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“MODULATION DE L’EXPRESSION DE GENES SPECIFIQUES DU CARTILAGE PAR
DES VERRES BIOACTIFS”

présenté le 29 novembre 2005 par Mme Audrey ASSELIN-FIOL

Dans cette étude, nous avons étudié le comportement de chondrocytes isolés a partir de
septum nasal d’embryon de rat, et mis en culture en présence de verre bioactif (bioverre 45S 5) et
d’un verre moins réactif contenant 60% de silice (60S). Les chondrocytes sont ensemences en
présence de granules de verre (45S 5 ou 60S), et I’évolution morphologique des cellules peut étre
visualisée en microscopie a contraste de phase. Cette évolution est associée a la différenciation
cartilagineuse ainsi gu’a la minéralisation de la matrice. Dans les deux types de culture, les
chondrocytes proliférent et forment des nodules cartilagineux au jour 5. Cependant, au jour 12, les
nodules deviennent plus sombres en présence de granule 45S 5, ce qui correspond a une
biominéralisation de la matrice plus importante en présence de 45S 5 par rapport au culture en
présence de 60S.

Les observations en microscopie électronique a transmission montrent une matrice riche en
fibre de collagene et la présence de foyers de minéralisation (cristaux en forme d’aiguille). De plus,
ces cristaux sont observés au contact d’une couche dense aux électrons en périphérie des granules, ce
qui laisse penser que le matériau joue un réle de surface de nucléation pour les cristaux biologiques.

De plus, le dosage de I’activité spécifique de la phosphatase alcaline, montre une activité
significativement plus élevée en présence de 45S5 par rapport au contrdle (60S) a J15.

Une étude de différents marqueurs chondrocytaires a été effectuée par RT-PCR en temps réel.
Le facteur de transcription Sox9 est exprimé tout au long de la culture mais sans différence
significative entre les deux sortes de culture. Au contraire, I’expression de Runx2 est plus élevée dans
les cultures 45S 5 au jour 12. Les deux marqueurs de la matrice cartilagineuse, agrécan et collagene
de type Il, montrent un profil d’expression identique avec un pic au deébut de la culture et une
expression plus forte en présence de 45S 5. lhh est fortement exprimé entre les jours 9 et 12 avec une
stimulation significative en présence de 45S 5. De la méme maniére, I’expression du collagénede
type X semble étre stimulée en présence de 45S 5 au jour 20 de culture.

En conclusion, cette étude montre que les bioverres 45S 5 sont capables non seulementde
permettre la croissance des chondrocytes en culture mais aussi de stimuler certains genes marqueurs
du phénotype chondrocytaire. Ceci nous permet de penser que le concept des surfaces biomimétiques
serait une matrice favorable pour une utilisation en ingénierie tissulaire.

Mots clés : Chondrogénese Cultures cellulaire
Matériaux Bioactifs Différenciation
Ingenierie tissulaire
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A Absorbance
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Coll: Collagéne de type I

Co X_: Collagéne de type X
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DIx . Distal less homeobox
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dNTP : Désoxyribonucléotides triphosphates
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E.A.CLT.: Fibril Associated Collagens with Interuped Triple Helix
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HMG : High-Mobility-Group

lhh : Indian HedgeHog

J12: Jour 12
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MMP13 : Matrix MetalloProteinase 13

Msx : Muscle Segment homeobox

OSE-2: Osteoblast Specific Element 2

Osf2 : Osteoblast Specific Factor 2

PAL : Phosphatase Alcaline

PBS : Phosphate Buffered Saline

PCR : Polymerase Chain Reaction

PG : ProtéoGlycanes

pNP : paraNitroPhénol

pNP-P : paraNitroPhénol Phosphate

PRO : Proline

PTHrP : ParaThyroid Hormone Related Peptide

Rnase : Enzyme de dégradation de I’ARN

RT . Reverse Transcriptase

SER : Sérine

Sox SRY -type HMG box

SRY : Sex-determining Region on the Y chromosome

SVE . Sérum de Veau Foetal

TCP . Phosphate TriCalcique

TGFb : Tissue Growth Factor b

Im: Température de fusion
INTRODUCTION

I Le tissu cartilagineux

1) Les différents types de cartilage

Les chondrocytes sont des cellules spécialisées qui dérivent des cellules mésenchymateuses
durant le développement embryonnaire pour former les différents cartilages des vertébrés. Chez
I'nomme, on distingue trois types de cartilage selon la nature de la matrice extracellulaire.

Le cartilage hyalin, le plus abondant, est constitué d'une matrice extracellulaire dense, riche en
collagenes et protéoglycanes, synthétisée par un nombre relativement restreint de cellules. Dans ce
tissu, les forces de tension des fibres de collagene s'opposent a la pression osmotique due a la grande
densité de charges des protéoglycanes pour conférer a ce tissu la propriété d'amortir les chocs au
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niveau des surfaces articulaires. Le cartilage de croissance est également un cartilage hyalin
transitoire.

Le fibrocartilage est un intermédiaire entre un tissu conjonctif et un cartilage hyalin. Il est
riche en fibres de collagéne qui lui conferent une trés grande résistance aux tractions et compressions
et constitue les zones d'insertion de certains tendons et des disques intervertébraux.

Le cartilage élastique est caractérisé par la présence de fibres élastiques et constitue par
exemple le pavillon de I'oreille et quelques piéces vocales laryngées (Mallein-Gérin et coll., 1996).

2) _Composants cellulaires et matriciels du cartilage de croissance

Le cartilage se présente comme un tissu conjonctif avasculaire et non innervé constitué de
cellules hautement spécialisées, arrondies, se divisant peu, appelées chondrocytes, et séparées par une
matrice extracellulaire trés riche. Cette matrice est composee de fibres essentiellement de collagéne de
type Il et du protéoglycane sulfaté de haut poids moléculaire dénommé agrécane. Ces deux
composants sont considérés comme marqueurs spécifiques du phénotype chondrocytaire.

Le cartilage de croissance est organisé en couches cellulaires superposées correspondant a des
stades successifs de différenciation et de maturation des chondrocytes. Les chondrocytes de la zone
de réserve sont quiescents puis se divisent en formant des colonnes longitudinales et paralleles les
unes aux autres, chacune formée de plusieurs cellules empilées les unes au-dessus des autres (zone de
prolifération). Les cellules deviennent ensuite hypertrophiques (zone hypertrophique) et meurent
probablement par apoptose. Les premiers foyers de calcification apparaissent dans les septa
longitudinaux, situés entre les colonnes de chondrocytes hypertrophiques. C’est seulement lorsque
I’ensemble de ce processus est réalisé que la formation osseuse sous-jacente peut se faire.

A tous les stades, les chondrocytes synthétisent et secrétent les protéines qui constituent la
matrice extracellulaire dans laquelle ils sont dispersés.

La matrice du cartilage contient 65 a 80 % d’eau et présente une structure protéique
tridimensionnelle particuliéere. La trame est composée d’un réseau de fibres de collagéne,
essentiellement représenté par le collagéne de type I, et des protéoglycanes qui attirent et retiennent
les molécules d’eau par leurs charges négatives. Cette trame joue un role essentiel dans la biologie de
ce tissu.

