mais pas la 

translocation vers le noyau de Smadl (Tamura et al., 2001).

2.5. Autres voies de signalisation

2.5.1. La voie des MAPKs

La voie des MAPKs est également une voie importante dans les préostéoblastes 

MC3T3-E1 puisqu’elle joue un rôle dans la signalisation induite par les BMPs (Guicheux 

et a i ,  2003). La voie des MAPKs se compose de trois cascades : p38, ERK1/2 et INK 

(Figure 2.11). Lorsque les deux récepteurs de type I et les deux récepteurs de type II 

interagissent avec la BMP, XIAP (inhibiteur de l’apoptose lié au chromosome X) qui agit 

comme une protéine adaptatrice permet l ’activation de la voie des MAPKs. XIAP recrute 

TAB1 (TAK binding protein 1) et TAK1 (TGF-f) activated kinase 1) au niveau du 

récepteur de type I (Yamaguchi et al., 1999). TAK1 est alors activée par phosphorylation 

et permet la stimulation aussi bien de ERK1/2 que de JNK ou p38 (Shim et al., 2009). 

L’activation des 3 voies des MAPKs se fait par des intermédiaires différents. Tout d ’abord, 

pour p38, TAK1 va activer MKK3 ou MKK6 (MAPKinase kinase) qui va ensuite 

phosphoryler la p38 alors que, pour obtenir la phosphorylation de ERK1/2, l ’intermédiaire 

sera MKK1 ou MKK2. Watanabe-Takano et al. (2010) ont ainsi montré que, lorsque M- 

Ras est activé par la BMP-2, les préostéoblastes MC3T3-E1 se différencient via 

l ’activation des MAPK p38 et JNK. En effet, l’utilisation d ’inhibiteurs de p38 (SB203580) 

et JNK (SP600125) en présence de la BMP-2 bloquent la différenciation des 

préostéoblastes MC3T3-E1 en ostéoblastes matures (Guicheux et a l, 2003). Wang et al. 

(2007) ont également montré que cette différenciation via p38 se déroulait par le contrôle 

de l ’expression d ’Osx, l’inhibition de p38 menant à une diminution de l ’ARNm codant 

pour Osx et de l ’expression de la protéine dans des ostéoblastes extraits du calvaria de
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souris p 5 3 /_. Cependant, l’effet de ERK1/2 sur la signalisation et la différenciation de 

préostéoblastes en ostéoblastes matures n ’est pas clairement établi.

Certaines études tendent à montrer la nécessité de l’activation de ERK1/2 afin 

d ’obtenir une différenciation des préostéoblastes murins MC3T3-E1 (Su et a l ,  2010; Ge et 

a l,  2012).

9?‘r

Smad7
TABl/2/3

TAKI

R-SauM Cs-Sima
(Snud 1/5/1) (Sm MU)

R-S«mcI

Smad6
(SmmM)

JN K

Dlx5. Osx. ALP

Figure 2.11 : Voie de signalisation des MAPKinases (Yamaguchi et a l, 1999; Shim et a l ,  
2009; Wang et a l ,  2007) CREB : cyclic AMP response element binding protein

Cependant, des effets antagonistes des voies Smad/MAPK ont également été 

identifiés. Par exemple, TAKI en interagissant avec le domaine MH2 des Smads peut 

bloquer la différenciation des cellules souches C3H10T1/2 en ostéoblastes matures 

(Hoffmann et a l ,  2005). De plus, l’interaction de ERK1/2 au niveau de la région liant les 

domaines MH1 et MH2 des Smads va empêcher la formation du complexe R-Smad/Co- 

Smad et donc retenir les Smads dans le cytoplasme (Kretzschmar et a l ,  1997; Massagué, 

2003). JNK semble également avoir une influence sur la voie des Smads. En effet la 

phosphorylation de JNK inhiberait Smad6 permettant la phosphorylation de R-Smad (Liu 

et a l ,  2011). Cependant, une autre étude présente un résultat plus mitigé puisque 

l ’activation de JNK dans des myoblastes C2C12 induirait une surexpression de Smadô en 

présence de TNFa et de BMP-2 (Mukai et a l ,  2007).
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2.5.2. La voie Wnt canonique

Une autre cascade de signalisation importante pour la différenciation et le 

fonctionnement des cellules osseuses est la voie des Wnts (Minear et a i ,  2010; Kubota et 

al., 2009; Marcellini et a i ,  2012) (Figure 2.12).

Figure 2.12 : Influence des Wnts sur la différenciation des CSMs (Kubota et al., 2009;

Elle se compose de trois cascades de signalisation : canonique, non canonique et la 

voie faisant intervenir le calcium (Amin et Vincan, 2012; Baron et Kneissel, 2013). La 

voie canonique sera décrite plus en détails tandis que les deux autres voies seront 

présentées brièvement dans la figure 2.13 (MacDonald et a i , 2007; Amin et Vincan, 2012; 

Baron et Kneissel, 2013). La voie canonique des Wnts est activée par l’interaction de W ntl, 

Wnt2b, Wnt3a, Wnt7b ou Wnt8a et b sur deux récepteurs, le récepteur Frizzled et le 

récepteur LRP5/6 (low density lipoprotein receptor related protein 5 and 6) (Kubota et al., 

2009 ). Cette interaction provoque l ’activation de la protéine intracellulaire Dishevelled 

(Dvl) qui va permettre la stabilisation de la p-caténine. L ’accumulation de la P-caténine 

dans le cytoplasme permet sa translocation vers le noyau ou elle forme un complexe avec 

Lefl (lymphoid enhancer-binding factor 1) et Tcf (T-cell factor). Le complexe P- 

caténine/Tcf/Lefl va interagir avec le promoteur des gènes cibles (BMP-2, Runx2, 

RANKL) (Dong et al., 2006; Spencer et a i ,  2006). L ’activation de la Dvl empêche ainsi la 

formation du complexe impliquant la GS3K-P, l’axine, la caséine kinase la  (C K la) et 

APC (adenomatous polyposis coli). Celui-ci est en effet impliqué dans la phosphorylation

Préadipo<yte

^  \ Précioidrocyte

Wnt

Wnt/BMPWnt/BMP
Sclérostme

Marcellini et a i ,  2012)
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par la GS3K-P de la P-caténine, cette dernière, une fois phosphorylée, étant adressée au 

protéasome (Rubinfeld et a l ,  1996; MacDonald et a l ,  2007; Liu et a l,  2007).

p |epyM w»,4ÿ,V M jW * ïAA ĵi Frizzled !l Frizzled

T Î f j

Aline

RhoA

Protéasome

Cytosquelette Voie de la |Fcaténine

BMP-2

Figure 2.13: Voie canonique et non canonique induite par la stimulation de Wnts (Amin et 
Vincan, 2012, Baron et Kneissel, 2013). NF-AT : Nuclear factor o f activated T; 
RhoA : Ras homolog family member A ; Rock2: Rho kinase 2

La voie des Wnts canonique peut être régulée par plusieurs facteurs au niveau 

extracellulaire. Deux types d ’inhibition existent, l ’une empêchant Wnt d ’interagir avec son 

récepteur en le piégeant par des molécules comme SFRP (secreted frizzled-related  

proteins), l ’autre bloquant les récepteurs Frizzled et LRP5/6 en faisant intervenir par 

exemple la protéine Dickkopf (Dkk) (Fedi et a l ,  1999).

La voie des Wnt joue un rôle dans plusieurs processus de différenciation. Par 

exemple, Ross et a l ,  (2000) ont montré que, dans les préadipocytes murin (3T3-L1), la 

présence de W ntl (rétrovirus) bloquait la différenciation en adipocyte (marquage avec Oil 

Red O). De plus, Joeng et al. (2011) ont montré que la délétion chez la souris des 

récepteurs LRP5/6 et donc de la voie canonique des Wnts crée chez l’embryon des défauts 

dans le développement du squelette mais induit une hypertrophie chondrocytaire.
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Les voie des Wnt et des BMPs s’influencent également mutuellement (Figure 2.14). 

Tang et a i  (2009) ont ainsi démontré que des C3H10T1/2 transfectées par un adénovirus 

codant pour la BMP-9 présentaient une activation de la voie canonique des Wnts après 36 

h et une augmentation de l ’activité de leur ALP après 7 jours. De plus, la stimulation par 

Wnt3a de préostéoblastes MC3T3-E1 permet l’activation de la synthèse de BMP-2 (Cho et 

a i, 2012). Zhang et a i  (2009b) ont montré que la BMP-2 pouvait également réguler la 

voie des Wnts au niveau de l ’expression du récepteur LRP5/6 et en inhibant l’E3 ligase qui 

intervient dans la dégradation de la P-caténine. Sato et a i  (2009) ont aussi observé un 

accroissement de la synthèse d’OPG dans les préostéoblastes MC3T3-E1 en présence de 

Wnt3a et de BMP-2 montrant ainsi l ’importance de la voie des Wnts dans ces réactions 

croisées avec la BMP-2 sur l’ostéoclastogénèse. En effet, une augmentation de la synthèse 

en OPG peut induire une diminution de la différenciation des précurseurs ostéoclastiques 

en ostéoclastes matures (Kusumi et a i ,  2005; Stolina et a i, 2009).

Dkkl --------- 1

W ïVSV*
,î.v.V.V

Smad7K-Smad
rSoudl/S/V)TABI/2/3

TAKI

APC Axine

P P (Snwdl/5/*)

V 7M EK4/7 MKKM

Smadb

Protéasome

x5, Osx, ALP, 
DKK1

Figure 2.14 : Réaction croisée BMPs/voie canonique des Wnts (Varga et Wrana, 2005; 
Amin et Vincan, 2012)
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En résumé, les phénomènes d ’adhésion via entre autres les interactions intégrines- 

protéines de l ’ECM et de différenciation cellulaires sont intimement liées. En effet, le 

premier contact d’une cellule avec l’ECM va définir son aptitude à adhérer, survivre et se 

différencier en répondant aux cytokines et facteurs de croissance dont les BMPs et Wnt. 

De plus, les BMPs et les Wnts gouvernent le fonctionnement cellulaire et donc la 

réparation osseuse. Ainsi, le développement de matériaux biomimétiques prenant en 

compte cet aspect adhésion et capacité de réponse des cellules adhérentes aux facteurs de 

croissance semble prometteur pour des applications osseuses. Il convient néanmoins de 

décrire dans un premier temps le type de matériau utilisé en application osseuse et qui peut 

être sélectionné pour la fonctionnalisation par des peptides d’adhésion.
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2.6. Choix du matériau
2.6.1. Les matériaux en régénération osseuse

Il existe plusieurs types de matériaux utilisés dans le domaine osseux ayant chacun 

leurs avantages et leurs limitations (Tableau 2.6.). Il existe ainsi trois grandes familles de 

matériaux, les matériaux inorganiques, les polymères (naturels et synthétiques) et 

finalement les matériaux composites. Tous ces biomatériaux ont en commun la recherche 

d ’une passivité au niveau de la réponse immunitaire afin de ne pas induire de 

complications, l’absence de toxicité et d’effet cancérigène (Ratner et al., 2004).

Tableau 2.6 : Les matériaux en application osseuse, avantages et limitations (adapté de 
Marquis et al., 2009)

Matériaux Avantages Désavantages Exemple

Inorganiques Biocompatible, ostéoconductif, 

ostéointégratif, similaire à l’os, 

résorbable ou non résorbable, 

Permet l’adsorption des BMPs

Ostéoinduction limitée, 

cassant, difficulté à définir 

le 3D

- Corail, verre bio actif, 

HAP

- Métaux : Titane

Polymères

naturels

Biocompatible, ostéoconductif, 

ostéointégratif

Permet l’adsorption des BMPs

- Ostéoinduction limitée

- Transmission d ’agent 

pathogène

- Difficulté de stérilisation

- Protéines : Collagène

- GAG : chitosan

Polymères

synthétiques

- Ostéoconductif, ostéointégratif

- Fabrication reproductible

- Stérilisable

- Ostéoinduction limitée

- Reconnaissance cellulaire 

parfois difficile

- Possible dénaturation des 

protéines adsorbées

PCL, PLA, etc.

Matériaux

composites

Combine les avantages des 

différents matériaux 

sélectionnés

Mélange des matériaux 

parfois difficile

PLA-chitosan, PLA- 

polyéthylène glycol- 

HAP...

PCL : polycaprolactone; PEG : Polyéthylène glycol; PLA : Polylactide

Les derniers développements dans le domaine des matériaux en application osseuse se 

concentrent sur les matériaux cherchant à mimer le vivant, les matériaux biomimétiques. 

Afin d’avoir des propriétés similaires à celles du « standard en or », les autogreffes, ces 

nouveaux biomatériaux doivent permettre non seulement une bonne ostéoconduction mais 

également une bonne ostéoinduction (Ratner et al., 2004). Dans certains cas, le 

remplacement total de l ’implant par une matrice nouvellement formée est également requis.
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Dans ce cas, le matériau doit être biodégradable et être résorbé dans un temps raisonnable 

sans induire de réaction de la part de l ’organisme. Un grand engouement pour les 

polymères synthétiques dans la conception des matériaux biomimétiques a ainsi été 

observé en raison de leur procédé de synthèse plus reproductible et leur biodégradation 

contrôlée (Middleton et Tipton, 2000; Chen et al., 2007; Zhou et Xanthos, 2008; Ajami- 

Henriquez et al., 2008). Les polymères sont caractérisés par différents paramètres comme 

la formule chimique du monomère, la longueur de chaine, la cristallinité, la température de 

transition vitreuse, la température de fusion (Tableau 2.7). L’ensemble de ces paramètres 

va jouer un rôle sur la compatibilité, la dégradation et les propriétés mécaniques du 

polymère.

Tableau 2.7 : Propriétés de différents polymères synthétiques

Matériau Structure Propriétés
physiques

Dégradabilité 
/  tolérance de 
l’organisme

Effet sur les 
cellules 
osseuses

Réf

Polyméthacrylate 
de méthyle 
(PMMA)

P H 3

0 \
CH,

Ti= 130-140°C U tilisé dans les 
cim ents
(C ortoss® )

PLA
0

CH,

T f= 173-178°C  
'  C ontrô le  de la 

cristallin ité -3 5 %  
(stéréochim ie) 
f  C ristallinité , * 
propriétés 
m écaniques

t  C rista llin ité  

- >  |  D égradation

- P rodu its  de 
dégradation  acide
- D égradation  6- 
12 m ois

U tilisé dans le 
cad re  des fils de 
su ture 
(D exon® ) 
P erm et la  
d ifférenciation  
des C SM s de rat 
en  ostéoblastes 
Fixsorb®  
N eofix®

G ugala et
G ogolew ski,
2004

Polylactide-co- 
glycolide (PLGA)

o2r Contrôle d e  la 
v itesse de 

- dégradation  par 
l’in term édiaire 
des ratios de 
m onom ères

T em ps de dem i- 
v ie de 1 à  6  m ois; 
dégradation  
m axim um  au  ratio  
50/50

U tilisé  com m e 
suture
(Polysorb™ )

M iddle ton  et 
T ip ton , 2000

PCL
0

Tf =  60-63°C 
D égradation  plus 
lente que  le PLA  
C rista llin ité  30 à 
60%

D égradation  >  24 
m ois

O steop lug IM
O steom esh™

Dans ce projet, le choix s ’est porté sur le PCL, ce matériau ayant une résorption lente, 

limitant les réponses inflammatoires et permettant un contrôle de la mise en forme 

(Savarino et al., 2007; Choong et al., 2012). En effet, la dégradation lente in vivo (lapin 

blanc de Nouvelle-Zélande) d ’une structure en 3D en PCL comparé à la même structure 

réalisée en PLGA permet la synthèse d’une matrice osseuse plus dense (Park et al., 2012a). 

De plus, l’utilisation d ’implants de PCL montre in vivo chez le cochon une régénération du
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plancher orbitale après 3 mois (Rohner et a i ,  2003). Schantz et al. (2006) ont également 

montré la faisabilité de la reconstruction du tissu osseux par l ’utilisation d ’implants formés 

de PCL dans le cadre d ’une étude clinique pilote visant à combler une perte osseuse après 

trépanation. Ainsi, plus de 200 patients ont reçu cette chirugie entre 2002 et 2007 

(Hutmacher et al., 2007). De plus, des substituts osseux à base de PCL sont actuellement 

commercialisés sous les appelations osteoplug™ et osteomesh™ pour des applications de 

reconstruction de la crête iliac et du plancher orbital (www.osteopore.com).

2.6.2. Le polycaprolactone

Le PCL est un polyester obtenu par la polymérisation d ’un macrocycle d ’éther (lactone) 

(Figure 2.15). Le PCL peut aussi être synthétisé par un procédé dit vert en utilisant des 

lipases comme celles de Candida Antartica (Kumar et Gross, 2000).

8-caprolactone

A, catalyseur

PCL

Figure 2.15: Structure du PCL (Labet et Thielemans, 2009)

Le PCL est un polymère linéaire ne comportant pas de chaine latérale (Zenkiewicz et 

al., 2013). C ’est un polymère semi-cristallin pouvant posséder une cristallinité de 69 %. Ce 

fort pourcentage de cristallinité permet une protection de la fonction ester vis-à-vis de 

l’hydrolyse menant ainsi à un temps de dégradation plus long (Faÿ et a i ,  2006). Le 

pourcentage de cristallinité du PCL influence également la prolifération des 

préostéoblastes humains (cellules mésenchymateuses humaines embryonnaires du palais, 

CRL-1486) (Cui et Sinko, 2012). Ainsi, la haute cristallinité diminue la prolifération 

comparé à un matériau moins cristallin (Cui et Sinko, 2012). Le PCL possède une 

température de fusion de 60°C avec une température de transition vitreuse de -60°C et se 

trouve être insoluble dans les solvants tels que l’alcool et l’eau, ce qui en fait un bon 

candidat pour des utilisations biomédicales comme dans le cadre des sutures (copolymère) 

ou de la reconstruction des ligaments (Artelon®) (Bell et al., 2011) (Tableau 2.8.). Le PCL
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est un matériau à caractère hydrophobe comme le montre la mesure de l’angle de contact 

(60°) (Ng et a l ,  2001).

Tableau 2.8 : Utilisation commerciale du PCL (Bell et al., 2011; Klopp et a l ,  2008; 

Osteopore™)

Matériau Nom commercial Application
PCL OsteomeshtM Chirurgie craniofaciale (ex : 

réparation du plancher orbital, 
comblement de perte osseuse)

PCL OsteoplugIM Chirurgie de comblement d ’un 
trou de trépanation

PCL (polyurethane) Artelon® Déchirure du ligament 
Espasseur dans le traitement de 
l’ostéoarthrite

PCL-PLA Mesofol Film bloquant l’adhésion des 

tissus

PCL-Polyglycolide Ethicon : MonocrylIM Fil de suture pour les tissus 
mous

Les différentes propriétés (mécaniques, dégradation) du PCL sont liées à sa masse 

molaire et à sa cristallinité. En effet la longueur de chaine influence particulièrement les 

propriétés mécaniques (Yeh et a l ,  2011). Les valeurs moyennes en terme de densité vont 

de 1,07 à 1,2 g/cm3 et le module de Young varie de 0,21 à 0,44 GPa (Labet et Thielemans, 

2009).

De plus, le PCL se dégrade de façon lente in vivo avec une perte de masse de 

l ’ordre de 3 % après 6  mois (Lam et a l ,  2009). Le PCL se dégrade plus lentement que le 

PLA même quand celui-ci possède une masse molaire plus importante (156 vs 69 kDa) 

avec un temps de 6  mois pour le PLA et supérieur à 24 mois pour le PCL (Zenkiewicz et 

a l,  2013; Middleton et Tipton, 2000). Le facteur déterminant pour la dégradation est la 

pénétration de l’eau au sein du matériau qui est l’élément clé pour la cinétique de 

dégradation (Li et McCarthy, 1999; Middleton et Tipton, 2000). Ainsi l’hydrophobicité du 

matériau, la longueur de chaine et la cristallinité sont des paramètres diminuant la vitesse 

de la dégradation de ce polymère en prévenant l ’adsorption des molécules d ’eau. 

