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Introduction

Le tissu osseux a un role essentiel pour I'orgaeidirassure une fonction mécanique,
supportant le poids du corps et les diverses dotdésamécaniques engendrées a chaque
mouvement. Sa constitution biochimique et son dsgdion architecturale lui conférent
ses propriétés d’élasticité et de résistance m@uaniLe tissu osseux posséde une
fonction métabolique : 99% du calcium et 90% dugpihomre se trouvent au niveau du
squelette. Par son remodelage permanent, il lilmerestock des sels minéraux,
participant ainsi au contréle du métabolisme phosgltique. Le tissu osseux abrite la
mcelle osseuse. Celle-ci est localisée au niveauidptyses des os longs et dans les
espaces medullaires délimités par les travéessdu tisseux trabéculaire des épiphyses
ainsi que dans les os plats. La meelle osseusee esitde de I'hématopoiese : elle
contient les précurseurs des cellules sanguindiilése souches hématopoiétiques,
CSH) soutenues par un tissu stromal composé de neos#s cellules (fibroblastes,
cellules endothéliales, fibres musculaires lisssdipocytes). Le stroma meédullaire
contient également les cellules souches mésencbyses (CSM) a l'origine des
principales cellules stromales. Les cellules hépuitiiques, stromales, et osseuses
(ostéoblastes et ostéoclastes) sont étroitemesg 8€ influent les unes sur les autres.
Les interactions se font par contact cellule/cellubu cellule/matrice ou par
I'intermédiaire de facteurs locaux (facteurs deisgance et cytokines) et hormonaux.
L’ensemble cellules/facteurs/matrice constitue leicraenvironnement 0sseux,
responsable de l'activité concertée et synchrong atéoblastes et ostéoclastes,

permettant le remodelage du tissu osseux.

Le remodelage osseux consiste en la résorptionatioen par les ostéoclastes suivi de
son remplacement par une nouvelle unité de stmiciaite d’une matrice calcifiée
formée par les ostéoblastes. Ce processus esgukatéd’'un équilibre entre résorption
et formation et permet le renouvellement du tissseax. Toutes modifications du
microenvironnement 0sseux peuvent amener a uneureuptde I'équilibre
résorption/formation, a l'origine de nombreuseséopathies. Elles peuvent étre
d’'origine métabolique, hormonale ou génétique. Lastéopathies métaboliques
proviennent d'une perturbation des facteurs hormenaou daltérations du
microenvironnement osseux induisant le plus fréquent une hyper-résorption,
responsable d'une perte de masse osseuse : c'estslele I'ostéoporose. Dans les
ostéopathies génétiques, certaines cellules duoamgironnement osseux du patient

sont anormales : c’'est le cas notamment de l'osté&ge imparfaite ou il existe une

-11 -



Introduction

mutation au niveau du gene codant pour le collaggoeéuit par les ostéoblastes ou de
I'ostéopétrose, altération d'un géne induisant wteninution de [lactivité des
ostéoclastes. Dans ces deux cas, la greffe de masHeuse est une stratégie
thérapeutique faisant I'objet d’études cliniqueiiiitz et coll. 2001; Tolaret coll.
2006).

Le tissu osseux a la remarquable capacité a seégagéet réparer spontanément une
lésion osseuse, comme lors d’'une fracture. Cepéndambserve dans 5 a 10% des cas
un retard ou une absence de consolidation. Dansirmes pathologies tumorales,
infectieuses ou traumatiques, il est nécessairésruer des segments osseux de taille
trop importante pour permettre une réparation spwrd. La reconstruction d’'un os
fonctionnel dans les grandes pertes de substarsseises demeure problématique. La
thérapeutique de choix pourrait étre la transptariaau niveau de la lésion, de cellules
ayant un potentiel de différenciation osseuse éalpblement mises en place dans un
biomatériau servant de support : il s’agit d'ingéi@ tissulaire (Niklason 2000). De
nombreuses études précliniques chez I'animal socire nécessaires afin d’optimiser
le tissu osseux de substitution élaboreé, selorolace de cellules, le biomatériau et
d’éventuels facteurs bioactifs utilisés, et de détrey son efficacité dans des modéles

mimant au mieux certaines applications cliniques.

Le travail présenté dans cette thése concernedééenréclinique de l'utilisation de
cellules médullaires pour la réparation du tissseag. Ce domaine regroupe la thérapie
des pertes osseuses par hyper-remodelage maismégaldes déficits de taille

importante a réparation non spontanée.

Une premiere partie sera consacrée a synthétisecdenaissances actuelles sur les
cellules de la meelle osseuse et leur microenvinmene. Nous décrirons les thérapies
cellulaires qui peuvent étre envisagée pour laredjwam du tissu osseux et nhotamment
nous détaillerons les perspectives apportées réeempar I'ingénierie tissulaire. Les

modeles animaux et cellulaires utilisés pour leslé&s précliniques seront abordés. La
deuxieme partie sera consacrée a la présentatos, ferme d’articles, des résultats

obtenus. Nous avons évalué la cytocompatibilitatjeeffes osseuses humaines suite a
différents procédés de purification. Un tissu ogsé@ remplacement a été élaboré par

combinaison d’'un greffon osseux xénogénique et aidisiles stromales médullaires

-12 -



Introduction

allogéniques pour la réparation d’'un déficit ddlgacritique au niveau du crane de
souris. L'utilisation d’'un modele de souris transigées pour la Green Fluorescent
Protein (GFP) nous a permis d’étudier le deveng cElules de mcelle osseuse aprés
implantation en site osseux ou transplantation dnsirculation générale. Les
modifications de la masse et de la microarchitectosseuse de souris irradiées et
transplantées seront présentées, Nous vous déchimométhode mise au point afin
d’isoler les précurseurs ostéoblastiques de ldifra@adhérente de la mcelle osseuse de

souris. Enfin, la troisieme partie exposera lestisions et perspectives de ce travalil.

-13-



Cellules et microenvironnement osseux

|. CELLULES ET MICROENVIRONNEMENT OSSEUX

1. LES CELLULES OSSEUSES

Les cellules osseuses sont : les ostéoclastenynespes de la résorption osseuse, les
ostéoblastes, responsables de la formation osstuss cellules qui en dérivent : les
ostéocytes, ostéoblastes emmurés dans la matiiciééeaet les cellules bordantes,
pouvant devenir des ostéoblastes actifs a la siite stimulus et qui recouvrent les
surfaces osseuses qui ne sont pas en cours deglaged

Les ostéoclastes sont des cellules plurinuclééé®de100 um de diametre, localisées
sur les surfaces osseuses. lls ont une origine tb@oidtique, provenant de la
prolifération, différenciation et fusion de préceuss de la lignée
monocyte/macrophage. L'ostéoclastogénese nécekesitenteractions étroites entre les
précurseurs et les cellules stromales/ostéobléBigsre 1). Des co-cultures de cellules
stromales et de cellules hématopoiétiques ont pemhei montrer qu’un contact
cellule/cellule est indispensable a linduction testéoclastogénése (Katagiri et
Takahashi 2002). Les trois facteurs clés control@ntprocessus sont: le M-CSF
(macrophage-colony stimulating factor), le ligandNKL (du récepteur RANK) se
trouvant a la surface des cellules stromales ebd&Enblastes et un récepteur soluble,
I'ostéoprotégerine (OPG). C’est le rapport OPG/RANHKui détermine le nombre
d’ostéoclastes formés le long des surfaces osseaisss que leur activité (Simonet
coll. 1997). Les marqueurs caractéristiques des ossteslaont, la phosphatase acide
tartrate résistante (TRACP), le récepteur a laitcaline et la cathepsine K (protéase)
(Boyle et coll.2003).

-14 -



Cellules et microenvironnement osseux

Précurseurs ostéoclastiques

’M-CSF

ﬂ OPG

@
3.y

Ostéoclaste

Figure 1: Role des cellules stromales/ostéoblastes dangdolststogenese

Les ostéoblastes sont des cellules cuboides molééesc disposées en couches
monocellulaires sur les surfaces osseuses. ligteatret déposent le collagene de type
[, protéine majoritaire du tissu osseux mais €galdnhes protéines non collagéniques
(ostéopontine, ostéocalcine, ostéonectine, sialém® osseuse) et des protéoglycanes
(Robey et coll. 1993). Les ostéoblastes régulent la formation aestaux
d’hydroxyapatite pour la minéralisation du tisswwellement formé (tissu osteoide) par
la sécrétion de la phosphatase alcaline (AlkP). astgéoblastes sont caractérisés par
I'expression de protéines de la matrice extracalielosseuse et une forte activité de
AIkP. La formation du tissu osseux peut se faire gssification membranaire (au
niveau des os du crane) ou endochondrale (pourosedongs). Dans le cas de
l'ossification membranaire, les ostéoblastes provemt directement de la
différenciation de cellules mésenchymateuses (stl@sh au niveau d’'une condensation
du tissu mésenchymateux. Dans [l'ossification endodhale, les cellules
mésenchymateuses se différentient dans un preergrst en chondrocytes et forment
une piéce cartilagineuse. Les ostéoblastes sontitenformés a partir de cellules
mésenchymateuses environnantes (Chetngpll. 1998). La différenciation des cellules
progénitrices en cellules spécifiques d’'un tissurégulée par I'expression de facteurs
de transcription tissu-spécifiques. L'expression Gl#al/Runx 2, d’'ostérix et dp-
catenin (voie de signalisation Wnt) est nécesgarg la différenciation ostéoblastique,

suivie par I'expression de nombreux facteurs destraption régulateurs comme AP-1,
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Cellules et microenvironnement osseux

DIx-5, Msx-2, etc (Marie 2001; Komori 2006). Le ¢dile de la formation osseuse fait
intervenir des facteurs systémiques (PTH, hormoseauelles, glucocorticoides et
vitamine D) et des facteurs locaux (IGF, BMP, TEGFFGF), produits par les
ostéoblastes eux-mémes, incorporés dans la matioesllement formée et libérés lors
de la résorption, permettant le recrutement, Idifpration et la différenciation des

précurseurs (Figure 2).

Vaisseaux
Cellules stromales

PTH\? ostéoprogénitrices

sanguins

+
Glucocorticoide

+ prolifération

<
BMP “0

+\ différenciation
IGF i
+ Ostéoblastes
-

—+

vitamine D

Tissu
ostéoide

Matrice
osseuse

Figure 2: Mécanismes de régulation du remodelage osseux.

Les ostéocytes sont des cellules emmurées au sdinrdatrice osseuse dans de petites
logettes (les ostéoplastes) ; ils dérivent desobtdétes. lIs sont reliés les uns aux

autres, et communiquent avec les cellules bordam¢esa surface osseuse, par un

systeme de prolongements cellulaires cheminant dassanalicules ménagés au sein
de la matrice osseuse. Jouant un role de mécapbeéce, ces cellules exercent une

influence importante sur la vitalité des autredubet osseuses. Il est possible que ce
soit I'apoptose des ostéocytes qui constitue lgetacdéclenchant I'ancrage des

ostéoclastes sur les surfaces osseuses et la m@gaoe de la résorption (Knothe Tate

et coll.2004).
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2. LES CELLULES SOUCHES DE LA MCELLE OSSEUSE

2.1. Définitions

Le renouvellement permanent de tissus tels la p@atestin et le tissu hématopoiétique
laisse présager I'existence de cellules a capakaégtorenouvellement, dites cellules
souches. Leur existence a été déemontrée expéritmeraat par leur fonction, faute de
criteres de reconnaissance spécifiques. Les cellstriches sont capables (1) de
proliférer, (2) de s’autorenouveller, (3) de crébez I'embryon ou pérenniser chez
I'adulte, la diversité des compartiments fonctidsn#un tissu, en produisant un large
spectre de cellules différenciées (Potten et Leefll990). Ce n’est que depuis une
dizaine d’années qu'’il a été démontré qu’une celdduche adulte, nichée dans un tissu
donné, pouvait engendrer des cellules différencas autre tissu ou d’'un autre
feuillet embryonnaire. Ce sont des expériencegatesplantation de cellules purifiees
ou a l'état clonal, par voie intraveineuse, a uceveur géenéralement irradié, qui ont
permis de décrire de surprenants « changementsidge » comme : cellules nerveuses
- cellules sanguines (Bjornsat coll. 1999), cellules de mcelle osseu2ecellules
hépatiques (Petersen coll. 1999). Ces observations ont été attribuées plasticité »
des cellules souches (Lakshmipathy et VerfailieD®0Q mais ce terme est tres
controversé car plusieurs mécanismes, comme larfullulaire (Yinget coll. 2002)

ou I'hétérogénéité des populations cellulairesisgtds, peuvent expliquer les trans-
différenciations observées.

Les cellules souches (CS) adultes sont rares gprireent aucun marqueur de surface
spécifique. Elles partagent certains antigenes @;D8y-1, CD133, Flk-1, Sca-1, c-
Kit) qui ne leur sont pas spécifiques. Une des pétds permettant de distinguer
certaines d’entre elles de cellules plus matursgtdeer capacité d’exclusion du colorant
vital Hoechst 33342 qui se fixe sur les molécul@DiN, permettant de définir cette
population comme une SP (side population) (Goaatetioll. 1996; Zhouet coll. 2001).
Ces cellules SP expulsent le colorant grace ain@sgion de transporteurs de la famille
ABC (ATP-binding cassette transporter).

Des CS adultes sont présentes principalement aaumisiu cerveau (CS neuronales), de
I'intestin, de I'épiderme (CS épithéliales) et denhcelle osseuse. Les principales CS de
la meelle osseuse sont les cellules souches hénigtigpes (CSH) donnant naissance
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aux différentes cellules sanguines et les cellglmsches mésenchymateuses (CSM).
D’autres CS sont présentes en plus faible quatdits la moelle osseuse dont certaines

n'ont été décrites que trés recemment (MAPCs, MIAKIIs, RS-1 cells..).

2.2. Les cellules souches hématopoiétiques (CSH)

2.2.1. Caractérisation
Les CSH sont les cellules souches adultes les gtludiées et les plus utilisées en
clinique. Leur isolement et caractérisation ont ddgeloppés grace a la technique de
FACS (Fluorescence Activated Cell sorting) qui permla reconnaissance,
quantification et séparation de sous-populationisile@es selon leurs caractéristiques
morphologiques ou phénotypiques. Les CSH murinasegpondent a la fraction
cellulaire négative pour tous les marqueurs sppef de la lignée hématopoiétique soit
CD11b pour les macrophages et granulocytes, CD8 lpswcellules T, B220 pour les
cellules B et Ter-119 pour les globules rouges.pbpulation CD11h CD3, B220,
Ter-119, dite Lin peut encore étre purifiee en CSH par I'expresslanstem cell
antigen Sca-1, de c-kit et une faible expressiomig-1. Une seule cellule de cette
population c-kitSca-1linThy-1* (cellules KSL) injectée a une souris irradiée, peut
produire 'ensemble des lymphocytes et des cellugsloides différenciées nécessaires
a la restauration définitive d’'un statut hématapgi normal, mais également des
cellules souches capables a leur tour de restd@reysteme hématopoiétique d’'un
receveur secondaire irradié (Osaetecoll. 1996). Chez 'lhomme, la population liest
enrichie en CSH en sélectionnant la sous-popula@ib34 CD38. La population SP
(exclusion de Hoechst) de la mcelle osseuse eskiméshie en CSH a potentiel de
repopulation a long-terme chez la souris (Goodeltoll. 1996) mais constitue chez
'’homme une population cellulaire plus hétérogendhérmtypiquement et
fonctionnellement (Nayloet coll. 2005). Des CSH sont également présentes dans le
sang circulant (Janseet coll. 2005) et dans le sang du cordon ombilical (Rodha e
Gluckman 2006).
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2.2.2. Auto-renouvellement et différenciation :imotde niche biologique des

CSH
L’auto-renouvellement est la propriété de produdes cellules filles a chaque
génération capables des mémes propriétés de ragénégue la cellule mere. Ce
potentiel est bien décrit pour les CSH puisqueamde CSH injectée chez un receveur
irradié permet une restauration permanente dutdt@matologique. L'expansion des
CSHiin vitro est un véritable défi (Sauvageaticoll. 2004). Une co-culture avec des
cellules stromales ou divers cytokines comme Imgtell factor, la thrombopoiétine, et
les interleukines 1, 3, 6 ou 11 n'ont permis quauto-renouvellement limité (Reya
2003). Il est actuellement démontré que les différg@otentiels des CSH et des autres
CS adultes sont conditionnés par la niche biologidans laguelle est située la @S
vivo (Moore et Lemischka 2006). La niche biologique @&SH est formée par le
microenvironnement matriciel et des cellules mésgmateuses au niveau de la surface
endostéale des os longs (Askenasycoll. 2002) (Figure 3). Les ostéoblastes sont
directement impliqués dans la niche des CSH parcamtact direct cellule/cellule
impliquant des molécules d’adhésion (N-cadherid@pnqget coll. 2003) et le systeme
Notch/Jagged (Calwet coll. 2003) ou par sécrétion de I'angiopoiétine-1 (AndArai
et coll. 2004) et de Wnt (Reyat coll. 2003), ligands respectifs du récepteur a la
tyrosine kinase-2 (Tie-2) et du récepteur Frizzleds protéines matricielles ont
également un rble important dans la niche héma#tipoe comme |'ostéopontine,
secrétée par les ostéoblastes, qui contribue aideation des CSH dans la région
endostéale et inhibe leur prolifération (Nilssencoll. 2005; Stieret coll. 2005). De
nombreux signaux et évéenements moléculaires oremedar balance quiescence/auto-
renouvellement/différenciation des CSH, mais lacdpg8on de leurs participations

respectives nécessite encore de nombreuses iratestig)
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Matrice extra cellulaire

o_0
Ang-lg ® Quiescence

Prolifération
Migration

Différenciation

intégrine p1 Apoptose

Ostéoblaste

Figure 3: Schématisation du contréle des CSH par les oltstsls au sein de la niche
hématopoiétique de la mcelle osseuse.
Ang-1 : Angiopoiétine-1 ; Tie-2 : Récepteur a leogme kinase 2 ; N-cad : N-cadhérine;

Opn : Ostéopontine.

Il est estimé que 1.5 x i@ellules sanguines doivent étre produites chageensle
chez l'adulte (Bryderet coll. 2006). Ce fort taux de renouvellement nécessite de
rigoureux mécanismes de contréle de 'homéostamie lé premier niveau réside dans
les CSH. Les CSH vont tout d’abord se différen@erprogéniteurs multipotents qui
n'ont plus de potentiel d’auto-renouvellement n@is peuvent se différencier dans les
lignées lymphoides et myéloides. De nombreux fastde croissance et cytokines vont
induire la différenciation des progéniteurs, abgsant a la production des différents
types de cellules sanguines : lymphocytes T, B edlules NK pour les cellules
lymphoides et les granulocytes, macrophages, écgtes et plaquettes pour les
cellules myéloides (Broudy 1997). Les CSH vont égeint étre a I'origine des cellules
dendritiques et des ostéoclastes. Outre la praztudies cellules sanguines, une grande
plasticité a été attribuée aux CSH. En effet, sjmansplantation de CSH plus ou moins
purifiées, des cellules différenciées provenanddoneur sont trouvées au niveau du

muscle (Jacksoret coll. 2001), du foie (Lagasset coll. 2000) et dans différents
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épithéliums (Krauseet coll. 2001). Les perturbations de la prolifération ou lde
différenciation des CSH ou des progéniteurs sdiori@ine de nombreuses pathologies.

2.2.4. Utilisations thérapeutiques

Les principales utilisations thérapeutiques des G8ht les transplantations pour les
traitements des hémopathies malignes (leucémiegyHgmes, myélomes) (Bensinger
et coll. 1996), affections sanguines congénitales/hérédgganémies (Kremeres coll.
2001), immunodéficiences (Antoinet coll. 2003)), certaines maladies métaboliques
congénitales (ostéopétrose (Tokrcoll. 2006)), maladies autoimmunes (van Laar et
Tyndall 2006), tumeurs solides (Hale 2005) ou dearreconstitutions apres de fortes
chimiothérapies (O'Shaughnesstycoll. 1994). Selon I'agence de la Biomédecine, en
France, en 2006, 3967 malades ont recu une oweplssinjections de CSH autologues
(62,3 %) ou allogéniques (33,7%) (Agence de la Bidaetine 2006). Actuellement, la
récupération des CSH se fait également a partgaahg périphérique. Cette procédure,
moins invasive que la récupération de meelle ossesteréférée (Jansencoll.2005).
Les populations purifiées de CSH sont encore piisagts pour la transplantation chez
les patients (Negrinet coll. 2000; Vose et coll. 2001). La propriété de

« transdifférenciation » des CSH a conduit a em@séeur utilisation pour la réparation
tissulaire lors d’infarctus du myocarde (Kaag coll. 2006) ou de lésions hépatiques
(Austin et Lagasse 2003) entre autres. De nouvetlksations expérimentales des CSH

sont en cours de développement, notamment la tleggapique (Malik 2007).

2.3. Les cellules souches mésenchymateuses (CSM)

2.3.1. Généralités

Friedensteiret coll ont été les premiers a démontrer I'existence, tkamscelle osseuse
de rat, de cellules stromales de type fibroblastiqarmant des colonies, capables de
fabriquer de I'os et du cartilage (Friedenstetrcoll. 1966; Friedensteiet coll. 1987).
Nommées dans un premier temps CFU-F (Colony Forroimigs-Fibroblast), elles ont
été renommées en CSM par Arnold Caplan en 19911¢€&®991). Par manque de
marqueurs de surface spécifiques, les CSM sontifides in vitro par leur capacité a
former des colonies et leur différenciation danédéntes conditions de culture en
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ostéoblastes, adipocytes et chondrocytes principaie (Kassem 2004).
Traditionnellement, les CSM sont obtenues a pddita fraction mononucléaire de la
mcelle osseuse adhérente a des surfaces plastRuestds et Giannoudis 2005). Elles
représentent 1/fG 1/16 des cellules mononuclées de la meelle osseusenetmedtre
grandement amplifiéem vitro dans des conditions standards de culture (just'a
doublements) ce qui facilite leurs éventuellesisatilons thérapeutiques (Pittengsr
coll. 1999). D’autres cellules souches a potentiels noggnateux ont été isolées du
périoste (Nakaharat coll. 1990; Fukumotcet coll. 2003), du cartilage (Alsalamedt
coll. 2004), du liquide synovial (Jones coll.2004), des muscles (Youmrg coll.2001),
des tendons (Salingcarnboriboehcoll. 2003), du systeme vasculaire (Abedincoll.
2004), du rein (Dekedt coll.2006) et du tissu adipeux (Dicketr coll. 2005).

2.3.2. Hétérogénéité des CSM
Il est aujourd’hui évident que les CSM sont une ylafion hétérogene en taille,
morphologie (Figure 4) et potentiels de différetiom (Aubin 1998; Colteret coll.
2001; D'lppolitoet coll. 2004). C’est pourquoi le terme de cellules stramale mcelle
osseuse est préféré pour décrire I'ensemble degesehdhérentes de la maelle osseuse
(Bianco et coll. 2001). Les méthodes d’extraction traditionnellegluisent une
contamination des CSM par des cellules hématopoiEti et endothéliales pouvant
également adhérer sur des surfaces plastiques ¢Badccoll. 2003). Alors que chez
I'hnomme et le rat la proportion des cellules hématétiques est raisonnable et diminue
avec le temps de culture, elle est tres importahez la souris ; l'isolement des CSM
chez la souris nécessite des étapes de purificaigyplémentaires comme une
immunodéplétion des cellules contaminantes (Vars3dkeret coll. 1994; Tropelet
coll. 2004). Il est également a noter que la proliféragt la différenciation des CSiM
vitro varie en fonction du donneur chez 'homme (indéla@mment de I'dge) ou de
I'espéce pour la souris, variations probablememtsda différentes représentations des
sous-populations de CSM (Phinnetycoll. 1999; Phinnet coll. 1999).

-22 -



Cellules et microenvironnement osseux

Figure 4 : Culture primaire de cellules de mcelle osseuse
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2.3.3. Phénotype
Le phénotype des CSM commence a étre bien coniuumanarqueur spécifique n’est
toujours pas identifié. Les principales caractiigts du phénotype des CSM sont :

- absence d’expression d’antigénes HLA de claks&lles ont une
faible immunogénicité. Cependant, cette expressisininductible en particulier par
I'interféron gamma dans les cellules indifférensi€iee Blancet coll.2003).

- absence d’expression de marqueurs de type hpoiatmues CD3,
CD4, CD11a, CD34 et CD45 permettant de les diséngles cellules hématopoiétiques
a partir d’'un échantillon de mcelle osseuse par FAGEenger et Martin 2004).

- expression de molécules de surface dont leadgaont présents sur
les cellules matures des lignées hématopoiéticpoegignant I'étroite interaction entre
ces deux types cellulaires (Majumdsrcoll.2003).

- expression de nombreuses intégrines jouant lenmfportant dans la
mobilité des CSM (Dochewet coll.2007).

2.3.4. CSM et microenvironnement
Les CSM secrétent de nombreuses cytokines et factii croissance, des protéines
matricielles et expriment des molécules d'adhés{@onget et Minguell 1999)
influencant directement sur le microenvironnemesgeox. L'étude du transcriptome
des CSM a montré que ces cellules expriment les rARI§s interleukines IL-6, IL-7,
IL-8, IL-11, IL-12, IL-14, IL-15, le Monocyte-Colon Stimulating Factor (M-CSF), le
Leukemia Inhibitory Factor (LIF), le Stem Cell Fact(SCF), le Granulocyte
Monocyte-Colony Stimulating Factor (GM-CSF) et lmmulocyte-Colony Stimulating

Factor (G-CSF) (Majumdaet coll. 1998). Par ce microenvironnement, les CSM
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pY

participent a la survie, la prolifération et diéciation des précurseurs
hématopoiétiques. Ce rdle de soutien de 'hémaggpgdar les CSM a été démorniiré
vitro par des expériences de co-culture (Bennaceur-&hrigt coll.2001; Majumdaket
coll. 2003) etin vivo par des expériences de co-transplantation (Angelop et coll.
2003). Les CSM secretent également la thrombopeiéthpliquée dans la régulation
de la mégacaryocytopoiese (Chegigcoll. 2000). Par les facteurs solubles qu’elles
produisent, les CSM ont une action dose-dépendahiiitrice sur la prolifération des
lymphocytes T induite par des cellules dendritiqugsuant ainsi un roéle
d'immunomodulateur utilisé dans certaines straggieérapeutiques (Lazares coll.
2005).

2.3.4. Potentiels de différenciation

Les CSM ont été pendant longtemps qualifiées deleslsouches multipotentes a la
vue de leur différenciation uniqguement en celldes tissus conjonctifs. Elles n’étaient
associées qu’'a la formation des différents tissmgonictifs, incluant I'os, le cartilage, le
muscle lisse, les ligaments, les tendons et la askpeux (Pittengeet coll. 1999). Les
CSM de la meelle osseuse sont aussi capables darsodditions environnementales
particuliéresin vitro ou in vivo de se différencier en cellules musculaires catdiaq
(Toma et coll. 2002), squelettiques (Pittenget coll. 2002), cellules endothéliales
(Davaniet coll. 2003), péricytes (Gojet coll.2003), cellules neuronales (Loegcoll.
2005), hépatocytes (Thorgeirsson et Grisham 2Qafifi)pcytes (Drusenheimet coll.
2007) et cellules pancréatiques (Chen coll. 2004). Ces différentes voies de
différenciation sont induite vitro par des stimuli chimiques divers dont certaing fon
appels a des agents déméthylants (5-azacytidinelivapd potentiellement

reprogrammer les cellulés vitro.

2.3.3. Utilisations thérapeutiques
L’utilisation clinique des CSM est effective ou &sagée dans 4 domaines :
- L’implantation locale : des rapports de cas cligisjont prouvés
I'efficacité de linjection locale de CSM autologueamplifiéesex vivo pour le
traitement de défauts osseux de grandes taille8sages fractures non cicatrisées
(Quarto et coll. 2001). Des études cliniques sont également enscpour évaluer

I'efficacité de I'utilisation des CSM pour les irfisances cardiaques (Ohniséi coll.
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2007), les maladies artérielles périphériques (ShaiteYuyama et coll. 2002) ou
coronaires (Wollertet coll. 2004) et les plaies chroniques de la peau (Badiata
Falanga 2003). L'injection directe de CSM dansdeveau a été testée chez le rat et la
souris. Les CSM implantées acquiérent un phénatgueonal partiel et leur présence
permet un rétablissement fonctionnel (Sanchez-R&062; Zhacet coll. 2002). Mais

il est peu probable que ce rétablissement foncéibswoit d0 a I'intégration de nouvelles
cellules neuronales ; il pourrait-étre provoqué ges facteurs secrétés par les CSM
implantées suggérant un rdle trophique ou cytoptete sur les progeéniteurs
préexistants.

- La transplantation systémique : la transplantadenCSM peut-
étre envisagée dans le cas de maladies liees asiomationnement des cellules des
tissus conjonctifs. Cette technique thérapeutiquetéautilisée pour le traitement de
I'ostéogénése imparfaite (Horwiet coll. 2001), I'ostéopétrose (Tolat coll. 2006) ou
le syndrome de Hurler, maladie génétique dégénérdite a un déficit enzymatique
qui est responsable de I'accumulation de glycosagiynanes (Kocet coll. 2002). La
transplantation de CSM est envisagée dans de nasdwemaladies dégénératives
comme la myopathie de Duchenne (Jensen et Drap@@z; Preyfuset coll. 2004;
Peaultet coll.2007). Les CSM amplifiéesx vivosont également transplantées avec les
CSH afin de réduire la réaction du greffon continéte et ainsi d’améliorer la greffe
des CSH (Koet coll.2002; Bacigalupo 2004; Le Blawet coll.2007).

- Thérapie cellulaire combinée a la thérapie génidas CSM sont
capables d’exprimer des protéines exogenes, comare egemple la tyrosine
hydroxylase (Luet coll. 2005), l'interleukine 3 (Allayet coll. 1997) ou la BMP-4
(Zhanget coll. 2004) pendant une longue période tout en mainteleans capacités
aprés transplantation. Zhareg coll ont obtenu une augmentation de la formation
osseuse chez la souris, aprées injection intrameiduille CSM transfectées avec le géne
de la BMP-4 humaine (Zhareg coll.2004).

