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Les cellules synoviales sont impliquées dans civerses pathologiee 

erticulai"es (polywttrite rhumatolde, ostéoa1hrite .. . ). Au couru des pathologiee 

inflammatoi'es, la membrane synoviale est infiltrée par des phagocytes. Suite à 

cette infit.-ation, les synoviocytes Jrolifèrent et un gand nomtre de factec.n sont 

ala-s en contact avec les synoviocytes et peuvent les stimuler. Les celules 

stimulées JrO<Üsent des enzymes dont certains pwticipent à la destruction <11 

ca1ilage. Elles synthétisent également plusieurs molécules typiquement 

inflammatoi'es comme la PG'=2, l'IL-1, l'activat8'.f' du plaminogène ... (Main•di, 

1985). 

Dans ce ca<re général et cette problématique complexe, il était 

intéressant de pouvoi' disposer de cultures in vitro de cellules synoviales. En 

effet, ces cellules en cuitlre peuvent venir de modèles permettant de tester 

Jrécisément l'effet d'activateu-s tels que l'IL-1 Sll' la morphologie des 

synoviocytes et la synthèse exacerbée de certains enzymes. Dans ce 1ravail, nous 

avons choisi plus particuWèrement la collagénose et les Jrostaglancines. Les 

cellules au repos ne Jroduisant pas de collagénase en qum,tité importante, ils ont 

dû être activés avec de l'IL-1 ou du PMA. Le test de dosage de la collagénase a dû 

être mis au point et a constitué une pEl1ie importante de ce travail. D'autres tests 

de stimulation des cellules ont apporté des résultats importants dans le cacre de la 

JrOblématique des médiateu-s de l'inflammation : c'est ainsi que nous avons 

abordé l'effet de rlL-1 sur la phospholipase A;? et su- la synthèse des 

Jrosta~clnes. Ces résultats sont en fait le point de départ d'un travail plus large 

qui dewait permettre de comJrencre les relations existant entre les celules 

situées dans les zones d'inflammation affectant le cartilage. L'utilisation de cellules 

Jrovenent de ces sites inftammatoi'es et l'étude des divers médiateu-s trouvés 

dans ces sttes constitueraient des compléments indispensables p0t1 I' 

interprétation de ces résultats, en fonction des diverses pathologies 

inflammatoi'es du cartilage. Dans l'introduction, nous aborderons SU<Xessivement 

chacun des divers domaines concernés p.- ce travail en faisant brièvement le 

point des travaux les plus récents st.r ce sujet. 
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION. 

1,1, MEMBFWE SYNQVIA1 E ET CEU.ULES SVNOYIA1 ftl. 

1.1.1. LOCALISATION ANATOMIQUE DE LA MEMBRANE SYNOVIALE, 

La memtrane synoviale constitue un compoeant A pst entiére des 

nculations mobiles appelées ciarthroees. Cette membrane limitant la cavité 

articulai'e est un tissu conjonctif lêche hautement différenàé qui tapisse la capsule 

de rnculation. Sie couvre toutes les sructures intraarticulaires sauf le cartilage 

( Harris, 1985) (Figll'e 1 ). 

1.1.2. COMPOSmON DE LA MEMBRANE SYNOVIALE. 

La membrane synoviale est essentiellement constituée de deux 

couches : 

- une couche sou9-intimale qui est appliquée contre la capsule 

erti<:ulai"e : c'est un tissu conjonctif composé de plusiec.rs types de celules 

(fitroblastes, histiocytes et mastocytes, macrophages), de vaisseaux lymphatiques 

et san~ns, et abondamment innervé. On y trouve également des fitres de 

collagène. 

- une couche intimale ou ba'dante qui limite la cavité articulaire : 

elle présente sur sa face interne, des b0t1geonnements de formes et de volumes 

va-iables que l'on nomme frangea synoviales. Celle&-ci sont constituées de tiS8U8 

gaisaeux et d'anses vaswlaires. Cette couche bordante comporte trois éléments: 

+ des capillai'es très nombreux, pelotonnés en boucles qui 

sont de type fenêré, 

+ une substance intercellulai"e riche en acide hyal11onique 

2 



CARTILAGE: 
[J 

Fipre 16-1. A diagram of a normal human interphalangeal joint in 
sagittal section, as an e.umple of a synovial or diarthrodial joint. The 
" tidemark .. represents the calcified cartilage which bonds articular 
cartilage to the subchondral bon y plate. (From Sokoloff, L., and BI and, 
J.H .: The Musculoskeletal System. Baltimore, Williams & Wilkins 
Company, 197S). 

Figure 1 : Schéma simplrfié d'une articulation mobile (c.faprès Harris, 1985) 
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+ dea cellules synoviales famant un revêtement ciecominu 

d'une à deux anises cellulares {vor 1.1.-i.) (Simon et coll, 1983) 

1.1.3. AOLES PHYSIOLOGIQUES DE LA MEMBRANE SYNOVIALE, 

La membrane synoviale joue plusieurs rôles dans l'riculation (Simon 

et coll, 1983): 

- elle est ragane de sensibilité de l'El1iculation à cause de son 

abondante innervation. 

- ele joue un rôle essentiel dans la nurition cil cartilage riculse : 

elle intervient dans rélaboration cil liquide synovial et elle joue un rôle de 

membrane sélective, c'est-à-dire qu'elle laisae filtrer les substances dissoutes du 

sang et les i;rotéines plasmatiques de faible poids moléculai'e. 

- elle assure la résorption du liquide synovial et déba"asse la 

cavité eniculai'e des éléments anamaux grâce à son pouvoi' phagocytai'e. Celut-

ci est lié aux cellules de type macrophagique ( voi' 1 .1 . 4.). 

- elle sécrète de l'acide hyaluroni~ qui s'associe à une 

i;rotéine polr famer de la mucine. Cette substance assure la viscosité cil li<1,1ide 

synovial et lui permet de jouer son rôle lubrifiant. 

- elle a un très grand pouvor de réperation. 

1.1.4. LES CELLULES SYNOVIALES. 

La population de cellules synoviales est hétérogène (Mersh et col. , 

1978). A l'heure actuelle, on admet généralement l'existence de trois types 

cellulares. Cependant, leur caractérisation n'est pas enca-e complètement établie 

(Woolley et coll, 1979; Werb et coll, 19n; Dayer et coll, 1984). 
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La clueifiœtion de ces typee cellulahs est enentiellement basée 1W' 

des cwact«n morphologiquee : 

1) cellulee de type maaophagi~ ou cetlules A. 

2) cellulee de type fib'oblastique ou celulea B. 

3) cellules de type denctitique ou celules C. 

1.1.-4.1 . LES CELLULES MACROPHAGIQUES. 

Les cellules de type maaophagique sont arrondies et aplatin. Le 

bad des cellules est assez irrégulier ("ruffled') et le rapport nucléocytoplasmi~ 

est g-and Eles ne constituent qu'un faible p04.l'centage de la population 

synoviale normale (Woolley et col, 1979) 

Bles sont également CS"actérisées per la présence d'antigènes de 

classe 11, de récepte1rs p04.I' le fragment Fe des immunoglobulines et de 

réceptet.n po1S la protéine C3 du complément et des antigènes typiques de la 

lig1ée monocyte-maaophage (Klareskog et coll, 1981 ). Elles sont capables de 

phagocyter et ne produisent pas de collagénase (Dayer et coll, 1984). 

~. les cellules maaophagiques cisparaissent peu à peu de la 

cutnre. Il semble qu'elles ne proliférent pas (lb'mester et coll, 1983; Heino et coll, 

1986) ou qu'eles aoissent A un rythme très lent. Leur temps de doublement 

serait de 5 à 7 jo1.rs (Goto et coll, 1987). 

1.1.4.2. CELLULES FIBROBLASTIQUES. 

Les cellules fboblastiques constituent la majorité de la population; 

elles appa-aissent comme des cellules allongées i:x-ésentant occasionnellement 

des i:x-olongements cytoplasmiques et contenant souvent des g-anules et des 

vésicules denses dans la région périnucléei"e (Wooley et col, 1979). 