Les collagénes du cartilage : le réseau de collagene du cartilage est composeé de collagene fibrillaire
et non fibrillaire.
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Le collagéne de type Il est une glycoprotéine homotrimerique constituée de trois
chaines identiques a1(Il) codée par un seul gene Col2A1. La densité des fibrilles de collagéne de type
Il et leur orientation varient suivant le stade de maturation des chondrocytes (Corvol M, 1996). Il
s’agit du collagene majeur de la matrice cartilagineuse. C’est un collagéne fibrillaire retrouvé au
niveau des zones de prolifération, maturation et d'hypertrophie haute des cartilages hyalins. Ces fibres
sont rares et dispersées dans la zone de réserve, de plus en plus abondantes dans la zone de
prolifération ou elles forment un feutrage serré autour des cellules et entre les colonnes pour donner
naissance a I’ébauche de septa longitudinaux qui s’épaississent dans la zone d’hypertrophie.

Le collagene de type VI forme des microfilaments perlés par assemblage de deux molécules
de facon antiparallele qui s’organisent en tétrameres interagissant avec des molécules de hyaluronane
(Ayad et coll., 1989).

Le collagéne de type IX, non fibrillaire, est un hétérotrimére constitué de 3 polypeptides
al(1Xx), a2(IXx), a3(IX) génétiqguement distincts. Chaque chaine contient trois domaines en triple
hélices (domaines COL) séparés par des domaines non hélicoidaux (domaines NC). Le domaine NC3
est un site d'intéraction avec les glycosaminoglycanes. Caractérisé par des interruptions de sa triple
hélice, il fait partie des F.A.C.I.T. (Fibril Associated Collagens with Interupted Triple Helix). Il est
associe périodiquement le long de la fibrille de collagene de type Il a laquelle il est lie de fagon
covalente. Il intervient dans la stabilisation des fibres de collagene de type Il et de la matrice
cartilagineuse par ses interactions avec les protéoglycanes (Olsen, 1997).

Le collagéne de type X, non fibrillaire a chaine courte, est un homotrimere constitué de 3
chaines al(X). Il a été mis en évidence dans les zones hypertrophiques ou il est associé aux vésicules
matricielles. Le role précis du collagéne de type X au sein du cartilage hypertrophique n'est pas
complétement élucidé. 1l semblerait cependant qu'il puisse former un réseau de structure hexagonal
qui servirait a organiser la matrice extracellulaire en interagissant avec d'autres composants matriciels
(Bateman et coll., 2004)

Le collagene de type XI, fibrillaire, est un hétérotrimere constitué de 3 polypeptidesal(Xl),
a(Xl), a3(XlI). Il polymérise avec le collagéne de type Il et posséde des sites de haute affinité pour
I'néparane et I'néparine sulfate. Cependant, il se lie majoritairement entre eux, ce qui forme un réseau
secondaire de filament. Son role est de réguler le diamétre des fibres de collagéne de type Il (Eyre D,
2002).

Les proteoglycanes du cartilage : Les protéines non collagéniques sont représentees
essentiellement par des protéoglycanes (PGs) formant de longues chaines s’agrégeant avec I’acide
hyaluronique ou hyaluronane par l'intermédiaire de protéines de liaison via le domaine globulaire G1
amino-terminal. Le PG cartilagineux principal ou agrécane est constitué d'une protéine porteuse (core
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protein) sur laquelle sont liées de facon covalente environ 100 chaines de chondroitine 4 et 6 sulfate et

30 chaines de kératane sulfate, aboutissant ainsi a une forme agrégée de haut poids moléculaire (2400

kDa) (Poole, 1986 ; Watanabe et coll., 1998). Cette forme agrégée de PGs, en particulier par la

présence de groupements sulfatés et carboxylés chargés négativement, donne au cartilage ses
propriétés de résilience et de rétention hydrique. La double nature biochimique des protéoglycanes
permet une grande capacité d’interactions avec d’autres composants cellulaires et matriciels et donc
un réle structural et fonctionnel au sein de la matrice cartilagineuse. Au cours du vieillissement,
apparaissent des modifications de composition, de structure et d’organisation aussi bien au niveau des

monomeres d’agrécane que des agrégats. Il y a une accumulation de monomeres d’agrécane de taille

réduite s’agrégeant peu a [I’acide hyaluronique, et une accumulation consécutive d’acide

hyaluronique. Cela aboutit a une diminution de la résistance du cartilage aux forces de compression

et I’apparition de maladies comme la dégénéerescence des disques intervertébraux ou I’ostéoarthrite
des cartilages synoviaux (Hardingham et Bayliss, 1990). Il existe également des maladies génétiques

telles que la nanomélie ou des chondrodystrophies pouvant aboutir a un dysfonctionnement du
cartilage. La nanomélie, caractérisée par une mutation ponctuelle au niveau du gene de I’agrécane,
aboutit a la production d’une protéine tronquée non fonctionnelle (Vertel et coll., 1994).

Il existe également des protéoglycanes mineurs de faible masse moléculaire qui se lieraient
au collagene de type Il. 1l s'agit de ladecorine, la fibromoduline et du biglycan. lls interviennent
dans le contrdle du diametre des fibres de collagéne de type Il et de leur stabilisation. De plus, le
biglycan régule positivement la formation osseuse ainsi que la masse osseuse (Knudson et coll.,
2001).

D’autres protéines sont présentes dans la matrice cartilagineuse et mises en évidence plus
particulierement dans les zones hypertrophiques. La chondrocalcine, correspondant au propeptide C-
terminal du procollagéne de type Il (Van der Rest et coll., 1986). Cette protéine est exprimée par les
chondrocytes préhypertrophiques et intervient dans la croissance du cristal au cours de la
minéralisation. Deux autres protéines semblent jouer un role dans la minéralisation : Il s'agit de la
phosphatase alcaline et de I'annexine . En effet, l'initiation de la minéralisation se fait a l'intérieur
de vésicules matricielles ou sont acummulées les ions calcium et du phosphate inorganique. Ces
vésicules créent un environnement spécifique qui permet la formation de cristaux d'hydroxyapatite
sous forme daiguille sur la face interne des membranes des veésicules. Aprés avoir atteint une
certaines longueurs, les aiguilles d’hydroxyapatite sont relarguées dans la matrice extracellulaire par
un processus mal élucidé. Ce processus nécessite un systéeme de regulation précis pour permettre de
maintenir une homéostasie des ions calcium et du phosphate inorganique. Cette régulation fait
intervenir la phosphatase alcaline et I'annexine. En effet, leurs interactions réciproques permettent
d'obtenir la concentration en calcium et en phosphate inorganique nécessaire a la formation de
hydroxyapatite (Balcerzak M, 2003).
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Il L' ossification endochondrale

Durant le développement embryonnaire, la formation de I’os se fait soit par un processus
d’ossification intra-membranaire, soit par un processus d’ossification endochondrale.