- L’ingénierie tissulaire : les CSM sont cultivéesr sdes
biomatériaux tridimensionnels dans des conditiamsuture particuliéres permettant la
formation ex vivode tissus ou organes (Stock et Vacanti 2001). ddades cliniques
d’ingénierie tissulaire pour le cartilage (VacasttiVacanti 1994; Hunziker 2002) et la
peau (Boyceet coll.2000) sont menées mais pour de nombreux tissoiganes, elles
sont encore expérimentales. L'ingénierie tissulduetissu osseux est détaillée dans le

prochain chapitre de cette thése.
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2.4. Les Multipotent Adult progenitor cells (MAPCs)

Les MAPCs sont des cellules rares, découverte®en @ianget coll. 2002; Verfaillie
2005) parmi les CSM, ayant des potentiels de @malifon et de différenciation plus
vastes, rendant leur potentiel thérapeutique pluacaf. Contrairement aux CSM, elles
peuvent étre cultivées indéfiniment (>100 doubleisienPlacéesn vitro dans des
conditions adéquat en cytokines et nutrimentsM&#Cs se différencient en cellules
entoblastiques (hépatocytes) (Schwatzoll. 2002), mésoblastiques (endothéliales et
hématologiques) (Reyest coll. 2002) et ectoblastiques (neuronales) (Zlehocoll.
2002). Ces potentiels de différenciation ont étéfiomésin vivo apres injection a des
receveurs irradiés. Micro-injectées dans un blgstode souris, une seule de ces
cellules contribue a la formation de tous les 8ssmbryonnaires a I'exception du tissu
nerveux (Jianget coll. 2002). Les MAPCS ont été comparées aux celluleshss
embryonnaires du fait de leur capacité de difféadiun et proposées comme
précurseur commun aux CSH et CSM (Coulombel 20@8it dlexistence avait été
suggérée par ailleurs (Krausecoll.2001; Dominiciet coll.2004). Une premiere étude
a démontré que la transplantation de MAPCs chezsdesis irradiées permet une
reconstitution hématopoiétique avec production 8¢ @t des différentes populations
cellulaires hématopoiétiques (Serafaicoll. 2007). Les MAPCs ont été décrites chez
la souris, le rat et 'homme (Schwartt coll. 2002), a partir de meelle osseuse mais
également de muscle et de cerveau (Jigingoll. 2002). Elles sont sélectionnées par
culture a faible densité cellulaire, sur un suppedouvert de fibronectine, dans un
milieu pauvre en sérum (<2%) additionné d’'EGF (epithl growth factor), PDGF
(platelet-derived growth factor) et LIF. Une immuiéplétion de cellules CD45et
TER119 est réalisée avant la mise en culture pour I''selet des MAPCs chez la

souris.

2.5. Les précurseurs endothéliaux

La mcelle osseuse contient des progéniteurs deleekndothéliales (PCE) (Ragit
coll. 1994; Schattemamt coll. 2007) qui participent a la morphogénése du systeme
vasculaire postnatale (Asahagt coll. 1999). Deux origines ont été décrites pour les

PCE : 'hémangioblaste médullaire et les MAPCs éotangioblaste, initialement décrit
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parmi les cellules souches embryonnaires, précurseumun aux CSH et PCE, a été
isolé de la meelle osseuse selon leur phénotype TB3dascular endothelial growth
factor receptor 2 (KDR)(Pelosiet coll. 2002). Les CSH peuvent avoir une activité
d’hémangioblaste et étre a l'origine de PCE longnd’ |ésion tissulaire (Graet coll.
2002; Baileyet coll. 2004). Les MAPCs cultivées en présence de VEGBc(tar
endothelial growth factor) se différencient en el CD34, VE-cadherifi et FIkT
(vascular endothelial growth factor receptor-2), épbtype caractéristique des
angioblastes, puis en cellules endothéliales fonaoglles. In vivo, les cellules
endothéliales dérivées de MAPCs humaines contribiida néoangiogénése tumorale
et & la cicatrisation (Reyes coll. 2002). L'utilité des PCE issus de la mcelle osseuse
dans le remodelage vasculaire des pathologies nsghés et de [linfarctus du

myocarde est reconnue (Orét coll.2001; Stamnet coll.2003; Finneyet coll.2006).

2.6. Précurseurs des péricytes et péricytes

Les péricytes, également appelés cellules de raugetvascular smooth muscle cells »,
sont les cellules de soutient des cellules endatkél Elles participent au remodelage
du systéme vasculaire chez I'adulte en permettastdbilisation et la maturation des
vaisseaux neoformés (Betshodtizcoll. 2005). Récemment, il a été démontré I'existence
de précurseurs de péricytes dans la meelle ossRagm(fieet coll. 2004). Des cellules
de mcelle osseuse transplantées chez des sours @peeischémie cérébrale, sont
retrouvées au niveau du parenchyme cérébral maigrds sont associées au systeme
vasculaire. Ces dernieres sont entourées d’'une na@lbasale, expriment la desmine
et vimentine, mais pas de marqueurs de cellulesteéliales, les identifiant comme des
péricytes (Kokovayet coll. 2006). Ces précurseurs sont également recrutésdir
I'angiogénese tumorale (Sorgg coll. 2005). Les progéniteurs extraits des tumeurs ne
sont pas des péricytes matures, sont issus deldation sca-1des CSH et peuvent se
différencier en péricytes maturiesvitro.

Les péricytes sont eux-mémes des précurseurs pdasytes issus des capillaires
rétiniens se différencient en ostéoblastes et aloaytesin vitro etin vivo (Dohertyet
coll. 1998; Collettet coll.2003) et les péricytes extraits des vaisseauxusasmglu tissu
musculaire squelettique ont été décrits comme dEzupseurs myogéniques (Dellavalle
et coll.2007).
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2.7. Les autres (MIAMI, TCSC, RS-1)

De nombreuses autres sous-populations de CSM énsaées de la meelle osseuse et
décrites comme des cellules souches adultes prasifpluripotentes (différenciation

dans les 3 feuillets embryonnaires) ou multipotente

= Les Marrow-Isolated Adult Multilineage Inducible (AMMI) cells (D'lppolito
et coll. 2004). Ces cellules sont obtenues a partir deatgion adhérente (CSM) de la
meelle osseuse humaine apres 14 jours de cultuceleveellules non adhérentes. Les
colonies formées sont remises en culture a faillesite cellulaire, sur un support
recouvert de fibronectine (Fn), avec 2% de séruntesgent et en hypoxie soit 5% O
(au lieu de 21% dans l'air), 5% G@t 92% N. Cette population cellulaire peut se
différencier, en présence de cytokines et facteappropriés, en ostéoblastes,
chondrocytes, adipocytes mais également en cellakegronales et en cellules
produisant de I'insuline, ressemblant & des fgpencréatiques. Elles maintiennent ces
potentiels de différenciation aprés plus de 50 tkmbnts. Les MIAMI cells expriment
des marqueurs de surface non exprimées par lessastus-populations de CSM

comme le CD10.

= Les Tissue Committed Stem Cells (TCSC) (Kueia coll. 2005). Cette
population cellulaire a été obtenue chez la soetithomme. Ce sont les cellules
CXCR4 parmi les cellules non-hématopoiétiques (CP4& la moelle osseuse. Le
CXCRA4 est le récepteur spécifique du chémoattraetasthemokine stromal derived
factor-1 (CDF-1) secrété par les ostéoblastesplilastes et cellules endothéliales.
L’axe CDF-1-CXCR4 a été principalement décrit déprocessus de migration des
CSH du foie vers la mcelle osseuse par la circulatignérale au cours de
'embryogénése. Il a été montré que I'expressio®DE-1 et d’autres chémoattractants
était augmentée au niveau d'un tissu endommagéngttemt la mobilisation des
cellules souches de la mcelle osseuse (HSC ou MSCR@¥ dans la circulation
générale pour aller au niveau de la lésion et @peti a la réparation tissulaire. Ce

phénomene expliquerait 'observation de CSM dansdeg périphérique (Eghbali-
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Fatourechiet coll. 2005) et d’autres tissus ou elles ne sont pasdites, par exemple
des CSH au niveau du muscle squelettique (McKirffregmaret coll.2002).

» Les Recycling Stem cells (RS) (Coltet coll. 2000; Colteret coll. 2001).
Leur découverte est venue de I'observation desimdtde CSM humaines. La culture a
tres faible densité (3 cellules/cm?) est composéecdllules morphologiquement
différentes : de petites cellules fusiformes, dandes cellules aplaties et de toutes
petites cellules rondes, non granulaires. Ces éeamisont les cellules RS, a taux de
prolifération rapide, semblant générer les CSMr(des cellules aplaties) et ayant de
meilleures capacités de différenciation ostéogérsget chondrogéniques (Coltet
coll. 2001). Les marqueurs de surface permettant deistimguer des CSM sont le

FLK-1, le récepteur a la transferrine et I'annexine

Ces découvertes (MAPC, RS-1, TCSC, MIAMI) sont éssule différents protocoles
expérimentaux incluant des milieux, temps et coowlt de culture cellulaires
différentes (table 1). La preuve de leur existenoéavon’a pas encore été déemontrée. Il
est impossible de savoir a I'heure actuelle sdifférentes sous populations de CSM ne
sont pas en fait un seul et méme précurseuivo, dont les variances sont apparues au

cours de la cultura vitro.
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Conditions de

Nom Proportion  Isolement culture Caractéristiques
CSM 1/10* a4 1/16 CMN. CEU-F Standard morphologies
de CMN ' variables
CMN, 2% 2% SVF, Fn, EGF, pas de sénescence en
MAPC ND SVF, EGF, PDGF, LIF, 1000 culture, proches des
PDGF, LIF, Fn ¢/cm2 CSE
Cellules non- MOT, hypoxie : etites cellules avec
hématopoiétiques MIAMI ND 2% ’SVylf, Fn,, h)é%oﬂgog(@fr\n/f IzJeu de cytoplasme,
CDh45 CFU-F ' pluripotentes
population
N MOT PN
1/10°a 1/14 : hétérogéne,
TCSC deCMN CXCRM.SDF' ND pluripotente, dans de
1 gradient :
nombreux tissus
petites cellules non
RS 1/(%2126 CMN, 3 ¢/cm? standard granulaires a
expansion rapide
Cellules Co-culture avec
. s 1/10de  c-kit"Sca-1lin’ des cellules e
hemaéog;)l;thues CSH MOT Thy-1* stromales. plasticitéin vivo

Expansion faible

Table 1:Principales cellules souches présentent dans leroeseuse : différentes

conditions d’isolement et de culture.

CMN : cellules mononuclées ; MOT : mcelle osseutsdq CSE : cellules souches

embryonnaires ; ND : non déterminé
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. THERAPIES CELLULAIRES POUR LA REPARATION DU
TISSU OSSEUX

Le terme thérapie cellulaire désigne un ensemble ndavelles techniques ou
technologies permettant le remplacement ou la #érgéion de cellules non
fonctionnelles par des cellules saines et fonctdas.

L'utilisation des cellules souches suscite un &teggrandissant dans la communauté
orthopédique depuis que I'on sait obtenir a paftin petit nombre de ces cellules un
grand nombre de cellules ostéogéniques. L'utilisatie ces cellules est envisagée dans
deux situations cliniques bien différentes. Danspuemier cas, elles pourraient étre
injectées par voie systémique, pour traiter prialement des maladies osseuses
d’origine génétique. Le but ultime étant que lelfubes injectées (ou leur descendance)
migrent dans le squelette et se substituent preigeaent aux cellules malades. Dans
un second cas, des cellules ostéogéniques seaamalifieesin vitro puis transplantées
localement, pour combler des pertes de substaseri®s. Pour cela, apres avoir obtenu
un nombre important de cellules ostéogéniques tir gamn prélévement limité, elles
seront associées a un matériau support et/ou afaddsurs de croissance, pour

constituer un substitut d’autogreffe osseuse.
La compréhension des mécanismes cellulaires etcoalées de la réparation du tissu

osseux est indispensable pour le développemeniélapies basées sur la régénération

osseuse.

1. LA REPARATION DU TISSU OSSEUX

1.1. La régénération spontanée

Le tissu osseux a la capacité de se régénérersuite fracture. La cicatrisation fait
appel a de nombreux mécanismes cellulaires et miaiées impliquant principalement
la moelle osseuse, les vaisseaux et le périostdgEl 1998; Dimitriouet coll. 2005).

Certains processus cellulaires impliqués dansgaredion des fractures sont également
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impliqués dans I'ostéointégration d’un implant durdgreffon en site osseux mais sans
formation osseuse endochondrale (cal cartilagin@uryeauet coll.2003).

Apres un traumatisme ou un acte chirurgical, lesofés vasculaires engendrent un
hématome avec accumulation de plaguettes. Lesufactie croissance et cytokines
produits par les plaquettes et les lésions tig®dai provoquent une réaction
inflammatoire avec l'arrivée de leucocytes polydgs, de lymphocytes, monocytes et
macrophages au niveau de I'hématome. Le PDGF et &ferétés par les plaquettes,
les IL-1, IL-6 et TNFe secrétés par les cellules inflammatoires induisknt
chémoattraction des cellules inflammatoires, la ratign, prolifération et
différenciation des CSM provenant du périoste, 'dadoste et de la mcelle osseuse
(Bolander 1992). L’angiogéneése, indispensablepolasuite de la régénération osseuse
est régulée par les voies du VEGF et des angiopeg(Gerstenfel@t coll. 2003). En
méme temps, les BMP sont relarguées de la matsiseuse endommagée et secrétées
par les premiéres CSM recrutées (Bostrom et Camd&®8). Les CSM vont se
différencier en ostéoblastes et chondrocytes driboer a la formation d’'une nouvelle
matrice. Les ostéoblastes dérivés du périoste feomter un tissu osseux non lamellaire
de type woven bone en périphérie pour assureralailisation des deux fragments
osseux lors d’'une fracture (ou de I'os avec le lat@riau implanté). Dans les zones
mécaniquement moins stables et hypoxiques, commeniaeau de I'hématome
fracturaire, la formation osseuse est endochondwilte a la différenciation des CSM
en chondrocytes (Boyaet coll. 1996). Lorsque la stabilité mécanique est étaldie,
tissu cartilagineux calcifié est éliminé par degéoslastes et remplacé par du woven
bone avec recrutement de nouvelles cellules ostgeépitrices. La vascularisation des
tissus nouvellement formés va permettre le remgeetiu woven bone en os lamellaire
avec des systemes de Havers, plus résistant.

Du fait de la migration de cellules inflammatoil@s mésenchymateuses des tissus de
I'environnement immédiat, la régénération ossepemtanée dans le foyer de fracture
n'est possible que si la perte osseuse est faibigi@ les deux fragments osseux sont
proches. Dans le cas de pertes osseuses plus am@gst ou de non-union
(pseudarthrose), une greffe est nécessaire poubleoifespace, apporter un soutien
mécanique et un support pour la migration des lesllu
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1.2. Les greffes osseuses et autres substituts

D’apres Giannoudist coll, 2.2 millions de greffes osseuses sont réalisees de
monde chaque année en chirurgie orthopédique (ewndits de lacunes osseuses,
reprises de protheses, ostéotomies...), neurogieruiarthrothéses vertébrales), en
chirurgie reconstructrice, ainsi que dans le domadentaire, en particulier la
parodontologie et l'implantologie, représentant aout de 2.5 billions de dollars
(Giannoudiset coll. 2005). Les greffes osseuses consistent en un eamebt d’un
défaut osseux par un biomatériau pouvant étre elatwr synthétique, celui-ci devant
permettre une stimulation de la cicatrisation. téoegonduction, I'ostéoinduction et la
biocompatibilité sont trois éléments essentiels aa régénération conduisant a
I’ ostéointégration du matériau au niveau du site osseux recevewostédconduction
décrit la capacité de colonisation du matériaudes cellules, des vaisseaux sanguins
puis d'un os néoformé. bstéoinduction consiste en un recrutement et une activation
des CSM de I'h6te au niveau des tissus environngmaavant se différencier en

ostéoblastes.

1.2.1. Les greffes osseuses

L’ autogreffe est le meilleur matériau de comblement car il pdesdes propriétés
d’ostéoconduction, ostéoinduction et possede égalemses propres cellules
ostéogéniques (Perry 1999). De l'os trabéculaifeuetortical est prélevé le plus
souvent au niveau de la créte iliaque des patieais également au niveau du tibia, de
la fibule, des cotes ou de la symphyse mentonnigé® greffes autologues d’os cortical
peuvent étre réalisées avec le pédicule vasculageélérant la consolidation de la
greffe (Pederson et Person 2007). Les avantagd¢sudegreffe sont une absence de
réaction de rejet et un potentiel ostéogénique Bprésence de cellules et de facteurs
ostéogéniques. Il est toutefois a noter que de neusks cellules ne survivent pas apres
l'implantation (Sandhuet coll. 1999). En plus de la chirurgie additionnelle et de
'augmentation des temps d’intervention, le préfgeat du greffon est associé a 8,5 -
20% de complications, notamment la formation d’hiemmee, d’hémorragie, de Iésions
nerveuses, d’infections, des dommages esthétiqupariois des douleurs chroniques
(Arrington et coll. 1996; Rosset coll. 2000; Seiler et Johnson 2000). La réalisation

d’une autogreffe est limitée par la quantité ddfgrepréleve et par sa qualité.
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Les allogreffes représentent une alternative répandue aux aufegrétGGraham et
Stockley 2004; Dennis et Little 2005). Une grandeargité d'os cortical et/ou
trabéculaire, voire des pieces anatomiques enjipes/ent étre obtenues a partir de
rebuts chirurgicaux (principalement des tétes fées) ou a partir de cadavres.
Actuellement, les greffons allogéniques ne doiy#as contenir de cellules vivantes, de
facon a éviter les réactions immunologiques. Ldilisation nécessite des précautions
supplémentaires pour diminuer les risques infektieti les potentiels risques de
transmission de maladies virales. La sécurisatexidnienne et virale des greffons est
assurée par une seélection stricte des donneurgspdégions aseptiques de prélevement
et de conservation, une mise en quarantaine danbat®ues de tissus, a -80°C et une
stérilisation par irradiatiop (Buck et Malinin 1994). Différents types d’alloffiess sont
utilisés : fraichement congelées, lyophilisées et@éminéralisées. La congélation
permet de détruire les cellules du greffon, quieresependant inflammatoire par la
présence des débris cellulaires et de protéineslesl (VandeVordet coll. 2005), ce
qui retarde les mécanismes d’incorporation de ddéf@i(Stevensoet coll. 1996; Strong

et coll. 1996). De plus, la congélation n’empéche pas ifEpies infectieux viraux et
bactériens (Friedlaendet coll. 1976; Eastlund 1995). La stérilisation par irréidiay

ne doit étre réalisée qu’apres la purification wtaut la délipidation du greffon, sous
peine de produire un matériau présentant des eftdéteres sur les cellules osseuses
(Chappardet coll. 1993; Moreatet coll. 2000). Les allogreffes lyophilisées présentent
une solidité trés fortement diminuée du fait depparition de craquelures
macroscopiques et microscopiques lors de la réstitra (Sandhiet coll. 1999). Les
greffons déminéralisés par des agents chimiquassque¢ I'éthanol, I'urée et l'acide
chlorhydrique présentent moins de risques de tresson virale (Melloniget coll.
1992; Swenson et Arnoczky 2003), sont moins inflatwines mais également moins
bien incorporés que des allogreffes fraichemengeldes (Ehrler et Vaccaro 2000). Il
semblerait que les allogreffes déminéralisées swhii plus d’apposition osseuse
lorsqu’elles contiennent 2 % de calcium résiduelr@his et coll. 2006). Récemment,
plusieurs sociétés ont développé des procédés fiannale nettoyer, purifier et
désinfecter des allogreffes humaines de facon dumedes greffons propres et stériles,
facilement stockables et distribuables. Le traiteimghysique par COsupercritique
permet d’éliminer les lipides de fragments osseeiginde taille (Fagest coll. 1994;
Frayssinetet coll. 1998). La délipidation permet ensuite le traitehgar des solutions

agueuses oxydatives (peroxyde d’hydrogéne, soudeoyr le nettoyage et
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I'élimination des protéines solubles. Certainepgkffes osseuses sont actuellement
commercialisées. Cependant, il n’existe aujourddugun consensus sur les traitements
a appliquer pour la purification des allogreffesesses humaines et peu d’études
précises sur le retentissement des différents géscétilisés ont été entreprises pour

vérifier leur(s) effet(s) ou inactivité sur la qit@ldes greffons.

Lesxénogreffesosseuses sont connues depuis trés longtemps (L84} et plusieurs
spécialités préparées a partir d'os bovin ont @#rgercialisées en France et a
I'étranger. Cependant, le risque théorique de mm@sson d’'agents infectieux non
conventionnels (prion) lié a I'encéphalopathie gpfarme bovine a considérablement
diminué I'emploi de ces substituts (Butler 1998; IdMet coll. 2001). L'utilisation
d’autres especes animales (ex : le porc) pour épgpation de greffons osseux a été
proposée dans la littérature (Kb coll.2004) mais expose a un risque de pandémie par

activation d’oncovirus.

1.2.2. Les autres substituts osseux

Un grand nombre d’alternatives aux greffes osseaeas commercialisées. On peut
distinguer les biomatériaux de comblement (nécessgbour combler des défauts
osseux) et les biomatériaux prothétiques nécessgimir remplacer une piéce

squelettique (prothéses articulaires, implants alesg). Le cahier des charges des
biomatériaux est strict puisqu’ils sont appelés ravdiller simultanément sous

contraintes biologigues, mécaniques et chimiquagélussite a moyen et long terme de
'implant exige sa biocompatibilité, des propriétdécaniques compatibles avec le site
d’'implantation, une intégration optimale par saooidation par des cellules vasculaires
et osseuses et un contact direct avec I'os noumelie formé (matériau bioactif), sans
tissu fibreux intermédiaire. En plus de sa compmsiet de sa structure, I'état de
surface du biomatériau (sa topographie, son énealgiesurface) est un parametre
influencant les processus biologiques de l'incoapion de I'implant (Friedmaset coll.

1996; Degasnet coll.1999). Les substituts osseux sont naturels otnétiqties.

= Les matériaux naturels
Le corail ou la nacre ont été proposés comme dutsstisseux (Guillemiet coll. 1987;
Atlan et coll. 1999; Shors 1999). Ces biomatériaux sont ostéamedrs,
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biocompatibles mais n'ont pas les propriétés mégms nécessaires pour leur
utilisation dans des sites en charge. Les quardigi®nibles a I'échelon de la planete
s’averent infimes et des réactions indésirables éiét décrites avec ces matériaux
(Martin et coll.1993).

= Les métaux
lIs sont utilisés pour leur grande résistance mécan leur permettant de supporter un
régime de contraintes mécaniques physiologiquedagrgrplusieurs dizaines d’années.
Les biomatériaux métalliques peuvent-étre en tijaune alliages de titane, alliages de
cobalt-chrome-molybdéne ou des aciers inoxydablessont principalement utilisés
comme matériaux prothétiques. Les traitements daca) notamment I'augmentation
de la rugosité, ont permis d’augmenter la capatitétane a se lier directement a l'os,
sans l'intermédiaire de tissu fibreux (Busarcoll. 1991; Wennerbergt coll. 1995).
Cependant, les implants métalliques libérent des @ des particules d’'usure induisant
une réaction inflammatoire pouvant conduire a usealyse et un descellement de
prothése (Amstutet coll. 1992; Solovieet coll.2002; Wennerbergt coll.2004).

= Les céramiques

Des céramiques synthétiques, comme les phosphatesaldium et les bioverres,
peuvent étre préparées en grandes quantités etesgrnbrrespondre a une alternative
intéressante. lls ont 'avantage de se présentes différentes formes : céramiques ou
ciments, poreux ou pleins, en blocs ou en granufgsctables ou non. Malgré une
compatibilité tissulaire et cellulaire souvent diarde, elles présentent une valeur
biomécanique nettement inférieure a celle du tissseux, et leur friabilité ou leur
mauvaise resistance aux forces en compression @emédeur utilisation dans des sites
en charge (Kharet coll. 2000). Lesbioverres sont principalement utilisés pour le
recouvrement de prothése (Ducheyne et Cuckler 1892¢ comblement de pertes
osseuses au niveau de la machoire (Wilson et Lo92)1Cependant, ils exposent
'organisme a de grandes quantités de silice pau&tia néphrotoxique et générer des
maladies autoimmunes (Gorustoviehcoll. 2007). Parmi lephosphates de calcium
on distingue principalement les phosphates trigakes (TCP) dont I8TCP (Ca
(PQy)), I'hydroxyapatite (HA) (Ca (PQy)s (OH),) et les céramiques biphasées (BCP),

mélanges en proportions variables de HA epBEP (Jarcho 1981). Ces produits sont
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bioactifs, biocompatibles et ostéoconducteurs. L'E#t le minéral présent dans les
tissus calcifiés. De nombreux matériaux hybriddmse de phosphates de calcium ont
été proposés. La combinaison d’HA et d’'un polympeemet souvent de rendre ce
dernier plus ostéoconducteur. L'HA peut égalemeetvis de support pour

I'implantation de cellules et/ou de facteurs ost&ugues (Noshét coll.2000).

= Les polyméres
Un polymere est formé par l'assemblage de macrarutdé formant des chaines
principales et des chaines latérales dont I'ageapnérconditionne la structure, mais
également les comportements mécaniques et chimidugslymere. Les polyméres
peuvent étre d'origine naturelle (cellulose, claimais également de synthése (poly-
méthylméthacrylate, acide poly-lactique...). D’autmstériaux peuvent étre ajoutés
lors de la synthése du polymeére et former ainsi ml@seriaux composites ou des
copolymeéres. Les différentes stratégies de synthpeemettent de contréler
I'architecture, la forme et les propriétés mécaagjulu biomatériau produit, afin de
s’adapter au mieux a l'application choisie. Lesngipaux polymeres utilisés jusqu'a
présent pour les implants osseux sont le polyétieylde haut poids moléculaire et le
poly-méthylméthacrylate (Lerouget coll. 1997; Webb et Spencer 2007). Tous deux
sont hydrophobes, non biodégradables et ne pe@mntliminés de I'organisme, ce
qui limite leur utilisation dans certaines indices. Tout comme les implants
métalliques, les particules d’usure du polyéthyl@eeivent migrer (Massiet coll.
2004) et induire des pertes osseuses locales admua prothése ou a distance
(Schmalzriedet coll. 1992; Basléet coll. 1996). D’autres polymeres, plus hydrophiles,
voire hydrosolubles, peuvent étre utilisés commamiaitériaux (acide poly-lactique-
glycolique (PLGA), poly-hydroxyéthyl-méthacrylatHHEMA), poly-éthyléne glycol
(PEG)). lIs trouvent un intérét comme matériauedtgbles pour le comblement de
cavités par des techniques mini-invasives (Las@tkeoll. 2007) ou comme hydrogels
pour la libération de substances actives ou deslel(Yamamotoet coll. 2006;
Yamaokaet coll.2006).
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1.3. Problémes cliniques

Les greffes et autres substituts osseux ne pembelderestaurer que les pertes osseuses
locales. Les pertes osseuses généralisées d'origi@taboligue ou génétiqgue sont
traitées principalement de maniere médicamentduseéelimiter les pertes osseuses et
diminuer le risque de fractures mais ne permefpastde restaurer une masse ou une
qualité osseuse normale. La transplantation de lenoskeuse a été réalisée chez des
jeunes patients atteints d’ostéogénése imparfaitepermis une amélioration de leurs
conditions de vie (Horwitzt coll. 2001), mais la synthése d'un collagéne normal pas
les cellules transplantées n'a pas été démontrés jrocessus cellulaires et
moléculaires lors de la transplantation systémitgieellules doivent étre mieux décrits
et la thérapie cellulaire systémique des pertesuses fait I'objet de nombreuses études
précliniques (Canceddz coll.2003).

La reconstruction de segments osseux de grande ¢ail encore un probleme clinique
important dans le cas de pertes osseuses sigivifisaBpres des traumatismes,
infections ou le traitement chirurgical des tumeurss approches thérapeutiques
actuelles incluent de nombreux greffons et sulistiasseux, mais aucun n'a donné
entiere satisfaction. L’incorporation des greffamsseux est limitée dans le temps et
dans l'espace (Khanet coll. 2005). Ainsi dans le cas de larges défauts,
I'ostéointégration des greffons ou biomatériauxsestvent incompléte (Delloye 2003).
Le taux d'échec aprés des allogreffes massivegaggtorté a 60 % apres 10 ans
(Wheeler et Enneking 2005). La médecine régénératotuelle développe I'utilisation
de facteurs ostéogéniques comme les BMPs permegamécrutement local des
ostéoprogéniteurs (Nordsletten 2006) et I'ingéri¢igsulaire pour la reconstruction de
larges pertes osseuses (Cancestdall. 2007).

2. TRANSLANTATION DE MELLE OSSEUSE

2.1. Généralités

La transplantation de mcelle osseuse (TMO) estéélien thérapeutique depuis la fin
des années 60 (Thomas et Storb 1970). Le but ¢e ttetrapie est de remplacer des
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cellules non fonctionnelles ou détruites par chthmdoapie et/ou irradiation par des
cellules saines. En fonction de la pathologie dmitles cellules sont autologues,
allogéniques ou les deux combinées, de la mcelleussdotale, des CSH ou des CSM,
pré-cultivées ou non. Les principales applicatitmsrapeutiques de la TMO comme
thérapie cellulaire pour la réparation du tissteagssont les maladies malignes comme
la maladie de Hodgkin et autres lymphomes (Armitageoll. 1991; Chopreet coll.
1992), le myélome multiple (Gahrtast coll. 1991) et les maladies constitutionnelles
comme l'ostéopétrose (Coccit coll. 1980; Tolaret coll. 2006) et la maladie de
Gaucher (déficience d’'une enzyme lysosomale indti$accumulation de lipides
notamment au niveau de la moelle osseuse se tamduimr des ostéonécroses par
trouble de la vascularisation) (Rappeport et Gih®84). Les manifestations cliniques
osseuses de ces maladies sont dues a des anomediesellules de la lignée
hématopoiétique. Des études précliniques sont emscpour évaluer de nouvelles
utilisations thérapeutiques, principalement dansae des maladies des CSM. En plus
de la myéloablation prolongée, la TMO est assoai@e nombreuses complications
comme la réaction greffe contre hote (Ferrara eegD&991) et des pathologies
associées aux traitements pré-transplantation déenps (conditionnement) comme

I'ostéoporose (Weilbaecher 2000).