5 



On les QWactérise également pw le fait que 

- elles ne prcxüaent pas de collagénaee (Dayer et coll, 1984) 

- elles expriment des antigènes identi~es à ceux exprimés pw les 

fibroblastes 

- ellee n'ont pu d'antigènes de claeee Il (Bu'mester et coll, 1983) 

- elles ne phagocytent pas (Burmester et coll, 1983) 

- elles montrent des capacités proliféra1ives importantes. LEU 

cycle celulare est de 1 à 2 jours et elles sont prédominantes dans les cult\lee à 

long terme (Werb et coll, 19n; Goto et coll., 1987). 

1. 1 .4.3. LES CELLULES OENDAITIQUES. 

Les cellules denci'iti~es possèdent un cytoplasme compact. Elles 

sont pwf ois binuclées et sont également QWactérisées par de longues extensions 

cytoplasmiques très découpées qui contiennent souvent de lar-ges inclusi0t18 

ovoldes ou sphéri~es (Woolley et coll, 1979). 

Ces cellules ne phagocytent pas; elles possèdent des antigènes de 

classe Il et ne semblent pas avoir<! antigènes spécifi~es de la lignée lympholde, 

monocytùe ou fibroblastique (&rmester et coll, 1983). 

Elles sont les principales procilctrices de PG!:2 et de colagénase 

sous forme latente (Dayer et coll, 1976;Krane, 1981 ). Elles prod.Jiaent ausai 
.. 

d'autres métalloprotéinases neures telles que les gélatinases et les 

protéoglycanases (Golds et coll, 1983), une forme d'interleukine-1 (la catabofine) 

(Saklatvala et coll., 1984; Brown et coll, 1987) et un activateur ci, plaminogène 

. (Werb et coll, 19n). 

Il semble bien ~·n existe un rapport entre les cellules fibroblastiqJes 

et les cellules den<titiqJes, bien que cette relation reste controversée et encore 

mal comprise. En effet, d'une part, Hender et coll (1985) observent pw 

vidéomiaoscopie la transition directe de cellules denci'iti~es en cellules 

6 



fitroblastiquea après pluaieure repi(JJ&gee et la transition directe de celulee 

fitroblaatiquee en cellules denditiquee après stimulation de cee celulee avec dn 

substances teles que la PGl:2 et l'IL-1. Les cellules denâitiquea qu'il• obeervent 

sont HL.A-OR négatives. 

D'au1re part, Goto et coll. (1987) ont réussi à cloner les trois types de 

cellules synoviales. La caractérisation immunolo~que des cellules dend"iti(J'es 

monre qu'elles sont HLA-OR positives. Elles prolifèrent lentement (5 à 7 jours 

pou- un doublement de la population). Après une culture à long terme, ils ont 

stimulé lea cellules synoviales avec de rinterieukine-1 et il• ont constaté un 

changement dans la morphologie d'une partie de la population cellulare. Les 

cellules denâitiques obtenues sont HLA-OA négatives. S'ils ôtent rlL-1, les 

cellules reprennent un aspect fibroblastique. Heino (1986) propose deux 

explications plausibles : 

- soit il s'agit de deux populations celulai'es d'a-igine cifférente, 

- soit il s'agit d'une seule population de cellules mais dans les 

primocutt\.res, il existerait "des facte\ls inconnus• capables de réguler l'expression 

des antigènes HLA-DA. Ces facte\ls ne seraient pas présents dans le mi6eu de 

culture 

Nous constatons que certains points de la œnctérisation des cellules 

denâitiques restent donc à définr. 

1.1 .5, PROLIFERATION DE LA t.EMBRANE SYNOVIALE LORS D'UNE 

IM=LAMMA TION. 

Lors d'une réaction inflammatore, ~ y une infit1ra1ion leucocytüe 

abondante suivie d'une production de facte\ls mitogènes, dont l'IL-1, qui vont agi' 

SU" les cellules synoviales. La membrane synoviale subit une hyperplasie et 

constitue un pannus (Mainard, 1985). 
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Le pannue est une maaee fit:.-oproliférative composée de tieeu 

conjonctif et de différents types cellulaires (les trois types de cellules synoviales, 

des ma<:rophages, des polymorphonudéùes neutrophiles, des lymphocytes, des 

mastocytes et des celules vasculares (Dayer et col., 198-i). 

L'origine des celules présentes dans le pannus n'est pas encore 

édarcie. Selon Howat et coll. (1987), les ceflules de type A (maaophagiques) 

pourraient provenr dl reautement de ceflules de la moëlle osseuse, Blas que les 

cellules de type B (fitroblastiques) proviennent ciJ reautement de celulea 

situées plus profondément dans la membrane synoviale. 

Les pathologies erticulùes inflammatoi'es aboutissent le plus 

souvent à une dégadation de la matrice extracellulùe ciJ cartilage. On constate 

que cette érosion se produit à l'interlace entre le pannus et le cartilage(Krane, 

1981). Pw des études en fluorescence, Woolley et coll. (1977) ont monté qu'à 

cette interface, la prodJction de collagénase est importante. 

1.2. LES COLLAGENES 

Le collagène constitue environ un tiers de la masse protéique totale 

chez les vertétrés; c'est en fait la protéine la plus abondante de rorganisme. Le 

collagène joue un rôle essentief dans plusieurs fonctions biologi~ : la 

morphogenèse, le dévefoppement de l'organisme, la chémotaxie, l'adhésion et 

l'agégation des plaquettes, dans rattachement des ceflules (Gay et coll., 1983) et 

SU'tout dans des fonctions de soutien. Actuelement, on connaît onze types de 

collagènes (Tableau 1.). Les plus abondants et les mieux étuciés sont les 

collagènes interstitiels auxquels nous nous sommes intéressés. Ils sont en effet 

les subûats de la collagénase latente produite p« les cellules synoviales. 

Les collagènes interstitiefs comprement les types 1, Il et Ill qui 

représentent des espèce8 moléculaires assez proches. Cha~ molécule 

consiste en trois chaînes a 8S9emblées en une triple hélice non interrompue de 
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Type OrganiW1ion PM Lon!lJIU' dl F0rTT1• Locaisation 
mol6<ulte lazone...,._ 

~ic:e 

2 Cl1 (1), Cl2 (I) 300 000 280 nm lirilnSl!i6fl Peau, t.,done, oa. 
Périodcitt 67 nm 

Il 3Cl1 (Il) 300 000 280nm id. Criage, hum...,. 
vilrff 

Ill 3 Cl1 (Ill) 300 000 280 nm id. Peau, V11i-

IV 2 Cl1 (IV),Cl2 (IV) ~000 390 nm irrt•actiona .,.,e Memtr-.baalee 
(intllTompue) lnaxttmitH 

V Cl1 (V),Cl2 (V), >300 000 280 nm 11890Cilllion avec Péricelulwe 

Cl3 (V) filrn dl type 1. 

VI Cl1 (Vl),Cl2 (VI) , -400000 105 nm Fbillttde 100 nm V■-IILIX 

Cl3(VI) Oipériodcitt. 

VII 3Cl1 (VII) 500 000 ~nm Dim••? Fitrn d'ancrage 
dermo tpidlrmiquea 

VIII 3 Cl1 (VIII) 185 000 150 nm lntercannect" V■-IILIX 

IX Cl1(IX) ,Cl1 (IX), 320 000 175 nm Interrompue Car1ilege 

Cl3(IX) en ig1e trisée 

X 180 000 130 nm ? Cartilage 

1Cl 

2a 1a, 2a, 3a 300 000 280 nm ? ? 
3a 

Tableau 1 : Résumé des différentes Ql"actéristi~es connues sur les onze types de collagène 

(modifié d'BÇl'èS Robert et Labat-Robert, 1986) 
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280 à 300 nm de long. La séquence p-imai"e des chaînes a est constituée d'une 

répétition de triplets de type Gly-X-Y sur la plus g-ancie p.-tie de sa longuN". Lee 

positions X et Y sont souvent occupées par _ la p-oline ou l'hy<toxyp-oline. 

Cependant, certaines poeitiona X sont occupées p.- des hy<toxylysinee ~ 

peuvent ê1re glycoeylées. Cette n-ucture p-imai"e est essentiele pcg- CJJ4t lee 

structu"es d'c.-cre supériet1 puissent se former correctement (Miller et coll., 1982; 

Gay et coll., 1983). Les molécules de collagène vont s'assembler en fitrilles de 

collagène (visibles au miaoscope élecronique) cµ ellee-mêmes vont s'unir po41 

fa-mer des fibres (visibles au miaoscope optique). Les fibriRes p-ésentent une 

striation périocique tous les 67 nm. 