Le processus d'ossification membranaire intéresse les os dit de membrane comme la calotte
cranienne, le corps de la mandibule, le maxillaire ou le palais. Dans ce cas, le tissu osseux se forme
directement a partir de cellules ectomésenchymateuses ostéoprogénitrices, sans passage cartilagineux
intermédiaire (Baron R, 1993)

L'ossification endochondrale au contraire concerne les os longs des membres, les cétes, la
colonne vertébrale ou certains os du squelette cranio-facial comme la base du crane, le septum nasal
ou le condyle mandibulaire. Le processus de réparation d'os endochondraux fait intervenir un passage
cartilagineux transitoire avec la formation d'un cal cartilagineux minéralisé se résorbant
secondairement pour étre remplacé par du tissu osseux (Baron R, 1993)

1) L'ossification endochondrale lors du développement embryonnaire et de la
croissance (Ducy P, 2001)

L'ossification de type endochondral est prépondérante chez les vertébrés supérieurs. En effet,
tout le squelette appendiculaire (os long des membres) et axial se forme selon ce processus.

De la méme facon que la plupart des autres processus organogénétiques, la formation du
squelette débute par la convergence et la condensation de cellules en majorité mésenchymateuses en
lieu et forme de chacun de ses futurs éléments. Trois régions de I'embryon vont étre a l'origine du
squelette. Les membres dérivent du mésoderme de la plaque latérale, le squelette axial (colonne
vertébrale et cage thoracique) dérive des somites et le squelette craniofacialeest majoritairement
formé par des cellules originaires des crétes neurales. Les facteurs qui contrélent cette premiére étape
jouent donc un réle d'organisateur a I'échelle de I'embryon.

Chacune des condensations mésenchymateuses, une fois formées, va évoluer pour son propre
compte vers la formation d'un élément ossifié, indépendamment de son origine ou de sa position.

Premiére étape : production d'un modele cartilagineux

Une fois chaque élément préfiguré par une condensation, les cellules la composant vont
progressivement acquérir une forme différente selon leur position. En périphérie, elles vont prendre
un aspect allongé et s'‘organiser en plusieurs couches serrées. Cette structure lamellaire sera a I'origine
du périchondre et de la structure primitive entourant la région médiane des futurs os, appellée virole
osseuse (bone collar), dont les cellules se différencieront ultérieurement en ostéoblastes. A l'inverse,
les cellules du centre de la condensation vont s'arrondir et s'entourer d'une matrice abondante, riche en
protéoglycanes et en collagéene de type Il. Cette morphologie, comme la capacité de sécréter ce type
de matrice extracellulaire, sont les manifestations d'une différenciation en chondrocytes. Cette
premiére étape de ségrégation cellulaire est sous le contrble de Sox9, un facteur de transcription de la
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famille HMG (high mobility group) (Ducy P, 2001).

Seconde étape : différenciation des chondrocytes hypertrophiques et vascularisation.

Cette seconde étape va mettre en place la plaque de croissance, une structure cartilagineuse
qui persistera jusqu'a la puberté chez I'homme et dont la fonction est primordiale pour la croissance
longitudinale des os. Dans un premier temps, les chondrocytes présents dans la partie la plus médiane
des condensations vont rapidement proliférer, formant des colonnes de cellules juxtaposées. Cette
région est appelé zone proliférative. Les cellules situées a la partie inférieure des colonnes vont
ensuite s'élargir et leur production de collagene de type Il commencer a décroitre. Ces cellulessont
dites prehypertrophiques. S'élargissant encore, elles vont ensuite cesser de synthétiser ce type de
collagéne et lui substituer le collagéne de type X. Ce changement marque le dernier stade de
différenciation des chondrocytes, qui sont alors denommés chondrocytes hypertrophiques. Enfin, les
chondrocytes hypertrophiques présents dans la partie la plus centrale vont mourir suivant un
processus apparemment différent de I'apoptose conventionnelle, mais encore mal connu.

Troisieme étape : vascularisation, résorption des modeles cartilagineux et ostéogenése

A ce stade de la squelettogenése, les os en formation peuvent étre identifiés par une
juxtaposition en miroir des deux plaques de croissance. Au fur et a mesure du développement, ces
structures régresseront vers les deux extrémités du futur os jusqu'a n'en occuper qu'une région treés
restreinte. Ces deux zones cartilagineuses seront responsables de la croissance longitudinale des os en
période post-natale. Elles ne se résorberont qu'a la puberté, entrainant I'arrét de la croissance. Une fois
leur maturation achevée, les chondrocytes hypertrophiques sont encastrés dans une matrice calcifiée
enrichie notamment en collagéne de type X. Outre la synthése de cette matrice, un élément important
du programme génétique propre aux chondrocytes hypertrophiques est la capacité de sécrétion du
VEGF (vascular endothelial growth factor). Le VEGF est un puissant facteur angiogénique dont
I'expression dans les chondrocytes est sous le contr6le de Runx2 (Ducy P, 2001).

Cette étape de vascularisation est indispensable pour la suite du processus d'ossification. En
effet, les ostéoblastes expriment le récepteur du VEGF a leur surface. Sous l'action de VEGF, ils
peuvent ainsi migrer de la virole osseuse (bone collar) vers les centres hypertrophiques des
condensations par chimiotactisme et le dépdt de matrice osseuse peut se produire. La vascularisation
permet également la migration des ostéoclastes dans les modeles cartilagineux. En effet, c'est par voie
vasculaire que transitent les précurseurs des ostéoclastes, ces cellules multinucléées d'origine
myéloide capablent de résorber la matrice osseuse pour permettre le modelage et le remodelage de ce
tissu rigide. En leur absence, la matrice cartilagineuse calcifiée déposée par les chondrocytes
hypertrophiques ne pourra pas étre digerée afin d'étre remplacée par une matrice osseuse synthétisée
par les ostéoblastes. Le processus de remodelage lors de l'ossification endochondrale est également
sous la dépendance d'une dégradation de la matrice cartilagineuse par les matrices-métalloprotéinase
(MMPs) notamment les MMP 9, 13 et 14 (Ortega N et coll 2004).
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2) Processus de reparation osseuse endochondrale

A I’age adulte, la réparation osseuse post-traumatique se déroule de la méme maniere que lors

de la formation embryonnaire de I’0s.

A la suite d’une fracture, le processus de réparation osseuse endochondrale des os longs se

fait suivant une cascade de réactions (Rosen V. et Thies S. 1992):

Hémorragie.

Réaction inflammatoire en réponse au traumatisme.

Formation de I’hématome autour du site fracture.

Organisation d’un tissu de granulation et inflammation aseptique, responsable de la libération
d’agents vasoactifs et chimiotactiques.

Dans un premier temps, les fibroblastes du périoste vont proliférer afin d'augmenter la population
de cellules ostéoprogénitrices. Ces cellules vont ensuite se différencier en ostéoblastes matures et
synthétiser suffisamment de matrice pour refermer la fracture entre les surfaces corticales. Ce
processus est analogue a la formation osseuse intramembranaire.

Des ostéoclastes, différenciés a partir de cellules hématopoiétiques de I'espace médullaire,
résorbent les débris osseux.

Le corps central de I'os est réparé, dans un deuxieme temps, par ossification endochondrale:
Différenciation des cellules mésenchymateuses ostéoprogénitrices provenant du périoste, endoste
ou du stroma médullaire (Simmons, 1985) en cellules cartilagineuses qui synthétisent une matrice
extracellulaire comportant en majorité des protéines telles que le collagene de type Il et
I’agrécane.

