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Modulation de l'expression des fonctions 
différenciées chez des chondrocytes 

immortalisés par SV40 

Sophie Thénet, Sylvie Demignot, Monique Adolphe 

L e chondrocyte, cellule constitutive 
du cartilage articulaire, assure le 
maintien de l'intégrité de ce tissu 

en synthétisant principalement deux 
types de macromolécules, marqueurs 
du phénotype différencié : les protéo­
glycannes du cartilage et le collagène 
de type Il. Lorsque les chondrocytes 
sont isolés de la matrice cartilagineuse 
et placés en culture monocouche, on 
observe, dans un certain nombre de 
situations, une transition de la synthèse 
de ces macromolécules à d'autres types 
de collagènes et de protéoglycannes 
génétiquement distincts. Au niveau de 
la synthèse du collagène, cela se tra­
duit essentiellement par une forte 
diminution, voire la disparition de la 
synthèse du collagène de type II, 
accompagnée de l 'apparition de colla­
gènes de types 1 et/ou III qui sont 
normalement très faiblement représen­
tés dans le chondrocyte différencié [ 1 ) .  
Par ailleurs, il a été montré que des 
chondrocytes << dédifférenciés , par des 
subcultures successives ou après trai­
tement à l 'acide rétinoïque pouvaient 
réverser vers le phénotype différencié 
après culture en gel d'agarose ou après 
modification des microfùaments par la 
dihydrocytochalasine B [2 ,  3) . L'iden­
tification des mécanismes responsables 
de la << dédifférenciation , et << rediffé-
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renc1at10n , in vitro permettrait une 
meilleure compréhension de la régula­
tion du métabolisme physiologique de 
cette cellule ainsi que des dérèglements 
observés dans les situations pathologi­
ques telles que l 'arthrose ou les mala­
dies inflammatoires (arthrite rhuma­
toïde) . 

L'une des approches pour appréhen­
der ces mécanismes a été l'étude de 
la modulation de la différenciation du 
chondrocyte sous l 'influence de diffé­
rents oncogènes rétroviraux (nryc, 
miflrqf, src). En outre, l 'immortalisation 
de chondrocytes aviaires et de mam­
mifères par 1 'oncogène mye a été rap­
portée dans la littérature [4, 5) .  Dans 
le cas des chondrocytes de mammifè­
res (rat), la synthèse d'une matrice de 
protéoglycannes colorable par le bleu 
Alcian était maintenue. En revanche, 
la synthèse de collagène de type II 
était fortement diminuée [5) .  La pos­
sibilité de réexpression du collagène de 
type II n'a pas été étudiée. 

Immortalisation de chondrocytes arti­
culaires par les fonctions précoces de 
SV40 

La transfection de chondrocytes arti­
culaires de lapin en culture primaire, 
par un plasmide portant les fonctions 
précoces de SV40, nous a permis 
d'isoler plusieurs clones de chondrocy­
tes immortalisés (ayant franchi plus de 
130 passages, la durée de vie normale 