L’apparition de chaines courtes accélère la dégradation du PCL. En effet, les matériaux à 

base de PCL ayant des chaines courtes se dégradent le plus rapidement (Hakkarainen et 

Albertsson 2002).
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2.6.3. Interaction du polycaprolactone avec les cellules

Les interactions entre le PCL et les cellules sont cependant limitées. 

L’hydrophobicité de sa surface ainsi que l’absence de groupements réactifs tels que des 

fonctions amine ne sont pas ou peu favorables à une colonisation du polymère par les 

cellules (Ng et a i ,  2001; Marietta et al., 2005). Cependant une hydrolyse du PCL avec une 

solution d ’hydroxyde de sodium, en faisant apparaitre au sein du matériau des fonctions 

acides carboxyliques et hydroxyles, diminue la valeur de l ’angle de contact à 20° (Ng et al., 

2001). Cette simple modification chimique permet alors un meilleur attachement des 

fibroblastes humains issus du derme à la surface du PCL (Ng et al., 2001). L’irradiation du 

PCL peut également augmenter le nombre d’ostéoblastes issus de la hanche sur la surface 

(Marietta et al., 2005) (Tableau 2.9).

Tableau 2.9 : PCL en application osseuse

Matériau Mise en 

forme

In vitro/In 

vivo

Effet/Utilisation Référence

PCL Films

hydrolysés + 

dépôt d’une 

couche 

d ’apatite

In vitro (hCSM 

issues de la 

hanche)

î  activité de l’ALP après 

12 jours

Choong et al., 

2012

PCL/PCL-PLA Films In vitro (cellules 

extraites du 

cal varia de rat 

Sprague 

Dawley)

Permet la prolifération des 

cellules à 96 h 

î  de la prolifération par le 

contrôle de l’insertion de 

PLA dans le PCL

Ajami-Henriquez 

et a i, 2008

PCL Echafaudage 

3D (Pores 100- 

300 pm)

In vivo (Lapin 

New Zealand)

- Faible ostéointégration

- Utilisation de cellules 

souches autologues permet 

la formation de nouveau 

tissu osseux

Savarino et al., 

2007

PCL-Tri calcium 

phosphate

Echafaudage 

3D (pores 350- 

500 pm)

In vivo (mouton) Régénération lente d’une 

fracture du tibia comparée 

à l’autogreffe

Reichert et al., 

2011

Afin de permettre une meilleure interaction entre les cellules et le PCL il est 

possible de fonctionnaliser le polymère par des peptides d ’adhésion extraits des protéines
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de l’ECM dont ceux comportant une séquence RGD. Le greffage peut se faire suivant 

différentes voies, l ’hydrolyse ou l’aminolyse (Figure 2.16).

Figure 2.16 : Schéma de la fonctionnalisation par hydrolyse ou aminolyse d ’un film de

L’hydrolyse utilise la réactivité de l’hydroxyde de sodium sur la liaison ester 

permettant la formation de fonctions acides carboxyliques (Sun et Ônneby, 2006). Le 

procédé d ’aminolyse permet l’apparition de fonctions amine sur la surface par l ’utilisation 

d ’hexane diamine qui réagit avec la fonction ester pour former une liaison amide (Zhang et 

Hollister, 2009). Ensuite, les molécules actives biologiquement dont les peptides 

d ’adhésion RGD peuvent être greffées sur la surface (Tableau 2.10) (Karakecili et al., 

2007). Par contre, peu d ’équipes de recherche utilisent des peptides négatifs comme 

GYDGR pour valider les résultats obtenus avec les peptides d’adhésion (Gabriel et a l, 

2006; Causa et al., 2010) (Tableau 2.10).

Cependant, l’introduction d ’espèces réactives à la surface du PCL comme les 

fonctions acides carboxyliques ou amines, en modifiant son hydrophilicité de surface et sa 

charge, pourrait favoriser l’adsorption non spécifique des protéines du milieu 

physiologique (in vivo) ou du sérum (in vitro) (Michael et al., 2003). Michael et al. (2003) 

ont ainsi montré que l ’hydrophobicité d ’une surface d ’or modulée par différents groupes 

chimiques (-CH3, -OH, -NH2 et -COOH) est un facteur dirigeant l ’adsorption de fragments 

de la fibronectine (FNIII7.10). Plus une surface est hydrophobe plus elle adsorbe de peptides 

(Michael et al., 2003). Cependant, cette adsorption s’accompagne d ’une dénaturation des 

peptides, des cellules NIH-3T3 adhérant de façon plus importante sur les surfaces ayant un 

caractère hydrophile et adsorbant les fragments de fibronectine sans changement de

EDC/NHS CRGD

Hydrolyse
PDEA

NaOH

Suifo-SMCC CRGD

Aminohse

PCL. Sulfo-SMCC : sulfosuccinimidyl 4-(N-maléimidométhyl)cyclohexane-t-carboxylate)
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conformation (Michael et al., 2003). Les capacités d ’interaction entre le matériau et les 

cellules permises par le greffage de peptides peuvent être complètement perdues par cette 

adsorption non spécifique de protéines (Thakurta et Subramanian, 2011). Il est alors 

nécessaire d ’utiliser un intermédiaire sur la surface afin de prévenir cette adsorption non 

spécifique. L’intermédiaire le plus couramment utilisé pour résoudre ce problème est le 

polyéthylène glycol (PEG) (Michel et al., 2005; Chen et al., 2008; Lee et al., 2013).

Plusieurs peptides issus de protéines de l’ECM ont été sélectionnés pour concevoir 

des matériaux biomimétiques (Ruoslahti et Pierschbacher, 1987; Rezania et Healy, 1999a , 

1999b; Reyes et al., 2007). Par exemple, les peptides extraits du collagène et reconnus par 

l ’intégrine a 2pi, comme le peptide GFOGER, adsorbés sur une surface de titane, 

permettent in vitro une différenciation des CSMs de rat (Wistar) en ostéoblastes 

(expression de l ’ARNm codant pour OC, augmentation de l’activité de l ’ALP) (Reyes et 

a i,  2007). Une meilleure formation osseuse après 4 et 12 semaines est également observée 

in vivo chez le rat Lewis pour une surface de PCL ayant adsorbé le peptide GFOGER 

(Wojtowicz et al., 2010). D’autre part, la fonctionnalisation du PCL par le peptide RGD 

permet une augmentation du nombre d ’ostéoblastes humains (hanche) présents sur la 

surface à 24 et 42h comparativement au PCL seul (Marietta et al., 2005).

Afin de cibler un seul type d ’intégrines de façon spécifique à partir de la séquence 

RGD qui est présente dans de nombreuses protéines d ’adhésion, il s ’avère nécessaire 

d ’utiliser des séquences d ’acides aminés plus longues (Ruoslahti et Pierschbacher, 1987). 

Par exemple, le peptide Ac-CGGNGEPRGDTYRAY-NFL extrait de la BSP est reconnu 

spécifiquement par l’intégrine a vp3 (Rezania et Healy, 1999b). Une fois le peptide greffé 

sur une surface de titane en combinaison avec un polymère de poly(acrylamide-co- 

éthylène glycol/acide acrylique) il est alors possible d ’observer une augmentation après 4 

jours de la prolifération d ’ostéoblastes issus du calvaria de rat pouvant adhérer sur la 

surface (Barber et al., 2006).
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Tableau 2.10 : Fonctionnalisation du PCL par des peptides comportant RGD

Matériaux Peptide Méthode de 

greffage

Résultat cellulaire Référence

PCL-PEG GRGDS UV + dérivé de N- 
hydroxysuccinimide 
(NHS)

Pas de test cellulaire Pourcelle 
et a l ,  
2007

PCL GRGDS
(contrôle
négatif
DGR)

Amine t  le nombre de cellules 
endothéliales du 
prépuce présentes sur 
la surface après 4 h

Gabriel et 
a l,  2006

PCL RGD Irradiation par Ar+ t  le nombre 
d ’ostéoblastes (issus 
de la hanche de 
patient) adhérant à 24 
et 72 h

Marietta et 
a l, 2005 
Amato et 
a l,  2007

PCL RGDC Amine Permet l’organisation 
du cytosquelette de 
CSMs de rat (4 h), 
f  la viabilité ( 1 2  h) 
Permet la prolifération 
de CSMs de rat (7 
jours) '

Zhang et
Hollister,
2009

PCL GRGDY
(Contrôle
négatif
GYDGR)

Amine f Organisation du 
cytosquelette des 
fibroblastes (NIH3T3) 
à 24h comparée au 
PCL seul, PCL-NH2 o u  

au contrôle

Causa et 
a l,  2 0 1 0

PCL GRGDSPC Acide carboxylique Pas de test cellulaire Sun et
Ônneby,
2006

PCL
(electro-
spinning)

RGD-
Peptide
EAK

Adsorption t  le nombre 
d’ostéoblastes humains 
à 2  h
t  la quantité de 
calcium déposé dans 
ECM après 7 jours par 
rapport au PCL seul

Danesin et 
a l, 2 0 1 2

PCL (3D) GRGDS Amine î  le nombre 
d’ostéoblastes humains 
adhérents à 24h

Gabriel et 
a l ,  2 0 1 2

PCL (3D) GRGDY Amine î  Survie de 
fibroblastes NIH-3T3 
après 5 jours

Gloria et 
a l ,  2 0 1 2
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Cependant, l’impact de la fonctionnalisation de polymères par des peptides 

d ’adhésion ciblant certaines intégrines spécifiques sur la capacité de réponses des cellules 

osseuses à leur environnement est peu connu. Lai et Cheng (2005) ont en effet montré que 

la sous-unité intégrine a vp était nécessaire pour que le signal induit par la BMP-2 soit 

effectif. L’utilisation d ’un anticorps bloquant dirigé contre l ’a v|3 (L230) sur des 

ostéoblastes humains empêche la minéralisation de la matrice induite par 100 ng/mL de 

BMP-2 (Lai et Cheng, 2005). Marquis et al. (2008) ont également démontré que seule 

l ’intégrine avP3 ciblée par des peptides pRGD pouvait favoriser la réponse des 

préostéoblastes murins à un peptide dérivé de la BMP-9 (pBMP-9).

Dans ce projet de doctorat, la capacité de fonctionalisation, le temps de dégradation 

ainsi que l’utilisation commerciale actuelle au niveau de chirurgies craniofaciale et de 

comblement de trous de trépanation ont permis d ’identifier le PCL comme étant un bon 

candidat pour un projet à application osseuse. De plus, la sélection du peptide pRGD 

dérivé de la sialoprotéine osseuse spécifiquement reconnu par l’intégrine a vP3 pour 

fonctionnaliser le PCL est aussi justifiée par l’existence d ’interactions croisées entre les 

intégrines avp et la BMP-2 ou peptide dérivé de la BMP-9 (Lai et Cheng, 2005; Marquis et 

a l,  2008). Afin de s’assurer des réponses cellulaires induites par le pRGD-PCL, un peptide 

négatif pRGE est également sélectionné pour fonctionnaliser le PCL. En effet, le 

remplacement de l’acide aspartique D par l ’acide glutamique E empêche la reconnaissance 

du pRGE par les intégrines (Pierschbacher et Ruoslahti, 1984b; Hersel et al., 2003). De 

plus, la sélection de la BMP-9 pour favoriser la différenciation ostéoblastique se justifie 

par son pouvoir ostéogénique supérieur à celui de la BMP-2, protéine actuellement utilisée 

en clinique qui servira de référence dans cette étude (Kang et al., 2004 et 2009).

L’originalité de ce projet de doctorat réside donc dans l’étude de l ’effet de la 

fonctionnalisation du PCL par des peptides d’adhésion, ciblant l ’intégrine 0^ 0 3 , sur la 

capacité des préostéoblastes murins MC3T3-E1 à répondre à la BMP-2 et/ou à la BMP-9, 

en termes de signalisations intracellulaires à court terme (voies des Smad, MAPK et Wnt 

canonique) et de comportement cellulaire à plus long terme (survie, différenciation). Dans 

un premier temps, il s’est avéré important de réaliser et de valider la méthode de 

fonctionnalisation de films de PCL par des peptides d ’adhésion pRGD et de déterminer la 

réponse cellulaire induite par cette fonctionnalisation par rapport au contrôle négatif pRGE. 

Dans un second temps, l’influence d’une telle fonctionnalisation sur la signalisation de la
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BMP-2 ainsi que de la BMP-9 dans les préostéoblastes MC3T3-E1 adhérant aux films de 

PCL a pu être évaluée.
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Contribution au document:

Cet article contribue à la thèse en présentant :

• La fonctionnalisation de films de PCL par un peptide pRGD ou pRGE

• Les propriétés de surface des films PCL en termes de rugosité, épaisseur, 

groupements fonctionnels et hydrophilicité

• La capacité d ’adsorption des protéines du sérum par les films PCL

• L ’organisation du cytosquelette de préostéoblastes murins sur les films PCL avec et 

sans fonctionnalisation et en présence ou en absence de sérum

• L ’activité de la FAK dans les préostéoblastes MC3T3-E1 adhérant au PCL-pRGD

• La réponse des préostéoblastes MC3T3-E1 à la BMP-2 via l’activation de la voie 

des Smads

3.1. Résumé français

L ’efficacité des biomatériaux utilisés dans la réparation des os dépend grandement de 

leur capacité à interagir avec les cellules osseuses. Ainsi, nous avons fonctionnalisé des 

films de polycaprolactone (PCL) par des peptides dérivés de la sialoprotéine osseuse 

contenant la séquence RGD (pRGD), afin d’accroitre leur interaction avec des 

préostéoblastes murins MC3T3-E1 et favoriser la réponse cellulaire à la protéine 

recombinante humaine BMP-2 (rhBMP-2). Le peptide RGE (pRGE) a été utilisé comme 

contrôle négatif. Les films PCL ont tout d ’abord été hydrolysés avec de l ’hydroxyde de 

sodium (NaOH) et les fonctions acide carboxylique ont ensuite été activées afin de 

permettre le greffage du peptide. Le traitement alcalin a augmenté l’hydrophilicité du PCL 

sans modifier de façon significative sa rugosité. L ’immobilisation du peptide a ensuite été 

vérifiée par spectrométrie photoélectronique X (XPS). Les films PCL hydrolysés (Hydro 

PCL) ont adsorbé la fibronectine et la vitronectine du sérum après 1 h et ont empêché 

l’étalement des préostéoblastes MC3T3-E1, alors que les films fonctionnalisés par pRGD 

ou pRGE l ’ont permis. Par contre, les préostéoblastes MC3T3-E1 incubés sans sérum 

pendant 1 h sur pRGD se sont étalés de façon plus importante que ceux sur Hydro PCL ou 

pRGE. Seules les cellules sur pRGD ont organisé leur cytosquelette, présenté une FAK 

phosphorylée sur Y397 et ont répondu à la rhBMP-2 par l’activation de la voie des Smads.
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Ainsi, le PCL-pRGD pourrait être utilisé afin de favoriser l’organisation du cytosquelette 

des cellules osseuses et leur réponse à la rhBMP-2.

3.2. Abstract

The efficiency o f biomaterials used in bone repair depends greatly on their ability to 

interact with bone cells. Hence, we have functionalized polycaprolactone (PCL) films by 

peptides derived from the bone sialoprotein containing RGD sequence (pRGD), to increase 

their ability to interact with murine MC3T3-E1 preosteoblasts, and favour cell response to 

recombinant human bone morphogenetic protein-2 (rhBMP-2). RGE peptides (pRGE) 

were used as negative controls. The PCL films were hydrolyzed with NaOH and then 

carboxylic acid groups were activated to allow chemisorption o f the peptides. Alkaline 

treatment increased the hydrophilicity o f PCL films without significantly change their 

roughness. Peptide immobilization on PCL was checked by X-ray photoelectron 

spectroscopy. Hydrolyzed PCL films (Hydro PCL), which adsorbed fibronectin and 

vitronectin from serum after 1 h incubation, prevented the spreading o f MC3T3-E1 

preosteoblasts, while films bearing pRGD or pRGE did not. In contrast, MC3T3-E1 

preosteoblasts attached to pRGD and incubated for 1 h in serum-free medium spread better 

than cells on Hydro PCL or pRGE. Only cells on pRGD had organized cytoskeleton, 

phosphorylated focal adhesion kinase on Y397 and responded to rhBMP-2 by activating 

Smad pathway. Thus, pRGD PCL may be used to favour bone cell cytoskeletal 

organization and response to rhBMP-2.

3.3. Introduction

Biomaterials are widely used in the repair o f  bone tissue but their efficiency depends 

greatly on their ability to interact with bone cells (Puleo and Nancy, 1999; Marquis et al., 

2009). Specific adhesion peptides, that mimic the proteins o f the extracellular matrix 

(ECM), have therefore been developed to favour the adhesion of cells to biomaterials 

(Pierschbacher and Ruoslathi, 1984a). Peptides used to fiinctionalize biomaterials are less 

expensive than ECM and are more readily available and purer (Rezania and Healy, 1999a; 

Shin et a l ,  2004; Barber et a l ,  2006). The tripeptide Arg-Gly-Asp (RGD), which is 

present in proteins like fibronectin, vitronectin and bone sialoprotein is the most commonly 

used because it interacts with integrins, heterodimeric ab transmembrane receptors (Hersel
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et al., 2003). For example, Ac-CGGNGEPRGDTYRAY-NH2 peptides (pRGD) derived 

from bone sialoprotein are recognized by a v integrin subunits and avp3 integrins (Rezania 

and Healy, 1999a; Marquis et al., 2008). Several studies have demonstrated that RGD 

peptides grafted onto materials such as quartz, titanium, or hydroxyapatite can increase the 

adhesion o f human osteoblastic cells and the differentiation of rat calvarial osteoblasts in 

vitro and can stimulate bone formation in vivo (Rezania and Healy, 1999a; Ferris et al., 

1999, Hennessy et a l ,  2008).

Polycaprolactone (PCL) is a semi-crystalline aliphatic polyester, that has been used 

recently in tissue engineering and bone repair applications because o f its properties of 

biocompatibility and slow degradation (Liao et a l ,  2008). However, cells attach poorly to 

PCL, so that active molecules such as RGD must be grafted onto it to improve cell-PCL 

interactions (Marietta et al., 2005; Zhang and Hollister, 2009; Karakecili et al., 2007). 

Karakecili et a l  have demonstrated that RGD tripeptides favour the initial attachment o f 

murine L929 fibroblasts to a PCL film after incubation for 2 h or 4 h in the presence of 

10 % foetal bovine serum (FBS) (Karakecili et al., 2007).

However, little is known about the influence o f such adhesion peptides on the ability of 

bone cells to respond to growth factors such as the bone morphogenetic proteins (BMPs) or 

their derived peptides (Marquis et a l ,  2008; He et al., 2008). BMPs play a crucial role in 

the differentiation o f mesenchymal stem cells into osteoblasts in vitro (Lavery et al., 2008). 

Recombinant human BMP-2 (rhBMP-2) is the BMP most frequently used in clinical bone 

healing studies (Burkus et al., 2004). We have recently shown that adhesion peptides 

adsorbed onto polystyrene (PS) greatly impair the response of MC3T3-E1 preosteoblasts to 

a peptide derived from BMP-9 (pBMP-9) (Marquis et a l ,  2008). Early cell differentiation 

in the presence o f the pBMP-9 only occurs in M C3T3-E1 preosteoblasts attached to pRGD 

coated PS. A better understanding o f the crosstalk between adhesion peptides and BMP is 

therefore required in order to develop new biomimetic materials that allow BMP signalling 

and promote bone formation.