2.2. Nouvelles applications thérapeutiques de #&msplantation de

maoelle osseuse : traitement des maladies des CSM

Les CSM sont responsables de certaines maladissjuklette du fait d’'une mutation
génétique ou de la diminution de leur activité ak@ge, comme l'atteste de nombreux
modeles animaux (Camacled coll. 1999; Chenet coll. 2002; Watanabe et Hishiya
2005). Ceci est bien illustré par le fait que ceSMCextraites d’animaux malades,
peuvent reproduire chez des animaux sains le pjygmohalade apres transplantation
(Biancoet coll.1998). Les CSM sont co-transplantées avec les I6&Hle la TMO. Le
devenir des CSM dans I'organisme receveur n’estlaaset leur devenir dans la mcelle
osseuse hote est controversée (Bianco et GehroeyR2m®00). Les CSM semblent
capables de se loger dans la mcelle osseuse aj@@mintraveineuse (Mosa coll.
2000; Devineet coll.2001; Dickhutet coll. 2005) et se différencier en ostéoblastes puis
en ostéocytes (Hoet coll. 1999; Nilssoret coll. 1999) .
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Les premiéres études précliniques dans ce domamieporté sur l'ostéogénese
imparfaite (Pereir&t coll. 1998). Cette pathologie est une anomalie génétiquedes
deux génes codant pour le collagene de type | jirpelules ostéoblastes. Elle engendre
une ostéopénie généralisée qui mene a une graadditér avec de nombreuses
fractures, des difformités et des retards de auoss. Aucun traitement curatif n’existe,
méme si le pamidronate a montré quelques potertiémpeutiques (Glorieust coll.
1998). L'equipe d’'Horwitz a réalisé une transplaiota allogénique de mcelle osseuse
totale chez trois enfants atteints d’ostéogénegaifaite. Trois mois apres la prise de
greffe, les jeunes sujets avaient une augmentdgotd - 77 % de la densité osseuse, de
la vitesse de croissance et une diminution du nender fractures (Horwitzet coll.
1999; Horwitz et coll. 2001). Ces premiers résultats ont été améliorgs upa
transplantation de CSM amplifiéex vivq plusieurs mois apres la premiere TMO
(Horwitz et coll. 2002). Des résultats similaires ont été obsenréxz des enfants
atteints du syndrome de Hurler ou de leucodystemphiétachromatique aprés des
injections repétées de CSM allogéniques (Kbcoll.2002). Sur quatre patients atteints
du syndrome de Hurler, il a été observé une anatimr significative de la conduction
neuronale. La densité minérale osseuse a été maetai légérement augmentée chez
tous les patients. Le potentiel thérapeutigue d€MED pour les maladies des tissus
mésenchymateux réside dans la réussite de la gieBeCSM, or ces cellules sont
minoritaires dans la mcelle osseuse. Certains auf@éconisent la transplantation de
CSM préalablement sélectionnées et amplifiégs vivo ou encore l'implantation
directement au niveau du tissu a régénérer. Laptantation de cellules en site intra-
osseux (Ikehara 2005) a permis d’obtenir la rémrsgiune maladie auto-immune chez
la souris (Kushidaet coll. 2001) et la prévention de I'ostéoporose sénile dhesouris
SAMP6 a vieillissement précoce (Ichiokat coll. 2002). Le développement des
thérapies cellulaires pour la réparation du tissseax représente une porte ouverte pour

la mise en place de la thérapie génique (Capldosta 2000).

2.3. Le conditionnement : l'irradiation corporettgale

Le conditionnement est le traitement préparatoiegur par le receveur d’une
transplantation de moelle osseuse pour diminueére woipprimer les processus de rejet.

Il consiste en une chimiothérapie associée ou none&irradiation corporelle totale
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(Vriesendorp 2003). La chimiothérapie comprend édédhts immunosuppresseurs
associés ou non a des glucocorticoides et desitotiques. Ces produits ont des effets
sur le microenvironnement osseux et donc partitipela perte osseuse induite apres
greffe (Weilbaecher 2000).

2.3.1. Principes
La radiothérapie correspond a l'utilisation thératpie des radiations ionisantes. Le
gray (Gy) représente aujourd’hui I'unité de dose dliations ionisantes absorbées, qui
est équivalente a I'énergie absorbée par une qéatdgimatiere donnée (1Gy = 1 J/Kg).
Elle est réalisée seule ou aprés chirurgie poutrditement de certains cancers ou
associée a une chimiothérapie, principalement tacadre du conditionnement avant
une transplantation allogénique. Les objectifs’deadliation corporelle totale sont une
immuno- et myélosuppression suffisantes pour pdrenda prise de la greffe, la
création de I'espace médullaire utile a l'instatlatdu greffon et la réduction de la
masse des cellules tumorales (Ozsaicoll. 1992). Elle peut-étre réalisée en une seule
dose ou étre fractionnée. Les radiations ionisanigksées habituellement en
thérapeutique humaine sont des photons issus dit@&ih Les irradiations corporelles
totales sont fractionnées en six séances a ras@Qly par jour limitant la dose entre 6
et 11 Gy (Hoffstetteet coll. 2003). La souris est le modéle animal le plugsétipour
les études sur la transplantation de mcelle ossdusedose d’irradiation létale

généralement utilisée est de 9 Gy.

Les effets cellulaires et tissulaires des radigti@mmisantes sont les conséquences de
lésions de 'ADN principalement (Little 1993). Leffets des particules ionisantes sur
I’ADN peuvent étre directs ou indirects, par I'imediaire des radicaux libres issus de
la radiolyse de I'eau cellulaire. Les radicaux dbrproduits induisent également des
altérations des membranes cellulaires (péroxydatiea lipides) et des protéines,

majoritairement au niveau des cystéines.

2.3.2. Les effets de la radiothérapie sur le tigssseux
La radiothérapie des o0s est associée a une pedeusss responsable d'une
augmentation de la fragilité osseuse et du taulxadtures (Gilsanet coll. 1990; Miro

et Orecchia 2002; Baxtet coll.2005), des ostéonécroses (Dalinka et Mazzeo 1285;
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et coll. 1994), une altération de la croissance osseusbdRret Parker 1975) et de sa
cicatrisation (Arnoldet coll. 1998) et des ostéosarcomes radio-induits (Ketraoll.
2007).

Les cellules sont d’autant plus radiosensibleslpsesont peu différenciées et qu’elles
se divisent beaucoup (Bergonie et Tribondeau 20808niveau du tissu osseux, ce sont
les cellules hématopoiétiques et les différentggmdeurs a forts taux de prolifération
qui seront majoritairement atteints. La perte deHules hématopoiétiques apres
irradiation modifie grandement le microenvironnein@sseux ce qui entraine des
conséquences sur les cellules stromales et cellogsguses, le remodelage, le
modelage, la vascularisation et les propriétés baaniques. L'irradiation corporelle
totale peut également entrainer un hypogonadisnamtages répercussions sur le
métabolisme osseux (Bakkest coll. 1999). Mais les radiations ionisantes ont
également des effets directs sur le tissu strorhdé dissu osseux (Galottet coll.
1999) : les principales altérations seront vasmesaét cellulaires.

Effets sur le systéme vasculaire Les radiations ionisantes induisent une perte de
vascularisation des tissus osseux, par le dévehogpe d'artérites oblitérantes avec
gonflement et augmentation du nombre de vacuoles t&a cytoplasme des cellules
endothéliales (Hopewell 2003). A plus long terme, développement de fibrose
vasculaire est en partie responsable des ostée@ascfieLet coll. 1994).

Effets sur les cellules osseused irradiation induit une diminution de I'activitde la
phosphatase alcaline, observée par histochimienetdiminution de la production de
collagéne suggérant une altération des ostéobldStagostin-Asling et Silverman
1978). L'activité ostéoclastique n’est pas altélge.nombre d’ostéoclastes est méme
augmenté au niveau des zones localement irradiggdsisant une augmentation du
nombre de lacunes de résorption. La majorité désoosstes provient des sites non
irradiés et sont recrutés par les différents fastpuoduits lors de I'inflammation radio-
induite. Le nombre de lacunes ostéocytaires vidgmante apres irradiation (Sugimoto
et coll. 1993; Takahashet coll. 1994), mais les ostéocytes sont des cellules dérésas
comme radiorésistantes et leur mort est plutGbatte a I'’hypovascularisation.

Effets sur les CSM: Il a été montré que les patients ayant recu U®© présentent
une forte diminution du nombre de CSM et de ledfédenciation ostéoblastiquex
vivo (Piersmaet coll. 1983; Galottcet coll. 1999; Leeet coll. 2002). Les patients ayant
recu également une chimiothérapie, il est difficlens ces cas cliniques d’attribuer les

effets observés a la radiothérapie seule. Une étudéro a montré que l'irradiation
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d'une culture de CSM induit une diminution de leprolifération et de leur

différenciation ostéoblastique (et coll.2007).

La TMO ne permet pas de prévenir les pertes osseesdes modifications du
métabolisme osseux également observées aprés lamtasion des organes solides
(Cohen et Shane 2003; Kerschan-Schieidtoll. 2004). La restauration d’'une masse
osseuse normale a été obtenue chez des patiesisystuannées apres TMO et apres
arrét des traitements immunosuppresseurs (Kananheoll. 2002). L'implication des
cellules transplantées par rapport aux cellulesl'lifite dans le remodelage post-

transplantation n’est pas clairement définie.
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3. INGENIERIE TISSULAIRE

3.1. Définitions

Le but de I'ingénierie tissulaire est de constituarsubstitut biologique qui permettra
de restaurer, maintenir, améliorer les fonctiorsuiaires altérées suite a des maladies
ou des traumatismes (Langer et Vacanti 1993). lrecipe général est de combiner des
cellules avec un support, naturel ou synthétiquayr pconstruire un tissu vivant
tridimensionnel.  Celui-ci  doit-étre  fonctionnelleme  structurellement et
mécaniquement équivalent ou meilleur que le tissvadt étre remplacé ou comblé
(figure 5) (Stock et Vacanti 2001). Le tissu oss@&st un candidat de choix pour
I'ingénierie tissulaire car il est facile d’ampéfi des cellules ayant un potentiel de
différenciation ostéoblastique a partir d'un pré@ent de maelle osseuse.
L’amplification de cellulesn vitro induit des colts supplémentaires et des risqaks, t
des contaminations bactériennes ou virales et exgosun risque d’altérations
génétiques pouvant aller jusqu’au développementieurs. Le risque de formation de
tumeurs apres transplantation de CSM semble cepemds bas et I'utilisation des
cellules amplifiéesn vitro est autorisée pour la réparation de défauts agitiéux

(Peterson 1996; Hunziker 2002).
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Figure 5: Schématisation du principe de I'ingénierie tiase.

(1) les cellules sont extraites du patient, (2)néwellement amplifiées in vitro, (3)
déposées sur une matrice tridimensionnelle aveamtésement des facteurs de
croissance, (4) laissées adhérer, coloniser lerraatéu cultivées plus longtemps pour
permettre leur éventuelle différenciation et le @ég'une matrice extracellulaire. (5)

Réimplantation chez le patient.
D’apres http://www.centropede.com/UKSB2006/ePdistaxges/background/TE_model_large.jpg
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3.2. Applications thérapeutiques

Les premiéres utilisations cliniques de l'ingéraetissulaire pour la réparation de
défauts osseux de grande taille (de 4 a 7 cm) @weanides os des membres ont été
décrites en 2001 par Quarntd coll (Quartoet coll. 2001). Les auteurs ont comblé le
défaut osseux avec une céramique d’'HA poreuse mantdes cellules stromales de
meelle osseuse, préalablement amplifiees en culairedéposées la veille de
'implantation sur la céramique. Une complete fusientre I'implant et I'os a été
observée 5 a 7 mois aprés l'opération (Marcageticoll. 2007). Les analyses
radiologiques, microtomographiques et angiograpFsguéalisées chez ces mémes
patients 6 a 7 ans postopératoires, ont révél&igatisation compléte avec persistance
d'un canal médullaire au sein de limplant, et étslement d'une nouvelle
vascularisation. Aucun signe de résorption de llanp n'a été observé. La méme
année, Vacantt coll ont décrit la reconstruction d’une phalange ducgodiun patient
par 'implantation de cellules autologues du pédaateposées sur du corail (Vacaetti
coll. 2001). Warnkeet coll ont rapporté la reconstruction d'une mandibulezche
patient de 56 ans ayant subi 8 ans plus tot unaimalectomie (plus de 7 cm) pour
I'exérése d’'une tumeur (Gronthos 2004; Wareecoll. 2004). Un grillage de titane,
élaboré suivant la morphologie du patient, a étépliepar des blocs d’'HA recouverts
de BMP-7 et des cellules stromales de mcelle ossausgues puis implanté dans un
muscle dorsal du patient afin d’initier la néofotima osseuse et la néovascularisation.
Apres 7 semaines, le greffon mandibulaire a été emsplace avec le pédicule
vasculaire. Le patient a retrouvé une masticatiobaut de 4 semaines (Warngecoll.
2006). L’'association des cellules stromales autsdsg pré-amplifiées avec une
céramique d'HA a également été utilisée pour leldement d’'une cavité osseuse apres
exérese d’'une tumeur chez trois patients (Morisdtizoll. 2006). L'ingénierie tissulaire

a eégalement été utilisée pour 'augmentation dmghlar du sinus maxillaire. Dix huit
patients sur vingt-sept ont présenté la formatitos drabéculaire minéralisé, 3 mois
apres I'implantation (Schimming et Schmelzeisend200
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3.3. Les biomatériaux

Au niveau macroscopique, ils vont permettre de gald volume de la perte de
substance disponible pour la reconstruction osseasempéchant l'invagination des
masses musculaires environnantes dans la zone. |8sé&chelle tissulaire, le
biomatériau va jouer le role de charpente sur lbejwa se former le tissu osseux. Au
niveau cellulaire, il va procurer une surface déppke importante sur laquelle les CSM
vont pouvoir adhérer, proliférer et se différenciee cahier des charges du matériau
support est encore sujet a débats. Idéalementtirianasupport doit étre :

» Biocompatible, c’est-a-dire qu’il ne doit pas déclencher de tiéacinflammatoire
intense qui pourrait entrainer une modificationpdtentiel ostéogene des CSM ou leur
élimination. De méme, les produits dérivées de sgratiation ne doivent étre ni
cytotoxiques ni pro-inflammatoires (Hollinger ettistone 1986).

» Ostéoconducteur c’est-a-dire autoriser I'adhésion, la migratioesctcellules en son
sein, le développement d’'un réseau vasculaire eepdt de tissu osseux en contact
direct avec le matériau sans aucune interpositibredse. L'ostéoconduction d’'un
biomatériau est gérée par les propriétés chimiqhgdrophobicité, polarité...) et
physiques (rugosité, cristallinité...) de sa surfacais également de sa structure et
microstructure (porosité, interconnectivité...) (Celfret Lane 1998).

 Poreux. La porosité d’un biomatériau doit étre adaptéelle de I'os au niveau du site
de greffe, qui varie en fonction de la localisateinde la fonction. La taille minimum
des pores permettant une ostéoformation au sebiodoatériau est de 100 um, mais la
taille optimale semble étre entre 300 et 400pmdKeorgiou et Kaplan 2005). Plus que
la taille des pores, l'interconnectivité est ungmaétre primordial (Chanet coll.2000).

» Résistant mécaniquement quand cela est nécessaire, pour supporter legesha
élevées de la fonction de soutien du matériel osseu

* Résorbable afin de permettre son remplacement progressif partissu 0sseux
néoformé. Sa résorption devrait étre concomitariéefarmation osseuse. En effet, trop
rapidement résorbé, il ne pourrait pas servir derpdnte sur laquelle les CSM vont
déposer la matrice osseuse. Trop lentement résbergpécherait la formation osseuse
en occupant un volume important de la Iésion.

» Stérilisable, sans perte de propriétés et sa fabrication dait @mpatible avec une
production de grade clinique a I'échelle induskeiel
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» Malléable, le biomatériaudoit pouvoir étre mis en forme de facon aisée ac bl
opératoire afin de pouvoir I'adapter au mieux ademie du site de Iésion.

Les céramiques de phosphates de calcium et lesnpobg sont les biomatériaux les
plus étudiées pour I'ingénierie du tissu osseuxr@Bai coll. 2000; Shinet coll. 2003).
Les matrices osseuses allogéniques ou xénogénmudees représentent une autre
source de biomatériau de remplacement pouvantcétrbiné avec des cellules. Une
seule étude jusqu'a présent, a ma connaissancegrtée psur Iutilisation d’'os
trabéculaire bovin purifié combiné a des ostéobkasilogéniques pour le comblement
d’'un défaut de grande taille au niveau du craneatke (Knesetet coll. 2006). Or les
matrices osseuses purifiées présentent de nombregusdités : leur micro- et macro-
architecture, leur composition chimique (phase naileg et leurs propriétés mécaniques
correspondent parfaitement a celles de I'os du mtveur. De plus, elles sont
disponibles en grandes quantités. Ces matricesétintutilisées pour la réalisation
d’allogreffes osseuses (Keith 2004). L’adhésionpdalifération et la sécrétion d’'une
matrice minéralisée par des cellules ostéogéniquisées sur les matrices osseuses

purifiées ont été démontrées (Stangenle¢mpll. 2005; Dumast coll.2006).

3.4. Les cellules ostéogéniques

Les CS adultes sont les seules a étre utiliséedique actuellement. Malgré leurs
potentiels de multiplicationn vitro plus faible que les CS embryonnaires, elles ont
'avantage de ne pas présenter le probleme dimeanmeatibilité des CS
embryonnaires puisqu’elles peuvent-étre isoléesn duwéléevement réalisé chez le
patient. Les CS adultes a potentiel ostéogénigueles CSM dont le nombre dans la
mcelle osseuse diminue avec I'age du patient (Masehicoll. 2001; Chen 2004). Leur
prélevement nécessite un geste invasif. Pour desns de nouvelles sources de
cellules ostéoformatrices sont recherchées danstisiss plus accessibles ou plus

abondants (Jensen et Drapeau 2002).

3.4.1. Les autres sources de cellules ostéogéniques
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= Les cellules adhérentes du sang
Il est possible d’obtenir une population cellulagenilaire aux CSM en terme de
morphologie (cellules adhérentes, prolifératives fitroblastiques) a partir de
prélevements sanguins. En utilisant des agentsfideethciation appropriés, elles sont
capables de s'orienter vers un phénotype ostédaplastou adipocytairan vitro
(2vaifler et coll. 2000; Eghbali-Fatoureclst coll. 2005). Lorsqu’elles sont associées a
un support ostéoconducteur et implanti&esivo, elles forment du tissu osseux. Elles
possedent donc des propriétés de différenciatiatiiostéogénicité semblables a celles
des CSM, dont le phénotype est d’ailleurs assezher¢kuznetsowet coll. 2001). Bien
gue faciles a obtenir, ces cellules ne sont présaidns le sang circulant que dans des
proportions extrémement faibles chez 'homme. lidi@ encore de nombreux travaux

fondamentaux sur ces cellules avant d’envisagepiemiers essais cliniques.

= Les CSM du muscle

La formation osseuse ectopique au niveau du musgplelettique est un phénomeéne
connu, suggérant l'existence de cellules ostéogésicqdans ce tissu. La présence
d’ostéoprogéniteurs dans le muscle squelettiquééadémontréin vitro et in vivo
(Boschet coll. 2000; Leeet coll. 2000). Ces ostéoprogéniteurs peuvent provenir de
différentes sous-populations de cellules du tissusaulaire, comme les cellules
satellites (Asakurat coll.2001; Ozekiet coll.2007), la population SP (Asakueacoll.
2002), les MAPCs (Jiangt coll. 2002) ou les péricytes (Dellavak coll. 2007). Les
cellules souches dérivées du tissu musculaire tintutlisées dans de nombreuses
études précliniques pour l'ingénierie tissulairelatthérapie génique dans l'optique

d’une réparation du tissu osseux (Usas et Huar@)200

= Les CSM du tissu adipeux
Le tissu adipeux est une autre source intéressiEntellules ostéogéniques car il peut
provenir de rebuts opératoires (Diclatrcoll. 2005). Contrairement a la meelle osseuse,
le tissu adipeux peut étre prélevé en quantitéivelment importante et ne semble pas
diminuer avec I'dge. L'obtention d'une suspensiorllutaire nécessite des
manipulations supplémentaires pour isoler les dlde type fibroblastique suite & une
lipoaspiration (Zuket coll. 2001). Une fois la différentiation ostéoblastiquduite, les

cellules dérivées du tissu adipeux présentent @émgilgpe similaire aux CSM (Winter
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et coll. 2003) mais un potentiel ostéogénique inférievelaiales cellules dérivées de la
moelle osseuse (It coll.2005).

3.4.2. Différenciation ostéogénique
Les CSM peuvent étre engagées dans la voie dedliffiation ostéoblastique par des
conditions de cultures particulieres, avant leurplantation chez [I'h6te. La
différenciation peut-étre induite par des composhsniques et/ou des protéines
(cytokines et facteurs de croissance). La stimutathimique la plus répandue est la
combinaison de dexaméthasone (Dex), acide asced@iqphosphate et des-
glycérophosphate (Grigoriadist coll. 1988; zur Niedenet coll. 2003). Le mode
d’action de la Dex est variable en fonction degéxse (Bellowset coll. 1998), de I'état
de différenciation initial des cellules et du menwironnement (Phinnest coll. 1999).
La présence de Dex a des concentrations physialegicest nécessaire pour la
différenciation et notamment 'augmentation du noentte cellules AIkP, des cellules
de mcelle osseuse de rat et humaine (Cle¢rgll. 1994; Aubin 1999). Les effets de la
Dex sur la mcelle osseuse de souris sont contes/éFsied et Benayahu 1996 ; Chen
et Fry 1999; Cheret coll. 2004). La prostaglandine, EWeinrebet coll. 1999) et la
1,25-dihydroxyvitamine B (van Leeuweret coll. 2001) sont également des composés
ostéoinducteurs. Les cytokines/facteurs de crotesastéoinducteurs majeurs sont les
BMPs et particulierement les BMP-2, -4, -6, -7%®{Reddi 1998; Chenet coll.2003),
I'interleukine-6 (Taguchiet coll. 1998) et I'hnormone de croissance (Krogr coll.
1997). Cependant, la culture en présence de pest@nimales ou humaines pouvant se
fixer a la surface des cellules, peut augmententi@nicité de la construction
biomatériau/cellules. L'utilisation de sérum estlégent sujette a discussion mais sa
présence est préférée pour I'amplification desutas| (Kuznetsowet coll. 2000). En
plus de leur potentiel immunogéne, la compositixeccee des sérums est variable et non
déterminée. La différenciation ostéogénique dépégdlement du sérum utilisé
(Abdallah et coll. 2006). Pour des applications cliniques, le sérunpatient remplace
le sérum de veau dans les derniers temps de culluexiste également dans le
commerce des substituts synthétiques de sérungrdpasition bien déterminée et non
immunogénes, déja utilisés dans des modeles anird@ngénierie du tissu osseux

(Kruyt et coll.2004). Une stimulation mécanique des culturesiiz@tes permettrait une
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augmentation de la différenciation ostéogéniqueuig et coll. 2004; Koikeet coll.
2005).

3.5. Les facteurs de croissance

Les facteurs de croissance jouent un role centnal tles réparations osseuses. lIs
proviennent de la matrice osseuse et des tissugornants. lls agissent sur le
recrutement des CSM vers le site de lésion, sur [molifération et sur leur
différenciation en cellules osseuses. lls induigggdlement I'angiogénése. Aussi, ces
protéines font I'objet d’'une attention particuligyeur I'ingénierie du tissu osseux. Ces
facteurs comprennent les facteurs ostéogéniquesfpl@MPs, FGF, PDGF et IGF
(Schmidmaieret coll. 2002; Degaget coll. 2005) et des facteurs angiogéniques comme
le VEGF (Kofron et Laurencin 2006). L'effet des tewrs de croissance sur la
formation et la réparation osseuse dépend du dteila protéine et de combinaisons
eventuelles, de la dose utilisée et du mode d'epipdin. Les facteurs de croissance
étant sujets a une élimination rapide par 'orga@sils nécessitent la mise en ceuvre
d'un systéme de libération qui permettrait de piddiser leur activité biologique de
facon locale, contrdlée et durable au niveau de giimplantation. Le systéme de
libération doit, en outre, permettre de limiteglzantité de protéines libérées, réduisant
ainsi sa diffusion systémique et donc les risquapparition d'effets non désirables.
Dans cette optique, trois stratégies se préseptamntinduirein situ une néoformation
osseuse :

- la protéine est libérée par un biomatériau.ihération se fait suite a
la dégradation du biomatériau ou par simple diffagWinnet coll. 1999).

- Thérapie génique : 'ADN codant pour le factele croissance est
introduit directement au niveau de la lésion cleepdtient. Le gene est transfecté dans
la cellule héte par des vecteurs plasmidiques cauxi (Phillipset coll. 2007; Betzet
coll. 2008).

- Thérapie cellulaire (thérapie génigere vivg : les cellules du patient
sont extraites, mises en culture, transfectées &vegene du facteur de croissance
comme dans le cas de la thérapie génique, puipl@meées dans I'organisme avec un
biomatériau (Gamradt et Lieberman 2004; Kimelretinoll.2007).
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L'utilisation de facteurs de croissance en ingéaigssulaire pour la réparation du tissu
osseux est tres limitée en clinique. Certains asteunt testé I'efficacité des protéines
recombinantes BMP-2 et BMP-7 (OP-1) pour le tragatnde fractures tibiales non
consolidées et de fusions rachidiennes, en congmravec une autogreffe (Govender
et coll. 2002; McKay et Sandhu 2002; Swiontkowski coll. 2006). Le systeme de
libération de la protéine consistait en une épodgecollagéne ou de granules de
phosphates de calcium. Malgré les doses importatgeBMP implantées, les bons
résultats cliniques obtenus ont permis l'autor@ateuropéenne de mise en marche
relative a I'utilisation de la rhBMP-2 pour le teinent des fractures du tibia chez

'hnomme.

3.6. Méthodes

Plusieurs protocoles de combinaison biomatéridulesl peuvent étre envisagés et

testés en fonction des applications souhaitées.

1- La mcelle osseuse totale est associée extemporahambiomatériau, et
I'ensemble est immédiatement implanté (Le Nihouaretecoll. 2007). Ce protocole a
'avantage d'étre réalisable en préopératoire etndepas nécessiter d’équipement
important. Cependant, dans ce cas, le nombre tidasebstéogéniques est limité par la
guantité de mcelle osseuse récupérée et par larfospde CSM qu’elle contient. Il est
d’ailleurs impossible de connaitre le nombre dduted ostéogéeniques au moment de
'implantation. D’autres protocoles, plus perforrntepour la régénération osseuse, ont

été élaborés.

2- La meelle osseuse totale est cultivée plusieurssjsur le biomatériau
avant son implantation. Cette stratégie permetétlecsonner les cellules qui adhérent
au biomatériau, d’obtenir une meilleure répartiti@s cellules et si les conditions et le
temps de culture le permettent, de faire synthétme les cellules une matrice

extracellulaire (Mendest coll.2002).

3- La meelle osseuse est cultivée en boite de culagrequi permet de
sélectionner les cellules adhérentes de la mcoefieusse (CSM), dans un milieu de
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culture permettant leur prolifération. Les cellulpguvent alors étre modifiées
génétiguement pour exprimer un facteur ostéogénppreexemple. Les CSM sont

ensemenceées sur le biomatériau quelque temps laugiantation.

4- Les CSM préalablement amplifiées et éventuellengdriétiquement
modifiées, sont ensemencées sur le biomatérianskfable est laissé en culture
plusieurs jours avant I'implantation. Les cellues le biomatériau peuvent ensuite étre
placées dans un milieu ostéogénique pour indwereghgement des CSM dans la lignée

ostéoblastique et la sécrétion d’'une matrice egliaaire (Ohgushi et Caplan 1999).

Les nombreuses études précliniques réaligeestro ou in vivo en site ectopique ou
dans des modeles animaux de défauts osseux, amispde mieux comprendre les
mécanismes cellulaires et moléculaires intervenlams de Iimplantation d'un
biomatériau contenant des cellules de mcelle osgdlisechleret coll. 2004) (Figure
6). Plusieurs criteres sont devenus évidents peamgttre une réparation tissulaire
optimale :

- Le nombre de cellulesimplantées doit étre suffisamment important pour
gue des cellules persistent aprés implantationléeher et coll. 1994). En effet, de
nombreuses cellules ne survivent pas a I'implamtatprincipalement faute d’oxygene
et de nutriments (Kneset coll.2006).

- La population cellulaire ensemencée sur le biomatériau doit étre la plus
enrichie possible en cellules ostéogéniques. Eibdgent pouvoir étre différenciées en
cellules ostéoblastiques ou cartilagineuses dangplies bref délaig vitro ou in vivo.

La préculture des cellules, avant leur dépot subitenatériau et la culture de cette
construction dans un milieu ostéogénique, seml@dertla méthode de choix pour une
meilleure formation osseuse (Ohgushi et Caplan 1999

- La néovascularisationde la construction apres son implantation est un
critere limitant pour l'efficacité de la greffe. is cellules sur les bords du biomatériau
peuvent bénéficier de I'oxygene et des nutrimests tissus environnants, les cellules
situées au centre du biomatériau doivent étre ali@ées en oxygéne et nutrimenia la
circulation sanguine. Des procédés permettant ffeargation de la vascularisation du
greffon doivent étre développés, comme ['utilisatae facteurs angiogéniques (Peattie
et coll.2004; Wengeet coll.2004).
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Figure 6 :lllustration de la formation osseuse au niveaundiiomatériau implanté avec des cellules ostéogésiq’'apres Muschlet coll, 2004.
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lIl. MODELES D’ETUDES PRECLINIQUES

1. MODELES ANIMAUX DE DEFICIT OSSEUX

Les principaux animaux utilisés comme modéles dieitltosseux sont les rats, lapins,
chiens, moutons et les primates. Les piéces osseutiésées sont le crane, la
mandibule, le tibia et le fémur. Le modéle sere@d@nné en fonction du biomatériau
et des criteres a évaluer.