Les molécules de collagène de type 1, Il et Ill dérivent de la matu-ation 

extracellulai"e de molécules préa.rseurs : les procollagènes. Les différentes 

chaînes p-o a sont constituées de trois domaines majeurs : 

- La chaîne a p-oprement dite constituée de la séquence en 

triplets flanquée à chaque extrémité de deux terminaisons non en riplets : les 

télopeptides qui interviencront dans la fibrillogenèse. 

- un propeptide NH2-terminal (pN) constitué d'une séquence 

essentiellement non en triplet et de structure globulare. 

- Un p-opeptide COOH-terminal (pC) ~ est également constitué 

d'une ~ence non en triplet et de structure globulare. 

Les molécules de procollagène sont assemblées dans la cellule. Les 

étapes de manntion en collagène sont extracelh.llares et se p-ocüsent à la suite 

de l'action de ctfférentes procollagène-peptidases (Miler et Gay, 1982) (Fi!1,re 2.). 

L'assemblage des molécules de collagène est spontané dans le milieu 

extra<:ellulaire après enlèvement des propeptides pN et pC. 
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Schematic diagram of 
the covalent intramolecular and 
intermolecular cross-links formed 
between modified lysine side chains 
within a collagen fibril. 

Schematic drawing of 
the various intracellular and 
extracellular events involved in the 
formation of a collagen fibril . While 
extension peptide cleavage and fibril 
formation are shown occurring after 
secretion, there is some evidence that 
cleavage of the amino-terminal 
peptides and sorne aggregation of 
collagen molecules occurs just prior 
to secretion from the cell. Although 
this is not shown, the larger 
extracellular aggregates of collagen 
molecules are stabilized by covalent 
cross-links. As an example of how the 
collagen fibrils can form ordered 
arrays in the extracellular space, they 
are shown further assembling into 
large collagen fibers 
that are visible in the light 
microscope. 

SYNTIŒSII~ 
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HYOROXYLA,-'i~N ~ l 
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OH OH 

GLYCOSYLATION Of l 
SELECTED 

HYDROXYL YSINES ! 
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OCCURRING WITHIN 
INTRACELLULAR 
MEMBRANES 
[ ER , GOLGI , 
SECRETORY VESICLES) 
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OH OH 
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OH 1 
OH TRIPLE-HELIX ½~ON 
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OH OH 

~¼t,"\.,"6.."'-.?-~ procollagen ;..r'J.
0
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Figure 2 : Voi.e de la synthèse du collagène pa- les celules (d'ai::i-ès Eruce A. et coll.. 1983, in 

molewer: bioloqy of the cell. Gll1and Publishing Inc. (New Yak & London)). 
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1.2.1 . COLLAGENE DE TYPE 1. 

Lee collagènes des typee 1, 11 et 111 ciffèrent principalement ps la 

séquence en acides aminés de lars chaînes ex. 

Les molécules de type I possèdent deux chaînes al (1) et W1e chaîne 

cx2 (1). Ces molécules en triple hélice forment des fibrilles d'un ciamère d'environ 

400 A qui s'alignent pour former des faisceaux de fibres. 

On les trouve essentiellement dans la peau, les tendons, les os et 

aures s1ruct\l"es de soutien de l'aganisme (Robert et coll, 1986). La disposition 

des fibres est fonction de leu- rôle dans rorgm,e et de leu- localisation. 

1.2.2, COLLAGENE DE TYPE Il. 

Les molécules de collagène de type 11 possèdent trois chaînes 

identiques ex 1 (Il) et forment des fit:Jilles d'envron 100 A de ciamètre. Ces fibrilles, 

assemblées en fia-es, ne s'ali~ent pas en faisceaux mais se cisposent en un 

réseau tricimenaionnel adapté aux propriétés <iJ tissu cfrtilagineux c'est-à-dire la 

résistance à une pression élevée conjuguée à une certaine élasticité (Herbage, 

1986). On trouve le collagène de type Il dans les ca1ilages hyaJins et une v.-iante 

de ce type de collagène dans le corps vitré de l'oeil {Robert et coll, 1986). 

1.2.3. COLLAGENE DE TYPE Ill. 

Les molécules de collagène de type Ill sont constituées de trois 

chaînes identi~es cx1 {Ill) . Le collagène de type Ill est synthétisé dans une 

moin<re mesu-e ~e le colagène de type 1. Sa localisation est semblable à celle 

des molécules de type I et on le retrouve de plus dans les vaisseaux sanguins. La 
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conversion du ?"OColagène de type Ill est relativement lente et les fil::Jillea ne 

dépueent 50 A de ciamère. 

1.3. LES COLLAGeNASES, 

1.3.1 . DEFINmON. 

La collagénaee de vert6brée eet une métalloprotéinaee neutre, 

contenant un atome de zinc dans son site actif, cµ dégade le collagène natif 6 la 

température et au pH physiologique. Elle clive le collagène dans une confamation 

de triple hélice à travers les trois chaînes polypeptidques au niveau d'un site 

unique, situé enre les 77-#me et 77-flme acides aminés (glycine et isoleucine) 

(Masui et coll .,1977; Harris et coll , 1982; Mitrovic, 1986) (Figse 3.) . 

Le divage donne deux fragments TCÂ et TCB rép"ésentant 

respectivement 3/4 et 1/4 de la lonfJ.jeur de la molécule de collagène natif. La 

collagénase peut également agir comme une gélatinase sur le collagène dénen.ré 

à 37C et à pH neutre. Cependant, elle agit plus lentement que les autres 

?"Otéases non spécifiques (Woolley et coll. , 1975). 

Dans l'organisme, les fragments sont rapidement dénaturés (Mitrovic, 

1986). : ils peuvent être le subsrat de géfatinases, d'enzymes lysosomiales, de la 

cathepsine G ou de l'éfastase des PMNs qui vont achever le dégadation (Loyau et 

Pujol, 1986) (Figse 4.) . 

L'action de la collagénase est stimulée ps- la ?"ésence de calcium. 
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Collage nase 

t 
al (ll 8 bovine GL YjlLE-ALA-GL Y-GLN-ARG-GL Y-VAL-VAL-GL Y-LEU-HYP-GL Y-GLN-ARG-GL Y-GLU-ARG-GL Y 

l 
al (ll 8 chick GL Yj lL_E-ALA-GL Y-GLN-ARG-GL Y-VAL-VAL-GL Y-LEU-HYP-GL Y-GLN-ARG-GL Y-GLU-ARG-GL Y 

i 
• : 

al(ll )8 human GL Yj tLE-ALA-GLY-GLN-ARG-GLY-LEU-VAL-GLY-LEU-HYP-GLY-GLN-ARG-GLY-GLU-ARG-GLY 
i 

• : 
al(ll ll 8 human GL Y!ILP-A LA-GLY-L EU-A RG-GL Y-ALA-ARG-GLY-LEU-ALA-GL Y-PRO-HYP-GL Y-MET-HYP-GLY 

i • · 
a2" chick GL Y jLEU-ALA-GL Y 

i 
Residue number 77'! 773 775 780 785 790 

The primary structure of homologous regions of a 1 (1), a 1 (Il), a (III) and a2 chains immediately adjacent on the carboxyl 
sidc to the sites of cleavage by collagenase. The site of cleavage at residues 772-773 is depicted by the arrows. The underlined residue in th< 
a 1 (Il )• scquence denotes an amino acid substitution relative to the a 1 (1)1 . The underlined residues in the a 1 011)1 scquence denote amine 
acid substitution relative to both a 1 (1)1 and a 1 (11)1 sequences. The residue at the righl of the cleavage site in the a 1 (III) chain (markec 
•> was originally identified as -LEU-, but new results suggest that il is -ILE- (E.D. Harris, Jr .• persona! communication). (Redrawn frorr 
Miller, E.J ., et al. : Biochemistry 15:787, 1976). 

