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Le cartilage est un tissu hautement spécialisé qui a un rôle d’amortisseur et de 

transmission des forces lorsqu’une pression ou une charge est exercée sur une articulation. 

Le cartilage est donc nécessaire au fonctionnement articulaire. Le cartilage articulaire est un 

cartilage hyalin de faible cellularité avec une matrice extracellulaire (MEC) riche en 

collagènes et protéoglycannes. La composition et l’organisation structurale de la MEC sont 

responsables des propriétés biomécaniques du cartilage et protègent les surfaces osseuses 

au niveau des zones articulaires. Les protéoglycannes offrent au cartilage une résistance à la 

pression et les fibres de collagène forment un réseau résistant à la tension.  

Le cartilage articulaire peut être lésé par des traumatismes ou au cours de pathologies 

dégénératives, comme l’arthrose. Sa capacité d’autoréparation est fortement limitée, car le 

cartilage est un tissu avasculaire. Les thérapies actuelles utilisées sont les traitements 

pharmacologiques anti-douleurs et anti-inflammatoires ou des approches chirugicales 

(autogreffes de cartilage, greffes de tissu synthétique, stimulation de la réparation spontanée 

par microfractures). Cependant,  aucune thérapie ne permet la régénération d’un tissu 

fonctionnel. Depuis quelques années, l’ingénierie tissulaire constitue une ouverture qui 

pourrait conduire à la régénération d’un néo-cartilage réimplantable. 

L’ingénierie tissulaire du cartilage consiste en la culture de cellules dans un 

biomatériau tridimensionnel, sous des conditions biochimiques ou mécaniques contrôlées, 

afin de reconstruire un cartilage fonctionnel artificiel. La figure 1 présente une stratégie 

classique d’ingénierie tissulaire, les paramètres à contrôler pour son élaboration et les 

connaissances multidisciplinaires nécessaires. 

 
Figure 1 : Etapes impliquées dans l’ingénierie du cartilage. [D’après Freyria AM et al, 2008] 
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Deux sources principales de cellules sont proposées pour l’ingénierie du cartilage : les 

chondrocytes et les cellules souches mésenchymateuses (CSMs). La transplantation de 

chondrocytes autologues après expansion in vitro est déjà au stade de l’application clinique. 

Mais, elle n’est pas très satisfaisante car les chondrocytes présentent des problèmes 

d’amplification et de dédifférenciation in vitro. Par apport aux chondrocytes, les CSMs 

adultes offrent des facilités d’obtention, d’expansion (autorenouvellement) et de 

différenciation (multipotence). C’est ainsi que les CSMs sont de plus en plus utilisées en 

ingénierie tissulaire. Il est nécessaire cependant d’amplifier les CSMs in vitro car elles sont 

très peu abondantes dans la moelle osseuse. De ce fait, la mise au point des conditions de 

culture des CSMs est une étape importante préalable aux applications en ingénierie 

tissulaire.  

Les CSMs peuvent se différencier en plusieurs types cellulaires (chondrocytes, 

ostéoblastes, adipocytes et myoblastes) sous l’influence de stimulations biochimiques ou 

biomécaniques. Les membres de la famille du TGF-β jouent un rôle important dans la 

différenciation des CSMs. Plusieurs études montrent que les TGF-βs activent les premiers 

stades de la chondrogenèse et de l’osteogenèse, mais ils inhibent la myogenèse, 

l’adipogenèse, et l'étape finale de la différenciation ostéoblastique. Les TGF-β transmettent 

leur signal à l’intérieur de la cellule à travers des récepteurs membranaires, puis par 

l’activation de facteurs de transcription de type Smad, en particulier Smad2 et Smad3. La 

protéine Smad3 est très importante pour que s’exerce l’effet inhibiteur des TGF-βs sur la 

myogenèse, l’adipogenèse, et la fin de l'étape de la différenciation ostéoblastique. En fait, 

Smad3 peut s’associer physiquement avec les facteurs de transcriptions, par exemple, 

MyoD, C/EBPs et Runx2, et inhiber leur activité. En revanche, Smad3 stimule l’activité de 

Sox9 en s’associant à lui, et joue un rôle pendant les premiers stades de la différenciation 

chondrocytaire. 

En ce qui concerne la stimulation biomécanique, plusieurs types de contrainte sont 

impliqués, par exemple, la compression, le cisaillement, la pression hydrostatique et 

l’étirement. La compression est la contrainte la plus couramment utilisée dans l’ingénierie 

du cartilage. Dans notre travail, nous avons fait le choix d’une contrainte d’étirement 

équibiaxial, comme une forme de distorsion de stress. Ce choix repose sur des études qui 

montrent que ce type de  stimulation favorise l’engagement des CSMs vers la lignée 
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chondrocytaire.  

Cependant, les paramètres optimaux pour favoriser la formation d’un néo-cartilage in 

vitro sont loin d’être déterminés. Il est donc nécessaire de développer les connaissances sur 

les comportements des cellules en réponse aux stimuli biochimiques et mécaniques pour en 

comprendre le mécanisme ainsi que pour contrôler les conditions in vitro afin d’aboutir à 

un néo-tissu fonctionnel. 

Dans la première partie de notre travail, nous avons défini les conditions de culture 

optimales pour l’isolement et l’expansion des CSM humaines obtenues à partir de la moelle 

osseuse, et ceci en absence des facteurs de croissance exogènes. 

Dans la deuxième partie, nous avons étudié l’effet du TGF-β1 sur la phosphorylation 

de la protéine Smad3 (Smad3p) ainsi que sa localisation dans les CSMs et les chondrocytes. 

L’effet du TGF-β1 sur l’expression des gènes des facteurs de transcription impliqués dans 

la différenciation des CSMs, Sox9, Runx2 et PPARγ a également été analysé.  

Dans la troisième partie, nous avons étudié l’effet de l’étirement équibiaxial  sur la 

voie de signalisation de TGF-β. Pour cela nous avons analysé la phosphorylation et la 

localisation de la protéine Smad3 dans les CSMs et les chondrocytes, en fonction du temps 

et de la fréquence de stimulation. De plus, nous nous sommes intéressés à l’interaction 

entre l’étirement équibiaxial et le TGF-β1. Nous avons également étudié l’expression des 

gènes des facteurs de transcription Sox9, Runx2 et PPARγ après stimulation mécanique des 

cellules. Enfin, pour essayer de comprendre le mécanisme conduissant à la phosphorylation 

de Smad3 dans les cellules après stimulation mécanique, nous avons étudié l’effet de 

l’étirement sur la localisation du récepteur du TGF-β de type II, l’activation de TGF-β1 

latent et sur le cytosquelette cellulaire. 
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I.  Physiologie du cartilage articulaire 

Le cartilage est un tissu hautement spécialisé qui a un rôle d’amortisseur et de 

transmission des forces lorsqu’une pression ou une charge est exercée sur une articulation. 

C’est un tissu conjonctif avasculaire et non innervé. La nutrition du cartilage est donc 

assurée par le liquide synovial et les vaisseaux sanguins provenant de l’os sous-chondral. Il 

est constitué d’un seul type cellulaire, le chondrocyte, qui synthétise la matrice 

extracellulaire (MEC) [Steinert AF et al, 2007]. Les composants majeurs de cette MEC sont 

l’eau, les collagènes, les protéoglycannes et aussi des électrolytes.  

Chez l’homme, trois types de cartilage sont présents. Ils ont des localisations, des 

compositions et des fonctions différentes (tableau I-1) : le cartilage hyalin, le cartilage 

élastique et le cartilage fibreux. Le cartilage articulaire est un cartilage hyalin. 

 

Tableau I-1 : Comparaison des constitutions des trois cartilages.   

Cartilage Composition de la MEC Localisation 

Hyalin - collagène de type II (majoritaire), IX et XI 

- microfibrilles de collagène peu abondantes, de 

 petit calibre, non visibles en microscopie 

optique (MO) d’où l’aspect amorphe et 

homogène de la MEC 

 

nez, bronches, trachée, côtes, 

articulations 

Elastique - en plus du collagène de type II, présence de 

 nombreuses fibres élastiques 

trompe d’Eustache, pavillon de 

l’oreille externe, épiglotte, certains 

cartilages laryngés 

Fibreux - épais faisceaux de fibres de collagène de type I disques intervertébraux, symphyse 

pubienne, ménisque du genou,  

insertion du tendon d’Achille 

I.1.  Constitution du cartilage articulaire 

Le cartilage articulaire normal apparaît blanc, brillant et discrètement translucide. Il est 

constitué de deux éléments principaux : les chondrocytes et la MEC [Muir H et al. 1986 ; 
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Schulz RM et al, 2007].  

Les chondrocytes constituent le seul type cellulaire (3%-8% du volume total) du 

cartilage articulaire [Heath CA, 1996]. Les chondrocytes synthétisent tous les composants 

de la MEC, ainsi que les enzymes de dégradation de cette matrice, afin d’assurer un 

équilibre. Dans des cas pathologiques, les cellules peuvent aussi produire des cytokines 

pro-inflammatoires provoquant la destruction du cartilage par augmentation de la synthèse 

et de l'activité des métalloprotéinases [Shlopov BV et al, 1997], des hyaluronidases et des 

agrécannases. 

Les chondrocytes sont séparés de la MEC par un espace péricellulaire particulier. Le 

métabolisme des chondrocytes est influencé par les conditions physico-chimiques définies 

dans cet espace péricellulaire [Wilkins RJ et al, 1995], qui entraîne des modifications du pH, 

et a des incidences sur la forme et la déformabilité du chondrocyte. 

La matrice extracellulaire (MEC) est principalement constituée d’eau (60%-80%), 

de fibres de collagènes et de protéoglycannes.  

 Réseau du collagène : au niveau du cartilage articulaire, sept principaux types de 

collagènes (II, IX, XI, X, V, VI et VII) ont été identifiés (Figure I-1). Ces collagènes 

confèrent à ce tissu sa propriété mécanique d’élasticité. 

 
Figure I-1 : Représentation schématique de l'organisation des collagènes dans le tissu cartilagineux. 

Les collagènes de types II, VI, IX, XI constituent les principaux collagènes impliqués dans la charpente 

de la MEC du cartilage articulaire. [D’après Mallein-Gerin F et al, 1996] 

 

Le collagène de type II est la protéine collagénique la plus abondante trouvée dans le 
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cartilage et constitue 80 à 85 % du contenu en collagènes [Cremer MA et al, 1998]. Il est 

spécifique du cartilage articulaire et très résistant aux attaques protéolytiques. Il est 

composé de trois chaînes de type α1 (II) codées par le gène Col2a1. La synthèse de 

collagène est quasiment nulle dans le cartilage adulte. 

 

 Les protéoglycannes constituent la substance fondamentale, située entre les cellules et 

les fibres. Ce sont des macromolécules formées par une protéine axiale ou porteuse 

(protéine de noyau) sur laquelle se branchent une ou plusieurs chaînes de 

glycosaminoglycannes (GAGs). Le cartilage articulaire contient deux sortes de 

protéoglycannes : d'une part des protéoglycannes formant de larges agrégats, d'autre 

part des protéoglycannes de petites tailles. La fonction principale des protéoglycannes 

est de retenir l'eau dans le cartilage, ce qui confère à ce tissu sa propriété mécanique de 

viscosité.  

Les GAGs sont des polysaccharides composés d'une répétition de disaccharides 

contenant un sucre aminé (hexosamine) et un sucre de type hexuronique [Roughley PJ et al, 

2006]. Il existe 5 types de chaînes de GAGs : le sulfate de chondroïtine (CS), le sulfate de 

dermatanne (DS), le sulfate d'héparanne (HS), le sulfate de kératane (KS) et l'acide 

hyaluronique (HA). Tous ces GAGs sont retrouvés dans le cartilage, en concentration 

variable en fonction de la zone du cartilage considérée. 

Le HA est le seul GAG qui ne posséde pas de groupement SO42- et qui ne soit pas lié 

à une chaîne protéique. Il joue un rôle structural indispensable au niveau de la matrice 

cartilagineuse puisqu’il participe à la formation des agrégats de protéoglycannes. De plus, 

le HA influence de nombreuses fonctions cellulaires, telles que la migration, l’adhérence ou 

la prolifération, en raison de la présence de récepteurs spécifiques sur les chondrocytes 

[Lindenhayn K et al, 1999]. Au niveau de la MEC, il jouerait un rôle important dans la 

rétention des protéoglycannes [D’Souza AL et al, 2000] et favoriserait leur synthèse par les 

chondrocytes [Kawasaki K et al, 1999].  

L'agrécanne est le plus important des protéoglycannes parce qu’il constitue 90 % des 

protéoglycannes du cartilage articulaire. Il est composé d'une protéine axiale de 220kDa sur 

laquelle sont fixées, de façon covalente, une centaine de CS et une trentaine de KS. 

L'agrécanne se lie avec HA, de façon non-covalente. Cette interaction est stabilisée par une 
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protéine de liaison. Plus de 300 molécules d'agrécannes peuvent s'associer autour d'un 

squelette d'HA et constituer un ensemble pouvant atteindre 10 μm [Buckwalter JA et al, 

1998] et créant de larges domaines hydrodynamiques entre les fibres de collagène. Du fait 

de leur taille, ces protéoglycannes sont retenus dans la MEC durant les déformations subies 

par le cartilage. La perte de ces macromolécules conduit à une diminution de la viscosité du 

tissu et est observée lors de l'arthrose.  

I.2.  Structure du cartilage articulaire 

Le cartilage articulaire est constitué de quatre couches successives : la couche 

superficielle (5 à 10 % de la hauteur totale du cartilage), la couche moyenne (40 à 45 %), la 

couche profonde (40 à 45 %) puis la couche basale (5 à 10 %) (Figure I-2). Les 

chondrocytes et les constituants de la MEC sont organisés différemment suivant la couche 

considérée. Par ailleurs, les contraintes mécaniques ne sont pas ressenties de la même 

manière selon la couche. 

 
Figure I-2 : Structure du cartilage articulaire.  

[http: //www.ukcte.org/images/cartilage.jpg] 

 

Couche superficielle : fibres de collagènes très tassées entre elles et parallèles à la 

surface articulaire, peu de protéoglycannes 

Couche moyenne : fibres de collagène entrecroisées obliquement en un réseau non 

orienté 

Couche profonde : fibres de collagènes perpendiculaires à la surface articulaire, 

chondrocytes alignés verticalement en colonnes, zone la plus riche en protéoglycannes 
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Couche basale ou intermédiaire : en contact avec la plaque osseuse sous-chondrale, 

cartilage en voie de calcification 

I.3.  Les contraintes mécaniques sur le cartilage articulaire 

Le cartilage est soumis en permanence à plusieurs contraintes mécaniques. La 

contrainte principale est la compression qui engendre d’autres contraintes telles que des 

flux de liquide, des contraintes de cisaillement, des pressions hydrostatiques et des forces 

de tension ou d’étirement etc. [Kerin A et al, 2002 ; Urban JP, 1994 ; Smith RL et al, 1995]. 

La capacité du cartilage articulaire à exercer sa fonction physiologique, quand il est soumis 

à différents types de contraintes, dépend de l'interaction sensible des constituants du 

cartilage et de l'écoulement du fluide interstitiel à travers la matrice perméable [Hasler EM, 

1999]. De nombreuses études ont montré que les forces mécaniques influencent la 

prolifération de chondrocytes et stimulent la synthèse de la MEC, maintiennent la structure 

et l'intégrité, améliorent les propriétés mécaniques du tissu cartilagineux [Lee CR et al, 

2005]. En revanche, la MEC régule les propriétés biomécaniques du cartilage articulaire. 

Généralement, le réseau de collagène agit au niveau de l’étirement [Mow WC et al, 1990], 

tandis que les protéoglycannes interviennent sur la compression [Bader DL et al, 1994 ; 

Korhonen RK et al, 2003]. Ainsi, la résistance à l’étirement décroît alors que la résistance à 

la compression croît lorsque l’on s’enfonce dans le cartilage, définissant ainsi une 

anisotropie axiale [Schinagl RM et al, 1997, Wang CC et al, 2002]. 

I.4.  Fonctions du cartilage articulaire  

Le cartilage constitue la partie essentielle de l'articulation. Il recouvre les extrémités 

osseuses et il joue un rôle de " film protecteur " de l'articulation. Lors de la réalisation de 

mouvement, il remplit deux fonctions principales. Il assure d'une part, le glissement des 

segments osseux les uns contre les autres, en diminuant au maximum les forces de friction 

présentes. Le cartilage étant non innervé, il ne peut donc transmettre aucune information au 

cerveau, ce qui rend le mouvement imperceptible et indolore. D'autre part, le cartilage 

assure la transmission, la répartition et l'amortissement des contraintes subies par 

l'articulation. Une troisième fonction, dépendante des deux premières, peut lui être 

attribuée : celle d'assurer sa propre trophicité. Le cartilage est  effectivement “nourri”  

par le liquide synovial, lui-même sécrété par la membrane synoviale. 
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II.  Physiopathologie du cartilage articulaire 

Le cartilage articulaire peut être lésé par des traumatismes ou au cours de pathologies 

dégénératives, comme l’arthrose. 

La dégradation du cartilage peut conduire, à plus ou moins long terme, à l'apparition 

de lésions qui peuvent aller jusqu'à l'os sous-chondral, où il se produit au niveau du foyer 

lésionnel, une invasion de cellules issues de la moelle osseuse [Setton LA et al, 1999]. La 

réaction de type inflammatoire qui s'ensuit engendre alors la formation d'un tissu 

cartilagineux proche du fibrocartilage, par sa constitution riche en collagène de type I et 

faible en élastine [Setton LA et al, 1999]. Les propriétés mécaniques, moins élastiques et 

moins résistantes, d'un tel tissu ne lui permettent pas de résister aux fortes contraintes que 

subirait sans dommage un cartilage articulaire sain ; il finit généralement par se fissurer 

[Naumann A et al, 2002]. Or le cartilage articulaire n'a pas la capacité de se régénérer 

naturellement dans le cas de lésions qui dépassent 2 millimètres de diamètre [Ghivizzani 

SC et al, 2000]. Ceci explique que l’on rencontre des lésions du cartilage articulaire dans 

plus de 10% de la population [Bliddal H et al, 2006]. 

L’exposition du cartilage à des éléments agressifs (enzymes protéolytiques, cytokines 

inflammatoires, etc.) peut stimuler la dégénérescence des protéoglycannes ou en inhiber la 

synthèse [Zhang L et al, 2007]. Ces agressions peuvent également agir sur le collagène et 

les chondrocytes. La plupart des lésions ont une origine traumatologique (entorses graves 

ou luxations rotuliennes) mais elles peuvent également apparaître à la suite de phénomènes 

inflammatoires (ostéochondrite juvénile ou après une corticothérapie). Elles peuvent aussi 

être dues au vieillissement. La réparation spontanée de ces lésions est déterminée par de 

nombreux facteurs : le type, l'ampleur et la sévérité des lésions, l'état général du cartilage et 

l'âge de l'individu [Zhang L et al, 2007]. 

Il faut bien souligner que les influences mécaniques sont souvent à l’origine du 

développement de pathologies du cartilage [Hayes DW et al, 2001]. Les lésions du cartilage 

se produisent quand la contrainte appliquée excède la capacité d’absorption de charge du 

tissu [Cornwall MW, 1984]. Tout d’abord, un dommage mécanique peut se produire dès 

qu’une articulation se déplace au delà de sa possibilité habituelle de mouvement, induisant 

un effort sur les parties plus molles du cartilage qui ne peuvent pas supporter la contrainte, 
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et endommagent ainsi le réseau de collagène. [Andersson S et al, 1989].  

Par ailleurs, il peut également avoir lieu de manière chronique lors d'exercices sportifs 

physiques intenses et repétés. Dans ce cas, les articulations sont répétitivement exposées à 

des contraintes de niveaux élevés, et les dommages sont associés à une fissure de fatigue 

[Kujala UM et al, 1995].  

Enfin, l’exposition à des surcharges et une utilisation anormale et répétée de 

l’articulation déjà endommagée mènent à des lésions plus graves et à la dégénérescence du 

cartilage [Simmons EJ et al, 1999 ; Van de Breevaart Bravenboer J et al, 2004]. 

II.1.  Stratégies thérapeutiques concernant les lésions cartilagineuses 

Après un traumatisme, le cartilage articulaire ne peut se réparer spontanément. 

Actuellement, on dispose de traitements médicaux et chirurgicaux, auxquels s’ajoute l’aide 

de l’ingénierie tissulaire. 

II.1.1.  Les traitements médicaux 

Le traitement médical combine généralement plusieurs des techniques suivantes 

[Minas T et al, 1997] : 

- Mise en décharge : on retrouve souvent comme point commun une pression 

intra-articulaire trop élevée, entraînant pour le cartilage une surcharge mécanique néfaste. 

De plus, il a été démontré que dans des conditions de pression moindre, l'activité 

métabolique du chondrocyte s'accroît, ce qui pourrait favoriser la régénération matricielle. 

- Agents pharmacologiques : de nombreuses études sont effectuées sur des substances 

comme les corticostéroïdes, des acides hyaluroniques et des facteurs de croissance. 

Cependant, leur utilisation est assez controversée. 

- Mouvement passif : cette technique est aujourd'hui massivement reconnue pour son 

succès dans le traitement des lésions cartilagineuses. Le mouvement est nécessaire à 

l'inhibition du cartilage alors que l'immobilisation complète d'un membre produit son 

amincissement et une diminution de son contenu en protéoglycannes. 

Lorsque le traitement médical est un échec, on  peut alors recourir au traitement 

chirurgical. 
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II.1.2.  Les traitements chirurgicaux 

II.1.2.1.  Techniques palliatives 

- Lavage articulaire : il permet le renouvellement du liquide synovial, permet 

d'éliminer les médiateurs inflammatoires produits par la membrane synoviale du milieu 

intra-articulaire [Minas T et al, 1997]. 

- Stimulation de l’os sous-chondral : il s’agit de favoriser l’apparition d’un 

fibrocartilage à partir de cellules souches de la moelle osseuse de l’os sous-chondral [Minas 

T et al, 1997]. 

II.1.2.2.  Techniques de réparation cartilagineuse 

- Greffe de périoste ou de périchondre : ce type de greffe aboutit à la formation de ce 

que les auteurs appellent un "hyalin-like cartilage". Cependant, il existe un risque 

d’ossification endochondrale du greffon qui évolue vers un pronostic défavorable à long 

terme. 

- Implantation de chondrocytes autologues : des chondrocytes sains prélevés chez le 

patient sont mis en culture pendant plusieurs semaines puis sont réimplantés au niveau de la 

lésion cartilagineuse. Cette technique reste insatisfaisante car elle se heurte au problème 

d’amplification et de dédifférentiation in vitro des chondrocytes. Il y a ainsi formation in 

vivo d’un fibrocartilage peu fonctionnel [Brittberg M et al, 2003]. 

- Greffes ostéochondrales : l'allogreffe ostéochondrale est une bonne solution pour le 

traitement des lésions cartilagineuses. L'os sous-chondral supportant le cartilage lésé est 

creusé pour former une cavité correspondant exactement à la forme du greffon prélevé. Le 

cartilage étant un tissu fragile, il ne peut donc pas subir de procédé de stérilisation agressif. 

Il existe donc un risque de transmissions virales au niveau des allogreffes cartilagineuses. 

L’autogreffe ostéochondrale est réalisée grâce au prélèvement d'un greffon ostéochondral 

en zone de moindre portance. L’intégration du greffon est généralement excellente. 

Cependant, cette technique est limitée par la quantité de cartilage disponible et ne permet 

donc pas de traiter des lésions cartilagineuses étendues. 

A ce jour, aucune méthode n’est disponible pour produire de manière reproductible et 

fiable du cartilage pleinement fonctionnel. Une nouvelle génération de traitement a vu le 
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jour récemment : l’ingénierie tissulaire. 

II.1.3.  L’ingénierie tissulaire du cartilage 

Dans le cas de l’ingénierie tissulaire du cartilage, il sera possible de créer un cartilage 

artificiel pour combler les lésions articulaires et maintenir, améliorer ou restaurer les 

fonctions au niveau de cette zone [Jorgensen C et al, 2004]. 

En ingénierie tissulaire, c’est certainement la combinaison d’un support 

tridimensionnel, de cellules et de facteurs de différenciation qui permettra d’améliorer la 

fonctionnalité du tissu néoformé [Galois L et al, 2005].  

Cette technique a besoin d’une source abondante de cellules saines. Le choix des 

cellules est conditionné par la nécessité d’obtenir une nouvelle matrice la plus proche 

possible du tissu d’origine. Une des sources cellulaires pouvant servir à la réparation du 

cartilage est le chondrocyte, du fait de sa capacité à synthétiser la MEC. Cependant, compte 

tenu du nombre limité de cellules, l’amplification nécessaire de ces cellules entraîne une 

dédifférenciation  cellulaire, occasionnant ainsi une modification de la morphologie 

cellulaire et de la synthèse de la matrice.  

Pour s’affranchir de ce problème, une autre source cellulaire peut être utilisée : les 

cellules souches mésenchymateuses. 

La figure I-3 présente une stratégie classique d’ingénierie tissulaire du cartilage.  

 
Figure I-3 : Etapes impliquées dans l’ingénierie du cartilage. 
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III.  Cellules souches (CSs) 

Les cellules souches sont des cellules immatures indifférenciées, caractérisées par leur 

capacité de s’autorenouveler sur une très longue durée et de se différencier en cellules 

spécifiques d’organe. Ces deux propriétés – multipotence (ou pluripotence dans le cas de 

cellules embryonnaires), et auto-renouvellement sont absolument nécessaires pour 

affirmer le caractère «souche » d’une cellule ; celle-ci doit en effet pouvoir être cultivée à 

long terme, et donc être capable d’un grand nombre de divisions cellulaires [Weissman IL 

et al, 2001 ; Coulombel L, 2004 ; 2005 ; 2007]. 

Le terme de cellule souche regroupe plusieurs sous-types cellulaires présentant 

d’importantes différences biologiques et fonctionnelles. La classification des cellules 

souches est basée sur leur potentiel de différentiation ou sur leur origine. Selon leur 

capacité de différentiation, les cellules souches sont classées comme étant totipotentes, 

pluripotentes, multipotentes ou unipotentes (Tableau I-2). Selon leur origine, on distingue 

les cellules souches embryonnaires, fœtales, ombilicales, et adultes (Figure I-4).  

 

Tableau I-2 : Classifications et caractéristiques des cellules souches. 

Types de 
cellules souches 

Capacités et rôles Exemples 

Totipotentes Premières cellules embryonnaires 
directement issues du zygote 
jusqu’au stade Morula, du premier au 
quatrième jour 

Ebauche d’embryon complet 

Zygote et cellules filles immédiates 

Pluripotentes Peuvent se différencier en n’importe 
quelle cellule originaire des 3 
feuillets embryonnaires (=200 
variétés) 

Ne peuvent pas reproduire un être 
humain en entier 

Cellules souches embryonnaires de la 
masse interne du blastocyte 

Cellules germinales embryonnaires 

Multipotentes Peuvent se différencier en plusieurs 
lignées cellulaires différentes 

Cellules souches hématopoïétiques 

Cellules souches mésenchymateuses 

Unipotentes Ne peuvent se différencier que vers 
un seul tissu spécifique 

Kératinocytes 

Oligodendrocytes immatures 
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Figure I-4 : Classification des cellules souches selon leur origine. [Modifié d’après Godara et al, 

2008]. * inclut les cellules de l’épiderme (peau, cheveux), des yeux, du foie et les cellules neuronales. 

 

III.1.  Les cellules souches embryonnaires (CSEs) 

Les cellules souches embryonnaires (CSEs) proviennent de la masse interne du 

“blastocyte”, qui définit le premier stade de l'embryon, quand celui-ci a cinq ou six jours et 

possède moins de 64 cellules (Figure I-5). Elles sont pluripotentes, voire totipotentes 

puisqu’elles peuvent donner tous les feuillets embryonnaires (mésoderme, endoderme, 

ectoderme) qui sont à l’origine de tous les tissus de l’organisme, y compris les tissus de la 

lignée germinale, même après une culture prolongée in vitro [Kerr CL et al, 2006]. En 

même temps, Elles conservent leur état indifférencié, ce qui leur permet de 

s’autorenouveler [Boyer LA et al, 2006].  
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Figure I-5 : Différenciation des tissus humains 

(http://stemcells.nih.gov/info/scireport/chapter1.asp) 

 

Bien qu’il soit possible d’induire la différenciation in vitro des cellules souches 

embryonnaires [Hwang NS et al, 2006 ; zur Nieden NI et al, 2005], plusieurs problèmes 

devront être résolus avant d’arriver à l’étape finale d’application clinique. D’abord, le 

maintien en culture de cellules peut entraîner des mutations génétiques, et induire un risque 

de développement ultérieur de tumeurs [Draper JS et al, 2004]. Ensuite, la réponse immune 

de l'hôte aux CSEs doit être prise en compte. Une autre difficulté majeure, non résolue à ce 

jour, est l’absence de facteurs contrôlant de façon systématisée la différenciation cellulaire 

in vitro pour pouvoir orienter spécifiquement les CSEs vers un lignage tissulaire défini. 

Enfin, l’obstacle majeur au développement de la recherche sur les CSEs humaines reste, 

notamment en France, d’ordre éthique. L’absence d’accords quant à l’utilisation de cellules 

souches embryonnaires humaines dans un but expérimental limite leur application en 

ingénierie tissulaire [Bobbert M, 2006]. 



Etudes bibliographiques 

‐ 46 ‐ 

III.2.  Les cellules souches fœtales et ombilicales 

Les cellules souches fœtales sont issues de tissus fœtaux à un stade beaucoup plus 

tardif (5-9 semaines) que le stade de blastocyte embryonnaire et sont isolées à partir de 

fœtus résultant d’avortements [Guillot PV et al, 2006].  

III.3.  Les cellules souches adultes 

L’existence, dès la naissance, de cellules souches dites adultes, au sein des différents 

tissus de l’organisme, est connue depuis longtemps. La plupart sont unipotentes, 

uniquement dédiées au maintien d’un tissu cellulaire déterminé : peau, muscle, pulpe 

dentaire, par exemple. Les cellules souches adultes multipotentes sont plus rares, plus 

difficiles à identifier et à purifier in vitro. On peut citer  les cellules souches 

hématopoïétiques, mésenchymateuses, neuronales, épithéliales, gastro-intestinales, 

épidermiques etc. [Tarnowski M et al, 2006]. 

 La moelle osseuse est une source riche et accessible de cellules souches adultes [Tuan 

RS et al, 2003]. Elle contient plusieurs types de cellules souches : les cellules souches 

hématopoïétiques (CSHs) qui donnent naissance aux différentes lignées de cellules 

sanguines, les cellules souches mésenchymateuses (CSMs) qui assurent la fonction de 

soutien stromal, et une troisième population découverte en 2002 par l’ équipe de 

Verfaillie, des cellules souches très primitives de type embryonnaire qui correspondent 

à la définition d’une cellule souche « somatique » est qui sont pluripotentes désignées 

sous le terme de multipotent adult progenitor cell (MAPC) (Figure I-6) [Coulombel L, 

2003]. Il s’agit d’une nouvelle population de cellules souches pluripotentes, dont la 

localisation n’est probablement pas restreinte à la moelle osseuse, et dont le potentiel 

de différenciation les apparente aux cellules souches embryonnaires [Jiang Y et al, 

2002; Reyes M et al, 2001]. Les MAPCs sont décrites comme étant les ancêtres de 

toutes les populations hématopoïétiques et mésenchymateuses présentes dans la moelle 

osseuse humaine [Verfaillie CM, 2005]. A la différence des cellules souches adultes 

connues, elles possèdent certains marqueurs moléculaires, Oct-4 et Rex, spécifiques 

jusqu’ à maintenant aux cellules souches embryonnaires. Les MAPCs ne peuvent être 

amplifiées efficacement que si elles sont ensemencées dans un milieu de culture très 

pauvre en sérum et à une très faible densité cellulaire, ce qui représentent deux 
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avantages en culture cellulaire, notamment à orientation clinique.  