Comme toutes les études précliniques, les essathétapies cellulaires doivent se
rapprocher le plus possible des conditions clirsquBans le cas de l'ingénierie
tissulaire pour la réparation du tissu osseuxétades précliniques tendront a respecter
les proportions des déficits osseux en fonction mesléles et a utiliser des cellules
d’origine humaine. L'utilisation de cellules humasnécessite I'utilisation d’animaux
immunodéficients (nude), limitant I'expérimentatianx petits animaux tels la souris et
le rat. Le codt élevé des rats nude a conduit aeldgpement de l'utilisation de la
souris comme modéle de déficit osseux méme si dite péaille rend les
expérimentations plus délicates. Les études d’ilegiéntissulaire peuvent étre réalisées
chez de gros animaux en utilisant des celluleslegies (Petiteet coll. 2000) ou
allogéniques (Yuaet coll.2007).

1.1. Le crane

Un déficit circulaire peut étre réalisé sur la likade I'épaisseur de I'os pariétal du
crane. Cet os fait parti des os plats a formatgseose membranaire. Il n’est pas soumis
a des contraintes mécaniques : ce n'est pas umrsitharge. Le potentiel ostéogénique
des constructions a implanter est testé en utilisardéfaut de taille critique. La taille
critique pour chaque espece est définie commeus ppétite taille du défaut qui ne se
comble pas spontanément pendant une certaine péfledplus souvent 6 moais)
(Schmitz et Hollinger 1986). La taille critique aitveau du crane est de 4 mm chez la
souris (Aalamiet coll.2004), 8 mm chez le rat (Schmégzcoll. 1990) et 15 mm chez le
lapin (Frame 1980).

Les avantages de ce modéle sont :
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- une procédure opératoire simple : le crane eséssible par une
simple incision de la peau ce qui diminue granddreerisque d’infections. Le trou est
réalisé a I'aide d’'un trépan fixé a une perceuss. farécautions a prendre sont de bien
irriguer lors du forage et de ne pas détérioretuige mere pour éviter le développement
d’hématomes intracraniaux.

- aucune fixation n’est nécessaire. La constractimplantée est
maintenue en place par le cerveau en dessoupedlaau dessus.

- dans certaines conditions, I'animal peut étr@ goopre témoin
puisque 2 défauts peuvent-étre réalisés sur le ncéine.

Les principaux inconvénients sont :

- I'épaisseur du crane et le diametre du défamitdint la taille et la
forme des biomatériaux pouvant étre utilisés.

- L’analyse radiographique ne peut-étre réaliséapes dissection. La
réparation du défaut ne peut étre suivie danawpsechez un méme animal.

Ce modeéle permet I'étude préclinique de stratéffiésapeutiques en chirurgie maxillo-
faciale. Les études précliniques pour la chiruginopédique nécessitent l'utilisation

de modéles de défauts en site en charge, au nilesaos longs.

1.2. Les os longs

Les déficits osseux de grande taille des os lorays/gnt-étre réalisés au niveau des
diaphyses (défauts des corticales), de maniere esgtigire (Reyest coll. 2007) ou
partielle (Colnotet coll.2005) ou au niveau des condyles (os trabéculghegoet coll.
2006). De maniére générale la procédure opératsiteplus invasive que pour les
défauts craniens. Les défauts segmentaires sdigé®a I'aide d’'une scie circulaire et
nécessitent la plupart du temps une fixation egtesn interne. Les parametres de
réparation comme la réaction périostéale (formadiom cal), la qualité de I'union des
ostéotomies et le remodelage osseux peuvent-éatifiés par analyses radiologiques
et/ou histologiques selon un systéeme de scores(nénimal) a 3 (optimal) (Yuehuei et
Friedman 1999). La qualité mécanique de la réparast évaluée majoritairement par

les tests de torsion (Bloemeascoll.2003).
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2. MARQUEURS DES CELLULES GREFFEES (TRANSPLANTEES)

Parmi les publications décrivant la localisatiors dellules de mcelle osseuse aprées
transplantation systémique ou implantation locakegaucoup sont contradictoires. La
plupart du temps, les différences techniques sasgsren cause et en particulier le type
de marqueur utilisé pour différencier les cellulgsffées des cellules hotes (Brazelton
et Blau 2005). Chaque technique présente des @emnt des limitations qui doivent

étre pris en considération afin d’optimiser leuisations et éviter les résultats fausseés.

2.1. Les chromosomes X et Y — hybridatiorsitu

Lorsque le donneur et le receveur ne sont pas dmem&exe, il est possible de
différencier les cellules greffées des celluleehgiar la détection des chromosomes Y
et/ou X (figure 7) (Nilssoret coll. 1999; Cowaret coll. 2004). La détection se fait par
la technique d’hybridation in situ en fluorescern@@SH). Cette technique est tres
spécifiqgue et trés sensible car elle est baséd’asgociation d’'une sonde d’acides
nucléiqgues marquée, avec sa séquence complémeatairéveau de la préparation
histologique. Laborieuse, elle présente néanmangatticularité d’étre un marquage

nucléaire contrairement aux autres méthodes deciila tel marquage n’est visible

gu’a fort grossissement.

Figure 7: Mise en évidence des
chromosomes X (rouge) et Y (vert) par
FISH aprés implantation de cellules de
mcelle osseuse dans un défaut au niveau du
crane de souris.

Le marquage permet de distinguer les

cellules du receveur (fleches) au niveau de
'os nouvellement formé (Cowaet coll.
2004).
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2.2. Lap-galactosidaseB{gal)

La B-gal est 'un des premiers marqueurs de cellulestagté utilisé. Le gene (Lac-2)
codant pour Ig-gal, extrait de bactéries peut étre cloné et femtds dans des cellules
(Allay et coll. 1997). Mais il a été élaboré des souris transg@sicexprimant de
maniere constitutive Ig-gal bactérienne, la souris ROSA26 (Zambroweizcoll.
1997). La protéine bactérienne peut étre détechés tbs tissus par des anticorps ou
par son activité enzymatique, clivage d’'un galadmsgénérant un produit chromogene
ou fluorescent pouvant étre visualisé (figure 8).dés substrats largement utilisé est le
X-gal (5-bromo-4-chloro-indolyp-D-galactopyranoside) qui apparait bleu apres
clivage. Or il s’avere que certains tissus des mdenes comme le foie, les reins, le
pancréas, possedent de maniére significative umnetég-gal, pouvant étre a I'origine
de faux positifs (Coheret coll. 1952; Hatton et Lin 1992). Néanmoins, les deux
enzymes (des souris ROSA26 et des mammiferes) eatntdvoir difféerentes
sensibilités au pH (Sanchez-Ranebsoll. 2000). L'utilisation de ce modele pour tracer
des cellulesn situ nécessite une mise au point technique en fondtioiissu étudié. De
plus, lap-gal est une enzyme cytoplasmique ; des précautgmhsiques, notamment de

fixation sont nécessaires pour maintenir la preéians les cellules.

Figure 8: Detéction immunologique de g
galactosidase sur coupe histologique de fémur
de souris irradiée et transplantée avec de la
mcelle osseuse de souris Rosa26.

Le marquage révele des cellules issues du
donneur et notamment des ostéocytes (fleches
rouges) (Olmsted-Davist coll.2003).
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2.3. Colorants vitaux

Les colorants vitaux sont d’autres marqueurs pouvdre utilisés pour tracer des
cellules. Le plus utilisé est le PKH26 (Krause coll. 2001). Il s’agit d’'un colorant
membranaire qui fluoresce en rouge. La spécifidgéce type de marqueur est qu'il
n'est pas incorporé au génome des cellules. Le umgejne consiste qu’en une simple
incubation des cellules avec le colorant. En cqairtee, la quantité de colorant présent
dans la membrane diminue de moitié a chaque divisadiulaire, et ne permet donc pas
la visualisation a long terme des cellules issuesl@hneur. La persistance du colorant
dépend du taux de prolifération des cellules, G@s$i que certains auteurs ont observé
un marquage 8 semaines apres implantation au nideacellules ayant subit une
différenciation (Tatebeet coll. 2005). De nombreux autres colorants vitaux on été
utilisés pour tracer les cellules transplantéesjrue le CFDA-SE (carboxyfluorescein
diacetate succinimodyl ester) (Knesest coll. 2006) ou le CMFDA (5-
chloromethylfluorescein diacetate), colorant cyasphique (Shaet coll.2006).

2.4. La Green Fluorescent Protein (GFP)

La GFP est une protéine unique qui s'avere étrenarqueur cellulaire de choix. Elle
est originairement trouvée chez la médAsguorea victoriapuis a été modifiee afin
d’obtenir une protéine plus stable et plus fluoeese. Des modifications de la protéine
ont également été nécessaires pour permettre spression par des cellules de
mammiféres. La variante la plus utilisée aujourddst 'EGFP pour « enhanced green
fluorescent protein », communément appelée GFP jplogrde simplicité. La protéine
est tres diffusible dans le cytoplasme mais egaimans I'eau. Le fluorophore de la
GFP est formé par la cyclisation des®&eFyr®® et de la GIf/, permettant un maximum
d’excitation a 488 nm et un maximum d’émission & B (Heimet coll. 1994). De
nombreux organismes transgéniques pour la GFPtérdlgborés : des plantes (Hu et
Cheng 1995), le nématode (Chalgé coll. 1994), la drosophile (Wang et Hazelrigg
1994), des poissons (Petetscoll. 1995), souris (Okabet coll. 1997), rats (Yamasaki
et coll. 2005), lapins (Al-Gubory et Houdebine 2006) et sieges (Chaet coll.2001).
Aucune toxicité de la GFP n’'a été détectée chezocganismes, pourtant certaines
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études in vitro soulévent la possibilité d’'une tié de la GFP envers certains types
cellulaires (Liuet coll.1999).

Il existe a I’heure actuelle une grande variét&algris transgéniques pour la GFP, dont
I'expression est sous le contréle de difféerentsrmteurs pouvant-étre spécifiques d’un
tissu (Kalajzicet coll. 2002; Rowe 2005; Bobaet coll. 2006). La souris « verte » la
plus répandue est celle élaborée par Okebeoll, pour laguelle I'expression du
transgene est sous le contrbéle du promoteur fleatdine de poulet et d’'un enhancer de
cytomégalovirus. Toutes les cellules nucléées mgnt de maniere constitutive la
GFP. Les souris peuvent étre phénotypées par siithpigination par une lumiére
ultraviolette. Le site d’insertion du transgéne sllmgénome de ces souris est inconnu,
mais le phénotype homozygote pour le transgenenastviable. L'utilisation des
cellules de mcelle osseuse des souris GFP-transgsdnppur la thérapie cellulaire du
tissu osseux a fait I'objet de nombreuses étudastayontré que ces cellules ont un
potentiel ostéogénique comparable a celui des saoritrbles (Ogawat coll. 2004).
Elles ont été visualisées dans de nombreux org@ses’a plusieurs mois apres leur
transplantation systémique (Ot coll. 1999; Dreyfuset coll. 2004; Fukuda et Fujita
2005).

Comme pour Ig-gal, 'observation de la GFP sur des coupes ligiques nécessite
des précautions techniques rigoureuses pour desrvaltions reproductibles. La
quantité de GFP dans les cellules peut varier ectifin du type de cellules (quantité de
cytoplasme) ou étre diminuée par les diverses miatipns, rendant la fluorescence de
la GFP difficilement discernable de l'autofluoresce des tissus. Le choix des filtres
d’émission et d’excitation doit étre adapté auxsuss observés. Des anticorps
spécifiques de la GFP sont également disponiblgembettent une détection sensible
de la protéine. Enfin, l'utilisation de la GFP cominaceur de cellule a été rendu trés
performante par l'utilisation de stéréomicroscoadhiorescence permettant d’observer
la GFP sur des petits animaux vivants ou des osggangers non fixés (Yanet coll.
2001; Yoshimoteet coll.2003) (Figure 9).
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Figure 9: Diverses applications de l'utilisation de la G&d#tnme traceur de cellules.

A-B : Observation des cellules GFR) issues de calvaria de souris transgéniques pou
la GFP, 2 semaines apres leur implantation en nmisgulaire. Ces cellules sont
localisées a la surface de travées osseuses nsgésl(B) (coloration Von kossa)
(Kadowakiet coll.2004).

C: Visualisation directe des cellules GFBprés transplantation systémique par
stéréomicroscopie a fluorescence (Yoshingitooll. 2003).

D : Suivie de I'évolution de I'angiogénése d’'unentur par imagerie corps entier a
fluorescence. Des cellules cancéreuses humainesfacaées avec le géne de la GFP

ont été implanté au niveau du bras de souris nddeget coll.2001).
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Les allogreffes sont actuellement la principalerseyen terme de volume) de
matériaux de comblement en chirurgie osseuse. lse ren place de banques d'os
humains permet d’assurer une sélection des donrlauracabilité des échantillons et la
sécurisation bactérienne et virale. L'augmentatcamsidérable de la demande en
biomatériaux a conduit au développement de plusisaciétés qui appliquent des
procédés physiques et chimiques permettant deyeettpurifier et désinfecter des
allogreffes humaines de facon a produire des gusfijoropres et stériles, facilement
stockables et distribuables a volonté. Cependdnty’existe actuellement aucun
consensus sur les traitements a appliquer pouar@igation des allogreffes osseuses
humaines. Les rares études entreprises pour végefiu les effet(s) (ou inactivité) des
traitements sur la qualité du greffon, se sonttbes a montrer une absence d’effets
cytotoxiques des procédés mis en ceuvre. Or, leségés de délipidation et de
stérilisation notamment, influent sur les propgétdécaniques et la cytotoxicité des
allogreffes (Vasteét coll.2004).

Lors de cette étude nous avons reproduit 2 procgelgairification décrits dans
la littérature (Frayssinedt coll. 1998; Moreatet coll.2000) et évaluer les conséquences
de chaque étape sur I'aspect histologique, morpjmle et structural de la surface d'os

trabéculaire humain et la cytocompatibilité dedfgres ainsi purifiés.

Les allogreffes ont été préparées a partir de fétasrales récupérées lors d’'une
arthroplastie de hanch@~igure 10). Les tétes fémorales ont été immédiatement
congelées a -20°C. Des blocs d'os trabéculaireétidtdécoupés dans la spongieuse
secondaire des tétes fémorales puis nettoyées mgaearent sous un jet haute pression
de sérum physiologique (NaCl). Des lamelles de 1 d¥paisseur environ ont été
produites pour subir les différents traitementdest diverses analyses. Nous avons
étudié la surface des allogreffes purifiées promeda trois tétes fémorales différentes.
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Téte fémorale humaine issue
d’'une arthroplastie totale de
hanche, non fixée, conservée a
-20°C.

Blocs d'os trabéculaire découpés au
niveau de la spongieuse secondaire
des tétes fémorales avant (a gauche)
et apres (a droite) nettoyage sous un

jet haute pression de NaCl.

Lamelle d’os trabéculaire pouvant
étre traité selon les différents

procédes.

Figure 1Q Etapes de préparation des allogreffes avantdedfication selon les

différents procedeés.
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Les procédés de purification étudiés sont détaigare 11
Le premier procédé cumule [utilisation de peroxydéhydrogene (HO,) et
d’hydroxyde de sodium (NaOH).

e H)O, 35% est un oxydant puissant. Il est utilisé comagent
déprotéinisant. Il entre notamment dans le prockdpurification du kiel bone, greffon
osseux xeénogeénique dont de nombreuses applicationgues se sont révélées non
satisfaisantes (McMurray 1982).,6; fait parti des formes oxygénées actives (ROS)
pouvant étre a l'origine de la production de radiclbres qui sont notamment connus
pour leurs effets néfastes sur le collagene ettidaprotéines matricielles (Ohshirag
coll. 1993; Suzuket coll.1997).

* NaOH est utilisé pour I'inactivation d’agents intiecx tels les virus et le
prion (Ernst et Race 1993). C’est un agent causti§es effets sur la matrice n’ont pas
été étudiés mais son utilisation a montré une dition des propriétés mécaniques
d’'osselets (Speirgt coll. 1999). Le traitement au NaOH 1M nécessite uneeéthp
neutralisation par une solution de phosphate mafigse (NaHPQ,) afin de ramener
le pH entre 5 et 6.

Le deuxiéme procédé utilise le bicarbonate de sodiaHCQ. Bien connu comme
agent nettoyant non toxique, il s'est révélé etfecaour la délipidation d’os trabéculaire
humain, délipidation compatible avec une stérilisapar irradiatiory (Moreauet coll.
2000).

Tous les greffons allogéniques ainsi purifiés samtditionnés déshydratés par des bains
d’éthanol (etOH). Afin d’étudier les conséquences ttaitements seuls ou combinés, 6

groupes ont été élaboreés selon le schéma de & figu

Les études histologiqug$igure 12) ont révelé des altérations séveres de la
surface des travées osseuses apres traitemeniCatetiou NaOH. Alors que du tissu
ostéoide est observé apres déshydratation sewep@retOH) et macération dans le
NaHCGQ;, celui-ci est éliminé de la surface des travéesallegreffes traitées au,8,
et au NaOH (coloration au trichrome de Goldner)s @ernieres présentent des zones
non colorées, d’épaisseurs variables a la surfasetrdvées. Ces zones ne présentent
plus d’aspect lamellaire et ne fluorescent passapadoration a la fuchsine basique.
L’étendue des altérations est variable selon la témorale dont sont issues les
allogreffes, probablement en fonction de la qual#éla matrice de chaque patient au
moment de l'arthroplastie. Une coloration argergigumis en évidence la présence de
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protéines non-collagéniques argyrophiles au nivdaa lignes cémentantes et des
lacunes et canalicules ostéocytaires de I'allogrefirifiee au NaHC® Ces protéines
ne sont plus présentes aprés macération da@s ¢t/ou NaOH. Or une des protéines
argyrophile osseuse la plus répandue du tissu wsssul'ostéopontine (Pascaretti-
Grizon et coll. 2007), protéine indispensable a I'adhésion, laratign et la survie des
cellules (Standatt coll.2004).

NaOH 1M
0 o )
H,0, 35% i 1h RT sonication, | [ethanol || Séchage
2h 40°Csonicatior NaH-PO,4 12g/L UV 24h
30 min RT sonication
0 yd
24h 50°C

groupe NacCl >
groupe etOH R
groupe NaHC® >
groupe HO> S .
groupe NaOH R
groupe H202/NaOH

Figure 11 Schéma synoptique des différentes étapes deég@sdae purification

etudiés. Six groupes d’étude ont été constitués.
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NaHCO; H,O,-NaOH

Trichrome de Goldner

Fuchsine basiq

Figure 12: Analyses histologiques de la qualité des allfigseosseuses humaines
issues d’'un méme patient aprés purification au Nag#& aux HO, et NaOH

combinés.
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Les modifications morphologiques de la surfaceallegreffes purifiées ont été
observées au microscope électronique a balayag®)MiEpar la microscopie de force
atomique (AFM) (Figure 13). Les deux techniques sont complémentaires, 'AFM
apportant une notion supplémentaire de topograplmus avons observé que le
traitement au NaHCO permet d'obtenir des travées avec une surfacer@ragans
lipides résiduels avec des fibres de collagéne br@ntées et d’'aspect calcifié. Les
traitements au D, et au NaOH n’induisent pas les mémes aspects idacsudes
travées. Apres traitement aw®), au niveau de certaines régions des travees, les
fibrilles de collagene sont exposées, cassées srghnisées, la matrice n'a plus
d’aspect calcifie. Aprés traitement au NaOH, ldwefs de collagenes ne sont plus
apparentes, la surface est flou, amorphe, suggéramispect gélatineux résultant de
I'hydrolyse du collagene. D’apres les analyses eitrascopie électronique a
transmission (MET), kD, dégrade le collagene et semble modifier la strectls
cristaux, alors que NaOH altére le collagéne etiindne diminution du nombre de
cristaux d’hydroxyapatitéFigure 13). Les altérations des protéines collagéniques, non-
collagéniques et de la phase minérale laissai&stager une diminution des propriétés

d’ostéoconduction de ces matrices endommageées.

Pour I'étude du comportement de cellules au cordas allogreffes purifiées,
nous avons choisi d'utiliser la lignée cellulairestéosarcome humain SaOS-2, pour la
simplicité de leur culture et leur phénotype ostastique. Ces cellules sont dites
ostéoblastes-like cells par leur haut niveau d'egpion de la phosphatase alcaline
(Murray et coll. 1987). Nous avons étudié la capacité des SaOSadharer et a
proliférer a la surface des allogreffes purifides.nombre de cellules présentes sur les
allogreffes a 1, 3 et 7 jours aprés leur dépb6eadéterminé par le test au MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium broda). Le MTT est un sel de
tétrazolium qui a la capacité de pénétrer dansddélales pour y étre hydrolysé par les
déshydrogénases mitochondriales en formazan, prodioré pouvant étre dosé par
mesure de [I'absorbance de la solution obtenue a ®&TO (Figure 14) Les
déshydrogénases mitochondriales sont des enzynmstalies a activité constante : la
quantité de formazan produit est directement pitogrorel au nombre de cellules
vivantes. Comme montré a la figure 14C, les pastitl’allogreffes utilisées ont une
densité de travées variable. Nous avons donc egpmivs résultats par unité de surface

d’'os, mesurée par analyse d'image sur des radibgmpNous avons obtenu un nombre
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significativement plus faible de cellules adhéraes allogreffes traitées aw®, et/ou
au NaOH comparées aux allogreffes traitées au NetOlH ou au NaHC§) et ce, a
tous les temps étudiés. Seules les allogreffes eeDHNaHCQ ont permis une
augmentation du nombre de cellules avec le tematiité phosphatase alcaline
(AIkP) des SaOS-2 est révelatrice de leur activftioblastique. Elle est dépendante du
microenvironnement et notamment du support sureleglies adhérent (Marie 2001).
Apres 3 et 7 jours de culture sur les allogreffémstivite AlkP des SaOS-2 est
semblable pour les groupes NaCl, etOH, NaHE€CHO, mais diminuée jusqu'a 5 fois,
lorsque les cellules sont cultivées sur les allidgseNaOH et HO,-NaOH. Pour tous
les groupes, l'activité AIkP augmente entre 3 @ufs de culture. kO, et NaOH, par
les altérations de la surface des matrices ossegs@ds engendrent, altérent la
cytocompatibilitéin vitro des allogreffes. Une toxicité directe de ces caap@our les

cellules n'a pas été démontrée.

En conclusion nous avons montré qu®ket NaOH ont des effets néfastes sur
la surface des allogreffes humaines, diminuanthksibn, la prolifération et I'activité
de cellules ostéoblastiques. Le traitement au NaiG@Dant a lui, a permis la
production d’'un greffon propre, intact et cytoconipie. Néanmoins, la capacité de
'ensemble du procédé a éradiquer les agents iafectreste a déterminer pour

envisager son utilisation pour le traitement d’asains a visée thérapeutique.
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Figure 13 Analyses morphologiques et structurales de lfasardes allogreffes
osseuses humaines issues d’'un méme patient, apiésapion au NaHC@et aux
H,O, et NaOH combinés.
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| Enzymes
mitochondriales

D
2000~
~ 1500-
g ® NaCl
= T
o
§ 1000~
3 ‘o
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Figure 14 :Test de quantification de cellules vivantes au MTT

A : le MTT, composé de couleur jaune, est hydrolgaé des déshydrogénases
mitochondriales en formazan, composé de couleletigo

B : Exemple de résultats obtenus. L’absorbanceCansT de la solution colorée

obtenue est directement proportionnelle a la canaon en formazan formé et

donc directement proportionnelle a la quantité eliles vivantes.

C : Radiographies d'allogreffes utilisées pour ésttau MTT. La densité de

travée osseuse est variable selon les allogreffesus avons exprimé nos

résultats en nombre de cellules par mmz2 d’allogreff

D : résultats du nombre de cellules/mmz d’allogrefén fonction du temps.
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Abstract

Different industrial processes exist to purify allogenic bone, providing safe and cleaned blocks for bone allografting. However, they
often make use of chemical reagents that can be aggressive for the bone matrix. Bone samples were processed with several soaking
techniques used in industry: NaHCO3, H,O,, NaOH and H,0,+ NaOH combined; the consequences on the bone matrix and
cytocompoatibility were evaluated on femoral heads from osteoarthritic patients. Alterations of matrix were searched by histochemistry,
atomic force microscopy (AFM), scanning electron microscopy (SEM) and transmission electron microscopy (TEM). Cytocompatibility
was evaluated by coculturing human osteoblast-like cells (SaOS-2) on bone slices. Collagen fibers were dramatically altered at the surface
of bone treated with H,O,, NaOH (and their association), but not with NaHCOs;. A marked reduction in the number of hydroxyapatite
crystals was observed on the trabecular surfaces by TEM and morphological changes were evidenced in SEM and AFM. Argyrophilic
proteins of the bone matrix were removed by H,O, and NaOH (and their association), but not by NaHCO3. As a consequence,
attachment, spreading, proliferation and alkaline phosphatase activity of SaOS-2 were reduced by H,O, and NaOH treatments. Strong
oxidizing reagents altered matrix integrity by modifying collagenous and non-collagenous proteins. Whether these changes have clinical

consequences on the bone bonding and osseointegration in human necessitate further investigations.

© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Bone allograft; Bone bank; Purification process; Collagen; Cytocompatibility

1. Introduction

Filling bone defects can be done using different types of
materials; bone itself appears to be the best material and
autografts, xenografts and allografts are commonly used.
The suspected transmission of the prion protein associated
with the bovine spongiform encephalopathy has consider-
ably limited the development and use of xenografts that
were considered as interesting substitutes in the 1990s [1].
From about 30 years, banks of bone allograft have been
constituted for managing, storing and dispatching bone
fragments or complete anatomical pieces. Bone allografts
are usually cryopreserved in deep freezers (—40 to —80 °C)
or in liquid nitrogen (—196°C). The viral and bacterial

*Corresponding author. Tel.: + 3324173 58 64; fax: + 3324173 58 86.
E-mail address: daniel.chappard@univ-angers.fr (D. Chappard).

0142-9612/$ - see front matter © 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.biomaterials.2006.03.044

safety is ensured by rigorous donor selection, excision
under aseptic conditions as far as possible, keeping in
sterile packages and possibly a secondary sterilization [2].
These processes provide reduction of immunogenicity due
to donor’s cells [3]; however, their effects on potential
bacterial and viral infectivity are not fully satisfactory [4,5].
Few cases of HIV transmission have been reported after
transplantation of unprocessed, fresh-frozen bone allograft
[6]. Bone marrow removal by a series of washings,
sonication and centrifugation steps without any other
processing was proposed to reduce transmissible spongi-
form encephalopathy infectivity [7]. Demineralized freeze-
dried bone allografts, using chemical agents such as
ethanol, urea and hydrochloric acid, have been considered
at less risk for viral transmission [8,9]. However, the
osteoconduction, mechanical properties and cytocompat-
ibility must also be preserved for graft incorporation.
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Evidence comes from recent studies that bone marrow
removal, defatting [10,11] and elimination of bone soluble
proteins [12] require additional processing steps. New
industrial processes have appeared recently, as a tempta-
tion to produce cleaner and safer grafts. Defatting with
CO» in a supercritical state has been reported to efficiently
remove lipids from large bone samples [13]. Purification
procedures also involve elimination of cells and debris from
medullar spaces based on prolonged immersion in oxidiz-
ing compounds (low oxidizing like sodium hydrogenocar-
bonate NaHCO; [10] or highly oxidizing like hydrogen
peroxide H»O,). Viral and prion inactivation has been
recommended by immersion in 1N NaOH [14,15]. A study
combining these different steps on sheep allogenic cancel-
lous bone has reported satisfactory results in vivo [16].
Another process combining osmolysis, H,O,, NaOH and
acetone is used to prepare the patented bone graft
Tutoplast® (Tutogen medicals GmbH, Erlangen, Ger-
many) [17]. Many other commercially available bone
allografts are obtained after various chemical processes:
Surgibone™ (Unilab, Hillside, NJ, USA) or Kiel bone.
Although the first clinical results seemed promising with
these bone grafts, negative effects have been reported
[18,19]. However, the effects of these processes on the
organic and mineral phases and consequences on graft
quality have never been evaluated.
The aims of the present study were

(1) To evaluate histologically the surface status of human
trabecular bone after cleaning bone with chemical
treatments commonly reported in the literature to clean
bone graft (ethanol, NaHCOs3, H,O,, NaOH). Combi-
nation of several of these chemicals was also used as
proposed by several companies.

(2) To determine the cytotoxicity (if any) of these processes
on bone cells.

Bone samples were prepared from human femoral heads.
Cytocompatibility was evaluated by culturing human
osteoblast-like cells (SaOS-2) on cleaned bone slices.
Proliferation rate of cells was examined by MTT test and
their differentiation by alkaline phosphatase activity
measurement.

2. Material and methods
2.1. Bone allograft preparation

Allogenic bone samples were prepared from three femoral heads that
had been excised during hip surgery for osteoarthritis. All experiments
were done in triplicate on each femoral head. They were packed under
sterile conditions in plastic vials and frozen at —20°C until use. After
thawing at room temperature, the articular cartilage was removed with a
scroll saw. Transversal slices (approximately 1 mm in thickness) were
prepared from the block of cancellous bone with a precision saw
(Accutom-2, Struers, Copenhagen, Denmark). Because various analysis
techniques were used to characterize the quality of the bone surfaces,
samples of different size were prepared from these slices for each type of
analysis (a single trabecula for atomic force microscopy (AFM), 0.1 cm?

for transmission electron microscopy (TEM), 0.3cm? for scanning

electron microscopy (SEM) or MTT test and 3cm? for alkaline
phosphatase activity measurement). For light microscopy, blocks were
cut into cubes (about Smm in side). All bone samples were immediately
washed with NaCl 9%o (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France)
under a high-pressure jet in order to eliminate bone marrow materials.
Different processing methods were studied.

1. process NaCl: no additional treatment occurred after this first cleaning
step.