Figu"e 3 : Sé(Jlence en acides aminés de la pa1ion des chaînes ex divée ps la collagénue 

(daprès Barrett et Saklatvala, 1985) 

col~ ~ific. TC 
Type l: [a:HD]2a2 ~ts 

1 CoUagenasel lr-=Denac-t-ur--,e 1 

-- ' - ... ,, ..,. 
...... ... 

I' -~ - ... -, 
--\ --- .. 

I -
~ 

A ' 0'2 0'2 f 

' ' Cleavage \ 

~i~ 
I 

B~ 

B -... ; 

is _, , '/20'2 -- ,, ... .... -' , P rotèasP.s .... ,, 

' 
... \ .. 

6-! . 
a2 ', ' 

' 

Figure 4 : Schéma explicatif de la dégadation cil collagène per la collagénase (modfié dap-ès 

BaTett et Saklatvala, 1985) 
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1.3.2. DISTINCTION ENTRE LA COLLAGENASE BACTERIENNE ET LA 

COUAGENASE DES VERTEBRES, 

La collagénase bactérienne, con1rai'ement A celle des vertétrés, a9l 

en clivant le collagène du coté N-terminal des glycines et donne ainsi de nomtreux 

petits peptides. 

Cependant, des études plus récentes ont montré que certaines 

collagénasea bactériemes coupent également le collagène en deux fragments 

TCA et rcB et que d'au.-es protéases peuvent ausei réaliser ce type de clivage. Il 

existe d'ailleu-s d'autres sites similai'es dans la séquence du collagène et on ne 

comprend pas bien pou-quoi cette région de rhélice est pEl1iculièrement sensible 

à la Jrotéolyse (Barrett et coll., 1985). Une hypothèse serait que ce gen-e de 

couFX'e ne dépend pas d'une spécificité de l'enzyme mais d'une fraglité localisée 

du substrat : à cet encroit précis, on constate que la structU"e de la triple hélice 

semble moins compacte (Keil, 1986). 

1.3.3. LA COLLAGl:NASE PRODUITE PAR LES CEUULES SYNOVIALES ET 

SON ACTIVATION, 

Les celules synoviales produisent la collagénase sous ferme d'une 

Jroenzyme cµ doit être activée. 

La procollagénase semble être rapidement séaétée après sa 

synthèse comme le montrent les études d'incorporation d'3H-leucine per les 

cellules (Harris et coll, 1984). Il n'y a pas ou peu de g-anules de stockage de la 

collagénaae dan& les cellules synoviales (Mainwdi, 1985), contrairement aux PMNs 

où la collagénase est stockée dans les g-anules spécifiques ou i;rimai'es et où elle 

sera séaétée en réponse à des stimuli app-opriés (Barrett et col., 1985). 

L'activation de la collagénaae peut ê.-e réalisée par la plasmine, la 

kallikréine, la 1ryptaae (une enzyme semblable à la 1rypsine et synthétisée pw les 
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mastocytes), la 1rypeine, les organo-mercuiele (acétate p-aminophénylmera.rique 

(APMA), chloromercuribenzoate (CMB)), la œthepeine G, l'éfastase, la 

pepaJne ... (Cawston et coll., 1981; Bsrett et coll., 1985; Loyau et coll, 1986). 

_ ln vivo, dans le licµde synovial, la collagénase p<Urait être activée per 

la plasmine, ta lcalilcréine, la tryptue. L'étastase et la cathepsine G (?"oduites pa

les PMNs) p<Uraient auesi jouer un rôle. Cependant, eles ne peuvent activer ta 

collagénaee latente qu'à des concentrations assez fortes et, à ces concentrations, 

ces molécules dégadent aussi la collagénase (Cawston et coll., 1981). 

ln vitro, l'activation se fait Sll"tout au moyen de trypsine et de 

composée organomerC1Siels : APMA, CMB ... (Haris et coll., 1982; MÜlerci 1985; 

Loyau et col. , 1986). 

Une fois activée, l'enzyme est influencée per le pH et la tempénm.re. 

Son pH optimum est situé aux environs de 8,0. Au cours de l'inflammation, la 

températc.re moyenne des tissus s'élève, ce qui augmente l'activité de la 

collagénaae et accélère la dénaturation cil collagène. D'autres métalloprotéinases 

neutres non spécifiq.,es telles la gélatinase, dont l'activité est aussi augmentée, 

clivent alors le collagène dénatu"é et accéfèrent ainsi le ?"OCe&SUS de la 

collagénolyse (Mainerci, 1985). 

Mais, il existe également des inhibitet.rs naturels de la collagénase qui 

régulent son activité in vivo : l'a-2 maaogobuline, la B1 anticollagénase et les 

TIMP (inhibiteu-s tissulai'es des métaloprotéinases). 

Enfin, in vitro, la 17ociJction de collagénase per les cellules synoviales 

peut être stimulée via ctfférents agents : 1 L-1 , PMA (12 phorbol, 13 myristate 

acétate), la cytochalasineB .. . 
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1.3A IMPUCATK>N DE lA COUAGENASE DANS DIVERSES PATHOLOGIES, 

Au COU"S de certùies pathologes telles que la polywthrite 

rhumatolde (PAR), pw exemple, de nombreux maaophages, PMNe et 

lymphoçytee sont présents dans le iquide synovial. Il y a ia,e lib«ation non 

négligeable de MCF (IL-1) pw les maaophages infil.-és lors de rinflammation. Le 

MCF (Mononuc:le.- Cel Factor) stimule la prolifération des cellules synoviales et la 

production pw ces mêmes cellules de collagénase, de PGE2, de cataboline et 

d'aU1res enzymes (gélatinases, protéoglycanases, activatel.f' dJ plasminogène, ... ). 

Les chon<tocytes sont également activ68 ps- le MCF et rel«guent eux au88i de& 

enzymee lytiques et de la PGE2 (Henderson et coll. , 1987). 

Les PMNs se trouvant dans le ~quide synovial après l'infiltration 

peuvent, suite à un stimulus adéquat, relwguer de l'élastue, de la cathepsine, 

ainsi qu'ia,e collagénase et une gélatinue toutes deux sous forme latente qui 

sont activées par les rnfmes processus que la collagénase des cellules synoviales 

(Hendersson et coll., 1987). 

L'arthrose, quant à elle, se caractérise généralement par une 

dégénérescence du cartilage et de l'appEl"eil capsulo-ligamentare. Cependant, 

bien que l'arthrose ait été considérée jadis comme maladie non inflammatoire, elle 

semble également présenter une composante inflammatoire au ccxrs de la~lle 

une synovite active apparaît avec production exacerbée de collagénase (Bland et 

coll.,198-4). 

Les deux maladies données en exemples, cond.Jisent donc 

irrémédiablement à la destruction de la matrice ertacelulai"e et, la colagénase 

semble, dans les deux cas, être une enzyme clé au niveau pa1hologi~. 
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1,4, LES PROSTAGLNQNES. 

1.4.1. INTRODUCTION, 

De nombreux ravaux ont monré le rOle des élcosanoldes dans les 

pathologies riculares inflammatores. La tamile des élcoeanoldes est co!J1)0Sée 

des élcoaanoldee cycfiques ou, p-osta~cines (PGs) et des élcosanoldes 

linéares qui sont les leucotriènes(LTs), les acides hycroxyelcoeaté1raénolques 

(HETEs) et les acides hycroperoxyelcosatétraénolques (HPETEs). Le p-écurse\r 

p-incipal de toutes ces molé<:ules est l'acide .-achidonique (AA), wt acide g-u 

polyi,saturé de 20 c.-bones avec qua1re doubles liaisons qui se trouve soue forme 

estérifiée dans les phospholipides membranai"es des cellules. Il est libéré per une 

phospholipase activée p.- le calcium. Il s'agit le plus souvent de la phospholipase 

A2 (PLA2). 

Les PGs sont formées par la voie cyclooxygénasique tandis que les 

L Ts, HETEs et HPETEs sont formés par la voie lipoxygénaaique ciJ métabolisme 

de l'AA (Crastès de Paulet, 1983) (Fi~e 5.). 

