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La culture de chondrocytes:
outil d’analyse

de la différenciation

et de I'organisation
moleculaire du cartilage

La recherche des génes impliqués dans la régulation de la
prolifération et de la maturation des chondrocytes se
heurte aux difficultés d’extraction d’ARN a partir de carti-
lage, et a la perte du phénotype chondrocyte en culture tra-
ditionnelle sur plastique. Des méthodes de culture en sus-
pension et des stratégies d’immortalisation ont été
développées, qui ont servi a analyser la synthese et I’assem-
blage de molécules de structure du cartilage. L’utilisation
d’oncogenes a révélé que prolifération et maturation sont,
pour les chondrocytes, deux phénomenes mutuellement
exclusifs. En outre, 'immortalisation de chondrocytes
humains permet de constituer un réservoir cellulaire pré-
cieux pour des études pharmacologiques et ouvre la voie a
I'immortalisation de chondrocytes de cartilage patholo-
gique. Ces lignées devraient permettre de cloner plus faci-
lement les génes contrélant les différents étapes de diffe-
renciation du chondrocyte, ou impliqués dans le maintien
ou le déreglement du phénotype cartilagineux.

es chondrocytes sont des cel-
lules spécialisées qui dérivent
des cellules mésenchyma-
teuses durant le développe-
ment embryonnaire pour
former les différents cartilages des
vertébrés. Chez ’homme, on dis-
tingue trois types de cartilage, selon
la nature de la matrice extracellu-
laire. (1) Le cartilage hyalin, le plus
abondant, est constitué d’une
matrice extracellulaire importante
riche en collagénes et protéogly-

canes, synthétisée par un nombre
relativement restreint de cellules.
Dans ce tissu, la force tensile des
fibres de collageéne s’oppose a la pres-
sion osmotique due a la grande den-
sité de charge des protéoglycanes
pour former un systéme biologique
amortisseur de chocs au niveau des
surfaces articulaires. (2) Le fibrocar-
tilage est un intermédiaire entre un
tissu conjonctif et un cartilage hyalin.
Il est riche en fibres de collagene qui

lui conferent une tres grande résis- emm—
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Figure 1. Topographie des cartilages chez I'’homme adulte. (D’apres [60].)

tance aux tractions et compressions
et constitue les zones d’insertion de
certains tendons et les disques inter-
vertébraux. (3) Le cartilage élastique
est caractérisé par la présence de
fibres élastiques et constitue, par
exemple, le pavillon de I'oreille

(figure 1).
Au cours du développement

embryonnaire des vertébrés, les cel-
lules mésenchymateuses préchondro-
géniques se condensent pour se diffé-
rencier en chondrocytes. Cette
différenciation se traduit par la pro-
duction de protéines caractéristiques
comme les collagenes II, IX et XI [1,
2] et le protéoglycane agrécane [3]
(figure 2). Ce phénotype est maintenu
de facon stable dans les cartilages per-
manents comme le cartilage articu-
laire. Cependant, la formation de car-
tilage est une étape nécessaire mais
transitoire lors de 1'ossification endo-
chondrale. Durant ce processus com-
plexe, les chondrocytes poursuivent
leur différenciation en s’hypertro-
phiant. Cette maturation cellulaire
est caractérisée par la synthése d’un
collagene spécifique, le collagene X
[1], alors que la matrice extracellu-
laire se calcifie progressivement
(figure 3). Les chondrocytes hypertro-
phiques entrent ensuite en apoptose

[4], facilitant I'invasion par les ostéo-
blastes, et la formation d’une nou-
velle matrice osseuse (figure 4).
L’apoptose n’est peut-étre pas la
seule destinée du chondrocyte hyper-
trophique qui pourrait s’engager
dans une voie ultérieure de différen-
ciation: des chondrocytes hypertro-
phiques peuvent se différencier in
vitro en cellules de type ostéoblastique
[5]. Une division asymétrique des
chondrocytes hypertrophiques a été
récemment mise en évidence dans
des cultures de fémurs d’embryons de
poulet, ot une cellule fille meurt par
apoptose et l'autre cellule fille se
divise en engendrant des cellules
ostéoblastiques [6]. La synthese de
protéines caractéristiques de I’os (col-
lageéne I, ostéopontine, ostéonectine,
sialoprotéine de I'os) par les chon-
drocytes hypertrophiques a aussi été
détectée in vivo par immunohistochi-
mie ou hybridation i situ.