2. process etOH: dehydration for 3h in 95% ethanol (etOH) and 2h in
pure etOH. This dehydration method is obligatory and served as
control for the other processes and is part of almost all reported
process [10,16,20,21].

. process NaHCOj: soaking in NaHCO; (5% in distilled water) at 50 °C
for 24h (Sigma-Aldrich) [10]. After three washes in distilled water,
slices or cubes were extensively defatted in two baths of pure acetone
(8 h) followed by two baths of 40° etOH (2 h each).

4. process H,0,: soaking in a 35% H,O, solution (Acros Organics, New
Jersey, USA) at 40 °C for 2 h with sonication as reported elsewhere [16]
and dehydration as described above in process etOH. This group
evaluated the specific effects of H,O, on bone.

. process NaOH: soaking in NaOH (1 M, Sigma-Aldrich) for 1 h at room
temperature and buffering 30min in NaH,PO, (12gl~!, Acros
Organics), buffering and dehydration as described above in process
etOH. This group evaluated the specific effects of NaOH on bone.

6. process H,O,+NaOH: soakings in H,O, followed by NaOH and
NaH,PO, as above. Samples were then dehydrated as described above
in process etOH. This process evaluated the combined action of both
chemicals.

W

wn

These six groups of processed samples were then dried in a laboratory
oven at 37°C and stored in sterile tubes until use. Bone slices were
sterilized by UV light for 24 h at room temperature before use in culture
studies.

2.2. Light microscopy

Histology was used to detect bone matrix alterations in the depth of
bone trabeculae after sectioning. From three femoral heads, a fresh cube
of trabecular bone was cut and immediately fixed in 10% formalin at 4 °C
for 24h. This unwashed control cube, containing bone marrow, was
dehydrated in acetone and cleared in xylene. Additional cubes were treated
with one of the above processes and all cubes were embedded undecalcified
in methylmethacrylate in a single block. Sections were cut dry (7 um in
thickness) on a PolycutS microtome equipped with tungsten carbide
knives (Leica PolycutS, Rueil-Malmaison, France). Sections were stained
by:

(1) Goldner’s trichrome, which stains collagen in green and osteoid tissue
in red,

(if) Basic fuchsin, 1% in water. This dye is fixed by non-calcified collagen
that appears pink under transmitted light and fluoresces orange under
green incident light (545 nm),

(iii) Toluidine blue, 0.5% in 1% sodium borax for cell staining,

(iv) Silver staining, which identifies argyrophilic proteins [22].

2.3. Surface morphology of bone trabeculae

2.3.1. Scanning electron microscopy (SEM)

Surface morphology of the bone trabeculae was studied by SEM on a
JEOL JSM-6301F, (JEOL, Paris, France). The method was used to
observe the calcified collagen fibers that composed the resting and
mineralization surfaces of bone [23].
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2.3.2. Atomic force microscopy (AFM)

Examination of surfaces was performed using an autoprobe CP-
research (ThermoMicroscopes, Sunnyvales, CA) in the tapping mode with
ULNC-AUNM ultralevers (Veeco metrology, Dourdan, France). Acqui-
sitions were done with the image processing software release 2.1. At least
five topographic images (5 x 5 pm) were recorded per sample. This method
provides interesting data at the nanometer scale and is useful to detect
bone microfibrillar changes and hydroxyapatite crystals [24].

2.3.3. Transmission electron microscopy (TEM)

Processed bone slices (0.1 cm?) from three femoral heads were examined
by TEM without decalcification and after embedding in epoxy resin.
Ultrathin sections were contrasted with uranyl acetate and lead citrate.
Examinations were done with a JEOL 2010 electron microscope. TEM
was used to have a precise visualization of the collagen ultrastructural
changes in the immediate surface layer of the trabeculae after ultrathin
sectioning; the method is also useful to illustrate the hydroxyapatite
microcrystals of the mineral phase.

2.4. Cell culture

Osteoblast-like cells SaOS-2 (American Type Culture Collection ATCC
no. HTB 85) were cultured in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium; Eurobio, Les Ulis, France) supplemented with 10% heat-
inactivated fetal calf serum (FCS, Seromed Biochrom, Berlin), 100 IU/ml
penicillin and 100 pg/ml streptomycin (Eurobio) in a humidified atmo-
sphere of 5% CO, at 37°C. UV sterilized bone slices were incubated in
serum-free culture medium 2 h before cells seeding. After 24 h of starving,
cells were detached using trypsin-EDTA (trypsin/ethylenediamine tetra-
acetic acid—Eurobio) and plated on the six bone samples (NaCl, etOH,
NaHCO3, H,0,, NaOH and H,0,+ NaOH) at a density of 2 x 10° cells/
cm? Cells were incubated for 3h before adding culture medium. They
were harvested at 1, 3 and 7 days. Culture medium was changed twice a
week.

2.5. Cultured cells morphology

After 3 days of culture, bone slices with cells were rinsed in PBS.
Samples were fixed with glutaraldehyde in PBS, post-fixed in osmium
tetroxide for 2 h, dehydrated in graded etOH series, desiccated overnight
in hexamethyldizilasane and then carbon-coated. Observations were done
with a JEOL JSM 6301F field emission SEM.

2.6. ALP activity measurement

Enzyme activity was assayed in cell lysates by determining the release of
p-nitrophenol (pNP) from a p-nitrophenol phosphate solution (pNPP,
Sigma-Aldrich). Briefly, after 3 or 7 days of culture, bone slices with cells
were transferred to a new plate. Only cells fixed on bone were collected
after trypsin-EDTA treatment. Cells were washed twice in PBS and lysed
by sonication in Tris-HCl, 0.1 ™, pH 7.5, 0.1% Triton-X 100. ALP activity
was quantified by reaction with 2.5mwm PNPP in 0.1 M 2-amino-1-methyl-
1-propanol buffer, pH 9.8, supplemented with 2mm MgCl,. The reaction
was stopped with NaOH 0.5~ and pNP formed was measured using a
spectrophotometer at 410 nm (Shimadsu, Kyoto, Japan). The results were
normalized for protein content determined using a protein assay kit
(Biorad, Hercules, CA, USA). Results were expressed as percentage of
ALP activity of cells grown on polystyrene. Experiments were done in
triplicate with bone slices from the three femoral heads and measures were
done in duplicate.

2.7. MTT-test

The number of cells on bone slices was determined after 1, 3 and 7 days
of culture using MTT [3-(4,5 dimethyl-thiazol-2-yl)2,5-diphenyl tetra-
zolium bromide] test, a colorimetric assay derived from the method

described by Mossmann [25]. Results were normalized by the surface
fraction of the slice occupied by trabecular bone previously determined by
image analysis.

2.8. Statistical analysis

Statistical study was performed using SYSTAT statistical software
(Systat Software, Inc., Point Richmond, CA; release 11.0). All data were
reported as means+standard error of the mean (s.e.m). Significant
differences between groups were assessed by a non-parametric ANOVA
(Kruskal-Wallis test). Pairwise comparisons were performed using Mann
and Whitney” U-test. Differences were considered significant at p <0.05.

3. Results
3.1. Matrix alterations observed by light microscopy

Fig. 1 shows sections of allograft samples after Goldner’s
staining. Unprocessed cubes contained bone marrow in the

medullar cavities, osteoid seams, osteocytes or cellular
debris inside the osteocytic lacunae. The classical lamellar

etOH

4

'“

Control

Fig. 1. Goldner stained sections of control and processed bone from the
same subject. Osteoid tissue is evidenced on the unprocessed allograft (—)
after etOH and NaHCO; maceration. After H,O,, NaOH and the
combined process (H,O,+NaOH), osteoid is eliminated and some areas
of damaged matrix appear unstained. Bar = 100 pm.
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texture of the bone matrix was evidenced by polarization
microscopy. Washing under high pressure eliminated all
medullar material. etOH dehydration had no effect and
NaHCOj; eliminated cellular remnants without altering the
matrix staining. After H,O,, osteoid seams were eliminated
and some matrix areas appeared unstained at the surface of
bone trabeculae. Similar effects were also observed after
NaOH and appeared more pronounced. Maximized
alterations occurred on bone sections on samples treated
by the combined reagents (H,O, + NaOH). The unstained
matrix areas were damaged by the chemical processes and
bone has lost its lamellar organization. Degradation was
not uniform at the surface of trabeculae probably due to
differences in matrix composition in the different bone
structure units. Damages were observed in the three
femoral heads but at different degrees, probably depending
on the matrix quality of each subject. The basic fuchsin
staining showed similar results and the altered surface
layers did not fluoresce under UV light. On toluidine blue
stained sections, the altered areas appeared in dark blue
after H,O, process and unstained after NaOH. No
osteocyte could be observed in the lacunae on H,O,- and
NaOH-treated cubes. In the fresh, etOH and NaHCO;
cubes, silver staining revealed argyrophilic deposits along
cement lines, osteocyte canaliculi and lacunae. However,
the use of H,O, and NaOH (either alone or combined)
completely abolished this staining from the trabecular
surface to the deepest part of the trabeculae (Fig. 2).

3.2. Trabecular surface alterations

3.2.1. SEM (Fig. 34)

On NacCl bone slices, lipid droplets were extracted from
the bone matrix and bulked over the surface (data not
shown). On NaHCO; bone slices, collagen fibers were
preserved and oriented with the classical fern-like organi-
zation. The glossy appearance of the fibers corresponded to
a fully calcified matrix. This process produced a clean and
delipidated surface. H,O, and NaOH processes (either
alone or combined) were associated with considerable
changes in surface morphology. After H,O,, fibers were

Fig. 2. Silver stained sections of processed bone from the same subject.
Staining reveals argyrophylic proteins in the osteocyte lacunae and
canaliculi and also in the cement lines. NaHCO; maceration had no effect
but staining is completely abolished after H,O, + NaOH treatment.

damaged and their constituent fibrils were exposed with a
hairy appearance; broken fibrils suggested an alteration of
the calcified phase of the matrix. After NaOH, fibrils were
stuck together and associated with numerous debris. The
combination of both processes (H,O,+ NaOH) produced
considerably altered and rougher surfaces where the
collagen fibrils could not be identified.

3.2.2. AFM (Fig. 3B)

Collagen fibrils were clearly evidenced in NaHCO;-
treated allograft. After H,O,, the trabecular surface still
exhibited a fibrous aspect. However, fibrils appeared more

Fig. 3. (A) SEM images of bones treated with NaHCO;, H,O,, NaOH or
in combination (H,O,+ NaOH). Note collagen fibrils alterations induced
by H,O,, NaOH and the combined treatment (H,O, + NaOH). (B) AFM
topographic images of the surface of bone treated with NaHCO;, H,0,,
NaOH and in combination (H,O,+NaOH). Collagen fibrils appear
thinner and broken after H,O,, damaged and blurred after NaOH
treatment.
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distinct, thinner and disorganized, suggesting an alteration
of the calcified phase. Changes induced by NaOH alone or
combined with H,O, seemed to particularly concern the
organic phase. The bone matrix appeared blurred and
fibrils were not apparent. The surface appeared covered by
place with an amorphous layer, possibly coming from
hydrolyzed remnants of the collagenous material. This
aspect was not observed all over the trabecular surfaces but
appeared in poorly limited areas. In other areas, collagen
fibers had persisted but appeared thinner and broken.

3.3. Matrix alterations observed by TEM (Fig. 4)

Matrix was not modified by dehydration in neither etOH
nor NaHCO;. A layer of non-calcified collagen (1 um in
thickness) was observed, as expected, at the surface of
trabeculae. The mineralized phase appeared dense and
composed of hydroxyapatite crystals with a needle aspect.
After H,O,, NaOH or H,O,+ NaOH processes, a thick
amorphous layer covered the trabecular surfaces in which
the banding pattern of the collagen could not be identified.
Modifications of the mineral phase were also observed:
NaOH induced reduction in hydroxyapatite crystal num-
bers and they appeared loosely packed. After H,O, and
H,O, + NaOH, the needle shape appearance of crystals was
lost at the surface; however, the presence of electron dense
material remained and could correspond to a partially
dissolved mineral phase.

3.4. Cell morphology (Fig. 5)

On undamaged trabecular surfaces (i.e., after NaCl,
etOH or NaHCOs;) SaOS-2 cells maintained their char-

H,0,+NaOH

Fig. 4. TEM of bone surfaces treated by various chemical processes
(NaHCO;, H,0,, NaOH or in combination (H,O,+NaOH). H,0,
induced collagen degradation and partial dissolution of crystals. NaOH
induced collagen degradation and reduction in the number of hydro-
xyapatite crystals. Bar = 200 nm.

Fig. 5. SEM images of SaOS-2 cells cultured for 3 days. Cells are aligned
along the collagen fibers on NaCl, etOH, NaHCOj; processed bones. Note
that cells have lost their orientation with collagen fibers after H,O,. After
NaOH treatment, cells were extremely long and thin. Cells are rare with
random orientation on H,O, + NaOH slices.

acteristic spreading. Cells were nearly at confluence after 3
days of culture. They appeared aligned with the main
collagen fiber direction. After H,O», only a few cells were
observed. They were large and flattened and had no
preferential orientation along collagen fibers. After NaOH,
cells were at confluence only in some areas; they appeared
extremely long and thin, aligned with collagen fibers and
accompanied by foci of round cells. On H,O,+ NaOH-
treated slices, cells were scarcely distributed, globular in
shape and without preferential orientation.

3.5. Cell behavior on processed allografts

3.5.1. ALP activity (Fig. 6A4)

Cells cultured on NaCl, etOH and NaHCOs slices did
not differ in terms of ALP activity (data not shown). After
3 days of culture, ALP activity of cells cultured on
NaHCOj; slices exhibited 39.7+8.4% of the activity of
cells grown on polystyrene. On H>O, processed slices the
decrease was in the same order (33.5% +5.5) but the two
groups did not differ significantly. On NaOH and
H,O, +NaOH slices, ALP activity was markedly reduced
(up to five-fold 13.6% +7.0, p<0.05 and 7.5%+3.0,
p<0.05, respectively). After 7 days, ALP activity of cells
on NaHCOs slices remained at only 87.5% +15.9 of the
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activity of control cells. The activity was only 62.3% +23.2
for cells grown on H,0,, 44.6% +12.6 (p <0.05) on NaOH
and 37.8%+16.7 (p<0.05) on H,0,+ NaOH-treated
slices.

3.5.2. Cell proliferation (Fig. 6B)

Cell density determined by MTT was significantly lower
on H,O,, NaOH and H,0,+NaOH processed bones
compared with NaCl, etOH and NaHCO; samples
(p<0.05) at days 1, 3 and 7. These results suggest that
cells adhered not easily on these damaged matrices.
Moreover, cell density increased with time on etOH and
NaHCOj allografts while it remained unchanged on H,O»,,
NaOH and H,0,+ NaOH slices (p <0.05).

4. Discussion

The most common preparative procedures for allograft
are presently freezing/thawing and y-irradiation, which
served to render non-viable medullar cells within the graft.
This process may appear insufficient because cases of non-
union at the host-graft junction are reported [26]. In 2003,
70% of bone allografts employed in France for a revision
arthroplasty were virus-inactivated using a chemical
treatment and irradiation (Activity report for 2003, Agence
de la Biomédecine, France, www.agence-biomedecine.fT).
Nowadays, defatting, deproteinization, and viral inactiva-
tion are acknowledged for safe and non-immunogenic bone
allograft production. Consequences of these chemical
processes on matrix and recipient bone cells are of interest
because incorporation of the devitalized graft depends on
tissue remodeling in the grafted area. In particular, bone
matrix may contain constituents which regulate the
recruitment and activity of osteoblasts and osteoclasts,
including growth factors like TGFy [27], osteopontin [28],
osteonectin and bone morphogenic proteins [29]. These
proteins affect cell attachment and spreading and conse-
quently interfere with transduced signals [30]. Proliferation
and differentiation of osteoblasts depend of combination
of transcription factors which are a function of the cell
environment [31]. Interaction between osteoblasts and
collagen is also determined by guided adhesion integrins
and the RGD sequences (Arg-Gly Asp) in collagen fibers
[32].

The use of a gentle oxidizing reagent like NaHCO;
appears satisfactory to respect the surface morphology of
bone and to maintain cytocompatibility. Collagen fibers
and the calcified phase appeared preserved in SEM and
TEM with NaHCOs;; the behavior of human osteoblast-
like cells was not modified when compared to cells grown
on an NaCl processed bone. NaHCO; appeared able to
eliminate fat and debris without altering collagenous and
non-collagenous proteins which regulate cellular adhesion,
proliferation and differentiation [33]. Some non-collage-
nous proteins can be detected on histologic sections using a
silver staining method although the exact nature of these
proteins is still unknown. Their nature is under analysis in
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Fig. 6. Effects of various chemical processes on cytocompatibility of
Sa0S-2 cells grown on treated bone. (A) ALP activity from cells cultured
for 3 (white bars) and 7 days (black bars). Results are expressed in
percentage of activity of control cells grown on polystyrene. Data are
represented as mean+s.e.m from three experiments. *Significant differ-
ence (p<0.05) when compared with NaHCOj; samples. (B) Cell adhesion
and proliferation investigated using MTT-test after 1, 3 and 7 days of
culture on bone. Cell number was normalized to bone slice surface. Data
are presented as means+SEM from four experiments. (®) NaCL; (O)
etOH; (M) NaHCOs3; (A) H,0,; (O0) NaOH; (A) H,0,+ NaOH.
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our laboratory. NaHCO; processed bone did not exhibit
changes in the argyrophilic proteins distribution, suggest-
ing that these matrix proteins remained intact.

Our study suggests that a process using H,O, and NaOH
as deproteinizing and viral-inactivating agents, have
detrimental effects on the surface of human bone and
consequently on the osteoblastic activity. However, we do
not have data concerning the efficiency of NaHCO; on
virus inactivation.

H,0,, sodium hypochlorite or urea have been used as
deproteinizing agents to clean bone. It was notably used for
processing of a denatured bone known as “Kiel bone”.
Kiel bone was found to be unsatisfactory and to induce
invasion by fibrous tissue without osteoconduction; there-
fore, its use in orthopedic practice has been abandoned
[18]. A reduction of in vitro osteoclast activity after
treatment of human cortical bone with hydrogen peroxide
3%, freeze-drying and irradiation has been reported [34].
This activity was restored after removal of the surface
layers, supporting the notion that in vitro cellular activity is
correlated with bone quality. Our observations of the
surface of human trabecular bone treated with 35% H,0,
followed by dehydration have shown that a superficial
collagenous layer is damaged, argyrophilic proteins have
disappeared and mineral phase is altered. At physiological
pH, HOO" radicals, derived from H,O,, can react with
H,O to product the H;O" hydronium ion and reactive
oxygen species (05, HO®). These newly formed cations can
interact with hydroxyapatite crystals to modify their
structure [35]. In addition, OH" in the presence of oxygen,
degrades collagen and modifies its amino acid composition
[36]. The argyrophilic proteins usually found in the
osteocyte lacunae and canaliculi were eliminated by H,O,
throughout the whole bone matrix, suggesting that several
other important matrix proteins could also have been
removed. HO" radicals can partially degrade fibronectin,
thus reducing bone nodule formation in rat osteoblast
culture [37]. Other works have shown that collagen
alterations induced by active oxygen species permitted
attachment of fibroblasts but altered their spreading and
proliferation rate [38]. Adhesion, spreading, proliferation
and alkaline phosphatase activity of SaOS-2 cells grown on
H,0, bones were markedly altered in the present study.
Cells appeared large, flat and had lost their orientation
along collagen fibers. Proliferation rate and ALP activity of
Sa0S-2 grown on H,O,-treated slices were reduced. Trentz
et al. have studied the response of primary human
osteoblasts to allogenic cancellous bone pre-treated with
H>0,. They found no cytotoxicity and no difference in
ALP RNAm compared to cells grown on polystyrene [39].
However, the ALP gene activity cannot be correlated with
the enzyme activity. In this study, the decrease in ALP
activity of cells cultured on H,0O, slices suggested a
decrease in the differentiation step of these cells.

The NaOH process was developed for its viral inactivat-
ing properties [14]. However, being a denaturing agent,
NaOH also exerts deleterious effects on collagenous and

non-collagenous proteins. This explains the various aspects
of collagen fibers in SEM and AFM and the decrease of
hydroxyapatite crystals number in TEM. It is likely that
alteration of the mineral phase can induce a marked
reduction of the mechanical properties of allografts. Speirs
et al. [15] have found that NaOH produced a moderate but
significant decrease in the structural strength and stiffness
of human auditory ossicles compared to steam at 134 °C.
Their results cannot be generalized because ossicles are
compact bones with biomechanical functions different
from the ones required for bone defects filling. In the
present study, no attempt was done to characterize further
the biomechanical properties of bones processed with these
various protocols. Non-collagenous proteins of the matrix
were altered by NaOH as described above with H,O,. Cells
adhesion and proliferation were disturbed after NaOH,
and appeared extremely long and thin, aligned with
collagen fibers.

H,0, (acid) and NaOH (basic) are oxidizing reagent that
did not induce the same changes in surface chemistry of the
bone trabeculae. This may explain the differences in cell
shape and orientation noted specifically after NaOH
treatment of the slices. That remodeling and osseointegra-
tion of allografts treated with strong oxidizing reagents
could be compromise is questionable. Frayssinet et al. [16]
have found that cancellous bone tissue defatted with
supercritical CO, and treated with H,O,+NaOH pre-
sented a better integration at the histological level than
non-defatted, non-processed allografts in sheep bones after
8 month. However, their study did not include a defatted
non-processed group.

5. Conclusion

The use of H,O, or/and NaOH induced considerable
deleterious changes in collagen, non-collagenous proteins
and hydroxyapatite crystals that had significant conse-
quences on the osteoblastic attachment, spreading and
activities in vitro. Notwithstanding the use of a limited
series of bone specimens in this study, very similar results
were obtained on the different bones. It is likely that the
bone quality of the donors (patients with osteoarthritis of
the hip) had a noticeable influence on the results as
evidenced by the various extents of altered areas. NaHCO;
produced cleaned human bones with a well-preserved
surface morphology supporting the in vitro growth and
maturation of SaOS-2 cells. However, virus and prion
inactivating properties of this treatment are unknown and
additional procedures remain to be used [40].
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La réparation des pertes osseuses de taille aitigprésente toujours a I'heure
actuelle un challenge pour la médecine régénéralige thérapeutiques usuelles de
chirurgie orthopédique ou maxillo-faciale ont meénteurs limites. L’autogreffe est
limitée par les volumes pouvant-€étre préleveés dbgmtient, insuffisants pour combler
des déficits de grande taille. Les allogreffes atimponibles en plus grands volumes,
mais I'absence de potentiel ostéogénique par lradssale cellules ostéoformatrices
augmente grandement le temps d’intégration du @mneét le nombre de non-unions. Il
en est de méme pour les biomatériaux qui peuvealedgnt présenter des limites
mécaniques a leur utilisation en grand volume. Eaodverte des cellules souches
mésenchymateuses (CSM) et de leur multipotentialigermis le développement de
I'ingénierie tissulaire pour la réparation du tismseux (Kassem 2004). Cette stratégie
consiste a combiner un biomatériau, des cellulégogéniques et/ou des facteurs de
croissance (Niklason 2000). De nombreuses comlonsissont possibles et une
construction hybride matrice/cellules optimale ptauréparation de pertes osseuses de

grande taille reste a découvrir.

Lors de cette étude, nous avons testé les capalgtéégénération osseuse, dans
un modele murin de craniotomie critique, d’'une ¢artion combinant une matrice
osseuse xénogénique et des cellules stromales dle pemeuse (BMSC) allogéniques.
La matrice osseuse a été préparée a partir deolagguse secondaire de condyles
tibiaux bovins et purifiée selon le procédé au thoaate de sodium (NaHGDdécrit
dans l'article 1. Cette matrice nous semble un bigmau de choix pour l'ingénierie
tissulaire car: (1) elle est disponible en gramgigantité et peut-étre produite
industriellement, (2) elle possede des propriétésamiques proches de celles de I'os au
niveau du site de greffe, (3) elle est cytocompatinhon inflammatoire et (4) elle est
ostéoconductrice par sa composition et sa micrdaathre naturelles. Les cellules
utilisées sont issues de la meelle osseuse de swarisgéniques pour la Green
Fluorescent Protein (GFP) (lignée C57BI/6TgN-(addP@OsbY01) (Okabeet coll.
1997). Le transgéne codant pour la GFP étant i@tdgns le génome des souris, ainsi
toutes les cellules nucléées de ces souris expriomarstitutivement la GFP dans leur
cytoplasme. Ce modele de souris a permis d'utililerGFP comme marqueur
« naturel » des cellules transplantées, dont I'ofagi®n in situ ne nécessite aucune

technique de détection.
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Le protocole d'élaboration des constructions s#iis dans cette étude est
schématisé dans lagure 15. Les BMSC ont été sélectionnées par leur propriété
d’adhésion a un support (boite de culture) et tlhénplifiees dans un milieu de culture
standard pendant 14 jours. Les BMSC ont été dépamdreles xénogreffes purifiées.
Les constructions hybrides ainsi formées sont reairgs en culture pendant 14 jours
afin de permettre I'amplification des cellules &laface de la xénogreffe et la sécrétion
d’'une matrice extracellulaire. Deux conditions déture ont été testées, deux groupes
ont été formes :

- Groupe G-BMSC : la construction matrice/cellule @dtivée dans un milieu
standard.

- Groupe G-Ob : la construction est cultivee en présal’acide ascorbique 2-
phosphate, deB-glycérophosphate et de dexaméthasone, constituadtssant la
différenciation ostéoblastique des BMSC (Grigosaticoll. 1988).

Les cellules cultivées sur les xénogreffes dansmidieu ostéogénique
présentent, au moment de l'implantation, une aétipghosphatase alcaline plus élevée
que les cellules de la construction G-BMSC, témaliune différenciation
ostéoblastique.

Le potentiel ostéogénique de ces deux constructsmra comparé a celui de la

xénogreffe seule, implantée sans cellules (groupe G

Le modele de déficit osseux au niveau du crarsodes a été élaboré pour cette
étude. Le dispositif expérimental est illustigure 16. Le trou est réalisé a I'aide d’'un
trépan a bords rodés et diamantés de 4 mm de d@méderne. La trépanation est faite
a la vitesse de rotation minimale sous irrigationstante de sérum physiologique. La
perceuse est fixe et orientée de maniére a cegjtrégan soit bien perpendiculaire a
I'os pariétal. La souris est fixée dans un cadéeésitaxique placé sur un élévateur. La
souris est montée grace a I'élévateur jusqu’a tréfien de I'os sur toute son épaisseur
(environ 250 pum) en évitant d’'endommager la dureer(fégure 17). Apres la mise en
place du greffon (4 mm de diametre et 300 um d&5eair), la peau est recousue par

une suture non résorbable.
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Souris C57BI/6TgN-(actEGFP)OsbY01

Homozigote -/- Hétérozygote +/

Extraction de la moelle osseuse

Expansion 14 jours dans un
Homozigote +/+

milieu standard

BMSC GFP*

Dép6t de 3x1DBMSC GFP

Milieu de culture Milieu de culture
ostéogénique standard

Groupe G Groupe G-Ob Groupe G-BMSC

Figure 15: Protocole d’élaboratiom vitro des constructions matrice/cellules pour la

réparation de lacunes au niveau du crane de souris.

-76 -



Article 2

Perceuse a main

a vitesse variable

Trépan diamanté
sans dents de 4
mm de diamétre

Cadre stéréotaxique

Elévateur

Figure 16:Photographie du dispositif expérimental pour Eation du défaut de

taille critique au niveau du crane de la souris.

Os pariétal

Dure mere intacte

Figure 17 :Photographie du défaut osseux réalisé au niveauéhe de la souris.
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Les animaux ont été euthanasiés 2 ou 8 semaines mpplantation. Les cranes
ont été examinés par radiographie a rayons X éblogie. Seuls les greffons restés en
place au niveau du trou ont été analyseés.

Les analyses radiographiques ont permis de vsmralet de quantifier le
pourcentage de comblement des défauts par de linératisé. La xénogreffe a elle
seule permet un comblement de 56% en moyenne auentode I'implantation.
L’ostéoformation induite par la xénogreffe est piralement observée au niveau des
marges du défaut et progresse le long des trawvegeetfon. La quantité d’'os formée ne
devient significative qu’apres 2 semaines d’impddion. L'implantation de cellules
cultivées sur la xénogreffe a, dans 65% des graBietisées, accéléré fortement la
formation osseuse, visible des 2 semaines apréknagion et jusqu’au centre du
greffon. Le taux de comblement atteint 76% en mogepour le groupe G-BMSC a 8
semaines (p<0.05 vs. Groupe G) avec un maximun¥ae€270% pour le groupe G-Ob.
Les résultats obtenus avec les constructions hgdndont pas augmenté de maniéere
significative entre 2 et 8 semaines d’implantatibas observations histologiques ont
montré le remplacement partiel du woven bone olésér2 semaines par de I'os
lamellaire & 8 semaing€Bigure 18). Les analyses radiographiques ne permettent pas de
distinguer I'évolution de la xénogreffe et de ltmsuvellement formé.

L’analyse histomorphométrique des coupes des defasgeux comblés permet
de mesurer distinctement les volumes osseux génagreffe et de I'os nouvellement
formé (Figure 19). Les travées xénogéniques sont facilement idabkifs car elles
présentent au moins un bord droit (coupé€) et de&sopkastes videgFigure 18). Ces
analyses complémentaires ont révélé que le voluogermuvellement formé augmente
entre 2 et 8 semaines pour le groupe G-Ob et eitelégérement plus important que
pour le groupe G-BMS(Figure 20). Le volume de la xénogreffe est resté inchangé 8
semaines aprées implantation pour tous les groupestrairement aux données de la
littérature, linduction de la différenciation ost#enique des cellules avant
limplantation n’a pas augmenté de maniére sigaifie la formation osseuse ni en

terme de vitesse ni en quantité d'os dépose.
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Groupe G

Figure 18: Analyses histologiques des greffons 8 semainagsafeur implantation.
Coloration au trichrome de MassoA. : marges du défaut® : os nouvellement formé ;

G : xénogreffe = : os lamellaire.
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Photographie numérique en mode colorimétrique RWBal coupe histologique de
site de greffe colorée au trichrome de masson.