Résorption et remplacement du tissu cartilagineux par un tissu osseux immature dans un premier
temps qui se réorganisera par un processus de remodelage. La transition cartilage/os se déroule
dans la zone hypertrophique basse.

On observe un changement d'expression de certaines protéines matricielles et apparition du
collagene de type I, de lI'ostéocalcine, de la BSP (bone sialoprotein), de I'ostéopontine, c'est-a-dire
des marqueurs du phénotype ostéoblastique.
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3) Genes impliqués lors du processus d'ossification endochondrale

La formation de divers tissus tel que le cartilage, les muscles et I'os fait intervenir des cellules
mésenchymateuses multipotentes qui vont se différencier en cellules comme les chondrocytes, les
myoblastes ou ostéoblastes. Cette différenciation nécessite un contrdle complexe des différentes
étapes qui permettent le passage de cellules mésenchymateuses en cellules différenciées. Ce controle
fait intervenir des méchanismes transcriptionnels spécifiques aux tissus concernés (Lefebvre V et
coll., 1998).

Sox9 marqueur précoce de la différenciation cartilagineuse : Sox9 appartient a la famille des
facteurs de transcription caractérisés par la présence d'une boite HMG (high-mobility-group) qui est
un site de liaison a I'ADN. Ce domaine, présente une homologie d'au moins 60 % avec le facteur de
détermination du sexe SRY. Il existe pres de vingt génes dans la famille Sox (SRY -type HMG box)
(Lefebvre V et coll., 1998 ; De Crombrugghe et coll., 2001).

Le rble important de Sox9 au cours de la différenciation cartilagineuse a été suggéré par
I'observation d'anomalie du squelette dans une maladie génétique humaine appelée dysplasie
campomélique (DC) caractérisée par un nanisme et diverses malformations osseuses et
cartilagineuses. Une mutation hétérozygote du géne SOX9 en est responsable (De Crombrugghe et
coll., 2001).
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Sox9 est exprimé dans toutes les cellules des condensations mésenchymateuses
préchondrogeniques, et dans les chondrocytes prolifératifs (Kronenberg, 2003, De Crombrugghe et
coll., 2001). Cependant, il n'y a pas d'expression dans les chondrocytes hypertrophiques ainsi que
dans les ostéoblastes (Kronenberg, 2003 ; De Crombrugghe et coll., 2001). Il a également été montré
que les chondrocytes issus de souris Sox9-/- n'expriment pas certains génes marqueurs du phénotype
chondrocytaire tel que Col2al, Col9a2, Collla2 et I'agrécane (Bi et coll., 2001) ce qui suggere le
role important de Sox9 dans la différenciation cartilagineuse. De plus, Col2al et Col11a2 contiennent
un site de fixation au domaine HMG de Sox9.

Les souris mutantes Sox9+/- posséde des anomalies squelettiques identiques a celles
observées chez les patients atteints de DC. L'analyse de ces anomalies durant le développement
embryonnaire indique que deux étapes de la différenciation cartilagineuse serait sensible au taux de
protéine Sox9. L'observation de plus petites condensations mésenchymateuses suggeére que Sox9
serait nécessaire a la formation des condensations mésenchymateuses, étape indispensable a la future
différenciation des chondrocytes. Un des mécanisme d'action probable de Sox9 serait de controler
I'expression de génes de protéines de surface cellulaire nécessaire lors des condensations
mésenchymateuses (De Crombrugghe et coll., 2001). Une augmentation de la longueur de la zone
hypertrophique suggere également le role de Sox9 lors du passage de chondrocyte vers le stade
hypertrophique (De Crombrugghe et coll., 2001).

Deux autres genes de la famille Sox semblent jouer un réle dans la différenciation
chondrocytaire (De Crombrugghe et coll., 2001). 1l s'agit de L-Sox5 et Sox6. Comme Sox9, ces deux
génes ne sont pas du tout exprimés dans les chondrocytes hypertrophiques. Ces deux génes possedent
un fort degré d'homologie de séquence entre eux mais pas avec Sox9 (excepté pour le domaines
HMG) (De Crombrugghe et coll., 2001). Cette propriété leur permet de former des homodimeéres et
des hétérodimeres entre eux ce qui augmente leur fixation a 'ADN sur un site de type HMG. De plus,
il s'est avéré que des domaines semblables existent sur les genes Col2a et Collla2.

Contrairement a Sox9, L-Sox5 et Sox6 ne possedent pas de domaine d'activation
transcriptionnel. Cette absence suggere que ces facteurs de transcription jouent le réle de protéine
architecte. Leur role serait de courber I'ADN afin de faciliter I'accés, la liaison ou I'activité de Sox9 ou
d'autres facteurs de transcription (Ducy P, 2001). Ces genes interagissent avec Sox9 pour activer les
génes Col2al et agrécane (De Crombrugghe et coll., 2001).

De plus, d'autres études utilisant des souris mutantes soit pour L-Sox5, soit pour Sox6 ou bien
pour les 2, ont montré que L-Sox5 et Sox6 ont des réles redondants dans la chondrogenese. En effet
pour les deux simples mutations, peu d'anomalies squelettiques ont été observées cependant les souris
doubles mutantes meurent in utero avec de graves défauts dans la formation du cartilage (De
Crombrugghe et coll., 2001).

Contrairement a Sox9, Sox5 et Sox6 ne sont pas nécessaires a la formation des condensations

mésenchymateuses. Cependant, ils sont nécessaires aux étapes suivantes, ou l'expression des genes
spécifiques de la matrice cartilagineuse est la plus élevée (De Crombrugghe et coll., 2001).
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Cbfal/Osf2/Runx2 : r6le dans la différenciation chondrocytaire :

Durant la derniére décennie, des études réalisees chez la souris et I’homme ont permis
d’identifier un facteur de transcription qui s’est avéré étre un régulateur trés précoce de la
différenciation ostéoblastique. Il s'agit d'une découverte majeure concernant la régulation de la
différenciation ostéoblastique. Son role incontournable a été spectaculairement démontré par son
extinction génique, qui entraine I'absence totale d'ostéoblastes et par conséquent d'ostéoformation chez
les souris invalidées (Komori et coll., 1997 ; Otto et coll. 1997). Celles-ci ont un squelette entierement
cartilagineux et meurent peu apres la naissance d'insuffisance respiratoire. La dysplasie cléide
cranienne est une anomalie humaine héréditaire (autosomale dominante) due a une mutation
hétérozygote de CBFAL /RUNX2. Elle s'accompagne de fontanelles ouvertes, d'absence partielle ou
totale de clavicule, de retards d'éruption dentaire et de dents surnuméraires.

Ce facteur appelé Cbfal (Core binding factor-Al), appartient a une famille qui comprend deux
autres membres (Cbfa2 et Chfa3) et qui est caractérisée par la présence dans la séquence d'un
domaine homologue au gene Runt de la drosophile. Le domaine commun responsable de la liaison a
I’ADN est composé de 128 acides aminés trés conservés au cours de I’évolution entre la drosophile et
I’homme (Ducy et coll., 1996). Actuellement le terme Runx2 est surtout utilise.