We therefore functionalized PCL films with pRGD or pRGE (negative control) to 

verify their influence on cell cytoskeleton organization and response to rhBMP-2. We first 

characterized the PCL films by scanning electron microscopy (SEM), atomic force 

microscopy (AFM), X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) and water contact angle 

measurements. We also determined their capacity to non-specifically adsorb serum
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proteins, especially fibronectin and vitronectin. We then determined the influence o f 

functionalized PCL on the cytoskeleton organization o f MC3T3-E1 preosteoblasts, 

particularly their ability to form focal adhesion points and actin stress fibres. We also 

determined the cell spreading area and analysed the phosphorylation o f focal adhesion 

kinase (FAK). Lastly, we examined the responses of cells on pRGD to rhBMP-2 by 

determining Smad pathway activation.

3.4. Materials and methods
3.4.1. Materials

The pRGD peptide (Ac-CGGNGEPRGDTYRA Y-NH2) derived from the bone 

sialoprotein and its negative control pRGE (Ac-CGGNGEPRGETYRAY-NH2) were 

synthesized by Celtek Peptides (Nashville, TN, USA) with a final purity o f 98 %. 

Recombinant carrier-free human BMP-2, synthesized in Escherichia coli, was purchased 

from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA).

3.4.2. Preparation o f PCL films

PCL pellets (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) were dissolved in (5 % w/v) 1,4- 

dioxane (Fluka, St. Louis, MO, USA) for 6  h at room temperature under gentle stirring. 

Glass Petri dishes (19.62 cm2; Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada) were flooded with 

this PCL solution (0.1 mL/cm2) and the solvent was evaporated at 80 °C overnight. The 

PCL films were functionalized by a modification o f the method o f Sun and Ônneby (Sun 

and Ônneby, 2006). Briefly, the films were hydrolyzed (0.25 mL/cm2) by incubation with 

0.5 mol/L NaOH (Sigma) for 2 h at room temperature under gentle agitation, washed once 

with distilled water for 5 min and then flooded with 0.01 mol/L HC1 (Fisher Scientific) for 

30 min at room temperature. The films were again washed with distilled water for 5 min 

and functionalized with l-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride 

(EDC) (0.904 mg/mL, Fluka)/N-hydroxysuccinimide (NHS) (0.143 mg/mL, Fluka) for 20 

min at room temperature. The films were then rinsed with phosphate-buffered saline (PBS) 

(0.15 mL/cm2) and covered with 2-(2-pyridinyldithio) ethaneamine hydrochloride (PDEA) 

(0.15 mg/mL, Biacore AB, Uppsala, Sweden) for 1 h at room temperature. The films were 

washed once more with PBS (0.15 mL/cm2) for 5 min and placed in pRGD or pRGE 

solution (0.33 mg/mL, 0.15 mL/cm2) for 15 min at room temperature.
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3.4.3. Characterization o f PCL films

SEM

The films were examined in a Hitachi S-3000N SEM with an accelerating voltage 

o f 5 kV at a magnification o f 1000 for surface analysis and at 700 to measure the thickness.

AFM

The surface topography of the PCL films was measured with an AFM (Nanoscope 

III, Veeco Instruments Inc., Santa Barbara, CA, USA) in contact mode in air. Data were 

acquired on 5 pm X 5 pm squares. Images were processed using Nanoscope® III software 

V5.31rl (Veeco Instruments Inc.).

XPS

The XPS analyses were performed with an ESCALAB 3 MKII (Thermo VG 

scientific, East Grinstead, UK) with a Magnesium Ka source (206 W). The sample size 

was 2 X 3  mm and the layer analysed was 50-100 Â. Elements were identified from the 

survey spectra. The high resolution spectrum o f each peak was determined at a passage 

energy o f 20 eV. The value o f the C ls  component was corrected by applying 285 eV.

Water contact angle measurements

Static contact angles were measured at room temperature using a goniometer 

(Ramé-Hart, Netcong, NJ, USA) equipped with a microliter syringe. A drop o f liquid (2 

pL o f ultrapure water with an electrical resistance o f 17.8 M Qcm) was placed on the 

surfaces using the syringe. The water contact angles were estimated on the plain surface by 

optical image analysis on both sides of at least three droplets. This was done twice for each 

material.

3.4.4. Adsorption o f serum proteins onto PCL films

SDS-PAGE electrophoresis

The PCL films were sterilized by flooding with ethanol 70 % (v/v) for 30 min and 

washed 3 times with 2 mL PBS. The films were then incubated for 1 h with 10 % (v/v) 

FBS in PBS (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) at 37 °C under a humidified atmosphere 

containing 5% CO2 . The PCL films were then washed 3 times with PBS and the proteins
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were desorbed using Laemmli buffer (NuPAGE® LDS Sample Buffer 4X, Invitrogen). The 

resulting samples (20 mL) were loaded onto 10 % or 7.5 % polyacrylamide gels. Proteins 

were revealed by silver nitrate staining according to the manufacturer’s instructions (Bio- 

Rad Laboratories, Mississauga, Canada). The molecular weights o f the major protein bands 

and their densitometric analyses were determined using FluorChem™ 5500 with 

AlphaEaseFC™ Software, version 4.0.1. (Alpha Innotech, San Leandro, CA, USA).

Western blot analysis

The desorbed proteins were separated by SDS-PAGE electrophoresis as described 

above and transferred to nitrocellulose membranes using the Transblot®Semi-Dry 

electrophoretic transfer cell (Bio-Rad Laboratories). The nitrocellulose membranes were 

stained with Ponceau red (Sigma) to confirm transfer efficiency and then incubated 

overnight in 3 % (w/v) bovine serum albumin (BSA, Sigma) in PBS plus 0.1 %  (v/v) 

Tween 20. The membranes were washed twice with PBS/0.1 % (v/v) Tween 20 and 

incubated at room temperature for 75 min with rabbit primary antibodies directed against 

fibronectin (diluted 1/500, Sigma) or rabbit primary antibodies directed against vitronectin 

(diluted 1/100, Abeam, Cambridge, MA, USA). The membranes were again washed three 

times with PBS/0.1 % (v/v) Tween 20 and the bound antibodies were revealed by 

incubation with peroxidase conjugated anti-rabbit IgG secondary antibodies (diluted 

1/40,000, Sigma). All antibodies were diluted in PBS containing 0.1 % (v/v) Tween 20 and 

0.1 % (w/v) BSA. Immunoreactive bands were visualized by chemiluminescence (ECL + 

Plus™, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) and exposure to X-ray film (Thermo 

Scientific, Rockford, IL, USA). Densitometric analyses were determined using 

FluorChem™ 5500 with AlphaEaseFC™ Software, version 4.0.1.

3.4.5. Cell experiments

Cell culture

Murine calvarial preosteoblasts MC3T3-E1 subclone 14 (CRL-2594™, ATCC®, 

Manassas, VA, USA) were grown at 37 °C in Minimum Essential Medium (MEM) alpha 

medium (a-MEM, Gibco®, Grand Island, NY, USA) without ascorbic acid, supplemented 

with 10%  heat-inactivated FBS, 100 U/mL penicillin (Invitrogen) and 100 mg/mL 

streptomycin (Invitrogen) under a humidified 5 % CO2 atmosphere until they reached 70 % 

confluence. Then, the cells were deprived o f FBS for 24 h and removed by trypsinization
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(Invitrogen). The trypsin was neutralized with trypsin inhibitor (Gibco®). The cells were 

washed once with a-MEM, collected by centrifugation, and suspended in a-MEM with or 

without 10 % FBS. The cells were seeded (10,000 cells/cm2) on 9.62 cm2 cell culture 

treated PS or ethanol-sterilized PCL films (19.62 cm2) and incubated for 1 h at 37 °C under 

a humidified 5 % CO2 atmosphere to allow them to become attached. Cells were used for 

experiments between passages 2  and 13.

Focal adhesion and cytoskeleton organization evaluated by 
immunofluorescence

Attached cells were fixed with 3 % (w/v) paraformaldehyde in PBS for 15 min at 

room temperature and permeabilized for 5 min with 0.5 % (v/v) Triton X I00 in PBS. Non­

specific binding sites on the PCL films were blocked by incubation with 1 % (w/v) BSA in 

PBS for 30 min at 37 °C under a humidified 5 % CO2 atmosphere. Cells were 

immunostained by incubating them with mouse monoclonal antivinculin antibodies 

(diluted 1/50, Sigma), or mouse primary antibodies against phosphorylated FAK on Y 397 

(diluted 1/25, Millipore, Temecula, CA, USA). Bound primary antibodies were visualized 

by incubation with FITC-conjugated antimouse immunoglobulin (diluted 1/150, Sigma). 

All antibodies were diluted in PBS containing 0.1 % (w/v) BSA and cells were incubated 

with antibodies for 30 min at 37 °C under a humidified 5 % CO2 atmosphere. Filamentous 

actin (F-actin) was also stained using rhodamine-phalloidin diluted 1/200 with 0.1 % (w/v) 

BSA in PBS (Invitrogen). The PS or PCL films were then washed, mounted on glass 

microscope slides and examined with an Eclipse TE2000-S microscope equipped with a 60 

objective and a Retiga 1300R camera (Nikon). The area o f cell spreading was evaluated 

using SigmaScan Pro V5 (Systat Software, San Jose, CA, USA).

FAK and Smad phosphorylation evaluated by western blots

Cells were seeded (20,000 cells/cm2) on PCL films (19.6 cm2) in serum-free 

medium with or without rhBMP-2 (100 ng/mL) and allowed to attach for 1 h at 37 °C 

under a humidified 5 % CO2 atmosphere. They were then washed three times in PBS 

containing 1 mM orthovanadate (Sigma) and lysed at 4 °C in 100 mL 50mM Tris-HCl, pH 

7.4 containing 0.1 % (v/v) SDS, a complete mini-protease inhibitor cocktail (Roche 

Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) and 1 mM orthovanadate. Equal amounts o f cell 

lysate proteins were separated by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membranes. 

Protein bands were revealed with the primary rabbit antibodies against phosphorylated
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FAK (diluted 1/1000, Sigma), phosphorylated Smadl (Ser463/465)/Smad5 

(Ser463/465)/Smad8 (Ser426/428) (diluted 1/1000, Cell Signalling Technology, Pickering, 

ON, Canada), or total Smad 1/5/8 (diluted 1/1000, Santa Cruz, CA, USA). They were then 

washed four times with PBS containing 0.1 % (v/v) Tween 20, and antigene antibody 

complexes were viewed by incubating them with peroxidase conjugated anti-rabbit IgG 

secondary antibodies (Sigma) diluted 1/20,000. All antibodies were diluted in PBS 

containing 0.1 % (v/v) Tween 20 and 0.1 % (w/v) BSA. The membranes were reprobed 

with murine anti-p-actin antibodies (diluted 1/1500 in PBS/0.5 % (v/v) Tween 20/1 % 

(w/v)BSA, Sigma) and antigene-antibody complexes were viewed by incubating them with 

peroxidase-conjugated anti-mouse IgG secondary antibodies (Sigma) diluted 1/10,000 in 

PBS/0.5 % (v/v) Tween 20/1 % (w/v) BSA. Immunoreactive bands were visualized as 

described above.

3.4.6. Statistical analysis

All statistical computations were performed with GraphPad Instat® 3.00 software 

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). The Tukey-Kramer multiple comparison 

test (ANOVA) was used. Values were considered significantly different if  p < 0.05.

3.5. Results and discussion
3.5.1. Characterization o f PCL surface modification

Surface topography of PCL films

We prepared PCL films with an average thickness of 41.9 ± 4.8 pm (n = 3), as 

determined by SEM. We first determined the effect o f incubation with NaOH on the 

surface o f these PCL films. They were examined by SEM before and after hydrolysis o f 

the ester groups as well as after the grafting o f the pRGD and pRGE peptides. The 

scanning electron micrographs revealed that untreated PCL film had some spherulites (Fig. 

3.1 A). These structures were well-defined and there were some dents between them. Ng et 

ah have developed a 5 mm thick PCL film that also has spherulites on its surface (Ng et al., 

2001). The spherulites and dents were less visible on the surface o f hydrolyzed PCL 

(Hydro PCL) produced by alkaline treatment, while the surfaces o f both pRGD and pRGE 

were similar to that o f untreated PCL (Fig. 3.1A). However, AFM analysis (Fig. 3 .IB) 

showed no great difference between untreated and Hydro PCL. The average surface 

roughness (Ra) measurements (Table 3.1) confirmed that the Ra values for untreated PCL,
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Hydro PCL, pRGD and pRGE films were all similar (p > 0.05). However, Vance et al. 

found that NaOH treatment (1 mol/L for 10 min) o f bulk PCL produced a nano-structured 

PCL with roughness varying from 50 to 100 nm (Vance et al., 2004). The discrepancy 

between our results and those of Vance et al. might be due to the structure o f PCL since we 

used PCL films while they used bulk material (Vance et al. , 2004). In contrast, Rouxhet et 

al. also showed that alkaline hydrolysis o f PCL (2.5 mol/L, 40 °C for 2 h) eliminated the 

typical PCL surface morphology but they also found no significant change in the 

roughness (Rouxhet et a l,  1998).
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pRGD pRGE

Fig. 3.1. (A) Scanning electron microscope images o f PCL films, bar 50 pm. These 
observations are representative o f two other independent experiments. (B) 
Atomic force microscope images o f PCL films in air, scan size 5 pm x 5 pm 
data scale 0-0.1 V. Results are representative of three independent experiments.
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Wettability of PCL films

We assessed the impact o f alkaline treatment and PCL functionalization on surface 

wettability (Table 3.1). Measurements o f water contact angles showed that untreated PCL 

films were moderately hydrophilic and that alkaline hydrolysis o f the PCL ester groups 

significantly decreased these angles (p < 0.001). This increase in hydrophilicity was due to 

hydrolysis o f the ester groups to hydroxyl and carboxyl groups, which were more 

hydrophilic than ester bonds (Sun and Ônneby, 2006; Tan and Teoh, 2007). Khor et al. 

found that NaOH treatment (5 mol/L for 3 h) decreased the contact angle o f PCL films 

from 6 8 ° to 45° (Khor et al., 2003). But Vance et al. reported that alkaline treatment had 

no effect on wettability (Vance et al., 2004). They measured similar hydrophobic water 

contact angles for untreated (90.1°) and NaOH (1 mol/L for 10 min) treated PCL (93.3°) 

(Vance et al., 2004). Our measurements for PCL before and after alkaline hydrolysis 

therefore agree with those o f Khor et al. and Sun and Ônneby (Sun and Ônneby, 2006; 

Khor et al., 2003). Functionalizing the PCL film with pRGD and pRGE also significantly 

decreased the contact angle from that o f untreated PCL (p < 0.001 and p < 0.01 

respectively). Zhang and Hollister also found that the contact angle decreased by about 

40 % from the untreated to the RGDC PCL films (Zhang and Hollister, 2009).

Table 3.1: Average surface roughness and static water contact angle measurements o f PCL 
films.

Materials PCL Hydro pRGD pRGE
Ra (nm)a 20.31 ±7.75 33.31 ±2 .39 20.78 ± 5.04 18.71 ±6.24
Water contact 6 8 . 1  ± 1 . 0 52.3 ± 1.4 50.9 ±0 .9 55.3 ± 0 .8
angle (°)b
a Values are the means ± SD of three independent measurements.
b Values are the means ± SD of two independent experiments.

Surface composition

The active groups were immobilized on the surface by a method derived from that 

o f Sun and Ônneby (Sun and Ônneby, 2006). The peptides pRGD and pRGE were linked 

to the surface through their cysteine residue at their N-terminal with PDEA. We verified 

this linkage using XPS and observed that there were both carbon/sulfur bonds and 

carbon/nitrogen bonds after grafting the PDEA onto the Hydro PCL films (Table 3.2). The
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density o f acid carboxylic groups was also increased by alkaline treatment, as measured by 

assaying thionine acetate (data not shown). There also seemed to be more carbon/nitrogen 

bonds on the PCL bearing pRGD or pRGE than on PCL bearing PDEA.

Table 3.2: XPS analysis o f the PCL films
Bond Energy 

(eV)
Identification Membranes

Hydro PDEA pRGD pRGE
C ls 285.4 C-S (at.%) 1.9 3.0 3.2

285.9 C-N (at.%) 3.8 5.2 4.5
O ls 534.8 H 20  (at.%) 6 . 2 6 . 1 4.6 5.7

Results are the means o f two independent experiments

3.5.2. Non-specific adsorption o f serum proteins onto PCL 

SDS-PAGE electrophoresis

We developed PCL films functionalized with peptides to enhance their interaction 

with preosteoblasts. We therefore determined whether these materials non-specifically 

adsorbed proteins from FBS as this type o f adsorption could interfere with surface 

functionalization. The SDS-PAGE profiles o f desorbed proteins from the Hydro PCL, 

pRGD and pRGE films stained with silver nitrate (Fig. 3.2A) showed a major and intense 

band at 6 8  kDa and less intense bands at 52 kDa, 77 kDa and 250 kDa. The major 6 8  kDa 

band might be due to albumin, since this protein is adsorbed mainly onto hydrophilic 

surfaces because o f its high concentration in serum (Collier et al., 1997). Densitometric 

analysis o f the 6 8  kDa band performed on four independent experiments revealed that a 

similar amount of proteins was adsorbed onto Hydro PCL, pRGD and pRGE films (Fig. 

3.2B, p > 0.05). Rouxhet et al. used single radiolabelled protein solution to show that 

albumin was adsorbed onto Hydro PCL with a plateau at 1300 ng/cm2 (Rouxhet et al., 

1998).
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Fig. 3.2. (A) SDS-PAGE under reducing conditions of proteins desorbed from Hydro PCL, 
pRGD and pRGE that had been incubated with FBS for lh  as described in 
Materials and Methods. FBS is used as a control. This experiment is representative 
of four independent experiments. (B) The protein 68 kDa band separated by SDS- 
PAGE was quantified by densitometry for four independent experiments and 
quantified by densitometric analysis. The results are expressed relative to the 
protein eluted from Hydro PCL.

Fibronectin and vitronectin adsorption

We also determined the ability o f the PCL films to adsorb the serum adhesive 

proteins, fibronectin and vitronectin after 10 % FBS incubation for 1 h. These proteins, 

which interact with cells via integrins, favour cell attachment and spreading (Schneider and 

Burridge, 1994). Immunoblotting was performed on desorbed proteins, and fibronectin was 

detected as a single band of about 250 kDa under all experimental conditions (Fig. 3.3 A). 

This molecular weight was characteristic o f the protein in reducing conditions, as 

demonstrated by a positive control using bovine fibronectin. The 250 kDa band was very 

faint and seemed to be similar for all the types o f PCL film. This might be because serum 

contains less fibronectin than does plasma, since much of this protein is lost during fibrin 

clot formation (Hayman et al., 1985). Rouxhet et al. have shown that PCL hydrolyzed with 

NaOH (2.5 mol/L 40 °C during 2 h) adsorbed fibronectin from a  single protein solution 

with a plateau at 250 ng/cm2 (Rouxhet et al., 1998). The vitronectin blots revealed a single 

72 kDa band that was more intense than the fibronectin band (Fig. 3.3B). The PCL films
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with and without peptides seemed to adsorb similar amounts o f vitronectin from FBS. Thus, 

PCL films adsorbed both fibronectin and vitronectin from serum after incubation for 1 h.

A
kDa

250
150

FBS Hydro pRGD pRGE Fibronectin

® kDa

III
Hydro pRGD pRGE

Fig. 3.3. Western blot analysis o f (A) fibronectin and (B) vitronectin o f desorbed proteins 
from Hydro PCL, pRGD and pRGE that had been incubated with FBS for lh, as 
described in Materials and Methods. FBS and bovine fibronectin were used as a 
control. This experiment is representative o f three independent experiments.