Sélection de la couche rouge permettant d’accemtueontraste des verts. Dans le
logiciel CTan (Skyscan), délimitation de la régaimtérét (ROI).

Seuillage et binéarisation de I'image. Calcul desuaface blanche par rapport a la
surface totale de la ROI.

B.Ar/T.Ar = surface blanche/surface totale de lalRO

Les calculs sont réitérés avec I'image dont I'ogvelement formé a été effacé. Ces
calculs sont effectués sur 10 coupes couvrantdimtde du greffon.

Figure 19 :Méthode d’analyse histomorphométrique pour la meedes volumes

osseux greffés et néoformes.
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2 semaine aprés implantation

507

Comblement du défaut (%)
o

G G-BMSC G-Ob

[l Os nouvellement formé

[[] Xénogreffe

8 semaines aprés implantation

Comblement du défaut (%)

o

G G-BMSC G-Ob

Figure 20: Quantification de la régénération osseuse oimorphométrie.
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La présence de cellules sur la xénogreffe au mondent’'implantation a
fortement accéléré la régénération osseuse auwniealéfaut. Ont-elles directement
participé a la formation osseuse ? Le modéle daleslGFP nous a permis de suivre
le devenir des cellules implantées. Quelques eslI@FP ont été observées au niveau
du site de greffe 2 semaines apres l'implantatiaisnaucune a 8 semaines. Peu de
cellules survivent a l'implantation et elles senmblee pas proliférein situ. A 2
semaines, elles sont localisées le long des trasdremyeniques, dans le tissu conjonctif,
mais aucune cellule implantée n’a été incorporées da matrice osseuse néoformée.
Ces résultats suggéerent que l'action des cellutgdaintées sur la formation osseuse
serait indirecte, par la sécrétion de facteursoggigiques stimulant le recrutement, la

différenciation et I'activité des ostéoprogénitelasaux de I’héte par exemple.

En conclusion, cette étude a permis de démorggepbtentiels thérapeutiques
de l'ingénierie tissulaire combinant une matricanogenique et des BMSC pour la
réparation de pertes osseuses de taille critiqusheargie maxillo-faciale. Néanmoins,
nous n’avons pas obtenu de réparation totale doitdéh 8 semaines et peu d’évolution
entre 2 et 8 semaines. Nous pensons que la sdasspas le modele animal adapté
pour l'utilisation d’une matrice osseuse bovine. tadlle des travées xénogéniques
paraissent trop grandes pour ce modéle et semimestituer des barrieres de la totalité
de I'épaisseur du crane de souris freinant les ilpititss de migration cellulaire

notamment.
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Abstract

Tissue engineering of autologous bone combined @steoprogenitor cells is a suitable
strategy for filling large bone defects. The ainmtld present study was to evaluate the
osteogenicity of a xenogenic bone graft culturethwallogenic bone marrow stromal
cells (BMSC) in a mouse critical size craniotomyvihe trabecular bone grafts were
made free of bone marrow cells or debris, and gkltpd. BMSC were harvested from
C57BL/6-Tg(ACTbEGFP)10sb/J mice (GFéells) and were cultured 14 days on bone
grafts in control or osteogenic medium. Engineayesits were implanted in calvarial
defect in C57BL/6 mice. Four groups were studigdftgnith BMSC differentiated in
osteoblasts (G-Ob), graft with BMSC (G-BMSC), grafthout cells (G) and no graft.
Calvariae were studied 2 and 8 weeks after implmmaby radiographic and
histomorphometric analyses. G group: the bone wmtlravas limited to the edges of the
defect. The center of the graft was filled by addmascular connective tissue. G-BMSC
or G-Ob groups: bone formation occurred early i ¢center of the defect and did not
increase between 2 and 8 weeks; the newly formecmwbone was partially replaced
by lamellar bone. The preoperative osteoblastitedihtiation of BMSC did not allow
faster and better bone regeneration. After 2 weBKS cells were observed around the
grafted bone but no GFPsteocyte was present in the newly formed bone GR&"

cell was noted after 8 weeks. However, pre-implkameculture of the biomaterial with

allogenic BMSC greatly enhanced the bone regermerati
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Introduction

Even if autologous bone graft remains the mostablet treatment for bone
defect, its use is limited by an insufficient syppind significant additional surgical
morbidity [1]. Engineering of bone grafts combiningrious scaffolds, cells and
bioactive factors, is a recently proposed apprdhah aims at mimicking as much as
possible an autograft [2]. The success of the repdo obtain a tissue replacement that
promotes and preserves the required mechanicattstal and biological properties of
the patient's bone. The main challenge is the destd the most favorable
osteocondutive and osteoinductive matrix [3]. Aatthime, the matrix that ideally
reproduces biomechanical, microarchitectural, lgigal features of bone is bone from
another origin. Bone allografts and xenografts haeen proposed as an alternative to
autograft [4,5,6]. Bovine bone provides large vodsmof cancellous matrix with
suitable microarchitecture and osteoconductive gnttgs. Problems associated with
bone allografts or xenografts consist in processdlffigculties to make them clean, non
Immunogenic, safe while retaining their osteocomnigeqroperties. In addition, clinical
results are by far less satisfactory than when gusintologous bone. Combining
allogenic or xenogenic bone tissues with bone cktisn the donor may help to
overcome the problems related to donor site madspidnd size limitations. Tissue
engineering is an emerging interdisciplinary fithdt seeks to prepare new biomaterials
by "applying the principles of engineering and lifes sciences toward the development
of biological substitutes that restore, maintainjneprove tissue function" [2]. Several
kinds of synthetic osteoconductive materials, cacphosphate ceramics in majority,

have been considered as bone substitutes [7,8]. etaw due to their poor
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biomechanical properties they are not suitable ight-bearing areas and bone
allografts still represented the most significaattpf the market in the USA [9]. The
combination of bone matrix with osteogenic cellsudoconfer a better osteogenicity.
Bone marrow stromal cells (BMSC) contain osteobpaisgenitors and can be used for
bone tissue engineering because of their osteogenoigerties and the facilities to
isolate and expand them from the bone marrow [J0ifferent strategies have been
elaborated by investigators to optimize bone repaits can be cultured on the scaffold
before implantation [12,13] or seeded at the timha@ntplantation [14]. In addition,
various cell differentiation statuses have beem usepreclinical studies, it is of interest
to evaluate the fate and contribution of grafteldsaa the healing of a bone defect.

Different cell markers have been proposed to ifewibnor cells in the grafted
site [14,15,16,17]. Their detection requires immaytochemical oin situ hybridization
techniques. The green fluorescent protein (GFP) iendariants, such as enhanced-
GFP, are useful cell markers which have been popeth with the development of
GFP transgenic animals [18,19]. Grafted GEEIlls are traceable in recipient animals
because GFP (i) does not naturally exist in mananadpecies, (ii) is undiluted during
cell division, (iii) is easily detected by fluorestd microscopy. It has been shown that
GFP stem cells from transgenic mice retained the tgbid undergo osteogenic
differentiation [20], thus allowing their use ingtimental tissue engineering studies.

The aim of this study was to compare the efficieotgllogenic BMSC cultured
on a xenogenic bone graft to repair a critical-gizeaniotomy in mice. GFPBMSC

allowed the study of their roles in the bone fororaprocess.
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Materials and methods

Preparation of xenogenic bone grafts

Xenogenic grafts were prepared from trabecular mérmvine tibia kept frozen
at -20°C. They were thawed at room temperaturelkdocks of cancellous bone were
prepared from the secondary spongiosa. Transvéices gapproximately 0.6 mm in
thickness) were made with a precision saw (AccubpnStruers, Copenhagen
Denmark) and grinded to a final thickness of 0.3 roynsandpapering (grit 1000,
Struers). The cleaning and purification processewesed as previously described
[21,22]. Briefly, bone slices were soakiedsodium hydrogenocarbonate 5% in distilled
water at 50°C for 24 h (Sigma-Aldrich, Saint Queriallavier, France) to remove cells
and organic materials, extensively defatted in pacetone and dehydrated in pure
ethanol. Discs (4 mm in diameter) were preparechftbe slices with a punch. They

were sterilized by UV light for 24 h before celllicuwe or implantation.

Mouse bone marrow stromal cells isolation and cultxe

Six to 8 week-old C57BL/6TgN-(actEGFP)OsbY01 mianerously provided
by Prof. R. Ghérardi (INSERM, EMI 0011, CréteilraRce), were used to harvest bone
marrow. This transgenic mouse line has an "enhdrG&&# cDNA under the control of
a chicken (-actin promoter and cytomegalovirus enhancer. Tdosfers a green
fluorescence to all tissues under UV light (witle #xception of erythrocytes and hair)
[19]. The Animal Care and Use committee at the ©rsity of Angers approved all
procedures. Bone marrow from the femoral, tibia &aumeral medullary cavities was

flushed with Dubbleco’s-modified Eagle’s medium plgmented with 2 mM
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glutamine, 100 U/ml penicillin, 200 mg/ml streptocity (DMEM, Eurobio, Les Ulis,

France) and filtered through a 70 um cell straifid Biosciences, Pont-de-Claix,
France). The entire marrow content was plated twm 75 cnf culture flasks (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ) containing DMEM, glgmented with 20% heat-
inactivated fetal calf serum (FCS, Seromed Biochr&arlin, Germany). Cells were
cultured at 37°C in a humidified atmosphere and@®. Confluent layers of adherent
cells were formed in 14-16 days and were harvesset trypsin-EDTA (Eurobio) for

15 min at 37°C and scraping. All cells were GBB evidence under UV microscopy.

Cell seeding on xenogenic bone

Discs of xenogenic bone were incubated in 50 [cudtiire medium 20% FCS in
a 96-well plate 24h before cell seeding. A suspensi 3x16 GFP BMSC in 200 pl
was deposited on each disc. They were transfentednew wells on the next day and
cultured in a control medium (DMEM with 15% FCS) ior an osteogenic medium
consisting in control medium supplemented with ud® L-ascorbic acid 2-phosphate,
10 mM B-glycerophosphate and 10 dexamethasone [23]. Culture was maintained 14

days before implantation.

Mouse calvarial defects

Seventy recipient C57BL/6NHsd mice (7-8 weeks oldre purchased from
Harlan (Gannat, France). Surgery was performed rurah@esthesia achieved by
intraperitoneal injections of xylasine 5 mg/kg (Rmm® 2%, Bayer, Leverkusen,
Germany) and ketamine 100 mg/Kg (Ket&|aPfizer, Zurich, Switzerland). Mice were
placed in a stereotaxic frame. A midline skin immms was made, the underlying

periosteum was removed and a 4-mm full thicknessagdal defect was created with a
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diamond-tipped coring tool (Starlite, Rosemont, RASA) in the right side under

constant irrigation with 0.9 % NaCl. The dura mattas kept as intact as possible.
Grafts were rinsed in PBS pH 7.4 and used tot#l defect. Skin was closed with 3-0
silk suture (Ethicon, Issy les Moulineaux, Frandd)e operated mice were divided into
4 experimental groups that received the followingftg: (1) xenogenic bone graft
cultured with BMSC in osteogenic medium (G-Ob), X2nogenic bone graft cultured
with BMSC in control medium (G-BMSC), (3) graft a® (G) or (4) no implant

(unfilled). Eight mice did not survive. Animals veessacrificed 2 or 8 weeks post-
surgery, so at least 6 animals per group and peg post-surgery were studied (55
calvariae were processed for further analysis)v&&le were removed with scissors

and fixed in paraformaldehyde 4% in PBS for 484°&.

Scanning Electronic Microscopy

After 1 and 14 days of culture, bone discs withlscebere fixed with 4%
glutaraldehyde in PBS for 1 h 30 at 4°C, post-fikedsmium tetroxide (1% in distilled
water) for 2 h, dehydrated in a graded ethanog&sedritical-point dried under G@nd
carbon-coated. Observations were done with a JESGM B301F field emission

scanning electron microscope with an acceleratiky 8oltage.

Cell number and differentiation

After 14 days of culture on xenograft in control @steogenic medium, cells
were harvested by trypsine-EDTA treatment; vigonmashes with PBS ensured that no
cell remained in the xenograft as seen under aeri@@ microscope. The number of
cells was determinated with a Malassez’s cell aftenlusion of dead cells with trypan

blue. Cells were lysed by sonication in Tris-HCIL O, pH 7.5, 0.1% Triton X 100.
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Alkaline phosphatase (ALP) activity was quantifiéqy reaction with 2.5 mM
paranitrophenyl phosphate in 0.1 M 2-amino-1-meflipropanol buffer, pH 9.8,
supplemented with 2 mM Mggl The reaction was stopped with NaOH 0.5 N and
paranitrophenol formed was measured at 410 nm speatrophotometer (Shimadsu,
Kyoto, Japan). Results were normalized for protgintent, determined using a protein
assay kit (Biorad, Hercules, CA, USA). Nine assaysre done in each culture

condition.

Radiographic analysis

Digital radiographs of the dissected calvariae waken at x 6 magnification
with a Faxitron machine at 26 kV (Faxitron Edimé&ngers, France). The percentage
of mineralized bone within the defect was measusgdimage analysis (Image J
software, NIH, USA). Briefly, a circle selection svaised to define the defect area in
term of pixels number. After thresholding to seletiite pixels corresponding to bone,
the percentage of bone was calculated. Radiograjphsn implanted discs were taken

as control for measuring bone area at the timenpfantation (N = 6).

Histologic and histomophometric procedures

Calvariae were decalcified for 7 days in EDTA 159 [7.4. They were
protected from sun light during all the procedufb@ey were dehydrated in graded
ethanol solutions, embedded in paraffin, and seeto(5 um thick). Slides for
histomorphometric and fluorescence analysis weepgred from semiserial sections
every 300 um i.e., 10 to 12 slides to cover thele/kefect. Sections were stained with
Masson’s trichrome. Microphotographs of the ovewddifect were taken at a x25

magnification, binarized and the whole defect spaes considered as the region of
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interest. The nomenclature used hereafter follows tecommendations of the
Histomorphometric committee of the American SocietyBone and Mineral Research
[24]. T.Ar and B.Ar (resp. surface areas of theiomegof interest and bone) were
measured with CTan software (release 1.5; Skys&ariselaar, Belgium). The newly
formed bone Bwas easily identified from the xenogenic borfalBe to the presence of
osteocytes in the lacunae. Bone volume was measepatately for newly apposed and

for grafted bone (resp.”BAr/T.Ar and B.Ar/T.Ar).

Fluorescence observations and immunohistochemistogf GFP

For the localization of GFPgrafted cells, slides were stained with DAPI
dilactate (Sigma), mounted in Fluorescent mountmgdium (DakoCytomation,
Trappes, France) and examined under fluorescentosticpy (LEITZ DMR, Leica
Microsystems, Rueil-Malmaison, France). In additioGFP was detected by
immunohistochemistry. After antigen retrieval byubation for 20 min in 95°C acid
citrate buffer, endogenous peroxydase was inaetivay incubation with 3% D, for
5 min. Rabbit polyclonal antibodies against GFRLQDO, Invitrogen, Cergy-Pontoise,
France) were incubated with the sections for 5 fire secondary antibody used was a
biotinylated polyclonal goat anti-rabbit antibodgvealed by peroxydase-conjugated
streptavidin (Dako). Peroxydase activity was regedly the diaminobenzidine reaction
according to the manufacturer's instructions; @edi were counterstained with

hematoxylin and mounted in Entellan.

Statistical analysis

Statistical study was performed using SYSTAT dtiahé software (release

11.0). All data were reported as mean = standamr e@f the mean (SEM). Normal
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distribution of data was assessed by contollingskewvness and kurtosis coefficients
(positive and close to 0). Significant differendestween groups were assessed by
analysis of variance (ANOVA) with the Bonfferoni giehoc test. Differences were

considered significant at p<0.05.

Results

In vitro results

One day after seeding, cells adherent to xenogeoie exhibited different
morphologies with flat and elongated cells or rowmés (Fig. 1A). They were evenly
distributed on sawed and intact trabecular surfadegler fluorescence microscopy,
cells appeared to have covered the whole grafaserafter 3 days; at day 14, multiple
layers of cells had formed (Figs. 1C and D). Celigrapped within a thin collagen
scaffold tended to fill the cancellous spaces (Fids and C). No differences could be
distinguishable between xenogenic grafts cultunecbntrol or osteogenic medium.

Cells grown on xenografts had differentiated intsteoblastic cells (as
evidenced by a significant increase in ALP activigyter 14 days in the osteogenic
medium (Fig. 2A). The number of cells did not sfgrantly differ between both culture

mediums (Fig. 2B).

In vivo X-ray results
No surgical complications nor signs of infectionrevebserved in this study.
Radiographs of each group are shown in Fig. 3 h@dmounts of bone are presented in

table 1. No bone formation occurred in unfilled et$é (Figs. 3A and B). A limited
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marginal bone ingrowth was noticeable in the G grduweeks after implantation and
progressed further centripetally along the trakee\(Figs. 3C and D). The close contact
of the graft with the defect margins promoted ostealuction. Newly formed bone was
observed in 7 samples out of 10 of the G groupvae&ks.

The amount of bone obtained in the G-BMSC group swgsificantly increased
compared to the G group (+23% at 2 weeks and +16% weeks). Radiographs
showed that newly mineralized bone was presertieaténter of the defect (Fig. 3E).
The bone filling remained incomplete after 8 wedksgy. 3F). Osteogenesis was
minimal for 2 grafts out of 7 for the G-BMSC groap 2 weeks and 3 out of 7 at 8
weeks.

In the G-Ob group, the amount of bone was not Bagmitly different from G-BMSC
and G groups. Radiographs appeared very similtiase of the G-BMSC group with
mineralized bone at the center of the defect (F&S. and H). Osteogenesis was

minimal for 3 grafts out of 6 for the G-Ob group2atveeks and 1 out of 6 at 8 weeks.

Histologic and histomorphometric analysis

Bone formation developed in all samples without andochondral phase.
Osteogenesis occurred at the surface and extendidedn the xenogenic bone
trabeculae. Some osteogenic foci developed aloadater side of the graft (toward
the dura matter) but never along the upper sidalqurthe skin). The respective
proportions of grafted and newly formed bone anggear in table 2. BAr/T.Ar was
not significantly different between all groups.

1. The G Group (Fig. 4): Two weeks after implamatithe bone ingrowth was
limited to the edges of the defect. The center e graft was filled by a loose

fibrovascular connective tissue. After 8 weeks, dneount of bone was significantly
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increased and the spaces were filled with a deswarective tissue. Bone regeneration
was incomplete and did not completely anchor thaftgat the defect margin. A

contiguous periosteal layer was observed alonguihyger side of the graft. Some
multinuclear cells resembling osteoclasts were doairthe surface of trabeculae.

2. The G-BMSC Group (Fig. 5): BMSC significantlycheased osteogenesis leading
to the development of a plexiform network of thirakteculae at 2 weeks after
implantation. The newly formed bone appeared arathat the surface of the grafted
bone and extended in the cancellous space. It waspased of woven bone as
evidenced under polarized light (Fig. 5C). The amtive tissue was well vascularized,
with an isotropic distribution of fibroblasts andtlwout foci of inflammatory cells. After
8 weeks of healing, the peripheral anchorage ofgtiaét remained incomplete on its
margins. The new bone was compact and composedackefs of lamellar bone
together with areas of woven bone (Fig. 5F). Wéfedentiated marrow cavities were
filled with a densely packed connective tissue amig adipocytes. Xenogenic bone
surfaces were covered by a layer of flattened ;caltgane multinuclear cells were
occasionally observed. "BAr/T.Ar did not significantly increase upon timef o
implantation.

3. The G-Ob group (Fig. 6): The connective tissws whviously more anisotropic
after 2 weeks of implantation and dense sheetsobdagen fibers were observed.
Multinuclear cells were found much present along ®enogenic bone surfaces. A
significant increase in BAr/T.Ar was noted at 8 weeks. Packets of new |éandione
were evident. Xenogenic bone surfaces were covayeal unicellular layer suggesting

lining cells.
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Tracing grafted cells

GFP cells were present in the defect area after 2 sve€kmplantation but not
after 8 weeks whether cells were differentiateciatr GFP cell number was similar in
both groups. They were located along the trabecsiamfaces of the bone graft or
loosely distributed in the connective tissue (Fg.B). No GFP osteocyte could be
observed in the newly formed bone. There was no’@ER in the surrounding tissues
at distance from the graft (skin, calvaria, braimmunodetection of GFP confirmed
fluorescence observations: GFP+ cells were rargeggent near the graft (Fig. 7C) and

in the area of bone formation but not as osteodyiigs 7D).

Discussion

The co-implantation of cells on an osteocondutigaffeld has already been
proposed to repair large defects in animal modb#s1p,25] and in humans [26,27].
The final goal of this approach is to develop ergned grafts with a high osteogenic
potential allowing a reduced healing period. In pinesent study performed in a mouse
calvarial defect, we investigated the osteogenioitya xenogenic bone graft cultured
with mouse BMSC, whether differentiated in ostesblar not. Bovine bone blocks
have been successfully used as xenografts to repayr defects in human, because they
have mechanical properties, porosity and pore doterectivity very similar to human
bone [28]. These microarchitectural features of lifmmaterial are considered as key
factors in tissue engineering because they increalséngrowth and vascularization of

the neo-tissue [29,30]. Xenogenic bovine bone iswkn to be biocompatible and
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osteoconductive in mice, rabbits and humans [31,B2hddition, it is be completely
resorbed at long term by the remodeling process.

In this study, it allowed new bone formation in tbrtical size defect, due to
osteoblastic cells migrating from the adjacent baraerow cavities and host periosteum
[33]. Osteoconduction was not sufficient enoughdee new bone formed in the center
of the graft at 8 weeks. The preoperative culturesymgenic BMSC onto the graft
greatly improved osseointegration and filling oé ttefect. The success of cell-based
treatment of bone defect depends on the biomaii&s&f but also of additional factors
like:

(1) The source of cells [34]. The autogenic or allogeBMSC are
effectively used for tissue engineering becaugbeif clinically feasible isolation, their
in vitro proliferation capacity and their multilineage diféntiation potential [35].

(2) The amount of cells. The higher the number of ptarged cells, the
better the osteogenesis [36]. All seeded cells atasuarvive after implantation and the
number of grafted cells decreases with time [37,88}his study, multiple cell layers
were formed on the graft surfaces after 14 daysutitire, producing a large amount of
cells. Similarly, Xia et al., have found multipleykers of BMSC on deproteinised bone
after 21 days of culture in contrast with synthdtaroxyapatite covered by a single
layer of cells. Four weeks after subcutaneous inmptaon, they found implanted cells
only in deproteinised bone [39].

(3) The culture on the biomaterial before implantat{@3]. This pre-
implantation culture allows colonization and homoges distribution of cells onto the
material surface and deposition of an extracellfilaous matrix. As shown by others,
this strategy has given better results than wh#s eeere seeded at the time of

implantation [11,12,13,40]. The extracellular matiaid down on the graft contains
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bone proteins, adherence proteins and growth fadtat favor osteogenicity. These
factors could provoke the local recruitment andfedéntiation of the receiver
osteoprogenitor cells. The duration of the celltune before seeding them onto the
biomaterial has been stressed to be a criticabfanttheir ability to regenerate bone.
Castano-lzquierdet al., have found that implants seeded with cells cuttidoe only 4
days had an higher amount of bone formation thasetcultured for longer periods
[41].

(4) The differentiation status of cells at the time iofplantation.
According to previous studies, a graft culturednBMSC in an osteogenic medium
showed faster bone formation (within 1 week) [1T.,4e osteogenic potency of such
engineered biomaterials was compared with the saaterials enriched with cells at
the time of implantation. In our study, we compaiteel efficiency of the grafts cultured
either with undifferentiated BMSC or differentiatedteoblastic cells. Both cultured
grafts (G-BMSC and G-Ob groups) were osteogenice2ks after implantation. We
failed to identify any effect of cell differentiath on bone formation either in term of
speed and amount of bone deposited.

Bone formation induced after implantation of thdB@SC and G-Ob grafts did
not increase between 2 and 8 weeks. The newly fbwmven bone at 2 weeks was
partially replaced by lamellar bone at 8 weeks. dkéct was not completely filled
after 8 weeks in this study whereas other authave lobtained a complete repair with
allogenic BMSC and a gelatin sponge in the sameetridd]. Thickness of the parietal
calvaria does not exceed 300 um. The xenogenic boafe designed for this model,
formed full thick blocks as seen in transversatisas. These bone blocks may act as a

lateral barrier. The osteoconductive surface of graft was thus limited. This
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biomaterial, combined with osteogenic cells, wél investigated in larger animals with
tissue volumes suitable for clinical applicatiorr@zonstructive surgery.

The use of cells from GFP transgenic mice allowadking the grafted cells on
histological sections. The conservation of GFP riiscence needs special technical
cares such as an aqueous mounting medium and uUciledaembedding methods
usually used in bone studies are not compatibléedlien of GFP after decalcification
is controversial. Gentle decalcification with buéfd EDTA allowed conservation of the
fluorescence, in opposition with acid decalcifioati[42]. Some grafted cells survived
after implantation up to 2 weeks but not after 8ekge Their contribution to the
osteogenetic process is evident but this contnuts probably indirect because no
GFP osteocyte could be observed. Results concernmguivival and localization of
the grafted cells are very different in the litewrat Similar findings than ours have been
presented and showed that the grafted cell numberedses with time [37,38,43]. In
contrast, Cowan et al., showed that donor cellstitoed up to 99% of osteocytes in
newly formed bone, 12 weeks after implantation mause model [16]. The GFRells
from GFP transgenic mice have been previously bgeothers to track cells after bone
marrow transplantation in wild type mice. GFeells survived several months after
transplantation and were found to integrate ordds muscle [44], brain [45] and

kidney [46].

In conclusion, this study shows that pre-implaotatculture of a biomaterial
with allogenic BMSC greatly enhanced the repaiadritical size calvarial defect in
mice. Osteogenic differentiation of BMSC did nosult in a faster and better tissue
repair. This cell-based strategy could be optimipeadticularly by enhancing cell

osteogenicity and survival.
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Figures captions

Fig. 1. BMSC from GFP transgenic mice on xenogenic bondt.gfA) 24h after
seeding observed in SEM. (B, C and D) 14 days ieagenic medium
observed in SEM (B) or fluorescence microscopyxdn, and D, x100).

Fig. 2. (A) Alkaline phosphatase activity of BMSC and (Bjeir number on
xenogenic bone grafts at the time of implantation,(after a 14 days culture
in control (black bars) or osteogenic conditionshife bars)). NS, non

significant.

Fig. 3. Radiographs of mouse calvarial defects 2 weeksQAE, G) and 8 weeks
after surgery (B, D, F, H). (A, B) unfilled. (C, Dnplantation of xenogenic
bone graft alone. (E, F) implantation of xenogdmne graft cultivated with
BMSC. (G, H) implantation of xenogenic bone grafitivated with BMSC in
osteogenic medium. Note that the grafted cells (BMf8 Ob) are osteogenic
as early as 2 weeks after implantation, fillingtcainareas of the defect. White

arrowheads: peripheral anchorage of the graft trada margins.

Fig. 4. Histological analysis of calvarial defects with ilaptation of xenogenic bone
graft (G group). Sections were stained with Massdrichrome. The bone
ingrowth was limited to the edges of the defect. BAand C) The connective
tissue was loose at 2 weeks, fibrovascular witHaoo of inflammatory cells.
Magnification: 25x (A) and 100x (B and C). (D, Edaik) By 8 weeks, a
continuous periosteal layer was observed alongupiper side of the gratft.
Magnification: 25x (D) and 100x (E and F). Arrowkdsadefect margingG:

grafted bone; asterisk: newly formed bone.

Fig. 5. Histological analysis of calvarial defects with ilaptation of xenogenic bone
graft cultured with BMSC from GFP transgenic midg-BMSC group).
Sections were stained with Masson’s trichrome. BAand C) 2 weeks after
surgery: newly formed thin trabeculae present at ¢bnter of the defect.
Magnification: 25x (A) and 100x (B and C). (D, Edak) 8 weeks after
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Fig. 7.

Article 2

implantation: xenogenic bone surfaces were covéned unicellular layer
suggesting lining cells. Magnification: 25x (D) ah@0x (E and F). (C and F),
photographs in polarized light showing woven bomeamellar ) bone.

Arrowheads: defect margig: grafted bone; asterisk: newly formed bone.

Histological analysis of calvarial defects with ilaptation of xenogenic bone
graft cultured with BMSC differentiated in osteddia (G-Ob group). Sections
were stained with Masson’s trichrome. (A, B and2Z\veeks after surgery:
note the unicellular layer covering the graft am@ tdense and oriented
connective tissue. (C and F), photographs in pmddrilight showing woven
bone or lamellar ®) bone. Arrowheads: defect margi@; grafted bone;

asterisk: newly formed bone.

Fluorescent microscopy of the G-BMSC group at 2kseeost surgery. (A)
GFP cells @) located along the bone graft. (B) GRells () located in the
connective tissue. (C and D) Observations confirimednmunohistochemical
detection of the GFP.
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Figure 3
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Figure 4

G group - 2 weeks
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Figure 5

G-BMSC group - 2 weeks
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Figure 6

G-Ob group - 2 weeks
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Figure 7
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L’ingénierie du tissu osseux fait I'objet de nomimes études précliniques afin

d’évaluer l'efficacité de différentes combinaisoosllules/biomatériau/facteurs. Les
principales cellules ostéogéniques utilisées sast CSM de la meelle osseuse
sélectionnées par leur propriété d’adhésion autedaie culture cellulaire. Alors que la
fraction adhérente de la mcelle osseuse humairenashie de maniéere satisfaisante en
CSM, la fraction adhérente de la meelle osseuseulgssest largement contaminée en
cellules hématopoiétiques (Van Vlasselatrcoll. 1994; Tropelet coll. 2004). Cette
hétérogénéité est visible par les différentes muqalies des cellules en culture.