Des mutations dans des geénes codant
pour des protéines de structure
comme les collagénes [7, 8] ou la
protéine oligomérique de la matrice
du cartilage (m/s n°10, vol. 11,
p-1499) [9] ont déja été identifiées
dans plusieurs cas d’ostéochondro-
dysplasies. Mais d’autres mutations
affectant des genes codant pour des
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Figure 2. lllustration schématique des constituants du cartilage (non hyper-
trophique), et de leurs interactions possibles. Les trois types majeurs de
molécules sont les collagénes, les protéoglycanes (agrécanes), et les glyco-
protéines non collagéniques. Les fibres sont constituées des collagénes I, IX
et Xl. Les protéines de liaison stabilisent les agrécanes sur I'acide hyaluro-
nique. Toutes les molécules ne sont pas représentées a I’'échelle et certaines
interactions proposées ici ont été reprises d’aprés [61]. COMP: cartilage oli-
gomeric matrix protein, CMP: cartilage matrix protein.

protéines aussi diverses qu'un récep-
teur de facteur de croissance (m/s
n°8-9, vol. 10, p. 936) [10], un récep-
teur de peptide relié a I’hormone
parathyroidienne (m/s n°6, vol. 11,
p.920) [11], un transporteur de sul-
fate (m/s n°10, vol. 11, p.1492) [12],
une sulfatase (m/s n° 10, vol. 11,
p. 1494) [13], un facteur de différen-
ciation [14], un facteur de transcrip-
tion potentiel (m/sn°2,vol. 11, p. 300)
[15], conduisent aussi a des perturba-
tions de la squelettogenese (Tableau I).
D’autres genes sont vraisemblable-
ment impliqués dans la régulation de
la prolifération et des étapes de déter-
mination, différenciation et matura-
tion des chondrocytes. Dans la mala-
die d’Ollier, la prolifération non
controlée des chondrocytes est a I’ori-
gine d’ostéochondromes ou de chon-
dromes qui peuvent produire des sar-
comes [7]. I est aussi connu qu'au
cours d’affections dégénératives du
cartilage comme ’arthrose, les Iésions
mécaniques de la matrice cartilagi-
neuse sont associées a des anomalies
morphologiques et fonctionnelles des
chondrocytes. Une dédifférenciation
cellulaire (expression par le chondro-

cyte de collageénes de types I et III,
« de type feetal ») participerait a
I’entretien du processus pathologique
[16]. Ainsi, la connaissance des genes
impliqués dans I’apparition et/ou le
maintien du phénotype chondrocy-
taire, mais aussi dans la prolifération
et la maturation des chondrocytes
permettrait de mieux comprendre les
mécanismes cellulaires participant a
ces différents processus patholo-
giques. Durant ces dernieres années,
le contrdle qu'exerce I'environne-
ment sur le phénotype des chondro-
cytes a été abondamment étudié et de
nombreux facteurs ont été identifiés
(facteurs de croissance, hormones,
vitamines, matrice extracellulaire).
En revanche, la recherche de génes
impliqués dans la régulation de ce
phénotype se heurte aux difficultés
d’extraction d’ARN a partir de carti-
lage, et a I'instabilité du chondrocyte
en culture classique sur plastique.
Nous allons présenter ici différentes
techniques de culture permettant de
conserver le phénotype du cartilage,
ainsi que des stratégies d’immortalisa-
tion de chondrocytes qui ont servi a

mieux comprendre I’assemblage, m—
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Tableau |

OSTEOCHONDRODYSPLASIES

(NON ASSOCIEES A D’AUTRES SYMPTOMES) PROVOQUEES PAR DES MUTATIONS CHEZ L'’HOMME

Types de protéine Ostéochondrodysplasies Références
provoquées par mutation

Protéine de structure

a1(l) et a2(l) collagene Ostéogenese imparfaite [8]
Syndrome de Stickler
Dysplasie spondylo-épiphysaire congénitale
Achondrogenése Il de Langer-Saldino

a1(ll) collagene Hypochondrogenése [7]

Dysplasie spondylo-épimétaphysaire
Dysplasie de Kniest
Spondylo-arthropathies familiales

a2(1X) collagene

Dysplasie épiphysaire multiple

m/s n°10, vol. 11, p. 1499

a2(XI) collagéne

Syndrome de Stickler

m/s n°10, vol. 12, p. 1171

a1(X) collagéne

Chondrodysplasie métaphysaire de Schmid

(71

COMP Pseudo-achondroplasie m/s n°10, vol. 11, p. 1499
Récepteur

Nanismes thanatophores | et || m/s n°5, vol. 11, p. 730
FGFR3 Achondroplasie m/s n°8-9, vol. 10, p. 936