 

é 
Figure I-6 : Filiation des différentes populations cellulaires de la moelle osseuse 

MAPCs : multipotent adult progenitor cells; CS : Cellule Souche ; GR : Globule Rouge ; PN : 

Polynucléaire neutrophile ; NK : naturel killer ; Mo : Monocyte ; Meg : Mégacaryocyte ; T, B : 

Lymphocyte T et B ; Dend : Cellule dendritique. [D’après Coulombel L et al, 2003]. 

 

III.3.1.  Les cellules souches mésenchymateuses (CSMs) 

Friedenstein et al ont identifié des progéniteurs capables de produire des colonies de 

cellules d’allure fibroblastique. Ces progéniteurs ont été appelés CFU-F pour « Colony 

Forming Unit-Fibroblast » ; capables de se différencier en tissus osseu ou cartilagineux, et 
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de soutenir l’hématopoïèse [Friedenstein et al,  1976 ; 1978 ; 1987]. Ce n’est que très 

récemment que le concept de l’existence de CSMs post-natales a émergé pour une 

utilisation thérapeutique. Les travaux de Prockop et de Pittenger et al ont permis 

l’identification, parmi la population des CFU-F, de cellules possédant des propriétés 

biologiques de cellules souches et depuis, de nombreuses études ont montré que les CSMs 

constituent un potentiel énorme pour l’ingénierie cellulaire et tissulaire [Prockop DJ, 1997 ; 

Pittenger MF et al, 1999 ; Uccelli A et al, 2008].  

III.3.1.1.  Localisation des CSMs 

La moelle osseuse est considérée comme la source la plus riche et la plus accessible de 

CSMs [Tuan RS et al, 2003]. En plus de la moelle osseuse, d’autres CSMs ayant des 

caractéristiques biologiques similaires ont été isolées à partir d’organes tels que : 

 Le tissu adipeux [Wickham MQ et al, 2003 ; Katz AJ et al, 2005 ; Zuk PA et al, 2002]  

 Le sang périphérique adulte [Kuznetsov SA et al, 2001; Zvaifler NJ et al, 2000] 

 Le sang de cordon [Rosada C et al, 2003 ; Bieback K et al, 2004 ; Romanov YA et al, 

2003 ; Erices A et al, 2000 ; Goodwin HS et al, 2001] 

 Le placenta [Battula VL et al, 2007 ;  Yen BL et al, 2005 ; Igura K et al, 2004], la 

veine et les artères de cordon ombilical [Romanov YA et al, 2003 ; Sarugaser R et al, 

2005], la gelée de Wharton du cordon [Wang HS et al, 2004], le liquide amniotique 

[Tsai MS et al, 2004 ; In’t Anker PS et al, 2003], 

 Le cartilage [Romanov YA et al, 2003 ; Alsalameh S et al, 2004] 

 Le tissu synovial [Fickert S et al, 2003] et la membrane synoviale [De Bari C et al, 

2001] 

 Les dents de lait [Miura M et al, 2003], la pulpe dentaire [Gronthos S et al, 2000] et le 

ligament péridentaire [Seo BM et al, 2005] 

 Le muscle cardiaque [Warejcka DJ et al, 1996] 

 Le pancréas [Hu Y et al, 2003] 

 La rate [Derubeis AR et al, 2003] 

 Le périoste [Fukumoto T et al, 2003] 

 L’os trabéculaire [Nöth U et al, 2002] 

 Le poumon [Sabatini F et al, 2005] 
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 Le muscle squelettique [Levy MM et al, 2001 ; Wada MR et al, 2002] 

 Le derme [Yong HE et al, 2001] 

Les CSMs isolées à partir de différents tissus présentent une expression des marqueurs 

de surface cellulaire similaire quelle que soit l’origine du tissu [Yoshimura H et al, 2007]. 

Cependant, leurs potentiels d’expansion et de différenciation chondrogénique sont 

différents : 

- Les CSMs issues de la moelle osseuse ont un taux de prolifération important et 

peuvent se différencier en chondrocytes en présence de facteurs de croissances tels 

que les TGF-βs, les BMPs etc. Cependant, leur potentiel de différenciation 

cartilagineuse diminue au fur et à mesure des passages [Sakaguchi Y et al, 2005].  

- Les CSMs provenant du cordon ombilical peuvent se multiplier rapidement et 

suivent la voie de la différenciation chondrocytaire même après plusieurs passages 

[Wang JF et al, 2004]. 

- Les CSMs isolées à partir du périoste et de la membrane synoviale ont un potentiel 

plus important d’expansion que celles de la moelle osseuse [Sakaguchi Y et al, 

2005 ; Yoshimura H et al, 2007]. Le nombre de colonies obtenues après 7 jours de 

culture est 6 fois plus élevé que celui de CSMs d’origine médullaire. De plus, une 

meilleure potentialité de synthèse de la MEC cartilagineuse a été décrite pour des 

CSMs isolées à partir du périoste et de la membrane synoviale, comparativement 

aux CSMs d’origine médullaire [Shirasawa S et al, 2006].  

- Le tissu adipeux pourrait servir d’excellente source de CSMs du fait de la 

importante quantité présente dans l’organisme humain et de la disponibilité de 

déchets opératoires liés à la chirurgie [Mehlhorn AT et al, 2006]. Il est à noter que 

les CSMs, isolées à partir du tissu adipeux, ont un potentiel d’expansion supérieur, 

mais un potentiel chondrogénique inférieur à celui des CSMs isolées à partir de la 

moelle osseuse [Sakaguchi Y et al, 2005 ; Yoshimura H et al, 2007]. Après 2 

semaines de culture dans un gel d’alginate en présence de TGF-β1, les CSMs 

originaires du tissu adipeux expriment 10 fois moins le gène de col2α1 et 4 fois 

moins d’agrécanne, deux marqueurs caractéristiques de la lignée chondrocytaire, 

que celles de la moelle osseuse [Mehlhorn AT et al, 2006]. 
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Le tableau I-3 rassemble des études portant sur les potentiels de prolifération et de 

différenciation cartilagineuse de CSMs selon leur origine. 

 

Tableau I-3 : Comparaison des potentiels de prolifération et de différenciation chondrocytaire en 

fonction de l’origine des CSMs 

Origine de 
CSMs 

Prolifération 

Différenciation chondrocytaire 

Références Expression du  
collagène II 

Synthèse de 
MEC 

Moelle osseuse + +++ +++ 
Sakaguchi Y et al, 2005 
Mehlhorn AT et al, 2006 
Yoshimura H et al, 2007 

Périoste ++++ ++++ ++++ 
Sakaguchi Y et al, 2005 
Shirasava S et al, 2006 
Yoshimura H et al, 2007 

Membrane 
synoviale 

+++++ ++++ +++++ 
Sakaguchi Y et al, 2005 
Yoshimura H et al, 2007 

Muscles ++ ++ ++ 
Sakaguchi Y et al, 2005 
Yoshimura H et al, 2007 

Tissu adipeux +++ + + 
Sakaguchi Y et al, 2005 
Mehlhorn AT et al, 2006 
Yoshimura H et al, 2007 

III.3.1.2.  Morphologie cellulaire et capacité de prolifération des CSMs 

Pendant leur prolifération en monocouche in vitro, les CSMs peuvent produire des 

colonies de cellules d’allure fibroblastique, sous le terme Colony-forming unit-fibroblasts 

(CFU-Fs). C’est un des critères pour l’identification des CSMs cultivées in vitro 

[Friedenstein AJ et al, 1970].  

Les CSMs ont une forme de fuseau et ressemblent aux fibroblastes en état 

indifférencié [Roberts I, 2004]. 

Une propriété intéressant des CSMs est leur capacité d’adhérence au plastique. Cette 

propriété en permet l’isolement à partir de la moelle osseuse, contrairement aux CSHs. 

[Kassem M et al, 2004 ; Rickard DJ et al, 1996]. 

De plus, les CSMs ont un pouvoir de prolifération élevé. Les CSMs se développent 

rapidement sous l’influence de mitogènes tels que le PDGF, le bFGF et l’IGF-1 [Colter DC 
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et al, 2000 ; Bianco P et al, 2001]. Ceci permet de créer facilement « une banque» de 

cellules souches. De plus, les CSMs peuvent garder leur phénotye en culture sur plusieurs 

passages [Pittenger MF et al, 1999 ; Leo AJ et al, 2006] et conserver leur capacité à se 

différencier [Bhatia R et al, 2005 ; Pereira RF et al, 1995]. 

III.3.1.3.  Les marqueurs de surface 

Comme toutes les autres cellules, les CSMs présentent de nombreux marqueurs de 

surface cellulaire. Mais, à ce jour, il n’existe aucun marqueur spécifique pour identifier les 

CSMs. Donc les CSMs sont définies par un profil d’expression d’antigènes.  Elles sont 

identifiées principalement par l’expression de CD105 (endogline), CD73 (5’ terminal 

nucleotidase) et CD90 (Thy-1), et sont négatives pour les marqueurés hématopoïétiques, 

notamment CD34 et CD45 [Noël D et al, 2002]. Cette propriété permet de distinguer 

aisément les CSMs des CSHs à partir d’un échantillon de la moelle osseuse. Mais, les 

CSMs isolées directement de la moelle osseuse sont positives pour CD34, elles perdent cet 

antigène lors de la culture in vitro. Les différents marqueurs de surface exprimés par les 

CSMs humaines actuellement connus sont regroupés dans le Tableau I-4 [Pittenger MF et 

al, 2004] 

 

Tableau I-4 : Liste des marqueurs de surface exprimés ou non par les CSMs humains 

CD = Cluster de Différenciation ; TGFβIR = Transform growth factor β receptor type I; TGFβIIR = 

Transform growth factor β receptor type II; HLA = Humain leukocyte antigen; SSEA = Stage specific 

embrynnic antigen. 

Marqueurs présents 

CD13, CD29, CD44, CD49a, b, c, e, f, CD51, CD54 (ICAM1), CD58, CD71, CD73, 

CD90 (Thy-1), CD102, CD105, CD106 (VCAM), CDw119, CD120a, CD120b, 

CD123, CD124, CD126 (ALCAM), CD127, CD140a, CD166, P75, TGFβIR, 

TGFβIIR, HLA-A, B,C, SSEA-3, SSEA-4, D7, CD271. 

Marqueurs absents 
CD3, CD4, CD6, CD9, CD10, CD11a, CD14, CD15, CD18, CD21, CD25, CD31, 

CD34, CD36, CD38, CD45, CD49d, CD50, CD62E,L,S, CD80, CD86, CD95, 
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CD117, CD133, SSEA-1, HLA-DR. 

III.3.1.4.  Propriétés biologiques 

Comme toute cellule souche, les CSMs ont deux propriétés principales : 

auto-renouvellement [Carlo-Stella C et al, 1993] et multipotence [Deans RJ et al, 2000 ; 

Caplan AL et al, 2006]. La figure I-7 montre la capacité de différentiation des CSM. 

Elles possèdent aussi la propriété de transdifférenciation. Cette propriété désigne la 

possibilité qu’aurait une cellule déjà engagée dans une voie de différenciation de changer 

de cap et d’emprunter une autre route. Par exemple, les CSMs peuvent se différencier, dans 

certaines conditions, en cellules épidermiques [Deng W et al, 2005].  

 

 
Figure I-7 : Capacité de différenciation des cellules souches mésenchymateuses.  [D’après Caplan 

AL et al, 2006] 

 

Les CSMs peuvent sécréter un ensemble de cytokines et de facteurs de croissance, par 

exemple, IL (interleukine)1α, 6, 7, 8, 11, 12, 14, 15, LIF (leukemia inhibitory factor), SCF 

(stem cell factor), G-CSF (granulocyte-colony stimulating factor), M-CSF (macrophage- 
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colony stimulating factor), GM-CSF (granulocyte/ macrophage -colony stimulating factor) ; 

IL-1R, Il-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R, LIF-R, SCF-R, G-CSFR, TNF-IR, TNF-IIR, TGF-bIR, 

TGF-bIIR, bFGF-R, PDGF-R, EGF-R  [Minguell JJ et al, 2001 ; Molloy AP et al, 2009]. 

Grace à cette propriété de sécrétion, les CSMs favorisent la prolifération et la 

différenciation des CSHs, et ainsi sont impliquées dans le soutien de l’hématopoïèse 

[Minguell JJ et al, 2001 ; Almeida-Porada G et al, 2000]. 

Les CSMs, par leurs propriétés immunomodulatrices, inhibent la prolifération des 

cellules T in vitro [Di Nicola M et al, 2002 ; Bartholomew A et al, 2002; Le Blanck et al, 

2003; Tse WT et al, 2003; Krampera M et al, 2003; Maitra B et al, 2004; Bhatia R et al, 

2005]. Plusieurs études in vitro ou in vivo, aussi bien chez l’animal que chez l’homme, ont 

mis en évidence l’influence des CSMs, grâce à leurs propriétés immunosuppressives, non 

seulement sur la différenciation des lymphocytes mais aussi sur la réponse immunitaire T. 

In vitro, les CSMs humaines ont une action suppressive sur la prolifération des lymphocytes 

T , en partie liée a la production du transforming growth  factor beta 1 (TGFβ1) et à 

l’hepatocyte growth factor (HGF) [Di Nicola M et al,2002]. De par leurs propriétés 

immunosuppressives, il devient évident que les CSMs peuvent avoir une incidence sur la 

survenue et l’intensité des réactions du greffon contre l’hôte (graft versus host disease ou 

GvHD). La GvHD est la réaction miroir ou symétrique du rejet, médiée par les 

lymphocytes T, qui présents dans le greffon hématopoïétique, vis-à-vis des tissus du 

receveur. En effet, les CSMs n’expriment pas les molécules du complexe majeur 

d'histocompatibilité (MHC) de classe II, HLA-DR. D’une manière générale, les molécules 

HLA de classe II sont présentes sur les cellules présentatrices d’antigènes (CPA) et servent 

à présenter au récepteur T (TcR) des lymphocytes T des peptides, processés par les CPA à 

partir d’antigènes exogènes. Les CSMs n’exprimant HLA-DR, sont incapables de présenter 

un peptide antigénique et d’être immunostimulantes. Lorsque les CSMs sont ajoutées dans 

une culture mixte, on oberve qu’elles inhibent la réaction d’alloréactivité. 

III.3.2.  Utilisation des CSMs en ingénierie cellulaire et tissulaire 

Grâce à leurs propriétés biologiques, à la facilité pour les isoler, les faire proliférer et 

différencier en culture, les CSMs deviennent la source de cellules idéales pour l’ingénierie 

cellulaire et tissulaire [Bartmann C et al, 2007].  
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Plusieurs études dans une variété de systèmes ont mis en évidence la grande 

perspective de construire les tissus en bioingénierie à base de CSMs. Les cellules souches 

ont servi, dans en premier temps, à reconstruire des tissus mésenchymateux [Bianco P et al, 

2001] et récemment, une vaste gamme de tissus épithéliaux est concernée. Il a été rapporté 

que les CSMs avaient le potentiel de se différencier en cellules épidermiques, sous certaines 

conditions, et qu’elles peuvent servir comme source de cellules pour l'ingénierie tissulaire 

de la peau [Han CM et al, 2007; Paunescu V et al, 2007]. De même, de nombreuses 

recherches sur l’utilisation des CSMs en ingénierie tissulaire de l’os, du cartilage, du tissu 

adipeux, du vaisseau, du foie, etc... ont été effectuées récemment [Bianco P et al, 2000; 

Fraser JK et al, 2004; Hui JH et al, 2005; Risbud MV et al, 2005; Wang QW et al, 2005 ; 

Tong ZC et al, 2008]. 

En conclusion, les CSMs constituent un outil original et offrent un potentiel pour la 

thérapie cellulaire et la bioingénierie tissulaire.  

IV.  La différenciation de CSMs 

In vitro, les CSMs peuvent se différencier en plusieurs types des cellules selon les 

conditions de culture utilisées. Le microenvironnement cellulaire est en effet très important 

pour l’orientation de la différenciation des CSMs [Grassel S et al, 2007]. La figure I-8 

montre plusieurs conditions de culture in vitro qui favorisent le processus de différenciation 

des CSMs en tissu spécifique [Tuan RS et al, 2003].  

IV.1.  La régulation de la différenciation des CSMs 

Les processus de différenciation des CSMs sont contrôlés de façon organisée et 

dynamique par des facteurs spécifiques impliqués dans différentes voies de signalisation. 

Plusieurs facteurs de transcription qui contrôlent spécifiquement les programmes de 

différentiation des CSMs ont été identifiés dans la décennie passée. La figure I-11 montre la 

régulation de la différenciation des CSMs par les facteurs spécifiques de transcription 

[Nishimura R et al, 2008]. On y trouve :  

 Runx2 (Cbfα1) et Ostérix (Sp7), des facteurs de transcription indispensables pour le 

développement d'osteoblastes [Komori T et al, 1997 ; Otto F et al, 1997 ; Nakashima K 

et al, 2002].  
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 Les membres de la famille de Sox, nécessaires dans les premiers étapes de la 

différenciation chondrocytaire [de Crombrugghe B et al, 2001 ; Kronenberg HM, 2003 ; 

Komori T, 2006].  

 Les membres de la famille C/EBP (CCAAT enhancer binding protein) et PPAR-γ 

(peroxisome proliferator-activated receptor-γ), très importants dans la différenciation 

en adipocyte [Morrison RF et al, 1999; Spiegelman BM, 1998].  

 Les membres de la famille MyoD (myogenic differentiation antigen), sont importants 

dans la myogenèse. 

 
Figure I-8 : Conditions de culture favorisant le processus de la différenciation in vitro des CSMs en 

tissu spécifique (légende encadré).  

Les composants des voies de signalisation sont montrés en italiques. Les pointes de flèches 

pointillées dénotent des événements « reversibles » de la différentiation. bFGF, basic fibroblast 

growth factor; bHLH, basic helix–loop–helix; BMP, bone morphogenetic protein; Cbfα1, core 

binding factor alpha 1; ECM, extracellular matrix; FGF, fibroblast growth factor; GDF, 
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growth/differentiation factor; IBMX, 3-isobutyl-1-methylxanthine; LRP, low-density lipoprotein 

receptor-related peptide; MAPK, mitogen-activated protein kinase; PDGF, platelet-derived growth 

factor; SMAD, vertebrate homologue of Drosophila Mothers Against Decapentaplegic (MAD); 

TGF-β, transforming growth factor beta; WISP, Wnt-1-inducible protein. [D’après Tuan RS et al, 

2003] 

 

Le rôle fonctionnel des facteurs de transcription est régulé strictement par la 

transduction de signal qui lie les changements extracellulaires avec le noyau via le 

cytoplasme. Plusieurs cytokines et hormones, telles que BMP, TGF-β, Wnt, hedgehog, FGF, 

œstrogène et androgène, sont impliquées dans la régulation de la différentiation des CSMs 

en stimulant des voies de signalisation intracellulaires [Karsenty G, 2003; Komori T, 2006]. 

Les molécules de signalisation intracellulaires spécifiques sont activées par 

phosphorylation, ubiquitination, interaction protéine- protéine ou changement de 

conformation en réponse à la stimulation par un ligand. Puis, ces molécules activées 

activent des facteurs de transcription spécifiques.  

 

 
Figure I-9 : Régulation de la différenciation des CSMs par les facteurs de transcription spécifiques. 

[Nishimura R et al, 2008] 

 

IV.1.1.  Runx2 dans l’ostéogenèse et la chondrogenèse 

Runx2 (appelé aussi Cbfα1), un membre de la famille des facteurs de transcription 

Runx, est le plus spécifique des marqueurs moléculaires de la lignée des ostéoblastes. Son 
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expression est à la fois nécessaire et suffisante pour induire l’ostéogènese et il régule 

l'expression des gènes de la plupart des caractéristiques phénotypiques des ostéocytes. 

Plusieurs études indiquent le rôle essentiel de Runx2 dans la formation de l'os et dans 

l'ostéoblastogenèse. Komori et al. et Otto et al. ont constaté que les souris de Runx2-null 

n'ont pas d’os, ni d’ostéoblastes [Komori T et al, 1997; Otto F et al, 1997]. Mundlos et al. 

identifient que Runx2 est un gène responsable de la dysplasie cleidocranial (CCD) 

[Mundlos S et al, 1997]. D'ailleurs, Ducy et al. ont prouvé que Runx2 se lie à l’ADN-liant 

élément d’ostéoblaste-spécifique dans la région du promoteur du gène de l’ostéocalcin et 

règle ainsi la transcription de l’ostéocalcine, de l'ostéopondine, et des sialoprotéines de l’os 

[Ducy P et al, 1997]. En outre, Harada et al. ont démontré que l’augmentation de 

l’expression de Runx2 favorise la différentiation ostéogénique des CSMs [Harada H et al, 

1999]. Mais il est intéressant que chez les souris transgéniques dont l’ostéopenia et la 

fréquente fracture d’os sont découvertes, l’expression de Runx2 est beaucoup augmentée 

[Liu W et al, 2001 ; Geoffroy V et al, 2002]. Par conséquent, Runx2 semble empêcher la 

formation d'os à l'étape en retard.  

Runx2 est exprimé aussi dans les chondrocytes hypertrophiques. De nombreuses 

études démontrent que Runx2 et Runx3 sont essentiels pour la différenciation 

chondrocytaire à l'étape hypertrophique [Enomoto H et al, 2000 ; Yoshida CA et al, 2002 ; 

Ueta C et al, 2001 ; Yoshida CA et al, 2004]. En outre, il semble que Runx2 et Runx3 

règlent la chondrogenèse par Ihh, car il n’y a pas expression de Ihh chez les souris de 

double-coupe de Runx2 et Runx3 [Yoshida CA et al, 2004]. 

Il y a beaucoup de facteurs impliqués sur la regulation de Runx2 pendant la 

différentiation ostéogénique. Runx2 a besoin de Cbfβ pour s’associer à l’ADN [Yoshida CA 

et al, 2002]; l’expression de Runx2 est augmentée par BMP-2 en activant la voie de 

signalisation des Smads [Lee KS et al, 2000 ; Nishimura R et al, 2002]. De plus, Smad1 et 

Smad5 peuvent interagir avec Runx2 et améliorer son activité transcriptionnelle et 

ostéoblastique [Hanai J et al, 1999 ; Zhang YW et al, 2000 ; Nishimura R et al, 2002] ; 

C/EBPβ et C/EBPδ s’associent avec Runx2, puis améliorent l’activité du promoteur de 

l’ostéocalcine [Gutierrez S et al, 2002]. Par ailleurs, C/EBPβ promeut la différentiation 

ostéoblastique en s’associant avec Runx2 [Hata K et al, 2002], bien que la famille de 

C/EBP joue un essentiel rôle dans la différentiation des CSMs en adipocytes ; ATF4, un 
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facteur transcriptionnel de la famille de CREB (cAMP-responsive element-binding protein), 

règle le promoteur du gène d’ostéocalcine en collaboration avec Runx2; les facteurs 

transcriptionnels Twist-1 et Twist-2, inhibent la formation d’os et la différenciation 

ostéoblastique en interagissant avec Runx2 [Bialek P et al, 2004].   

IV.1.2.  Sox9 dans la chondrogenèse 

Sox9, qui a un SRY-related high mobility group box, est un facteur de transcription 

essentiel et indispensable pendant la chondrogenèse et l’expression des gènes de la matrice 

extracellulaire du cartilage, incluant la chaine α de collagène de type II (Col2α1), collagène 

de type 11 (Col11) et aggrécanne [de Crombrugghe B et al, 2001 ; Lefebvre V et al, 1997 ; 

McDowall S et al, 1999 ; Bi W et al, 1999 ; Akiyama H et al, 2002]. Sox9 joue notamment 

un rôle dans les étapes précoces de la chondrogenèse. 

Sox9 peut former un complexe transcriptionnel avec plusieurs protéines, par exemple 

Sox5 et Sox6, induites par Sox9, qui intervient dans la régulation de la chondrogenèse. La 

CBP (CREB binding protein), la p300 histone acétylase et le PGC-1α sont identifiés comme 

des coactivateurs de Sox9 [Kawakami Y et al, 2005].  

Liu CJ et al. ont montré que Sox9 peut activer l’expression des gènes des protéines 

oligomérique de la matrice du cartilage qui codent pour les protéines de matrice 

non-collgènique, ceci nécessite la participation de facteurs de transcription Sox5 et Sox6 

ainsi que les coactivateurs CBP et p300 histone acétylase [Liu CJ et al, 2007 ; Takayuki F et 

al, 2005].  

En outre, l’activation de la transcription du gène de Sox9 par BMP-2 est associée au 

remodelage de la chromatine et à la modification des histones [Pan Q et al, 2009]. 

Furumatsu T et al. ont trouvé que Sox9 interagit avec la chromatine en régulant la 

modification de la chromatine et active ainsi la transcription de gènes cibles en 

collaboration avec p300 [Furumatsu T et al, 2005]. Ces études expliquent la fonction de 

Sox9 pendant la chondrogenèse en s’intéressant au remodelage de la chromatine et à la 

modification des histones. 
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V.  La chondrogenèse 

La chondrogenèse est le processus qui permet la formation du cartilage par la 

différenciation de CSMs au cours du développement du squelette. Les chondrocytes 

différenciés passent ensuite par une étape de maturation hypertrophique et aboutissent à une 

ossification endochondrale. Ce processus est régulé par de nombreux facteurs de croissance 

qui interviennent dans la régulation de la prolifération, de la différenciation et de la 

maturation des cellules. Ces facteurs induisent des changements de l’expression des gènes à 

l’aide des facteurs de transcription de la famille des Sox entre autres. Ce processus 

s’effectue en trois étapes : la condensation de CSMs, la différenciation chondrocytaire et 

l’hypertrophie des chondrocytes (Figure I-10) [Goldring MB et al, 2006]. 

 

 
Figure I-10 : Représentation schématique des différentes étapes de la chondrogenèse et de 

l’ostéogenèse au cours du développement des os longs. Différents facteurs de croissance et facteurs de 

transcription interviennent dans l’expression des gènes à chaque étape. [D’après Goldring MB et al, 

2006] 

V.1.  La condensation de CSMs 

Cette étape est composée de la sélection, la migration, la prolifération et la 

condensation des CSMs (Figure I-10). Ces actions sont régulées par des interactions 

cellules-cellules et cellules-matrice [Hall BK, 2000 ; Tuan RS, 2004]. La condensation 

correspond à une augmentation de l’adhésion cellulaire et à des modifications du 

cytosquelette. Préalablement à la condensation, les CSMs produisent une MEC riche en HA 
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et en collagène de types I et IIa [Sandell LJ, 1994]. L’initiation de la condensation est 

associée à une augmentation de l’activité de la hyaluronidase et à l’apparition de molécules 

d’adhésion telles que les N-cadhérines et les N-CAMs (Neural Cell Adhesion Molecules). 

Le facteur de croissance TGFβ, un des premiers stimuli dans la condensation 

chondrogénique, stimule la synthèse de la fibronectine, qui en retour régule les récepteurs 

N-CAM. Les syndécanes, un type de protéoglycannes membranaires, se fixent à la 

fibronectine et régulent négativement les récepteurs N-CAM, définissant ainsi les limites de 

la condensation. La matrice, contenant aussi la ténascine, la thrombospondine, les protéines 

COMP (cartilage oligomeric matrix protein), interagit avec les molécules d’adhésion pour 

activer les voies de signalisation intracellulaires. Les molécules N-cadhérines et N-CAM ne 

seront plus exprimées à la surface des chondrocytes mais réapparaîtront plus tard à la 

surface des cellules du périchondre [DeLise AM et al, 2000]. 

Plusieurs auteurs ont décrit l’implication de nombreux facteurs de transcription mais 

aussi la présence de nombreux gènes dans le contrôle de la chondrogenèse (Figure I-4) 

[DeLise AM et al, 2000 ; Eames BF et al, 2003; Hall BK et al, 2000].  

V.2.  La différenciation chondrocytaire 

Cette différenciation se caractérise par la formation d’une matrice contenant différents 

types de collagène tels que les collagènes de type II, IX et XI mais aussi des agrécannes 

(Figure I-4).  

Le facteur de transcription Sox9 est un des premiers facteurs permettant aux cellules 

de commencer l’étape de condensation (Figure I-11). Dans la phase de différenciation, le 

facteur de transcription Sox9 permet l’expression du collagène de type IIa (Col2α1) mais 

aussi l’expression d’autres protéines matricielles du cartilage tels que Col1α2 [Eames BF et 

al, 2003]. Deux autres membres de la famille des facteurs transcriptionnels Sox (L-Sox5 et 

Sox6) co-exprimés avec Sox9 dans cette étape sont indispensables pour permettre la 

différenciation des chondro-progéniteurs en chondrocytes [Lefebvre V et al, 1998]. En effet, 

la présence de Sox5 et Sox6 permet l’expression des collagènes de type II, IX, des 

agrécannes et des protéines de liaison [Smits P et al, 2001]. Un autre facteur de 

transcription, le Runx2, intervient dans la phase de différenciation chondrocytaire. Comme 

le montre la figure I-4, ce facteur est également présent dans les autres étapes telles que la 
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condensation et l’ossification [Ducy P et al, 1997]. 

 

  
Figure I-11 : Représentation schématique de l’expression des facteurs transcriptionnels lors des 

différentes étapes de la chondrogenèse et de l'ossification endochondrale.  

Des facteurs de transcription sont soit des inhibiteurs (┳) soit des activateurs (↑) des différentes étapes. 

[D’après Goldring MB et al, 2006] 

 

V.3.  L’hypertrophie des chondrocytes 

Dans cette étape, les chondrocytes différenciés deviennent des chondrocytes 

hypertrophiques et commencent à exprimer leur seul marqueur spécifique à savoir le 

collagène de type X [St-Jacques B et al, 1999]. La transcription du collagène de type X est 

régulée par le facteur de transcription Runx2 dont l’expression est augmentée dans l’étape 

d’hypertrophie de la chondrogenèse [Shen G et al, 2005]. L’apparition de ce type de 

collagène indique le stade terminal de la chondrogenèse et le début de l’ostéogenèse où le 

collagène de type X facilite le dépôt de la matrice osseuse et la calcification [Enomoto H et 

al, 2002]. La chondrogenèse et l’ostéogenèse sont donc étroitement coordonnées par l’étape 

d’hypertrophie de chondrocytes.  
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VI.  La voie de signalisation de TGF-β et les protéines Smads 

VI.1.  Membres de la famille du TGF-β  

Les membres de la famille du TGF-β sont des polypeptides sécrétés par la cellule qui 

interviennent dans de nombreuses réponses cellulaires telles que la prolifération, la 

différenciation et la migration. Plus de 60 membres sont identifiés dans les organismes 

multicellulaires, avec au moins 29 et probablement jusqu'à 42 protéines codées par le 

génome humain. Parmi ces 60, il y a trois TGF-βs, cinq activines, et au moins huit BMPs 

codés par les différents gènes.  

Les membres de la famille du TGF-β sont exprimés dans presque tous les types de 

cellules. Les réponses cellulaires à TGF-β sont complexes. TGF-β peut avoir un effet 

transcriptionnel ou agir sur d’autres mécanismes cellulaires selon le contexte cellulaire et 

l’environnement physiologique.  

VI.1.1.  Le TGF-β 

Trois isoformes, TGF-β1, TGF-β2 et TGF-β3 sont exprimées chez les mammifères. 

Chez l’homme, les trois isoformes sont localisées sur trois chromosomes différents, 19q13, 

1q41 et 14q24 respectivement [Roberts AB, 1998]. 