3.5.3. Cytoskeleton organization in 10 % FBS

Both fibronectin and vitronectin from serum play crucial roles in the attachment of 

cells onto substrata (Steele et a l, 1995). Schneider and Burridge demonstrated that most of 

the MC3T3-E1 preosteoblasts seeded onto glass coverslips or titanium disks coated with 

serum had adhered to vitronectin after incubation for 2 h (Schneider and Burridge, 1994). 

We therefore analysed the impact o f non-specific adsorption o f  serum proteins on the 

morphology and cytoskeletal organization o f MC3T3-E1 preosteoblasts attached to PCL 

films that had been incubated for 1 h in medium containing 10 % FBS (Fig. 3.4). Cells 

attached to Hydro PCL films were used as controls (Fig. 3.4A). The cells on Hydro PCL 

remained rounded up and they neither organized the vinculin at their cell peripheries nor 

their actin cytoskeleton. These results were quite surprising since carboxylic groups 

increase the hydrophilicity o f  the surface and usually help cells to spread (Faucheux et al., 

2004). Also, although the MC3T3-E1 preosteoblasts attached to pRGE started to spread, 

their staining pattern o f the vinculin was not characteristic of well organized focal adhesion 

points and they lacked actin stress fibres (Fig. 3.4A). Only a few of the spread cells on 

pRGD had organized cytoskeleton, while most o f the cells attached to PS, used as a
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positive control, had well organized focal adhesion points with actin stress fibres. Lastly, 

cells on pRGD spread over a greater area than did those on Hydro PCL (p < 0.05), but 

there was no significant difference between the spreading o f cells on pRGD and pRGE 

after incubation for 1 h in the presence of 10 % FBS (Fig. 3.4B).
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Fig. 3.4 (A) MC3T3-E1 cells were incubated with PCL films for 1 h in medium containing 
10 % FBS. The attached cells were fixed, permeabilized and stained with 
monoclonal antibodies to vinculin and phalloidin-rhodamine to label filamentous 
actin (F-actin). The bound antibodies were detected with FITC-conjugated goat 
anti-mouse. Bar = 100 pm. (B) Areas o f MC3T3-E1 spreading on PCL films after 
incubation for 1 h in medium containing 10 % FBS. 5 images o f each independent 
experiment were captured with the fluorescent microscope (60x objective) and 
quantified. A total o f three independent experiments were used. (*p < 0.05 versus 
Hydro).

Thus cells incubated in medium containing serum did not strongly interact with the 

Hydro PCL films. The adhesive proteins vitronectin and fibronectin adsorbed to Hydro 

PCL, as shown by western blots analysis, might be not recognized because there were not 

enough o f them, and/or their conformation was altered. However, Zhang et al., who used a 

short RGDC sequence immobilized onto a PCL scaffold by aminolysis, found that rat bone 

marrow stromal cells attached better to RGDC fiinctionalized PCL than to control PCL 

after incubation for 4 h in medium containing 10 % serum (Zhang et al., 2009a). We also 

found that most o f the cells on pRGD and pRGE behaved similarly in the presence of

_ è è
Hydro pRGO pR G E
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serum, which highlights the importance o f using negative peptides as controls to clearly 

demonstrate the efficiency o f the selected positive ones.

3.5.4. Cytoskeleton organization and FAK activation in serum-free medium

A Hydro pRGD pRGE

F-actin

Vinculin

B c -  6000

4000

2000 I É ■ ■
Hydro pRGD pRGE

Fig 3.5. (A) MC3T3-E1 cells incubated with PCL films for 1 h in serum-free medium. The 
cells attached to Hydro PCL, pRGD and pRGE were fixed, permeabilized and 
stained with monoclonal antibodies to vinculin and phalloidin-rhodamine to label 
F-actin. The bound antibodies were detected with FITC-conjugated goat anti­
mouse. Bar = 100 pm. (B) Areas o f MC3T3-E1 spreading on PCL films after 
incubation for 1 h in serum-free medium. 5 images o f each independent 
experiment were captured with the fluorescent microscope (60x objective) and 
quantified. A total o f three independent experiments were used. (***p < 0.001 
versus Hydro and pRGE)

We checked the impact o f adhesive peptides by analysing the cytoskeletal 

organization o f cells on Hydro PCL, pRGD and pRGE in serum-free medium using 

vinculin and actin labelling (Fig. 3.5A). The cells attached to Hydro PCL were rounded up 

and had no organized cytoskeleton. There were also only a few cells on the surface. In 

contrast, the cells on pRGD started to spread, stained intensely for vinculin at their
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peripheries, which is characteristic of focal adhesion points, and possessed actin stress 

fibres. Only some cells were attached to pRGE and a few o f them were flattened with 

small focal adhesion complexes at their periphery as shown in Fig. 3.5A. Rezania et al. 

also observed focal adhesion points in rat calvarial osteoblasts attached to a quartz surface 

grafted with pRGD that had been incubated for 2 h in medium containing 1 % (w/v) BSA, 

while cells seeded on pRGE had no organized cytoskeleton (Rezania et al„ 1997). The 

cytoskeletal organization o f  cells in serum-free medium indicates, therefore, that they 

interact better with pRGD peptides than with Hydro PCL or pRGE. This result is 

confirmed by the larger spread area o f the cells on pRGD than o f cells on Hydro PCL and 

pRGE (p < 0.001) (Fig. 3.5B). Rapuano et al. first defined pRGD as the minimal sequence 

necessary to favour the attachment o f MC3T3-E1 preosteoblasts after incubation for 2 h in 

serum-free medium (Rapuano et al., 2004). Since only the preosteoblasts on pRGD had 

organized cytoskeleton in serum-free medium, we examined the influence o f pRGD on 

FAK phosphorylation on Y397 by immunostaining (Fig. 3.6A) and western blotting (Fig. 

4.6B). FAK is involved in the integrity o f the cytoskeleton, and is activated via 

autophosphorylation at Y397 that is initiated by the binding of integrin to its ligand 

(Wozniak et al., 2004; Schaller et al., 1994). Only cells attached to pRGD were strongly 

labelled for phosphorylated FAK at their peripheries in structures characteristic o f focal 

adhesion points after incubation in serum-free medium for 1 h (Fig. 3.6A). There was no 

specific staining at the peripheries o f cells on Hydro PCL or pRGE. This was confirmed by 

western blotting for phosphorylated FAK on Y397 in the lysates o f MC3T3-E1 

preosteoblasts attached to Hydro PCL, pRGD or pRGE and incubated for 1 h in serum-free 

medium (Fig. 3.6B). The phosphorylated FAK on Y397 band at 125 kDa was more intense 

in lysates o f cells on pRGD than in lysates o f cells on Hydro PCL or pRGE. Immunoblots 

for p-actin to verify protein loading revealed a single 42 kDa band in all experimental 

conditions, all o f which had similar intensities. Zhang et al. have obtained similar results 

using rat bone marrow stromal cells (Zhang and Hollister, 2009). They observed higher 

amount o f phosphorylated FAK on Y397 with the short RGDC peptides compared to the 

control PCL film after 4 h in serum-free medium. Indeed, the autophosphorylation o f FAK 

on Y397 is crucial for the subsequent activation o f this kinase and its role in regulating cell 

behaviour such as cell survival (Frisch et al., 1996).
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Fig. 3.6. (A) Fluorescent microscopy images showing immunolabelling for phosphorylated 
FAK (pFAK) on Y 397 in lysates o f MC3T3-E1 cells attached to Hydro PCL, 
pRGD and pRGE films by incubation for 1 h in serum-free medium. Bar = 1 0 0  
pm. (B) Western blot o f pFAK on Y 397 in lysates of MC3T3-E1 cells attached to 
Hydro PCL, pRGD and pRGE films by incubation for 1 h in serum-free medium 
as described in Materials and Methods. This experiments is representative o f three 
independents experiments.

3.5.5. Smad pathway activation induced by rhBMP-2 in serum-free medium

Since FAK is involved in modulating the effects o f BMPs on osteoblastic cells, we 

examined the responses o f MC3T3-E1 preosteoblasts on pRGD and pRGE to rhBMP-2 in 

serum-free medium (Tamura et al., 2001). BMPs act on cells by activating the Smad 

pathway. BMPs bound to type I and type II receptors induce the phosphorylation o f type I 

receptors by type II, which in turn promote the phosphorylation o f  Smad (R-Smad) made 

up o f Smad 1/5/8 (Miyazono, 1999). Then two R-Smads form a complex with Smad 4 that 

translocates into the nucleus and activates osteoblast-specific genes (Miyazono, 1999). We 

used western blotting to examine the phosphorylation state o f Smad 1/5/8 in cells on 

pRGD and pRGE with or without rhBMP-2 (100 ng/mL) (Fig. 3.7). Phosphorylated Smad 

1/5/8 and total Smad 1/5/8 produced a band at about 60 kDa in all experimental conditions. 

Immunoblots reprobed with anti-p-actin antibodies revealed a single band at 42 kDa. 

Incubation with rhBMP-2 increased the intensity o f the phosphorylated Smad 1/5/8 band in 

MC3T3-E1 preosteoblasts attached to pRGD to about 160 % o f that in untreated cells, as 

revealed by densitometric analysis o f the phosphorylated Smad 1/5/8 band referred to that

70



of actin (Fig. 3.7). In contrast, rhBMP-2 had no effect in cells attached to pRGE after 

incubation for 1 h in serum-free medium. Only cells on pRGD that had phosphorylated 

FAK at their focal adhesion points responded to rhBMP-2. Indeed, inhibition o f FAK using 

an overexpression o f antisense FAK messenger RNA can prevent ALP activity in MC3T3- 

E1 preosteoblasts induced by rhBMP-2 (100 ng/mL) (Tamura et a l ,  2001). Several studies 

have demonstrated that growth factors and integrins cooperate to regulate osteoblast 

behaviour. For example, the a v(3 integrins are important for BMP-2 function in human 

osteoblasts (Lai and Cheng, 2005). Lai and Chen observed that the a vp integrins and the 

BMP-2 receptors were co-localized (Lai and Cheng, 2005). Moreover, inhibiting avb 

integrins function by av integrin antibodies L230 prevents the Smad signalling induced by 

BMP-2. We have previously shown that MC3T3-E1 preosteoblasts incubated for 1 h in 

serum-free medium are attached to pRGD coated PS through their avp integrin subunits 

(Marquis et a l, 2008). We now find that MC3T3-E1 preosteoblasts on pRGD- 

functionalised PCL respond to rhBMP-2 through activation o f their canonical Smad 

pathway. Further experiments are required to demonstrate the combined effects o f the 

pRGD PCL films and rhBMP-2 on the longer term behaviour o f MC3T3-E1 preosteoblasts.

pRGD

0 rhBMP-2
pRGE 

0 rhBMP-2

60kDa

60 kDa

42 kDa

pSmad 1/5/8 

total Smad 1/5/8 

Actin

Fig. 3.7. Western blot analysis o f phosphorylated Smad 1/5/8, total Smad 1/5/8 in lysates 
of MC3T3-E1 cells attached to pRGD and pRGE PCL films by incubation for 1 h 
in serum-free medium with or without rhBMP-2 (100 ng/mL). This experiment is 
representative o f three independents experiments.

3.6. Conclusion

We have prepared and characterized PCL films functionalized with positive (pRGD) 

and negative (pRGE) adhesion peptides. These PCL films adsorb both fibronectin and 

vitronectin but do not strongly promote actin cytoskeletal organization or cell spreading in 

murine preosteoblasts incubated with medium containing 10 % FBS for 1 h. In contrast, 

only preosteoblasts on pRGD PCL films organized their cytoskeleton and activated
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intracellular FAK signaling when incubated in serum-free medium. These cells also 

responded to rhBMP-2 by activating the Smad pathways. Thus, PCL functionalized with 

pRGD may be used in tissue engineering applications in well-defined serum-free medium 

supplemented with rhBMP-2.
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Figures with essential color discrimination. Fig. 1 in this article has parts that are difficult 

to interpret in black and white. The full color images can be found in the online version at 

doi: 10.1016/j .biomaterials.2010.05.010.
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• La cinétique de signalisation des Smads, p-caténine, p38, ERK1/2 et JNK et la 

translocation des Smads en présence de la BMP-2 et/ou de la BMP-9 dans les 

préostéoblastes murins adhérant au PCL-pRGD

• La différenciation des préostéoblastes murins adhérents par l ’expression de 

l’ARNm codant pour Dlx5, Ostérix et l ’OC en réponse aux BMPs

• La mesure de l’activité de l’ALP après trois jours chez les préostéoblastes murins 

adhérents en réponse aux BMPs

4.1. Résumé français

Les biomatériaux fonctionnalisés par des peptides d ’adhésion favorisent les 

interactions entre les cellules et le substrat. Cependant leur influence sur la réponse 

cellulaire aux facteurs de croissance est encore peu comprise. Nous avons déjà montré que 

la BMP-2 n ’active la voie des Smads que dans les préostéoblastes murins MC3T3-E1 

adhérents à un film de polycaprolactone (PCL) fonctionnalisé par des peptides RGD 

dérivés de la sialoprotéine osseuse (pRGD). Nous avons maintenant analysé comment les 

protéines humaines recombinantes BMP-2 et/ou BMP-9 (0,38 nM) pouvaient influencer la 

transduction du signal et la différenciation des préostéoblastes MC3T3-E1 attachés au 

PCL-pRGD. Tandis que les cinétiques d ’activation des MAPKs étaient similaires dans les 

cellules traitées par la BMP-2 et la BMP-9, il a été possible d ’observer des cinétiques 

d ’activation de la voie des Smads et de stabilisation de la P-caténine différentes. Ainsi, la 

BMP-2 a induit la phosphorylation des Smad 1/5/8 dès 0,5 h contre 4h pour la BMP-9, 

tandis que seules les cellules traitées par la BMP-9 présentaient une diminution de la p- 

caténine dès 2h. Cependant, les deux BMPs ont été capables d ’induire la translocation des 

Smadl/5/8 phosphorylées dans le noyau à 4 h et d ’augmenter non seulement le niveau des 

transcripts Dlx5, ostérix et ostéocalcine mais également l’activité de l ’ALP à 72 h. Une 

combinaison BMP-2/BMP-9 qui permettait un maintien des niveaux de la p-caténine et une 

légère diminution de la phosphorylation des Smads à 4h a induit des résultats similaires à 

ceux obtenus avec la BMP-2 seule. Ainsi il est important de déterminer comment les 

matériaux biomimétiques influencent la réponse des cellules aux BMPs.
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4.2. Abstract

Biomaterials fiinctionalized by adhesive peptides improve the cell-substratum 

interaction. However, their influence on the response o f  cells to growth factors is still 

poorly understood. We have shown that bone morphogenetic protein (BMP) 2 activates the 

Smad pathway only in murine MC3T3-E1 preosteoblasts attached to polycaprolactone 

(PCL) film fiinctionalized by RGD peptides derived from bone sialoprotein (pRGD). We 

have now analysed the way recombinant human BMP-2 and/or BMP-9 (0.38 nM) 

influence the signal transduction and differentiation o f MC3T3-E1 preosteoblasts attached 

to PCL-pRGD. While kinetics of MAPK activation were similar in cells treated by BMP-2 

and BMP-9, different kinetics o f Smad activation and P-catenin stabilization were observed. 

BMP-2 induced Smad 1/5/8 phosphorylation within 0.5 and BMP-9 within 4 h, while the P- 

catenin was lower at 2 h only in cells treated with BMP-9. However, both BMPs induced 

the translocation of phosphorylated Smad 1/5/8 to the nucleus at 4 h and increased Dlx5, 

osterix and osteocalcin transcripts as well as alkaline phosphatase activity at 72 h. A BMP- 

2/BMP-9 combination that maintained the p-catenin amount constant but reduced that of 

phosphorylated Smad within 4 h had quite similar effect than BMP-2 alone. It is therefore 

important to determine how biomimetic materials influence the response of cells to BMPs.

4.3. Introduction

Bone healing involves several types o f cells, including osteoblasts, osteoclasts and 

various growth factors (Al-Aql el al., 2008). In 1965, Urist found that molecules extracted 

from demineralized bone induced new bone formation when implanted in the rectus 

abdominus muscles o f rabbits (Urist, 1965). These molecules were later identified as bone 

morphogenetic proteins (BMPs) (Urist and Strates, 1971). The 20 BMPs that have been 

identified to date belong to the transforming growth factor-p family. BMP-2, BMP-4, 

BMP-5, and BMP- 6  are critical for several steps in fracture healing, like cartilage 

formation and resorption, primary bone formation and secondary bone formation and 

remodelling (Al-Aql et al., 2008; Cho et a i ,  2002; Shen et ah, 2010). The USA Food and 

Drug Administration has already approved the use of recombinant human BMP-2 loaded in 

a collagen sponge, known as Infuse Bone Graft® from Medtronics, to repair tibial bone 

fractures and for spinal fusion (Burkus et al., 2004). BMP-9 has been shown recently to be 

more osteogenic than BMP-2 (Kang et al., 2004). Several research groups have therefore 

studied the effect on osteoblast differentiation o f  BMP-9 alone, or combined with
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compounds like retinoic acids, dexamethasone, or Wnt (Zhang et a i, 2010; Mikami et a i ,  

2010; Luther et al., 2011). While the role o f BMP-9 in bone healing remains unclear, 

several studies have shown that this protein, produced by liver cells, is also present in 

platelets and circulates in the blood plasma (2-12 ng/mL) (Celeste et a i,  1994; Osada et a i, 

2012; Bidart et a i ,  2012). BMP-9 transcripts have also been detected in both human 

endochondral and intramembranous bones (Suttapreyasri et al., 2006). Thus, it may be of 

interest to combine BMP-2 and BMP-9 to get a better bone forming cell functions.

The BMPs act on cells by binding to serine/threonine kinase type I and type II 

receptors. BMP-2, a member o f the BMP-2/BMP-4 subfamily, mainly interacts with 

ALK3/6 type I receptors, while BMP-9, a member o f the BMP-9/-10 subfamily, binds to 

ALK1/2 type I receptors (David et al., 2007; Luo et a i ,  2010). By their binding to two type 

I and two type II receptors, BMPs induce the activation o f the canonical Smad pathway 

through phosphorylation o f Smadl, Smad5 and Smad8 . The phosphorylated Smads form 

complexes with Smad4 and are translocated to the nucleus where they activate the 

transcription o f target genes like Runx2 and Osterix (Osx) (Miyazono, 1999; Matsubara et 

al., 2008). However, BMPs can also trigger the activation o f the mitogen-activated protein 

kinase (MAPK) pathway (Jun et al., 2010). The MAPK pathways are composed o f three 

components: p38, ERK1/2 and JNK MAPK. The differentiation o f MC3T3-E1 

preosteoblasts by BMP-2 requires the activation o f p38 (Guicheux et al., 2003). The Wnt 

canonical pathway is also an important regulator of the way BMPs trigger osteogenic 

differentiation (Tang et al., 2009). The activation o f the canonical Wnt pathway via the 

binding of Wnt molecules to their Frizzled and LRP5/6 receptors inhibits GS3K-P, which 

becomes unable to address P-catenin to the proteasome for degradation. The stabilized P- 

catenin can then be translocated to the nucleus, where it interacts with L efl/T cf to activate 

genes such as cJun (for review see van Amerongen and Nusse, 2009; Mann et a i ,  1999; 

Gong et a i,  2001; Boyden et a i, 2002).