Le géne Runx2 comprend 9 exons. La transcription alternative entraine la génération de trois
variantes majeures de la protéine. Une de celles-ci (type I11) a été découverte comme étant un facteur
liant un élément cis du promoteur du géne de I'ostéocalcine qui n'est activé que dans les ostéoblastes.
Cette variante est nommée OSE-2 (osteoblast specific element).

Runx2 est fortement exprimé dans les structures squelettiques dés le stade de condensation
mésenchymateuse qui précede la formation des ébauches cartilagineuses des os longs et la premiére
formation osseuse dans les os plats. Son expression diminue ensuite durant la phase de prolifération
des chondrocytes, puis réaugmente chez les chondrocytes préhypertrophiques et hypertrophiques
(Boissy et coll., 2000, Kronenberg HM, 2003).

Une étude effectuée sur une lignée de cellules chondrogéniques, a montré le double rdle de
Runx2 dans le cartilage. Premiérement, il induit les condensations mésenchymateuses de cellules
préchondrogéniques a des stades précoces de la différenciation cartilagineuse (Komori T, 2002 ;
Stricker S, 2002). De plus, Runx2 induit également la maturation des chondrocytes hypertrophiques a
des stades plus tardifs de la différenciation cartilagineuse (Komori T, 2002). La surexpression de
Runx2, induit une diminution de la prolifération des chondrocytes mais augmente leur différenciation
vers le stade hypertrophique avec une expression des marqueurs spécifiques : glycosaminoglycanes,
phosphatase alcaline, MMP13 (matrix métalloproteinase 13), collagéne de type X. Il augmente
également la minéralisation de la matrice cartilagineuse (Komori, 2000). Une surexpression de Runx2
accélére donc le processus d'ossification endochondrale (De Crombrugghe et coll., 2001) et peut
induire I'hypertrophie et la formation d'os dans du cartilage autre que le cartilage de croissance
(Kronenberg HM, 2003).

EPHE Banque de Monographies SVT 13



Les souris Runx2-/-, ne possedent aucun ostéoblaste et montrent des anomalies de maturation
des chondrocytes. En effet, le nombre de chondrocytes hypertrophiques est fortement diminué. On
observe également une absence de minéralisation ainsi qu'une diminution voire une extinction de
I'expression des génes de I'ostéopontine et de la MMP13 qui sont normalement exprimés tardivement
par les chondrocytes hypertrophiques (Kronenberg HM, 2003).

D'autres études ont montré qu'une surexpression de Runx2 dans des souris Runx2-/-, permet le
rétablissement partiel de certaines anomalies telles que la différenciation des chondrocytes vers le
stade hypertrophique. Cependant il y a toujours absence d'ostéoblastes, ce qui nous laisse penser que
d'autres facteurs de transcription sont nécessaires a la différenciation ostéoblastique (De Crombrugghe
et coll., 2001).

Runx2 est également nécessaire dans la production de la matrice extracellulaire osseuse. En
effet, certains promoteurs de protéines osseuses (ostéocalcine, bone sialoprotein, phosphatase alcaline
et le collagene de type I) en sont la cible (Olsen BR et coll., 2000)

Ihh (Indian hedgehog) : Ihh est une molécule de signalisation qui appartient a la famille hedgehog. Il
s'agit d'un polypeptide synthétisé par les chondrocytes préhypertrophiques et hypertrophiques. lhh
joue un réle clé dans le contréle de trois stades critiques du processus d'ossification endochondrale
(De Crombrugghe et coll., 2001) :

- la prolifération des chondrocytes ainsi qu'a la formation des colonnes
caractéristiques du cartilage de croissance.

- la différenciation des chondrocytes vers le stade hypertrophique.

- la différenciation des ostéoblastes. lhh induit la différenciation des cellules
ostéogéniques du périoste. Cependant, malgré le role essentiel de lhh dans la
différenciation des ostéoblastes au cours de l'ossification endochondrale,
I'ossification membranaire, elle, n'est pas affectée par I'absence d'lhh (De
Crombrugghe et coll., 2001).

Ihh se lie a son récepteur Patched-1 (Ptc-1). Cette liaison active une protéine membranaire
appelée Smo (Smoothened), ce qui engendre une cascade qui méne a l'activation de géne tel que
celui de la PTHrP (Parathyroid Hormone-related Protéine) (Kronenberg HM, 2003).

Les souris Ihh -/- ont des os normaux jusqu'au stade de condensation mais développent des
anomalies de croissance. On observe une diminution de la prolifération des chondrocytes, ce qui
entraine des zones cartilagineuses courtes. Une seconde anomalie observé chez ces souris, est une
augmentation du nombre de chondrocytes hypertrophiques, ce qui est di au fait que les chondrocytes
quittent prématuremment le stade prolifératif. En effet, ces souris ne synthétisent pas de PTHrP
(exprimé normalement par les chondrocytes prolifératifs). Son role est de garder les chondrocytes
dans la zone proliférative et donc de déterminer la longueur des colonnes prolifératives (Kronenberg
HM, 2003). Une anomalie génétique humaine, la brachydactylie est due a une mutation de IHH qui
s'accompagne de phalanges et métacarpes raccourcis.
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Il existe donc une interaction entre Ihh et PTHrP. En effet, ces deux facteurs controlent le
passage des chondrocytes prolifératifs vers le stade hypertrophique par un systeme de boucle
d'autorégulation. PTHrP, secrété par les cellules du périchondre, se fixe sur son récepteur PPR
(PTH/PTHTrP receptor) au niveau des chondrocytes prolifératifs, ce qui permet de les garder a ce
stade. Puis les chondrocytes ne sont plus suffisamment stimulés par PTHrP du fait de leur
éloignement dans les colonnes, ils arrétent donc de proliférer et synthétisent alors Ihh.

Ihh se fixe sur son récepteur ( Ptc-1) présent dans la région proliférative basse pour augmenter
le taux de prolifération. Ihh peut également stimuler la production de PTHrP par les cellules de la
partie la plus distale de I'élément squelettique, c'est-a-dire la région qui forme le périchondre. lhh
joue aussi un role dans la conversion des cellules périchondriales en cellules ostéoblastiques de la
virole osseuse (Bone collar ).

4) Modéle de culture d'ossification endochondrale

Le modeéle de culture utilisé a été mis au point au sein du laboratoire (Sautier et coll., 1993).
Il s'agit d'une culture primaire de chondrocytes isolés enzymatiquement a partir de septa nasaux
d'embryon de rat. Ce modele a la particularit¢ de mimer les différentes étapes de l'ossification
endochondrale jusqu'au stade hypertrophique et a la minéralisation de la matrice.

Aprés la mise en culture, les cellules perdent leur phénotype chondrocytaire, ont une
morphologie fibroblastique et expriment le collagéne de type I. Au troisiéme jour, on observe
quelques regroupement de cellules polygonales. Ces cellules synthétisent du collagene de type Il et
I'agrécane. Au huitieme jour de culture, les premiers nodules cartilagineux sont formés. Durant les
jours suivants, les nodules augmentent en taille et en quantité et il y asynthése d'une matrice dense
qui minéralise. Ces observations indiquent que dans un environnement spécifique, des chondrocytes
dédifférenciés sont capables de se redifférencier et de former des nodules qui possédent la
morphologie ultrastructurale du cartilage calcifé observé in vivo (Sautier et coll, 1993).