Le TGF-β mature est un homodimère de deux polypeptides de 12,5-kD. Il est secrété 

par la cellule sous la forme d’un complexe latent dans lequel l’homodimère est associé de 

façon non-covalent à un peptide de 80-kD appelé LAP (latency-associated peptide). Ceci 

constitue ‘le petit complexe’ ou LTGFβ. LAP est une composante fondamentale de la voie 

du TGF-β nécessaire pour l'efficacité de sa sécrétion, l'empêchant de se lier à des récepteurs 

ubiquitaire de la surface cellulaire afin de maintenir sa disponibilité dans le réservoir 

extracellulaire qui est facilement accessible pour l'activation. Ce complexe latent est sécrété 

par toutes les cellules et se trouve soit en circulation soit lié à la matrice extracellulaire. 

[Gleizes PE et al, 1996; Munger JS et al, 1997]. 

Le complexe latent du TGF-β est lié à la matrice extracellulaire via les glycoprotéines 

appelées LTBP (latent TGF-β-binding protein). Il en existe 4 isoformes, LTBP-1, -2, -3, 

and -4. LTBP-1 en particulier est impliquée tant dans la séquestration de LTGFβ dans la 

matrice extracellulaire que dans la régulation de son activation dans l’environnement 
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extracellulaire. Le complexe du TGF-β, LAP et LTBP-1 est appelé le grand complexe. Un 

LTBP est souvent lié à un prosegment et joue un rôle dans le ciblage du complexe de la 

matrice extracellulaire, où le TGF-β est activé et libéré par clivage protéolytique du 

prosegment [Gualandris A et al, 2000; Annes JP et al, 2003]. En outre, plusieurs protéines 

de surface des cellules fonctionnent comme corécepteurs et aident à la présentation du 

ligand au récepteur. Figure I-12 montre le processus de la sécrétion de TGF-β.  

 
Figure I-12 : Processus de sécrétion du TGF-β. Le TGF-β est sécrété sous la forme d’un complexe 

latent (LTGFβ), qui s’associe à LTBP pour former un grand complexe. Ce complexe peut être piégé 

dans la matrice cellulaire ou activé et alors libérer du TGF-β. [D’après Govinden R et al, 2003] 

 

VI.2.  Le modèle général de la voie de signalisation de TGF-β via Smads 

Les protéines membres de la famille du TGF-β transmettent le signal à l’intérieur de la 

cellule à travers un complexe de récepteurs de "type I" et de "type II" (RI et RII) à la 

surface cellulaire. Ces deux types sont des sérine / thréonine kinases transmembranaires 

structurellement similaires, sauf que le RI a une séquence conservée riche en Gly/Ser, 

‘séquence GS’, en amont du domaine kinase. L’association des ligands permet la formation 

d’un complexe stable contenant deux récepteurs de chaque type, ce qui permet la 

phosphorylation de la séquence de GS du RI par la kinase du RII. Cette phosphorylation 

active la kinase du RI, qui entraîne l'autophosphorylation du RI et la phosphorylation des 

protéines R-Smads [Derynck R et al, 2003 ; Shi Y et al, 2003]. La protéine SARA (smad 
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anchor for receptor activation) peut s’associer avec RI et Smad2/3 afin d’améliorer la 

phosphorylation des Smad2/3 par RI. Après être phosphorylées, les R-Smads subissent un 

changement conformationnel, elles se dissocient du RI et forment un complexe trimérique 

de deux R-Smads (soit homomérique, soit hétéromérique) avec Smad4 ou Co-Smad. Ce 

complexe trimérique translocalise dans le noyau, où les protéines Smads fonctionnent 

comme facteurs de transcription [Ross S et al, 2008]. Le modèle général de la voie de 

signalisation du TGF-β est présenté sur la figure I-13. 

 

 
Figure I-13 : Le mécanisme général de la voie de signalisation de TGF-β via les protéines Smads. 

[D’après Derynck R et al, 2003] 

 

Il faut souligner que le nombre de ligands de la famille du TGF-β excède le nombre 

des récepteurs de type I et de type II. A ce jour, 5 récepteurs de type II et 7 récepteurs de 

type I ont été identifiés, Ainsi, la combinaison des récepteurs de type I et II permet la 

formation de récepteurs fonctionnels qui vont permettre la liaison sélective des ligands ainsi 

que la transduction du signal intracellulaire. La figure I-14 montre les combinaisons 

hétéromériques des récepteurs de la superfamille du TGF-β en fonction des ligands et 

l’activation des R-Smads qui en résulte. 
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Figure I-14 : La combination hétéromérique des récepteurs de la famille du TGF-β.  

Les ligands se lient aux combinaisons spécifiques de RII-RI (hétérotétramères) à la surface 

cellulaire. Les ligands, RII et RI sont colorés pour chaque voie de signalisation. 

L'activation de R-Smads est montrée à droite. [D’après Feng XH et al, 2005] 

 

L’association du TGF-β avec RI/RII sur la surface cellulaire non seulement initie la 

transduction de signal, mais aussi entraîne l’internalisation du ligand et des récepteurs. 

L’endocytose de récepteurs peut se réaliser par deux mécanismes qui vont induire une 

réponse cellulaire différente : l’endocytose régulée par la clathrine ou l’endocytose régulée 

par les caveolae [Chen YG, 2009 ; Di Guglielmo GM et al, 2003]. La figure I-15 montre la 

localisation subcellulaire des recepteurs et la régulation de la voie de TGF-β.  

L’endocytose régulée par la clathrine augmente l’activité de signalisation de TGF-β. 

Dans l’endosome précoce il y a plusieurs régulateurs positifs pour la voie de signalisation, 

par exemple, trois protéines contenant le domaine FYVE : SARA, endofin et Hrs/Hgs 

(hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate). Cependant, l’endocytose 

régulée par la clathrine peut également induire une dégradation des récepteurs par 

l’internalisation des récepteurs de l’endosome précoce à l’endosome tardif et finalement au 

lysosome.  

L’endocytose régulée par les caveolae induit la dégradation des récepteurs via les 
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internalisations dans les lysosomes.  

 

 
Figure I-15 : La localisation subcellulaire des récepteurs et la régulation de la voie de la 

signalisation de TGF-β. [D’après Chen YG, 2009] 

 

Le Smads sont les seuls effecteurs intracellulaires établis de la signalisation du TGF-β. 

Les Smads existent sous la forme de trois sous-groupes: les R-Smads (Smad activés par 

récepteur), un Smad commun (Smad4 chez les vertébrés), et les I-Smads (Smads inhibiteur: 

Smad6/7). Les R-Smads et le Smad4 contiennent deux segments polypeptidiques conservés, 

N-terminal Mad-homology 1 (MH1) et C-terminal Mad-homology 2 (MH2), qui sont 

associés par une région de connexion variable. Les R-Smads ont dans le domaine de MH2 

un motif de SXS dans lequel les deux sérines sont phosphorylées par le RI. Les I-Smads ne 
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possèdent pas le domaine MH1, mais ont le domaine de MH2 qui a une faible homologie 

avec les autres Smads. MH1 et MH2 peuvent interagir avec les facteurs de transcription 

spécifiques de séquences tandis que le domaine C terminal des R-Smads peut interagir avec 

les coactivateurs CBP (CREB-binding protéine) ou p300. Le domaine MH1 des R-Smads 

peut s’associer avec l’ADN, sauf pour Smad2, et le domaine MH2 régule l’oligomérisation 

des Smads et l’interation entre Smads et les récepteurs. La figure I-16 montre la structure et 

le rôle des domaines des Smads. 

  

 
Figure I-16 : La structure et le rôle des domaines de Smads. [D’après Derynck R et al, 2003] 

 

Les protéines Smads fonctionnent comme facteurs de transcription en réponse au 

TGF-β. Dans les séquences d'ADN des gènes cibles, les Smads activent la transcription par 

assemblage d’un grand complexe des nucléoprotéines, composé des segments d’ADN 

associés aux Smads, les facteurs de transcription associés à l’ADN (tableau I-5), et les 

coactivateurs transcriptionnels. R-Smads et Smad4 ont une faible capacité intrinsèque 

d’association avec l’ADN, et montrent des exigences des séquences moins strictes que les 

facteurs transcriptionnels interagissant avec les Smads, qui ont une haute affinité 

d’association avec une séquence spécifique d’ADN. Par conséquent, l’interaction entre la 

séquence des Smads et la séquence de facteurs transcriptionnels permet la régulation 

transcriptionnelle médiée par les Smads. Ce mécanisme peut expliquer pourquoi le TGF-β 
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active seulement un ensemble de promoteurs sélectionnés ayant les sites de liaison pour 

interagir avec les facteurs de transcription. Les Smads interagissent avec le coactivateur 

CBP/p300, puis le complexe augmente l’activité de transcription du facteur transcriptionnel 

interactif. De plus des coactivateurs de CBP ou p300, d’autres coactivateurs et 

corepresseurs qui interagissent avec Smads, définissent le niveau de l’activation 

transcriptionnelle [Massagué J, 2000; Itoh S et al, 2000 ; Moustakas A et al, 2001]. La 

figure I-17 montre le grand complexe des facteurs de transcription, R-Smads et 

coactivateurs/corepresseurs dans le noyau. 

 

 
Figure I-17 : Complexe des facteurs de transcription, R-Smads et coactivateurs/corepresseurs dans 

le noyau. Le complexe R-Smads/Smad4 s’associe avec les facteurs de transcription spécifiques de 

séquence (X) qui ont une affinité haute pour la séquence d’ADN (XBE). Le complexe R-Smads/Smad4 

s’associe aussi avec la séquence d’ADN de liaison à Smad (SBE, Smad-binding DNA element) pour 

activer la transcription en réponse au TGF-β. Les R-Smads interagissent directement avec les 

coactivateurs/corepresseurs, et Smad4 sert de coactivateur de R-Smads pour stabliliser cette interaction. 

[D’après Derynck R et al, 2003] 

 



Etudes bibliographiques 

‐ 69 ‐ 

Tableau I-5 : Les facteurs de transcription associés à l’ADN et interagissant avec les Smads dans 

les cellules de mammifères (liste non exhaustive). [D’après Feng XH et al, 2005] 

Facteur de 
transcription 

interagissant avec 
Smad 

Smads et son 
domaine 

Caractéristique/mécanisme Référence 

MyoD 
Smad3 

(MH1-connection) 

Interférence avec la 
formation du complexe 
MyoD/E avec l’ADN 

Li et al, 2001 

c-Fos Smad3 (MH2) 
Collaboration avec les gènes 

cible du TGF-β et 
dépendants de AP-1 

Zhang et al, 1998 

c-Jun, 
JunB,JunD 

Smad3 (MH1) 
Smad4 

Activation ou inhibition de 
l’activité des Smads 

Liberati et al, 1999 ; 
Zhang et al, 1998 

CEBPα,β,δ Smad3 (MH1) 
Inhibition de la transduction 

des CEBP 
Choy et al, 2003 ; 

Coyle-Rink et al, 2002

Récepteur de 
l’estrogène 

Smad1/3/4 
(MH2) 

Inhibition des gènes cibles 
des Smads 

Matsuda et al, 2002 ; 
Hayes et al, 2001 ; 
Kang et al, 2002 

Récepteur des 
Glucocorticoïdes 

Smad3 (MH2) 
Inihibition de la transduction 

de Smad3 
Song et la, 1999 

CBFA1/ Runx2/AML 
Smad1/2/3/5 

(MH2) 

Activation des réponses de 
BMP ; Régulation des 

réponses immunes 

Hanai et al, 1999 ; 
Pardali et al, 2000a ; 
Zhang & Derynck 
2000 ; Zhang et al, 

2000 

β-catenin Smad1/4 
Activation des gènes cibles 

du LEF1 dépendants de Wnt

Hu et al, 2005 ; 
Hussein et al, 2003 ; 

Lei et al, 2004 

Lef1/ TCF 
Smad1/2/3/4 
(MH1, MH2) 

Collaboration avec les 
Smads sur la voie de 
signalisation de LEF1 

Hu et al, 2005 ; 
Labbé et al, 2000 ; 
Nishita et al, 2000 

MEF2 (MADs box) Smad3 
Inhibition de la transcription 

de MEF2 
Liu et al, 2004 

NFκB p52 Smad3 Coactivation du site de κB 
Lopez-Rovira et al, 

2000 

 

Les I-Smads, Smad6 et Smad7, inhibent la voie de signalisation de TGF-β par deux 

mécanismes principaux.  
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1) Avec les domaines MH2, Smad6/7 peuvent s’associer avec les récepteurs de type I, 

puis compétitivement interférer dans la phosphorylation des R-Smads [Hayashi H et al, 

1997 ; Imamura T et al, 1997 ; Nakao A et al, 1997]. 

2) Les Smad6/7 peuvent interagir directement avec les ligases ubiquitaires de Smurf 

E3, mobiliser les ligases vers les récepteurs de type I, et mener à la dégradation par les 

enzymes protéolytiques [Ebisawa T et al, 2001 ; Kavsak P et al, 2000 ; Murakami G et al, 

2003]. 

Par séquence, la signalisation de BMP induit une anti-réaction par l’expression de 

Smad6, et la signalisation de TGF-β induit une anti-réaction par l’expression de Smad7, 

bien que BMP et TGF-β peuvent induire l’expression de Smad6 et Smad7 individuellement. 

Smad6 inhibe la signalisation de BMP et TGF-β également, mais, Smad7 inhibe la 

signalisation du TGF-β plus efficacement que Smad6 [Miyazono K, 2000]. 

VI.2.1.  La « navette » des Smads entre le noyau et le cytoplasme 

A ce jour, il est évident que les protéines Smads peuvent faire la « navette » entre le 

noyau et le cytoplasme, même sans la stimulation du signal. En l’absence de stimulation du 

ligand, les R-Smads se localisent principalement dans le cytoplasme tandis que Smad4 se 

distribue dans le cytoplasme et le noyau [Inman GJ et al, 2002 ; Watanabe M et al, 2000 ; 

Xiao Z et al, 2001]. Après stimulation par le ligand, les R-Smads se translocalisent 

principalement dans le noyau, mais, n’exigent pas l’aide de Smad4, bien que Smad4 

cotranslocalise avec les R-Smads dans le noyau, où les Smads ne sont pas dégradés, au 

contraire, ils font la navette entre le noyau et le cytoplasme plus dynamiquement. [Inman 

GJ et al, 2002 ; Schmierer B et al, 2005 ; Chen HB et al, 2005 ; Hill CS, 2009]. Il est 

suggéré que cette mobilité des Smads permet d’assurer la concentration des Smads activés 

dans le noyau, nécessaire à une activité « réflexe » des récepteurs [Inman GJ et al, 2002 ; 

Schmierer B et al, 2008]. Donc, la navette des Smads assure les cellules à manipuler la 

force du signal, et offre la flexibilité qui est nécessaire à changer l’intensité du signal. 

Figure I-18 montre le modèle de la « navette » des Smads dans les cellules avec ou sans la 

stimulation de TGF-β. 

Les Smads peuvent s’associer avec les récepteurs de transport qui régulent l’import 

(les importines) ou l’export (les exportines). Pour Smad3, c’est l’importine β1 et l’exportine 
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4 qui sont impliquées; pour Smad4, c’est l’importine α/β1 et l’exportine 1 qui sont 

impliquées. De même, les Smads peuvent s’associer directement avec les nucléoporines 

sans avoir besoin de récepteurs de transport. Pour Smad2 et Smad3, c’est Nup214 et 

Nup153; pour Smad4, c’est Nup214 [Kurisaki A et al, 2001 ; 2006 ; Watanabe M et al, 

2000 ; Xu L et al, 2002 ; Xiao Z et al, 2003].   

 
Figure I-18 : Modèle de la navette des Smads dans les cellules avec ou sans la stimulation de 

TGF-β. La partie foncée représente les cellules sans stimulation. Sans stimulation, Smad2 est localisée 

dans le cytoplasme, car la proportion d’export est plus rapide que celle d’import. PPM1A est la 

phosphatase de Smad2. [D’après Hill CS, 2009] 

VI.3.  La phosphorylation de Smads régulée par les voies de kinase 

La phosphorylation des R-Smads est également régulée par les voies de kinases 

cytoplasmiques. Les sites de la phosphorylation se trouvent dans la région de connexion ou 

dans le domaine MH1 des R-Smads, indépendamment de la phosphorylation de MH2 SXS 

par RI. Les effets dépendent des types et de la physiologie des cellules [Wrighton KH et al, 

2009; Feng XH et al, 2005]. Le tableau I-6 montre les kinases qui phosphorylent les Smads 

dans la région de connexion ou dans le domaine MH1. 
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Tableau I-6 : Les kinases et la phosphorylation des Smads, avec la fonction positive (+) ou négative 

(-).  

(MAPK : mitogen-actived protein kinase ; ERK: extracellular signal-regulated protein kinase; ROCK: 

Rho-associated coiled-coil-containing protein kinase; JNK: Jun N-terminal kinase; CDK: 

cyclin-dependent kinase; PKC: protein kinase C; CaMKII: Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II; 

GSK-3β: synthase glycogen kinase 3β; MvlLu : mink lung epithelial cells; HaCaT: the human 

keratinocyte; HepG2 : hepatocellular carcinoma cells; NIH-3T3: murine fibroblast cells) 

Région de connexion 

Kinase Smads Cellules Réference 

Erk MAPK 
Smad1 (-) 

MvlLu Kretzschmar M et al, 1997 

Xenopus embryos Pera EM et al, 2003 

Samd 2/3 (-) Cellules épithéliales Kretzschmar M et al, 1999 

p38 MAPK 
Rho/ROCK 

Smad 2/3 (-) Cellules carcinomateuses Kamaraju AK et al, 2005 

JNK 
Smad3 (+) MvlLu Engel ME et al, 1999 

Smad2 (+) Cellules épithéliales Brown JD et al, 1999 

CDK2/4 Smad2/3 (-) 
MvlLu , HepG2, 

Fibroblastes 
embryonaires 

Matsuura I et al, 2004 

CaMKII Smad2 (-) Cellules mésangiales Abdel-Wahab N et al, 2002 

GSK-3β Smad1 (-) Xenopus embryos Fuentealba LC et al, 2007 

Domaine de MH1 

Erk MAPK Smad2 (+) MvlLu Funaba M et al, 2002 

PKC Smad3 (-) MvlLu, NIH-3T3 Yakymovych I et al, 2001 

GSK-3β Smad3 (-) HaCaT, HepG2 Guo X et al, 2008 

 

VI.4.  La signalisation de TGF-β Smad-indépendante  

Le TGF-β active plusieurs voies de signalisation Smad-indépendantes (Figure I-19). 

On y trouve la voie des MAP kinases, la voie de signalisation de Rho, et la signalisation de 

phosphatidylinositol-3-kinase/AKT (PI3K/AKT). Parmi celles-ci, certaines peuvent activer 

les protéines des Smads, mais les autres peuvent peut-être induire des réponses 

indépendantes de la transcription [Zhang YE, 2009].   
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Figure I-19 : Les voies de signalisation de TGF-β Smad-indépendantes. Seules les voies les plus 

caractéristiques sont montrées. [D’après Derynck R et al, 2003] 

VI.5.  La relation entre la signalisation par TGF-β et le cytosquelette 

Le cytosquelette est le réseau de fibres protéiques dans les cellules, comprenant le 

réseau d’actine, les microtubules et les filaments intermédiaires. Il maintient la morphologie 

cellulaire, participe au mouvement cellulaire et à la transduction de signaux. Il est associé à 

la régulation du cycle cellulaire et à la différenciation cellulaire.  

Le TGF-β régule la dynamique du cytosquelette. Par ailleurs, les composants du 

cytosquelette régulent l’activation des Smads et sa durée. Ceux-ci facilitent également la 

navette des Smads entre le noyau et le cytoplasme [Moustakas A et al, 2005]. 

Le TGF-β peut activer la famille des Rho kinases, des petits GTPases, incluant RhoA, 

Cdc42 et Rock1, qui régulent la dynamique du réseau d’actine. De plus, il semble que 

RhoA peut favoriser l’activité trancriptionnelle de R-Smads, donc l’expression des gènes 

cibles, comme par exemples, α-SMA (actine du muscle lisse) et les tropomyosines [Edlund 

S et al, 2002]. Figure I-20 montre la signalisation de TGF-β sur le cytosquelette de l’actine. 
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Figure I-20 : Signalisation de TGF-β sur le cytosquelette de l’actine. [D’après Moustakas A et al, 

2005] 

 

Les microtubules peuvent s’associer avec Smad2, Smad3 et Smad4, et les maintenir 

dans le cytoplasme [Dong C et al, 2000]. Le rélargage des Smads des microtubules peut 

être régulé par l’association compétitive de la connéxine 43 avec les microtubules [Dai P et 

al, 2007]. Les Smads s’associent avec des protéines motrices attachées aux microtubules, 

par exemple la kinésine-1 et la dyneine [Jin Q et al, 2007 ; Batut J et al, 2007]. C’est-à-dire 

que les microtubules peuvent aider les protéines Smads à faire la navette entre le 

cytoplasme et le noyau. 

VI.6.  Rôle des TGF-βs dans la différenciation des CSMs 

Les membres de la famille de TGF-β jouent un rôle important dans la différenciation 

des CSMs. En fait, ils peuvent induire la différenciation des CSMs par des mécanismes 

paracrine ou autocrine. Les TGF-βs et les BMPs jouent des rôles différents au niveau des 
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voies de différenciation des CSMs (Figure I-21). Les TGF-βs activent les premiers stades 

de la différenciation chondroblastique et ostéoblastique, mais ils inhibent la myogenèse, 

l’adipogenèse, et la fin de l'étape de la différenciation ostéoblastique. Les BMPs peuvent 

totalement induire la différenciation ostéoblastique, mais ils inhibent l’adipogenèse et la 

myogenèse [Roelen BA et al, 2003 ; Derynck R et al, 2007].  

 
Figure I-21 : Les effets des protéines membres de la famille de TGF-β sur la différenciation des 

CSMs. Les facteurs de transcription les plus importants sont présentés. [D’après Roelen BA et al, 2003] 

VI.7.  Rôle de la protéine Smad3 dans la différenciation des CSMs 

La protéine Smad3, non Smad2, est très importante pour l’effet inhibiteur des TGF-βs 

pendant la myogenèse, l’adipogenèse, et la fin de l'étape de la différenciation ostéoblastique. 

En effet, Smad3 peut s’associer physiquement avec les facteurs de transcription, par 

exemple, MyoD, C/EBPs, Runx2 et inhiber leur activité [Roelen BA et al, 2003]. 

Par contre, Smad3 stimule l’activité de Sox9 en s’associant avec, et joue ainsi un rôle 

pendant les premiers stades de la différenciation chondroblastique [Furumatsu T et al, 

2005].   

VII.  Les contraintes mécaniques  

Les contraintes mécaniques sont essentielles pour les cellules et les organismes. Les 

contraintes mécaniques régulent de nombreuses fonctions physiologiques, allant du sens de 

l’ouïe au niveau des cellules de l'oreille interne, à la détection du cisaillement des fluides 
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donnée par l'écoulement du sang dans l'ensemble de l'endothélium. Les signaux mécaniques 

modulent de nombreuses fonctions cellulaires, telles que la prolifération, la différenciation, 

la migration, de l'expression génique, la synthèse des protéines, et l'apoptose. Les forces 

mécaniques influent directement sur la forme et la fonction des tissus, par exemple, les 

effets de la compression sur l'os et le cartilage, les tensions sur les muscles et la peau [Van 

Essen DC, 1997; Alenghat FJ et al, 2002].  

VII.1.  Réponse des cellules aux contraintes mécaniques 

Comment les contraintes mécaniques peuvent-elles changer la réponse des cellules et 

influencer les processus physiologiques cellulaires et tissulaires?  

Les cellules transforment les signaux mécaniques en signaux biochimiques, qui 

acheminés vers le noyau, induisent des modifications métaboliques ; phénomène connu 

sous le nom de mécanotransduction. Ainsi, la découverte du mécanisme par lequel les 

cellules vivantes ressentent la contrainte mécanique est à la base de la compréhension de 

leur réaction et adaptation aux environnements physiques. 

VII.1.1.  Le mécanisme de la mécanotransduction cellulaire 

Certaines molécules et composants cellulaires mécanosensibles sont responsables de la 

méchanotransduction cellulaire. On peut citer, les canaux ioniques sensible aux stress, les 

cavéolae, les intégrines, les cadhérines, les protéines G, les myosines, les filaments du 

cytosquelette, les noyaux, les molécules de signalisation [Ingber DE, 2006 ; Sukharev S et 

al, 2004; Khan S et al, 1997] (Figure I-22). 

 
Figure I-22 : Les médiateurs de la méchanotransduction cellulaire. [D’après Ingber DE, 2006] 
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VII.1.1.1.  La voie classique de mécanotransduction    

Les intégrines sont les protéines transmembranaires qui font le lien entre la MEC et le 

cytosquelette. Les intégrines sont identifiées comme étant d’importants 

mécanotransducteurs des interactions cellules-matrice. En effet, elles sont capables de 

recevoir directement le signal de la déformation de la MEC et par la suite de transférer cette 

information au noyau via le cytosquelette [Chowdhury TT et al, 2004 ; Alenghat FJ et al, 

2002]. Les intégrines s’associent avec le cytosquelette par le complexe d’adhésion focale 

(CAF), où se trouvent plusieurs protéines associées à l’actine, par exemple les talines, les 

vinculines, les paxillines et les zyxines [Geiger B et al, 2001]. Le CAF contient aussi des 

protéines qui interviennent dans les cascades de la signalisation biochimique, par exemple, 

les tyrosines kinases, les canaux ioniques et les protéines G [Miyamoto S et al, 1995]. La 

figure I-23 montre la voie de mécanotransduction par les intégrines.   

Après les intégrines peuvent augmenter la formation du CAF, par activer la petite 

GTPase Rho et stimuler la kinase de Rho-associé (ROCK), afin de stabliser la 

ploymérization de actine-filament [Riveline D et al, 2001]. Les kinases Src peuvent 

activées aussi [Wang Y et al, 2005]. 

 
Figure I-23 : La voie de mécanotraduction par les intégrines, le complexe d’adhésion focale (CAF) 

et le cytosquelette. [D’après Alenghat FJ et al, 2002] 
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VII.1.1.2.  Les autres voies de mécanotransduction 

Les CAF contenant les intégrines ne sont pas le seul site où a lieu la conversion du 

signal mécanique en signal biochimique. Il existe d’autres voies de mécanotransduction, 

qui sont ou pas en liaison avec les intégrines et le cytosquelette. 

 Les canaux ioniques sensibles au stress (en particulier Na+, K+ et Ca2+), activés par les 

contraintes mécaniques, induisent le changement de la concentration ionique qui 

provoque une cascade de réactions cellulaires [Zhang Y et al, 2000]. Plusieurs 

intégrines sont colocalisées avec les canaux ioniques, le flux de Ca2+  par exemple peut 

être induit par les intégrines [Shakibaei M et al, 2003; Pommerenke H et al, 1996; 

Chen BM et al, 1995]. 

 Les cadhérines et les sélectines peuvent former des complexes de jonction 

intercellulaires et permettre que les signaux des contraintes mécaniques soient transmis 

de la surface cellulaire au cytosquelette [Yoshida M et al, 1996; Ko KS et al, 2001; 

Norvell SM et al, 2004].  

 Les « lipids rafts », des microdomaines membranaires enrichis en cholestérol comme 

les cavéolae, sont importants dans la mécanotransduction. Des molécules de 

signalisation telles que les tyrosines kinases, ou les membres de la voie des MAPK, 

associées aux cavéolae sur le membrane sont activées en réponse aux contraintes 

[Rizzo V et al, 1998]. En conséquence, les voies de signalisation de Src, ERK et 

Akt-NOS sont stimulées [Czarny M et al, 2004]. De plus, la voie de signalisation des 

cavéolae est également associée avec les intégrines et le cytosquelette [Radel C et al, 

2004]. 

 Les protéines G peuvent être activées directement par un changement de la fluidité 

membranaire induit par les contraintes mécaniques [Haidekker MA et al, 2000]. De 

plus, l’effet des protéines G a besoin des intégrines et le cytosquelette [Meyer CJ et al, 

2000].  

VII.2. Les « comportements » cellulaires et la « précontrainte » 

(tensegrity)  

Bien qu’à ce jour, on connaisse plusieurs mécanotransducteurs, on sait peu de choses 
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sur la façon dont ces différentes molécules fonctionnent dans le contexte structurel de la vie 

des cellules, de tissus et d'organes pour induire les comportements cellulaires requis pour la 

mécanosensation, l'embryogenèse, et la régulation physiologique [Gieni RS et al, 2008; 

Ingber DE, 2006]. 

Des travaux récents révèlent que les organes, les tissus et les cellules sont aussi 

importants pour la mécanotransduction que les protéines mécanosensibles individuelles et, 

que le corps utilise des hiérarchies structurelles (les systèmes dans les systèmes) composées 

de réseaux interconnectés qui couvrent de l'échelle macrométrique à l'échelle nanométrique, 

afin de concentrer les contraintes sur des molécules mécanotransducteurs [Gieni RS et al, 

2008; Ingber DE, 2006].  

En fait, tous les organes et les tissus se trouvent sous la forme d’une structure 

préstressé pour qu’ils puissent répondre immédiatement aux contraintes mécaniques et 

changer leur rigidité qui sera directement proportionnelle à la contrainte mécanique 

appliquée [McMahon TA, 1984]. 

Par exemple, dans le système musculo-squelettique, la précontrainte résulte d'un 

équilibre entre les forces contractiles qui sont générées à l'intérieur du cytosquelette des 

cellules musculaires et la capacité de la matrice osseuse rigide à résister à ces forces 

[Huijing PA et al, 2005]. Les tissus musculaires et tendineux s’adaptent aux contraintes 

appliquées au niveau du système musculo-squelettique et se protègent contre la blessure en 

réaménagent, y compris par réorganisant les composants moléculaires qui composent la 

MEC tendue et les éléments du cytosquelette interconnecté dans les cellules adhérentes 

[Ralphs JR, 2002 ; Komulainen J, 1998]. 

D’autres organes utilisent des mécanismes différents pour générer une précontrainte 

stabilisée, par exemple, le poumon, le cartilage et l’os [Suki B et al, 2005 ; Quinn TM et al, 

2001 ; Qin YX et al, 2003]. 

Le plus important, c’est qu’ils sont préstressés, les MECs qui détiennent ensemble les 

cellules peuvent réagir immédiatement comme un système mécanique intégré lorsque les 

organes sont stressés.  

VII.2.1.  La précontrainte cellulaire et le modèle tenségrité 

Toutes les cellules vivantes génèrent une précontrainte au sein de microfilaments 
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contractiles dans leur cytosquelette et elles exportent cette tension à la surface membranaire 

[Chicurel ME et al, 1998].  

Le cytosquelette lui-même est préstressé. La précontrainte produite par les 

microfilaments contractiles et transmise dans toute la cellule et peut être équilibrée par les 

microtubules qui résistent à la compression par la MEC et par les interactions entre les 

cellules [Kumar S et al, 2006 ; Gupton SL et al, 2002]. Cela permet aux cellules de déplacer 

de compression entre les microtubules et la MEC. En effet, les microtubules supportent la 

plupart de la précontrainte dans des cellules arrondies avec peut de points d'ancrage tandis 

que la MEC supporte la plupart de la précontrainte dans des cellules allongées avec 

beaucoup de points d'ancrage [Hu S et al, 2004].  

Donc, l’interaction entre les microfilaments, les microtubules et les substrats adhésifs 

cellulaires peut déterminer la forme des cellules et la rigidité de la MEC [Ingber DE, 2003 ; 

Kumar S et al, 2006]. Plusieurs études ont été réalisées sur des cellules de l’appareil auditif. 

Les différentes cellules de l’appareil auditif sentent de différentes fréquences en fonction de 

la rigidité de MEC environnementale [Siemens J et al, 2004 ; Camalet S et al, 2000 ; 

Frolenkov GI et al, 1998]. 