Hypochondroplasie

m/s n°4, vol. 10, p. 486

Récepteur PTH-PTHrP

Chondrodysplasie métaphysaire de Jansen

m/s n°6, vol. 11, p. 920

Arylsulfatase E

Transporteur
Dysplasie diastrophique m/s n°6, vol. 12, p. 833
Transporteur Achondrogenése IB
de sulfate Atélostéogenese |l
Enzyme

Chondrodysplasie ponctuée

m/s n°10, vol. 11, p. 1492

Facteur de différenciation
CDMP-1

Chondrodysplasie acromésomeélique
(Hunter-Thompson)

(71

Facteur de transcription
SOX9

Dysplasie campomélique

m/s n°2, vol. 11, p. 300

CDMP : cartilage-derived morphogenetic protein; PTH-PTHrP: parathormone, PTH related protein.

I'organisation de macromolécules de
la matrice cartilagineuse, et la rela-
tion existant entre prolifération cellu-
laire et maturation du chondrocyte.

Modulation phenotypique
du chondrocyte in vitro

Techniques de culture

Le choix de la culture cellulaire de
chondrocytes comme modéle expéri-

s mental est dicté par la trés faible cel-
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lularité du cartilage, qui limite les
méthodes d’étude in vivo. Les chon-
drocytes, une fois isolés de leur
matrice, peuvent étre cultivés sur un
substrat ou en suspension (figure 5).
La culture des chondrocytes en
monocouche sur plastique a été lar-
gement exploitée, car c’est une
méthode facile qui permet une proli-
fération active des chondrocytes.
Toutefois, elle induit une «modula-
tion phénotypique » ou «dédifféren-
ciation », caractérisée par le passage

d’une forme cellulaire arrondie a
une forme fibroblastique, et par une
diminution progressive de la synthese
des collagenes II, IX, XI et de I'agré-
cane, et I'apparition des collagenes I,
IIT et V. Cependant, cette perte du
phénotype n’est pas directement
dépendante de la forme cellulaire,
mais est en relation étroite avec
I’organisation du cytosquelette
d’actine [17, 18]. La matrice extra-
cellulaire synthétisée en mono-
couche et son interaction au niveau

m/s n° 10, vol. 12, octobre 96
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des plaques d’adhérence au cyto-
squelette produit vraisemblablement
une cascade d’inductions qui condui-
sent a I’altération de I’expression
génétique du chondrocyte [19].

Sur plastique, on peut retarder cette
dédifférenciation en cultivant les
chondrocytes a forte densité. Ils for-
ment, avec le temps, des couches cel-
lulaires multiples, enrobées dans une
matrice similaire a celle trouvée in
vivo [20]. Des substrats servant
d’interface entre le plastique et les
cellules ont été aussi utilisés pour
retarder ou éviter la dédifférencia-
tion, comme un film de collagene
[21], un composite de collagene et
d’agarose [22] ou un gel de métha-
crylate [23]. Ces études ont montré
que la matrice extracellulaire envi-
ronnante exercait un controle sur le
phénotype du chondrocyte.

Pour éviter toute adhérence des chon-
drocytes a un substrat, diverses tech-
niques de culture en suspension ont
été mises au point. Les cellules peu-
vent étre enrobées dans une solution
de méthylcellulose [24]. Dans des bou-
teilles en agitation, les chondrocytes
forment des agrégats et ce modéle a
été utilisé pour des études pharmaco-
logiques sur des chondrocytes
humains [25]. On peut aussi apporter
une matrice tridimensionnelle exo-
gene aux chondrocytes en incluant
ceux-ci dans un gel de collageéne [26]
ou d’agar [21], mais la plupart des
études ont été effectuées avec du col-
lagéne I qui n’est pas un constituant
naturel du cartilage, et qui peut avoir
une influence sur 'activité synthétique
des chondrocytes. D’autre part, si des
chondrocytes dédiftérenciés sont pro-
pagés en inclusion dans un gel d’aga-
rose [27] ou en suspension sur un gel
d’agarose [28], ils cessent leur syn-
these de collagene I et recommencent
a synthétiser des protéines marqueurs
du cartilage, comme les collagenes II
et X. Cette plasticité du phénotype
chondrocyte a été exploitée chez
I’homme dans le cas d’'une chondro-
dysplasie létale ou des chondrocytes
épiphysaires obtenus a partir d’'une
biopsie ont d’abord été amplifiés en
monocouche, puis redifférenciés en
suspension sur agarose. Une mutation
dans le geéne du collagéne II a ensuite
été révélée par séquencage de ’ADNc
synthétisé a partir de 'ARN de ces cel-
lules [29]. La culture en agarose a
aussi été exploitée pour montrer que