1.4.2. PROSTAGLANDINES ET CELLULES SYNOVIALES. 

Il semble d'après Moilanen et coll . (1987) que les cellules synoviales 

sont capables de procllire non seulement la PGE2 mais aussi de la PGl2 (stabilisée 

dans le milieu sous forme de 6-kéto-PGF1 a) et la PGF2a que l'on considère 

comme des éléments importants des processus inflammatoires. Dans lea cellules 

synoviales rhumatoldes en cufu'e, on trouve en effet ces trois types de PGs bien 

que la PGE2 soit quantitativement plus importante. 

Moilanen et coll.(1987) constatent qu•~ existe une forte différence 

enre les cellules synoviales saines et les cellules synoviales rhumatoldes au 

niveau des trois PGs : les taux de procllction de la PGE2, de la PGF2ot et de 
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la 64céto-PGF 1 « p.- les cellules saines en cult11e sont i'ès faibles <lnnt toute la 

cultl.re aient (J.le ceux des cellules rhumatoldes sont 1rèe élevés en début de 

culture puis clminuent F>OU' atteinc:h aprèe sept jours envron le niveau atteint par 

les cellules saines. Ils constatent également que les cellules rhumatoldes tout 

comme lea cellules saines ne prO<Üaent pea de ttromboxane (TXA2), mol6cule 

auni impli<J,lée dans les procesaus inflammatcwes. 

1.5. L'INTEFU:UKIN:-1 

1.5.1 . DESCRIPTION ET ROLES DE L'lNTERLEU<INE:-1. 

L'inter1eukine-1 est un peptide d'environ 17 000 Da qui inellit des 

effets biologi<J.ies impatants sur les cellules lympholdes et non lympholdee. Lee 

nombreuses fonctions actuellement attribuées à l'IL-1 ont été à l'origine associées 

à un g-and nombre d'agents différents tels que le facteur activate\.l' des 

lymphocytes (LAF), la cataboline, le pyrogène endogène, le méclatet.r 

leucocytare endogène, le factet1 des cellules mononucléaires (MCF),le factet1 

activateur des ostéoclastes et l'hémopoiétine 1. Tout es ces molécules 

représentent en fait ctfférentes fames d'une même molécule : l'IL-1 (Dinarello, 

1987). 

Au départ, on aoyait que seuls les monocyte•maaophagea 

produisaient l'IL-1 ensuite, on s'est aperçu que bien d'au1res types cellulares 

pouvaient synthétiser ce factet1 <J.IOÏ<J.ie dans une moincte mestre : les celules 

synoviales de types denctitique et maaopha~que, les celules endothéliales, les 

cellules giales, les lcératinocytes .. . (Bunning et coll., 1986). 

L'IL-1 a notamment comme effet biologi(J,le de stimuler la proifération 

des lymphocytes Tet B, dê1re le premier signal requis pour la synthèse dll-2 et de 

réceptetlS à rlL-2 et de transfamer les lymphocytes B en cellules productrices 

d'anticorps. Elle inellit la fièvre, la chonctolyse par les chonctocytes, une activité 
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de résorption de l'oe, la libération de l'histamine, promeut la prolifération des 

fitroblastes et augmente la production des métaboites dérivés de r AA dans un 

g-and nombre de cellules (Buming et coll., 1986). 

L'IL-1 est l.rle protéine ~i existe eous deux formea cod6ee per deux 

gènes distincts situés Sl6 le ctromosome 2 chez l'homme : la ta-me a et la fame 

B. On a montré que la production de la fa-me B était prédominante (Dinwello, 

1987). 

Les fa-mes a et B ne sont homologues que pour environ 26 % de 

leu-s acides aminés. Cependant eles pwtagent de nombreuses propriétés 

biologi~es et sont recomuee ps les mêmes récepteu-s (Dinwello, 1988). 

L'utilité biologi~e de la cistinction emre les fa-mes a et B n'est pas 

encore bien comi;rise, mais il semble que cela soit lié à une localisation cellulare 

différente. Dans la cellule, L'll-1 est produite sous fa-me d'une molécule 

précurseu- de 31 000 Da qui ne contient pas de séquence sigial de clivage. On 

retrouve la molécule préa.-seur ainsi qu'une forme de 22 000 Da dans la cellule ou 

en association avec la membrane cellulaire. Divers fl'"guments suggèrent que la 

fame associée aux membranes (qui est une forme active ), est plutôt l'IL-1 a alors 

que l'll-1 Best secrétée dans la malrice extracellulaire sous la fa-me de 17 000 Da. 

La mat\lation du précurseu- B se fait g-êce à des sérines protéases (Di,....ello, 

1988). 

Les deux fames a et B ont été clonées. Les molécules 

recombinantes rlL-1 a et rll-1 B ne re,roduisent pas toutes les propriétés 

biologi~es des IL-1 lrouvées dans l'aganisme. Dingle et coll.(1987) affirment 

~e la purification de l'IL-1 jusqu'à l'homogénéité des fames a etB conduit à une 

perte sélective du matériel actif. 

Quant aux mécanismes daction cellulai'e de l'IL-1, ils sont peu 

connus (figure 6.). Il est possible qu'il s'agisse d'une inwction des réponses 

cellulaires per stimulation du renouvellement des phosphoinositides et p• action 

SU" la protéine kinase C (Bunning et coll., 1986). Ce qui expliquerait pot.rquoi les 

esters de phorbol (PMA .. ), analog.,es du ciacylglycérol, imitent in viroles effets 
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Possibit events leading to cellular responses to IL-1 . PI= 

phosphatidylinositol; PIP = phosphatidylinositol 4-phosphate ; 

phosphorylat ion 

PIP 2 = phosphat1dylinos1tol 4,5-bisphosphate; IP3 = inositol 1,4,5-

trisphosphate; IP2 = inositol 1,4-bisphosphate; IP 1 = inositol ,_ 

phosphate. Phosphol ipase-C catalyses the conversion of PIP2 to rP 3 and 
(71.C.) 

diacylglycerol; phospholipase A2 catalyses the produc ti on of arach1don1c 

acid from PI, PIP and PIP2 and also phosphatidylethanolamine and ' 

phosp~atidylcholine. Diacylglycerol lipase catalyses the production of 

arach i donic acid from diacylglycerol. ~ = st imulation, ~ = metabolic 
..,LA,t 1 ~hoif'lio,Lq.a.se A.1. conve ~ion. " 
CO : ''I' 00117 jUI. Q.S'-

FiQISe 6 : Schéma monrant les mécanimes ctaction probables de l'IL-1 sur les cellules. 

(modifié d'ap-ès Bunning et col., 1986). 
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de l'IL-1 . On aait en effet ~ cea eatera de phorbol agisaent au niveau de la 

protéine kineae C (Stephenaon et coll., 1987). 

~. la prod.lction dlL-1 est régulée notamment p.- la PGE2 qui 

agit en feed back négatif 911 la prcxl.tction d'IL-1 (Mioeeec, 1987). Lee PGa 

po\.ff111ient également méder la prod.lction de protéinases ps rlL-1 (Bunring et 

coll, 1986). L'IL-1 pot.rTait ausai potentialiser une réponse de l'adénylate cydase à 

la PGE2 exogène en augmentant le nomtre et l'affinité des récepteu-s à la PGE2 

(Dayer et coll., 1979). 

Récemment on a proposé que l'IL-1 puiaae indure le métabolisme de 

rAA (Chang et coll., 1986); ce q.i expliquerait la stimulation de la prockJction de 

PGE2 ps les celules synoviales. Il serait donc possible que l'IL-1 inwise l'activité 

de la phospholipase A2 (Chang et col., 1986;Godfrey et coll.,.1987, Gilman et coll, 

1988) et probablement de la cyclooxygénase (O'Neill et coll, 1987). 

1.5.2, ACTION DE L'INTERLEU<JNE:1 SUR LES CELLULES SYNOVIALES. 

L'IL-1 agit sur les cellules synoviales à deux niveaux : 

-elle stimule la prolifération des synoviocytes et contribue ainsi à la 

famation du pannus {Bunning et coll., 1986) 

-elle stimule la proc:b:tion par les cellules synoviales de PGE.! (Dayer 

et col. , 1979; Fontana et coll. 1982), de métalloprotéinases neutres et latentes 

(collagénases, gélatinases, proté~ycanases), de l'activateu- ci, plasminogène, 

des glycosamin~ycans (Bunning et coll., 1986)et même la proci,ction de 

cataboline (IL-1) (Pujol et coll., 1987, Goto et col. , 1987,). 