Ingber a proposé un modèle de tenségrité (tensegrity) pour l’architecture cellulaire 

[Ingber DE et al, 1993(a), 1993(b), 1994]. Contraction de l’anglais « tensional integrity », 

la tenségrité est un modèle de structures qui utilisent des tensions et des compressions pour 

soutenir d’autres structures. C’est l’architecte Fuller qui fit pour la première fois une 

description de la tenségrité en 1961. C’est en 1993 qu’Ingber propose pour la première fois 

un modèle de tenségrité pour représenter la structure du cytosquelette. Le modèle de 

tenségrité cellulaire propose de considérer que toute la cellule a une structure de tenségrité 

pour les précontraintes. Dans ce modèle les forces de tensions sont soutenues par les 

microfilaments du cytosquelette et les filaments intermédiaires, et ces forces sont équilibrés 

par une structure d’éléments interconnectés qui résistent à la compression, notamment les 

microtubules internes (éléments rigides) et l’adhésion de la matrice extracellulaire. Le 

premier modèle de tenségrité pour la cellule proposé par Ingber en 1993 était constitué de 6 

éléments rigides représentant les microtubules reliés entre eux et de 24 câbles représentant 

les filaments d’actine. 
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VII.2.2.  La morphologie cellulaire et leur destiné  

Un équilibre contre la précontrainte des cellules peut décider de la forme des cellules, 

ensuite le changement de la forme des cellules peut contrôler la fonction cellulaire: la 

prolifération, la différenciation, la migration, l'apoptose, l’expression génique, le 

mouvement du chromosome, le remodelage de la MEC, et le développement tissulaire. 

On peut prendre la cellule entière comme le mécanotransducteur, car elle intégre les 

signaux locaux dans son environnement avant de répondre au changement comportemental. 

Par exemple, pour les cellules adhésives sur le même facteur soluble, les réponses sont 

différentes en fonction de la forme des cellules : elles prolifèrent quand elles s’étalent sur la 

MEC, elles se différencient sous la forme intermédiaire, et elles se dirigent vers l’apoptose 

sous une forme arrondie [Singhvi R et al, 1994 ; Chen CS et al, 1997 ; Dike LE et al, 1999]. 

Donc, les MECs sont des conducteurs de forces, les intégrines sont des mécano-récepteurs, 

et les complexes d’adhésion locale sont les organelles mécanosensibles. 

Les cellules changent l’intensité de forces qu’elles exportent sur la MEC pour 

maintenir l’homéostasie tensionelle qui est necéssaire à la préservation et la régénération de 

l’architecture des tissus normaux [Polte TR et al, 2004; Petroll WM et al, 2004], et la 

perturbation de cet équilibre peut conduire à la formation des cancers [Paszek MJ et al, 

2005].   

 

VII.2.2.1.  L’élasticité de la MEC  

L’elasticité des substrats de la MEC est déterminante pour la forme des cellules. Figure 

I-24 montre, (a) sur le gel de polyacrylamide faiblement rigide, les fibroblastes sont ronds 

et les molécules d’actine localisent autour de la membrane cellulaire, similaire aux cellules 

non-adhérentes ; (b) sur les substrats rigides, les fibroblastes s’étendent et les molécules 

d’actine forment des fibres de stress généralement reliant différents sites d'adhérence. 
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Figure I-24 : La morphologie des cellules sur des substrats élastique dépend de la rigidité du 

substrat. [D’après Schwarz US et al, 2005] 

 

En fait, les cellules semblent être réglées mécaniquement pour se différencier sur la 

MEC qui ont une rigidité mécanique similaire à celle de leurs tissus naturels [Engler AJ et 

al, 2004 ; 2006]. Par exemples, la différenciation des CSMs en neurones, en myoblastes, ou 

en ostéoblastes, est contrôlée par la rigidité de la MEC qui ressemble respectivement à celle 

du cerveau, du muscle, ou de l’os. De plus, ce mécanisme dépend de la protéine de moteur 

du cytosquelette, la Myosine II non-musculaire.  

Donc, pour induire la différenciation des CSMs, on peut optimiser l’élasticité de la 

MEC, qui nous fournit une ligne de pensée. 

 

VII.3.  Différenciation des CSMs par des contraintes mécaniques 

externes 

Il a été démontré que différents types ou régimes (amplitude, fréquence et durée etc.) 

de contraintes mécaniques pouvaient induire différentes réponses cellulaires. De même, des 

contraintes identiques appliquées sur des cellules différentes (diverses origines ou modèles 

de culture) n’ont pas les mêmes effets.  

Dans le cas du cartilage articulaire, la contrainte principale est la compression. Et avec 

la compression, les chondrocytes se déforment due à la traction passivement, c’est-à-dire, la 

contrainte d’étirement peut être soumise sur les chondrocytes simultanément et passivement. 

En fait, l’étirement peut induire l’initiation de la différenciation en ostéoblastes et 

chondrocytes des CSMs [Friedl G et al, 2007 ; Haasper C (b) et al, 2008].   

Ici, on souligne quatre types de contrainte mécanique : la compression, l’étirement, la 
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pression hydrostatique et le cisaillement. 

VII.3.1.  La compression 

Pour l’application de la compression sur les chondrocytes ou les CSMs, les cellules 

sont cultivées dans des biomatériaux tridimensionnels. Car cultivées en monocouche, il 

n’est pas possible d’appliquer la compression, en plus, les chondrocytes se dédifférencient 

en monocouche [Diaz-Romero J et al, 2005].  

La compression est beaucoup étudiée in vitro. Il a été montré que la compression 

dynamique, de niveaux modérés (0,5-1,0 MPa) et de fréquences physiologiques (0,01-1,0 

Hertz), appliquée sur des explants de cartilage peut moduler la viabilité, l’expression des 

gènes, et aussi la synthèse matricielle des chondrocytes [Steinmeyer J et al, 1997; Wong M 

et al, 1999]. D’après ces études, de nombreuses expériences, d’une durée allant de quelques 

heures à quelques semaines, ont été réalisées en appliquant des conditions variées de 

compression dynamique pour stimuler la prolifération, la différenciation ainsi que l’activité 

de la biosynthèse dans différentes constructions cellulaires afin de développer un tissu 

cartilagineux fonctionnel [Xie J et al, 2007].  

La compression dynamique peut favoriser la différenciation chondrogénique des 

CSMs, induire une augmentation de la synthèse de la MEC. Mais la compression statique a 

un effet inverse. Dans le Tableau I-7 sont rassemblés les principaux résultats obtenus sur 

des échantillons sousmis à différents types de compression. 

 

Tableau I-7 : Effets de la compression sur la réponse des CSMs en fonction du modèle (liste non 

exhaustive).  GAGs = glycosaminoglycannes 

 

Biosystème Type de 

contrainte 

Paramètres de 

contrainte 

Réponses 

cellulaires 

Référence 

CSMs (lapin) -Agarose 

 

Compression 

dynamique 

0-9 KPa 

0,15-0,33 Hz 

GAGs↑ 

Collagène II↑ 

Sox9↑ 

Huang CY et 

al., 2004, 

2005 

CSMs (bovine) -Alginate 
Compression 

dynamique 

15%  

1 Hz 

col II↑, Sox9↑ 

agrécanne ↑ 

Campbell JJ 

et al., 2006 
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VII.3.2.  L’étirement 

Pour l’application de l’étirement sur les chondrocytes ou les CSMs, les cellules 

peuvent être cultivées en monocouche sur des membranes flexibles. La culture en 

monocouche permet d’étudier les effets directs des stimuli mécaniques. Leur 

microenvironnement peut être entièrement contrôlé.  

L’étirement entre uniaxial et biaxial sur les chondrocytes est étudié in vitro aussi. Il est 

démontré que les CSMs se différencient en lignée d’ostéoblastes avec un étirement 

d’amplitude faible, et elles se différencient en ligament avec un étirement d’amplitude 

haute [Chen YJ et al, 2008]. 

Dans le Tableau I-8 sont rassemblés les résultats principaux obtenus sur des cellules 

soumises à différents types d’étirement.  

 

Tableau I-8 : Effets de l’étirement sur la réponse des CSMs (liste non exhaustive). 

MMP=métalloprotéase , IL=interleukin 

 

 

CSMs (bovine)-Agrarose 
Compression 

dynamique 

15%  

1 Hz 

col II↑, agrécanne ↑ 

GAGs↑ 

Mouw JK et 

al., 2007 

CSMs (humaine)-PEGDA 
Compression 

dynamique 

10%  

1 Hz 

col II↑, Sox9↑ 

agrécanne ↑ 

Terraciano et 

al., 2007 

CSMs (bovine) - Agarose 
Compression 

dynamique 

10% 

0.3Hz 
GAGs↑ 

Mauck et al., 

2007 

CSMs - alginate 
Compression 

dynamique 

10% 

0,1 Hz 

agrécanne ↑, cathepsine 

B↑, BMP-6 ↑, FGF-1↓, 

IL-1β↓, versican↓, 

col1α1↓ 

Haudenschild 

et al., 2008 

CSMs (équine) -Agarose 
Compression 

dynamique 

7,5% 

0.3Hz 
GAGs↑ 

Kisiday J et 

al., 2009 
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VII.3.3.  La pression hydrostatique 

Quand le cartilage est soumis à une charge mécanique, une première résistance à 

l’écoulement, peut induire une pression hydrostatique dans le tissu.  

Les études récentes montrent que l’application de la pression hydrostatique 

intermittente sur les CSMs, peut induire la chondrogenèse des CSMs. [Miyanishi K et al, 

Cellules 
Type de 

contrainte 

Paramètres de 

contrainte 
Réponses cellulaires Référence 

CSMs 
Étirement 

biaxial 

3% 

0,25 Hz 

ERK/2↑, p38↑, minéralisation 

↑ 

Simmons et al., 

2003 

ST2 
Étirement 

biaxial 

5%,10%,15% 

1 Hz 

Prolifération ↑ 

mARN : Runx2 ↑ (6h) 

Col I ↑ (48h) 

Ostéocalcine ↓ (48h) 

Koike M  et 

al., 2005 

CSMs – collagène 

(3D) 

Étirement 

uniaxial 

10%,12% 

1 Hz 
BMP-2 ARNm↑ 

Sumanasinghe 

et al., 2006 

CSMs 
Étirement 

biaxial 

14%  

0,6 Hz 

Ostéocalcine (-) 

ALP (-) 

Ku CH et al., 

2006 

CSMs 

C3H10T1 

Étirement 

biaxial 

400μstrain 

1 Hz 

mARN : Runx2 ↑ 

PPARγ↓ 

David et al, 

2007 

C3H10T1/2 
Étirement 

biaxial 

5 Mpa  

1 Hz 

mARN: Agrécanne ↑ 

Col-II ↑ 

Elder SH et al,

2008 

CSMs 
Étirement 

uniaxial 

300μstrain 

1 Hz 

mARN : Runx2 ↑ 

Sox9 ↑ 

c-Fos ↑ 

Friedl G et al., 

2007 

CSMs Étirement 
2%  

1 Hz 

mARN : Runx2 ↑ 

FosB ↑ 

Haasper C (a,b) 

et al., 2008 

CSMs 
Étirement 

uniaxial 

10%  

1 Hz 
Col-I ↑, Col-III ↑ 

Zhang L et al., 

2008 

CSMs 
Étirement 

biaxial 

10%  

1 Hz 

Formation des structures 

multicellulaires (clusters) 

Doyle et a., 

2009 
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2006 ; Sakao k et al, 2008]. Dans le Tableau I-9 sont rassemblés les principaux résultats 

obtenus sur des échantillons soumis à différentes conditions de pression hydrostatique. 

Tableau I-9 : Effets de la pression hydrostatique sur la réponse des CSMs en fonction du modèle 

(liste non exhaustive)  GAG = glycosaminoglycannes 

VII.3.4.  Le cisaillement 

Le cisaillement, issu de l’écoulement dans le cartilage, induit par la compression, est 

peut-être la base des autres changements cellulaires et biochimiques [Kim YJ et al, 1994]. 

Les études in vitro ont montré également que ce cisaillement peut avoir des effets positifs 

mais aussi négatifs sur le métabolisme des chondrocytes.   

Ce type de cisaillement a aussi des effets sur les CSMs. Grayson WL et al. ont 

constaté que l’écoulement (0,1 mL/min) peut accroître la prolifération des CSMs 

et  l’écoulement (1,5 mL/min) peut induire la différenciation ostéogénique [Grayson WL et 

al, 2006]. Cependant, l’effet de l’écoulement sur la chondrogenèse des CSMs reste à 

exploiter. 

VII.3.5.  Contraintes mécaniques complexes  

En fait, la charge mécanique perçue par le cartilage articulaire, in vivo, ne se résume 

pas à un seul type de contraintes simples telles que la compression, la pression 

hydrostatique, l’étirement ou le cisaillement. Il est donc nécessaire d’étudier la réponse 

Biosystème Type de 

contrainte 

Paramètres de 

contrainte 

Réponses 

cellulaires 

Référence 

CSMs cultivées en « pellet » 
Pression 

hydrostatique 

10 Mpa 

1 Hz 

intermittente 

Protéoglycannes↑ 

col II↑, sox-9↑ 

agrécanne↑ 

Miyanishi K et 

al., 2006 

CSMs 

Pression statique 

Pression 

dynamique  

23 kPa 

10-36 kPa 

0,25 HZ 

ostéogenèse↑  
Liu et al., 

2009 

CSMs 
Pression 

hydrostatique 

1-5Mpa 

1 Hz 

intermittente 

col II↑, sox-9↑ 

GAGs↑ 

Sakao K et al., 

2008 
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cellulaire à des contraintes mécaniques complexes se trouvant au niveau de l’articulation. 

Etant donnée la dispersion des résultats de ces études, la synthèse et la détermination 

des paramètres optimaux s’avèrent difficile. Malgré tout, on peut en conclure que les 

stimuli mécaniques jouent un rôle très important dans l’ingénierie tissulaire du cartilage. 

Les effets cellulaires de la contrainte mécanique sont liés à sa durée, à sa fréquence et à son 

régime. Généralement, il semble qu’une contrainte cyclique soit plus avantageuse pour la 

synthèse de MEC qu’une contrainte constante. De plus, l’existence d’une interaction entre 

les stimuli mécaniques et d’autres facteurs tels que les facteurs de croissance, les 

biomatériaux etc. doit être considérée pour contrôler le développement d’un néo-cartilage. 

VII.4.   Application de contraintes mécaniques contrôlées 

Différents types de bioréacteurs peuvent fournir des contraintes mécaniques variées 

telles que la compression, l’étirement, le cisaillement, pour modifier la régénération du 

cartilage. Dans ce cas, la magnitude, la fréquence ainsi que le mode d’application constant 

ou intermittent de ces contraintes sont donc bien contrôlés [Schulz RM et al, 2007 ; Laganà 

K et al, 2008]. L’application de forces mécaniques spécifiques fournies par les bioréacteurs 

sur les constructions cellulaires peut non seulement améliorer la synthèse cellulaire mais 

diriger également la différenciation des cellules multipotentes vers des lignées spécifiques. 
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I.  Culture cellulaire 

Dans ce travail, deux types de cellules ont été utilisés : les CSMs et les chondrocytes. 

Les CSMs représentent le modèle cellulaire principal tandis que les chondrocytes ont 

servi comme témoin cellulaire différencié dans certaines expériences.  

I.1.  Réactifs 

• Alpha MEM Eagle avec EBSS (α-MEM) (réf.BE12-169F, Lonza, France) 

• Dulbeco’s Modified Eagle Medium-Low Glucose (1g/L) (DMEM-LG) (réf. 31885, 

Invitrogen, France) 

• Dulbeco’s Modified Eagle Medium Nut Mix F-12 (DMEM/F12) (réf. 21331, 

Invitrogen, France) 

• DMEM sans rouge de phénol (réf. 11880, Gibco, France) 

• Antibiotiques : 

- Pénicilline (réf. 15070, Invitrogen, France) utilisée à une concentration de 100 

U/mL 

- Amphotéricine B (réf. 15290, Invitrogen, France) utilisée à une concentration de 

2,5µg/mL 

• Glutamine (réf. 25030, Invitrogen, France) utilisée à une concentration de 2mM 

• Sérum de veau fœtal (SVF) décomplémenté pendant 30 minutes à 56°C (réf. 

10270-106, Gibco, France) 

• Solution de chlorure de sodium (NaCl, réf. 1385517, Carlo Erba Reactifs, France) 

0,9% stérile 

• Pronase (réf. P5147, Sigma Aldrich, France) reconstituée à 2 mg/mL dans du NaCl 

0,9% additionné d’antibiotiques. 

• Collagénase B (ref. 1088831, Roche Applied Science, USA) reconstituée à 1,5 mg/mL 

dans du DMEM sans rouge de phénol additionné d’antibiotiques 

• Tampon HBSS (Hank’s Balanced Salts Solution) (Réf. H2387, Sigma, France) sans 

Ca2+ ni Mg2+ stérile 

•  Trypsine-EDTA à 0,05% (réf. 25300, Gibco, France) diluée dans du HBSS à 0,025%. 

Ceci constitue la solution de digestion. 
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• Phosphate Buffered Saline (PBS, réf. 14190, invitrogen, France) 

• DMSO (diméthyl sulfoxyde, réf. D5879, Sigma Aldrich, France)  

• Mileu de culture complet pour la culture des CSMs : α-MEM + SVF à 10%+ 

Glutamine + Antibiotiques 

• Mileu de culture complet pour la culture des chondrocytes : DMEM/F12+ SVF à 10%+ 

Glutamine + Antibiotiques 

• Solution de congélation des cellules : DMSO dilué à 10% (v/v) dans du SVF 

• Solution de Cristal violet (réf. HT90132, Sigma Aldrich, France) 

I.2.  Protocoles 

I.2.1.  Isolement des cellules à partir des prélèvements 

Les CSMs humaines sont isolées à partir de prélèvements de moelle osseuse humaine, 

provenant de l’Unité de Thérapie Celluaire et Tissulaire (UTCT) du CHU de Nancy. Les 

prélèvements sont obtenus lors de ponction de moelle osseuse de crête iliaque.  

Les chondrocytes ont été isolés à partir de têtes fémorales humaines, prélevées lors des 

gestes chirurgicaux réalisés chez des patients ayant subi une pose de prothèse totale de 

hanche.  

Ces prélèvements sont réalisés conformément aux procédures approuvées par 

l'expérimentation humaine et les comités éthiques des hôpitaux.   

I.2.1.1.  Isolement des CSMs et culture en monocouche 

Etant donnée la diversité de conditions de culture des CSMs proposée dans la 

littérature, nous avons dans un premier temps, comparé différents paramètres de culture 

cellulaire, afin de choisir les conditions optimales nous permettant l’isolation et la culture 

des CSMs. Les paramètres testés sont dans le tableau II-1: 

Tableau II-1 : Les paramètres de culture testés pour les CSMs (CMN : cellules mononucléaires, 

CFU-Fs : clony-forming unit-fibroblasts).  

Paramètres  

Milieu de culture de base DMEM-LG, α-MEM 

Boîte de culture 75 cm2, 25 cm2 

Densité initiale d’ensemencement 50000 CMN/cm2, 10000 CMN/cm2 
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Protocole 

 1mL de la moelle osseuse est placé dans un tube de 50 mL (réf. 227261, Dutscher, 

France) contenant 10 ml de milieu de culture pour CSMs, puis centrifugé à 300g 

pendant 10 minutes. 

 Comptage des cellules au moyen d’une cellule de Thoma (voir ci-après) 

 Le culot de cellules est suspendu dans le milieu de culture, puis transféré dans les 

boîtes de culture à la densité désirée et les cellules sont ensuite incubées en atmosphère 

humide à 37°C avec 5% CO2.  

 Après 72 h de culture, le milieu de culture est changé par la première fois afin 

d’enlever les débris cellulaires en suspension dans le milieu et les cellules non adhérées 

à la boîte de culture.  

 Le milieu sera ensuite changé 2 fois par semaine jusqu'à l’obtention d’un tapis 

cellulaire à sub-confluence (90%). Ceci représente le passage 0 (P0) des CSMs 

 

L’isolation des CSMs est possible grâce à leur faculté d’adhérence au plastique. Ainsi 

après 72h de culture, les CSMs auront adhéré au fond des boîtes et les autres cellules de la 

moelle osseuse (les globules rouges, les CSHs, etc.) seront éliminées par changement du 

milieu. Après des lavages successifs (deux fois par semaine), les éléments indésirables 

auront été éliminés. 

I.2.1.2.  Isolement des chondrocytes et culture en monocouche 

Protocole 

 Le cartilage hyalin des têtes fémorales est découpé en petits morceaux d’environ 1mm3, 

puis digéré pendant 2 heures à 37°C, 5% CO2 dans la solution de pronase.  

 Les morceaux de cartilage sont ensuite digérés pendant une nuit à 37°C, 5% CO2 dans 

la solution de collagénase B.  

 Le lendemain, la suspension cellulaire obtenue est centrifugée à 300g pendant 10 

minutes et le culot cellulaire est suspendu dans le milieu de culture. 

 Après comptage des cellules au moyen d’une cellule de Thoma (voir ci-après), elles 

sont transférées dans les boîtes de culture de 75 cm2 (106 cellules/ boîte) puis incubées 

en atmosphère humide à 37°C avec 5% CO2.  
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 Après 24 h de culture, le milieu de culture est changé une première fois, il sera ensuite 

changé 2 fois par semaine jusqu'à l’obtention d’un tapis cellulaire à sub-confluence 

(90%). Ceci représente le passage 0 (P0) des chondrcytes. 

I.2.2.  Comptage des cellules 

Le dénombrement des cellules est réalisé à l’aide d’une chambre de Thoma (réf. 

A4500T, Bioblock, France). On mélange 50 μL de suspension cellulaire avec 50 μL de bleu 

trypan. Le bleu trypan va pénétrer et donc colorer les cellules mortes en bleu. On va 

pouvoir compter les cellules vivantes, non colorées, à l’intérieur du quadrillage de la 

chambre de Thoma.  

 Le nombre total de cellules est calculé à l’aide de la formule suivante : 

  

 

I.2.3.  Comptage des CFU-Fs  

Ce type de culture permet de refléter le nombre de cellules capable de générer une 

colonie dans un échantillon.  

Pour le comptage des CFU-Fs, les cellules sont cultivées dans des boîtes de Petri de 58 

cm2 à une densité de 7500 CMN/ cm2  pour le passage 0 ou à une densité de1000 cellules 

par plaque pour les passages suivants. Le comptage des CFU-Fs dans les plaques est réalisé 

à l’aide d’une solution de cristal violet. Après 3 rinçages avec du PBS à 37°C, 3 mL de 

cristal violet sont ajoutés et les plaques sont laissées sous agitation douce pendant 15 

minutes. Ensuite, les plaques sont rincées avec de l’eau distillée jusqu’à ce que le fond des 

plaques devienne blanc et les colonies restent violettes.   

I.2.4.  Passage et congélation des cellules  

I.2.4.1.  Passage des cellules 

Lorsque les cellules de P0 sont arrivées à 90% de confluence, elles sont trypsinées et 

réensemensées. Elles sont alors au passage P1. 

 Les cellules sont lavées 3 fois avec du tampon HBSS afin d’éliminer tout le sérum qui 

N= nombre total de cellules   

n= nombre de cellules au sein de la chambre 
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est un inhibiteur de la trypsine.  

 5 mL de trypsine-EDTA sont ensuite ajoutés dans chaque boîte de 75 cm2 contenant 

des cellules et les boîtes sont incubées pendant 5-8 minutes à 37°C avec 5% CO2 afin 

de favoriser l’action de l’enzyme et de décoller les cellules. 

 5 mL de milieu de culture sont ajoutés dans chaque boîte de culture afin d’inhiber 

l’action de la trypsine et les cellules en suspension sont récupérées par centrifugation à 

300g pendant 10 minutes 

 Enfin, les cellules sont ensemencées au premier passage (P1) avec une densité de 

10000/cm2 pour les chondrocytes et 1000/cm2 pour les CSMs.  

 

Les passages suivants (P2, P3, P4, ...) sont réalisés selon le même protocole. 

 

I.2.4.2  Congélation des cellules 

Le culot cellulaire obtenu après la digestion est suspendu à 106 celluls/mL dans du 

milieu de congélation, puis réparti dans des cryotubes (réf. C23954, Fisher, France). Après 

une incubation à 4°C (pendant 1h), à -20°C (pendant 30min) et ensuite à -80°C (pendant 

une nuit), les cellules sont définitivement conservées dans l’azote liquide. 

Pour la décongélation, les cellules placées dans les cryotubes sont plongées dans un 

bain-marie à 37°C jusqu'à la fonte totale du contenu du cryotube. Les cellules sont ensuite 

lavées avec du milieu de culture pour éliminer le DMSO. Enfin, les cellules sont 

ensemencées dans des boîtes de culture de 25 cm² et cultivées jusqu’à sub-confluence.  

I.3.  Mise en condition des cellules  

Les expériences ont été réalisées avec des CSMs en P4 et des chondrocytes en P2. Les 

cellules soumises à l’étirement sont cultivées en monocouche. Celles soumises à la 

compression sont cultivées dans un environnement tridimentionnel. Les cellules ont été 

ensemencées dans des plaques de culture à 1000 cellules/cm². Les plaques de culture 

utilisées dans cette étude sont : 

- BioFlex six puits (Flexcell® International corporation) 

- Chambre de culture lab-tek (Nalge Nunc International) coatée avec du collagène de 

type I (réf : C3867, Sigma, France) (6-10 μg/cm2) 
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- Plaque de culture de six puits (réf. C22416, Fisher, France) coatée avec du collagène de 

type I (réf : C3867, Sigma, France) (6-10 μg/cm2)  

 

On laisse ensuite les cellules proliférer pendant 48 heures, puis le milieu de culture est 

remplacé par du milieu sans sérum. Après 12 heures, les cellules sont prêtes à être soumises 

aux stimulations mécaniques et biochimiques.   

 

        
Figure II-1 : La plaque BioFlex et les chambres de lab-tek. 

 

II.  La stimulation mécanique 

II.1.  Les appareils de stimulation mécanique  

II.1.1.  L’appareil d’étirement 

L’étirement dynamique est réalisé à l’aide d’un système FX-4000T (Flexcell 

International, USA) (Figure II-2). Une tension équibiaxiale est générée par l’application 

d’un vide obtenu grâce à une pompe. Ceci permet la déformation de la membrane de 

silicone sur laquelle sont cultivées les cellules (Figure II-3). Les membranes de silicone 

sont enduites du collagène de type I afin de favoriser l’adhésion des cellules. La forme du 

signal d’étirement, son amplitude et sa fréquence sont des paramètres pilotés par le logiciel 

FX-3000.  
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 Figure II-2 : Appareil d’étirement « Flexcell Tension Plus System » (FX-4000T)  

 [http://www.dunnlab.de/lab_flexcell_neu.htm] 

 

 
Figure II-3 : Principe d’étirement. 

 

II.1.2.  L’appareil de compression 

La compression dynamique est réalisée à l’aide d’un système de FX-4000C (Flexcell 

International, USA) (Figure II-4A). La pression d’air, générée par un compresseur, est 

appliquée par le dessous du puits, dont le fond est composé d’une membrane flexible en 

silicone. La déformation de la membrane provoque une élévation du puits et compresse 

l’échantillon contre le bouchon (Figure II-4B). La forme du signal de pression, son 

amplitude et sa fréquence sont des paramètres pilotés par le logiciel FX-3000, comme le 

FX-4000T. 
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Figure II-4 : Appareil de compression et son principe. 

 

II.2.  Réactifs et matériels 

 Milieux de différenciation :  

• DMEM–High Glucose (4500mg/L) (DMEM-HG) (réf.411965,Invitrogen, France) 

• ITS (Insulin, Transferrin, Selenious) (réf. 354351, BD, France) à 1% 

• Pyruvate de Sodium (réf. P-5282, Sigma, France) à 100 μg/mL 

• Proline (réf. P-5607, Sigma, France) à 40 μg/mL 

• L-acide ascorbique 2P (réf. A-8960, Sigma, France) à 50 μg/mL 

• Dexaméthasone (réf. D2915, Sigma, France) à 100 nM 

• Glutamine 

• Antibiotiques 

 Solution d’alginate/HA (2%) : la poudre d’alginate, de viscosité moyenne, issue de 

l’algue Macrocystis Pyriferia (A-2033, Sigma-Aldrich, France), et celle d’acide 

hyaluronique (HA, réf. 25177, Accros, France) sont mélangées à raison de 4 parties 

d’alginate pour 1 de HA et stérilisées par autoclavage (121°C, 20 minutes) avant d’être 

dissoutes dans du NaCl 0,9%. La concentration finale d’alginate est de 16 g/L, celle 

d’HA est de 4 g/L. 

 Solution de chlorure de calcium stérile (CaCl2) (réf. C4901, Sigma-Aldrich, France) est 

à 102 mM dans de l’eau distillée. 
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II.3.  Protocole 

II.3.1.  Fabrication des cylindres d’alginate/HA 

Pour fabriquer des cylindres, la solution d’alginate/HA, avec ou sans cellules est 

injectée dans un moule inox (Figure II-5) à l’aide d’une seringue équipée d’une aiguille (réf. 

G2111/2, Terumo, Belgique). Ce moule est ensuite immergé dans une solution de CaCl2 à 

102 mM, pendant 15 minutes, pour la polymérisation de l’alginate/HA. Ensuite, le cylindre 

d’alginate/HA est libérée du moule, afin d’être lavée 3 fois dans une solution de NaCl à 

0,9% pour éliminer le CaCl2 résiduel. Puis, des poinçons stériles (diamètre intérieur 5 mm) 

(réf. 505, CSP, France) sont utilisés pour créer des petits cylindres d'alginate/HA afin de les 

mettre en culture dans des plaques de 6 puits. Les cylindres sont cultivés pendant 48 heures 

avant d’être mis dans des plaques de compression et stimulés mécaniquement. 

 

 
Figure II-5 : Moule pour la création de cylindre d’alginate/HA. 

 

II.3.2  La stimulation mécanique 

Les cellules ensemencées dans les palques Bioflex ou les cylindres contenant des 

cellules sont mises dans les milieux de culture sans sérum pendant une nuit. Le milieu de 

différenciation est ajouté et les cellules sont mises tout de suite sous contrainte (étirement 

ou compression). A l’aide du logiciel, les différents paramètres sont contrôlés (Tableau 

II-2). A la fin de l’expérience, une partie des cellules sont tout de suite fixées. Les protéines 

ou les ARNs sont extraits des cellules et les milieux de culture sont gardés à -80°C (après 

centrifuger à1000g pendant 10 minutes).  

Tableau II-2 : Conditions de stimulations mécaniques utilisées dans l’étude. 

Contrainte  Amplitude Fréquence Signal Temps (minutes) 

étirement 5% 0,5 Hz et 1 Hz sinusoïdal 10, 30, 60, 180 

compression 200kPa 0,5 Hz sinusoïdal 10, 30, 60, 180 
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III  La stimulation biochimique 

La stimulation biochimique des CSMs de des chondrocytes est effectuée avec le 

facteur de croissance TGF-β1. 

III.1.  Réactifs 

• Milieu de différenciation  

• TGF-β1 (réf. T7039, Sigma, France) dissout dans le milieu complémentaire de 

chondrogenèse à une concentration finale de 1, 5 ou 10 ng/mL. 

• Inhibiteur du récepteur du TGF-β1 de type I : SB431542 (réf. S4317, Sigma, 

France),4-[4-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-5-(2-pyridinyl)-1H-imidazol-2-yl]- benzamide 

hydrate. 

Il inhibe spécifiquement l’activité kinase du récepteur du TGF-β1. De plus, il est un 

inhibiteur sélectif pour ALK-4, ALK-5 et ALK-7. Il n’a aucun effet sur la voie de 

signalisation du BMP [Inman GJ et al, 2002]. 

 

 
Figure II-7: La structure de l’inhibiteur du récepteur de type I. 