Nous avons souhaité enrichir la population celtelanurine en cellules ostéogéniques
dans I'optique d’améliorer les possibilités de ghapition osseuse sur les biomatériaux
lors de leur culture avec les cellules, avant iegplantation. Pour cela nous avons
choisi, déliminer les cellules hématopoiétiques ldefraction adhérente par leur
expression du CD11b, marqueur de surface non egppan les cellules stromales. Ce
marqueur est une sous unité (chairdd) des intégrines, protéines membranaires
permettant I'adhésion cellules/cellules et cellinegrice. L'immunodéplétion des
cellules CD11ba déja été décrite dans la littérature pour lerisisement de la fraction
adhérente de la mcelle osseuse de souris en CSMegmarqueur soit utilisé seul ou
associé a d’autres antigenes (Phineegoll. 1999; Tropekt coll.2004).
L'immunodéplétion a été réalisée grace a un tridar cellules (FACSAria, BD
Biosciences) au service commun de cytométrie en diei I'Université d’Angers. Le
principe de cette technique est illusfigure 21. La ou les molécules a détecter
doivent-étre fluorescentes. Pour cela, elles soptdpart du temps détectées grace a un
anticorps spécifique couplé a un fluorochrome. teBules marquées sont aspirées
dans un jet sous forme de goutte a goutte et pass@sl une a une devant un laser
d’excitation de longueur d’onde adaptée au fluorogte utilisé et analysées selon leur
taille, leur granulosité (complexité du cytoplasnet)la fluorescence émise. Ainsi
plusieurs populations cellulaires peuvent-étrenié$i selon les différents paramétres
choisis (fluorescence positive ou négative par epen Les cellules sélectionnées,
devant étre triees sont, aprés analyse, chargésvpment et/ou négativement afin
d’étre déviées lors de leur passage devant desigdaggeflectrices et récupérées dans
des tubes séparés. Les cellules triées, peuvemtrétnises en culture. Nous avons
utilisé un anticorps polyclonal dirigé contre le TIb et couplé a la phycoérythrine
(PE). La population de cellules stromales récup&pees le tri est la population
CD11b.
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Figure 21 : Photo et principe du FACS.
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Le marquage réalisé montre que la fraction adhéréatla mcelle osseuse de souris est

contaminée a 91,8 % par des cellules hématopoéitigyprimant le CD11b aprés 14
jours de culture primaire={gure 22). Apres le tri, la population cellulaire remise en
culture est constituée a 96 % de cellules CD11b

Nous avons ainsi montré que 'immunodéplétion dalfules CD11b permettait non
seulement d’éliminer les cellules hématopoiétigcmstaminantes mais également de
sélectionner, dans la population CD11tbes progéniteurs ostéoblastiques exprimant
AIkP. Il existe ainsi une corrélation linéaire entte nombre de cellules CDI1b
détectées et triées par FACS parmi la fraction feidel adhérente totale et le nombre
de cellules AIKP comptées aprés coloration cytoenzymologique. lLasde
pourcentage de cellules CDIThoyen est de 8,35 %, le nombre de cellules Ak

de 6,3 %. La proportion de cellules AlkRugmente a 56 % en moyenne dans la
fraction adhérente CD11kCes résultats sont illustrégure 23. Certaines expériences
réalisées avec les cellules de mcelle osseuse dalende souris transgéniques pour la
GFP, ont permis d’obtenir des images ou la GFPd&econtrecoloration pour toutes les
cellules, permettant de facilement distinguer leButes AIKP (vertes) des cellules
AIkP" (rouges). Les cellules AlRPsont de grandes cellules trés étalées, retrouvées
apres le tri. La population cellulaire CD1Hst homogene en taille et morphologie

La fraction cellulaire CD1Ibrécupérée aprés le tri par FACS contenant plus
d’ostéoprogéniteurs doit synthétiser une matriceaerllulaire minéralisée plus vite
que la population totale. Cette hypothese a étdirnude par la culture des deux
fractions cellulaires a la méme densité pendanfjoRis dans un milieu de culture
supplémenté en acide ascorbiqup-gtycérophosphate.

Nous avons ainsi proposé une méthode de fractioeneoellulaire permettant d’isoler
de la mcelle osseuse de souris une population @nrérh ostéoprogéniteurs matures
exprimant AIKP qui, peuvent se différencier en obtastes en l'abscence de
stimulation exogéne par des glucocorticoides (Aul889). La population cellulaire
obtenue et décrite dans cet article, par son pgeteygtéogénique, apparait intéressante

pour la thérapie cellulaire du tissu osseux.
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Figure 23: Coloration cytoenzymologique de I'AlIkP des cldhiadhérentes de mcelle
osseuse de souris transgéniques pour la GFP,igen {totales) ou apres sélection des
cellules CD11h observées en lumiére transmise (A) ou en fluerese (B).
Les cellules AIKP apparaissent en rouge et les cellules Alk® sont pas colorées ou
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ABSTRACT

Selection of cells having the most osteogenic ga@kis a strategy used in bone tissue
engineering. Preclinical studies using murine boaerow cells must consider the large
amount of hematopoietic cells in the adherent iiwactThe aim of this study was to
enrich a murine bone marrow cell population witlkeoprogenitors using a simple and
reliable method.

Bone marrow from C57BI/6 mice was extracted andsoghich adhered onto plastic
were expanded in primary culture for 14 days. Imatabeling of the CD11b surface
antigen was performed and the CD1d4ll fraction was isolated by FACS.

Selection of CD11hcells increased the number of alkaline phosphgtalé®) positive
cells from the plastic adherent fraction from 6.3t9%9.8 to 56 %+ 3.3 with a 7 fold
increase in AlkP activity. An osteogenic populatisras obtained with improved
capacities to produce a mineralized extracellulatrixin vitro, independently of the

presence of glucocorticoids in the culture medium.
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INTRODUCTION

Bone marrow contains a large variety of stem celenprising multipotent and
restricted progenitors. The bone marrow stromaainstcells which have the capacity
to form bone when transplanted vivo in diffusion chambers. They are usually
described as “plastic-adherent cells” or “colonymiong unit-fibroblasts” (CFU-F) [1],
or are also referred to as mesenchymal stem &88Cj [2; 3]. Several preclinical and
clinical studies have suggested that transplamtatio progenitors in aspirated bone
marrow has value in bone-healing applications [4;However, methods using whole
bone marrow are limited by the low number of osewng donor cells that can be
harvested from the patient. For large bone defectson-union fractures, it may be
insufficient to obtain a complete repair and recgvef the skeletal function [6].
Methods may be required to increase the populatiasteogenic cells througkx vivo
expansion techniques [7; 8]. Culture-expanded maderived MSC have been shown
to repair segmental bone defects in animal modeI4d(]. It is now evident that such
plastic adherent cells are not exclusively stenlscahd osteoprogenitors [11; 12]. A
prolonged culture time of MSC seems sufficient tacrease the number of
osteoprogenitors in human and rat [13]. On the reont isolation of murine
osteoprogenitors from bone marrow necessitateseitmoval of contaminant adherent
hematopoietic cells [14]. Various protocols haverbaleveloped to circumvent this
problem, including immuno-selection or -depletioh aells based on specific cell

surface markers [12; 15; 16; 17].

The aim of this study was to enrich the murine tdaadherent cell population in
stromal cells by removing adherent hematopoietilts chat expressed the CD11b

antigen. In the mouse, CD11lb (Mac<l integrin ay chain) is expressed on
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monocytes/macrophages and to a lower extent onulgreytes, natural killer cells and a
subset of dendritic cells. We found that the sadecof plastic adherent CD11bells
correlated with the selection of MSC expressinglitie phosphatase (AlkRells), an

osteoblastic marker [18].

MATERIAL AND METHODS

Mouse bone marrow stromal cells isolation and aeltu

Six to 8 week-old C57BL/6NHsd (Harlan, Gannat, [Eegnwere used to harvest bone
marrow. The Animal Care and Use committee at thvétsity of Angers approved all
procedures. Bone marrow from the femoral, tibiag daumeral medullary cavities was
flushed with Dubbleco’s-modified Eagle’s medium (EM) supplemented with 2 mM
glutamine, 100 U/ml penicillin, 200 mg/ml streptoony (Eurobio, Les Ulis, France)
and filtered through a 70 um cell strainer (BD Biesces, Pont-de-Claix, France). The
entire marrow content was plated into two 75*anlture flasks (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ) containing DMEM, supplementeithv20% heat-inactivated fetal
calf serum (FCS, Seromed Biochrom, Berlin, Germa@glls were cultured at 37°C in
a humidified atmosphere and 5% £@onfluent layers of adherent cells were formed
in 14-16 days and were harvested for immunodepiediod subculture using trypsin-

EDTA (for 15 min at 37°C) and scraping.

Immunolabeling, cell sorting and subculture
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For a single cell sorting assay, cultured bone avawells from two mice were pooled
to be immunolabeled. Trypsinized cells washed witltosphate buffer saline (PBS),
were incubated for 30 minutes with phycoerythrirEfeonjugated IgG2b rat anti-
mouse CD11b (Milteney Biotec, Paris, France) on Isetype controls were run in
parallel using the same concentration. After waghimice with PBS containing 1%
FCS, cells were filtered through a 70 um cell siai(BD Biosciences, Pont-de-Claix,
France) and analyzed on a fluorescent activatinly serter (FACSAria, BD
Biosciences) for measurements of cell size (forwaodtter) and complexity or
granularity (side scatter). The CD11b negative petmn (CD11b cells), selected by
their non-fluorescence, were sorted with sterilSRBthe sheath fluid and recovered in
a separated tube containing 500 pl of FCS. Celle wwintained under rotation and at
4°C during the sort. 50,000 CDI1dr unsorted cells were seeded on glass slided in 2
wells plates (day 0) and subcultured for 21 dayshan culture medium used for the
primary culture supplemented with ascorbic acid{2ogphate 100 puM andg-

glycerophosphate 10 mM (both from Sigma-AldrichinE&uentin Fallavier, France).

Alkaline phosphatase (AIkP) cytochemical staining

Twenty hours after seeding (day 1), cells were ated 20 minutes with Naphtol AS-
MX 0.5 % (w/v) and Fast Red TR 1 % (Sigma) in THi€l, 0.2 M, pH 8.9. A red
precipitate, which is fluorescent under green lig#0 nm), appeared at the site of AlkP
activity. After washing with PBS, cells were fixedth 4% paraformaldehyde in PBS
and counterstained with Harris’ hematoxylin. Obaéions were done under transmitted
and fluorescent light using a LEITZ DMR-B microseofi_eica Microsystems, Rueil-
Malmaison, France) with a N2.1 filter cube (515-56@ excitation filter and 590 nm

suppression filter). Microphotographs were taked analyzed using the cell counter
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pluggin of the Image J software (NIH, USA) to ewakithe percentage of AlkP positive

cells (fluorescent). Analyses were done on 6 dffieexperiments.

AlkP activity Assay

Cells were lysed by sonication in Tris-HCI, 0.1 pH 7.5, 0.1% Triton X 100. AlkP
activity was quantified by reaction with 2.5 mM gaitrophenyl phosphate in 0.1 M 2-
amino-1-methyl-1-propanol buffer, pH 9.8, suppleteenwith 2 mM MgC}. The
reaction was stopped with NaOH 0.5 N and paraniieopl (pNP) formed was
measured at 410 nm on a spectrophotometer (Shim&gsto, Japan). Results were
normalized for protein content, determined using@ein assay kit (Biorad, Hercules,

CA, USA). Samples from 10 experiments were analyzed

Extracellular mineralization assay

At day 21 of subculture in medium supplemented wiébcorbic acid and3-
glycerophosphate, unsorted and CD11b- cell layer®wcubated 2 hours in 1 ml of a
solution of calcein in DMEM (25ug/ml, Sigma) to eal extracellular mineralization.
After 2 washes with PBS, slides were fixed with ¢#raformaldehyde in PBS and
observed under fluorescent microscopy with a Iterficube (550-490 nm excitation

filter and 515 nm suppression filter).

Statistical analysis

Statistical study was performed using SYSTAT stia$ software (release 11.0). All
data were reported as mean + standard error ah#en (SEM). Significant differences
between groups were assessed by pairwise compsrafomariance (non parametric

Mann and Whitney test). Differences were considered significang<Q.05.
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RESULTS

FACS analysis of plastic adherent cells (Fig. 1)

After 14 days of primary culture, the CDIXopulation represented 8.3520.72 of
the plastic adherent cells. They were clearly digtishable from positive cells by the
fluorescence parameter, allowing CD1tbll sorting (fig. 1B). Sorted population was
more than 96 % negative for the CD11b (Fig. 1CkitR@ and negative populations

differed neither in size nor in granularity, acdagito the FACS analysis.

Bone marrow CD11lkrell population

One day after cell sorting and seeding, AlkP attivevealed by cytochemistry (Fig.
2A) showed a marked heterogeneity of the unsor&didpopulation. AlkP cells (red
stained and fluorescent) were exclusively represemty large flat cells. They were
counted and expressed as a percentage of all(Eedls2B). In unsorted cells, 6.3 % +
0.8 were AIKP. The immunodepletion of CD11kcells considerably enriched the
population in AIKP cells (56 % + 3.3 were AIKP and all appeared with a widespread
shape. The biochemical AlkP activity was 19.7 = 8r@ol of pNP formed/mg of
protein/min for the unsorted cells and was 7 faoldréased after immunodepletion
(140.2 + 25.3 for the CD11kells) (Fig. 2C).

When the experiment were repeated, the percenfa@®dlb cells (determinated by
FACS) and AIKP cells (counted after a 1 day culture) appearediyigbrrelated (r =

0.908) (Fig. 3).

Functional characterization
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Both unsorted and CD11bell populations were seeded at relatively highsitg and
subcultured during 21 days in presence of ascaabid andp-glycerophosphate to
produce extra cellular mineralization. The unsortetls remained in layer; nodules
were small and scarcely disposed and only a fethein appeared mineralized (Fig.
4A). On the contrary, CD11lkcells tended to aggregate and formed large nodules
covering most of the culture surface with promingemheralized areas (Figs. 4B and

4C).

DISCUSSION

Cells derived from the marrow stroma representegtspm of differentiation levels in
the osteogenic lineage ranging from MSC, early el osteoprogenitors to mature
osteoblasts, responsible for synthesis, depossimmhmineralization of the extracellular
matrix of bone [1; 19; 20]. Mouse strains, eitheitdwtype or genetically altered,
provide effective experimental models to study kbt cell biology and to evaluate the
therapeutic potential of bone marrow-derived cellsgineering strategies for bone
repair exist but technical difficulties of isolagirand expanding mouse stromal cells
have limited the number of experimentations. Simesults are dependent of the
osteogenic properties of used cells, isolationrofypnitors from murine bone marrow
must be investigated [10; 21].

This study describes an easy and reliable methodertoch murine MSC in
osteoprogenitors. CD11b immunodepletion alloweddn of AIkP cells. CD11b is a
cell adhesion molecule (CAM), which mediate sigmalgulating intracellular processes
[22; 23]. It is in majority expressed on granulofmoytic cells but is also described at a

relatively low level on murine cells from the mamatromal cell line MBA-15 [24].

- 124 -



Article 3

Previous studies have shown that most round aelmaurine plastic adherent cultures
express CD11b [14]. These cells were identified lmaphohematopoietic cells
according to their co-expression of CD45. CD11ks baen used for depletion of
granulo-monocytic cells from C57BI/6 mouse adhefeome marrow cells [16]. The
resultant fibroblastic cell population CDIMas subsequently grown on fibronectin-
coated dishes in presence of growth factors antbiett a MSC phenotype according
to their differentiation along osteoblastic, adigiic and chondrocytic pathways. The
cell isolation strategy developed in the presentstwas less sophisticated. No
additional growth factors known to increase the umogenic properties of cells [25]
were used and the experimental cost was reducetsCeem to be powerful surface
antigen to select fibroblastic cells. The CD49atgiro (@1-integrin subunit) has been
used alone for a direct enrichment of bone marrells an CFU-f in rat, mouse and
human [26; 27]. The murine bone marrow containeden@D494 cells that in rat or
human, but also more contaminant hematopoietis ¢€lD45). Selection of CD4%a
cells from murine bone marrow appeared not sufiityeefficient for isolation of MSC.

In the present study, selection of CD1&blls showed significant enrichment in AP
cells. AlkP was not expressed by MSC. Its expresgoassociated with osteoblastic
differentiation and formation of the bone extraskli matrix [19; 28]. AIkP cells
formed mineralized nodules in culture without axdiitof dexamethasone. Early and
late osteoprogenitors differently respond to exogenglucocorticoids stimulation.
Early AIkP progenitors are dependent of dexamethasone wheredure AIKP
osteoprogenitors formed mineralized nodutesitro in absence of dexamethasone [29;
30; 31]. Our results in C57BI/6 mice confirmed tiene forming capacities vitro of

CD11b AIKP* bone marrow adherent cells without dexamethas@seause they
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clearly proliferate in culture, CD11\IkP* cells were not osteoblasts but mature
osteoprogenitors.

Limitation of the use of such isolated osteoprogesifor bone forming experiments is
their low frequency in the plastic adherent fractiafter 14 days of primary culture. In
the present work, the fraction of CDI1tells constituted 91.8 % of the adherent cell
population; thus nonhematopoietic cells represeatdyl 8.2 %. The contamination rate
vary extensively between bone marrow cultures fiedint mouse strains, influencing
their proliferation rate and differentiation potiatg [32]. Phinneyet al, had compared
heterogeneity of plastic adherent culture from Suseostrains [14]. Culture from bone
marrow of C57BL/6 mice was the most contaminate€By15 and CD45 cells. The
yield of the CD11bimmunodepletion could be enhanced with anotherseatrain like
FVB/N, whose nonhematopoietic cells constitute ap20 % of the adherent cell
population.

In conclusion, mature osteoprogenitors can be tsolérom murine plastic adherent
bone marrow cells by negative selection using thitase antigen CD11b. The negative
fraction was greatly enriched in osteogenic cdilst twere able to form mineralized
nodules without dexamethasone stimulation. This umadepletion method provided an

osteogenic cell population, suitable for bone eegimg experiments.
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LEGENDS OF FIGURES:

Fig. 1: FACS analysis of plastic adherent murine marroWls garior to (A, isotype
control and B) and after immunodepletion (C). CDXHls are in red. Only 8.2 % of
plastic adherent bone marrow cells were CD1This percentage reached 98 % after

immunodepletion.

Fig. 2: (A) Microphotographs of unsorted (a and b) and @btells (c and d), at day 1
of subculture after cytochemical staining of thé&RAl Same cultures were observed at
x100 magnification under transmitted (a and c) fumorescent light (b and d). Note the
selection of large flattened and Alk&lls in the CD11tpopulation.

(B) Number of AIKP cells among the unsorted or CD1tkll populations, at day 1 of
subculture, counted after cytochemical staining.

(C) AlkP activity assay of unsorted and CD14&éll populations at day 1 of subculture.

Fig. 3. Correlation between percentage of CDl1tklls analyzed by FACS and
percentage of AlkPcells color after seeding. The immunodepletiorC&f11b™ cells

from the plastic adherent populations allowed drinig them in AlkP cells.

Fig. 4: Calcein labeling of calcium deposits in unsortdddt magnification x100) and
CD11b cell populations (B, at magnification x25 and €yraagnification x100), after

21 days of subculture in medium containing ascoabid and3-glycerophosphate.
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Les applications thérapeutiques de la transplamtatie cellules de mcelle
osseuse n'‘ont cessées de se multiplier depuisnieSea 1970 (Armitage 1994). Mais
elle reste une thérapeutique lourde pour le paaget de nombreuses complications
connues dont l'ostéoporose. La transplantation dellen osseuse induit une perte
osseuse de 5 a 15% dans les 6 premiers mois aptessplantation (Cohen et Shane
2003). Cette perte osseuse est attribuée en greendie aux traitements relatifs au
conditionnement des patients et a la préventiorreiess dont les immunosuppresseurs
et les glucocorticoides. L’irradiation corporelletale est souvent associée a la
chimiothérapie avant la transplantation pour pemaetune immuno- et
myélosuppression, la création de I'espace médellatite a I'installation du greffon et
la réduction de la masse des cellules tumoralestéAret Tabilio 1999). Des effets
délétéres des radiations ionisantes sur l'ostésgered la vascularisation ont été
démontrés (Hopewell 2003) mais I'exacte contributie I'irradiation corporelle totale
dans la perte osseuse chez les receveurs est ugonn

Dans cette étude nous avons étudié les variatiensnasse osseuse et de
microarchitecture de souris irradiées a dose |€@l&y) et transplantées avec des
cellules de mcelle osseuse. Cette étude a étééealis collaboration avec I'équipe du
laboratoire INSERM, EMI 0011 de I'Université Paddl, dirigée par le Professeur
Romain Ghérardi. Cette équipe a effectué les exmiations chez I'animal. Nous
avons réalisé les analyses microtomographiquesteidgiques.

Un des objectifs de I'étude était de comprendmmglication des cellules
transplantées dans le remodelage osseux du rec&®aur cela les cellules de mcelle
osseuse utilisées pour les transplantations onexi@ites des souris transgéniques
(C57BI/6 TgN-(actEGFP)OsbY01) nommées souris GFPRyieant dans toutes leurs
cellules la GFP. L'observation de la GFP sur despes histologiques permet de
déterminer la localisation et le devenir des cefiuransplantées. Les souris receveuses
sont les C57BI/6 (nommées souris B6) car se sansderis utiliser pour I'élaboration
des souris GFRFigure 24). La masse osseuse et la microarchitecture desssour
transplantées (souris®TB6) ont été étudiés 1, 3 et 6 mois post-transplemaet
comparées aux parametres contréles des sourieBéviuses) et GFP (donneuses) aux
ages correspondant soit 10 semaines (M1), 18 sem@it3) et 32 semaines (M6).
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Irradiation corporelle

totale 9.0 Gy \\
B6

Injection intraorbitale

T°""B6
o

analyse uCT

Figure 24: Schéma du protocole expérimental de transpiantde

maelle osseuse chez la souris.
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Les analyses par microtomographie X ont été résdisgéu niveau des condyles
fémoraux. L’ensemble des résultats sont représéigiéie 25 pour les caractéristiques

trabéculaires digure 26 pour les caractéristiques corticales.

Dans un premier temps nous avons observé desdtiffés significatives de
certains parametres microarchitecturaux entredgegésB6 et GFP, pourtant de méme
fond génétique. Les différences apparaissent & pl@rivi3 soit 18 semaines de vie. Les
souris GFP ont une diaphyse fémorale de plus getihétre avec une corticale plus
épaisse que celle de souris B6. Avec le vieillissginles souris GFP présentent
également moins de travées que les souris B6 (px0€d un réseau trabéculaire
réorganisé majoritairement en piliers. La seulad@ristique distincte entre les deux
lignées de souris est I'expression de la GFP. liféSrehts phénotypes osseux peuvent
étre dus (1) aux effets de I'intégration du tramegéans le génome ou (2) aux effets de
la GFP elle-méme. Le phénotype des souris hétéoveygpour le transgéne est décrit
comme normal mais les conséquences de l'intégratiae I'expression du transgene
ne sont pas anodines puisque le phénotype homazggdtnon viable. De plus, une
étude récente a démontré 'augmentation de I'espyasde I'interleukine-6, cytokine
intervenant dans le remodelage osseux, dans deslastes transfectés avec le géne de
la GFP, et que cette augmentation est dose-dépeen@aak et coll.2007).

L’étude par microtomographie X des fémurs desisolif™ B6 a révélé que
I'irradiation corporelle totale et la transplantetide mcelle osseuse induise une perte
osseuse de plus de 50% dés le premier mois suavdrgnsplantation et atteint 86% a
M6. Le nombre de travées est trés fortement dimohes M1 mais leur épaisseur ne
diminue qu’a M6. Cette perte osseuse est associge&paississement de la corticale
fémorale significative & M6. Les cellules transpéss n’ont pas permis 'augmentation,
la restauration de la masse osseuse. Pourtantetlates GFP du donneur se sont
localisées au niveau des tissus osseux, comme énpatrles études histologiques en
microscopie a fluorescend&igure 27). Elles sont présentes dans la mcelle osseuse
(cellules hématopoiétiques, mégararyocytes), lg s travées (cellules bordantes et
cellules de type ostéoclastique), dans les couctladaires endostées et périostées. La
transplantation de cellules de maelle osseuse tatafgermis la reconstitution du

compartiment hématopoiétique mais également stroku@un ostéocyte GFRva été
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observé dans les matrices osseuses trabéculaicegtietles, suggérant aucune activité
ostéoblastique des cellules transplantées. Outregmentation de I'épaisseur des
corticales spécifique aux souri§TB6, toutes les caractéristiques corticales ainsi qu
I'organisation en plaques et piliers (SMI) du r@és&@abéculaire de ces souris changent
par rapport au phénotype B6 pour tendre vers laglpe des souris GFP. Les cellules
du donneur, localisées au niveau du tissu osseagpnstituent un nouveau
microenvironnement et contribuent ainsi indirectemeau remodelage post-
transplantation. Des résultats semblables ont &ténas par Uedat coll apres

transplantation de meelle osseuse en site intramgtkedaet coll.2007).

En conclusion, l'irradiation corporelle totale d"@mavoir une part importante
dans l'ostéoporose induite aprés une transplantakbomcelle osseuse. L’utilisation du
modele de souris transgéniques pour la GFP a peeni®nfirmer la greffe de cellules
hématopoiétiques et stromales au niveau des os apgsplantation systémique de
mcelle osseuse totale. Si les cellules transplamiées notre étude n'ont pas présenté
d’activité ostéoblastique, elles ont permis la retibution d’'un microenvironnement

ayant influencé le remodelage osseux des sounisglantées.
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Figure 27 :Photographies de microscopie a fluorescence nmirnaa

localisation des cellules GFRu niveau des fémurs des souri&™B6. -143-
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Bone mass and microarchitecture of irradiated and

bone marrow-transplanted mice: influences of the

donor strain.
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ABSTRACT

Introduction: Osteopenia and osteoporosis are complications afe bmarrow
transplants (BMT) attributed to related chemothiempHowever, the specific influence
of total body irradiation (TBI) is unknown.

Methods: We investigated the effects of TBI and BMT, on é&omass and
microarchitecture by microCT. Eighteen C57BI/6 (BBice received lethal TBI had a
BMT with marrow cells from GFP-transgenic-C57BI/&HP) mice. Transplanted
(T®"B6), B6 and GFP mice were euthanized 1, 3 and 6tmsaafter BMT or at related
age.

Results: T B6 presented a dramatic bone loss compared to B6da&hnot restore
their trabecular bone mass with time, despite dcabrthickening 6-months after BMT.
With aging, GFP mice have less trabeculae, thidogtices but a narrower femoral
shaft than B6. From 3-months after BMT, corticahetteristics of TB6 differed
statistically from B6 and were identical to tho$eG#P. GFP cells were located along
trabecular surfaces and in periosteal and endoste@lopes but no osteocyte expressed
GFP.

Conclusion: Our findings suggest that engrafted cells did mstore the irradiation-
induced trabecular bone loss, but reconstitutedasrow microenvironment and bone
remodeling similar to those of the donor. The effeuaf irradiation and graft on bone

remodeling differed between the bone envelopes.
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INTRODUCTION

Bone marrow transplantation (BMT) has been usedrdat various hematological
diseases, such as aplastic anemia and leukemigiiogkin's lymphoma, Hodgkin’s
disease, multiple myeloma and is now tried in imodeficiencies, solid tumors
(neuroblastoma, breast cancer...), genetic and bolgtadisorders and autoimmune
diseases (Crohn’s disease, lupus erythematosusngteid arthritis...) [1, 2]. BMT has
also been suggested to cure skeletal-related éiseksown to be stem cell disorders,
such as osteogenesis imperfecta [3], Hurlers symdr and metachromatic
leukodystrophy [4]. Total body irradiation (TBI) $idbeen proposed for pre-transplant
conditioning of recipients grafted with allogeneBMT, in combination with
chemotherapy [5]. The conditioning allows to cregpace in bone marrow for cells
engraftment, to prevent rejection of grafted celsl eradication of immune memory
and tumor cells [6]. Patients undergoing alloge®NET develop osteoporosis with a 5-
15% loss in bone mineral density (BMD) at the lumbpine and the femoral neck
during the first 6 post-transplant months [7-9]eTgathogenesis of post-transplantation
osteoporosis is multifactorial and incompletely ersiood but was largely attributed to
the pre-transplant and post-transplant regimenst timelude high doses of
glucocorticoids and immunosuppressive agents (agcticlosporine A or tacrolimus).
These drugs have specific adverse effects upoetskahtegrity, leading to rapid bone
loss and consequently, an increased risk of frastyfO, 11]. TBI being usually
combined with chemotherapy, it is difficult to ewate its exact contribution to bone
loss. Numerous studies in animals, amdiitro models have shown deleterious effects
of ionizing radiation on osteogenesis and vascragaflil-13]. After cessation of the

post-transplant regimen, bone mass is reduced @mel temodeling is altered more than
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6 years after BMT, even if countermeasures have lbied (hormone replacement or
bisphosphonates) [14, 15]. The implication of efigth cells in post-transplant
remodeling, compared to recipient cells is pooripwn.

In the present study, we have studied the variatinorbone mass and microachitecture
of irradiated and transplanted mice compared tcsehof age-matched C57BL/6

(recipients) and GFP-transgenic-C57BL/6 (donorgemi

MATERIAL AND METHODS

Mouse strain

Six-weeks-old C57BL/6 male mice (B6 mice) were g@anted with bone marrow-
derived cells from GFP transgenic mice (C57BL/6T@dtEGFP)OsbY01) (thereafter
referred as the GFP mice) in which the GFP transgerexpressed in the cytoplasm,
under the control of a nontissue-specific promot@hicken B-actin  with
cytomegalovirus enhancer) [16]. This confers a mrb@rescence to all tissues under
UV light (with the exception of erythrocytes andrpaB6 and GFP mice were housed
in a level 2 biosafety animal facility and receiviebd and waterd libitum Before
manipulations, animals were anesthetized usinghaiageritoneal injection of chloral
hydrate. This study was conducted in accordancé wie European Community
guidelines for animal care (Journal Officiel desn@ounautés Européennes, L358,

December 18, 1986).