Cellule mésenchymateuse

collagenes |, IIl, V

Différenciation |

collagenes I, IX, XI
agrécane, protéine de liaison

Différenciation Il

Chondrocyte hypertrophique |

collagéne X
phosphatase alcaline

In vivo In vivo ?
in vitro i vitro
g
i Cellule de type
ostéaoblaste

collagéne |
phosphatase alcaline
ostéocalcine

Figure 3. Etapes de la différenciation
du chondrocyte. Les différents mar-
queurs caractérisant chaque phéno-
type sont mentionnés. La différencia-
tion | aboutit au phénotype des
chondrocytes du cartilage articulaire.
Au cours de l'ossification endochon-
drale, le chondrocyte entreprend une
différenciation Il dans le cartilage de
croissance. La différenciation du
chondrocyte hypertrophique en cel-
lule de type préostéoblastique n’a
été démontrée qu’en culture cellu-
laire ou organotypique.

des chondrocytes issus d’un foetus
atteint d’achondrogenése de type IB
synthétisent du collageéne I, qui n’est
pas normalement présent dans le car-
tilage [30]. Récemment, un nouveau
systeme tridimensionnel de culture de
chondrocytes a été développé dans
lequel les cellules sont encapsulées
dans I'alginate, un copolymeére d’acide
D-mannuronique et L-guluronique.
Dans ces conditions, les cellules main-
tiennent leur phénotype et élaborent
une matrice de type cartilage [31].
L’avantage de ce systeme est que I'on
peut récupérer les chondrocytes en
solubilisant I'alginate avec des agents
chélatants et isoler les ARN, alors que
I'extraction d’ARN a partir de cellules

incluses en agarose s’est toujours avé- m—
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rée difficile. Des chondrocytes
humains, préalablement dédifféren-
ciés en monocouche, réexpriment
dans I'alginate les génes codant pour
le collagene II ou 'agrécane [32] et ce
systeme pourrait aussi étre appliqué
dans des études pathologiques.
Finalement, la culture organotypique
de tranches de cartilage permet
I’étude des chondrocytes dans leur
environnement naturel, puisque le
tissu demeure intact. Cette technique
a permis, par exemple, de comparer
le métabolisme de I’agrécane apres
marquage métabolique dans le carti-
lage humain normal et arthrosique
[39).

Controle par les facteurs solubles
dans I’environnement

Le roéle des facteurs de croissance a
été largement étudié au cours de la
différenciation du cartilage in vivo et
in vitro [34]. Les études in vivo sont

cependant difficiles a interpréter car
des composés systémiques peuvent
exercer des effets concurrents. De
meéme, les études in vitro sont généra-
lement conduites en présence de
sérum, dont les composants peuvent
interférer avec le facteur ajouté et
étudié. Pour éviter cette interférence,
des conditions de culture sans sérum
ont été développées [35]. D’une
facon générale, I'IGF (insulin-like
growth factor) et le TGF (transforming
growth factor B) sont de puissants sti-
mulants de la synthése de 'ADN et
augmentent la synthese des protéo-
glycanes et des collagenes. Le bFGF
(basic fibroblastic growth factor) et le
PDGF (platelet derived growth factor)
ont une action essentiellement mito-
geéne. La thyroxine stimule I'hyper-
trophie et la synthése de collagene
de type X. Récemment, on s’est inté-
ressé a une famille de protéines mor-
phogénes du cartilage (CDMP: carti-
lage derived morphogenetic proteins) et
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Figure 5. Les différents types de culture de chondrocytes, avec les effets
généralement observés sur le phénotype des chondrocytes. Il existe cepen-
dant une variabilité de ces effets selon le type de collagéne ou le type de fac-

teurs solubles ajoutés.

de I'os (BMP: bene merphegenetic pro-
teins), qui jouent un role dans le
développement du squelette in vive
[36]. Les BMP, qui appartiennent a la
super-famille du TGFp, peuvent aussi
déclencher la chondrogenese et
empécher la dédifférenciation in
vitro. Ainsi, facteurs de croissance,
vitamines, hormones et cytokines
peuvent étre ajoutés pour orienter le
phénotype du chondrocyte in vitre
(Tableau I1).