Le SB431542 est dissout dans du DMSO à une concentration mère de 10 μg/mL. Pour 

choisir la concentration de travail, deux concentrations, 20 μM, 10μM ont été testées sur la 

cytotoxicité avec le kit LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity (réf: L3224, Molecular Probes, 

France). La concentration finale de travail choisie est de 10μM. 

III.2.  Protocole 

Avant la stimulation biochimique, les cellules sont mises dans du milieu de culture 

sans sérum pendant une nuit. Le milieu de différenciation contenaut du TGF-β1 est ensuite 

ajouté aux cellules à raison de 2 mL par puits de plaque BioFlex ou 500 μL par puits de 

chambre Lab-tek. Les cellules sont ensuite incubées pendant le temps désiré en présence ou 



Matériels et méthodes 

‐ 99 ‐ 

absence de contrainte mécanique, puis elles sont tout de suite soit fixées, soit lysées pour en 

extraire leurs protéines.  

Pour étudier l’implication du récepteur du TGF-β de type I, l’inhibiteur est ajouté 1 

heure avant la stimulation mécanique ou avec du TGF-β. 

IV.  Cytométrie en flux 

La technique de cytométrie en flux permet l'analyse rapide d'un grand nombre de 

particules de manière individuelle. La caractérisation des particules est réalisée à l'aide d'un 

appareil qui comprend, outre une source lumineuse (laser), une chambre de prélèvement et 

un système optique précédant des photomultiplicateurs qui convertissent des signaux 

lumineux en impulsions électriques analogues digitalisées, analysées et mémorisées par un 

ordinateur. Les particules étudiées sont propulsées dans un flux de liquide appelé "liquide 

de gaine". Elles sont alors entraînées une à une dans une cellule de lecture (cuvette) où elles 

passent dans le faisceau lumineux émis par la source. Une analyse simultanée de la lumière 

diffractée à 90° [FSC (fordward scatter detector)] et aux petits angles [SSC (side scatter 

detector)] fournit des données sur la taille et la structure des éléments étudiés. La mesure 

aux petits angles est principalement influencée par la taille des particules, tandis que la 

détection à 90° reflète plutôt la structure. 

IV.1.  Analyse de viabilité cellulaire, apoptose et nécrose en cytométrie en 

flux 

La viabilité cellulaire ainsi que l’apoptose et la nécrose ont été mesurées à l’aide du 

Kit Vybrant / Apoptosis TM. 

IV.1.1.  Principe  

L’apoptose est un processus par lequel des cellules déclenchent leur auto-destruction 

en réponse à un signal. L’apoptose se distingue de la nécrose par des changements 

morphologiques et biochimiques caractéristiques, tels que le tassement et la fragmentation 

de la chromatine nucléaire, le rétrécissement du cytoplasme, et la perte d'asymétrie 

membranaire. Dans les cellules vivantes, la phosphatidylsérine (PS) se situe sur la surface 

cytoplasmique de la membrane cellulaire. Cependant, pour les cellules apoptotiques, la PS 
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est transférée du feuillet interne au feuillet externe de la membrane plasmique, s’exposant 

ainsi à l'environnement cellulaire externe. L'anticoagulant humain, annexine V, est une 

protéine phospholipide-liante et Ca2+-dépendante qui a une affinité élevée pour la PS. 

L’annexine V, marquée avec un fluorophore ou de la biotine, peut identifier les cellules 

apoptotiques en se liant aux PSs exposées sur le feuillet extérieur.  

Contrairement à l’apoptose, pour les cellules nécrotiques, la membrane plasmique 

étant détruite, elle permet l’entrée de certaines molécules telles que l’iodure de propidium 

(IP). 

Le kit Vybrant / Apoptosis TM contient de l'annexine V recombinante conjuguée au 

fluorochrome Alexa Fluor® 488, ainsi qu’une solution d’IP permettant de marquer l’acide 

nucléique des cellules nécrotiques. Ainsi, les cellules apoptotiques fixeront l'annexine V 

couplée à l’Alexa 488 et émettront une fluorescence verte tandis que les cellules 

nécrotiques fixeront l’IP et émettront une fluorescence rouge. Enfin, les cellules vivantes 

n’émettront aucune fluorescence. Ainsi, les trois populations cellulaires peuvent être 

séparées en cytométrie en flux par leur différence d’émission de fluorescence. 

IV.1.2.  Réactifs 

Kit Vybrant/Apoptosis TM  (réf. V13241, Molecular Probe, France.) 

 Tampon annexine-liant 5x contient 50 mM HEPES, 700 mM NaCl, 12,5 mM CaCl2, 

pH 7,4, à diluer 5 fois dans de l'eau déionisée avant utilisation ; 

 Solution d’annexine V couplée au fluorochrome Alexa Fluor® 488 ; 

 Solution d’iodure de Propidium (IP) à 1 mg/mL utilisée à 100 µg/mL après une 

dilution dans du tampon annexine-liant 1x. 

IV.1.3.  Protocole 

 A l’issue de la stimulation mècanique ou biochimique, les cellules sont séparées des 

membres des plaques de BioFlex à l’aide d’un grattoir.   

 Après centrifugation, les culots cellulaires sont suspendus dans 100 µL de tampon 

annexine-liant 1x puis 2,5 µL d’annexine V couplée au fluorochrome Alexa Fluor® 

488 et 1 µL de IP (100 µg/mL) sont ajoutés à la suspension cellulaire.  

 Les suspensions sont ensuite incubées pendant 15 minutes, à température ambiante et à 

l’abri de la lumière.  
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 Après cette période d'incubation, 200 µL de tampon d’annexine-liant 1x sont à 

nouveau ajoutés dans chaque tube.  

 Après une délicate homogénéisation, les échantillons sont prêts pour le passage en 

cytométrie. Les cellules sont analysées en mesurant l'émission de fluorescence à 530 

nm et 575 nm correspondant, respectivement, à l’émission de fluorescence de l’Alexa 

488 et de l’IP.  

 

Un contrôle négatif, cellules sans marquage, est préparé et analysé en même temps que 

les échantillons. Ce contrôle permet d’analyser l’auto-fluorescence des cellules. Un témoin 

positif de nécrose, cellules fixées avec du PAF et perméabilisées avec du Triton X-100 est 

également préparé. 

IV.2.  Analyse du cycle cellulaire en cytométrie en flux 

La cytométrie en flux est une méthode rapide pour mesurer la teneur des cellules en 

ADN, et constitue un outil commode de recherche pour suivre la régulation du cycle des 

cellules. 

IV.2.1  Principe 

Le cycle cellulaire comprend plusieurs phases (Fig. II-8). Durant la première phase 

(phase G1), la cellule croit et devient plus large. Il y a synthèse des protéines permettant la 

division. A partir d’une certaine taille, elle entre dans la deuxième phase (phase S), dans 

laquelle débute la synthèse de l'ADN. La cellule duplique son matériel héréditaire 

(réplication de l'ADN) et une copie de chacun de ses chromosomes est effectuée. Durant la 

phase suivante (phase G2), la cellule contrôle que la réplication de l'ADN a bien été réalisée 

(réparation post-réplicative) et prépare la division cellulaire. Les chromosomes sont séparés 

durant la mitose (phase M) et la cellule se divise en deux cellules filles (cytokénèse). A 

travers ce mécanisme, les deux cellules filles sont dotées des mêmes chromosomes que 

ceux de la cellule mère. Après la division, les cellules retournent en phase G1.  
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Figure II-8: Différentes phases du cycle cellulaire. 

[http://www.humans.be/bio%20cell2%20cycle%20cellulaire.html] 

Les méthodes d'analyse du cycle cellulaire, par cytométrie en flux, sont basées sur 

l’émission de la fluorescence des noyaux marqués à l’iodure de Propidium. Une population 

à croissance exponentielle de cellules aura une distribution de son contenu d'ADN montrant 

une premier pic de cellules en phase G0/G1, une vallée de cellules en phase S, et un 

deuxième pic contenant des cellules en phase G2/M. Les cellules de la phase G2/M 

contiennent deux fois plus d'ADN que les cellules de la phase G0/G1. Les cellules en phase 

S possèdent une teneur en ADN comprise entre 2N et 4N et correspondent à l’espace situé 

entre les 2 pics (Figure II-9).  

 

 
Figure II-9 : Analyse des phases du cycle cellulaire par cytométrie en flux. 
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IV.2.2  Réactifs 

• Kit DNA Prep Reagent (réf. PN 6607055, Beckman coulter, USA) contenant:  

 DNA PrepTM LPR : détergents non ioniques, salins et stabilisateurs.  

 DNA PrepTM Stain: 50 µg/mL iodure de Propidium, RNAse [Type III-A, 

Bovine Pancrease (4KU/mL)], < 0,1% NaN3. 

• DMEM sans rouge de phénol (réf. 11800, Gibco, France) 

IV.2.3  Protocole 

A l’issue des stimulations mécaniques ou biochimiques, les cellules sont trypsinées et 

les culots cellulaires sont récupérés. Les culots cellulaires sont suspendus dans 25 µL de 

DMEM sans rouge de phénol, puis perméabilisés en ajoutant 25 µL de solution DNA prep 

LPR et suivi d’une agitation pendant 30 secondes au vortex. Les cellules sont ensuite 

marquées avec l’iodure de propidium en ajoutant 250 µL de solution DNA-Prep Stain, puis 

mise en agitation pendant 30 secondes. Enfin, les cellules sont analysées dans l’heure qui 

suit le marquage. 

IV.3.  Analyse de l’expression de marqueur de surface cellulaire en 

cytométrie en flux 

Pour identifier le phénotype des CSMs, nous avons étudié l’expression de certains 

marqueurs de surface cellulaire par immunomarquage direct en cytométrie en flux. 

IV.3.1.  Marquage par immunofluorescence directe 

IV.3.1.1  Principe 

Les récepteurs exprimés à la surface des cellules sont reconnus spécifiquement par un 

anticorps directement couplé à un fluorochrome (Figure II-10). 

 
Figure II-10 : Principe du marquage par immunofluorescence directe. 

Marqueur de surface cellulaire 

Anticorps

Fluorochrome 

Cellule 
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IV.3.1.2  Réactifs 

• DMEM sans rouge de phénol. 

• Solution de blocage : albumine de sérum bovin (BSA, réf. A-9667, Sigma Aldrich, 

France) dissoute dans du DMEM sans rouge de phénol à 0,5% (p/v)  

• Solution d’immunomarquage : anticorps dilués dans la solution de blocage afin 

d’obtenir une concentration finale appropriée (Tableau II-3). 

 

Tableau II-3 : Anticorps impliqués dans les immunomarquages directs.  

IV.3.1.3  Protocole 

Les CSMs resuspendues dans la solution de blocage, sont réparties à raison de 100 000 

cellules par tube. Après 20 minutes d’incubation, elles sont lavées par centrifugation (300 g, 

5 min) et les culots cellulaires sont resuspendus dans 100 μL de solution 

d’immunomarquage incluant soit différents anticorps, soit IgG-PE/FITC (contrôle 

isotipique) ou dans 100 μL de la solution de blocage (contrôle négatif). A l’issue d’une 

incubation pendant 30 minutes à température ambiante et à l’abri de la lumière, 0,5 mL de 

DMEM sans rouge de phénol sont ajoutés dans chaque tube, puis une centrifugation (300 g, 

5 min) est faite afin d’éliminer les anticorps en excès. Le culot cellulaire est alors repris 

dans 300 μL de DMEM sans rouge de phénol avant d’être analysé en cytométrie en flux.  

Anticorps 
Spécificité de 
l’espèce 

Isotype 
Concentration 
finale 

Fournisseur (réf.) 

Anti-CD34/PE Humain IgG (Souris) 2 μL / tube BD (réf. 555822) 

Anti-CD45/FITC Humain IgG (Souris ) 5 μL / tube Dako (réf. F0861) 

Anti-CD73/PE Humain IgG (Souris) 2 μL / tube BD (réf. 550257) 

Anti-CD90/FITC Humain IgG (Souris) 2 μL / tube BD (réf. 555595) 

Anti-CD105/FITC Humain IgG (Souris) 5 μL / tube Dako (réf. LS133) 

Anti-CD166/FITC Humain IgG (Souris) 5 μL / tube Dako (réf. LS172) 

Contrôle isotipique/PE Humain IgG (Souris) 5 μL / tube Dako (réf. X0928) 

Contrôle isotipique/FITC Humain IgG (Souris) 5 μL / tube Dako (réf. X0927) 
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IV.3.1.4  Analyse des échantillons cellulaires en cytométrie en flux  

Un minimum de 10000 évènements a été collecté lors de chaque analyse. La 

population cellulaire est repérée sur le scattogramme en fonction de la taille et de la 

granulosité de cellules. Une fenêtre prenant en compte uniquement cette population est 

dessinée afin d’éliminer les débris cellulaires, ou les doublets et triplets de cellules. Ainsi, 

les valeurs de SSC (Side Scatter) et de FSC (Forward Scatter) sont réglées de façon à bien 

visualiser la population cellulaire et les microsphères de calibration. 

Sur l’histogramme de fluorescence, la tension du photomultiplicateur (PMT) est réglée 

de manière à ce que les cellules non marquées (le contrôle négatif qui permet de 

s’affranchir de l’autofluorescence des cellules) ainsi que les cellules incubées en présence 

d’immunoglobulines non spécifiques (le contrôle isotipique qui permet de s’affranchir de le 

fluorescence du marquage aspécifique) apparaissent négatives. La tension du PMT ne doit 

plus être touchée après ce réglage afin de ne pas faire d’erreur sur la lecture des intensités 

de fluorescence des échantillons analysés. L’intensité de fluorescence de la population 

cellulaire est mesurée automatiquement par le cytomètre et analysée à l’aide du logiciel 

SYSTEM II (Beckman Coulter). Les résultats obtenus par cytométrie en flux, sont 

exprimés soit en pourcentage de cellules positives, soit en intensité moyenne de 

fluorescence (IMF). 

V.  Analyse du métabolisme cellulaire 

La mesure de l’activité métabolique des cellules a été réalisée par le test de Alamar 

BlueTM et le comptage de cellules. L’activité métabolique a été rapportée au nombre des 

cellules après comptage cellulaire. 

V.1.  Principe 

Le test Alamar BlueTM (réf. BUF 012B, Serotec, France) est conçu pour mesurer 

quantitativement la prolifération cellulaire et la cytotoxicité de drogues sur les cellules. 

l’Alamar BlueTM est composé d’un indicateur Rédox qui change de couleur en fonction de 

la réduction chimique du milieu de culture, c’est un indicateur colorimétrique sensible à 

l’activité métabolique cellulaire. En fait, l’Alamar BlueTM, n’est pas un effet toxique 

cellulaire, et le test n’a pas besoin de la lyse des cellules, ce qui permet ainsi de suivre 
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l’évolution du signal de manière cinétique.  

Des cellules saines et/ou en prolifération produisent des composés réducteurs tels que 

FADH2, NADH, NADPH et ont une activité cytochromique maintenue qui contribue à 

réduire l’Alamar BlueTM. Par contre, des cellules atteintes par un stimulus cytotoxique ne 

réduisent pas l’Alamar BlueTM et produisent des composés oxydants.  

La mesure de l’activité cellulaire est donc basée sur le taux d’oxydo/réduction de 

l’Alamar Blue TM déterminé par la mesure densitométrique à 570 nm (A570, absorbance du 

composé réduit) et à 600 nm (A600, absorbance du composé oxydé). Le pourcentage de 

réduction reflétant l’activité métabolique, est alors déterminé par la formule suivante : 
                 (A570 échantillon x 117216) – (A600 échantillon x 80586)       
% de réduction = ——————————————————————— x 100%     
                   (A600 blanc x 155677) – (A570 blanc x 14652) 

Le comptage des cellules nous permet de normaliser nos résultats du test Alamar Bleu 

en fonction de la quantité de cellules. Les résultats seront donc exprimés sous la forme de 

« % de réduction / cellules ». 

V.2.  Réactifs 

• DMEM sans rouge de phénol (réf. 11880, Gibco, France). 

• Alamar BlueTM (réf. DAL1100, Biosource) utilisé à 10% (v/v dans du DMEM sans 

rouge de phénol).  

• Solution de trypsine-EDTA à 0,05% (réf. 25300, Gibco, France) diluée dans du HBSS 

à 0,025%. 

V.3.  Protocole  

A la fin de la stimulation mécanique ou biochimique, les cellules sont lavées avec du 

DMEM sans rouge de phénol pendant 15 minutes. Puis 0,5 mL d’une solution d’Alamar 

BlueTM à 10% sont ajoutés dans chaque puits, y compris 2 puits sans cellulaires utilisés 

comme « blanc réactif». Après une incubation de 4 heures (37°C, 5% CO2), le milieu de 

chaque puits est enlevé et les absorbances à 570 nm et à 600 nm sont mesurées en utilisant 

un spectrophotomètre (DU 640, Beckman USA).  

Après le test d’Alamar Bleu, les cellules sont comptées dans chaque puits selon le 

protocole décrit dans I.2.2. 
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VI.  Etude de l’expression de protéines en microscope confocal 

L’expression et la localisation de protéines sont analysées en microscopie confocale à 

balayage laser par immunofluorescence indirecte. 

VI.1.  Marquage par immunofluorescence indirect 

VI.1.1  Principe du marquage par immunofluorescence indirecte 

Les protéines exprimées dans le cytoplasme sont reconnues spécifiquement par un 

anticorps (anticorps primaire). Afin de mettre en évidence la formation du complexe 

antigène-anticorps primaire, un deuxième anticorps est utilisé (anticorps secondaire). Ce 

dernier est couplé à un fluorochrome et il est dirigé spécifiquement contre la partie Fc 

(fragment commun) de l’anticorps primaire. (Figure II-11) 

 

 

Figure II-11 : Principe du marquage par immunofluorescence indirecte. 

 

VI.1. 2  Réactifs 

• Solution de fixation : Paraformaldéhyde (PAF) (réf. P6148, Sigma) dissout dans du 

tampon phosphate salin (PBS, réf. 14190, invitrogen, France) à 4% (p/v) 

• Solution de lavage : PBS (réf. 14190, invitrogen, France) 

• Solution de perméabilisation : Triton X100 préparé dans du PBS à 0,5% (v/v).  

• Solution de dilution : albumine de sérum bovin (BSA, réf. A-9667, Sigma Aldrich, 

France) dissoute dans 0,1% de Triton X100. 

• Les anticorps primaire sont dilués à 1/50, et les anticorps secondaires sont dilués à 

1/100 sont dans la solution de dilution. Les anticorps sont dans le tableau II-4. 

Cellule 

Fluorochrome

Anticorps secondaire 

Anticorps primaire 

Antigène
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• Réactifs pour le marquage des filaments d’actine et du noyau (tableau II-5) 

 

Tableau II-4: Anticorps impliqués dans les immunomarquages indirects. 

Anticorps  Spécificité  
de l’espèce 

Isotype Fournisseur (réf) 

Anti-phospho-Smad3 Humain IgG (lapin) Cell signaling (réf. 95205) 

Anti-Smad2/3 Humain IgG (souris) BD (réf. 610842) 

Anti-TGFβRII Humain IgG (souris)  R&D (réf. MAB241) 

Anti-β-tubulin Humain IgG (souris) Sigma (réf. T5201) 

Alexa Fluor® 488 chèvre IgG (lapin) Molecular probes (réf. A11078) 

Alexa Fluor® 488 lapin IgG (chèvre) Molecular probes (réf. A11008) 

Alexa Fluor® 555 souris IgG (chèvre) Molecular probes (réf. A21422) 

 

Tableau II-5 : Réactifs pour le marquage des structures cellulaires par fluorescence 

Molécules Fournisseurs (réf) 

Alexa Fluor® 488 Phalloidin Molecular probes (réf. A12379) 

Hoechst 33342 BisBenzimide Sigma (réf. B2261) 

 

VI.1.3  Protocole 

 Après fixés avec du PAF à 4%, les échantillons sont perméabilisés avec du Trixton 

X100 pendant 15 minutes à température ambiante.  

 Après 3 lavages dans la solution de lavage, les cellules sont incubées avec l’anticorp 

primaire pendant 45 minutes à température ambiante. 

 Après 3 lavages dans du PBS, les cellules sont incubées avec l’anticorp  secondaire 

couplé au fluorochrome pendant 30 minutes à température ambiante et à l’abri de la 

lumière. 

 Si nécessaire, le cytosquelette d’actine est marqué par incubation des cellules avec de 

la Phalloidin couplée soit à Alexa 488 soit à Alexa 594, dilué 1/50 dans la solution de 

dilution. Cette incubation est réalisée pendant 30 minutes à température ambiante à 

l’abri de la lumière. 

 Dans certaines expériences, les noyaux ont été marqués avec du Hoechst 33342 
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(dilution 1/10) pendant 15 minutes à température ambiante et à l’abri de la lumière. 

 A la fin des marquages, les cellules sont lavées 5 fois avant d’être observés en 

microscopie confocale à balayage laser. 

Un contrôle négatif, c’est-à-dire les cellules incubées avec l’anticorp secondaire 

seulement, est préparé en même temps. 

VI.2.  Observation en microscopie confocale à balayage laser 

VI.2. 1  Principe 

VI.2.1.1  Microscopie confocale à balayage laser 

Parmi les méthodes de microscopie à sectionnement optique qui permettent 

l’observation d’une cellule entière par coupes optiques successives horizontales selon l’axe 

optique vertical, la Microscopie Confocale à Balayage Laser reste la technique de référence 

pour visualiser des échantillons biologiques en trois dimensions fournissant des images de 

haute résolution, en éliminant la lumière parasite. La géométrie de l’optique confocale 

prouve son avantage indéniable sur la microscopie de fluorescence conventionnelle en 

discriminant les plans en dehors du plan focal. Le diamètre de la zone illuminée étant très 

petit (0,3 µm), la constitution de l’image totale de l’objet nécessite de balayer le faisceau 

laser point par point sur l’objet. Le balayage laser est assuré par un système constitué par 

deux miroirs vibrants en x et en y (miroirs galvanométriques) (Figure II-12) dont la 

fréquence de balayage doit permettre d’acquérir le signal de fluorescence le plus 

rapidement possible. Un déplacement selon l’axe optique (z) permet l’acquisition de coupes 

sériées. Le déplacement selon l’axe axial (z) est réalisé grâce à une platine motorisée 

(moteur pas à pas), faisant varier le plan de mise au point, ce qui permet d’obtenir une série 

de coupes optiques appelées série z (Figure VI-2). Un empilement par projection de 

sections optiques conduit à une image reconstruite en 3D, dont la résolution spatiale est 

limitée par la résolution de l’appareil (résolution maximale théorique d = 0,61 λ/NA avec 

NA l’ouverture numérique de la lentille de l’objectif et λ la longueur d’onde utilisée). 

L’illumination du spécimen par la lumière laser, ainsi que la détection du signal sont 

réduites à un point, grâce à l’utilisation de deux diaphragmes (champ et détecteur) de faible 

diamètre ("pinholes"). Ils sont situés dans les plans confocaux, c’est-à-dire qu’ils sont tous 
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deux conjugués au plan de mise au point dans l’objet. Les diaphragmes ont pour but 

d’exclure physiquement le signal lumineux provenant des plans adjacents au plan focal. 

Seule la lumière d’émission de fluorescence provenant du plan focal est collectée au niveau 

du détecteur (photomultiplicateur) pour constituer l’image (Figure II-13). L’ouverture du 

diaphragme va conditionner en grande partie la qualité optique de l’image. 

 

 
Figure II-12: Acquisition de l'image en microscopie confocale. Déplacement dans les axes x, y et z. 

 

 
Figure II-13 : Géométrie de l'optique confocale à balayage laser. 
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VI.2.1.2.  Microscopie mulitiphoton (excitation biphotonique) 

Les aberrations chromatiques en imagerie 3D de sondes fluorescentes excitées dans 

l’UV ont motivé le développement d’autres techniques en microscopie, en particulier celles 

utilisant les propriétés non linéaires de la lumière (mode multiphoton). A la différence du 

mode d’excitation conventionnel en fluorescence monophotonique, le phénomène 

Multiphoton, provient de l’absorption successive de deux photons qui combinent leur 

énergie et entraîne la transition produisant l’état excité du fluorophore (Figure II-14). La 

probabilité d’absorption de deux photons est reliée au carré de l’intensité de la lumière 

instantanée. Ce processus multiphoton est rendu possible par une intensité très élevée 

combinée à une concentration temporelle d’un flash laser très court (ps ou fs) à très haute 

fréquence (environ 80 MHz). Cette potentialité est apportée par des équipements spécialisés 

comme des oscillateurs (Tsunami, Spectra Physics ; Verdi 900, Coherent) pompés à l’aide 

de lasers solides de pompe générant un très bref, mais très intense, flash. 

 

 
Figure II-14 : Principe de l’illumination laser en mode Multiphoton. 

 

En comparaison à la microscopie confocale monophoton, le phénomène multiphoton 

appliqué à la microscopie confocale (excitation au niveau du plan focal de l’objet) apporte 

des performances très nettement améliorées:  

• la photodégradation et la génération de produits phototoxiques en dehors du plan focal 

sont absentes, 
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• compatibilité pour l’observation dans le temps sur le vivant (physiologie), 

• détermination aisée des temps de vie de fluorescence (durée de vie), 

• profondeur d’analyse augmentée en termes d’épaisseur d’échantillons (intérêt pour 

l’analyse des tissus épais et diffusants),  

• l’efficacité de collection de la lumière de fluorescence est optimisée, ouvrant la voie à la 

quantification du signal de fluorescence de manière plus précise. 

Le plateau d'imagerie de notre laboratoire est équipé d’une chaîne laser qui combine 

un laser de pompe solide à un oscillateur d’impulsions. Ce dernier assure la génération 

d’impulsions brèves (femtoseconde) pulsée à haute fréquence (de l’ordre de 80 MHz) avec 

la génération du phénomène de double-photon (multiphoton) au niveau du plan focal. 

VI.2.2.  Protocole 

L’observation de l’expression des protéines est réalisée à l’aide d’un microscope 

confocal Leica TCS SP2-AOBS (Leica Microsystems, Germany) (Figure II-15) équipée 

d’un filtre opto-acoustique accordable, de laser solides argon (457nm, 476nm, 488nm, 

514nm), de laser hélium-néon (543nm et 633nm) et d’un oscillateur femtoseconde VERDI 

(600-1100nm), avec un objectif (x40/1,4 ; à immersion à eau). Des images de haute 

résolution (512 x 512 pixels) sont obtenues, avec une taille de voxel : 250nm x 250nm x 

400nm et un critère Rayleigh de 1. 

 

 
Figure II-15: Microscope à optique confocale Leica TSC SP2-AOBS. 

 

VI.3.  Analyse de la densité de fluorescence 

La densité de fluorescence dans les noyaux est analysée à l’aide d’un logiciel de 
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traitement d’image (ImageJ). 100 cellules sont utilisées pour chaque condition d’expérience. 

Les images obtenues par transmission sont utilisées pour délimiter les noyaux et l’intensité 

moyenne de fluorescence est alors mesurée à ces endroits. 

VII.  Etude de l’expression des protéines par Immuno-empreinte 

(Western blot) 

VII.1.  Principe 

La technique permet l’identification de protéines spécifiques et leur quantification  

dans un échantillon biologique. Après la séparation des protéines dans un gel en fonction de 

leur taille moléculaire, celles-ci sont transférées depuis le gel sur une membrane où elles 

sont exposées à un anticorps spécifique de la protéine d’intérêt. L’anticorps fixé sera mise 

en évidence à l’aide d’un marqueur, souvent l’enzyme HRP par une technique de 

colorimétrie, chimiluminescence, etc. Il est possible grâce à cette technique de détecter la 

présence d’une protéine dans un échantillon biologique, d’évaluer sa taille, et sa 

concentration. 

VII.2.  Réactifs 

• Tampons : (Tableau II-6) 

 

Tableau II-6 : Composition des différents tampons 

Tampon de lyse 

(pH=7,5) 

Tampon de migration  

(pH=8,3) 

Tampon de transfert 

(pH=8,3) 

- 50 mM de Tris-Cl 

- 150 mM de NaCl 

- 1 % de Nonidet P-40 (v/v) 

- 0,5 % de Sodium 
deoxicholate (p/v) 

- 0,1 % de Dodécyl sulfate de 
sodium (SDS)  

- 1% de cocktail de protéases 
inhibitrices 

 

- 25 mM de Tris  

- 192 mM de Glycine 

- 0,1 % SDS 

 

 

- 25 mM de Tris 

- 192 mM de Glycine 

- 0,05 % SDS 

- 20 % de Méthanol 
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Tampon de rinçage  

(pH=7,5) 

Tampon de blocage  

(pH=7,5) 

Tampon de charge 

 

- 10 mM de Tris 

- 100 mM de NaCl 

- 0,1 % de Tween 20 

- 10 mM de Tris 

- 100 mM de NaCl 

- 0,1 % de Tween 20 

- 5 % de lait écrémé en 

poudre 

- β-mercaptoéthanol (β-ME) 

(Biorad, ref : 161-0710) 

- tampon de charge simple 

(Biorad, ref : 161-0737) 

 au  1 : 19  

• Bio-Rad DC Protein Assay Reagent : Reagent A (réf. 500-0113), Reagent S (réf. 

500-0115), Reagent B (réf. 500-0114) 

• bis acrylamide à 30% 

• Tris-HCl à 1,5M, pH = 8,8 (Biorad, ref : 161-0798) 

• Tris-HCl à 1M, pH = 6,8 (Biorad, ref : 161-0799) 

• SDS (dodécyl sulfate de sodium) reconstitué à10% dans de l’eau distillée 

• APS (persulfate d’ammonium) reconstitué à10% dans de l’eau distillée 

• TEMED (ref : 161-0800, Biorad) 

• Precision Plus ProteinTM Standards KaleidoscopeTM, ref : 161-0375 

• Ponceau S solution (ref：P-7170, Sigma, France )  

• Anticorp primaire (tableau II-7) 

• Anticorp secondaire (tableau II-8) 

• Kit de détection: “ECL plus” western blot detection (Amersham, réf. RNP2132) 

Tableau II-7 : Anticorps primaires impliqués dans les immunomarquages 

Anticorps  spécificité  
de l’espèce 

Isotye Dilution Fournisseur (réf.) 

Anti-phospho-Smad3 Humain IgG (lapin) 1/1000 Cell Signaling (réf. 95205) 

Anti-Smad2/3 Humain IgG (souris) 1/1000 BD (réf. 610842) 

Anti-GAPDH Humain IgG (lapin) 1/5000 Santa Cruz (réf. sc-25778) 

 

Tableau II-8 : Anticorps secondaires impliqués dans les immunomarquages 

Anticorps  Dilution Fournisseur (réf.) 

goat anti-mouse IgG-HRP conjugate 1/13000 Biorad (réf. 170-6516) 

Goat anti-rabbit IgG-HRP conjugate 1/13000 Biorad (réf. 170-6515) 
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VII.3.  Protocole 

VII.3.1.  Extraction et préparation des protéines des cellules  

VII.3.1.1.  Lyse des cellules 

Séparées de leur milieu de culture, les cellules sont rincées trois fois avec du DMEM 

sans rouge de phénol à 37°C. Après aspiration de tout l’excès de DMEM, les étapes 

suivantes sont réalisées à 4°C. 50 µL de tampon de lyse sont ajoutés dans chaque puits 

d’une plaque 6 puits. Aussitôt les cellules sont grattées et transférées dans des microtubes, 

puis incubées 10 à 15min. Pendant la lyse, les tubes sont vortexés 3 fois. Les lysats 

cellulaires sont centrifugés ensuite à 15700 g pendant 20 minutes. Le surnageant contenant 

les protéines totales est récupéré.  