Bone marrow transplantation
BM extraction and BMT were made as previously dbsdr [17]. Briefly, GFP bone

marrow cells were obtained by flushing femurs offGfice with Dulbecco’s modified

- 147 -



Article 4

Eagle’s medium (Invitrogen, Paisley, UK), and wakh®ice in cold phosphate-
buffered saline (PBS, Invitrogen). Retro-orbitgkition of 3 to 5 x 10cells in 0.1 ml

of mouse serum and PBS (1:1), was done in 9.0-giated B6 mice®fCo y-rays
within 1 day before BMT). Transplanted®TB6 mice received 10 mg/kg/day
ciprofloxacin for 4 weeks to prevent infection duyithe aplastic phase. They were
sacrificed 1, 3 or 6 months after BMT (Fig. 1). Bed GFP mice were euthanized at
MO, M1, M3 and M6 and served as age-matched canttecipients and donor mice,

respectively.

Flow Cytometry Analysis

To quantify the amount of engraftment, the periphdiood mononuclear cells of
T°"B6 mice were analyzed before sacrifice by flow aygry using a XL cytometer
(Beckman-Coulter, Hialeah, FL). Leukocytes wereedain, and GFP fluorescence was
measured under the fluorescein isothiocyanate (FI€kannel. All analyses and

guantitation were performed using the System flivemfe from Beckman-Coulter.

X-ray microtomography (microCT)

MicroCT was performed on the distal femur with ayStan 1072 X-ray computed

microtomograph (Skyscan, Kontich, Belgium). Bonengkes were analyzed with a

resolution of 5.25 um per pixel with the cone bepmcedure. 3D models were

generated with the ANT software (release 2.4; Skys@and virtual sectioning was

performed. The 3D measurements were obtained Wi#lCiTan software (release 1.6 —
Skyscan). For each samples, 300 section imagesrhpwere selected from 1.1 mm

under the growth cartilage and correspond to tlerstary spongiosa. Trabecular bone

volume (BV/TV, in %), trabecular number (Tb.N, imrh), trabecular separation
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(Tb.Sp, inum), trabecular thickness (Th.Th, wm), trabecular bone pattern factor
(Th.R) and the structure model index (SMI) were caladat

Measurements on cortical bone were performed ob ar@ss section image taken 2.6
mm under the growth cartilage. Images were analyzigd image J software (release
1.34s —NIH — USA). After segmentation, three measients were obtained: cortical
area (Ct.Ar, in mm?2), mean cortical thickness (6f.Tn um) and maximal outer

diameter (B.Dm, in um). The cross-sectional monaénihertia (CSMI) was calculated

using the assumption that bone are cylindrical: €SMn/64) x (B.Dnf — (B.Dm -

2Ct.ThY) [18].

Histology

At the time of sacrifice, mice were anesthetized #anscardially perfused with PBS
and 4% buffered paraformaldehyde. Hind limb wereseltted and post-fixed in 4%
paraformaldehyde. The right femurs were decalcifie@DTA 15% pH 7.4 for 7 days

with bath change every 2-3 days. They were dehgdrat graded ethanol solutions,
embedded in paraffin, and longitudinally sectiorfBdum thick). Slides were stained
with DAPI dilactate (Sigma), mounted in a fluoresce mounting medium

(DakoCytomation, Trappes, France) and GFP was leveander fluorescence
microscopy with a specific cube for FITC (LEITZ DMReica Microsystems, Rueil-

Malmaison, France).

Statistical analysis

Statistical study was done with SYSTAT statistisaftware (release 11.0). All data
were reported as mean + standard error of the rff&fak). Normal distribution of data
was assessed by controlling the skewness and lairfpssitive and close to 0).

Significant differences between groups were asdedsg analysis of variance
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(ANOVA) with the Bonfferoni post-hoc test whereBlor by a non parametric ANOVA
(Kruskal-Wallis test) with Mann and Whitnel test for pairwise comparisons, when

N<6 in a group. Differences were considered sigaiit at p<0.05.

RESULTS

Trabecular bone mass and microarchitecture (table 1Fig. 2)

Comparison of B6 and GFP mouse strains

B6 (recipients) and GFP (donors) mice had the stateecular bone mass until M3,
(i.e., at the age of 18 weeks). From this time pdine relative composition of the
trabecular network in term of rods and plates $icgmtly differed between both strains
and GFP mice had more rods, as evidenced by asaised SMI. At M6 in GFP mice,
BV/TV was 27% lower than in B6 mice, with a sigodntly reduction in Tbh.N. With

aging, Tb.Th of GFP mice increased, but no charmgaroed in B6 mice.

Bone changes irfT"B6 mice after BMT

From one month after transplantatior? B6 mice presented a dramatic bone loss (-
56% vs. B6), with significant reduction in Tbh.N, .Bp and Tb.R reflecting the
resorption of whole trabeculae. The bone volume tadecular parameters did not
increased with time. Tb.Th remained unchanged at aidl M3 but significantly
decreased at M6. SMI of°T"B6 mice was significantly increased vs. B6 miceeasy

as M1 and was not significantly different from GHkice at M3 and M6. This

corresponded to a marked conversion of plate ttdaednto pillars.

Cortical bone mass (table 2, Fig. 3)
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Comparison of B6 and GFP mouse strains

Both strains of mice had identical cortical bonarelteristic at M1 (10 weeks old).
Significant differences appeared at M3 (i.e. atdge of 18 weeks). B.Dm, Ct.Ar and
CSMI of GFP mice were lower (p<0.05). For B6 miBeDm and CSMI increased with

aging. On the contrary, cortical parameters of GHée remained unchanged with time.
At M6, GFP mice presented a narrower femoral shdft a significantly thicker cortex

than B6.

Cortical bone changes iffT"B6 mice after BMT

Changes in cortical bone appeared at M3 after BBIDm, Ct.Ar and CSMI became
statistically lower than those of age-matched B@erand identical to those of GFP
mice. An increase of Ct.Th (+32% vs. B6 and + 13%6GFP) was evidenced iffTB6

mice at M6.

Engraftment of GFP" cells in T°""B6 mice (Figure 4)

All B6 mice transplanted with GFPbone marrow cells had a proportion of GFP
peripheral blood mononucleated cells >95% as coeaptar donor values.

Donor cells homed to the bone after BMT. GRflls were found in the epiphysis,
metaphysis and along the secondary trabecularcasfaf the distal femur at M1, M3

and M6. No relevant difference in location and nembf GFP cells between the 3

time points was observed. Transplanted cells raside the bone marrow were

megakaryocytes, hematopoietic cells but also fiettecells along the trabeculae (lining
cells), endosteal and periosteal cells. No osteoegpressed the GFP, neither in

trabecular nor cortical bone.

DISCUSSION
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Transplant-related osteoporosis or osteopeniansukifactorial disease in which the
relative roles of chemotherapy and irradiation ac¢ completely understood. We
evaluated the bone mass and microarchitecture ekaaffer BMT in mice being
lethally irradiated, without additional treatmeft' 'B6 presented a >50% loss of bone
mass one month after BMT. Transplanted cells ditl altow the preservation (or
recovery) of trabecular bone mass 6 months posstantation.

In patients, bone loss occurs during the first enthe [19, 20], as assessed by bone
markers showing an increase in resorption and eedsed formation [21]. Long-term
changes of BMD and metabolism of allergenic BMTvswors differ according to
investigators. In studies with a long follow-up iper (5 to 6 years after BMT), patients
exhibited osteopenia (-1<BMD<0), suggesting a kairecovery of bone mass with
time [14, 15]. The recovery capacities were depenhda the associated treatment used
to prevent the graft versus host disease, anddbeoiadditional countermeasures [10,
11]. In our study, a significant increase in catithickness was concomitant with
trabecular bone loss in®TB6 mice. Cortical thickening appeared as a paradbxi
mechanism. Myelosuppression was due to total badgiation, without chemotherapy.
The effects of irradiation on bone remodeling migbt be the same in the different
envelopes. lonizing radiation have deleteriousot$fen hematopoietic cells and also on
marrow stromal cells [22, 23]. They especially iodwirect impairment of proliferation
and osteogenic differentiation of bone marrow saboells (BMSC)in vitro [12]. In
recipient patients, the number of BMSC is dramdiceeduced up to 12 years after
transplantation. BMSC were co-transplanted with &@moietic stem cells during
whole BMT but did not sufficiently proliferated mecipient bone marrow: majority of

residual BMSC remains of host origin [24]. Neveltiss, BMSC are known to migrate
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and localize to the bone marrow after intravenofigsion in human [25, 26] and mouse
[27, 28]. T°F'B6 mice had donor cells from hematopoietic and melsgmal lineages
(periosteal, endosteal and lining cells), identifidy their cytoplasmic green
fluorescence due their GFP content [16]. No G&®eocyte from the donor mice could
be evidenced in §'B6 mice. This result is in accordance with Waetgal. who
described bone lining cells engraftment, but naence of osteoblastic activity and
incorporation into the bone matrix of donor cefl9]. Differentiation of donor cells into
osteocytes, after systemic infusion of various pelpulations, was described in other
studies at a very low frequency [28, 30, 31]: Nilsst al. have measured only 3/1000
osteocytes of donor origin in nonablated mice [32¢tection of rare donor-derived
osteocytes necessitates the observation of a vghyrtumber of histological sections.
Direct and indirect effects of irradiation on reaeipts BMSC, cumulated with limited
engraftment and proliferation of donor BMSC coulglain the weak contribution of
BMT to bone matrix production.

GFP transgenic mice have been largely used as si6moBMT because GFRells can
be directly traced in recipients, for long time,fiash, frozen and fixed tissues [17, 33-
37]. GFP mice have C57BL/6 genetic backgroundjfjiisy the use of C57BL/6 mice
as wild-type controls and recipients. Only hetegmys animals for the transgene were
used because homozygous die within the first tweks&dollowing birth, putatively due
to transgene integration site effects. Our stushgaited that transgenic and wild-type B6
mice had different bone mass and microarchitectboge loss was accelerated upon
aging in GFP mice with a decrease in cortical feahbone. These differences could be
due to the transgene integration site effectsyggested in homozygous mice, although
this site is still unknown. Differences observedramsgenic mice could also be due to

directs effects of GFP itself. Some reports havggssted toxic effects of GFP in a
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variety of cell types [38, 39]. Furthermore, Mak al. have found an upregulation of
interleukin-6 (IL-6) expression in myoblasts thavecexpressed GFP [40]. IL-6
promotes osteoclast maturation and activation.ldb affects osteoblasts: transgenic
mice overexpressing IL-6 have osteopenia with sewaterations in cortical and
trabecular bone microarchitecture [41].

Cortical bone changes in®TB6 mice appeared from 3 months after BMT and tended
toward a GFP phenotype, with marked reduction aphlyseal diameter and cortical
area. Other studies have found similar changebefdcipient phenotype toward the
donor phenotype after cell transplantation [42,.4Bhese findings indicate that
engrafted cells can reconstitute the hematopoisyistem and the bone marrow
microenvironment, thus influencing bone remodeling.

In summary, the graft of hematopoietic and stromells in the bone marrow of
irradiated mice did not prevent post-transplanbdralar bone loss. Cortical bone
characteristics of transplanted mice tended tovitaeddonor phenotype, suggesting that

bone marrow microenvironment had been reconstitoyetthe transplanted cells.
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MO M1  p<0.0% M3 p<0.0& M6 p<0.0%
BVITV
B6 8.60+ 1.13 7.82: 0.86 8.07+ 1.47 9.64+ 1.15
GFP 6.97+ 0.91 9.56+ 1.11 6.38+ 0.28 7.02+ 0.66
T¢FB6 3.42+0.74 * 2.42+0.86 * 1.93+0.27 *
Tb.N
B6 1.83+0.19 1.6 0.18 1.75+ 0.34 1.92+ 0.20
GFP 1.53+0.18 1.99+ 0.18 1.36+ 0.06 1.30+0.13
T¢FB6 0.75+0.15 * 0.50+0.16 * 0.51+0.06 *
Th.Th
B6 46+ 2 46+ 0.5 46+ 2 50+ 1
GFP 45+1 47+ 2 47+2 54+ 2 me
T¢FB6 452+ 2 43+3 37+1 *
Th.Sp
B6 243+ 11 247+ 11 260+ 22 255+ 7
GFP 269+ 13 219+ 6 243+ 5 282+ 14
T¢FB6 338+25 * 443+56 * 364+18 *
Tb.R
B6 3.12+0.33 3.24+ 0.20 2.83+0.36 2.26+ 0.43
GFP 3.49+0.22 3.110.24 3.63+0.13 3.02+0.28
T¢FB6 4.40+0.26 * 4.86+0.49 * 5.09+0.12 *
SMI
B6 2.25+ 0.07 2.28: 0.07 2.05+ 0.16 1.83+0.15
GFP 2.33+0.05 2.26+ 0.08 2.43+0.04 2.37+0.10
T¢FB6 2.74+0.08 * 2.72+0.07 2.58+ 0.05

The gray boxes indicate a significant differenceB& with p<0.05.

* p<0.05 vs. GFP

a: p<0.05 vs. MO for the same group
c: p<0.05 vs. M3 for the same group
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MO M1  p<0.0t M3  p<0.0t M6  p<0.0t

B.Dm

B6 2.14+ 0.04 2.21 0.07 2.40+ 0.09 2.56+0.08 "

GFP 2.09+ 0.07 2.04+ 0.05 2.02+ 0.05 2.26+ 0.09

T°FB6 2.03+ 0.04 2.03+0.12 1.11+ 0.06
Ct.Th

B6 137+ 10 157+ 6 175+ 12 150+ 5

GFP 158+ 10 152+ 7 168+ 5 169+ 5

TS B6 177+ 6 173+5 198+5  *'°
Ct.Ar

B6 2.1 0.02 2.15+ 0.07 2.45+0.14 2.52+0.15

GFP 2.19+ 0.09 1.99+ 0.06 1.82+ 0.05 2.14+0.13

T°FB6 1.92+ 0.07 1.84+0.13 2.07+0.06
CSMI

B6 0.44+ 0.04 0.55t 0.06 0.76+0.06 ° 0.83+0.07 *°

GFP 0.47+ 0.06 0.41 0.04 0.43+ 0.04 0.64+ 0.08

T°FB6 0.44+ 0.02 0.46+ 0.08 0.56+ 0.06

The gray boxes indicate a significant differenceB& with p<0.05.

* p<0.05 vs. GFP

a: p<0.05 vs. MO for the same group
b: p<0.05 vs. M1 for the same group
c: p<0.05 vs. M3 for the same group
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Legends of Figures:

Fig. 1: Flowchart of the study. At MO, 6 weeks old B6 migere lethally irradiated and
transplanted with bone marrow cells extracted frGfP mice. Transplanted mice
(T°™B6) were euthanized 1 (M1), 3 (M3) or 6 (M6) montfter transplantation. B6
and GFP mice, sacrificed at same time points, vageematched controls of recipient

and donor strains respectively.

Fig. 2 3D models obtained with microCT of the distal tenat M6. (A) B6, (B) GFP

and (C) ™ B6 mice. Cortical bone is in light grey and trabaetare darker.

Fig. 3. 2D cross section images of femoral diaphysis inbth by microCT 2.6 mm
under the growth cartilage at M3 (A, B, C) and NI§ E, F) of B6 (A, D), GFP (B, E)

and T°7B6 (C, F) mice.

Fig. 4 Engraftment of GFPcells. Femurs were embedded decalcified in paraffi
Sections were directly observed for GFP fluoreseefd, C, D, F, G, I) or
counterstained with DAPI (B, E, H) as a nucleaimmstBhotographs of trabecular (A, D,
G) and cortical (B, C, E, F, H, I) regions. The laopoietic tissue and especially red
blood cells were yellow autofluorescent whereas @Ritted a green fluorescence.
Arrow: GFF periosteal cell in ¥'B6 mice (I) and the corresponding nuclear (H). Bar

=100 pm.

- 162 -



Figure 1
Time period (Month)
MO Ml M3
related age 6 10 18 3 GROUP
(weeks) | : ! 5 B6
n=4:n=8 n==6 in="5
9Gy | i ’

BMT
GFP* cells !

Article 4

- 163 -



Article 4

Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Decision Letter (OI-2007-12-0608)

From: oi.europe@Iyon.inserm.fr
To: daniel.chappard@univ-angers.fr
Cc:
Subject: Osteoporos Int - Decision on Manuscript ID OI-2QP-0608

Body: Manuscript ID: OI-2007-12-0608
Title: Bone mass and microarchitecture of irradlatend bone marrow-
transplanted mice: influences of the donor strain.

Dear Prof. Chappard:

The above referenced manuscript that you submitied Osteoporosis
International has been reviewed by expert(s) in fiell and myself. Th
comments of the reviewer(s) are included at thetobotof this letter.

Regrettably, the manuscript is not acceptable ipation in its present form,
but you may choose to revise and resubmit it feomsideration. Therefore,
invite you to respond to the reviewer(s)' commeogow and revise yoL
manuscript.

Once again, thank you for submitting your manusctip Osteoporosis
International and | look forward to receiving yoawision.

Yours sincerely,

Ego Seeman

Editor, Osteoporosis International
Date
Sent: 25-Jan-2008

Comments from Reviewer(s):

Reviewer:1

Comments to the Author

Dumas et al investigate the effects of TBI and BMm bone mass and
microarchitecture by microCT in mice. The bone legss characterized t
severe trabecular loss of about 50%, which wasastbred after BMT. Cortical
thickness of the femur was increased but the fehvadih was decreased with
reduced CSMI. Donor cells were present on trabecuafaces, in periostael
and endosteal envelopes but no osteocytes werm@of @rigin,

This reviewer has the following questions/comments:

1. In humans bone loss is most marked at the F&t BVID with decreases of
about 11% in the first year. How do the authormede these findings with
their own which demonstrate predominantly trabecblane loss and cortical
thickening. This needs to be discussed in the pdpese high rates of bone
loss at the hip should be emphasized in the intbholn as well.

2. Page 9. mention could be made her eof two ret@ge prospective
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intervention studies with pamidronate which shoat thone loss at the femol
neck and totall hip were not completely preventgg&dmidronate (Grigg AG et
al J Clin Endocrinol Metab 2006; Kananen K et alnGEndocrinol Metab
2005).

3. Page 7: Tb Sp is increased not reduced. Thiglsné® be corrected in
paragraph 2.

4. Page 10, para 2: The grammar in first senteeeglsiattention. It does not
make sense.

5. English spelling needs minor attention throughou
6. Tables 1 and 2: Abbviations for the histomorphometric variables neebe
defined for the reader.

7. How commonly is TBI used before BMT in humansRisTshould be
discussed.

Reviewer: 2

This is a well written manuscript about the effettotal body irradiation (TBI
on bone remodeling in trabecular and cortical mdusee. The authors used
transgenic GFPwwhole bone marrow as donor marrow and were abteatk
bone cell and marrowngraftment. They found that trabecular bone mass
significantly decreased after TBlompared to cortical bone mass. Bece
baseline bone mass and bone remodeling charact®rist the GFP+ donor
mice and B6 recipient mice were different, they paned the bone mass in
trabecular and cortical bone in transplanted mizgé had received H1 to the
donor and host un-irradiated age matched mice amaldf that theransplantec
mice had bone mass characteristics of the donaromastrain. They notethat
trabecular bone mass was not restored as the aldoibmewas. Interestingly
they found GFP+ cells lining the trabecular, pesisal and endosteal
“envelopes” but no GFP+ cells in areas of osteayBecause they did not do
any immunophenotyping oiunctional analyses to further characterize tf
“lining” cells, they cannot definitively concludehdt there was non-
hematopoietic cell contribution from the donor tabecular bone loss and thus
should temporize the last statement in the disonssDverall, thisstudy
presents an intriguing finding that trabecular btoss after TBI is significantly
influenced by donor transplanted cells and thaticarand trabecular bone had
different rates of loss and recovery after TBI &nathsplant.

Minor points:

Abstract- “bone envelopes” is vague and perhapsathkors should state the
databetween cortical and trabecular bone.

2. page 3- did not mention the role of hypogonadisncontributor to bone loss
after transplant.

3. cyclosporine (not ciclosporine)

4. Page 7. GFP mice had significant eliffnce in bone mass (which tf
authors further discuss later) however, were the @kce of B6 origin or mixed
genetic background.

5. page 7, a nice control would have been B6 mmte B6 mice but
understand you would not have been able to trazkltimor cells.

6. page 8. Emphasize that the lining ripsteal and endosteal) cells wi
defined morphologically. You did not definitely confirm thahese wert
osteoblasts and liningcells and not of hematopoeitic origin
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immunophenotyping and CFU-Ob, CFU-F analyses, etc.

6. discussion point: Did TBI induce hypogonoadismybur mouse strains?
Could that have been an additional mechanism okHoss after TBl-does
hypogonadism affect trabecular bone differentlyntbartical bone?

7. page 9- grammatical suggestion: The majorityesfdual BMSC remains of
host origin, despite the fact that BMSC are codpdanted with hematopoietic
stem cells when using donor whole bone marrow.

8. page 11 summary sentence- not sure if you carmlude that non-
hematopoetic cells that make up the bone marrowosnvironmat were
derived from donor. This implies that osteoblasesenvrom the donor and this
is highly controversial. Most studies show very f&B are donor derived. You
could prove that by doing spleen cell transplaintsn GFP mice or doin
immunophenotyping of GFP+ transplanted cells or GEining of CFUOB
from transplanted animals.

Les remarques du reviewer 2 portant sur un évetiyebgonadisme chez les souris
TSFPB6 est trés pertinente. Des dosages de la tesinstéérique sont en cours.
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La science des biomatériaux a pris une place pd&ante pour |'élaboration de
substituts osseux, tres largement utilisés dawadee de la réparation du tissu osseux.
Parmi eux les allogreffes sont, apres les autaggefés plus réalisées a I'heure actuelle
mais dont l'efficacité est limitée dans certaingspleations thérapeutiques. La
réparation des grandes pertes de substances assetusa guérison des maladies
osseuses congénitales font I'objet de recherchéslipiqgues de thérapie cellulaire :
I'ingénierie tissulaire dans le premier cas etrinsgplantation de cellules de mcelle
osseuse pour le second.

Les objectifs de cette thése ont été d'étudierélponse de cellules médullaires au
contact de biomatériaux implantables en site osseuxd’étudier les potentiels
thérapeutiques pour la réparation du tissu osseuiindplantation de ces cellules, leur

contribution et leur devenir.

Biomatériaux et ingénierie du tissu osseux.

Dans un premier temps nous avons étudié les matidits de surfaces d’allogreffes
osseuses humaines suite a leur purification paagdests chimiques, dont certains sont
utilisés industriellement, et leurs concéquences laucytocompatibilité du greffon
produit. Nous avons montré que® et NaOH ont des effets néfastes sur la surface des
matrices osseuses, diminuant I'adhésion et lafpration de cellules ostéoblastiques
vitro. Les différentes méthodes d’investigations utds@éous ont permis d’établir que
le traitement par bD, altere le collagéne et modifie la structure deistamx
d’hydroxyapatite alors que le traitement par Na@#uit la dégradation du collagéne et
diminue le nombre de cristaux. Tous deux entrain&iimination des protéines
argyrophiles (ostéopontine) des ostéoplastes etaleslicules ostéocytaires. NaHEO
quand a lui, a permis de produire un greffon progoat les phases minérales et
organiques sont intégres, permettant I'adhésionlaetprolifération des cellules
ostéoblastiques a sa surfacevitro.

Dans un second temps, des matrices osseuses latechovines ont été purifiées par
NaHCGQ; et ont servi de support a des cellules de mosieuse de souris. Le substitut
osseux hybride ainsi élaboré a été utilisé pouangipun défaut de taille critigue au
niveau du cane de souris. Nous avons obtenu unefmm osseuse significativement
plus importante lorsque les cellules médullaires&ié cultivées et implantées avec la

matrice osseuse par rapport a la matrice seulexi@as le comblement du déficit est
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resté incomplet 8 semaines aprés la greffe. Noasons pas obtenu de meilleurs
résultats en induisant la différenciation ostédijas des cellules médullaires avant
leur implantation. L'utilisation de cellules expramt la GFP a montré que les cellules
ayant survécues a l'implantation et visualiséesnagau du site de greffe aprés 2
semaines, ne sont plus présentes aprés 8 semainessemblent pas avoir participé
directement a la régénération osseuse puisqu’aucelhde exprimant la GFP n’'a été
intégrée dans la matrice nouvellement formée.

Dans I'objectif d’améliorer le potentiel osteogéameqde la construction matrice/cellules
élaborée, nous avons cherché a enrichir la popalatellulaire en cellules
ostéogéniques. Pour cela nous avons réalisé [limodogpiétion des cellules
hématopoiétiques contaminant les cultures primaeemcelle osseuse de souris selon
I'expression spécifigue du CD11b. La populationlutaire résultante, trés faible
portion de la meelle osseuse totale, est alors itodst & plus de 56 %
d’ostéoprogéniteurs matures exprimant AlkP. Nousnavtrouvé une corrélation
linéaire entre le nombre de cellules CD1dllans la fraction adhérente de la mcelle
osseuse et le nombre de cellules AlkiRns cette méme population. Les cellules
CD11b ont élaboréin vitro une matrice extracellulaire minéralisée de maniere
beaucoup plus importante que la population tosdes stimulation exogéne par de la

dexaméthasone.

Thérapie cellulaire des maladies osseuses conbtgEmnita

En collaboration avec le laboratoire EMI 0011 deé~&culté de Médecine de Crétell,
nous avons souhaité étudier la masse et la midnbacture osseuses aprées irradiation
corporelle totale et transplantation systémique naeelle osseuse chez la souris.
L'utilisation de cellules issues de souris transgées pour la GFP a permis I'étude de
la greffe des cellules médullaires au niveau dsutissseux aprés transplantation
systémique. Nous avons montré que lirradiationleettransplantation seules, sans
chimiothérapie associée, induisent une perte oss@nasnatique au niveau trabéculaire
mais un épaississement de l'os cortical des digshy@morales. Les souris

transplantées ont présenté en plus de la perteusessedes modifications

microarchitecturales du réseau trabéculaire. Enpemamt les microarchitectures des
souris transplantées, des souris C57BL/6, lignémeveuse et des souris GFP-

transgéniques, lignée donneuse, nous avons obgaeve
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- les souris transgéniques présentent une masse sesseu des
caractéristiques trabéculaires et corticales diffées des souris C57BI/6 ayant pourtant
servies de fond génétique pour I'élaboration desisdrangéniques.

- La microarchitecture osseuse des souris C57Bl/Gadiges et

transplantées montre, 6 mois apres la transplantain changement de phénotype vers
celui des souris donneuses.
Le suivi des cellules transplantées a montré leigration au niveau des épiphyses et
métaphyses fémorales. Elles sont présentes darespeses médullaires, le long des
travées et dans les couches cellulaires endostéalegriostéales. Aucun ostéocyte
n'exprime la GFP, suggérant que les cellules tlansfes ne participent pas
directement au remodelage osseux. Elles ont néasnsai une influence sur celui-ci,
permettant le changement de phénotype, en reasastit un nouveau

microenvironnement osseux.

Perspectives envisagées.

Les modeles de souris transgéniques pour la GFie éacune de taille critique au
niveau du crane de la souris développés lors de tase vont permettre I'étude des
mécanismes cellulaires impliqués lors de l'impléiota de divers biomatériaux ou
substituts osseux élaborés par ingénierie tisgul@ie nouveaux biomatériaux sont en
cours d'élaboration au sein du laboratoire dontages ont montré des résultats
préliminaires tres satisfaisants pour le comblenwntdéficit osseux chez la souris.
Nous pensons les utiliser seuls ou par ingénierseitaire pour la réparation de grandes
pertes osseuses dans un modele de lacune osseuseaudu crane de lapin.
L’installation prochaine de la vidéomicroscopie sain du laboratoire va permettre de
visualiser, grace au modéle de cellules GFP, lanisdtion des biomatériaux par les
cellules, sans marquage préalable ni probleme dedaafin d’en comprendre les
mécanismes et d’améliorer les propriétés d’ostédection des biomatériaux.

Les différences phénotypiques observées au nivedissl osseux des souris C57BI/6
et les souris GFP-transgéniques ne peuvent étre gliiaux effets de l'insertion du
transgene dans le génome ou des effets directexgedssion de la GFP. Depuis peu,
quelques équipes inputent a la GFP des effetstsliphes ou moins néfastes sur certains
types de cellules (Liet coll.1999; Yanget coll.2005; Maket coll.2007). Un travail de
post-doctorat au sein du laboratoire a consistéetirenau point la détection par PCR
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guantitative de I'expression d’un certain nombregdees impliqués dans le remodelage
osseux. Afin de mieux caractériser les microenviesments osseux des deux lignées
murines pouvant expliquer les différences microdecturales observees, I'expression
dans les cellules médullaires d’un grand nombrgeatees comme I'lL-6 et DKK1 sera

étudiée.
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RESUME: Différentes stratégies associant des cellules tia#as et/ou des biomatériaux ont
éte étudiées pour la réparation du tissu osseus das modéles murins. Nous avons montré
gue HO, et NaOH, produits utilisés dans les procédés diigation industriels de greffons
osseux allogéniques, induisent une détérioratiomicrelle de surface, diminuant I'adhésion, la
prolifération et l'activité de cellules ostéoblagtes. NaHC@ est apparu comme un agent
nettoyant efficace, sans conséquences sur la uiag greffons et leur cytocompatibilité. Des
matrices osseuses ainsi purifiées ont été utilisgeesme support pour la réparation par
ingénierie tissulaire d’'un défaut cranien de tailiéique chez la souris. La construction cellules
médullaires/matrice, élaboréevitro, a induitin vivo une régénération osseuse rapide jusqu’au
centre du déficit. L'induction de la différenciatioostéoblastique des cellules avant leur
implantation n’a pas amélioré nos résultats. Unieeabérapie cellulaire ayant été étudiée est la
transplantation systémique de cellules médullaifggradiation corporelle totale et la
transplantation ont induit une perte osseuse ttdhige dramatique. Les cellules transplantées
n‘'ont pas permis la restauration de la masse ossausis ont reconstitué un
microenvironnement ayant modifié la microarchiteetules receveurs vers un phénotype
donneur. Pour ces deux dernieres études les celimédullaires sont issues de souris
transgéniques pour la GFP, permettant le suivi dadedlules aprées implantation.
L’'immunodéplétion des cellules médullaires possétaD11b a permis d’enrichir fortement
la population cellulaire en ostéoprogéniteurs.
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