Third generation biomaterials presently used to fill bone defects mimick bone 

physiology to favour healing (Wojtowicz et al., 2010). They interact better with cells than 

earlier biomaterials because their surface can be fiinctionalized with several adhesive 

proteins or peptides containing the arginine-glycine-aspartic acid (RGD) cell-binding motif 

that is present in several adhesive proteins like fibronectin and vitronectin (Wojtowicz et 

al., 2010; Zhang et al., 2009a; Drevelle et a i ,  2010). The pRGD peptide Ac- 

CGGNGEPRGDTYRAYNH2 is derived from bone sialoprotein (BSP) and is recognized
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by the av integrin subunits (Marquis et al., 2008). This peptide, covalently bound to or 

adsorbed onto materials such as polycaprolactone (PCL) can enhance the interaction of 

cells with the biomaterials (Rezania and Healy, 1999a; Marquis et al., 2008; Drevelle et al., 

2010). But little is known of the way adhesive peptides interacting with specific integrins 

influence the cell response to BMPs. Lai and Cheng (2005) have shown that BMPR-I and 

BMPR-II receptors are colocalized with a v integrin subunits at focal adhesion points. The 

av integrin subunits are also required to enable human osteoblasts isolated from trabecular 

bone to respond to BMP-2 (100 ng/mL) (Lai and Cheng, 2005). BMP-2 can also increase 

the level o f a vp integrins on the surface o f cells, showing that BMP signalling influences 

integrins (Lai and Cheng, 2005). We have also shown that the Smad pathway is activated 

only in murine MC3T3-E1 preosteoblasts seeded on a PCL film fiinctionalized by pRGD 

(PCL-pRGD) in the presence o f BMP-2 (50 ng/mL) while it is not in cells seeded on film 

bearing pRGE negative peptides (PCL-pRGE) (Drevelle et al., 2010).

We have therefore analysed the cell signalling and differentiation o f MC3T3-E1 

preosteoblasts attached to PCL-pRGD in the presence o f BMP-2, BMP-9, or a combination 

o f the two molecules in serum-free medium. We first examined the attachment and/or 

survival o f MC3T3-E1 preosteoblasts incubated for 24 and 72 h on PCL-pRGD or PCL- 

pRGE. We then used qPCR to determine the optimal concentrations of BMPs for use in the 

combined BMP-2/BMP-9 experiments. The phosphorylation state o f Smad 1/5/8 and 

MAPK proteins and the amount o f P-catenin in MC3T3-E1 preosteoblasts attached to 

PCL-pRGD in the presence o f BMP-2 and/or BMP-9 (0.38 nM) were then determined by 

western blotting. We also used immunolabelling to determine whether phosphorylated 

Smad was translocated to the nuclei o f MC3T3-E1 preosteoblasts attached to PCL-pRGD 

with or without BMP-2 and/or BMP-9. Last, we determined the expression o f genes 

encoding osteoblastic markers and the activity o f alkaline phosphatase (ALP) to verify the 

differentiation o f preosteoblasts.

4.4. Materials and methods
4.4.1. Materials

The peptide pRGD (AC-CGGNGEPRGDTYRAY-NH2) derived from BSP and the 

peptide pRGE (AC-CGGNGEPRGETYRAY-NH2) were synthesized by Celtek Peptides 

(Nashville, TN, USA) with a final purity o f 98 %. Recombinant carrier-free human BMP-2 

and BMP-9, synthesized in Chinese Hamster Ovary cells, were purchased from R&D
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Systems (Minneapolis, MN, USA). l-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide 

hydrochloride (EDC) and N-hydroxysuccinimide (NHS) were purchased from Fluka (St. 

Louis, MO, USA). 2-(2-pyridinyldithio) ethaneamine hydrochloride (PDEA) was 

purchased from GE Healthcare (GE Healthcare Bio-Science AB, Uppsala, Sweden). 

Primary rabbit antibodies against phosphorylated Smadl (Ser463/465)/Smad5 

(Ser463 465)/Smad8  (Ser426/428), phosphorylated Smad2 (Ser465/467), total Smad 1/5/8, 

phosphorylated p38, or total p38 and murine antibodies against phosphorylated ERK1/2, 

total ERK1/2 and total Smad2 were purchased from Cell Signalling Technology (Pickering, 

ON, Canada). Primary murine antibodies against p-catenin were purchased from BD 

Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA). Primary murine antibodies against phosphorylated 

JNK were purchased from Santa Cruz, CA, USA. Peroxidase-conjugated anti-rabbit or 

anti-mouse IgG secondary antibodies were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA).

4.4.2. Methods

Preparation of PCL films

PCL films were prepared as previously described (Drevelle et a l ,  2010). Briefly, 

PCL in 1,4-dioxane (5 % w/v) were placed in glass Petri dishes and the solvent was 

evaporated by heating at 80 °C overnight. The films were then hydrolysed by incubation 

with 0.5 mol/L NaOH for 2 h under gentle agitation at room temperature. The dishes were 

then washed and filled with 0.01 mol/L HC1 for 30 min at room temperature. The films 

were fiinctionalized with EDC (0.904 mg/mL)/NHS (0.143 mg/mL) for 20 min at room 

temperature. The films were then covered with PDEA (0.15 mg/mL) for 1 h at room 

temperature, followed by pRGD solution (0.33 mg/mL) for 15 min at room temperature.

Cell experiments

Cell culture. Murine calvarial MC3T3-E1 preosteoblasts (subclone 14; CRL-2594, 

ATCC, Manassas, VA, USA) were grown at 37 °C in Minimum Essential Medium (MEM) 

alpha medium (a-MEM, Gibco®, Grand Island, NY, USA) without ascorbic acid, 

supplemented with 10 % heat-inactivated foetal bovine serum (FBS), 100 U/mL penicillin 

(Invitrogen) and 100 mg/mL streptomycin (Invitrogen) under a humidified 5 % CO2 

atmosphere until they reached 70 % confluence. The cells were then deprived o f FBS for 

24 h and removed by incubation with trypsin for 5 min at 37 °C. The trypsin was 

neutralized with trypsin inhibitor (Gibco). The detached cells were washed once with a-
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MEM, centrifuged and suspended in a-MEM and seeded onto sterile PCL-pRGD and/or 

PCL-pRGE films.

Label lins o f  actin stress fibres and DNA. Cells were seeded (30 000 cells/cm2) onto 

sterile PCL films (19.62 cm2) and incubated at 37 °C for 24 and 72 h. They were fixed by 

incubation with 3 % paraformaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS) (w/v) for 15 

min at room temperature and permeabilized by incubation for 5 min in Triton X100 in PBS 

(0.5 % w/v). Cells were incubated 30 min at 37 °C with 1 % bovine serum albumin (BSA) 

(w/v) in PBS to block non-specific binding sites. They were immunostained by incubation 

in rhodamine-phalloidin (Invitrogen) diluted 1/200 in PBS containing 0.1 % BSA (w/v) or 

stained with 4-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma) (1 pg/mL) in PBS. The surfaces 

were washed and mounted on glass microscope slides. They were examined using an 

Eclipse TE2000-S microscope, 20X objective, and a Retiga 1300R camera (Nikon).

TUNEL assays. TUNEL assays were performed using Click-iT® TUNEL Alexa 

Fluor® Imaging Assay (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 

the cells were seeded (30 000 cells/cm2) on sterile PCL-pRGD films (19.62 cm2) and 

incubated at 37 °C for 4 h and 72 h. They were fixed with 3 % paraformaldehyde in PBS 

(w/v) for 15 min at room temperature, washed and permeabilized for 20 min using Triton 

X I00 in PBS (0.25 % v/v). A positive control using cells attached to PCL-pRGD for 4 h 

was performed by adding DNase to the cells for 30 min. The attached cells were then 

incubated with TdT reaction buffer for 10 min, with a cocktail o f  TdT for 1 h at 37 °C and 

finally with Click-iT® solution for 30 min at room temperature. DNA was stained with 

DAPI (1 pg/mL) in PBS and the PCL films and cells were washed and mounted on glass 

microscope slides. They were examined with an Eclipse TE2000-S microscope equipped 

with a 40X objective and a Retiga 1300R camera.

Cell sisnallins evaluated by western blot analysis. Cells were seeded as described 

above and stimulated with or without equimolar concentrations (0.38 nM) o f BMP-2, 

BMP-9 or BMP-2/BMP-9 for 0, 0.5, 1, 2 or 4 h and 6  h for p-catenin. The cells were then 

washed three times with 1 mM orthovanadate (Sigma) in PBS and lysed at 4 °C in 150 mL 

50 mM Tris-HCl, pH 7.4 containing 0.1 % (v/v) SDS, a complete mini-protease inhibitor 

cocktail (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) and ImM orthovanadate. Equal 

amounts o f cell lysate proteins were separated by SDS-PAGE. The separated proteins were 

transferred to nitrocellulose membranes using the Transblot® Semi-Dry electrophoretic
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transfer cell (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, Canada). These membranes were stained 

with Ponceau red (Sigma) to confirm transfer efficiency. They were washed three times 

with 0.1 % (v/v) Tween 20 in PBS and protein bands were revealed by incubation with 

primary rabbit antibodies raised against phosphorylated Smadl (Ser463/465)/Smad5 

(Ser4 6 3 4 6 5)/Smad8  (Ser426/428) (diluted 1/1000), total Smadl/5/8 (diluted 1/1000), 

phosphorylated Smad2 (Ser465/467) (diluted 1/1000), phosphorylated p38 (diluted 1/1000), 

or total p38 (diluted 1/1000). Primary mouse antibodies against p-catenin (diluted 1/1000), 

total Smad2 (diluted 1/1000), phosphorylated ERK1/2 (diluted 1/1000), total ERK1/2 

(diluted 1/2000), or phosphorylated JNK (diluted 1/1000) were also used. The membranes 

were then washed three times with Tween 20 (0.1 % v/v) in PBS and antigene-antibody 

complexes were detected by incubating them with peroxidaseconjugated anti-rabbit or anti­

mouse IgG secondary antibodies diluted 1/20000. All antibodies were diluted in PBS 

containing 0.1 % (v/v) Tween 20 and 5 % (w/v) skimmed milk. The membranes were 

reprobed with murine anti-P-actin antibodies (diluted 1/5000 in PBS/Tween 20 0.5 % 

(v/v)/skimmed milk 5 % (w/v), Sigma) and antigene-antibody complexes were viewed by 

incubating them with peroxidase-conjugated anti-mouse IgG secondary antibodies diluted 

1/10000 in PBS/Tween 20 0.5 % (v/v)/skimmed milk 5 % (w/v). Immunoreactive bands 

were visualized by chemiluminescence (ECL Plus™, GE Healthcare, Buckinghamshire, 

UK) and exposure to X-ray film (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). Densitometric 

analyses were performed using FluorChem™ 5500 with AlphaEaseFC™ Software, version 

4.0.1.

Immimolabellins o f  phosphorylated Smadl/5/8. Cells were seeded as described 

above and incubated with or without 0.38 nM BMP-2, BMP-9, or BMP-2/ BMP-9 for 1 h 

or 4 h, fixed, permeabilized and incubated for 30 min at 37 °C with 1 % BSA (w/v) in PBS 

to block non-specific binding sites. The cells were then immunostained by incubation with 

primary rabbit antibodies against phosphorylated Smadl (Ser463/465)/Smad5 

(Ser463/465)/Smad8  (Ser426/428) (diluted 1/50). Bound primary antibodies were visualized by 

incubation with FITC-conjugated anti-rabbit IgG secondaries antibodies (diluted 1/150, 

Sigma). DNA was stained with DAPI (1 pg/mL) in PBS. The cells on PCL-pRGD were 

then washed, mounted on glass microscope slides and examined with an Eclipse TE2000-S 

microscope, under a 60X objective, and a Retiga 1300R camera.

mRNA extraction and aPCR. Cells were seeded (30 000 cells/cm2) onto sterile PCL 

films fiinctionalized by pRGD, allowed to become attached by incubation at 37 °C for 1 h,
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and then stimulated with or without 0.38 nM BMP-2, BMP-9 or a combination o f BMP- 

2/BMP-9 for 4, 24 or 72 h. Total RNA was then extracted using RNeasy Mini Kits 

according to manufacturer’s instruction (Qiagen), dissolved in water and quantified using a 

GeneQuant pro spectrophotometer. An aliquot o f RNA ( 1 pg) was treated with DNase and 

first-strand cDNA was synthesized using oligo(dT) primers and Superscript II reverse 

transcriptase. This cDNA was subjected to quantitative PCR on an iQ5™ Real-Time PCR
TPX/T ' p i  t

detection system in a 25 mL volume using iQ SYBR Green SuperMix (Bio-Rad 

Laboratories). The primers for murine GAPDH (Mm_GAPDH_3_SG), Dlx5 

(Mm_DLX5_l_SG), Runx2 (Mm_RUNX2_l_SG), Osx (Mm_SP7_l_SG), osteocalcin 

(Mm bglap l SG) and ALP (Mm ALPL_2_SG) were purchased from Qiagen. Assays 

were normalized to GAPDH and analysed using the 2‘AACt model. The quality o f the PCR 

products was determined by electrophoresis on 4 % agarose gels (w/v) containing ethidium 

bromide. The AmpliSize™ Molecular Ruler 50-2000 bp Ladder (Bio-Rad Laboratories) 

was run as a control on each gel, all primers gave a single band.

Determination o f  EC™ usine Osx transcripts. Cells seeded (30 000 cells/cm2) onto 

sterile PCL films fiinctionalized by pRGD were incubated at 37 °C for 1 h to allow them to 

adhere, and then with or without BMP-2 or BMP-9 (0.19-3.8 nM) for 24 h. Osx transcripts 

were quantified by qPCR as described above. The results were reprocessed using MatLab 

software and the EC50 was determined with a Michaelis-Menten model.

ALP activity measurement. Cells (30 000 cells/cm2) on sterile PCL-pRGD were 

first incubated at 37 °C under a humidified 5 % CO2 for 1 h. They were then stimulated 

with or without an equimolar concentrations o f  0.38 nM BMP-2, or BMP-9, or a 

combination of BMP-2/BMP-9 for 72 h. The ALP activity was measured with the 

SensoLyte® pNPP alkaline phosphatase assay kit (Anaspec, Fremont, CA, USA) 

according to the manufacturer’s instruction. Briefly, cells were washed twice with assay 

buffer, lysed with 200 mL o f lysis buffer (0.2 % Triton X100 in assay buffer (v/v)) and the 

lysates were centrifuged at 2500 g. The resulting supernatants were collected and ALP 

activity was measured by incubation with the pNPP alkaline phosphatase substrate for 1 h. 

Optical density was measured at 405 nm using a UV/Vis spectrophotometer (Synergy HT 

Bio Tek instrument, VT, USA). The ÀLP activity was determined with reference to the 

ALP activity o f a standard curve and then to the total protein amount.
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Statistical analysis

All statistical computations were performed with GraphPad Instat® 3.00 software 

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). The Tukey-Kramer multiple comparison 

test (ANOVA) was used. Values were considered significantly different if p < 0.05.

4.5. Results
4.5.1. Cell survival on fiinctionalized PCL films

We have previously shown that MC3T3-E1 preosteoblasts attached and developed 

organized actin cytoskeleton at 1 h in serum-free medium only on PCL-pRGD (Drevelle et 

a l,  2010). We first investigated the ability o f MC3T3-E1 preosteoblasts to remain attached 

to PCL films fiinctionalized with pRGD or pRGE for 24 and 72 h in serum free medium 

(Fig. 4.1 A). MC3T3-E1 preosteoblasts were stained with rhodamine-phalloidin to visualize 

the actin cytoskeleton and DAPI for labelling the DNA. The MC3T3-E1 preosteoblasts 

remained attached to PCL-pRGD for 72 h, but only a few cells remained attached to PCL- 

pRGE at 72 h and none remained attached at 6 days (data not shown). Since most of the 

MC3T3-E1 preosteoblasts seeded onto pRGE detached within 72 h, this condition could 

not be used as a control for cell differentiation assays. TUNEL assays were also done to 

determine whether any MC3T3-E1 preosteoblasts on PCL-pRGD underwent apoptosis 

(Fig. 4 .IB). A positive control using DNase treatment on preosteoblasts attached to PCL- 

pRGD for 4 h revealed that all preosteoblasts had fragmented DNA. Their nuclei were 

strongly labelled by the TUNEL assay. In contrast, only few cells on PCL-pRGD were 

stained by the TUNEL assay at 4 h. Most o f the MC3T3-E1 preosteoblasts on PCL-pRGD 

for 72 h showed little DNA damage when stained with the TUNEL assay and their nuclei 

were well defined. The percentage o f apoptotic cells was evaluated by counting the 

TUNEL-positive cells in a total o f 500-800 cells for each condition (Table 4.1). Fewer than 

15 % of MC3T3-E1 preosteoblasts attached to the PCL-pRGD became apoptotic within 

72 h.
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Fig. 4.1 (A) MC3T3-E1 preosteoblasts were seeded onto PCL-pRGD or PCL-pRGE films 
and incubated for 4 h or 72 h in FBS-free medium. The attached cells were fixed, 
permeabilized and stained with rhodamine-phalloidin to label filamentous actin 
and with DAPI to stain DNA. Bar = 100 pm (B) MC3T3-E1 preosteoblasts 
seeded onto PCL-pRGD films and incubated for 4 to 72 h without serum. The 
attached cells were fixed, permeabilized and stained with TUNEL assay to label 
damaged DNA and with DAPI to label DNA. Bar = 50 pm. This experiment is 
representative of three independent experiments.
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Table 4.1 : Positive cell counting from TUNEL assay.
t(h ) 4 72

% positive TUNEL cells 6 ± 4 12 ± 5

Number of total counted cells 800 564

Results are the mean ± SD o f three independent experiments.

4.5.2. Dose response effect o f BMP-2 and BMP-9 on Osx transcripts

Since BMP-2 and BMP-9 were to be used together, we determined the 

concentration o f each BMP that can be used without reaching a plateau in gene activation. 

We measured the effects o f incubation for 24 h with concentrations of BMP-2 and BMP-9 

from 0.19 to 3.8 nM on the levels o f Osx mRNA in MC3T3-E1 preosteoblasts attached to 

PCL-pRGD (Fig. 4.2). The mRNA amounts were normalized to that of the untreated cells 

(CTL). BMP-2 increased the level of Osx transcripts in a dose dependant manner (for 

example, significant difference between 0.192 and 0.38 nM (p < 0.05)). The level o f Osx 

transcripts reached a plateau when the cells were incubated with 1.92 nM BMP-2 (Fig. 

4.2A). BMP-9 increased the levels o f Osx mRNA in MC3T3-E1 preosteoblasts even at 3.8 

nM (Fig. 4.2B). We determined the EC50 value for each BMP using the Michaelis-Menten 

model applied to the Osx mRNA level. The EC50 for BMP-2 was 0.81 nM and that for 

BMP-9 was 1.18 nM. We therefore used a concentration o f 0.38 nM in subsequent 

experiments.
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Fig. 4.2. Effect o f incubation for 24 h with concentrations from 0.19 to 3.8 nM o f (A) 
BMP-2 and (B) BMP-9 on MC3T3-E1 preosteoblasts attached to PCL-pRGD. 
mRNA encoding Osx quantified by qPCR was normalized to mRNA in untreated 
cells (CTL). The results are the mean ±  SD o f  two independent experiments 
performed in triplicate.
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4.5.3. Kinetics of the BMP signaling pathway activation in MC3T3-E1 

preosteoblasts attached to PCL-pRGD by BMP-2 and/or BMP-9

Smad pathway

Incubation with BMP-2 (3.8 nM) for 1 h induced the phosphorylation o f Smadl/5/8 

in MC3T3-E1 preosteoblasts on PCL-pRGD (Drevelle et al., 2010). We therefore 

determined the rate of Smadl/5/8 and Smad2 activation induced by equimolar 

concentrations (0.38 nM) of BMP-2 and/or BMP-9 (Fig. 4.3). MC3T3-E1 preosteoblasts 

were allowed to attach to PCL-pRGD for 1 h and then incubated with or without BMP-2 

and/or BMP-9 for 0, 0.5, 1, 2 and 4 h. Equal amounts o f cell lysate proteins were then 

analysed by western blotting for phosphorylated Smadl/5/8 (Fig. 4.3A). Total Smadl/5/8 

was also used as control. The intensities o f the bands corresponding to total Smadl/5/8 

were quite similar in all experimental conditions and gave a single band o f about 60 kDa. 