VII.3.1.3  Dosage des protéines 

La concentration des protéines est déterminée grâce une réaction colorimétrique qui 

consiste en premier lieu à préparer une gamme étalon de sérum albumine bovine (BSA) 

dans le tampon de lyse aux concentrations suivantes : 0 / 0,2 / 0,75 / 1 / 1,25 / 2 mg/mL 

(Tableau II-9). Un mélange de réactifs S et A dans un rapport 1 / 50 est préparé pour obtenir 

une solution A’. Les échantillons ainsi que la gamme d’albumine sont dilués 5 fois dans la 

solution A’.  Ensuite, la solution B est ajoutée afin d’offrir une dilution de 40 fois. Enfin 

l’absorbance est mesurée à 750 nm après 15 minutes d’incubation à l’abri de la lumière 

avec un densitomètre (Bio-rad, Model 680 microplate reader) en utilisant le logiciel 

Microplate manager. 

 

Tableau II-9 : Préparation de la gamme étalon des protéines 

Protéines (mg/mL) 0 0,2 0,75 1 1,25 1,5 2 

Tampon de lyse (µL) 100 90 62,5 50 37,5 25 0 

Quantité de BSA (µL) 0 10 37,5 50 62,5 75 100 

 

Gamme étalon : 
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VII.3.1.4  Préparation des échantillons 

Une fois la concentration de protéine calculée, 20µg de protéines sont mélangées avec 

le même volume de tampon de charge, ensuite les échantillons sont portés 100°C pendant 5 

minutes. Enfin, les protéines sont mises dans la glace puis congelées rapidement. 

VII.3.2.  Electrophorèse des protéines 

VII.3.2.1  Principe 

Le SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis) permet 

de séparer les protéines en fonction de leur poids moléculaire. Après avoir bouilli dans du 

SDS, toutes les protéines ont presque le même rapport taille, et leur vitesse de migration 

dans un champ électrique ne dépend alors que de leur poids moléculaire. 

VII.3.2.2  Protocole 

- Préparation du gel de séparation à 10% (pour deux plaques de 0,75mm d’épaisseur) 

- 3,3 mL de bis acrylamide à 30% 

- 2,5 mL de Tris-HCl à 1,5M, pH = 8,8 

- 4 mL d’eau distillée (ddH2O) 

- 0,1 mL de SDS à 10% 

- 0,1 mL de APS à 10% 

- 4 μL de TEMED  (c’est un  catalyseur, il va donc accélérer la polymérisation 
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du gel) 

Le mélange est homogénéisé doucement pour éviter la formation des bulles. A l’aide 

d’une micropipette, le gel est injecté entre les plaques jusqu’au ¾ de la hauteur. On 

complète par de l’eau pour homogénéiser le gel de part et obtenir une ligne plane avec le 

gel. Environ 40-45 minutes après la polymérisation du gel, l’eau est éliminée puis les 

plaques sont essuyées doucement. 

 

- Préparation du gel de concentration à 5% (pour deux plaques de 0,75 mm d’épaisseur) 

- 0,83 mL de bis acrylamide à 30% 

- 0,63 mL de Tris-HCl à 1M, pH = 6,8  

- 0,05 mL de SDS à 10% 

- 0,06 mL de APS à 10% 

- 5 μL de TEMED  

Le mélange est homogénéisé doucement pour éviter la formation des bulles. A l’aide 

d’une micropipette, le gel est injecté entre les plaques, et un peigne est ensuite placé entre 

les plaques pour permettre la formation des puits pour le dépôt des protéines.  

 

- Dépôts des protéines : Après la polymérisation du gel, les protéines sont déposées dans les 

puits. Un puits sera réservé au marqueur de taille qui permet de déterminer le poids des 

protéines. 

  

- Migration : La migration dans le gel de concentration s’effectue à 80V pendant environ 30 

minutes. Ensuite, la migration dans le gel de séparation est effectuée à 100V pendant 

environ 1h30. 

VII.3.3  Transfert 

VII.3.3.1  Principe 

Après être séparées par migration dans SDS-PAGE, les protéines contenues dans le gel 

sont transférées vers un support solide, qui peut se combiner fortement avec les protéines et 

qui ne présente pas d’immunoréactivité. De plus, les protéines conservent leur activité 
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antigènique. Dans notre étude, les membranes PVDF ont été utilisées. 

VII.3.3.2  Protocole 

A la fin de la migration, des membranes de PVDF et des buvards sont coupés selon la 

taille du gel. Les membranes sont ensuite humidifiées dans du méthanol pendant 2 à 3 

minutes, et des mousses ainsi que des buvards dans le tampon de transfert. Parallèlement, le 

gel est déposé dans le tampon de transfert pendant 2 à 3 minutes pour obtenir équilibre. Le 

« sandwich » est préparé ensuite (Figure II-16) selon un schéma précis dans une petite 

bassine remplie de tampon de transfert. Il est important dans cette étape de s’assurer qu’il 

n’y ait pas de formation de bulles qui empêcheraient le transfert de façon homogènr. Le 

transfert est effectué à 100V pendant 90 minutes à une température de 4°C.  

 

 
Figure II-16: Le montage de transfert des protéines du gel vers la membrane PVDF. Le gel et la 

membrane sont placés entre deux papiers filtres qui sont eux-mêmes placés entre deux mousses. Le tout 

est mis à l’intérieur d’une cassette soigneusement fermée et plongée dans le tampon de transfert. 

 

VII.3.4.  Coloration au rouge ponceau  

VII.3.4.1  Protocole  

Une fois le transfert terminé, la membrane est déposé dans la solution Ponceau S 

(0,1% Ponceau S (w/v), 5% acide acétique (v/v)) pendant environ 30 secondes, puis dans 

du méthanol pur. Ceci permet de mettre en évidence les protéines et de confirmer le 

transfert. La membrane est ensuite rincé dans du tampon de transfert afin d’éliminer les 
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traces de Ponceau. 

VII.3.5.  Blocage de la membrane 

La membrane est déposée dans du tampon de blocage, sous légère agitation, soit à 

température ambiante pendant 2 ou 3 heures, soit à 4°C pendant toute une nuit. 

VII.3.6  Immunomarquage 

VII.3.6.1  Incubation avec l’anticorps primaire  

Les anticorps primaires (Tableau II-7) sont dilués à différentes concentrations selon 

leur spécificité, dans du tampon d’incubation (tampon de rinçage, 5% de BSA (p/v)). La 

membrane est incubée avec l’anticorps primaire à 4°C pendant toute la nuit, sous agitation 

douce. L’incubation terminée, la membrane sera lavée 10 à 15 minutes trois fois, dans du 

tampon de rinçage sous agitation forte. 

VII.3.6.2  Incubation avec l’anticorps secondaire 

Les anticorps secondaires (Tableau II-8) utilisés dans cette étude sont des anticorps 

couplés à l’enzyme HRP, possédant une activité péroxydase. Les anticorps sont dilués dans 

du tampon d’incubation selon la concentration optimale. La membrane est incubée avec 

l’anticorps secondaire pendant environ 1 heure sous agitation. Après l’incubation, la 

membrane sera lavée 10 à 15 minutes trois fois, dans du tampon de rinçage sous agitation 

forte. 

VII.3.7.  Révélation par chimiluminescence 

VII.3.7.1.  Principe 

La luminescence est définie comme étant l’émission de lumière résultant d’une 

dissipation d’énergie à partir d’une substance à l’état excité. Enhanced chimiluminescence 

ou ECL est considérée comme l’une des méthodes de détection les plus sensibles pour 

l’analyse du western blot. Dans la chimiluminescence, l’excitation d’une substance est due 

à une réaction chimique. L’HRP (Hydrogène Peroxyde) couplé à l’AC secondaire, catalyse 

l’oxydation du luminol (composant du kit de détection) dans des conditions alcalines. Le 

luminol à l’état excité, retourne à l’état fondamental en émettant une lumière qui est 

détectée grâce à un appareil de luminescence LAS4000 (Luminescence analyser System) et 
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les bandes obtenues sont analysées par le logiciel « Multi Gauge » qui évalue le taux relatif 

de marquage de la protéine et quantifie les résultats en terme de densité optique. 

VII.3.7.2.  Protocole 

Les membranes sont incubées pendant 5 minutes à l’abri de la lumière avec un 

mélange des deux réactifs du kit ECL plus dans un rapport de 1/40, à raison de 125 µL/cm2. 

Après élimination de l’excès de solution, les membranes sont enveloppées dans un film 

plastique transparent, ensuite placées dans l’enceinte de l’appareil LAS4000. Plusieurs 

essais de temps de révélation nous ont amenés à le fixer à 20 secondes, car c’est le temps 

nécessaire pour l’apparition des bandes sans qu’il y ait saturation. Enfin, la mesure de la 

densité optique des bandes a été faite avec le logiciel « Multi Gauge ».    

VIII.  Etude de l’expression de gènes par RT-PCR (Reverse 

Transcription-Polymerase Chain Reaction) 

VIII.1.  Principe 

La technique de PCR permet l’amplification d’un fragment d’ADN spécifique et de 

longueur définie. La technique de RT-PCR quant à elle, permet l’amplification d’un 

fragment d’ADN qui est complémentaire à une molécule d’ARN donnée. Pour cela il est 

nécessaire d’extraire les ARNs messagers (ARNm) des cellules et de rétro transcrire les 

ARN en ADNc. Ces ADNc vont servir de matrice à la technique de PCR pour connaître 

l'expression des gènes à étudier à l'aide d'amorces spécifiques. La réaction de PCR se 

déroule en trois étapes : dénaturation, hydridation et élongation (Figure II-17). Grâce 

à l’utilisation des enzymes thermorésistances et à des cycles de température, cette technique 

permettra l’amplification d’un fragment d’ADNc choisi. 

VIII.2.  Réactifs  

 RNeasy® mini kit (réf. 74104, Qiagen, France) 

 Ethanol absolu (réf.32221, Sigma, France) utilisé à 75% (v/v dans de l’eau sans    

nucléase)   

 iScriptTM cDNA Synthesis Kit (réf. 170-8891, Bio-Rad, France). 
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 Eau DEPC (réf. 750024, Invitrogen, France)  

 Solution de dNTP Mix10mM (réf. 18427-013, Invitrogen, France). 

 Taq DNA Polymérase  (réf. 10966-034, Invitrogen, France) 

 Tampon de PCR 10x (sans MgCl2) (réf. y02028, Invitrogen, France) 

 Solution de MgCl2 10mM (réf. y02018, Invitrogen, France)  

 Amorces des gènes (Tableau VIII-1) : (MWG-Biotech AG France) 

 Tampon de charge 5x : Tris-HCl 50 mM, pH 8.0, glycérol 25% (p/v), EDTA 5 mM, 

bleu de bromophénol 0.2% (p/v), Xylène Cyanol FF 0.2% (p/v) (réf, 161-0767, 

Bio-Rad, France)  

 Agarose (réf. H070928, Euromedex, France) utilisé à 1,2% (dans un tampon 

d'électrophorèse TEB 0,5x)  

 Tampon d'électrophorèse TEB 10x : acide borique 0,89 M, EDTA 20 mM, Tris 0,89 M 

(réf. 161-0733, Bio-Rad, France) utilisé à une concentration de travail de TEB 0,5x 

(v/v dans l’eau distillée) 

 Bromure d’éthidium (réf. E-8751, Sigma, France) utilisé à 0,5µg/mL dans de l’eau 

 Marqueur de taille d’ADN de 100pb (réf. 15628-019, Invitrogen, France) 

 

Tableua II-10: Amorces et conditions de PCR des gènes (GAPDH : glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase ; Tm : température de renaturation ; bp : base pair) 

Nom 
d’amorce 

Séquence (5’-3’) Tm (°C) Produit 
prévu (bp) 

GAPDH Reverse : AGAGGCAGGGATGATGTTCTGG 

Forward : AATCCCATCACCATCTTCCAGG 

60 417bp 

Sox9 Reverse : TCGCTTCAGGTCAGCCTTGC  

Forward : CCGATCTGAAGAAGGAGAGCGA  

55 590bp 

Collgène II Reverse : AGTTTCAGGTCTCTGCAGGT 

Forward : AACTGGCAAGCAAGGAGACA 

60 621bp 
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Figure II-17 : Principe de la technique de PCR. (Les brins d’ADN complémentaires sont dénaturés à 

95°C puis les amorces spécifiques se fixent sur les brins et enfin la polymérase synthétise les brins 

complémentaires à l’aide des oligonucléotides présents dans le milieu réactionnel.) 

[http://www.inrp.fr/Acces/biotic/biomol/techgen/html/schempcr.htm]  

 

VIII.3.  Protocole 

VIII.3.1.  Extraction des ARN totaux des cellules 

Après les expériences de stimulations mécanique et biochimique, les cellules sont 
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rincées avec du tampon PBS à 37°C, puis, l’extraction d’ARN s’effectue selon les 

recommandations du kit d’extraction des ARNs, RNeasy mini kit. Le dosage des ARNs est 

réalisé par spectropotomètre (Thermo Scientific nanodrop 1000, USA), par la lecture de la 

DO aux longueurs d’onde de 260nm et 280nm. La longueur d’onde à 260 nm permet de 

détecter les acides nucléiques et la longueur d’onde à 280 nm permet de détecter les 

protéines. Le rapport DO260/DO280 permet de déterminer la qualité dans l’échantillon. 

Puis la concentration en ARN de l’échantillon est déterminée de la manière suivante : 

[ARN] µg/mL=DO260 x Dilution x 40. 

VIII.3.2.  Rétrotranscription des ARNm (RT) 

L’ADNc est obtenu à partir de 100 fg jusqu’à 1µg d’ARN par transcription inverse en 

utilisant des amorces de polydT se fixant sur la séquence poly-Adénylée des ARNm. La RT 

est réalisée dans un mélange final de 20 µL (Tableau II-11). 

 

Tableau II- 11 : Composants de la réaction de rétrotranscription. 

Composant  Volume par réaction 

iScript Reaction Mix 5x 4µL 

iScript Reverse Transcriptase  1µL 

eau sans nucléase XµL 

Gabarit d’ARN  XµL 

Volume total  20µL 

 

Le mélange complet de la réaction est incubé 5 minutes à 25°C, puis 30 minutes à 

42°C. Après une incubation de 5 minutes à 85°C, il est maintenu à 4°C. La réaction est 

exécutée dans un MyCycler™ (Bio-Rad, USA). Les ADNc peuvent être gardés à -80°C 

jusqu'à la réalisation de PCR. 

VIII.3.3.  Réaction de PCR 

La phase d’amplification est réalisée dans un mélange final de 50 µL (Tableau II-12) 
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Tableau II-12 : Composants de la phase d’amplification. 

Composant Volume par réaction 

Tampon de PCR10x 5µL 

 MgCl2 50mM 1,5µL 

dNTPs Mix 10 mM 1µL 

amorce de forward 10µM 1µL 

amorce de reverse 10µM 1µL 

Taq  Polymérase   0,4µL 

ADNc    2µL 

eau de DEPC 38,1µL 

Volume total  50µl 

 

Après une étape de dénaturation à 94°C pendant 3 minutes, l’amplification jusqu’à 

saturation de l’ADNc se fait selon 30 cycles dans le MyCycler. Le schéma d’un cycle est le 

suivant : 

- 30 secondes de dénaturation à 94°C 

         - 60 secondes d’hybridation des amorces à 58°C 

- 60 secondes d’élongation à 72°C 

Ce cycle est répété 35 fois, puis les échantillons sont soumis à 10 minutes d’élongation 

à 72°C. Ensuite ils sont maintenus à 4°C. Les ADN peuvent être gardés à -80°C jusqu'à la 

réalisation de l’électrophorèse. 

VIII.3.4.  Electrophorèse des produits d’ADNs 

VIII.3.4.1  Préparation du gel 

1,2 g d’agarose sont dissous dans 100 mL de tampon d'électrophorèse TEB 0.5x, puis 

le tout est chauffé jusqu'à ce que la solution devienne transparente. Ensuite, on laisse 

reposer la solution de gel jusqu’à l’obtention d’une température environ de 60°C. La 

solution gel est alors transférée dans une cuve dans laquelle est placé un peigne. Lorsque le 

gel est polymérisé, le peigne est retiré formant ainsi des puits pour déposer les échantillons 

d’ADN.  
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VIII.3.4.2  Migration  

8 µL d’échantillon d’ADN sont mélangés avec 2 µL de tampon de charge 5x, 0,8µL de 

marqueur de taille avec 0,2µL de tampon de charge 5x, sont déposés parallelement, puis 

déposés dans les puits de gel. La migration est réalisée à un voltage constant de 100V 

pendant 45 minutes environ dans du tampon TEB 0.5x Puis le gel est coloré au bromure 

d’éthidium pendant 30 min. Les fragments d’ADN amplifiés sont visualisés sous 

rayonnement ultra-violet (Bio-Rad gel doc 1000, USA) et photographiés. La taille des 

fragments est comparée à un marqueur de taille. L’analyse densitométrique est alors 

réalisée avec le logiciel d’image Quantity One (BioRad, USA).  

IX.  Etude de la concentration de TGFβ-1 dans le milieu de culture 

par ELISA 

IX.1  Le principe d’ELISA  

La technique d’ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) est une technique 

immuno-enzymique de détection qui permet de visualiser une réaction antigène-anticorps 

grâce à une réaction colorée produite par l’action sur un substrat d’une enzyme 

préalablement fixée à l’anticorps. Parmi les différents types d’ELISA, on y trouve la 

technique ELISA sandwich. Elle utilise un premier anticorps spécifique de la protéine 

recherchée qui est immobilisé sur un support plastique et qui va capter la protéine 

recherchée. Dans un deuxième temps, un deuxième anticorps spécifique, couplé à une 

enzyme (un conjugué), est fixé sur la protéine d’intérêt. Le système est ensuite révélé par 

l’addition d’un substrat qui se colore (Figure II-18). 
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1) Fixation les anticorps sur les microplaques 
 
 
2) Incubation de la plaque avec l’échantillon 
 
 
3) Lavage : 4 fois avec un tampon de lavage 
 
 
4) Détection : incubation avec les anticorps 

conjugué à l’enzyme 
 
 
5) Lavage: 4 fois avec du tampon de lavage 
 
 
6) Révélation (addition du substrat) : une 

réaction colorée indique la présence d’un 
échantillon positif 

Figure II-18 : Principe et étapes principales d’ELISA. ( : anticorps de capture,  : antigène 

specifique recherché,  : substrat de l’enzyme,  : anticorps conjugué à l’enzyme,  : antigènes 

quelconques présents dans l’échantillon) 

[http://www.mercier-groupe.com/Images/Labo/ELISA.pdf]  

IX.2.  Réactifs 

• Immunoassay kit : BIOSOURCE, Réf : KAC1688/KAC1689 

 Microplaque de 96 puits, fixée avec l’anticorp de TGFβ-1 

 Tampon d’extraction 

 Tampon de dilution 

 Anti- TGFβ-1 conjuguée à la biotine 

 Streptavidine-Peroxydase (HRP) 

 Chromogène stabilisé 

 Tampon de lavage 

 Tampon de stop 

 Couverture de plaque 
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IX.3.  Protocole 

Les milieux de culture sont récupérés après chaque expérience. Ils sont soit utilisés 

immédiatement, soit gardés à -80°C. 

Pour le dosage du TGFβ-1, les milieux sont traités d’abord avec du tampon 

d’extraction pendant 30 minutes à 4°C afin de libérer le TGFβ-1 du complexe latent. 

Ensuite, selon les recommandations du kit, les molécules de TGFβ-1 sont capturées 

par les anticorps anti-TGFβ-1 présentes sur la microplaque. Après lavages, des anticorps 

anti- TGFβ-1 conjugués à l’enzyme HRP sont ajoutés. La concentration de TGFβ-1 est 

déterminée grâce une réaction colorimétrique. L’absorbance est mesurée à une longueur 

d’onde de 450 nm avec un lecteur de plaques (Bio-Rad, Model 680 microplate reader) en 

utilisant le logiciel Microplate manager. 

La concentration de TGFβ-1 est déterminée grâce à une gamme étalon de TGFβ-1 

réalisée aux concentrations suivantes : 0 / 31,2 / 62,5 / 125 / 250 / 500 / 1000 / 2000 pg/mL. 

Pour chaque échantillon, le dosage a été réalisé en double. 

 

Gamme étalon : 

 
 

X.  Etude de l’élongation des cellules par microscope optique 

Après application de l’étirement sur les cellules, nous avons évalué l’indice 

d’élongation des cellules à l’aide d’un logiciel de traitement d’image (ImageJ). 

L’indice d’élongation est le rapport entre le petit et le grand axe de la cellule. 
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Lorsqu’il est compris entre 0 et 0,5, la cellule est allongée, et lorsqu’il est compris entre 0,5 

et 1, la cellule est arrondie. 

 
Figure II-19 : Méthode d’analyse de l’indice d’élongation des cellules. 

 

Cette analyse repose sur 100 cellules. Toutes les cellules de chaque image sont prises 

en compte. Les images sont acquises à la fin de l’étirement. Les valeurs ainsi obtenues sont 

exploitées à l’aide d’un logiciel (Microcal Origin 6.0) où les résultats sont exprimés sous 

forme des histogrammes représentant l’indice d’élongation des cellules en fonction du 

nombre d’événements. 

XI.  Analyse statistique 

Toutes les données sont présentées en moyenne ±erreur standard de la moyenne. Les 

différences statistiques entre les groupes d’expériences ont été analysées par une analyse de 

variance de l’ANOVA à une direction à l’aide du logiciel GraphPad Prism 5.0 (GraphPad 

Software, USA). Un test T de Turky a été effectué et les valeurs p inférieures à 0,05 ont été 

considérées comme statistiquement significatives.  

 

I = b/a 

0<I<0,5 cellules allongées

0,5<I<1  cellules arrondies 
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Partie I : Optimisation des conditions de culture pour l’isolement et 

l’expansion des CSMs 

Les CSMs humaines représentent une source des cellules souches adultes pour 

l’ingénierie cellulaire et tissulaire. Comme nous l’avons mentionné précédemment, il existe 

différentes sources de CSMs, parmi lesquelles la moelle osseuse. Etant donné le faible 

nombre des CSMs contenues dans la moelle osseuse, l'expansion in vitro est une étape 

préalable indispensable à leur utilisation en recherche. Ainsi, la définition des conditions de 

culture est une phase importante qui permet d’assurer un taux d’expansion optimal ainsi 

que le maintien du potentiel de différenciation des CSMs. En effet, plusieurs études ont 

montré la sensibilité des CSMs à la densité d’ensemencement, au nombre de passages, au 

milieu de culture et aux facteurs de croissance [Sotiropoulou PA et al, 2008 ; Pountos I et al, 

2007 ; Yokoyama M et al, 2008].  

Cette première partie du travail a donc consisté en l’optimisation des conditions 

d’isolement et d’expansion (milieu, densité d’ensemencement et surface) des CSMs en 

l’absence de facteurs de croissance exogènes autres que ceux apportés par le sérum de veau 

fœtal. Pour cela, la morphologie cellulaire, la capacité de formation des colonies et la 

prolifération cellulaire ont été étudiées. Une fois les conditions optimales pour l’isolement 

et l’expansion définies, nous avons confirmé le phénotype des CSMs.  

I.1.  Caractérisation morphologique des CSMs 

La morphologie des CSMs a été étudiée en microscopie optique à contraste de phase. 

Les cellules ont été observées dans les différentes conditions de culture. Les CSMs 

montrent une forme axiale ou une morphologie semblable aux fibroblastes (Figure III-1). 

Après 3 jours de culture, les CSMs humaines ont adhéré à la surface du plastique, et se 

présentent sous la forme d’une petite population de cellules isolées. Six jours après 

l’ensemencement initial, les cellules ressemblent à de longues cellules fibroblastiques et 

commencent à former des colonies. Après 21 jours de culture on observe, en fonction du 

prélèvement et des conditions de culture, soit de grandes colonies de cellules fusiformes 

semblables aux fibroblastes, soit des petites colonies de cellules plus larges et aplaties. Au 
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centre des colonies, les cellules sont confluentes, plus on s’éloigne du centre, plus les 

cellules s’isolent. Les observations montrent que les cellules des petites colonies sont moins 

confluentes que celles des grandes. Les images au microscope optique montrent que la 

morphologie des CSMs et des colonies est influencée par les conditions de culture (Figure 

III-2). Les colonies observées dans du milieu α-MEM sont plus grandes et plus confluentes 

que celles observées dans du milieu DMEM-LG.  

Deux types majoritaires des cellules ont été identifiés. Les cellules de type I sont des 

cellules fusiformes à prolifération rapide tandis que les cellules de type II sont des cellules 

larges à prolifération beaucoup plus lente. Le nombre des cellules de type II augmente au 

cours de passages. Les résultats montrent un nombre plus important des cellules de type II 

dans le milieu DMEM-LG que dans le milieu αMEM (Figure III-1). Ces cellules se situent 

principalement à l’extérieur des colonies. 
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Figure III-1 : Morphologie des cellules dans les milieux α-MEM (A, B, C, D), et DMEM-LG (E, F, 

G, H) (microscope optique). 
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Figure III-2 : Morphologie des cellules dans les colonies obtenues dans α-MEM (gauche) ou 

DMEM-LG (droite). (flèches rouges : espaces intercellulaires, flèches noires : larges cellules) 

 

Tableau III-1 : Caractéristiques des cellules selon les conditions de culture initiales. 

Conditions de culture Résultats 

Milieux 
Flacons de 
culture 

Densité 
(CMN/cm2) 

Colonies 
Cellules de 
type I 

Cellules de 
type II 

α-MEM 25 cm2 50 000 Très grandes +++ +/- 

α-MEM 25 cm2 10 000 Très grandes  +++ +/- 

D-MEM 25 cm2 50 000 Grands  ++ + 

D-MEM 25 cm2 10 000 Petites + ++ 

α-MEM 75 cm2 50 000 Moyennes ++ + 

α-MEM 75 cm2 10 000 Petites + ++ 
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I.2.  Formation de colonies (CFU-Fs)  

La capacité à former des colonies (CFU-Fs) est une des caractéristiques des cellules 

souches. En effet toutes les cellules d’une colonie sont issues d’une seule cellule et forment 

ainsi un clone. De ce fait, la qualité de l’échantillon sera déterminée entre autre, par le 

nombre de colonies obtenues en culture dite clonogénique. Nous avons d’abord dénombré 

les colonies obtenues à partir de culture dans de l’αMEM et du DMEM-LG de CMNs 

provenant des différents prélèvements de moelle osseuse. Les résultats montrent que le 

nombre de colonies obtenu dans de l’αMEM est supérieur à celui obtenu dans du 

DMEM-LG avec un ratio égal à 2,46 ± 0,12.  

 

 
Figure III-3 : Effet du milieu de culture sur le nombre de colonies de CSMs en P0 (*p<0,05) (n = 

4). 

 

Le test CFU-F lors des passages suivants nous permet de confirmer le choix des 

conditions de culture initiales. Pour chaque condition nous avons réalisé des essais 

clonogéniques avec 1000 cellules par boîte de Petri en conservant le milieu de culture 

initial. La figure III-2 montre que les cellules cultivées dans du αMEM continuent à 

produire plus de colonies que celles cultivées dans du DMEM-LG, tant au passage 1 qu’au 

passage 2. La comparaison de l’effet de la densité initiale d’ensemencement montre qu’à 

50000 CMN / cm2 on obtient un nombre de colonies plus important. De plus, la surface des 

boîtes de culture dans lesquelles ont été réalisées les cultures ne semble pas influencer la 

qualité des cellules. Cependant, à partir de P2, le nombre des colonies ne varie pas en 

fonction des conditions de culture.  
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Figure III-4 : Effet des conditions de culture sur le nombre de colonies de CSMs en P1 et P2 

(*p<0,05) (n = 4). 

I.3.  Prolifération cellulaire  

Dans un premier temps on recherche le rendement de CSM par rapport au nombre de 

CMN initial. On cultive pendant 21 jours les CMN dans les différentes conditions citées 

précédemment. Les cellules sont trypsinées et comptées. Les résultats sont présentés sur la 

figure III-1. Le rendement est optimum en milieu αMEM dans des boîtes de 25 cm2. De 

plus, la densité d’ensemencement de 10000 cellules/ cm2 favorise la prolifération. 

Dans un deuxième temps on utilise pour comparer les conditions de culture l’indice 

PD (population doubling) qui reflète la capacité de prolifération, plus les cellules 

prolifèrent, plus le PD est élevé. Cet indice est calculé sur les cellules en passage P1 et P2 

selon la formule PD= (log Nf/Ni) / log 2, où Nf est le nombre de cellules final et Ni le 

nombre de cellules initial. Les résultats montrent que le PD est le plus élevé pour les 

cultures dans du milieu αMEM. De plus, c’est avec une densité de départ de 50000 

CMN/cm2 à P0 que l’on obtient le PD le plus élevé lors des passages P1 et P2.  
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Figure III-5 : Etude de l’effet du milieu de culture sur le nombre des cellules de P0, P1 et P2 

(*p<0,05) (n = 4). 

 

 

 
Figure III-6 : Etude du « population doubling » (PD) des cellules en P1 et P2 (*p<0,05) (n = 3). 

I.4.  Caractérisation phénotypique des cellules 

Nous avons analysé, par cytométrie en flux, le phénotype des cellules avec des 

marqueurs de surface caractéristiques des CSMs et des CSHs. C’est ainsi que nous avons 

étudié en parallèle l’expression des molécules CD34, CD45, CD105, CD73, CD90 et 

CD166 à la surface de nos cellules. 

Nos résultats montrent que les cellules n’expriment pas les récepteurs CD34 et CD45, 

molécules caractérisant les CSHs. En revanche, les cellules expriment les récepteurs CD90, 

P1 

P2 

* 

*
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CD105, CD73 et CD166, qui sont caractéristiques des CSMs.   

 

 
Figure III-7 : Expression des marqueurs CD34, CD45, CD73, CD90, CD105 et CD166 à la surface 

de CSMs humaines. 

Les CSMs ont été marquées avec des anticorps monoclonaux spécifiques des marqueurs 

étudiés. 

 : cellules marquées avec un anticorps isotopyque, 

 : cellules marquées avec les anticorps monoclonaux spécifiques du marqueurs de surface 

étudiés et couplés à un fluorochrome (PE ou FITC). 
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I.5.  Discussion :  

Par leur facilité d’obtention et de manipulation, et grâce à leurs propriétés de 

différenciation, les CSMs constituent aujourd’hui un outil très intéressant en ingénierie 

tissulaire. Les CSMs sont généralement issues de la moelle osseuse par aspiration au niveau 

de la crête iliaque [Digirolamo CM et al, 1999] mais aussi du tibia ou du fémur [Murphy 

JM et al, 2002]. Comme les CSMs représentent une faible fraction des cellules 

mononucléaires totales de la moelle, l’isolement et l’expansion cellulaire sont des étapes 

essentielles pour en obtenir une quantité suffisante. Cependant, une diminution de la 

capacité de prolifération et différenciation des CSMs, après un certain nombre de passages, 

a déjà été montrée [Paniushin OV et al, 2006]. Pour ces raisons, cette partie du travail avait 

comme objectif d’optimiser l’isolement et l'expansion cellulaire en monocouche des CSMs. 

La capacité d’expansion des CSMs dépend d’une part des caractéristiques du donneur telles 

que l’âge, le sexe ou l’état de santé et d’autre part, des conditions de culture, notamment, de 

la composition du milieu et de la densité d’ensemencement.  

 

L’addition de facteurs de croissance dans le milieu de culture favorise la prolifération 

des CSMs. Le bFGF est le facteur de croissance le plus utilisé dans la culture de CSMs. 