Lignées de cellules
meésenchymateuses a_
potentiel chondrogénique

Les chondrocytes dérivent de cellules
mésenchymateuses pluripotentes et
des lignées mésenchymateuses précur-
seurs de cartilage ont été obtenues.
Un traitement par la 5-Azacytidine
convertit la lignée fibroblastique
embryonnaire de souris (10T1/2) en
fibres musculaires, adipocytes et chon-
drocytes [37]. L’ajout de BMP2 dans
cette lignée provoque une différencia-
tion dépendante de la dose en adipo-
cytes, chondrocytes, et ostéoblastes
[38]. La transfection permanente des
genes codant pour BMP2 et BMP4
dans les cellules 10T1/2 induit la dif-
férenciation en ostéoblastes, chondro-

cytes, et adipocytes [39]. Le clone C1
dérivé d’un tératocarcinome murin
est capable de se différencier en
ostéoblastes en présence d’acide
ascorbique et de B-glycérophosphate,
si les cellules forment des agrégats en
suspension [40]. L’ajout de dexamé-
thasone convertit les cellules Cl en
chondrocytes et I’action synergique
de dexaméthasone et d’insuline
convertit les mémes cellules en adipo-
cytes [41]. Ces systemes cellulaires
inductibles représentent des modeles
intéressants pour analyser le lignage
des cellules d’origine mésodermique
comme les chondrocytes. Cependant,
ces lignées produisent une quantité
limitée de chondrocytes, quelquefois
diluée parmi d’autres phénotypes et
apres un délai de conversion souvent
long.
Lignées établies a partir
de chondrosarcomes

Le chondrosarcome de Swarm est
une tumeur apparue spontanément
chez un rat et qui a été maintenue
par transplantation sous-cutanée. Les
cellules de cette tumeur synthétisent
du collagene II et I'agrécane du carti-
lage [42]. A partir de cette tumeur, la

technique sensible de PCR (pelymerase
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Tableau Il

FACTEURS SOLUBLES INTERVENANT DANS LA SQUELETTOGENESE
IN VIVO, ET MODULANT LE PHENOTYPE DU CHONDROCYTE /N VITRO
(LISTE NON EXHAUSTIVE)

Facteurs de croissance ou de différenciation

TGFB
BMP
GDF

Activines
FGF
PDGF

Hormones
Hormones thyroidiennes:

Hormones stéroides:

Insuline, IGF, GH
PTH, PTHrP

T3! T4
Dexaméthasone
Testostérone
Estrogenes

Vitamines

1,25-(OH), vitamine D,
Acide rétinoique

Autres facteurs

Transferrine
Chondromoduline, etc.

Il existe plusieurs isoformes pour la plupart de ces facteurs, qui n‘ont pas la méme activité suivant
I'état de différenciation des cellules. De plus, I'effet d’un facteur peut étre différent in vitro selon la
présence ou non de sérum. L’acide rétinoique utilisé a faible ou forte concentration n’a également
pas le méme effet. TGF3: transforming growth factor B, BMP: bone morphogenetic protein, GDF:
growth differentiation factor, FGF: fibroblast growth factor, PDGF: platelet derived growth factor,

PTH(rP): para-thyroid-hormone (related peptide).

chain reaction) a permis d’identifier un
ADNc codant pour une protéine
homéotique (facteur de transcrip-
tion), dont I’expression coincide avec
la différenciation du mésenchyme en
cartilage [43]. A partir de chondro-
sarcomes humains, d’autres lignées
ont pu étre établies avec un phéno-
type cartilage [44]. D’une facon géné-
rale, cependant, les cellules de ces
chondrosarcomes se divisent lente-
ment en culture, ce qui rend les expé-
rimentations laborieuses.

Immortalisation
de chondrocytes

Des oncogénes a pouvoir immortali-
sant ont été utilisés pour obtenir des
lignées a partir de chondrocytes en
culture. Ces immortalisations condui-
sent parfois a une perte du phéno-
type différencié et seuls seront expo-
sés ici les travaux dans lesquels le
phénotype a pu étre préservé et qui
mmssssm ont permis de mieux comprendre
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deux aspects de la biologie du carti-
lage : la synthése et I’organisation de
macromolécules de structure de la
matrice extracellulaire et la relation
existant entre le cycle cellulaire et la
maturation du chondrocyte.

Synthése et assemblage
des macromolécules du cartilage

Des chondrocytes embryonnaires de
rat ont été immortalisés avec 1’onco-
gene v-myc porté par un rétrovirus
recombinant. Ces cellules synthétisent
I’agrécane, mais les ARNm codant
pour la chaine al du collagéne II
représentent seulement 1 % de la
quantité synthétisée par des chondro-
cytes non infectés [45]. Cette propriété
a été exploitée pour analyser I'assem-
blage des chaines o des collagenes II et
XL Le collagéne II est un homotri-
mere composé de chaines al(II) alors
que le collagéne XI est un hétérotri-
mere composé des chaines ol(XI),
02(XI) et a3(XI), les chaines ol (1) et

o3(XI), codées par le méme gene,
sont équivalentes. Lorsque les chaines
ol (IT) sont présentes en faible quan-
tité, elles s’associent préférentiellement
aux chaines ol (XI) et 02(XI) pour for-
mer uniquement du collagene XI. Le
traitement des cellules immortalisées
par de l'arginine augmente le niveau
de synthese des chaines al (II) qui
deviennent alors majoritaires et
s’assemblent en homotrimeres pour
former du collagene II [46].