MC3T3-E1 preosteoblasts stimulated by incubation with BMP-2 or BMP-2/BMP-9 for 0.5 

h to 4 h all contained phosphorylated Smadl/5/8. However, the phosphorylated Smadl/5/8 

band was seen only in MC3T3-E1 preosteoblasts that had been treated with BMP-9 for 4 h. 

Densitometric analyses o f the phosphorylated Smadl/5/8 band referred to that of the total 

protein showed that the relative amount o f phosphorylated Smadl/5/8 induced by BMP-2 

was higher after 0.5 h. They also confirmed that the Smad pathway was activated only 

after incubation with BMP-9 for 4 h (Fig. 4.3B). Incubation with BMP-2/BMP-9 caused a 

slight decrease in phosphorylated Smadl/5/8 at 4 h. Lastly, we detected no 

phosphorylation of Smad2 in MC3T3-E1 preosteoblasts attached to PCL-pRGD after 

incubation with BMP-2 and/or BMP-9 for 1 to 4 h (Fig. 4.3C). However a positive control 

using MC3T3-E1 preosteoblasts on polystyrene revealed that they responded to TGF-P (10 

ng/mL) by increasing Smad2 phosphorylation.
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BMP-2/BMP-9

pSmad 1/5/8 
(60 kDa)

Total Smad1/5/8 
(60 kDa)

CTL BMP-2/BMP-9 BMP-2 BMP-9

t(h) 0 1 2 4 6  1 2 4 6  0 1 2 4 6  1 2 4 6

pSmad2 
(60 kDa)

Total Smad2 
(60 kDa)

TGF-P

t (h) 0 0.25 0 5 1

pSmad2 
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Total Smad2 
(60 kDa)

Fig 4.3. (A) Western blot analysis and (B) densitometric analysis o f the kinetics of 
Smadl/5/8 phosphorylation and total Smadl/5/8 in lysates o f MC3T3-E1 
preosteoblasts attached to PCL-pRGD for 1 h and then stimulated with 0.38 nM 
BMP-2 and/or BMP-9 for 0, 0.5, 1, 2 and 4 h. (C) Western blot analysis o f the 
phosphorylated Smad2 and total Smad2 in lysates extracted from MC3T3-E1 
preosteoblasts attached to PCL-pRGD for 1 h and then stimulated with 0.38 nM 
BMP-2 and/or BMP-9 for 0, 1, 2, 4 and 6 h. The positive control was the effect 
o f TGF-P (10 ng/mL) on cells attached to polystyrene after 1 h incubation.
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The translocation o f phosphorylated Smadl/5/8 to the nucleus is an important step 

in the transduction o f the BMP signal leading to specific gene transcription (for review see 

Massagué et al., 2005; Heining et al., 2011). We therefore used immunofluorescent 

labelling o f phosphorylated Smadl/5/8 to monitor their translocation to the nuclei o f 

MC3T3-E1 preosteoblasts treated with BMP-2 and/or BMP-9 for 4 h (Fig. 4.3D). DNA 

labelling by DAPI staining confirmed the nuclear localisation o f phosphorylated 

Smadl/5/8. There was very little immunostaining o f phosphorylated Smadl/5/8 in the CTL 

(untreated) cells. By contrast, MC3T3-E1 preosteoblasts treated with BMP-2 and/or BMP- 

9 were clearly stained for phosphorylated Smadl/5/8, which was mainly in their nuclei. 

Stimulation with BMP-2/BMP-9 seemed to induce less intense staining for phosphorylated 

Smadl/5/8 than did incubation with BMP-2 or BMP-9 alone.

D
DAPI p S m a d 1 /5 /8

CTL

B M P-2

B M P-9

B M P-2/
B M P-9

Fig. 4.3. (D) MC3T3-E1 preosteoblasts seeded onto PCL-pRGD films were incubated for 4 
h without serum. The attached cells were fixed, permeabilized and incubated with 
rabbit antibodies against pSmad 1/5/8 and with DAPI to label DNA. The bound 
antibodies were detected with FITC-conjugated anti-rabbit IgG secondary 
antibodies. Bar = 20 pm. This experiment is representative of four independent 
experiments.
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MAPK pathway

Both BMP-2 and BMP-9 activate the canonical Smad pathway; they can also 

stimulate the MAPK pathway (Guicheux et a i ,  2003; Park et a i ,  2012b). We therefore 

measured the rates at which equimolar concentrations (0.38 nM) o f BMP-2 and/or BMP-9 

activated the MAPK pathway after 0, 0.5, 1, 2 and 4 h (Fig. 4.4). Equal amount o f proteins 

from cell lysates were analysed by western blotting for phosphorylated JNK, p38 and 

ERK1/2 (Fig. 4.4A). Total p38, ERK1/2 and P-actin were used as controls. The intensity of 

the bands corresponding to total p38, ERK1/2 proteins and p-actin (42 kDa) were similar 

in all experimental conditions. The intensity o f the protein band corresponding to the 

phosphorylated JNK (50 kDa) was decreased at 4 h in all experimental conditions. 

Phosphorylated p38 appeared as a single band at 43 kDa. The rate of p38 phosphorylation 

was similar in all experimental conditions. The phosphorylated p38 profile showed a 

maximum phosphorylation at 0.5 h followed by a rapid decrease. No phosphorylated p38 

was detected after incubation for 2 h in all experimental conditions. The rates o f ERK1/2 

(42-44 kDa) phosphorylation were similar in all experimental conditions. Densitometric 

analyses o f the phosphorylated p38 and ERK1/2 bands referred to that o f their respective 

total protein bands confirmed the above observations (Fig. 4.4B).
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p-p38 
(43kDa)

p33 
(43 kDa)
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(42-44 kDa)
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Fig. 4.4 (A) Western blot analysis and (B) densitometric analysis o f  phosphorylated JNK, 
p38, ERK1/2 and total p38, ERK1/2 and P-actin in lysates o f MC3T3-E1 
preosteoblasts attached to PCL-pRGD for lh  and then stimulated with BMP-2 
and/or BMP-9 (0.38nM) for 0, 0.5, 1, 2 and 4 h. This experiment is representative 
of four independent experiments.

4.5.4. Beta-catenin in MC3T3-E1 preosteoblasts attached to PCL-pRGD and 

treated by BMP-2 and/or BMP-9

We measured the level o f P-catenin because the differentiation o f murine 

C3H10T1/2 stem cells into mature osteoblasts by adenovirus expressing BMP-9 (AdBMP- 

9) requires a functional canonical Wnt pathway by stabilizing the p-catenin (Tang et a l ,  

2009). We incubated MC3T3-E1 preosteoblasts attached to PCL-pRGD for 1 h with or 

without BMP-2 and/or BMP-9 for up to 6 h and measured the P-catenin cell lysate proteins 

by western blotting (Fig. 4.5). p-catenin appeared as a single 94 kDa band in all 

experimental conditions (Fig. 4.5A). The amount of the control p-actin band remained 

constant. The P-catenin level seemed to decrease only in cells treated with BMP-9. The 

densitometric analysis o f the intensity of the P-catenin band referred to that o f P-actin 

revealed that the level of P-catenin amount increased between 2 and 6 h in cells treated
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with BMP-2, but remained unchanged for 4 h with or without BMP-2/BMP-9 (Fig. 4.5B). 

The level of p-catenin in MC3T3-E1 preosteoblasts attached to PCL-pRGD and incubated 

with BMP-9 alone decreased dramatically between 1 h and 6 h. The intensity o f the p- 

catenin band at 4 h was about 40 % of the initial P-catenin level and no P-catenin band was 

detected at 6 h.

A

CTL BMP-2/BMP-9 BMP-2 BMP-9

t(h) 0 1  2 4 6 1 2 4 6  0 1 2 4 6  1 2 4 6

p-catenin
(94  kD a)

P-actin 
(42 kDa)

B

-♦-C TL 
-D-BMP2/9 
-Lr- BMP2 
♦  -BMP9

0 1 2 3 4 5 6
t(h)

Fig. 4.5. (A) Western blot analysis and (B) densitometric analysis o f the P-catenin and P- 
actin in lysates o f MC3T3-E1 preosteoblasts attached to PCL-pRGD for 1 h and 
stimulated with BMP-2 and/or BMP-9 (0.38nM) for 0, 1, 2, 4 and 6 h. This 
experiment is representative o f two independent experiments.

4.5.5. Differentiation of MC3T3-E1 preosteoblasts attached to PCL-pRGD in the 

presence o f BMP-2 and/or BMP-9

Expression of early (Dlx5, Osx) and late (osteocalcin) marker genes

Since the rates o f Smad activation and the p-catenin levels were different in cells 

treated with BMP-2 and BMP-9, we determined the influence of BMP-2 and/or BMP-9 on 

the activity o f genes encoding early (Dlx5 and Osx) and late (osteocalcin) osteogenic 

marker (Fig. 4.6). The amount of Dlx5 (Fig. 4.6A) and Osx (Fig. 4.6B) mRNAs at 4 and 24 

h respectively were higher than CTL in cells incubated with 0.38 nM BMP-2 (p < 0.001),
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BMP-9 (p < 0.001) and BMP-2/BMP-9 (p < 0.01). Furthermore, the levels o f Dlx5 

transcripts in cells treated with BMP-2, BMP-9 and BMP-2/BMP-9 for 4 h were all similar 

(p > 0.05). In contrast, the levels o f Osx transcripts differed, a significant difference was 

observed in cells treated by BMP-2 in comparison to BMP-9 (p < 0.05). The Osx transcript 

levels were similar in cells treated by BMP-2 and BMP-2/BMP-9 (p > 0.05). The gene 

encoding osteocalcin was more active in MC3T3-E1 preosteoblasts incubated with BMP-2 

for 72 h than in cells incubated for the same time with BMP-9 (p < 0.05). However, BMP- 

2/BMP-9 had no significant effect on the levels o f osteocalcin transcripts in comparison to 

BMP-2 (p > 0.05) (Fig. 4.6C). ALP mRNA was not detected in the CTL (Ct > 31 )  but the 

ALP gene was slightly activated after incubation with BMP-2 (Ct = 27.23), BMP-9 (Ct = 

29.36) and BMP-2/BMP-9 (Ct = 26.34) (data not shown).
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CTL BMP-2 BMP-9 BMP-2ÆMP-9

Fig. 4.6. Differentiation o f MC3T3-E1 preosteoblasts attached to PCL-pRGD for 1 h without serum and then stimulated with BMP-2 and/or 
BMP-9 (0.38 nM). The mRNAs encoding (A) Dlx5 (4 h), (B) Osx (24 h) and (C) osteocalcin (72 h) were quantified by qPCR and 
normalized to the mRNAs in untreated cells (CTL). The results are the mean ± SD of two independent experiments performed in 
triplicate. Statistically different from the CTL ***p < 0.001, **p < 0.01.



ALP activity

W e m easured ALP activity to further verify the differentiation o f  MC3T3-E1 

preosteoblasts (Fig. 4.7). Unstimulated, control MC3T3-E1 preosteoblasts attached to PCL- 

pRGD had no ALP activity, even after incubation for 72 h. By contrast, ALP activity was 

detected in cells treated with 0.38 nM  BM P-2, BM P-9 or BM P-2/BM P-9. Incubation with 

BM P-2/BM P-9 resulted in 2.3 times higher ALP activity in comparison to BM P-9 (p < 0.05), 

but they give similar results than BM P-2 alone (p > 0.05).

CTL BMP-2 BMP-9 BMP-2/BMP-9

Fig. 4.7. Differentiation o f  MC3T3-E1 preosteoblasts attached to PCL-pRGD for 1 h  without 
serum and then stimulated with BM P-2 and/or BM P-9 (0.38 nM ) for 72 h. ALP 
activity was referred to the total protein concentration. The results are the means ± 
SD o f  two independent experiments performed in duplicate.

4.6. Discussion

W e have previously shown that m urine M C3T3-E1 preosteoblasts in serum -free m edium  

became attached to PCL-pRGD films and developed an organized actin cytoskeleton at 1 h, 

while similar cells placed on pRGE were less spread out and did not form focal adhesions 

(Drevelle et a i ,  2010). In addition, only preosteoblasts attached to PCL-pRGD responded to

93



BMP-2 through activation o f  the Sm ad pathway. W e have now focused on the responses o f  

MC3T3-E1 preosteoblasts attached to PCL-pRGD to BM P-2 and/or BM P-9 in terms o f  signal 

transduction and subsequent differentiation. MC3T3-E1 preosteoblasts becam e detached from 

PCL-pRGE films after incubation for 72 h, while m ost o f those on PCL-pRGD films remained 

spread and viable. W e therefore carried out no further studies on cells on pRGE.

We have determined that MC3T3-E1 preosteoblasts can be incubated w ith a combination 

o f  0.38 nM  BM P-2 and 0.38 nM  BM P- 9 because the EC 50 for Osx gene expression was about 

0.81 after incubation with BM P-2 and 1.18 nM  after incubation w ith BMP-9. This EC 50 value 

for BMP-2 was 86 times sm aller than that obtained by Ruppert et al. (1996), who m easured 

ALP activity in m urine C3H10T1/2 stem cells. Furthermore, David et al. (2007) m easured the 

activity o f  luciferase reporter gene as an indicator o f  BMP elem ent prom oter in response to 

BM P-9 in human dermal m icrovascular endothelial cells and obtained an EC 50 o f  45 pg/mL 

(2.04 pM). This value is m uch (578 tim es) lower than that obtained in the present study (David 

et a i ,  2007). However, since our culture system was completely different from those used by 

Ruppert et al. (1996) and David et al. (2007) (cell type, medium, cells cultured on polystyrene 

vs functionalized PCL) such differences were not surprising. Furthermore, the concentration 

o f  BM P-9 used in the present study (8.5 ng/mL) is in the same range as that found in blood 

plasm a (2-12 ng/mL) (Celeste et al., 1994).

W e therefore determined the effect o f  BM P-2 and/or BM P-9 (0.38 nM ) on signal 

transduction in MC3T3-E1 preosteoblasts attached to PCL-pRGD. Surprisingly, we found that 

the rate o f  Sm adl/5/8 activation with BM P-2 differed from  that produced by BM P-9. W hile 

BMP-2 triggered the activation o f the Smad pathway within 0.5 h, this stim ulation required 

incubation with BM P-9 for 4 h. BM P-9 (1 ng/mL) is known to cause phosphorylation o f  

Smad2 in human pulm onary artery endothelial cells, but we observed no Smad2 

phosphorylation in our experimental condition (Park et a i ,  2012b). These results suggest that 

the Smad2 signal did not replace Sm adl/5/8 cell signalling in our experimental model. 

Furthermore, MC3T3-E1 preosteoblasts can produce BM P-2 and BMP-4 when they start to 

differentiate, but we detected no gene expression o f  BM P-2 or BM P-4 com pared to CTL in 

cells treated with BMP-2 and/or BM P-9 (data not shown) (Xiao et al., 2002). This suggests 

that the activation o f  Sm adl/5 /8  in cells treated by BM P-9 does not depend on the synthesis o f
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BMP-2 or BMP-4. In addition, our finding that 0.38 nM  BM P-2 activates the Smad pathw ay 

in preosteoblasts attached to PCL-pRGD agrees well with the results obtained by Guicheux et 

al. (2003). They found that incubating MC3T3-E1 preosteoblasts attached to Petri dishes with 

BMP-2 (100 ng/mL) in culture medium containing foetal calf serum  for 15 m in to 6 h resulted 

in the phosphorylation o f  Sm adl/5/8.

The difference in the time at which BM P-2 and BM P-9 activated Smad in our 

experimental conditions m ight be also partly explained by the fact that they are m em bers o f  

different BMP subfamilies and therefore act via different type I receptors (David et al., 2007). 

Furthermore, the effect o f  BM P-9 on MC3T3-E1 preosteoblasts attached to PCL-pRGD 

differed from its effect on cells attached to polystyrene, unlike BMP-2. Indeed, we have 

previously found that incubation for 1 h  with BM P-9 or BM P-2 (1.92 nM ) in serum free 

medium caused Smad phosphorylation in M C3T3-E1 preosteoblasts attached to polystyrene 

(Bergeron et al., 2009). W e confirmed that incubation for 1 h w ith both 0.38 nM  BM P-9 and 

0.38 nM  BM P-2 induced the phosphorylation o f  Sm adl/5 /8  in cells attached to polystyrene 

(data not shown). The main difference between these studies and our present m odel is that 

pRGD peptides target the a vp3 integrins, while several integrins can be used by cells that have 

first adhered to treated polystyrene in the presence o f  FBS (Rezania and Healy, 1999b). Lai 

and Cheng (2005) have also shown that the ctvp3 integrins and the receptors o f  type I and II o f  

BMP-2 (BM PRI and BM PRII) are located together. They found that the a vp integrins were 

necessary for Smad phosphorylation induced by BM P-2 (Lai and Cheng, 2005). However, 

nothing is known about crosstalk between BM P-9 and a vp3 integrin signalling.

W e also find that both BM P-2 and BM P-9 activated the M APK pathway at quite sim ilar 

rates. It is known that p38 m ust be activated for recom binant hum an BMP-2 and AdBM P-9 to 

induce the differentiation o f  MC3T3-E1 preosteoblasts or m urine C3H10T1/2 in culture 

medium containing serum  (Guicheux et a l ,  2003; Xu et al., 2012). Guicheux et al. (2003) 

have observed that 100 ng/mL BMP-2 rapidly activated p38 in MC3T3-E1 preosteoblasts in 

serum-containing m edium  for 2 to 4 h, and obtained similar results for JNK MAPK.

We also measured the level o f P-catenin to investigate further the difference in the effects 

o f  BMP-2 and BM P-9 on cell signalling. There is crosstalk between the W nt and BMP 

pathways (Nakashima et a l ,  2005; Cho et a l ,  2012). For example, activation o f  the W nt
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pathway in MC3T3-E1 preosteoblasts triggers the activation o f an autocrine BM P-2 loop (Cho 

et al., 2012). Furthermore, deletion o f  the gene encoding P-catenin impairs the differentiation 

o f  prim ary m urine osteoblasts in response to BM P-2. This demonstrates that P-catenin is a key 

factor in BM P-2 signalling (Zhang et al., 2009b). W e find that BMP-2 and BM P-9 have 

different effects on p-catenin stabilization. BM P-9 causes the phosphorylation o f  Sm adl/5 /8  

and a decrease in p-catenin level in M C3T3-E1 preosteoblasts attached to PCL-pRGD. In 

contrast, BM P-2 activates Sm adl/5/8 with a stabilization o f  the P-catenin level. The P-catenin 

level even increased slightly in cells incubated with BM P-2 for 2 to 6 h, but no P-catenin was 

detected in cells incubated with BM P-9 for 6 h. Zhang et al. (2009b) showed that the level o f  

P-catenin in MC3T3-E1 preosteoblasts incubated with higher concentrations o f  BM P-2 (50 

and 100 ng/mL) for 24 h was higher than in controls. BMP signalling can also modulate 

activation o f  the W nt pathway by stim ulating the synthesis o f  Wnt receptors (LRP5) and 

inhibiting the E3 iigase involved in the degradation o f  the P-catenin (Zhang et al., 2009b). The 

decrease in the P-catenin level in MC3T3-E1 preosteoblasts attached to PCL-pRGD triggered 

by BM P-9 is quite interesting. Indeed, Tang et al. (2009) studied m urine C3H10T1/2 stem 

cells transfected with AdBM P-9 and showed that incubation for 7 days resulted in activation 

o f  the canonical W nt signalling pathw ay and increased ALP activity.