in vitro du chondrocyte articulaire de 
lapin étant de 8 ou 9 passages). Ces 
cellules expriment l 'antigène grand T 
de SV40, présentent un caryotype 
hypotétraploïde et une tumorigénicité 
faible chez la souris nude [6] . 
La synthèse de matrice colorable par 
le bleu Alcian est diminuée d'un fac­
teur environ 20x. L'analyse du colla­
gène synthétisé, par électrophorèse 
bidimensionnelle après clivage des 
chaînes de collagène au bromure de 
cyanogène, révèle que le collagène de 
type 1 trimérique est synthétisé de 
façon majoritaire. Aucune trace de col­
lagène de type II ne peut être détec­
tée. L'analyse des ARN totaux par 
Northem blot montre que l'inhibition de 
la synthèse du collagène de type II se 
situe au niveau transcriptionnel. En 
revanche, les ARN codant pour la 
chaîne a1(1) du collagène de type 1 
peuvent être mis en évidence au moins 
jusqu'au 80• passage. 
Les chondrocytes immortalisés par 
SV 40 ont alors été cultivés dans des 
conditions qui permettent à des chon­
drocytes normaux dédifférenciés soit 
par subculture, soit après traitement à 
l 'acide rétinoïque, de réexprimer le 
collagène de type II de façon majori­
taire : culture tridimensionnelle en gel 
de collagène ou d'agarose, culture 
monocouche en présence de dihydro­
cytochalasine B et de TGF/3. La réex­
pression de collagène de type II par les 
chondrocytes immortalisés n'a pu être 
mise en évidence dans aucune de ces 
situations. 
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La transfection de chondrocytes fraî­
ch:ment isolés du cartilage (avant la 
mtse en culture) avec les gènes préco­
ces de SV40 et la sélection des cellu­
les immortalisées en culture formant 
des agrégats a conduit à des résultats 
identiques. La dédifférenciation précoce 
qui affecte les chondrocytes lors du 
transfert de leur environnement 
physiologique tridimensionnel à la cul­
ture monocouche n 'est donc pas seule 
responsable de l ' incapacité des chon­
drocytes immortalisés par SV 40 à 
réexprimer le collagène de type II. 
Le phorbol- 1 2-myristate- 1 3-acétate 
(�MA), activateur de la protéine 
kinase C ,  est un puissant agent dédif­
férenciant des chondrocytes. A 
l'�nverse, les inhibiteurs de la protéine 
kinase C comme la staurosporine sont 
capables de réinduire le phénotype col­
lap�n� d��renci� c?ez le chondrocyte 
de�ifferenCle. Mrus il semble que l'acti­
vatiOn de la protéine kinase C bloque 
la réexpression par tous les autres 
inducteurs (P. Benya, communication 
�rsonnelle) . L'activation de la protéine �nase C, sous l 'influence de l 'expres­
SIOn des fonctions précoces de SV 40 
pourr�t être responsa�le du blocag� 
observe. Cette hypothese pourra être 
vérifiée par l'utilisation de la stauros­
porine. Par ailleurs, la transfection de 
chondrocytes par un plasmide portant 
l 'antigène T d'un mutant thermosen­
sible de SV 40 permettra de contrôler 
l'expression de ce dernier de détermi­
n�r

, 
si u�; réversion vers ie phénotype 

dlfTerencte peut être obtenue à tempé­
rature non permissive ou si l 'expression 
de SV40-T et/ou la culture à long 
t��e entraînent une suppression défi­
mttve de ce phénotype • 
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Summary 
Modulation of the expression of 
differentiated functions in SV 40 
immortalized chondrocytes 

�abbit �icular chondrocytes were 
unmortalized after transfection with 
a plasmid coding for SV 40 earl y 
functions. These cells express SV 40 
large T antigen and display a 
hypotetraploid karyotype and a 
weak tumorigenicity in nude mice. 
While normal chondrocytes express 
almost exclusively _type II collagen, 
these cells synthestze type I trimer 
collagen in majority. Assays for type II collagen reexpression revea­
led that immortalized chondrocytes 
were unable to reexpress the diffe­
rentiated phenotype in a variety of 
culture conditions which have been 
shawn to make normal dedifferen­
tiated chondrocytes reexpress type 
II collagen. The possible role of 
protein kinase C activation in this 
phenotype suppression is under 
investigation. In addition articular 
chondroc)rtes will be t�ansfected 
with a temperature-sensitive SV 40 
large T antigen in arder to deter­
mine if type II collagen can be 
reexpressed at the nonpermissive 
temperature. 
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LE CENTRE 
ANTOINE-LACASSAGNE 

ET L'EUROPEAN SCHOOL 
OF ONCOLOGY 

organisent les 9, 10 et 11 avril 1992 
à Nice · 

Un Cours Supérieur Francophone 
de Cancérologie 

STRATÉGIE 
THÉRAPEUTIQUE 
DES CANCERS DE 

LA TÊTE ET DU COU 

( 1" partie : cavité buccale, 
masszf facial, rhinopharynx, oroplwrynx) 

Directeurs du Cours : 
Professeurs F. Demard et P. Clwuvel 

Secrétariat et Inscriptions : 
Mlle D. Grillas 

Centre Antoine-Lacassagne, 
36 Voie Romo.ine, 06054 Nice Cedex 

Téléphone : 93. 81. 71.33 
Télicopie : 93.53.35. 12 

NB. : la 2• partie du Cours 
(hypoplwrynx, larynx, 

adénopathies prévalentes, thyroïde, 
glandes salivaires) 

aura lieu en 1993. 
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