Des chondrocytes embryonnaires de
souris ont été infectés par un rétrovi-
rus portant I'antigéne grand T de
SV40 et les cellules proliféerent en
conservant pendant plusieurs mois
I’expression du phénotype cartilage
[47]. En suspension, les cellules
reconstituent une matrice extracellu-
laire dont I’observation en microsco-
pie électronique révele des fibres
décorées avec un anticorps anti-colla-
gene II [48], habituellement pré-
sentes dans le cartilage in vivo. Cette
étude a montré que I'immortalisa-
tion de chondrocytes de souris per-
mettait I'analyse de la matrice cartila-
gineuse in vitro. La méme stratégie a
été utilisée avec des chondrocytes de
souris transgéniques ne produisant
plus la chaine ol du collagéne IX
aprés invalidation du geéne corres-
pondant [49], afin de mieux com-
prendre le role du collagéne IX dans
la fibrillogeneése du collagéne et/ou
dans la structure du cartilage. Le col-
lagéne IX est composé de trois
chaines distinctes o1, o2, et a3 et sa
localisation a la surface des fibres de
collageéne a fait supposer que cette
molécule est impliquée dans I'inter-
action des fibres entre elles ou avec
d’autres composants de la matrice.
Les chondrocytes déficients en colla-
gene ol (IX) et immortalisés par
I'oncogéne T de SV40 synthétisent
du collagene II et reconstituent éga-
lement en suspension une matrice de
type cartilage, mais les fibres de colla-
géne semblent fusionner entre elles,
suggérant que le collagene IX sert
d’espaceur entre les fibres pour évi-
ter un effondrement de la matrice
[48]. Ces résultats completent les
études in vivo ou les souris ne synthé-
tisant pas la chaine al(IX) ou syn-
thétisant la chaine ol (IX) avec une
délétion centrale développent une
arthrose avec I’dge, impliquant un
role de cette chaine ol (IX) dans’inté-
grité structurale du cartilage [49, 50].
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Compatibilité entre division
et différenciation du chondrocyte

Des chondrocytes embryonnaires de
poulet et de caille ont pu étre
immortalisés apres infection par un
rétrovirus portant I’oncogéne myc
[51, 52]. Ces cellules synthétisent le
collagene II et I'agrécane, mais pas le
collagene X. Une autre étude a mon-
tré que des chondrocytes de caille
non infectés sont capables, en sus-
pension, de s’hypertrophier et de
synthétiser du collagene X, et de
reconstituer un tissu cartilagineux
calcifié [53]. En revanche, si les
chondrocytes de caille sont infectés
par un virus portant myc, le cartilage
reconstitué en suspension par ces
cellules ne montre pas de signe
d’hypertrophie, ni de calcification.
L’absence également de synthese de
collagéne X dans ce dernier cas sug-
gere que c’est 'expression de myc qui
entraine le bloquage de la matura-
tion des chondrocytes [53]. Plus récem-
ment, il a été montré que la surex-
pression de myc par un rétrovirus
dans des chondrocytes de poulet
conduit a une répression directe ou
indirecte du promoteur du collagene X
[54]. Dans le sternum d’embryon de
poulet, I'expression endogéne de ¢
myc coincide topographiquement
avec les zones ou les cellules prolife-
rent et ou le collagéne X n’est pas
synthétisé. Dans la région céphalique
du sternum ou les chondrocytes
s’hypertrophient, la prolifération cel-
lulaire et I'expression de ¢-myc sont a
peine détectées, ce qui suggere effec-
tivement une implication de c¢-myc
dans la régulation physiologique nor-
male du chondrocyte [54]. Chez le
poulet et le rat, la protéine c-Myc est
détectée par immunohistochimie
dans le cartilage de croissance, sauf
dans la zone calcifiée, ou les chon-
drocytes hypertrophiques sont en
phase terminale de maturation [55].
L’immortalisation de chondrocytes
articulaires de lapin avec I'antigéne T
de SV40 conduit a une altération du
phénotype [56] mais il a été montré
également que I’expression de cet
oncogene dans des chondrocytes
murins et humains induit la proliféra-
tion cellulaire sans la perte d’expres-
sion des collagenes II, IX, XI et de
I'agrécane (48, 57]. En revanche,
aucun signe d’hypertrophie ni de syn-
these de collagene X n’ont été détec-
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tés dans ces cellules immortalisées.
Par la suite, des chondrocytes murins
ont été immortalisés avec un antigéne
grand T de SV40 thermosensible: les
cellules proliféerent a la température
permissive et arrétent leur croissance
a la température restrictive. Dans tous
les clones analysés, le passage a la
température restrictive s’accompagne
d’une augmentation de I’expression
des genes codant pour le collagéne X,
I’ostéopontine et I'ostéocalcine, mar-
queurs des chondrocytes hypertro-
phiques et des ostéoblastes [58].
L’expression ciblée de 'oncogéne T
de SV40 sous le controle du promo-
teur du collageéne II entraine chez la
souris un développement squelet-
tique anormal avec une absence de
synthése de collagéne X dans le carti-
lage de croissance [59]. Il apparait
ainsi que l'absence significative de
collagéne X dans les lignées de chon-
drocytes immortalisés par les onco-
genes myc ou grand T de SV40 est due
a un niveau de prolifération élevé
dans ces cellules. L’utilisation d’onco-
génes a donc mis en évidence que
I’expression du phénotype cartilage
n’est pas incompatible avec la prolifé-
ration cellulaire, mais que le chon-
drocyte doit quitter son activité mito-
tique pour entreprendre son
hypertrophie et exprimer pleinement
du collagene X.