W hile there are clearly m ajor differences in their signal transduction, both BM P-2 and 

BM P-9 induced the translocation o f  Sm adl/5 /8  to the nuclei o f  MC3T3-E1 preosteoblasts 

attached to PCL-pRGD films after incubation for 4 h  and activated the genes encoding early 

and late osteogenic markers after incubation for 72 h. However, the Osx and osteocalcin 

transcripts were significantly lower in cells treated by BM P-9 in comparison to BM P-2 which 

is confirmed by the measurement o f the ALP activity after 72 h. Nevertheless, the effect o f  

incubation with a m ixture o f  BMP-2 and BM P-9 was quite similar to that o f  incubation with 

BMP-2 alone. The BM P-2/BM P-9 combination had sim ilar effects on cell signalling as BM P- 

2 alone in terms o f  p-catenin stabilization and Smad activation. The level o f  phosphorylated 

Sm adl/5/8 in cells incubated with BM P-2/BM P-9 for 4 h was only slightly lower than in cells 

incubated with BM P-2 alone. The sim ilar effect o f  BM P-2/BM P-9 com bination on the 

expression o f  osteogenic genes and ALP activity in comparison to BMP-2 alone m ay be due to 

the signal transduction induced by BM P-2 blocking the cell’s response to BM P-9. Further
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experiments on signalling are therefore required to verify this hypothesis. Perhaps the 

sequential use o f  BM P-2 and BM P-9 may overcome this problem.

4.7. Conclusion

BMP-2 and BM P-9 activate Smad and stabilize P-catenin in MC3T3-E1 preosteoblasts 

attached to PCL-pRGD at different rates, which m ay explain the sim ilar response than BM P-2 

alone on cell differentiation when they were used in combination. The sequential stim ulation 

with BM P-2 and BM P-9 m ay overcome this problem. O ur findings highlight the importance 

o f  analysing the capacity o f  bone cells attached to biomimetic materials to respond to growth 

factors. This type o f  experimental approach is required to develop functionalized biom aterials 

that improve the response o f  bone cells to growth factors for clinical and tissue engineering 

applications.
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5. CHAPITRE 5 : DISCUSSION GÉNÉRALE

Le prem ier contact entre le biom atériau et les cellules détermine le devenir de ces 

dernières. On pourrait alors définir le biom atériau comme un « prem ier m essager ». Les 

biom atériaux de 4cme génération utilisés en application osseuse sont ainsi capables d ’orienter la 

réponse cellulaire. Pour cela, leur surface peut être fonctionnalisée afin de m im er soit les 

protéines de l’ECM  osseuse soit les composantes minérales de la m atrice inorganique 

(W ojtowicz et a l ,  2010; Lu et a l ,  2013). Dans ce projet de doctorat, la prem ière stratégie a été 

sélectionnée, le PCL étant fonctionnalisé par un peptide de 15 acides aminés dérivé de la BSP 

et contenant la séquence RGD. Il aurait été égalem ent possible d ’incorporer de l’HAP dans le 

PCL perm ettant de conjuguer ainsi la fonctionalisation sur le PCL et le caractère ostéoinductif 

de l ’HAP (Chen et Chang, 2011). En effet, plusieurs équipes ont étudié cette insertion PCL- 

HAP et ont observé une m eilleure colonisation du m atériau en présence de HAP com paré au 

PCL seul ainsi qu’une m eilleure différenciation en ostéoblaste (Chen et Chang, 2011; 

W utticharoenm ongkol et al., 2007). Cependant l ’insertion de parties inorganiques dans des 

matrices de polymère peut dim inuer le tem ps de dégradation du composite ainsi obtenu 

(M orawska-Chochol et al., 2011).

Ce projet a perm is dans un prem ier temps de préparer et de caractériser des films de 

PCL biomimétiques et d ’analyser leur capacité non seulement à adsorber les protéines sériques 

adhésives mais également à orienter le com portem ent des préostéoblastes en termes 

d ’organisation des protéines du cytosquelette et de transduction du signal. Dans un deuxièm e 

temps, l ’addition de la BM P-2 et/ou de la BM P-9 sur les préostéoblastes m urins M C3T3-E1 

adhérant aux films PCL-pRGD a mis en évidence l ’influence de la fonctionnalisation sur la 

capacité des cellules à répondre aux facteurs de croissance et à se différencier dém ontrant ainsi 

l ’importance du biomatériau « prem ier m essager ».
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5.1. Influence des peptides d’adhésion sur le comportement de 

préostéoblastes MC3T3-E1
5.1.1. M éthodologie utilisée pour la fonctionnalisation des films de PCL et 

caractérisation de leurs propriétés de surface

Dans le cadre de ce projet de recherche qui visait à  améliorer les propriétés 

d ’interaction du PCL avec les préostéoblastes, il a été possible de synthétiser et de caractériser 

des films de PCL fonctionnalisés de manière covalente par des peptides pRG D (positif). Des 

films PCL contrôles ont été obtenus après greffage de peptides pRGE (négatif). Le simple 

remplacement de l’acide aminé D par E est suffisant pour bloquer la reconnaissance du 

peptide par les intégrines (Pierschbacher et Ruoslahti, 1984b; Hersel et al., 2003). La 

technique de fonctionnalisation du PCL par des peptides RGD sélectionnée dans ce projet est 

celle déjà publiée par Sun et Ônneby (2006). Bien que les quantités de réactifs utilisées aient 

été réduites par rapport à celles publiées (Sun et Ônneby, 2006), nos résultats XPS et Sims- 

ToF (Figure 5.1) révèlent une fonctionnalisation du PCL par les peptides pRG D et pRGE. Une 

autre méthode pour vérifier cette fonctionnalisation aurait pu être utilisée. Celle-ci consiste à 

quantifier le groupement partant du PDEA lors de l’addition du pRGD par une spectroscopie 

UV-visible (Sun et Ônneby, 2006). Les quantités de réactifs ont été sélectionnées afin 

d ’atteindre une densité de peptides d ’environ 0.62 pm ol/cm 2 (Rezania et Healy, 2000). En 

effet, celle-ci a été définie par Rezania et Healy (2000) comme étant la densité optimale de 

peptides pRGD présents sur une surface de quartz pour induire la m inéralisation de l’ECM  

par des cellules issues du calvaria de rat.

99



C 3 H 5 S 2 N O -  

C eF L S N - 

C e H s 02 -

Figure 5.1 : Sims-ToF d ’une surface de PCL-pRGD (image 300 x 300 pm )

De plus, les peptides pRGD et pRGE utilisés dans ce projet ont leurs extrémités C et N 

terminales protégées. Le choix de la fonctionnalisation a été fait afin de contrôler de façon 

spécifique le greffage des peptides. En effet, cette méthode de fonctionnalisation implique 

uniquement la fonction thiol de la cystéine et non les fonctions acide carboxylique ou amine 

afin de prévenir toute réaction avec les groupements des chaines latérales des acides aminés 

arginine et acide aspartique/acide glutamique du pRGD et pRGE (Hersel et a l ,  2003). Une 

telle interaction pourrait en effet inactiver le peptide greffé. Cependant la création de ponts 

disulfures (251 k J .m o f1) est 40 % moins stable que la formation d ’une liaison C-C (Huheey et 

a l ,  1993; Clayden et a l ,  2001).

Il existe néanmoins d ’autres m éthodes afin de greffer des peptides de façon covalente 

sur un polymère, notam ment, en utilisant un réactif contenant une fonction m aléim ide afin de 

former une liaison C-S plus stable (Houseman et a l ,  2003). Afin de prévenir un greffage par 

une fonction latérale du peptide RGD, il est également possible de protéger les groupements 

réactifs permettant alors d ’utiliser des greffages faisant intervenir les fonctions amine par 

exemple (Lin et a l ,  1992). Les différentes étapes de la fonctionnalisation des films de PCL 

(hydrolyse, fonctionnalisation par le PDEA et la formation du pont disulfure avec le pRGD) 

s ’accompagnent de plusieurs changements des propriétés de surface qui sont à prendre en 

compte dans le cadre d ’une utilisation ultérieure. Par exemple, tel que m entionné dans le
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paragraphe 3.5, la surface des films de PCL subit un changem ent d ’hydrophilicité lorsque le 

PCL est traité par une solution d ’hydroxyde de sodium, ce dernier devenant plus hydrophile. 

Cette m odification de la surface est mise en évidence par la diminution de l ’angle de contact 

que fait une goutte d ’eau sur la surface. Les propriétés hydrophobe et hydrophile d ’un 

matériau peuvent avoir une influence sur sa capacité d ’adsorption des protéines et leur 

conformation (Andrade et Hlady, 1986; Collier et al., 1997; Lee et a l ,  2006). Ainsi, les films 

de PCL après hydrolyse par l ’hydroxyde de sodium  adsorbent les protéines adhésives 

fibronectine et vitronectine du sérum mais les cellules ne semblent pas capables d ’interagir 

avec ces protéines comme le m ontre leur m orphologie plutôt arrondie et l ’absence 

d ’organisation de leur cytosquelette d ’actine. U n changement de topographie de surface 

pourrait également jouer un rôle dans cette adsorption non spécifique. En effet, Lee et al. 

(2006) ont m ontré que la m odification de la topographie de surface influençait non seulem ent 

l ’adsorption de la fibronectine mais également l ’intensité de la force à appliquer pour détacher 

des cellules K562 (cellules issues d ’une leucémie myéloïde chronique) de la surface. 

L ’adsorption de la fibronectine et la force d ’attachem ent cellulaire augmentent avec la  rugosité 

m oyenne quadratique (RM S= 1,46 Vs 0.18 nm). Cependant, dans ce projet de doctorat même 

si la surface des films de PCL hydrolysés semblait irrégulière en observation SEM, les 

analyses en AFM  n ’ont pas révélé de changem ent significatif de la rugosité de surface Ra 

(rugosité m oyenne arithmétique) après le traitem ent par l ’hydroxyde de sodium  ainsi que la 

fonctionnalisation par les peptides pRGD et pRGE. Les surfaces pRGD et pRGE adsorbent 

également de la fibronectine et de la vitronectine présentes dans le sérum de veau fœtal. De 

plus, en présence de sérum, les préostéoblastes M C3T3-E1 ne distinguent pas la 

fonctionnalisation du PCL par le peptide pRGD ou le pRGE. Un étalement des préostéoblastes 

non significativement différent est observé au contact de ces deux peptides positif et négatif. 

Les protéines présentes dans le sérum m asquent donc totalement la fonctionnalité de la surface.

Dans le cadre d ’une application des films de PCL avec une implantation directe chez le 

patient, cet aspect adsorption non spécifique des protéines pourrait être problém atique. 

Cependant, dans une approche portée sur l ’ingénierie tissulaire, stratégie privilégiée dans cette 

étude, qui implique une pré-colonisation du m atériau par les cellules du patient in vitro  en 

absence de sérum  avant implantation, une telle surface donne des résultats prometteurs. En
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effet, en ingénierie tissulaire, la com position du milieu de culture est définie, l ’utilisation de 

sérum étant à éviter tel que recom m andé par la FDA (FDA, 1993).

5.1.2. Différence d ’organisation des protéines du cytosquelette dans les 

préostéoblastes en fonction des peptides utilisés

La fonctionnalisation par des peptides d ’adhésion a pour but de favoriser les 

interactions entre une surface et les cellules présentes dans le milieu de culture (in vitro). En 

effet, plusieurs études, dont celle présentée dans le paragraphe 3.5.4, ont perm is de démontrer 

que des préostéoblastes murins ou des cellules souches mésenchymateuses de rat organisent 

leur cytosquelette d ’actine lorsqu’ils adhèrent à des m atériaux sur lesquels sont greffés des 

peptides d ’adhésion comportant la séquence RGD (Drevelle et al., 2010; M arquis et a l ,  2008; 

Zhang et Hollister, 2009; M arietta et al., 2005). Par contre, la plupart de ces études n ’utilisent 

pas de peptides négatifs contrôles. En effet, Zhang et Hollister (2009) ont observé un effet 

positif du greffage du peptide RGDC sur PCL par rapport au PCL non traité en termes 

d ’organisation du cytosquelette. Cependant, ils n ’ont pas corroboré ce résultat avec un  peptide 

négatif. Leurs expérimentations étant m enées en présence de protéines sériques (10 %  FBS), il 

aurait été intéressant de déterminer leur influence sur le comportement cellulaire observé en 

utilisant ce type de contrôle.

En absence de sérum, les films PCL-pRGD, contrairement aux surfaces PCL-pRGE, 

perm ettent la formation des points focaux et l ’organisation du cytosquelette d ’actine dans les 

préostéoblastes MC3T3-E1 qui sont à leur contact. De plus cette fonctionnalisation du PCL 

par le peptide positif ou le peptide négatif induit une différence de signalisation intégrines 

mise en évidence par l’état d ’autophosphorylation de la FAK (Figure 5.2). Les surfaces PCL- 

pRGD permettent une activation de la FAK sur la tyrosine 397, prem ier pas vers une 

activation totale de la FAK, notam m ent l ’activation de la tyrosine 925 qui perm et 

l ’organisation des points focaux via  la taline et la paxilline (Schlaepfer et Hunter, 1996).

102



Polycapro lactone

lntégrin«s inactives

RGE RGE RGE

Intégrines actives

«WjW / ,

Organisation
Pas d 'organisation 
du  cy tosquele tte  

Pas de phosphorylation d e  la FAK

du cytosquele tte

Figure 5.2 : Effet des peptides pRGD et pRGE sur la capacité des préostéoblastes murins à 
organiser les protéines du cytosquelette et à activer la FAK

5.1.3. La présence de peptides d ’adhésion est nécessaire à la réponse des 

préostéoblastes murins à la BMP-2

Quelques études ont démontré l ’existence d ’interactions croisées entre les intégrines, 

notam ment a vP3 et la BM P-2 ou leurs peptides dérivés (pBM P-9), aussi bien en termes de 

localisation des récepteurs des BM Ps que d ’expression des intégrines mem branaires (Lai et 

Cheng, 2005; Marquis et a i ,  2008). Dans le cadre de ce projet de doctorat, nous avons donc 

choisi d ’utiliser le peptide pRGD sur une surface de PCL afin d ’obtenir une synergie entre la 

BMP-2 et l ’intégrine a vP3 - Seuls les préostéoblastes m urins MC3T3-E1 adhérents aux films de 

PCL-pRGD présentent une augmentation de l ’état de phosphorylation des Sm adl/5/8 en 

présence de BMP-2, le pRGE n ’ayant aucun effet (Drevelle et al., 2010). De même, ces 

cellules adhérentes au PCL-pRGD présentent un état de phosphorylation de la Tyr397, signal 

provenant des intégrines. Or, l ’utilisation d ’ARNm anti-sens FAK dans des préostéoblastes 

murins MC3T3-E1 a perm is d ’identifier que cette protéine est nécessaire à leur différenciation 

en ostéoblastes m atures en présence de BM P-2 (100 ng/mL) (Tamura et a i ,  2001). L ’absence
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d ’activité sur la surface pRGE de la FAK pourrait ainsi expliquer l’absence d ’augmentation de 

la phosphorylation des Sm adl/5/8 en présence de la BMP-2.

Ainsi, le film PCL-pRGE utilisé comm e contrôle négatif a perm is de dém ontrer 

l ’efficacité du PCL-pRGD en absence de sérum, autant au niveau de l’organisation du 

cytosquelette (organisation des points focaux avec la vinculine et formation des fibres d ’actine) 

que des signalisations intégrines et BMP (FAK, activation de la voie des Smads) (Drevelle et 

al., 2010). Cependant les essais à plus long terme ont montré une diminution importante du 

nombre de cellules sur les films PCL-pRGE (Drevelle et al., 2013); ces dernières, ne pouvant 

adhérer et s ’étaler, elles vont donc progressivem ent se détacher et mourir.

5.2. Comment mimer le vivant afin d’obtenir une meilleure 

différenciation osseuse
5.2.1. La stimulation des préostéoblastes adhérant au PCL-pRGD par la BM P-2 et la 

BM P-9 induit des cinétiques de phosphorylation des Smads et de stabilisation de 

la p-caténine différentes

L ’utilisation de la BM P-2 et de la BM P-9 semble être une avenue intéressante à étudier, 

la BMP-2 étant actuellement utilisée dans des systèmes commerciaux pour des applications de 

réparation osseuse et la BM P-9 ayant une plus grande aptitude à induire la différenciation de 

cellules C2C12 (myoblastes) en ostéoblastes par rapport à  la BM P-2 (Kang et a l ,  2004). De 

plus, ces deux BM Ps sont issues de deux sous-familles différentes. La BM P-2 et la BM P-9 

utilisent des récepteurs de type I différents. En effet la BM P-2 utilise ALK3 et ALK6 tandis 

que la BM P-9 utilise ALK1 et ALK2.

Néanm oins, très peu d ’études ont analysé l’influence des peptides d ’adhésion sur la 

réponse cellulaire à la BM P-2 (Smith et al., 2005; Zhang et al., 2011). Par exemple, la BM P-2 

a été utilisée conjointement avec un peptide constitué uniquem ent de la séquence RGD greffé 

sur un polymère de PLGA dans lequel sont incorporées des particules de FIAP (HAP-PLGA- 

RGD) (Zhang et al., 2011). Après 7 jours d ’incubation, une meilleure prolifération des 

ostéoblastes extraits du calvaria de lapin a été observée sur les matériaux HAP-PLGA-RGD

104



par rapport à HAP-PLGA. De plus, l ’utilisation in vivo d ’une architecture 3D de HAP-PLGA- 

RGD en combinaison avec de la BM P-2 (0,4 % en masse) perm et une m eilleure réparation 

osseuse dans des radius de lapin après 24 semaines par rapport au HA P-PLG A-RGD seul 

(Zhang et al., 2011).

D ’autre part, une seule étude a, à notre connaissance, été réalisée récemm ent en 

utilisant des cellules endothéliales adhérant à certains domaines de la protéine adhésive 

fibronectine et stimulées par la BM P-9 (Tian et al., 2012).

L ’influence du PCL-pRGD sur la réponse des préostéoblastes murins à la BM P-2 et/ou 

BM P-9 a donc été analysée dans le cadre de ce projet de doctorat. Si les résultats obtenus in 

vitro avec des préostéoblastes murins attachés au PS et stimulés par la BM P-2 ou la BM P-9 

m ontrent une signalisation similaire en termes de phosphorylation des Sm adl/5 /8  (Bergeron et 

a l ,  2009), la signalisation induite lorsque ces cellules adhèrent au PCL-pRGD est fonction de 

la BMP utilisée. En effet, un retard de la phosphorylation des Sm adl/5/8 (détectée à 4h) est 

observé avec la BM P-9 par rapport à la BM P-2 qui active ces Smads dès 30 m in (Drevelle et 

al., 2013). Une autre différence réside dans les niveaux de P-caténine, protéine impliquée dans 

la voie canonique des W nts. En effet, tandis que l ’addition de la BMP-2 semble stabiliser le 

niveau de P-caténine, cette protéine n ’est plus détectée après 6 h dans les cellules incubées en 

présence de la BMP-9 (Drevelle et a l ,  2013). La phosphorylation des Smads 1/5/8 par la 

BM P-9 semble donc concomitante avec une diminution de la p-caténine.