11 Ingénierie du tissu cartilagineux par des matériaux biomimétiques

L'ingénierie tissulaire est un domaine tres prometteur de la biologie reconstructive qui puise
ses origines dans les récentes avancées de la médecine, de la chirurgie, de la biologie cellulaire et
moléculaire et de la science des matériaux. L'ingénierie tissulaire consiste en la construction au
laboratoire d'un dispositif médical constitué de cellules vivantes et de médiateurs biologiques
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(adhésines, facteurs de croissance, etc.) sur une matrice synthétique ou biologique qui peut étre
implantée chez le patient pour faciliter la régénération d'un tissu. La logique de cette approche est
basée sur la compréhension des mécanismes de régulations génétiques et moléculaires qui ont lieu au
cours du développement et de la morphogenése d'un tissu dans le but de fournir les clés permettant de
reconstruire un organe ou un tissu dans I'organisme adulte.

Le cartilage, tissu avasculaire et a faible cellularit¢, a un mauvais potentiel a réparer
spontanément ses propres lésions. Face aux nombreux échecs des greffes chondrales et
ostéochondrales, des alternatives thérapeutiques ont été récemment proposées. Deux voies de
recherche sont principalement développées : (1) les greffes autologues de chondrocytes, (2) les
greffes de précurseurs chondrocytaires.

La technique de greffe de chondrocytes autologues consiste a prélever des fragments de
cartilage dans une zone dite “non portante”. Les chondrocytes sont isolés des fragments cartilagineux
et mis en culture in vitro. Apres une phase de multiplication cellulaire, le greffon ainsi obtenu est
implanté dans la zone lésée. Cependant, cette technique présente certains problemes, tel qu'une
distribution inégale des chondrocytes greffés au sein du défaut cartilagineux, ainsi qu'une perte
importante de cellules implantées. Afin de parer a ces problemes, certains chercheurs ont mis au
point de nouveaux supports et ont trouvé une nouvelle source cellulaire : les cellules souches
mésenchymateuses (Lee JW et coll., 2004).

La moélle osseuse contient des cellules souches progénitrices pluripotentes capables de se
différencier en chondrocytes ou en ostéoblastes (Lefebvre V et coll., 1998). L'engagement de ces
cellules vers tel ou tel lignage est sous la dépendance de nombreux facteurs, parmi lesquels, des
génes qualifiés de “genes maitres” semblent jouer un réle clé. Il s'agit de Sox-9 pour la mise en route
du programme de différenciation chondrocytaire prolifératives (Kronenberg HM, 2003) et de Runx2
pour les ostéoblastes (Olsen BR et coll., 2000). Les cellules de moélle, relativement faciles a
prélever, ont un fort potentiel de prolifération et peuvent se différencier in vitro en chondrocytes dans
certaines conditions de culture comme en ajoutant du TGFb (Lee JW et coll., 2004). C'est grace a ces
propriétés que les cellules souches sont préférablement utilisées par rapport aux cellules
cartilagineuses. En effet, celles-ci sont difficilement prélevable et leur quantité plus réduite. Les
cellules souches pourraient donc étre utilisées pour des Iésions étendues du cartilage, en réalisant des
matériaux hybrides comportant des cellules cultivées sur un support tridimensionnel biocompatible et
biodégradable et permettant une bonne adhésion, prolifération et différenciation cellulaires (Ohgushi
et Caplan, 1999). Ainsi, le développement de matériaux biomimétiques laisse augurer de nouvelles
applications cliniques en chirurgie osseuse. Une stratégie consiste a modifier la surface des
biomatériaux par des processus biomimétiques afin d'améliorer leur intégration tissulaire.

IV Les verres bioactifs
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Lorsqu'un défaut osseux dépasse une taille dite critique, il ne peut pas se régénérer
spontanément. Depuis longtemps, des tentatives pour trouver le substitut idéal de I’0s ont été réalisées
dans le but de fabriquer des implants qui puissent remplacer non seulement la structure mais aussi la
fonction du tissu osseux. Les procédures régénératrices incluent les greffes et les matériaux
biocompatibles. Les greffes osseuses peuvent étre des autogreffes, des allogreffes ou encore des
xénogreffes. Les autogreffes représentent le matériau de choix puisqu’elles sont a la fois
ostéogéniques, ostéoconductrices et ostéoinductrices. Cependant, face a la limitation quantitative du
matériau ou souvent la nécessité d’un deuxieme site chirurgical, de nombreux chirurgiens utilisent
soit des allogreffes, xénogreffes, soit des matériaux synthétiques (Loty et coll., 1998, Sautier et coll.,
1998). De nombreux substituts osseux ont été mis au point afin de contourner le probleme des
greffes. Ces substituts sont appelés biomatériaux.

Le chirurgien dispose actuellement d'une large gamme de matériaux alloplastiques
implantables classés en quatre catégories : les polymeres, les alliages métalliques, les céramiques et
les matériaux composites (céramique-céramique, métal, céramique ou polymeére-céramique).

Les données de la littérature montrent que les matériaux qualifiés de “ bioactifs ” sont
parfaitement intégrés dans I’os en réalisant une véritable liaison. Divers travaux réalisés in vivo ou in
vitro ont montré que certains matériaux, parmi lesquels les verres bioactifs, permettent non seulement
une liaison avec I’os mais également stimulent la différenciation des cellules ostéogéniques
(Ducheyne et coll., 1994, EI-Ghannam et coll., 1997a, Yao et coll., 2005) . Cependant, bien que lors
du processus d'ossification endochondrale, la formation d'os passe par une étape cartilagineuse, trés
peu d'études ont été effectuées sur le comportement des chondrocytes en présence de verres bioactfs.
Or les qualités de ces matériaux en fond des supports interressants pour I'ingénierie du cartilage.

1) Classification des biomatériaux implantables en site osseux

Suivant leur comportement avec le tissu osseux, les biomatériaux implantables sont classés
soit en matériaux biotolérés, bioinertes ou bioactifs. Tous ces matériaux sont biocompatibles, c'est-a-
dire qu'ils n'exercent pas d'action défavorable sur les tissus ( Loty et coll., 1998)

Matériaux biotolérés : lls sont incorporés dans I’os mais a distance, avec formation d’une couche
fibreuse qui s’interpose entre I’0s et le matériau. Exemples : Polyméthyl méthacrylate, alliages cobalt-
chrome (vitallium) (Loty Cet coll ,1998a).

Matériaux bioinertes : Ce sont des matériaux non réactifs, qui ne subissent pas de modifications
physico-chimiques pendant de longues périodes (Hulbert et coll., 1970). Ils n’induisent aucune
réaction sur les tissus et inversement, ne subissent aucune dégradation de la part de ces tissus. De tels
matériaux ne provoquent pas la formation de tissu fibreux interfacial, mais permettent un contact
osseux, sans liaison chimique directe avec le tissu osseux néoformé. Exemples : zircone, titane,
alumine.
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Matériaux bioactifs : Au sens large du terme, un matériau bioactif est un matériau destiné a une
fonction biologique spécifique. Bien que le terme de bioactivité puisse étre appliqué a la réponse
tissulaire a la fois des tissus mous et durs, il concerne essentiellement des biomatériaux destinés a étre
implantés dans un tissu osseux en implantologie orale ou en orthopédie (Loty Cet coll ,1998a).