-elle inhibe fortement la prowction des TIMP. 

Une controverse existe au sujet de l'inhibition ou de l'activation ps

l'IL-1 de la synthèse des composants de la matrice extracellulare{Bunning et coll. , 

1986). 
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CHAPITRE2. MATERIELS ET METHODES, 

2.1, CULTUIE DE CELLULES SVNQYJA1 ES, 

2.1.1. MISE EN CULTURE DE CEUULES SYNOVIALES. 

2.1.1.1 . MATERIELS. 

Nous utilisons pOU' récolter réchantillon et le rincer, 111e solution 

stérile d'HBSS prépsée au laboratOW'e et additionnée des antibiotiq.1es suivants : 

- de la pénicilline à une concenlration de 200 U / ml ( Gibco, Grande

Bretagne). 

- de la streptomycine à une concentration de 200 µ.g / ml (Gibco, 

Grand~Bretagne). 

- de la fungizone (amphotéricine B) à une concenlration de 5 µ.g / ml 

(Gibco, Grande-Bretagne). 

Ce mélange constitue la solution appelée HBSS + AB. 

les cellules synoviales sont mises en cultlre dans du milieu OPTI

MEM (Gibco, Grande-Brela!Jle) qui est une modification du milieu essentiel 

minimum de Eagle (MEM), tamponné avec de l'HEPES et w bicarbonate de 

sodium (2,4 g/l) et emchi en hypoxanthine, thymicine, p~uvate de socium, L

glutamine, traces d'éléments et facteurs de aoissance. Cependant la L-gtutamine 

et le p~vate de sodum étant 898eZ instables, nous les a;outons fraîchement au 

milieu à raison respectivement de 2 mM et de 1 mM, ainsi q.1e w 2-

mercaptoéthanol 50 µ.M. 

Ce mifieu n'a jamais été testé su- les cultlres de cellules synoviales à 

nore connaissance. Nous l'avons choisi pa-ce qu'une étude antériel.f'e réaJisée 

en 1986 au laboratOW'e su- les chondrocytes humains et bovins avait monré que ce 

milieu donnait de meillel.f's résultats pour la mise en cuth.re et le maintien des 

cellules dans un état différencié. L'ad<ition de p}11Jvate et de mercaptoéthanol 
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p0l.fT1lit explicp.,er ces résultat& positifs peut-être du fait de leu- propriétés 

antioxydantes (Chenet coll, 1987; O'Donnel et col, 1987). 

Nous utilisons de I' OPTI-MEM + 10 % de sérum de veau foetal (Séra

Lab, Gran~Eretagne) (OPT + SB) ou de l'OPTI-MEM + 10 % de sérum humain 

(OPT + SH). 

Le sérum humain est préparé au laboratoire à per1i'" de préfèvementa 

de sang réalisés par la Croix Rouge de Nami.r. Ne sont utiNsés ~ dea 

prélèvements effectués SU" des personnes sai,es êgéee de 18 à 25 ana. Noue 

laissons d'abord le sang reposer 24h00 à 4'C puis, nous prélevons le sérum que 

nous cen..-ifugeons 20 min. à 1300 RPM à la centrifugeuse International 

(Beckman). Ensuite, nous prélevons le amageant que nous recentrifugeons 120 

min. à 20 000 RPM (Rota Beckman JA-20). Nous récupérons ala-s le sumagemtt 

en évitant de prélever le voile de lipides que l'on peut parfois observer en 8ll'face 

et nous le filt"ons au moyen d'un préfittre Minex AP 20 (Millipore ,Franœ) et d'un 

filtre Stérivex GV (Millipore, France). De la sa-te, nous obtenons de 150 à 250 ml 

de sérum stérile par donne\l'. 

2.1.1.2. METHODES. 

Les fragments de memt:rane synoviale prélevés au cex1s d'une 

intervention chinrgicale sont immédiatement plaœs dans un flacon stérile 

contenmtt de l'HBSS + AB et sont mis en culti.re sous une hotte à flux laminaire 

dans les 2 à 4 he\l'es qui suivent l'opération. 

Pour la mise en cuttu-e, nous nous basons dans les gandes 6gnes 

SU" la méthode de Dayer et coll . (1976). Nous effectuons d'abord trois rinçages 

dans de I' HBSS + AB puis nous découpons les prélèvements en morceaux les 

plus petits et homogènes possibles que nous incubons entre 30 et 45 min. à 37C 

dans de la trypsine 0,25 % (Gibco, Gran~Eretagne). Nous décantons ensuite la 
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1rypeine, généralement ap-ès une cen1rifugation de 5 min. à 500 APM vu la 

viscosité de la eolution. 

La seconde étape est une clgestion enzymatique de c:,.,elques 

het1es dans de la collagénaae bactérienne extraite de C/osiidum llistdy/ialm(C-

6885, Sigma Chemical Co, U.S.A.) à 1.11e concentration de 0, 1 % dans de l'OPTI

MEM. Quand la cigestion enzymatic:,.,e est plus ou moine complète, lee cellule& 

sont prélevées et fittrées SU' dee filres Nylex respectivement de 100 et 68 11m et 

préalablement autoclavée pOU" éliminer les agégBte cellulaire&. Elles sont 

recueillies dans et, sérum de veau foetal qui va inhiber la collagénase et ainsi 

stopper la cigestion enzymatique. 

Les cellules sont ensuite centrifugées 20 min. à 1200 APM 

(International, Beckman). Le 916Tl&geent est éliminé et le culot est resuspencti 

dans l'OPT + SB ou l'OPT + SH. Ap'ès avoir effectué un comptage des cellules 

dans une chambre de Neubauer, les cellules sont placées dans une bot1e de 

cuftlse (Sterilin, Grande-Bretag1e) de surface adéquate (il faut environ 40 à 50 000 

cellules par cm2 ). Nous réalisons également un test de viabilité SU' les cellules 

avec une solution d'acricine orange et de bromure d'éthidium (Parks et coll. , 

1979), les cellules sont visualisées à l'ai<je d'un microscope à fluorescence (Dialux 

22, Leitz, R.F.A.) . La viabilité après chaque mise en culture était nettement 

supérieure à 90 %. 

2.1 .2. REPIQUAGE DES CELLULES SYNOVIALES. 

2.1.2.1. MATERIELS. 

Les boîtes de culture de 25 cm2 ou 75 cm2 ainsi que les plaques de 

Pétri de 7 cm2 et 30 cm2 sont de marque Cell Cult, Stérilin, Grande-Bretagne. La 

solution stérile de trypsine 0,25 % et EDTA 0,02 % préparée dans une solution 

saline de Puck, (T +E), vient de Gibco, Grande-Eretag1e. 
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2.1.2.2. METHODES. 

Nous repiCJJOOS les cellules en 2 ou en 4, c'est-à-dire qu'ap-ès le 

traitement à la 1rypeine, nous répartissons les cellules pou" obteni' envi'on 10 000 

cellules/cm 2 p0\I" un repiquage en 4 et environ 20 000 cellulestcm2 po11 un 

repiquage en 2. Cependant, après avor fait agir la T + E, nous lavons les cellulee 

pw une centrifugation de 20 min. à 1200 RPM poc..- éliminer les lraces de trypeine 

et d'EDT A. Nous resuspendons le culot dans une solution d'OPT + SB ou dans 

de l'OPT + SH. Nous ajustons le pH du milieu en ajoutant du C02 aux cellules, .et 

ap-ès quelques jours, nous réapprovisionnons les cellules en éléments nu.-itifs en 

changeant le milieu. Signalons que pou" certaines expériences, nous avons 

également utilisé des fibroblastes humains Wl-38. Ceux-ci 80t1t cultivés et repiqués 

d'après Hayftick (1965). 

2.1.3. CLONAGE DES CELLULES SYNOVIALES. 

Les boîtes de Pétri de 30 cm2 ainsi que les boîtes 

multicompertimentées à 24 g-andes cupules comprenant chacune 16 cupules de 

9 mm2 (soit 384 cupules au total ) viennent de Cell Cult, Stérilin, Grande-Bretap. 

Lors d'un repiquage, nous prélevons des cellules de manière à en 

ensemencer 200 par b011e de Pétri et 16 à 20 cellules potr chaque g-ande cupule 

de la b011e multicompll"timentée (potr avoi- en moyenne 1 cellule pa- petite 

cupule). 