| Perspectives

Le résumé des travaux exposé ci-des-
sus montre que le phénotype du
chondrocyte peut étre controlé en
culture. Ce controéle a permis de créer
des outils d’étude in vitro qui ont déja
contribué a mieux faire connaitre les
mécanismes de différenciation et
I’organisation structurale du cartilage.
Les avancées récentes de la biologie
moléculaire et cellulaire combinées a
I'utilisation d’oncogénes ouvrent des
perspectives dans le domaine de la
recherche fondamentale et appliquée.
Ainsi, des lignées stables ou induc-
tibles de chondrocytes représentent
des systemes tres utiles pour étudier la
régulation des génes codant pour des
protéines caractéristiques du carti-
lage. Ces systemes pourraient étre éga-
lement utilisés pour identifier des
genes exprimés de fagon diff érentielle
et en faible quantité entre deux états
de différenciation, par des stratégies
d’hybridation soustractive ou de PCR

comparative. L’immortalisation de
chondrocytes humains fournit égale-
ment un modele cellulaire illimité qui
permet de tester divers facteurs phar-
macologiques, sous différentes condi-
tions de culture mimant des condi-
tions pathologiques observées in vivo.
L’immortalisation de chondrocytes
humains de cartilage pathologique
(arthrosique par exemple) est aussi
envisageable et permettrait de compa-
rer I'expression génique des cellules
normales et pathologiques. Ainsi, la
combinaison de stratégies d’immorta-
lisation et de conditions de culture
bien controlées devrait permettre
d’identifier plus facilement des fac-
teurs impliqués dans I’établissement
ou le déreglement du phénotype car-
tilage. Les effets de mutations
géniques sur l’organisation molé-
culaire du cartilage peuvent étre aussi
analysés en culture tridimension-
nelle. Récemment, des chondrocytes
humains autologues préalablement
amplifiés in vitro ont été transplantés
sur des lésions arthrosiques du genou
et une reconstitution de cartilage a
été observée dans certains cas [60].
Des cellules souches a potentiel
chondrogénique dérivées de la moelle
osseuse de diverses espéces animales
peuvent étre amplifiées in vitro et
parfois réimplantées [61]. Ces cel-
lules représenteraient également
pour I’homme un réservoir impor-
tant pour une thérapie cellulaire du
cartilage. Enfin, la technologie des
biomatériaux combinée a celle du
transfert de génes dans les cellules
devraient faire progresser rapide-
ment les stratégies thérapeutiques.
Des matrices biologiques contenant
des cellules aptes a exprimer des fac-
teurs réparateurs pourraient étre pré-
parées ex vivo avant leur greffe sur un
cartilage déficient
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Summary