Plusieurs études ont prouvé son effet bénéfique sur la capacité de prolifération et 

différenciation des CSMs [Hori Y et al, 2004]. Cependant, il a été montré que l’addition de 

bFGF dans le milieu de culture induit une altération de certaines propriétés des CSMs. Une 

induction des molécules HLA-DR et une augmentation de molécules HLA de classe I ont 

été observées sur des CSMs cultivées en présence de bFGF [Solchaga LA et al, 2005]. Par 

ailleurs, la diminution de l’expression du récepteur de l’acide hyaluronique, le CD44, a été 

montrée [Sotiropoulou PA et al, 2008]. Enfin, la culture des CSMs en présence du bFGF 

favoriserait le potentiel de différentiation de ces cellules vers les phénotypes 

ostéoarticulaires [Ponta H et al, 2003]. Nous avons alors dans ce travail, choisi de cultiver 

les cellules en absence du facteur de croissance bFGF. 

 

Le choix du milieu de culture est un élément crucial pour l’obtention de CSMs de 

bonne qualité. Différents milieux de culture ont été utilisés jusqu’ici par différentes équipes. 
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Les milieux les plus employés sont l’α-MEM ou le DMEM à faible teneur en glucose et 

contenant du sérum de veau fœtal à des concentrations de 10 ou 20%. Le milieu de base 

aussi bien que le sérum sont déterminants pour l’expansion des CSMs. Sotiropoulou et coll 

ont comparé l’impact de 8 milieux de culture différents sur la prolifération des CSMs 

[Sotiropoulou PA et al, 2008]. Les résultats obtenus sont très variables selon les différents 

milieux avec un meilleur résultat pour le milieu α-MEM. Ceci a été confirmé par des autres 

études comparatives. Nos résultats sont en accord avec ces études et montrent un taux de 

prolifération des cellules supérieur dans de l’α-MEM. 

 

Peu d’études montrent l’effet de la densité d’ensemencement des CMNs pour 

l’isolement des CSMs. Nos résultats montrent que la densité initiale d’ensemencement des 

CMNs a un impact sur le taux de prolifération dans les premiers passages d’expansion et 

sur la qualité des cellules. 

Cependant, plusieurs études ont montré que la densité d’ensemencement est un 

paramètre critique afin d’assurer un taux d’expansion optimal ainsi qu’un maintien du 

potentiel de différenciation des CSMs. Des faibles densités d’ensemencement favorisent le 

taux d’expansion des cellules. Il faut donc définir un compromis qui est fonction de la 

quantité de cellules nécessaires pour l’étude, du volume du prélèvement et des impératifs 

techniques. En effet, plus les surfaces de culture sont importantes, plus les temps de 

manipulation sont longs et plus les risques d’incidents (contamination, perte de produit, etc.) 

augmentent.  

 

L’origine et la concentration de sérum sont également des paramètres importants pour 

l’expansion des CSMs [Pountos I et al, 2007]. Les milieux utilisés le plus souvent 

aujourd’hui contiennent du sérum de veau fœtal (SVF). Pourtant, le SVF est un sérum 

d’origine animale, et peut être source de contaminations. Donc, des travaux ont été réalisés 

afin de comparer le SVF avec le sérum autologue humain. Un certain nombre d’études 

suggère que le sérum autologue est inférieur ou équivalent du sérum d’animal, mais 

peuvent soutenir l'expansion de CSMs [Koller MR et al, 1998 ; Lin HT et al, 2005 ; 

Schecroun N et al, 2004 ; Stute N et al, 2004 ; Yamamoto N et al, 2003]. D’autre part, 

plusieurs études ont suggéré que le sérum autologue est supérieur au SVF [Hankey DP et al, 
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2001 ; Kobayashi T et al, 2005 ; Kocaoemer A et al, 2007 ; McAlinden MG et al, 2000 ; 

Shahdadfar A et al, 2005]. En ce qui concerne la concentration de SVF, Yokoyama M et al 

ont montré que les CSMs peuvent conserver leur capacité de différenciation chondrocytaire 

quand elles sont en culture in vitro avec du SVF à 10% mais pas lorsque la concentration en 

SVF est de 0.1% ou 1% [Yokoyama M et al, 2008]. 

 

Etant donné que les propriétés d’adhésion au plastique ne sont pas suffisantes pour 

caractériser les cellules souches mésenchymateuses, une étude phénotypique est réalisée par 

cytométrie en flux. A ce jour aucun marqueur spécifique des CSMs n’a été identifié et leur 

caractérisation est réalisée par l’absence et la présence des certains récepteurs. Nos résultats 

montrent que les cellules, cultivées en monocouche, possèdent un phénotype CD34-, CD45-, 

CD73+, CD90+, CD105+ et CD166+. Il apparaît ainsi que les récepteurs spécifiques des 

cellules hématopoïétiques (CD34 et CD45) sont absents de la surface des cellules cultivées. 

En revanche, les cellules expriment les récepteurs CD73, CD90 et CD105. Même si 

certains de ces marqueurs sont également exprimés à la surface d’autres types cellulaires, 

comme le CD105 exprimé à la surface des cellules endothéliales [Cheiftz S et al, 1992], ces 

3 marqueurs exprimés conjointement permettent d’identifier les CSMs [Alsalameh S et al, 

2004]. Enfin, les cellules cultivées expriment également le récepteur CD166. Ce marqueur 

est décrit pour être présent à la surface des CSMs indifférenciés et pour disparaître lorsque 

les cellules s’engagent dans la voie ostéogénique [Bruder SP et al, 1992]. Ainsi, l’absence 

de CD34 et CD45 et l’expression conjointe des récepteurs CD73, CD90, CD105 et CD166 

permet de confirmer que les cellules adhérentes cultivées sont bien des CSMs non 

différenciées. 

 

En conclusion, cette première partie du travail nous a permis d’optimiser les 

conditions de culture pour isoler et amplifier les cellules souches mésenchymateuses dans 

la suite de nos travaux. Ainsi, nous avons mis en évidence l’importance du milieu de 

culture, de la densité initiale d’ensemencement et de la surface de culture dans l’isolement 

et l’expansion des CSMs. Les conditions choisies sont présentées dans le tableau III-2. 
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Tableau III-2 : Conditions de culture choisies pour les experiences. 

Paramètres Conditions choisies 

Milieu de culture α-MEM, 10% SVF 

Boîtes de culture 25 cm2 P0, P1, P2, puis 75 cm2 

Densité d’ensemencement pour l’isolement 50000 CMNs/cm2 

Densité d’ensemencement pour la culture 1000 cellules/cm2 

Passage d’utilisation des cellules P4 
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Partie II : Etude de l’effet du TGF-β1 sur les CSMs et les chondrocytes 

Les CSMs issues de la moelle osseuse peuvent se différencier en plusieurs types de 

cellules : ostéocytes, chondrocytes, cellules musculaires, adipocytes. Les facteurs de 

croissance membres de la famille du TGFβ jouent un rôle déterminant sur l’orientation de la 

différenciation des CSMs. Les membres de la famille du TGFβ comprennent les TGFβs, les 

BMPs et les activines. Les TGFβs ont une grande importance dans la chondrogenèse. En 

effet, les TGFβs activent les premiers stades de la différenciation en chondrocyte et 

ostéocyte, tandis qu’ils inhibent la myogenèse, l’adipogenèse, et la fin de l'étape de la 

différenciation ostéoblastique [Roelen BA et al, 2003].  

Les protéines TGFβs transmettent le signal à l’intérieur de la cellule à travers un 

complexe de récepteurs de "type I" et de "type II" (RI et RII) à la surface cellulaire. Ensuite, 

les protéines des R-Smads (Smad2/3) sont phosphorylées et s’associent avec Co-Smad 

(Smad4), puis, ce complexe trimérique translocalise dans le noyau, où les protéines Smads 

fonctionnent comme facteurs de transcription [Ross S et al, 2008]. 

Pendant la différenciation des CSMs en chondrocytes, la protéine Smad3, et non la 

Smad2, joue un rôle assez important [Yang X et al, 2001]. De plus, Smad3 peut s’associer 

avec Sox9 et stimuler son activité de transcription [Furumatsu T et al, 2005].  

Dans cette partie du travail, nous avons étudié l’effet du TGF-β1 sur la prolifération et la 

différenciation initiale des CSMs humaines, par l’indice du métabolisme cellulaire, la 

viabilité cellulaire, le cycle cellulaire, l’expression de la phosphorylation de la protéine 

Smad3 et l’expression des gènes des facteurs de transcription Sox9, Runx2 et PPARγ. 



Résultats et discussions 

‐ 143 ‐ 

II.1.  Effet du TGF-β1 sur la viabilité cellulaire 

Afin d’étudier l’effet de différentes concentrations en TGF-β1 sur la viabilité des 

cellules, le kit Vybrant / Apoptosis a été utilisé. Il permet de déterminer le pourcentage des 

cellules vivantes, en apoptose ou en nécrose, présentes dans un échantillon. Les résultats 

obtenus sont présentés dans la figure III-8. On peut constater que les 5 concentrations de 

TGF-β1 utilisées n’affectent pas la viabilité des cellules. En effet on observe que, aussi bien 

dans le témoin (0 ng/mL) que dans les échantillons incubés avec du TGF-β1, le pourcentage 

de cellules vivantes avoisine le 100%. 

 
Figure III-8 : Etude de la viabilité des CSMs soumises à différentes concentrations de TGF-β1 à 

l’aide du kit Vybrant / Apoptosis TM (n=3). 

 

II.2.  Effet du TGF-β1 sur le métabolisme des CSMs 

L’analyse du métabolisme cellulaire après incubation avec du TGF-β1 a été réalisée 

par une méthode colorimétrique, l’Alamar Blue. Le métabolisme est alors présenté sous la 

forme de pourcentage de réduction par cellule. Plus sa valeur est élevée, plus le 

métabolisme cellulaire est important. La figure III-9 montre les résultats obtenus. On peut 

constater que l’addition de TGF-β1 dans le milieu de culture diminue le métabolisme des 

cellules par rapport au milieu sans facteur de croissance. Cette diminution est moins 

importante à une concentration de 5 ng/mL et plus importante à une concentration de 10 

ng/mL. 
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Figure III-9 : Etude du métabolisme des CSMs soumises aux différentes concentrations de TGF-β1 

en utilisant l’Alamar Blue (n=3). 

 

II.3.  L’effet du TGF-β1 sur le cycle cellulaire des CSMs 

L’étude de l’effet du TGF-β1 sur le cycle cellulaire a été effectuée par cytométrie en 

flux. Deux concentrations de TGF-β1 ont été testées, 5ng/mL et 10 ng/mL, auxquelles s’est 

ajouté un contrôle sans facteur de croissance. Les cellules ont été cultivées en plaques de 6 

puits pendant un jour et trois jours. Il semble qu’après 1 jour de culture, la population 

cellulaire en phase S augmente pour les deux concentrations en TGF-β1. Par contre, au bout 

de 3 jours, elle diminue aux deux concentrations (Fig III-10 et Fig III-11). 

 
Figure III-10 : Analyse la phase de G1 du cycle cellulaire des CSMs (n=3). 
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Figure III-11 : Analyse la phase de S du cycle cellulaire des CSMs (n=3). 

 

II.4.  Etude de l’effet du TGF-β1 sur la phosphorylation de Smad3 

(Smad3p) dans les CSMs et les chondrocytes 

Dans la littérature, il est rapporté que plusieurs concentrations en TGF-β1 (1, 2, 5, 10 

ou 12,5 ng/mL) ont été étudiées, et ceci sur différents types de cellules : musculaires lisses, 

fibroblastes, CSMs du lapin ou bovines, etc [Seay U et al, 2005; Palmer G et al, 2000; 

Watanabe H et al, 2001]. Dans notre étude, trois concentrations en TGF-β1 ont été utilisées : 

1, 5 et 10 ng/mL afin d’analyser la réponse des CSMs à ce facteur de croissance. Les 

cellules ont été incubées pendant une heure avec les différentes concentrations en TGF-β1. 

Après ce temps, soit les cellules ont été fixées soit leurs protéines ont été extraites.  

La quantification des protéines Smad3 phosphorylées a été réalisée par western blot. 

Les résultats montrent que la présence du TGF-β1 induit une augmentation de pSmad3, 

avec un effet dose-dépendant (Figure III-12). Le maximum est obtenu à une concentration 

de 5 ng/mL, tandis qu’à 1ng/mL ou à 10 ng/mL l’effet est moins important.  

 

 
Figure III-12: Expression de Smad3p dans les CSMs soumises aux différentes concentrations de 

TGF-β1 pendant 1 heure par western-blot (image représentative de 3 expériences).  
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Afin d’étudier la localisation cellulaire des protéines pSmad3, les cellules ont été 

observées en microscopie de fluorescence après immunomarquage. Les images montrent 

qu’en l’absence de TGF-β1 le nombre de protéines pSmad3 est faible. De plus leur 

localisation est diffuse dans toute la cellule. L’addition du TGF-β1 dans le milieu de culture 

entraîne d’une part l’augmentation des protéines pSmad3 et d’autre part leur translocation 

nucléaire. Cet effet semble être dépendant de la dose avec cependant un maximum à 5 

ng/mL.  

 

 
Figure III-13 : Localisation de Smad3p dans les CSMs soumises aux différentes concentrations en 

TGF-β1 pendant 1 heure (Microscope confocal Leica, objectif 40x).  
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Une étude quantitative a été réalisée par la mesure de l’intensité de fluorescence dans 

les noyaux des cellules dans les différentes conditions de culture à l’aide du logiciel Image 

J. Les résultats, présentés sur la figure III-13 confirment l’effet du TGF-β1 sur la 

translocation nucléaire des protéines Smad3 après phosphorylation. Dans nos conditions de 

culture, cet effet est maximum à une concentration de 5 ng/mL. 

 

 
Figure III-14 : Analyse de l’intensité de fluorescence dans les noyaux des CSMs par le logiciel 

ImageJ (IMF : intensité moyenne de fluorescence ; *p<0,05, N=10).  

 

Des résultats similaires ont été trouvés dans les chondrocytes (figure III-15 et III-16), 

utilisés comme modèle de cellules différentiées. La présence du TGF-β1 induit une 

augmentation de Samd3p ainsi que sa translocation nucléaire. Cet effet est plus important à 

une concentration de 5 ng/mL. 
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Figure III-15 : Localisation de Smad3p dans les chondrocytes soumis aux différentes 

concentrations en TGF-β1 pendant 1 heure (Microscope confocal Leica, objectif 40x). 

 

 
Figure III-16 : Analyse de l’intensité de fluorescence dans les noyaux des chondrocytes par le 

logiciel ImageJ (IMF : intensité moyenne de fluorescence ; *p<0,05, N=10).   
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II.5.  Effet du TGF-β1 sur l’expression des gènes de Sox9, Runx2 et 

PPARγ dans les CSMs par RT-PCR. 

Le facteur de transcription Sox9 est nécessaire à la différenciation des CSMs en 

chondrocytes, tandis que les facteurs Runx2 et PPARγ sont importants respectivement pour 

l’ostéogenèse et l’adipogenèse respectivement. Dans nos expériences, nous avons étudié 

l’effet du TGF-β1 sur l’expression des gènes de Sox9, RunX2 et PPARγ dans les CSMs. 

Deux temps d’incubation ont été choisis : 30 minutes et 1 heure. L’addition du TGF-β1 

augmente l’expression de Sox9, avec un effet plus important à 1 heure (Figure III-17 et 

III-18). Les résultats montrent également une diminution de l’expression des gènes de 

PPARγ et Runx2 après stimulation avec du TGF-β1 (Figure III-19). 

 
Figure III-17 : Image de l’électrophorèse des ADNs (Sox9). 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

30 min 1 h

Ra
ti
o 
de

 S
ox
9/
G
A
PD

H

TGFβ‐1 (‐)

TGFβ‐1 (+)

 
Figure III-18 : Analyse de la densité de bandes d’ADN avec le logiciel QuantityOne. 
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Figure III-19 : Image de l’électrophorèse des ADNs (Runx2, PPARγ). 
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II.6.  Discussion 

Les TGFβs jouent un rôle important dans la différenciation des CSMs en chondrocytes, 

rôle qui dépend du stade de différenciation des cellules. Les études montrent qu’ils activent 

les premiers stades de la différenciation chondroblastique, mais inhibent la maturation des 

chondrocytes. In vivo, au sein du cartilage, les TGFβs interviennent de façon importante 

dans l’homéostasie du tissu au niveau de l’anabolisme. De plus, il a été montré que le 

TGF-β1 accélère la migration et la différenciation des chondrocytes ensemencés dans des 

biomatériaux [Khoshfetrat AB et al, 2008]. Nous avons, dans cette deuxième partie du 

travail, étudié le comportement des cellules en présence du TGFβ. Notre étude a d’abord 

porté sur l’influence du facteur de croissance sur la viabilité et le métabolisme cellulaire. 

Ceci nous a permis de contrôler nos conditions de travail. Puis, nous avons étudié l’effet du 

facteur de croissance sur la phosphorylation de la protéine Smad3 et sur l’expression du 

gène codant pour la protéine Sox9, facteur de transcription majeur de la chondrogenèse. 

 

L’addition du facteur de croissance dans le milieu de culture, quelque soit la 

concentration, n’as pas d’effet sur la viabilité cellulaire. En effet, un pourcentage de cellules 

vivantes qui avoisine 100% a été constaté. Cependant, une diminution du métabolisme des 

cellules en présence du TGF-β1 a été observée pour toutes les concentrations utilisées, avec 

un effet maximum à 10 ng/mL. Par ailleurs, le TGF-β1 intervient sur la prolifération des 

cellules. Après un jour de culture, le TGF-β1 induit une augmentation de la prolifération. Par 

contre, au bout de 3 jours, quand les CSMs commencent à se différencier, leur prolifération 

est diminuée. On peut faire l’hypothèse que la prolifération et la différenciation des CSMs 

sont antagonistes. Ces résultats sont en accord avec ceux de Plasilova M et al. qui ont trouvé 

que les CSMs ne peuvent pas proliférer et se différencier simultanément [Plasilova M et al, 

2009]. 

 

Dans un deuxième temps, nous avons étudié l’effet du TGF-β1 sur la phosphorylation 

des protéines Smad3. Il a été montré que cette protéine est phosphorylée dans les premières 

étapes de la chondrogenèse, puis elle active Sox9, un facteur de transcription nécessaire à 

cette différentiation. De plus, la protéine Smad3 a un rôle déterminant pendant l’inhibition 
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de la différenciation hypertrophique des chondrocytes. En absence de Smad3, les 

chondrocytes se différencient anormalement et ceci conduit au développement de 

l’ostéo-arthrite [Yang X et al, 2001]. Même si le mécanisme de l’effet des TGFβs sur la 

chondrogenèse des CSMs reste obscur, il est de plus en plus évident que l’effet du TGF-β1 

sur les différents stades de différenciation a un effet dépendant du temps. Plusieurs études ont 

montré que le TGF-β1 peut activer rapidement la voie de signalisation des Smads dans 

différentes types cellulaires [Seay U et al, 2005; Palmer G et al, 2000; Watanabe H et al, 

2001;]. En effet, la phosphorylation des R-Smads est augmentée après 30 minutes de 

traitement des cellules avec du TGF-β1, atteint son niveau maximum à 1 heure, puis diminue 

après 3 heures. Par ailleurs, Worster AA et al ont trouvé que l’effet de TGF-β1 sur les CSMs 

est dépendant de la concentration. Ils ont comparé trois concentrations de TGF-β1 (1 ng/mL, 

5 ng/mL, 10 ng/mL) sur la différenciation des CSMs en chondrocytes pendant 4 jours. La 

concentration de 5 ng/mL optimise la différenciation des CSMs et l’expression des gènes de 

Collagène I et Collagène II [Worster AA et al, 2000]. Khoshfetrat AB et al. ont également 

trouvé que la concentration de 5 ng/mL favorise la migration et la différenciation des 

chondrocytes encapsulés dans des hydrogels [Khoshfetrat AB et al, 2008]. 

Dans notre étude, nous avons confirmé que le TGF-β1 a une action dépendante de la 

concentration sur les deux types cellulaires utilisés, CSMs et chondrocytes. Dans notre 

modèle de culture, la phosphorylation des protéines Smad3 augmente avec une 

concentration de 1ng/mL, atteint son niveau maximal à 5 ng/mL puis diminue à 10 

ng/mL, tout en restant inférieur au témoin sans TGF-β1. Cette phosphorylation des protéines 

Smad3 est accompagnée d’une translocation nucléaire observée par microscopie de 

fluorescence. 

Dans un troisième temps, l’effet du TGF-β1 sur l’expression des gènes de Sox9, de 

RunX2 et de PPARγ a été analysé. Nous avons réalisé ces expériences avec une concentration 

de TGF-β1 de 5 ng/mL. Selon les résultats de RT-PCR, l’expression de Sox9 dans les CSMs 

est augmentée en présence de TGF-β1, de façon plus importante après 1 heure 

d’incubation qu’après 30 minutes. De plus, l’augmentation de l’expression de Sox9 

induite par le TGF-β1 coïncide avec la phosphorylation de Smad3 dans le temps. Selon 

la littérature, les deux facteurs de transcription, aussi bien Sox9 que Smad3 interviennent 

dans les premiers stades de la chondrogenèse [Yang X et al, 2001 ; Furumatsu T et al, 2005]. 
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On peut donc émettre une hypothèse  selon laquelle Smad3p qui se translocalise dans le 

noyau activerait l’expression de Sox9. Ensuite, Smad3p et Sox9 forment un complexe de 

transcription qui s’associe à la région d’enhancer du gène de Collagène II et active 

l’expression de son ARNm.  

 

 

En conclusion, on peut retenir les points suivants de cette partie: 

1. Le TGF-β1 augmente la phosphorylation de la protéine Smad3 dans les CSMs et les 

chondrocytes après 1h de stimulation. 

2. L’effet du TGF-β1 sur la phosphorylation de Smad3 est dépendant de la 

concentration, avec un effet maximum à 5ng/mL. 

3. Le TGF-β1 augmente l’expression du gène du facteur de transcription Sox9. 

 



Résultats et discussions 

‐ 154 ‐ 

Partie III: Etude de l’effet d’une contrainte d’étirement sur les CSMs 

et les chondrocytes 

Le rôle des contraintes mécaniques dans le développement et l'entretien des tissus 

biologiques est bien documenté, y compris plusieurs phénomènes régulés par les 

contraintes mécaniques, tels que le remodelage osseux et la plasticité des cellules 

musculaires lisses. Pendant la prolifération et la différenciation des CSMs de la moelle 

osseuse, la stimulation biomécanique joue un rôle aussi important que les facteurs 

biochimiques [Mouw JK et al, 2007; Huang CY et al, 2004 ; 2005].  

Sous contraintes contrôlées, les CSMs peuvent se différencier en chondrocytes et 

synthétiser les composants de la matrice extracellulaire. Toutefois, les forces sont souvent 

extrêmement complexes et difficiles à suivre et à contrôler in vivo. Pour mieux étudier les 

effets des contraintes mécaniques sur les cellules, nous avons travaillé in vitro et utilisé le 

système « Flexcell Tension plus » qui permet l'application d’une contrainte d’étirement 

biaxiale sur les cellules adhérentes sur des membranes de silicone élastiques.  

Nous avons tout d’abord étudié l’effet de l’étirement sur la viabilité et la prolifération 

des CSMs. Nous avons ensuite étudié l’effet des contraintes sur la phosphorylation de la 

protéine Smad3 et l’expression des gènes des facteurs de transcription Sox9, Runx2 et 

PPARγ. De plus, nous avons analysé différentes hypothèses concernant le mécanisme 

d’action des contraintes dans notre modèle d’étude.  
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III.1.  L’effet de l’étirement sur la viabilité des CSMs et des 

chondrocytes. 

L’effet de l’étirement sur la viabilité des cellules a été réalisé en utilisant le kit Vybrant 

/ Apoptosis TM. Tout d’abord, nous avons comparé la viabilité des cellules cultivées sur les 

plaques BioFlex avec celle des cellules cultivées dans des supports de culture classiques, 

dans notre cas, des plaques de culture à 6 puits coatées avec du collagène de type I. Après 

24hs de culture, le pourcentage de cellules vivantes diminue dans les plaques BioFlex 

(80 %), par rapport aux plaques témoin (90%) (Figure III-20). La diminution de la viabilité 

est accompagnée d’une augmentation de l’apoptose. Après 48hs de culture, on observe que 

le pourcentage des cellules en apoptose diminue et les cellules présentes sur la membrane 

sont vivantes.  

En présence d’étirement, la viabilité cellulaire diminue faiblement mais le nombre des 

cellules en apoptose augmente (Figure III-21). Il semble donc que la viabilité des cellules 

est diminuée avec la contrainte d’étirement. Cependant, le pourcentage des cellules vivantes 

reste toujours supérieur à 80%. 

 

 

Figure III-20 : Viabilité des CSMs cultivées dans une plaque six puits coatée avec du collagène de 

type I ou dans une plaque BioFlex en utilisant le kit Vybrant / Apoptosis TM. 
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Figure III-21 : Viabilité des CSMs avec ou sans étirement en utilisant le kit Vybrant / Apoptosis TM 

(SC: sans contrainte ; ET: étirement). 

 

Des résultats similaires ont été observés sur des chondrocytes cultivés dans des 

plaques Bioflex et soumis ou non à une contrainte d’étirement (Figure III-22). La viabilité 

des cellules est diminuée avec la contrainte d’étirement tandis qu’une augmentation de 

l’apoptose est observée. Comme pour les CSMs, le pourcentage des cellules vivantes reste 

toujours supérieur à 80%. 

 

 
Figure III-22 : Viabilité des chondrocytes avec ou sans étirement en utilisant le kit Vybrant / 

Apoptosis TM (SC: sans contrainte ; ET: étirement). 

 

III.2.  L’effet de l’étirement sur la prolifération des CSMs et des 

chondrocytes. 

L’analyse de la prolifération a été réalisée par la mesure des équivalentes de 

réduction dans le milieu de culture. Pour cela nous avons utilisé le réactif Alamar blue qui 

peut changer de couleur en fonction de l’état d’oxydo-réduction du milieu de culture. Tout 
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d’abord, nous avons comparé la prolifération des cellules cultivées sur les plaques Bioflex à 

celle des cellules cultivées dans des supports de culture classiques, dans notre cas des 

plaques de culture à 6 puits coatés avec du collagène de type I. Après 24hs de culture, une 

prolifération plus importante a été observée sur les membranes de silicone que sur les 

surfaces plastiques (Figure III-23). Nous avons ensuite analysé l’effet de l’étirement sur la 

prolifération des cellules (CSMs et chondrocytes) pendant 24 heures et 48 heures. Selon les 

résultats, il semble que le métabolisme cellulaire (CSMs et chondrocytes) est moins 

important avec l’étirement que en l’absence de contrainte (Figure III-24, III-25). 
 
 

 
Figure III-23 : Etude de la prolifération des CSMs cultivées dans une plaque six puits coatée avec 

du collagène de type I ou dans une plaque BioFlex en utilisant l’Alamar Blue (*p<0,05).  

 
 

 
Figure III-24 : Etude de la prolifération des CSMs avec ou sans étirement en utilisant l’Alamar 

Blue. (SC: sans contrainte ; ET: étirement ; *p<0,05) 

 

*

*
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Figure III-25 : Etude de la prolifération des chondrocytes avec ou sans étirement en utilisant 

l’Alamar Blue. (SC: sans contrainte ; ET: étirement ; *p<0,05) 

 

III.3.  L’effet de l’étirement équiaxial sur la phosphorylation de 

protéines Smad3 (Smad3p) 

III.3.1.  L’effet de l’étirement en fonction du temps 

Dans un premier temps nous avons analysé l’effet de l’étirement sur les cellules en 

fonction du temps. Pour cela, les cellules ont été cultivées sur des membranes de silicone 

coatées avec du collagène de type I pendant 48 heures, puis soumises à une contrainte 

d’étirement biaxial a une amplitude de 5 % et une fréquence de 0,5 Hz. Les expériences ont 

été réalisées à des temps de stimulations courts (10, 30, 60 et 180 minutes) qui nous 

permettent d’analyser des phénomènes de mécanotransduction impliquant des phénomènes 

de phosphorylation des protéines. Les Figures III-26 et III-27 montrent les résultats obtenus 

par western blot. On peut constater dans notre modèle d’étude, que l’application d’une 

contrainte mécanique d’étirement induit une augmentation de Sma3p à des temps courts. 

Cependant, le taux d’expression de Smad2/3 ne présente pas de changements. 

 

*

*
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Figure III-26: Expression de Smad3p et Smad2/3 dans les CSMs soumises ou non à un étirement 

pendant 10min, 30min, 1h et 3h. Analyse réalisé par western-blot (SC: sans contrainte ; ET: 

étirement). 

 
 

 
Figure III-27: Expression relative de Smad3p dans les CSMs pendant 10min, 30min, 1h et 3h par 

le logiciel QuantityOne (SC: sans contrainte ; ET: étirement) (BioRad, USA). 

 

Puis, nous avons fait un ratio de l’expression de Smad3p avec contrainte d’étirement et 

sans contrainte (Figure III-28). Nous avons trouvé un ratio significativement supérieur 

après 1h d’étirement comparé aux autres temps. 

 
Figure III-28: Ratio de l’expression de Smad3p avec contrainte d’étirement et sans contrainte dans 

les CSMs (SC: sans contrainte ; ET: étirement ; N=5, **p<0,05). 
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Pour analyser la localisation de Smad3p dans la cellule, nous avons utilisé 

l’immunofluorescence indirecte en microscopie confocale. Les résultats 

d’immunofluorescence indirecte montrent que la densité de fluorescence dans les noyaux 

des cellules soumises à l’étirement est plus importante que dans les cellules non exposées à 

la contrainte. Ceci indique que la protéine Smad3 se localise dans le noyau après 

l’application de la contrainte d’étirement. Le niveau de Smad3 nucléaire est maximum entre 

30 minutes et 1 heure, puis diminue à 3 heures.  

 

 

 

 

 
Figure III-29 : Expression de Smad3p dans les CSMs avec ou sans étirement, en présence ou 

absence de TGF-β1 pendant 10min, 30min, 1h et 3h (SC: sans contrainte ; ET: étirement) 

(Microscope confocal Leica, objectif 40x). 
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Figure III-30: Analyse l’intensité de fluorescence dans les noyaux des CSMs pendant 10min, 30min, 

1h et 3h par le logiciel ImageJ (SC: sans contrainte ; ET: étirement ; *P<0,05, N=10). 

Nous avons ensuite étudié l’effet de l’étirement sur les chondrocytes humains, utilisés 

comme un contrôle des cellules différenciées. Selon les résultats de western-blot, nous 

avons trouvé que la phosphorylation de Smad3 est plus importante sous étirement que sans 

contrainte. L’augmentation est plus conséquente pour les CSMs. Elle atteint son niveau 

maximum à 1 heure puis diminue à 3 heures (Figure III-31, Figure III-32). Pour localiser la 

protéine Smad3, nous avons ensuite fait une étude en microscopie confocale. La densité de 

fluorescence dans les noyaux est un indice de la phosphorylation de Smad3.  

 

 
Figure III-31: Expression de Smad3p dans les chondrocytes avec ou sans étirement pendant 10min, 

30min, 1h et 3h par western-blot (SC: sans contrainte ; ET: étirement). 

 
Figure III-32: Expression relative de Smad3p dans les chondrocytes avec ou sans étirement 

pendant 10min, 30min, 1h et 3h par le logiciel QuantityOne (BioRad, USA). (SC: sans contrainte ; 

ET: étirement) 

* 
*

*
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Figure III-33 : Expression de Smad2/3 des chondrocytes avec ou sans étirement pendant 10min, 

30min, 1h et 3h (SC: sans contrainte ; ET: étirement) (Microscope confocal Leica, objectif 40x). 
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Figure III-34 : Analyse de l’intensité de fluorescence dans les noyaux des chondrocytes pendant 

10min, 30min, 1h et 3h par le logiciel ImageJ (SC: sans contrainte ; ET: étirement ; IMF : intensité 

moyenne de fluorescence ; *p<0,05, N=10). 
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Ces études, tant pour les CSMs que pour les chondrocytes montrent un effet de 

l’étirement sur la phosphorylation de Smad3 qui est dépendant du temps.   