Nous laissons aoître les cellules pendant 9 joc..-s, puis nous les 

fixons. Le principe de la fixation est le suivant : les cellules sont rincées avec du 

PBS, puis nous les mettons dans un mélange 50 % PBS-50 % fixatetr (méthanol 
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2.1 .4. DOSAGE DES PROTEINES CELLULAIRES IN SITU. 

Pour établir une COU"be de aoissance des cellules synoviales en 

fonction du temps, nous employons des boîtes multicompertimentéee A 25 

cupules de 4 c~ chacune et nous doeons les protéines selon la méthode déaite 

par Lowry et coll. ( 1951) après 2, 3, 4, 5, 6 et 7 jcua. L'expérience étant étalée sc.r 

plusie\.l's jcua, chaque étape doit ê1re réalisée stérilement p<U" ne pas contaminer 

les cupules qui dewont s«vir les j04.1"8 suivants. La 801ution de rinçage (PBS) ainsi 

que la solution de NaOH 0, 5 N utilisée pour dénatu"er les protéines seront donc 

stérilisées. 

Nous avons testé plusiet1s séra à cfflérentes concen~ations : 

-OPT+ 5% SB 

-OPT + 10% SB 

- OPT + 5 % SB et 5 % SH 

-OPT + 10% SH 

Pour ce fai"e, nous plaçons envron 40 000 cellules pw cupule de la 

boîte multicompEW"timentée. Aux j04.l's 2, 3, 4, 5, 6 et 7, nous prélevons les cellules 

dans Irais cupules cfflérentes (pour à avor des triples) de la manière suivante : 

nous rinçons deux fois les cellules avec cl, PBS très délicatement; puis nous 

ajoutons 1 ml de NaOH 0, 5 N et nous in<:Ubons 30 min. à 37C de façon à 

dénatl.l"er les protéines. Les solutions de protéines dénatl.l"ées sont prélevées et 

congelées à -2CYC jusqu'au moment du doeage. 
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2.1.5. STIMULATION DE LA PRODUCTION DE COLLAGENASE PAR LES 

CELLULES SYNOVIALES ET LES FIBROBLASTES HUMAINS Wl-38 

Nous avons stimulé des celules synoviales ainsi que les fibroblastes 

humai'ls Wl-38 avec du PMA et de l'IL-1 B. Pendant la phase de stimulation, tee 

cellules sont cultivées dana de l'OPT sana sérum, étant donné ~ le sérum 

contient des wthibiteurs de la cotlagénase. Nous utiisons alors comme subsiM du 

sérum de l'hyd"olysat de lactalbumwie (HLA) è 0,2 %. 

2.1.5.1. STIMULATION DES CELLULES AVEC DU PHORBOL-12 

MYRISTATE:13 ACETATE CPMA). 

Le PMA (Sigma, USA) est suspendu dans de l'éthanol à raison de 0,5 

mg/ml. Il est fractionné et congelé è -7(1 C. La concentration finale en éthanol dans 

le milieu de culture ne dépasse jamais 0,05 %. 

La stimulation au PMA se fait durant 15 jOU"s è 3 semaines maximum 

en alternant des périodes de stimulation (48 à 12h00) et des périodes de repos 

(24 à 48h00). 

Pour la stimulation, nous ajoutons dans une boîte de culture 

subconfluente, une solution d'OPT + HLA 0,2 % + PMA 50 ngml afin de stimuler la 

production de collagénase par les cellules. Après 48 à 12h00, nous prélevons le 

milieu et nous replaçons dans la boite de l'OPT + HLA 0.2 % p01.r melte les 

cellules au repoe avant de recommencer une nouvefte stimulation avec du PMA. 

Tous les milieux prélevés sont congelés è -20-C ju~·au moment où nous allons 

les concentrer. 
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2.1.5.2. STIMULATION DES CELLULES AVEC DE L'INTEALEUKINE-1, 

Nous avons utilisé l'IL-1 B recombinante (Jansaen Biochimica, 

TlJ'Tlhout, Belgi<1Je). L'IL-1B est diluée dans cil PBS, fihrée et congelée à -7r! C. 

Les celules sont stimulées une- seule fois pendant une période 

définie qui eet au maximum de 48h00. Dans la bone de <Uhle, on met de l'OPT + 

HLA 0.2 4'f. + IL-10 soit à raison de 1Ulml, soit à raison de 10 U/ml. Quand la 

période de stimulation est terminée, nous récoltons le mmeu de cult\le et nous le 

congelons jusqu'au moment où nous l'utilisons soit pou- doser la collagénase, soit 

pour doser la quantité de prostaglandines. 

2.2. MSE AU POINT D'UN DOSAGE DE LA COl.LAGENftSE, 

2.2.1. MARQUAGE DU COLLAGENE. 

Pour préparer le collagène radioactif, nous nous sommes basés sur la 

méthode de Cawston et coll.(1979) et toutes les étapes déaites ci-dessous sont 

réalisées à 4·c. Nous avons utilisé 1 g-amme de collagène de type I de peau de 

veau, acido-soluble (C-3511, Sigma Chemical Co, U.S.A.) que nous avons dissous 

dans 200 ml d'acide acétique 0,2 M; puis nous l'avons dialysé conre un tampon 

té1rat>a"ate 0,01 M contenant du Ca~ 0,2 M à pH 9,0. Pcx.r le marquage, nous 

avons ajouté de l'anhydride acéti(1.Je tritié (Amersham, TRI 2-2 ,activité spécifique : 

5,3Ci/mMoleou 51,9mCi/mg c-è-d 1,961 1011 8(tmMole ou 1,920 1o9 Bq'mg) 

dissous dans du dioxane (Merck,R.F.A.) à raison de 12,5 mCi par 1,5 ml de dioxane 

aux 200 ml de solution de collagène. Ap"ès agtation douce, nous dialysons la 

solution de collagène racioactif contre du tampon TriirHCI 50 mM, NaCI 0,2 M, pH 

7,4, jusqu'à ce que le nombre de cpm dans le cialysat soit inférieur à 5 000 cpm / 

ml. 
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Une partie de la solution de collagène racioactif est cialysée conre de 

l'acide acétique 0,2 M puis est fractionnée pOU"' êre stockée à -70'C, et une au1re 

partie est diluée dans <il tampon Tri~HCI 50 mM, NaCI 0,2 M, pH 7,4 p<U' avoi' 

une concentration d'envi"on 2 mg/ml puis elle est dalysée cont'e <il tampon 

phoephate de sodum o, 1 S M pH 7,4. Cette p«tie sera utilisée p<U' fare le dosage 

de la collagénase d'ap-ès la méthode de Johnson-Wint (1980) et elle est 

conservée à 4'C. Comme cette solution était assez 1rouble, nous l'avons 

cenrifugée 2h15 à 20 000 RPM (Beckman, rota- JA-20) (Johnson-Wint, 1980). 

Après centrifugation, nous avons re<:ueil5 un su-nageant bien clar. Nous 

récu~ons -16,07% de la radioactivité dans ce 9'rnageant, soit une radoactivité 

moyenne de 2 250 000 cpm/ml soit 5,202 1"' ~mimi soit encore 2,35 µ.Ci/ml ou 

8,695 1o4 Bqml. 

2.2.2, DOSAGE OU COLLAGENE A LA CHLORAMINE T. 

Nous avons suivi la méthode décrite pEI'" Huszw et coll (1979) qui est 

le dosage de l'hyctoX}?'oline par la chloramine T. La chia-amine T vient de Sigma 

Chemical Co , U.S.A. ; la p-ciméthylaminobenzaldéhyde et l'hyctoxyproline de chez 

Mercie, R.F.A .. 

Poc.r le dosage, le collagène radioactif di880Us dans le tampon 

phosphate de sodum 0, 15 M, pH 7,4 est utilisé à cifférentes concenrations et en 

aliquots de 50 µJ . Le phosphate de potassium est à déconseiller pEl'"Ce qu'il se 

fa-me du perchlorate de potassium lors de l'adcition de la solution aldéhyde/acide 

perchla-ique. Ce composé est relativement insoluble. Bien <JJ'il ne peraisee pas 

interférer avec la méthode de dosage (Jackson et coll. , 1967), nous avons 

toutefois préféré utiliser le phosphate de sodum. 