C'est pourquoi, selon Hench, la bioactivité d'un matériau est définie par sa propriété de réaliser
une liaison chimique avec les tissus environnants, sans interposition d'une couche fibreuse.

Cette liaison est possible grace aux réactions physico-chimiques qui se déroulent a la
surface et qui sont déterminées par la composition des matériaux et les caractéristiques de surface. La
liaison biologique dépend de la formation d’une couche riche en calcium et phosphate (Hench et coll.,
1971).

Cette couche serait équivalente aux lignes cémentantes présentes dans I’os mature et exercerait
un effet chémotactique sur les ostéoblastes (Hench et Paschall, 1973). Les ostéoblastes s’attacheraient
a la surface, se différencieraient et synthétiseraient des fibres de collagene, suivi de la minéralisation
au sein du réseau collagénique (Hench, 1990).

La qualité de cette liaison a été évaluée par des tests mécaniques de détachement qui
consistent a essayer de séparer I’implant de I’0s en exercant des forces de traction. Les résultats ont
provoqué des fractures au niveau du verre ou de I’os mais jamais au niveau de I’interface (Hench et
Andersson, 1993).

Il existe deux types de matériaux bioactifs :

Matériaux résorbables : Le mécanisme de dégradation est le résultat de processus cellulaires
ou extracellulaires. Aprés implantation dans le tissu osseux, le matériau disparait

progressivement par phagocytose, par dissolution chimique ou par I'action d'ostéoclastes et est

remplacé par du tissu osseux. La vitesse de résorption doit étre similaire a la vitesse de
formation osseuse, afin d’avoir une interface stable et une liaison constante. De plus les
produits de résorption doivent étre biocompatibles et étre assimilés par les systémes

lymphatique et vasculaire. Les matériaux les plus souvent utilisés sont les phosphates

tricalciques (TCP), certaines hydroxyapatites synthétiques (HA) qui ont des taux de résorption

différents et enfin, des mélanges biphasés (Daculsi, 1998 ; LeGeros et Daculsi, 1990 ; Daculsi

et coll., 1990).

Matériaux a surfaces réactives : Une liaison chimique directe se forme entre la surface du
matériau et le tissu osseux par l'intermédiaire d'une couche d'apatite, le cceur du matériau
restant intact. Ce sont des matériaux non résorbables, destinés a rester en site osseux. C'est la

raison pour laquelle les qualités biologiques, chimiques et mécaniques de la liaison obtenue a

I'interface os-implant sont primordiales pour assurer la pérennité de I'implant. Exemple : les
hydroxyapatite, biovitrocéramiques, bioverres, matériaux composites.
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.Hydroxyapatites

Les HA synthétiques sont des céramiques de phosphates de calcium, qui peuvent se présenter
sous forme dense ou poreuse. Leurs structures et propriétés physiques varientsuivant la méthode de
fabrication mais leur cristallinité et leur composition peuvent influer leurs capacités bioactives.
Lorsque ces matériaux sont au contact de fluides biologiques, une attaque de surface provogue une
dissolution partielle de cristaux, ce qui entraine une sursaturation ionique en surface. Dans un
deuxieme temps, on assiste a une reprécipitation de microcristaux ayant incorporé des ions Ca, Mg,
Carbonates, etc ; dont le résultat est la formation d’une couche d’apatite carbonatée trés proche du
minéral osseux.

.Biovitrocéramiques
Inventées par des équipes japonaises, ce sont des matériaux obtenus par le traitement thermique d’un
verre dans lequel sont incorporés des agents de nucléations comme des cristaux d’apatite ou de
wollastonite (CaO-SiO,), afin d’améliorer les propriétés mécaniques. Pour cela, elles ont trouvé des

applications en chirurgie orthopédique (Yamamuro T, 1995 ; Sedel et coll., 1992). Les échanges
ioniques a la surface débutent par des phénomenes de dissolution de la matrice vitreuse et des
cristaux de wollastonite, ainsi que des reprécipitations des ions phosphates et calcium a partir des
fluides biologiques. Les cristaux d’apatite restent intacts. Ces matériaux possedent des propriétés
mécaniques supérieures aux verres mais la bioactivité est diminuée, Exemples : Cerabone® A/W
Glass ceramic, Ceravital®.

Verres bioactifs
Le concept de verres bioactifs fut introduit par Hench. 1l a émis I’hypothése qu’un verre contenant du
calcium et du phosphate pouvait étre biocompatible et qu’il formerait un lien chimique avec les tissus
hotes.

La caractéristigue commune de I’ensemble de ces matériaux est liée a une modification
cinétique de la surface suivant leur implantation en milieu biologique. Les échanges ionigues entre le
matériau et les tissus environnants aboutissent a la formation en surface d’une couche
d’hydroxyapatite carbonatée tres proche des apatites biologiques, qui est responsable de la liaison
interfaciale.

L'os est un microcomposite constitué de petites particules d'apatite renforcées par des fibres de
collagéne (Kokubo, 1991). La formule stochiométrique de I'apatite est Ca;o (PO4)g OH, . Cependant,
dans l'os, l'apatite contient des impuretés sous forme de carbonate, c'est pourquoi elle est appelé
"hydroxyapatite carbonatée”. La couche qui se forme a l'interface entre le biomatériau et I'os est une
couche d'apatite carbonatée similaire a celle composant I'os.

2) Principe de la bioactivité des bioverres
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Les bioverres furent mis au point par Hench (Hench, 1973) Ce sont des matériaux amorphes,
non cristallins et sans périodicité atomique. Ils contiennent trois composants essentiels de I'os : des
phosphates, du calcium et du sodium. Cependant, les bioverres sont des matériaux amorphes et
possedent des propriétés mécaniques médiocres : ils n’ont pas la possibilit¢ de déformations
élastiques ou plastiques, ce qui limite leur usage pour des comblements osseux dans des sites ou il n’y
a pas de contraintes mecaniques.

IIs sont composés de deux types d’oxydes : les oxydes formateurs tels que SiO2, P20s, B203 et les
oxydes modificateurs tels que Na20, CaO, MgO, CaFz, K20 ; leurs fonctions étant de diminuer la
température de fusion. Ces verres sont obtenus par fusion a haute température d’une poudre constituée
d’un melange de ces oxydes en pourcentages (en poids)

Afin de rendre bioactif un verre il faut diminuer la gquantité la quantité de I'oxyde formateur,
ici le SiO,.

La technique de fabrication de base consiste a mélanger une poudre de modificateur de réseau
(Na,O ou Ca0) associé a un oxyde formateur de réseau (SiO,). Les oxydes principaux sont ensuite

élaborés a haute température par fusion dans un creuset entre 1200-1400°C pendant une heure,
I’ensemble se transformant en liquide. Le liquide devient homogéne lorsque la température dite de
fusion est maintenue suffisamment longtemps. Puis a lieu la phase dite de moulage, pendant laquelle
la poudre est maintenue a une température fixe de 400°C pendant 4 heures. Si cette phase se déroule
lentement et que la quantité initiale de formateur de réseau est suffisante, un verre est obtenu. La
viscosité du liquide augmente de facon importante au cours du refroidissement, jusqu’a une
température critique dite de transition vitreuse, a partir de laguelle le matériau devient solide. Si ces
conditions ne sont pas satisfaites, la résultante sera la production non pas d’une structure vitreuse,
mais d’une microstructure polycristalline.