Analysis of the chondrocyte phenotype in culture

Cartilage differentiation is a multi-
step process starting from mesenchy-
mal cells and eventually resulting in
mature hypertrophic chondrocytes, a
stage reached only in cartilage
undergoing endochondral ossifica-
tion. This differentiation is characte-
rized by a switch of gene activation.
Mesenchymal cells produce colla-
gens I and III, whereas chondrocytes
synthesize the large proteoglycan
agrecan and collagens II, IX, and XI.
Hypertrophic chondrocytes produce
collagen X, a biochemical marker for
this stage of cell maturation. This cri-
tical developmental pathway of the
skeleton is under environmental
control of growth factors, hormones,
cytokines, extracellular matrix, which
have been extensively studied these
past years. However, the understan-
ding of the molecular mechanisms
of chondrocyte gene regulation or of
the precise function of cartilage
matrix components has been hinde-
red because of the instability of pri-
mary chondrocytes in traditional cul-

ture. Suspension culture methods
and immortalization strategies have
been developed and have allowed a
better insight into the mechanisms
of synthesis and assembly of cartilage
macromolecules. The use of immor-
talizing oncogenes have also shown
that growth and maturation are
mutually exclusive phenomena for
chondrocytes. These chondrocyte
cell lines could be used to clone
genes controling the pathway of car-
tilage differentiation. Furthermore,
immortalization of normal human
chondrocytes represent a valuable
tool to test pharmacological factors,
and the potential exists for immorta-
lizing chondrocytes from diseased
cartilage. This approach should be
useful to identify genes involved in
maintenance or disruption of the
cartilage phenotype. Taken together,
in vitro chondrocyte studies suppor-
ted by the recent developments of
cell and molecular biology should
help to better understand the
mechanisms of skeletogenesis.
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Bemard Ducommun (Toulouse)
Bemard Maro (Paris)
André Picard (Banyuls/Mer)

Session 11 : Rencontres doctorants et jeunes docteurs és
sciences. Quel emploi ?

Modérateur : Daniel Gros (LGBD, Marseille)
Interventions suivies de discussions avec José Ezratty
(Association Bemard Gregory) et Xavier Julienne (Conseil en
recrutement).

Session 111 : Suppresseurs de tumeurs nucléaires
Modérateur : Jean-Marie Blanchard (Montpellier)
Contérenciers : René Medema (Utrecht)

Claude Sardet (Montpellier)

SOCIETE DE BIOLOGIE CELLULAIRE DE FRANCE

Colloque annuel de la SBCF
25-27 novembre 1996 - Le Corum,
Montpellier

PROLIFERATION CELLULAIRE
et SUPPRESSEURS de TUMEURS

programme provisoire

Session [V : Suppresseurs de tumeurs nucléaires (suite)
Modérateur : Jean-Marie Blanchard (Montpellier)
Conférenciers : Pierre Hainaut (Lyon)

Jean-Marie Blanchard (Montpellier)

Session V : Oncogénes
Modérateur :
Conférenciers :

Monique Arpin (Paris)
Gilles Thomas (Paris)
Bemard Mechler (Heidelberg)

Session VI : Posters

Session VII : Oncogenes et suppresseurs de tumeurs cyto-
plasmiques (suite)
Modérateur :
Conférenciers :

Monique Arpin (Paris)
Serge Roche (Montpellier)
Tiziana Crepaldi (Turin)

770

AM /

Session VIII : Session aocturne
Modérateur : Patrick Lemaire (LGBD. Marseille)
Conférence pléniere :  Alan Hall (London)

Film « Une mort programmée » de Peter Friedman et
Jean-Frangois Brunet.
Discussion avec J.-F. Brunet

Session IX : Apoptose
Modérateur :
Conférenciers :

Urszula Hibner (Montpellier)
Michael Jacobson (London)
Klaus-Michael Debatin
(Heidelberg)

Brigitte Pentmann (Marseille)
Urszula Hibner (Montpellier)

= APPEL
A COMMUNICATIONS

COMMUNICATIONS
SUR AFFICHES

Les résumés devrontétre envoyés
en anglais et en frangais. Les
résumés en anglais seront publiés
dans Biology of the Cell. Les
résumés en frangais seront inclus
dans la plaquette polycopiée
remise aux participants du col-
loque.

COMMUNICATIONS ORALES

Sélectionnées par les organisa-
teurs a partir des résumés sou-
mis, les communications orales
sont ouvertes a tous les auteurs
d'un résumé.

Droit d'inscription :
membre SBCF
(ajourde la cotisation 1996)
non membre

thésard

(photocopie obligatoire de la carte étudiant) 350 F

500 F
700 F

Date limite :
Inscription 12 novembre 1996
Informations :

SBCF/Colloque annuel

Case 243 - Bit. C, 6° étage

9, quai Saint-Bernard

75252 PARIS cedex 05, France

TéL : (1) 44.27.26.21

Fax : (1) 44.27.26.22

E-mail : sbcf @snv.jussieu.fr
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