 

III.3.2.  Effet de l’interaction de l’étirement et du TGF-β1 sur la phosphorylation de 

Smad3 

Pour étudier s’il existe une synergie entre l’effet d’étirement et celui du TGF-β1 sur les 

CSMs, nous avons soumis les cellules à une contrainte d’étirement (5%, 0,5 Hz) en absence 

ou présence du TGF-β1 à une concentration de 5 ng/mL pendant 10 min, 30 min, 1h et 3h.  

 

 
 

Figure III-35: Expression de Smad3p dans les CSMs avec étirement, ou avec 5 ng/mL de TGF-β1 

pendant 10min, 30min, 1h et 3h par western-blot. (SC: sans contrainte ; ET: étirement) 

 

 
Figure III-36: Expression de Smad3p dans les CSMs avec étirement, avec ou sans TGF-β1 pendant 

10min, 30min, 1h et 3h par western-blot. (SC: sans contrainte ; ET: étirement ; ET+ : étirement+5 

ng/mL de TGF-β1) 

 

 
Figure III-37: Expression de Smad3p dans les CSMs avec TGF-β1, avec étirement, et avec 

étirement plus TGF-β1 pendant 10min, 30min, 1h et 3h par western-blott. (ET: étirement ; ET+ : 

étirement+5 ng/mL de TGF-β1) 

Smad3p 

GAPDH 
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Figure III-38: Expression relative de Smad3p des CSMs avec TGF-β1, avec étirement, et avec 

TGF-β1 plus étirement pendant 10min, 30min, 1h et 3h. (SC: sans contrainte ; ET: étirement) 

 

Selon les résultats de western blot (Figure III-35, III-36, III-37, III-38) et 

d’immunofluorescence indirecte (les images en microscope confocal sont dans le 

figure  III-29) nous avons pu montrer que la phosphorylation de Smad3 augmente sous 

contrainte d’étirement. La quantité de protéine Smad3 phosphorylée dans les noyaux des 

cellules après contrainte d’étirement est égale à celle trouvée après stimulation avec du 

TGF-β. Nous avons également observé un effet synergique entre le TGF-β1 et la contrainte 

d’étirement sur la phosphorylation de Smad3. Cet effet apparaît dépendant du temps, 

comme pour le TGFβ1 seul ou la contrainte d’étirement seule. Ces résultats correspondent à 

ce qui a été rapporté dans la littérature pour une contrainte mécanique de compression 

[Mouw JK et al, 2007].    

 

III.3.3.  Effet de la fréquence d’application de l’étirement sur la phosphorylation des 

protéines Smad3 

Nous avons comparé les deux fréquences d’étirement : 0,5 Hz et 1 Hz, sur les CSMs, 

pendant 30 minutes et 1 heure.  

 



Résultats et discussions 

‐ 165 ‐ 

 
Figure III-39: Expression de Smad3p dans les CSMs avec deux fréquences d’étirement pendant 

30min et 1h par western-blot. (SC: sans contrainte)  

 
Figure III-40: Expression relative de Smad3p dans les CSMs avec deux fréquences d’étirement 

pendant 30min et 1h par le logiciel Multi Gauge (Fujifilm, Japon) (SC: sans contrainte) 

 

 

 

 
 

Figure III-41 : Expression de Smad3p dans les CSMs avec deux fréquences d’étirement pendant 

30min (SC: sans contrainte ; vert : Smad3p, bleu : noyau) (Microscope confocal Leica, objectif 

40x). 
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Figure III-42 : Analyse de l’intensité de fluorescence dans les noyaux des CSMs avec deux 

fréquences d’étirement pendant 30min et 1h par le logiciel ImageJ (SC: sans contrainte ; *p<0,05, 

N=10).  

 

L’analyse des résultats de la phosphorylation de Smad3 montre que Smad3p augmente 

significativement sous contrainte d’étirement à une fréquence de 0,5 Hz et 1 Hz à 30 

minutes et à 1 heure. De plus, on observe que Smad3p se translocalise dans les noyaux. 

Aucune différence significative entre les deux fréquences n’a pu être mise en évidence. 

Toutefois, il semble qu’une fréquence de 0,5 Hz donne des résultats légèrement supérieurs. 

 

III.4.  Effet de l’étirement sur l’expression des gènes Sox9, Runx2, 

PPARγ et du Collagène II dans les CSMs. 

Nous avons montré, dans la deuxième partie des résultats, que la stimulation des 

CSMs avec le TGFβ-1 entraînait une augmentation de l’expression du gène de Sox9. Cet 

effet était plus important après une heure de stimulation qu’après 30 minutes. C’est 

pourquoi nous avons choisi, dans cette partie de notre étude, de soumettre les cellules à une 

contrainte d’étirement d’une heure et à deux fréquences : 0,5 Hz et 1 Hz.  

Les résultats montrent que l’expression de Sox9 augmente sous contrainte d’étirement 

par rapport à sans contrainte. De plus, il semble qu’avec la fréquence de 0,5 Hz, 

l’expression de Sox9 est plus forte qu’avec une fréquence d’ 1 Hz. Les résultats montrent 

également une diminution de l’expression des gènes de PPARγ après stimulation sous 

contrainte d’étirement. Ces résultats montrent que la contrainte d’étirement peut exercer un 

effet sur l’activité des facteurs de transcription impliqués dans la voie de signalisation du 

*

* * *
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TGFβ. L’effet observé diffère légèrement entre les deux fréquences appliquées, la fréquence 

de 0,5 Hz étant plus proche des conditions physiologiques.  

L’analyse des résultats montre également qu’il n’y pas d’expression du gène du 

Collagène II. On peut supposer que le temps de la contrainte d’étirement sur les CSMs est 

insuffisant pour activer le gène de Collagène II. 

 

 
Figure III-43 : Image de l’électrophorèse des ADNs (Sox9, Col II). (-): contrôle négatif. 
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Figure III-44: Analyse de la densité optique des bandes avec le logiciel d’image Quantity One. 

 

 
Figure III-45 : Image de l’électrophorèse des ADNs (Sox9, Runx2, PPARγ).  
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.  
Figure III-46: Analyse de la densité optique des bandes avec le logiciel d’image Quantity One. 

 

III.5.  Vers un mécanisme de mécanotransduction conduisant à la 
phosphorylation de Samd3 

III.5.1.  Implication du récepteur du TGFβ 

L’activation des récepteurs du TGF-β de type I (RI) et type II (RII) à la surface 

cellulaire initie non seulement la transduction de signal, mais aussi entraîne l’internalisation 

des récepteurs. Après application de la contrainte d’étirement sur les CSMs, et afin de 

visualiser les récepteurs, les cellules sont perméabilisées ou non afin d’étudier la 

localisation du récepteur du TGF RII. En l’absence de perméabilisation, seules les protéines 

membranaires sont détectées. Après perméabilisation, les protéines cytoplasmiques sont 

également détectées. 

Les résultats montrent la présence d’une plus grande quantité de RII après 

perméabilisation, traduisant une localisation cytoplasmique. La quantité de RII détectée 

après perméabilisation semble plus importante après stimulation avec une contrainte 

d’étirement (Figure III-47). Ceci pourrait indiquer que la contrainte mécanique favoriserait 

l’internalisation des récepteurs. 
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Figure III-47 : Expression de RII dans les CSMs avec deux fréquences d’étirement pendant 30min 

et 1h (SC: sans contrainte) (Microscope confocal Leica, objectif 40x). 

 

Afin de confirmer l’implication des récepteurs du TGF-β dans l’activation de la 

phosphorylation de Smad3 par la contrainte d’étirement, nous avons utilisé un inhibiteur du 

RI, le SB431542. Les résultats obtenus par western blot montrent une legère diminution de 

Sma3p quand les cellules sont traitées avec l’inhibiteur et soumises à la contrainte 

d’étirement (Figure III-48 et III-49). Ceci pourrait indiquer une participation mineure du 

recepteur RI  dans ce mécanisme d’action. D’autres voies pourraient être impliquées dans 

la phosphorylation de Smad3. Cependant, ces résultats restent à confirmer. 

 

 
Figure III-48 : Expression de la phosphorylation de Smad3 par western-blot. (iRI : inhibiteur du 

RI ; Témoin : étirement) 
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Figure III-49 : Analyse de l’expression de la phosphorylation de Smad3 par western-blot. (iRI : 

inhibiteur du RI ; Témoin : étirement) 

 

III.5.2.  Activation du TGFβ latent par la contrainte mécanique 

Le TGF-β est synthétisé sous la forme d’un complexe latent lié à des protéines LAP. 

Ce complexe latent est sécrété par toutes les cellules et se trouve soit en circulation soit lié à 

la matrice extracellulaire via des glycoprotéines appelées LTBP. Plusieurs mécanismes 

interviennent dans l’activation du TGF-β latent. Le rôle des contraintes mécaniques dans ce 

phénomène a déjà été décrit [Wells RG et al, 2008 ; Wipff PJ et al, 2007]. Notre hypothèse 

est que la contrainte d’étirement entraînerait une libération du TGF-β du complexe latent et 

puis une augmentation de Smad3p. 

Koli K et al, en travaillant avec des CSMs, on trouvé que la quantité de TGFβ-1 activé 

augmente parallèlement à l’augmentation de la synthèse de la MEC au cours de temps, car 

l’expression de LTBP augmente au cours de temps [Koli K et al, 2008]. Nous avons donc 

cultivé les cellules pendant 1 jour, 2 jours et 5 jours avant de les soumettre à la contrainte 

d’étirement puis nous avons pu observer : 

 

- Une augmentation de l’expression de la LTBP au cours de temps (Figure III-50), 

comme décrit par Koli et al, traduisant une augmentation de la synthèse du la MEC et 

la présence du TGFβ latent. 
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Figure III-50: Expression de LTBP-1 dans la matrice extracellulaire des CSMs pendant 1 jour, 2 

jours et 5 jours par immunofluorescence. (Les points rouges représentent l’expression de LTBP-1) 

 

- Une augmentation significative du TGFβ dosé par ELISA dans les surnageants du 

milieu de culture refléant le TGFβ total (libre et latent, complexé à la LTBP) après 

application d’une contrainte d’étirement de 0,5 Hz pendant 30 minutes et 1heure 

(Figure III-51) 

 
Figure III-51 : Analyse de la concentration de TGFβ-1 dans le surnageant de milieu de culture des 

CSMs avec ou sans contrainte d’étirement pendant 30min ou 1h par ELISA. (SC: sans contrainte ; 

*p<0,05) 

 
- Une augmentation de la phosphorylation de Smad3 après application de la contrainte 

d’étirement. Cependant, aucune différence n’est observé entre les différents temps de 

culture (1, 3 et 5 jours). (Figure III-52 et III-53) 
 

*
*
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Figure III-52: Expression de Smad3p et Smad2/3 dans les CSMs après 1 jour, 2 jours et 5 jours de 

prolifération, par western-blot, avec ou sans contrainte d’étirement pendant 30min ou 1h . (ET : 

étirement ; SC : sans contrainte) 

 
Figure III-53: Analyse de l’expression relative de Smad3p dans les CSMs avec ou sans l’étirement 

pendant 30min, 1h de 1 jour, 2 jours et 5 jours par le logiciel Multi Gauge (Fujifilm, Japon). (ET: 

étirement; SC : sans contrainte) 

 

L’ensemble de ces résultats montre que bien que l’expression de la LTBP augmente au 

cours du temps et que la quantité de Smad3p augmente après une contrainte d’étirement. 

Cependant, l’augmentation du temps de culture de 1 à 5 jours ne permet pas d’accroître la 

phosphorylation de Smad3. Deux hypothèses peuvent alors être émises : soit l’effet du 

TGFβ sur la phosphorylation de Smad3 est maximum dès J1 et on assiste à un phénomène 

de saturation, soit le TGFβ détecté n’a pas d’incidence majeure sur la phosphorylation de 

Smad3 et d’autres facteurs doivent être recherchés. La première hypothèse semble peu 

probable car les concentrations de TGFβ retrouvées dans les surnageants de culture sont 

très inférieures à celles que nous avions utilisées précédemment pour la stimulation des 

CSMs (paragraphe II-4, Figures III-12 et III-13) 
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Ces résultats ne nous premettent pas de montrer que le lien entre la contrainte 

mécanique d’étirement et la phosphorylation de Smad3 repose sur le TGFβ. 

 

III.5.3.  Implication du cytosquelette 

III.5.3.1.  L’effet de l’étirement sur la morphologie des CSMs 

La morphologie des CSMs a été étudiée après l’application d’étirement pendant 10min, 

30min, 1h et 3h. Les zones centrales des puits ont été étudiées afin de s’assurer que les 

cellules sont sousmises à une contrainte équibiaxiale homogène [Huang J et al, 2007]. Les 

images des cellules sont traitées avec un logiciel de traitement d’image (ImageJ), et les 

valeurs obtenues sont exploitées à l’aide d’un logiciel statistique (Microcal Origin 6.0).  

L’indice de forme est le rapport entre le petit et le grand axe de la cellule. Lorsqu’il 

est compris entre 0 et 0,5, la cellule est allongée, et lorsqu’il est compris entre 0,5 et 1, la 

cellule est arrondie. Les résultats montrent que les CSMs cultivées sur les membranes de 

silicone sont des cellules allongées, il apparaît que l’indice de forme diminue après 

application de la contrainte d’étirement, le maximum de cellules présentent un indice de 

forme compris entre 0,1 et 0,15 après 30 minutes de contrainte d’étirement. En 

conséquence, les cellules prennent une forme beaucoup plus allongée après 30 minutes 

d’application d’une contrainte d’étirement et conservent cette forme au moins jusqu’à 3 

heures (Figure III-54 et III-55). 
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Figure  III-54 : Histogrammes de distribution de l’indice de forme des CSMs soumises ou non à 

une contrainte d’étirement pendant 10min, 30min, 1h et 3h. Analyse avec le logiciel de traitement 

d’image (ImageJ) et le logiciel statistique (Microcal Origin 6.0). 
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Figure III-55 : Variation de l’indice de forme (médium) des CSM soumises ou non à une contrainte 

d’étirement pendant 10min, 30min, 1h et 3h (SC : sans contrainte). 

 

La Figure III-56 présente des images des composants du cytosquelette, les filaments 

d’actine en vert et les microtubules en rouge, dans les cellules soumisses ou pas à une 

contrainte d’étirement. Nous n’avons pas observé des changements au niveau des filaments 

d’actine dans les différentes conditions analysées. Par contre, une diminution de l’intensité 

de fluorescence des microtubules, ainsi qu’un changement de leur morphologie a été 

observée après stimulation mécanique. 
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Figure  III-56 : Images du cytosquelette des CSMs (vert: microfilaments; rouge: microtubules; 

bleu: noyau) sans et après application d’une contrainte d’étirement de fréquences 0,5Hz ou 1Hz 

pendant 30min (SC: sans contrainte) (Microscope confocal Leica, objectif 40x). 
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Pour les résultats du cytosquelette, on ne montre que les trois images ici. En fait, on 

n’a pas trouvé la différence de l’expression des microfilaments, ni microtubules, avec ou 

sans étirement. Par contre, on a trouvé la différence de leurs orientations et leurs 

distributions dans les CSMs (résultats non montrés) avec ou sans étirement. Pour confirmer 

ce qu’on a trouvé, il faudra les analyser avec un programme numérique. 
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III.6.  Discussion 

L'idée d'étudier l'effet de l’étirement cyclique équibiaxial, comme une forme de 

distorsion de stress, sur le chondroinduction est venue d'une étude réalisée par He et al. [He 

Y et al, 2004], dans laquelle il est rapporté que les fibroblastes du ligament répondent aux 

deux différentes stimulations mécaniques-l’étirement et la compression, par la synthèse 

mais aussi la dégradation de la matrice extracellulaire. Dans l’étude de Elder SH et al, la 

contrainte d’étirement cyclique biaxial (1 Hz et 15 %) est appliquée sur les CSMs pendant 

3 jours, 3 heures par jour. Après l’étirement, l’expression des gènes d’aggrécanne et 

collagène de type II est augmenté significativement [Elder SH et al, 2008].    

Dans la première partie de ce travail sur l’étude bibliographique, nous avions rappelé 

que la voie de différenciation des CSMs dépendait de l’élasticité de la MEC et de la rigidité 

de la surface d’adhésion des cellules, le cytosquelette jouant un rôle très important [Engler 

AJ et al, 2004 ; 2006 ; Patwari P et al, 2008]. Peut-être les membranes flexibles peuvent 

garder les cellules moins préstressées, augmenter la densité des cellules, qui est vers la 

différenciation des CSMs en chondrocytes.  

 

 
Figure  III-57 : Voies de différenciation des CSMs et infuence du cytosquelette in vitro. [D’après 

Patwari P et al, 2008]  
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Selon les résultats de nos expériences, les cellules prolifèrent mieux sur les 

membranes flexibles que les surfaces plastiques.  

L’application de la contrainte d’étirement dans un modèle en 3D étant très difficile 

àréaliser, la stimulation d’étirement peut être utilisée comme un facteur induisant la 

différenciation des CSMs, avant de soumettre les CSMs à la compression en 3D. En effet, 

on suppose que la stimulation d’étirement équibiaxial cyclique joue un rôle pendant 

la différenciation initiale des CSMs en chondrocytes. 

Dans nos expériences, nous avons étudié l’effet de l’étirement équibiaxial cyclique sur 

la transduction du signal des CSMs. Comme nous avons déjà étudié la voie de la 

signalisation de TGFβ, nous avons dans un premier temps voulu voir si l’étirement agit sur 

les CSMs via la même voie de signalisation que le TGFβ. Nos résultats montrent que l’effet 

d’étirement (0,5Hz, 5%) sur les deux types de cellules (CSMs et chondrocytes) exerce un 

effet similaire à celui du TGF-β1. La phosphorylation de Smad3 augmente avec l’étirement 

et Smad3p se translocalise dans les noyaux après contrainte d’étirement comparé à sans 

contrainte, et elle atteint son niveau maximum à 30 minutes ou à 1 heure, puis diminue à 3 

heures. Deux fréquences d’étirement : 0,5 Hz et 1 Hz, ont été testées et exercent 

pratiquement le même effet sur la phosphorylation de Smad3 des CSMs, 0,5 Hz est un peu 

mieux que 1 Hz. Ensuite la comparaison de l’effet de l’étirement et du TGF-β1 sur les 

CSMs, a permis de montrer que l’effet d’étirement est un peu moins que celui de TGF-β1 

sur la phosphorylation de Smad3. Toutefois, nous avons pu montrer qu’il existait un effet 

synergique sur la phosphorylation de Smad3 entre la contrainte d’étirement et l’ajout du 

TGF-β1 dans les CSMs. Ces résultats correspondent aux études dans lesquelles les facteurs 

biochimiques jouent un rôle synergique avec les facteurs biomécaniques sur la 

chondrogenèse des CSMs [Mouw JK et al, 2007]. 

Nous avons étudié l’effet de l’étirement sur l’expression des gènes qui sont en aval de 

la voie de signalisation, Sox9 et Collagène de type II. Le gène de Sox9 est activé avec ou 

sans traitement d’étirement pendant 1 heure, de plus, l’effet de l’étirement est plus 

important que sans contrainte. Un effet plus important est observé à 0,5 Hz qu’à 1 Hz. 

Toutefois, l’effet est inférieur à celui observé après TGF-β1 (Figure III-58). 
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Figure  III-58 : Comparaison de l’expression de gène de Sox9 sous l’effet de TGF-β1 et 

d’étirement. 

 

La contrainte d’étirement exerçant les mêmes effets que TGF-β1, notamment sur la 

phosphorylation de Smad3, on peut légitimement se demander si la voie de signalisation 

empruntée est la même. Récemment, des études ont démontré que le TGF-β pouvait être 

activé dans la matrice extracellulaire (MEC) lorsque les cellules se contractaient et que la 

MEC était résistante (Figure III-59 A) ; l’absence de résistance la MEC, et même si les 

cellules sont contractées, le TGF-β ne peut pas être activé [Wells RG et al, 2008 ; Wipff PJ 

et al, 2007]. On peut imaginer que l’étirement peut induire la sécrétion de TGF-β1, qui est 

activé dans la MEC? 

 

 
Figure  III-59 : Schéma de l’activation de TGFβ dans la matrice extracellulaire. [D’après Wipff PJ 

et al, 2007]   

 

Cependant nos résultats ne nous permettent pas de montrer que le lien entre la 

contrainte mécanique d’étirement et la phosphorylation de Smad3 repose sur le TGFβ. 
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En ingénierie tissulaire, la combinaison d’un support tridimensionnel, de cellules et de 

facteurs de différenciation (biochimique et biomécanique) qui permette d’améliorer la 

fonctionnalité du tissu néoformé. Les CSMs représentent une source cellulaire alternative 

pour l’ingénierie tissulaire du cartilage grâce à leur facilité d’obtention, leur capacité de 

prolifération et leur potentiel de différenciation en chondrocytes. De nombreux facteurs 

mécaniques et biochimiques, ainsi que leur mode de culture (2D ou 3D) dans des 

biomatériaux peuvent intervenir dans les processus de la chondrogenèse.  

 

L’objet de notre travail était de définir les premières étapes dans la reconstruction d’un 

biocartilage :  

- isolement et expansion des CSMs à partir de la moelle osseuse, 

- définition des stimulations biochimiques et biomécaniques, étude la voie de 

signalisation de TGFβ.  

 

Dans la première partie, nous avons optimisé les conditions de culture cellulaire in 

vitro pour l’isolement et l’expansion des CSM humaines à partir de la moelle osseuse. La 

figure IV-1 montre une stratégie classique d’ingénierie tissulaire, et les deux premières 

étapes correspondent à la première partie de nos études. 

 

 
Figure IV-1 : Etapes impliquées dans l’ingénierie du cartilage [D’après Freyria AM et al, 2008].  

 

Nos résultats montrent que le milieu de culture de α-MEM favorise la prolifération 

des CSMs par rapport au milieu DMEM. Les cultures dans ce milieu nous ont permis 
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d’obtenir des cellules de meilleure qualité. Nous avons montré également que la densité 

initiale d’ensemencement des cellules mononucléaires (CMNs) de la moelle osseuse 

influence le taux de prolifération dans l’expansion initiale ainsi que la qualité des 

CSMs obtenues. Les conditions choisies sont présentées dans le tableau.  

 

Tableau IV-1 : Conditions de culture choisies pour les expériences. 

Paramètres Conditions choisies 

Milieu de culture α-MEM, 10% SVF 

Boîtes de culture 25 cm2 P0, P1, P2, puis 75 cm2 

Densité d’ensemencement pour l’isolement 50000 CMNs/cm2 

Densité d’ensemencement pour la culture 1000 cellules/cm2 

Passage d’utilisation des cellules P4 

 

Dans cette stratégie classique d’ingénierie tissulaire, la troisième étape correspond à 

l’induction de la différenciation. Cette étape a été étudiée dans les deuxième et troisième 

parties de nos études. Nous avons identifié les facteurs d’induction suivants un facteur 

biochimique (TGF-β1) et un facteur biomécanique (étirement équibiaxial), sur la voie de la 

signalisation de TGFβ.  

 

  
 

Dans la deuxième partie, nous avons étudié l’effet de TGF-β1 sur la phosphorylation 

de Smad3 (Smad3p) par western blot ainsi que sa localisation dans les CSMs et les 



Conclusions et perspectives 

‐ 184 ‐ 

chondrocytes par immunofluorescence. L’effet du TGF-β1 sur l’expression des gènes des 

facteurs de transcription impliqués dans la différenciation des CSMs, Sox9, Runx2 et 

PPARγ a également été analysé.  

 

Les résultats obtenus dans cette partie montrent que : 

1. Le TGFβ1 augmente la phosphorylation de la protéine Smad3 dans les CSMs et les 

chondrocytes après 1h de stimulation. 

2. L’effet du TGFβ1 sur la phosphorylation de Smad3 est dépendant de la 

concentration, avec un maximum à 5ng/mL. 

3. Le TGFβ1 induit une translocation nucléaire de la protéine Smad3 dans les CSMs et 

les chondrocytes après 1h de stimulation. On observe un maximum à 5 ng/mL.  

4. Le TGFβ1 augmente l’expression du gène du facteur de transcription Sox9. 

 

Dans la troisième partie, nous avons étudié l’effet de l’étirement équibiaxial  sur la 

voie de signalisation de TGF-β. Pour cela nous avons analysé la phosphorylation et la 

localisation de la protéine Smad3 dans les CSMs et les chondrocytes, en fonction du temps 

et de la fréquence de stimulation. De plus, nous nous sommes intéressés à l’interaction 

entre l’étirement équibiaxial et le TGF-β1. Nous avons également étudié l’expression des 

gènes des facteurs de transcription Sox9, Runx2 et PPARγ après stimulation mécanique des 

cellules. Enfin, pour essayer de comprendre le mécanisme conduisant à la phosphorylation 

de Smad3 dans les cellules après stimulation mécanique, nous avons étudié l’effet de 

l’étirement sur la localisation du récepteur du TGF-β de type II, l’activation de TGF-β1 

latent, la morphologie et le cytosquelette cellulaire. 

 

Les résultats obtenus dans cette partie montrent que : 

1. L’étirement augmente la phosphorylation de Smad3 dans les CSMs, avec un effet 

dépendant du temps,  mais indépendant de la fréquence. 

2. Il y a un effet synergique entre l’étirement et le TGF-β1. 

3. L’étirement augmente l’expression de l’ARNm du facteur de transcription Sox9, 

avec un effet dépendant de la fréquence. 

En conclusion, nous avons confirmé que l’étirement équibiaxial peut activer la voie de 
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signalisation du TGF-β. Ceci permettra l’engagement des CSMs vers une lignée 

chondrocytaire.  

Mais le mécanisme avec lequel l’étirement équibiaxial active la phosphorylation de la 

protéine Smad3 reste inexpliqué. En fonction de la voie de signalisation de TGF-β, nous 

avons émis trois hypothèses : 

1. Les récepteurs de TGF-β de type I et type II (RI et RII) sont activés avec 

l’étirement, 

2. Le TGF-β1 synthétisé et stocké dans la MEC sous la forme latent, est activé par 

l’étirement.  

3. L’effet de l’étirement passe par le cytosquelette (microfilaments, microtubules), 

qui ensuite active la voie de signalisation de TGF-β. 

 

Selon nos résultats, il semble que les deux premières hypothèses ont une mineure 

participation à l’activation de la voie de signalisation de TGF-β. Par contre, il faudra 

confirmer la participation des microtubules dans cette voie. En effet, différentes études ont 

montré que la participation des microtubules dans la mécanotransduction des cellules 

soumises à une contrainte d’étirement [Putnam AJ et al, 1998; 2003]. Pour cela, nous 

pouvons utiliser des inhibiteurs de l’état de polymérisation des microtubules. 

 

De plus, il serait intéressant d’étudier l’effet d’une autre contrainte mécanique, la 

compression sur les CSMs. Une étude préliminaire a été conduite sur l’effet du TGF-β1 et 

la compression sur la phosphorylation de Smad3 dans les CSMs ou le cytosquelette des 

CSMs ensemencés dans un biomatériau tridimensionnel (hydrogel d’alginate/HA). Nous 

avons observé que le TGF-β1 augmente la phosphorylation de Smad3 dans les CSMs en 3D 

(Figure IV-2). Par contre, l’expression du cytosquelette des CSMs diminue après la 

stimulation de compression ou de TGF-β1 (Figure IV-3 et IV-4). 
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Figure IV-2: Expression de Smad3 dans les CSMs après stimulation avec TGF-β1 ou pas. 

 

   

   
 

Figure IV-3: Expression du cytosquelette des CSMs avec ou san une contrainte de compression 

(vert : microfilament ; rouge : microtubule ; SC : sans contrainte) 

 

 
Figure IV-4: Expression du cytosquelette des CSMs après stimulation avec TGF-β1 (vert : 

microfilament) 
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RESUME 
Mécanotransduction et cellules souches mésenchymateuses humaines: étude de l’effet d’une 
contrainte d’étirement équibiaxial sur la voie de TGF-β. 

Le TGF-β (Transforming growth factor-β) joue un rôle très important dans la différenciation des 
cellules souches mésenchymateuses humaines (CSMs) en chondrocytes. La contrainte mécanique joue 
un rôle important aussi dans la différenciation des CSMs, mais, le mécanisme de mécanotransduction 
reste obscur. Le but de nos travaux a été de définir l’effet; a des temps courts de l’étirement équibiaxial 
(0,5 Hz ou 1 Hz, 5%) sur les CSMs. Dans un premier temps, nous avons étudié les conditions de culture 
pour l’isolement et l’expansion des CSMs, et nous avons choisi les conditions de culture optimales pour 
ces CSMs. Dans un deuxième temps, nous avons étudié l’effet du TGF-β1 sur les CSMs et les 
chondrocytes. Nous avons trouvé que la phosphorylation de Smad3 est augmentée après 1 heur de 
stimulation avec du TGF-β1, mais diminuée après 3 heures: Au même temps, Smad3p s’est 
translocalisée dans le noyau. C’est un effet dépendant de la concentration. L’expression du gène de Sox9 
est augmentée également après stimulation avec du TGF-β1. Dans un troisième temps, nous avons étudié 
l’effet de la contrainte d’étirement sur les CSMs et les chondrocytes. Nous avons trouvé que la contrainte 
d’étirement avait le même effet que le TGF-β1 sur la phosphorylation de Smad3 et l’expression du gène 
de Sox9. En plus, avec l’étirement, le TGF-β1 latent est activé, le RII est internalisé et les CSMs sont 
plus alongées. De plus, il y avait un effet synergique entre l’étirement et le TGF-β1. En conclusion, la 
contrainte d’étirement active la différenciation des CSMs par l’activation de la voie du TGF-β. Il semble 
que le mécanisme de mécanotransduction est contrôlé par plusieurs facteurs.  
Mots Clés : Cellules souches mésenchymateuses, Transforming growth factor-β, Contrainte d’étirement, 
Mécanotransduction, Différenciation, Smad3, Sox9. 

ABSTRACT 
Mechanotransduction and human mesenchymal stem cells: study of the effect of a equibiaxial 
strain on the TGF-β pathway. 

Transforming growth factor-β (TGF-β) is a key factor for chondrogenic differentiation of human 
mesenchymal stem cells (hMSCs). Mechanical loading has also been shown to be important in MSC 
differentiation, but mechanisms by which mechanotransduction occurs remain largely elusive. The aim of 
our work was to define the short-time effect of cyclic tensile strain (CTS, 0.5 Hz or 1 Hz, 5% equibiaxial 
strain) on the hMSCs. Firstly, we investigated the culture parameters for the isolation of hMSCs and by 
which the initial expansion was influenced. We chose the opitimal culture conditions for hMSCs. 
Secondly, we studied the effect of TGF-β1 on the hMSCs and chondrocytes. We found that Smad3 
phosphorylation (Smad3p) was increased after 1 hour by the stimulation of TGF-β1, but decreased after 
3 hours, Smad3p translocation to the nucleus was observed too, and the effect was dose-dependent. At the 
same time, TGF-β1 increased the expression of the gene of Sox9. Finally, we studied the effect of CTS 
on the hMSCs and chondrocytes. Results showed that CTS had the same effect that TGF-β1 on the 
Smad3 phosphorylation and the expression of the gene of Sox9: CTS increases the latent TGF-β1 in the 
medium, increases the internalisation of the type II TGF-β receptor and changes the form of hMSCs. 
Moreover a synergy effect between CTS and TGF-β1 was observed. We conclude that CTS could 
stimulate MSC differentiation by the activation of endogenous TGF-β signaling pathway. It seems that the 
mechanisms of mechanotransduction are controlled by multiple factors. 
Keywords: Mesenchymal stem cells, Transforming growth factor-β, mechanical loading, 
Mechanotransduction, Differentiation, Smad3, Sox9. 
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