En fait, 3 oxydes constitutifs ont un réle primordial dans la liaison matériaux / tissu 0sseux :
Si0Oz, CaO, Na20. Hench et Wilson (1984) et Hench (1991) ont montré que la proportion en poids de
ces oxydes influait sur le comportement bioactif des bioverres. Le nom des différents bioverres est
fonction de la quantité de SiO, : les verres bioactif 45S 5 sont donc constitués de 45 % de silice et les

verres 60S de 60 % de silice.
Principe de la bioactivité des bioverres

La cinétique de formation de la couche bioactive a été décrite aprés immersion du 45S 5
bioverre dans un tampon Tris (0,05 M, pH7,8) ne contenant ni calcium ni phosphate.

Premiére étape : Immédiatement apres I’incubation, se déroule des échanges rapides entre

les ions K* ou Na* du bioverre et les ions H" de la solution. Cette fuite
des ions est rendue possible car les cations ne font pas partie du réseau de
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Deuxiéme étape :

Troisieme étape :

Quatrieme étape :

matériaux.

La réaction précédente produit un environnement alcalin, ce qui entraine

une élimination progressive de la silice en surface dans les 15 premieres
minutes. La coupure des liaisons Si-O-Si induit la formation de groupes
silanol (agents de nucléation). Cette dissolution se déroule en surface (le
cceur de matériau est protégé) et est suivie par la condensation et la
repolymérisation d’une couche riche en silice.

Formation en surface d’une fine couche riche en calcium et en
phosphore, amorphe dans un premier temps et cristallisant dans un second
temps sous la forme d’une couche d’apatite.

La couche en silice augmente en épaisseur jusqu’a une certaine limite
déterminée par la composition du verre. Le processus de dissolution cesse,
bloqué par la formation d’une couche riche en silice se situant sous la
couche d’apatite.

L’ensemble de ces deux couches protege I’'implant, empéchant sa dissolution plus profonde et

assurant sa liaison avec le tissu osseux néoformé. Le temps d’établir la liaison, les mécanismes de

liaison, I’épaisseur de la zone de liaison, la résistance mecanique de la liaison différent selon les
matériaux. Cependant, dans tous les cas, la surface forme une couche bioactive qui est une
hydroxyapatite carbonatée trés proche des apatites osseuses et qui est responsable de la liaison

interfaciale.

La cinétique des réactions des surfaces a été décrite par Hench en 1990 et comporte les étapes

suivantes :

1- Formation de liaison SiO,

2 - Polycondensation de SIOH+SiOH => Si-O-Si
3 - Adsorption de Ca, PO,4, CO3, OH amorphe

4 - Cristallisation de la couche d'apatite carbonatée
5- Action des macrophages

6 - Adsorption des molécules organiques

7 - Attachement des cellules souches

8 - Différenciation des cellules souches

9 - Synthése de la matrice

10 - Minéralisation de la matrice
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Concept de verres bioactifs

Des différences dans les mécanismes de liaison avec le tissu osseux (dont la matrice
extracellulaire est calcifiée) et les tissus mous ont conduit a distinguer deux types de matériaux
bioactifs (Hench et West, 1996). Les matériaux bioactifs de Classe A, qui induisent I’ostéoproduction,
est définie par Wilson comme “le processus par lequel une surface bioactive favorise la
différenciation des cellules ostéoprogénitrices”. Des matériaux bioactifs de Classe B qui permettent
I’ostéoconduction (Schepers et Ducheyne, 1997 ; Hench et Paschall, 1974) ou I’implantreprésente
une simple surface le long de laquelle les cellules osseuses peuvent migrer. La différence des
réponses tissulaires est due au fait que les matériaux de Classe A engendrent non seulement une
réaction extracellulaire (fournir un environnement qui est compatible a I’adhésion des protéines et
des facteurs de croissance ) mais provoquent aussi des changements intracellulaires (tels que la
stimulation de la prolifération des cellules ostéoprogénitrices, Hench et Wilson, 1998). Les matériaux
de classe B présentent un faible taux de dissolution et donc liberent une quantité moindre de silice
soluble.

Les bioverres ont des taux de liaison aux tissus différents en fonction de leurs compositions
chimiques. Les plus rapides étant les bioverres comportant 45-52% de silice qui ont aussi une
capacité de liaison aux tissus mous (Wilson et coll., 1981 ; Schepers et coll., 1988 ; Wilson et Noletti,
1990). A I’inverse, les verres comportant 55-60% de silice ont un indice de bioactivité plus faible et
ne se lient jamais aux tissus mous. Enfin, les verres comportant un taux de silice >60 % sont des
verres bioinertes. C’est ainsi qu’un indice de bioactivité a été défini comme étant inversement
proportionnel au temps requis pour que 50 % de la surface du matériau soit lié a I’os (Hench et West,
1996).

Suivant la chimie de surface, les verres sont divisés en 5 types. Surface de type 1, laplus
inerte et qui ne subit aucun changement lors de I’incubation dans des fluides biologiques ; jusqu’au
type 5 qui est totalement soluble. La quantité de SiO2 (oxyde formateur majeur), diminue
progressivement du type 1 a 5 et détermine la stabilite du verre.

Applications cliniques

Depuis les années 1980, les verres bioactifs ont été utilisés dans de nombreuses situations
cliniques. La premiére application clinique des bioverres débuta en 1984 en tant que prothese de
I’oreille moyenne (Merwin G, 1986).

Les bioverres ont connu un vif intérét depuis I’introduction et la commercialisation de

PerioGlas® en 1993, pour le traitement des pertes osseuses d’origine parodontale. D’autres
compositions de bioverres ont été utilisées aussi en dentisterie (Schepers et coll., 1991). L utilisation
de verre bioactif a entrainé une réparation plus rapide et plus compléte du défaut. Les granules de
bioverre ont montré une bonne ostéoconduction, mais également une ostéostimulation. De fagon
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intéressante, en plus de leurs capacités régénératrices, il s’est avéré qu’ils possédent aussi des
propriétés antibactériennes et anti-inflammatoires (Allan et coll., 2001).

Plus récemment, des bioverres (Bioglaze®) ont trouvé des applications en tant que revétement
d’implants (Aldini et coll., 2004 ; Stanic et coll., 2002). Cette utilisation est en voie d’exploitation afin
de permettre une meilleure intégration des implants. En revanche, il existe encore des problemes
inhérents tels que la mauvaise cohésion entre I’implant et le revétement.

L’utilisation des verres bioactifs n’est pas limitée aux applications cliniques classiques et
I’avenir est en faveur de I’ingénierie tissulaire. Les verres bioactifs semblent répondre aux exigences
d’une matrice adéquate pour la formation tissulaire in vitro (Roether et coll., 2002).
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