Ces résultats sont pour le moins surprenants puisque la différenciation de cellules 

souches de souris C3H10T1/2 en ostéoblastes matures après leur transfection par un 

adénovirus codant pour la BM P-9 est accentuée par l ’activation de la voie canonique des W nts 

par la W nt3a (Tang et a l ,  2009). D ’autres études corroborent un effet croisé de la voie des 

W nts et de celle des BMPs. En effet Zhang et al. (2013) ont également démontré que la voie 

des W nts canonique induisait via la P-caténine l ’expression du gène codant pour la BM P-2 

dans les myoblastes C2C12. Cependant, la BM P-2 (100 ng/mL) après 3 h de stim ulation peut 

induire la synthèse d ’ARNm  codant pour DKK1, un inhibiteur du récepteur de la voie W nt 

canonique LRP5/6 dans les ostéoblastes m atures (Kamiya et al., 2010b). Le m êm e phénomène 

est observable avec l ’utilisation d ’une forte dose de BMP-2 (2 000 ng/mL) dans des 

ostéoblastes extraits du périoste (Kim et a l ,  2013).
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D ’autres voies de signalisation comme celles des M APKs peuvent également être 

induites par les BM Ps et influencer la réponse cellulaire. L ’activation de la M APK p38 est 

ainsi indispensable à la différenciation des préostéoblastes M C3T3-E1 en ostéoblastes matures 

en présence de BM P-2 (Guicheux et al., 2003). Cet effet a également été observé pour des 

cellules souches de rat issues du follicule dentaire et transfectées par un adénovirus codant 

pour la BM P-9 (Li et a i ,  2012). L ’influence des ERK1/2 sur la différenciation ostéogénique 

reste par contre un peu plus controversée. Une fois phosphorylée, ERK1/2 peut bloquer la 

translocation du complexe Sm adl/5/8-Co-Sm ad vers le noyau et ainsi empêcher la 

transcription des gènes codant pour des protéines impliquées dans la différenciation 

ostéogénique tel M SX2 (M sh hom eobox 2), l ’ostéopontine ou l ’ALP dans les cellules souches 

humaines (Osyczka et Leboy, 2005). Cependant, Jun et al. (2010) ont montré qu’une 

stimulation des m yoblastes C2C12 par la BM P-2 (200 ng/m L) stabilisait Runx2, facteur de 

transcription utilisé comme marqueur de différenciation ostéoblastique par l ’intermédiaire de 

l ’activation de ERK1/2. Cependant, dans ce travail de doctorat, les cinétiques d ’activation des 

M APK ERK1/2, p38 et JN K  par la BM P-2 ou la BM P-9 sont sim ilaires dans les 

préostéoblastes M C3T3-E1 adhérant au PCL-pRGD.

La différence de signalisation Smad observée entre la BM P-2 et la BM P-9 dans les 

préostéoblastes adhérant au PCL-pRGD semble se répercuter sur leur différenciation (Figure 

5.3). Sur les surfaces PCL-pRGD, une quantité inférieure d ’ARNm  codant pour les m arqueurs 

de différenciation ostéoblastique tels Osx (24h) et OC (72h) est observée dans les cellules 

stimulées par la BM P-9 par rapport à la BM P-2 à 0,38 nM (Drevelle é ta l ,  2013).
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Figure 5.3 : Signalisation intracellulaire induite par la BM P-2 et la BM P-9 dans les 
préostéoblastes murins adhérant aux films de PCL-pRGD

5.2.2. La stimulation des préostéoblastes adhérant au PCL-pRGD par l ’addition 

simultanée des BMP-2 et BM P-9 induit une différenciation cellulaire com parable 

à celle de la BM P-2 seule

Durant les différentes phases du processus de régénération osseuse, plusieurs facteurs 

de croissance et cytokines (IL-6, BM Ps, TGF-P, VEGFs) interviennent (Al-Aql et al., 2008). 

La BM P-2 est nécessaire dans l ’ensemble des phases du processus de réparation, les autres 

facteurs de croissance et cytokines n ’étant nécessaires qu’à certains m oments (Al-Aql et a i ,  

2008). De plus, il a récemment été m ontré que la BM P-9, qui est un facteur circulant dans le 

plasma à une concentration de 2 à 12 ng/mL, est également présente dans les plaquettes 

(Bidart et al., 2012; Osada et al., 2012). Or, les plaquettes étant parm i les premiers 

intervenants lors du processus de réparation de fracture osseuse pendant la phase hématome et 

formation du clou plaquettaire, il est possible que leur dégranulation libère de la BM P-9. Une 

telle hypothèse n ’a néanmoins pas encore été vérifiée in vivo.

Afin d ’optim iser la différenciation des préostéoblastes en ostéoblastes au contact du 

PCL-pRGD, une stimulation simultanée par la BM P-2 et la BM P-9 semblait prometteuse.
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Cependant, l’utilisation en combinaison de la BM P-2 et de la BM P-9 m ontre des niveaux 

d ’ARNm  codant pour Osx et OC comparables à ceux générés par la BM P-2 seule. La 

signalisation au niveau de la phosphorylation des Smads et de la P-caténine en présence de 

BMP-2 et BM P-9 est également assez sim ilaire à celle observée avec la BM P-2 seule malgré 

une légère diminution de la phosphorylation des Smads à 4 h, ce qui pourrait expliquer les 

niveaux d ’ARNm codant pour Osx observés. Ces résultats suggèrent que la BM P-2 et la 

BM P-9 impliquent une signalisation antagoniste dans les cellules adhérant au PCL-pRGD 

expliquant ainsi l’absence d ’effet additif ou synergique de ces molécules. Le problèm e 

rencontré ici se situe alors au niveau du décryptage des voies empruntées par la BM P-2 et la 

BMP-9. En effet, les interactions entre les intégrines, notamment a vP3 , et les récepteurs de la 

BMP-2 ont été mises en évidence.

En ce qui concerne la BM P-9, les études sont un peu plus rares en partie à cause de sa 

découverte plus récente (Celeste et al., 1994). Ainsi les interactions entre les intégrines et les 

récepteurs de type I de la BM P-9 n ’ont pas été étudiées.

De plus, le mode d ’action de la BM P-9 au niveau des récepteurs m em branaires ou de 

co-stimulateurs n ’est pas encore complètement compris.

Hu et al. (2012) ont montré que la stim ulation des cellules souches C3H10T1/2 par la 

BM P-9 est également potentialisée par H IF la  (hypoxia-inducible factor 1 a) (Hu et al., 2012). 

HIFI a  apparait notam ment lors du phénom ène d ’hypoxie (diminution de l ’oxygène présent) 

qui pourrait apparaitre lors du traum a et de la rupture des vaisseaux (Zhang et al., 2012a; Chen 

et al., 2012). Des coopérations entre les récepteurs BM P-9 (ALK1) avec d ’autres récepteurs 

comme l ’endogline (CD 105) (Tian et a i ,  2012) confirmeraient un mode d ’action différent de 

la BM P-9 par rapport à la BMP-2. De plus, le principal gène activé en présence de BM P-9 

(adénovirus) dans les C3H10T1/2 code pour Hey-1 (Sharff et al., 2009) qui intervient 

notam ment dans la signalisation Notch. L ’utilisation de petit ARN interférents (siRNA) afin 

de bloquer H eyl dans les cellules C3H10T1/2 incubées en présence de la BM P-9 engendre 

une dim inution de leur différenciation (mis en évidence en m esurant l'activité de l ’ALP) en 

ostéoblastes après 7 et 10 jours (Sharff et al., 2009).
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Il est donc primordial d ’étudier l’ensemble des interactions récepteurs-intégrines et 

BMP-9 afin de mieux comprendre le mode d ’action de la BM P-9.
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6. CHAPITRE 6 : CONCLUSION ET

PERSPECTIVES

6.1. Conclusion

Tout d ’abord ce projet de doctorat a permis de fonctionnaliser un film PCL par un 

peptide d ’adhésion pRGD via une cystéine et d ’étudier son influence sur la réponse de 

préostéoblastes murins MC3T3-E1 à la BM P-2. Si, en absence de sémm, l ’auto-activation de 

la FAK et la stim ulation de la voie canonique des Smads par la BMP-2 ont uniquem ent été 

observées dans les cellules adhérant au PCL-pRGD, ce projet de doctorat a néanmoins montré 

comment les protéines adhésives contenues dans le sérum pouvaient com plètem ent m asquer 

l’effet de cette fonctionnalisation en termes d ’organisation du cytosquelette. Les résultats 

obtenus avec les pRGD et pRGE sont en effet dans ce cas similaires. Cette étude rappelle donc 

l ’importance d ’utiliser des peptides négatifs contrôles (pRGE) qui sont pourtant souvent 

négligés dans la littérature. L ’absence d ’activation des Smads dans les préostéoblastes 

MC3T3-E1 au contact du PCL-pRGE semblent confirmer le rôle clé des intégrines, dont a vp, 

dans la réponse cellulaire à la BM P-2. M alheureusem ent, les peptides négatifs ne sont pas 

utilisables pour des expériences à long terme, la survie des préostéoblastes étant drastiquem ent 

affectées.

Dans un deuxièm e temps, ce projet a m ontré que les activations des voies Smad et W nt 

canonique dans les préostéoblastes adhérant au PCL-pRGD en présence de BM P-2 et BM P-9 

étaient très différentes. Ces résultats suggèrent que la BMP-2 et la BMP-9, issues de deux 

sous-familles de BM P, ne font pas intervenir les m êm es régulations dans les préostéoblastes 

MC3T3-E1 au contact de films PCL-pRGD. Ainsi, la différenciation des préostéoblastes 

induite par la co-stim ulation BMP-2 et BM P-9 s ’avère décevante par rapport à l ’utilisation de 

BM P-2 seule.

L ’étude menée dans ce projet met donc en avant l’importance des choix à faire en 

termes de fonctionnalisation et de stim ulation par des facteurs de croissance. En effet, la
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fonctionnalisation peut induire une signalisation contradictoire par différents BM Ps. Il est 

donc important de quantifier chaque phénomène avant l’utilisation finale aussi bien en 

ingénierie tissulaire que dans le cadre d ’implantation de biomatériaux.

En conclusion, les résultats obtenus dans ce projet ont perm is d ’acquérir une m eilleure 

compréhension des événements biochim iques impliqués lors de l ’utilisation des BM Ps en 

combinaison avec un biomatériau fonctionnalisé par des peptides d ’adhésion. Cependant, cette 

étude utilise des cellules qui sont déjà orientées dans la lignée ostéogénique. Il serait alors fort 

intéressant à plus long terme de déterm iner quelles sont les répercussions d ’un tel système sur 

les cellules souches mésenchymateuses.

6.2. Perspectives

Ce projet de doctorat avait comme principal objectif de m ieux com prendre l ’influence 

d ’un m atériau fonctionnalisé par des peptides d ’adhésion sur la réponse cellulaire aux BM Ps 

et plus précisém ent à la BM P-2 et à la BM P-9. Cependant cette étude ouvre un  certain nombre 

d ’interrogations et le système demande certaines améliorations.

6.2.1. Favoriser l ’interaction cellule/PCL-pRGD

Un point important dans le cadre des surfaces fonctionnalisées est la densité des 

peptides qui peut jouer sur l’adhésion, la prolifération et la différenciation des cellules au 

contact du matériau. Par exemple, la prolifération des préostéoblastes MC3T3-E1 dépend de la 

densité de peptides présents sur la surface alors que les cellules souches m urines (cellule D l)  

sont m oins affectées (Hsiong et al., 2008). Il sera donc important de quantifier la densité de 

peptides présents à la surface du PCL dans notre système. Afin de déterminer la concentration 

en pRGD, il est possible de marquer le peptide avec un agent radioactif ou fluorescent et de 

comparer les résultats obtenus avec un standard. Il est également possible de quantifier le 

groupement PDEA partant lors du greffage du pRGD par détection de la fluorescence ou en 

UV-visible. Des essais préliminaires en fluorescence n ’ont pas permis de déterm iner avec 

précision la densité de pRGD sur le PCL, les quantités de peptides sur la surface étant très 

faibles (environ 1 pm ol/cm  ).
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Dans un second temps, nous avons vu que l’adsorption protéique non spécifique sur le 

film de PCL pouvait être problématique. En effet la fonctionnalisation par le pRGD et celle 

par le pRGE induisent la m êm e organisation du cytosquelette d ’actine des préostéoblastes 

MC3T3-E1 en présence de sérum. Pour perm ettre une utilisation directe du m atériau 

fonctionnalisé in vivo il devient indispensable de prévenir cette adsorption protéique non 

spécifique.

L ’utilisation de polymères comme le PEG peut alors être envisagée (Lee et al., 2013). 

Michel et al. (2005) ont ainsi m ontré que la densité du PEG est un facteur dom inant dans la 

prévention de l ’adsorption non spécifique des protéines. La fonctionnalisation d ’une surface 

de pentoxyde de niobium  avec un copolymère de poly(L-lysine)-g-PEG (PLL-g-PEG) a 

m ontré que plus la quantité de PEG est importante dans le copolymère PLL-g-PEG moins ce 

dernier adsorbe les protéines à sa surface (Michel et a l ,  2005). De plus, la longueur de chaine 

du PEG est également un facteur important sur les phénomènes d ’adsorption protéique. Plus 

les chaines de PEG sont longues (400 < M n < 2000 g/m ol) moins le polyuréthane 

fonctionnalisée par ces chaines adsorbe de protéines à sa surface (Chen et a l ,  2008).

6.2.2. Favoriser les interactions intégrines/BM P

Ce projet a mis en avant une différence de signalisation entre la BM P-2 et la BM P-9 

sur une surface utilisant un peptide d ’adhésion interagissant avec l’intégrine a vp3 . Décrypter 

l ’interaction des récepteurs intégrines avec ceux de la BM P-9 est le point le plus important 

afin de mieux comprendre com m ent la BM P-9 interagit avec la cellule afin d ’accroitre 

l’efficacité des futurs m atériaux fonctionnalisés. Il pourrait être alors intéressant de tester 

l ’interaction de la BM P-9 avec une autre intégrine, notam ment l ’intégrine asPi spécifique de la 

fibronectine. En effet, Tian et a l  (2012) ont observé sur les cellules endothéliales que la 

fibronectine, par l ’intermédiaire de ses interactions avec les intégrines a 5Pi, perm ettait une 

meilleure signalisation de la BM P-9 via une augm entation de la phosphorylation des 

Sm adl/5/8 par rapport à la BM P-9 en présence de collagène seule. Une autre alternative serait 

l’utilisation de séquences d ’acides aminés m im ant plusieurs sites d ’adhésion avec les 

intégrines et permettant une meilleure interaction sur la surface PCL. En effet, les protéines de 

l ’ECM  possèdent plusieurs sites actifs. Par exemple, la fibronectine implique les deux 

séquences RGD et PHRSN lors de son interaction avec l’intégrine a 5Pi (Redick et a l ,  2000).
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6.2.3. Comprendre les interactions W nt/BM P

Dans les préostéoblastes M C3T3-E1 adhérant au PCL-pRGD, une différence 

importante entre la signalisation intracellulaire de la BMP-2 et la BMP-9 est apparue : en 

présence de BM P-9, la P-caténine disparait progressivem ent tandis que la phosphorylation des 

Sm adl/5/8 débute. Afin d ’étudier l ’influence de la P-caténine sur l’action de la BM P-9, une 

stim ulation des cellules par W nt3a (100 ng/mL) a été utilisée (Figure 6.1).

Les immunobuvardages de type western révèlent que les préostéoblastes murins 

adhérant au PCL-pRGD et stimulés par la BM P-9 pendant 3h puis traités par la W nt3a 

possèdent encore de la P-caténine (Figure 6.1.). L ’ajout de W nt3a a donc partiellem ent inhibé 

la dégradation de la protéine induite par le traitem ent des cellules par la BM P-9.

CTL BMP-9

t(h)

P-caténine (94 kDa)

P-actine (42 kDa)

Wnt3a

Figure 6.1 : Cinétique de signalisation de la P-caténine en présence d ’une stimulation par 
W nt3a (100 ng/mL) 3h après une stimulation par la BMP-9

De plus, l’addition de 100 ng/mL de W nt3a 3 h après la stimulation par la BM P-9 

induit une diminution de l’expression du gène codant pour Dlx5 à 6h dans les préostéoblastes 

adhérant au PCL-pRGD (Figure 6.2).
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Figure 6.2 : Expression de l ’ARNm  codant pour Dlx5 par rapport au CTL 6h après la 
stimulation par la BM P-9 (ajout de W nt3a décalé de 3h)

Cependant, la stimulation par W nt3a peut ne pas uniquement activer la voie W nt 

canonique mais peut également activer la voie non canonique (Qu et al., 2013). En effet Qu et 

al. (2013) ont m ontré que, dans les cellules souches extraites de rats Sprague-Dawley, 

l ’utilisation de lentivirus perm ettant l ’expression de W nt3a induisait non seulement 

l ’augmentation de la p-caténine mais également la phosphorylation de CaM KII intervenant 

dans la voie W nt non-canonique. Il serait alors important d ’analyser dans ce projet l ’effet 

d ’inhibiteurs spécifiques de la voie canonique des W nts comm e D kkl qui va entrer en 

compétition avec W nt3a au niveau des récepteurs LRP5/6 sur l ’activité transcriptionnelle de 

Dlx5. Cette approche expérimentale perm ettrait de vérifier si l ’inhibition induite par W nt3a est 

réalisée via la voie W nt canonique.

6.2.4. Stimulation séquentielle des cellules adhérentes au PCL-pRGD par la BM P-2 et 

la BMP-9

L ’utilisation simultanée de la BM P-2 et de la BM P-9 a induit une activité ALP 

similaire à celle de la BMP-2 seule vraisemblablement en raison de signalisations
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intracellulaires BM P-2/BM P-9 antagonistes. L ’activation séquentielle des cellules par la 

BMP-2 et la BM P-9 serait une stratégie alternative. Cependant, les résultats prélim inaires 

n ’ont donné aucun effet concluant. Dans tous les cas, la stimulation décalée dans le temps 

(seulement 2h30) BM P-2 puis BM P-9 ou BM P-9 puis BM P-2 donnait des résultats très 

similaires à ceux obtenus avec la BMP-2 seule. Il s ’avère donc nécessaire d ’effectuer une 

étude cinétique complète.

Finalement, ce projet a utilisé des protéines recombinantes humaines BM P-2 et BMP-9. 

Or, des peptides dérivés de l ’épitope knuckle de la BM P-9 utilisés seuls ou en combinaison 

avec un système de libération ont m ontré des résultats très prometteurs tant in vitro qu ’iw vivo 

(Bergeron et al., 2009 et 2012). De même, He et al. (2008) ont réalisé un hydrogel contenant 

le peptide GRGD (1,62 pm ol/cm 2) et un peptide dérivé de la BMP-2 (5 pm ol/cm 2). Ils ont 

observé, dans les cellules souches mésenchymateuses isolées à partir de rat (W istar) et 

incubées 14 jours dans l ’hydrogel contenant le peptide GRGD et le peptide issu de la BM P-2, 

une activité de l ’ALP supérieure à celles observées dans les cellules des hydrogels contenant 

uniquement GRGD ou le peptide dérivé de la BMP-2.

De plus, He et al. (2012) ont récemment inclus un peptide issu de l ’ostéopontine dans 

ces hydrogels fonctionnalisés par GRGD et le peptide dérivé de la BMP-2. Après 14 jours de 

culture, l ’ajout du peptide issu de l ’ostéopontine induit une augmentation de l ’activité de 

l’ALP dans les cellules souches mésenchymateuses de rat par rapport à l ’hydrogel contenant le 

GRGD et le peptide dérivé de la BM P-2 (He et al., 2012). Il serait alors intéressant de 

conjuguer à plus long term e les deux stratégies, com biner l’action des peptides extraits de 

protéines de l ’ECM  avec les peptides dérivés des BMPs, peptides moins dispendieux que les 

protéines recombinantes humaines.
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