Les aliquote sont d'abord séchés à 1 00'C puis il subissent une 

hyàolyse basique à 120'C dans 50 µJ de NaOH 4 N pendent 1 0 min. Le pH est 

ramené à 6,0 avec 50 µ.I ctacide citrique 1,4 N afin que la chloramine T puiaee 
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oxyder l'hycroxyproine pOY" former un g-oupement pyrrole. L'étape suivante est 

l'addition d'une solution aldéhyde/acide perchl<rique qui va permelte les deux 

réactions suivantes : 

-L'acide perchlorique va déruire l'excès de chloramine T en acidfiant 

le milieu 

-. p-dméthylaminobenzaldéhyde réa~ avec le dérivé pyrrole pOY" 

former un complexe coloré détectable à 550 nm. 

2.2.3. DOSAGE DE LA COLLAGENASE SUR FILM DE COLLAGEN; 

RADIOACTIF. 

2.2.3.1 . PREPARATION DU FILM DE COLLAGENE. 

Nous avons utilisé des plaques à 96 puits de Nunc (Danemark) ainsi 

que le collagène radioactif que nous avons marqué et cialysé contre le tampon 

phosphate de sodium 0, 15 M pH 7,4 puis cenrifugé (cfr 2.2. 1 .) . La concenration 

de la solution de collagène a été estimée à 964, 5 µ.g/ml de solution de collagène 

par dosage à la chia-amine T . Sa radioactivité est de 2,35 1,1,Cilml ou 8,695 1o4 

Bq/ml de solution de collagène. 

Nous nous sommes basés sur la méthode de Johnson-Wint (1980) 

nous plaçons 20 1,1,I de la solution de collagène radioactif per puits en les inclinant à 

45· afin que le film de collagène racioactif soit seulement st1 une moitié de la 

Slrface des puits. Nous incubons la plaque touj<US inclinée à 4S à 35·c ou 37 ·c 

dans une étuve pendant 1 h00. Nous plongeons alors doucement la plaque 1 hOO 

dans de l'eau cistillée p0t1 éliminer les traces de tampon phosphate et nous 

laissons sécher à l'air pendant une nuit. 
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2.2.3.2. CONCENTRATION DE LA COLLAGENASE LATENTE PRODUITE 

PAR LES CELLULES. 

Nous rassemblons les m~ieux de culue récoltés et nous cialyuons 

l'ensemble contre un tampon Tri9-HCI 50 mM, NaCI 0,2 M, CaCL2 10 mM, pH 7,5 

en changeant 3 ou -i fois le tampon de <ialyse. Ensuite, nous concenrona 5 à 6 

fois la solution su- un système Amicon. 

2.2.3.3. ACTIVATION DE LA COLLAGENASE LATENTE PRODUITE PAR 

LES CELLULES. 

La collagénase prod.Jite pEW" les cellules étant sous une forme latente, il est 

nécessah de l'activer pour pouvoir la détecter. Nous nous insprona de la 

méthode décrite par Kandel et Coll. (1987). Nous employons une solution de 

trypsine TPCK (T-8642, Sigma Chemical Co, U.S.A.) préparée dans un tampon 

Tris-HCI 50 mM, NaCI 0,2 M, CaC'2 1 mM, NaN3 0,02 %, pH 7,4 (Tampon A) à raison 

de 1 mgml et une solution de SBTI (T-9003,Sigma ChemicaJ Co, U.S.A.)p-éparée 

dans le même tampon A à raison de 5 mg/ml pour inhiber la trypsine. 

Nous ajoutons la solution de trypsine TPCK à raison de 0, 1 mg/ml de la 

solution de collagénase concentrée et nous l'incubons 10 min. à 37 ·c. Ensuite, 

nous ajoutons à la solution de collagénase activée l'inhibiteu- de trypsine, à raison 

de 0, 5 mgml de solution de collagénase et nous laissons agir au moins 5 min. à 

température ambiante. 
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2.2.3.4. DOSAGE DE LA COLLAGENASE, 

Nous nous basons à nouveau sur la mé1hode décrite per Johns~ 

Wint (1980). Nous recouvrons chaque film de collagène radoactif avec 200 jlJ de 

différents échantilons en réalisant des triples pol.f' cha(J.le temps d'incubation. 

Comme le film a été coulé inciné à 45", il nous suffit d'indiner la plaque dans le 

sens inverse peu !X'élever les 50 jlJ de surnageant Sl.f' les(J.lels noua ferons un 

comptage de radioactivité. Nous ajoutons les échantilone suivants U" les films : 
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- la collagénase produite per les cellules que nous avons 

concentrée et activée et que noue voulons doser 

- du tampon A seul qui va nous servir de blanc (N.B. : il 

faut un blanc pour chaque temps d'incubation) 

- de la trypsine TPCK !X'éperée dans le tampon A à une 

concentration de 0,01 % et qui va noue servir de test de dénaturation car la 

trypsine ne peut dég-ader le collagène que sous fa-me non native 

- de la collagénase bactérienne extraite de C/osiidum 

lllstaybcum(C-6885 ,Sigma Chernical Co, U.S.A.) préparée dans le tampon A à 

raison de 4 m~ml.Elle va agir en dég-adant totalement le collagène radoactif. 

Remarquons que dans certaines expériences, nous dosons la 

collagénase activée ou non à la trypsine. 

2.2.4. EFFET DE L'INTERLEUKINE 1-8 SUR LA LIBERATION D'ACIDE 

ARACHIDONIQUE RADIOACTIF INCORPORE PREALABLEMENT PAR LES 

CELLULES. 

Nous nous basons sur la mé1hode décrite ptr Godfrey et coll. (1987). 

Nous !X'Océdons comme las d'un repiquage de cellules mais le culot est 

resuspendu de telle façon que l'on ait envron 300 000 cellules per cupule d'une 

boîte multicompartimentée à 24 cupules de 2 cm2(Nunc, DanemEl"k.) 



Dans chaque cupue nous ajoutons 5 11,1 d'acide .-achidonique tritié 

(activité spécifique : 191 Ci/mmole,NEN), soit 0,5 µCi/300 000 celulee. Nous 

laissons les celules incorporer l'acide .-achidonique radoactif pendant 18h00 à 

3TC, puis noua prélevons le St.rnageant cellulaire sur lequel nous réalisons un 

comptage p<Q" estimer la quantité d'acide arachidonique radoactif incorporée et 

nous lavons .. ois fois la cupue avec ck.l PBS stérile. Noua y aïoutona soit de 

l'inter1eukim~1 B • 1 U/ml soit à 10 Ulml dans de roPT + HLA 0,2 %. Dans les 

cupules con1rôles, nous n'aïoutona que de roPT + Hl.A 0,2 %. Po1.r estimer la 

quantité d'acide arachidonique incorporé par les cellules au temps O (juste avsrt 

l'incubation avec l'IL-1 B) c'est-à-cire après les 18h00 d'incorporation en présence 

de l'acide .-achidonique radioactif, 2 ou 3 cupules sont fixées dans 0,5 ml de 

NaOH0,5 N ap-ès les rinçages au PBS stérile; 2 X 100 1,1,I servi'ont A réaliser des 

comptages de radioactivité pour permettre restimation de la quantité d'acide 

.-achidonique radoactif incorporé par les ceftules (radioactivité incorporée au 

tempe 0). 

Nous incubons alors les cellules 2,4,8,24 et 48h00 dans les différents 

milieux puis.après le temps d'incubation adéquat, nous prélevons le St1T1ageant : 

pEI' comptage nous estimons la quantité de radioactivité relerguée au temps t. 

Nous exprimons les résultats comme suit : 

radioactivité relwguée au temps t 
Radoactivité relarguée(%)--------------

radioactivité incorporée au temps 0 

2.2.5, EXTRACTION DES PROSTAGI.AN)INES, 

Les cellules sont repiquées comme déait précédemment et ensuite 

stimul~ au non avec différents agents dissous dans l'OPT + HLA 0,2 %. Après 

différents temps, le milieu de culnre est prélevé et acidifié à pH 3-3,5 avec de rHCI 

1 N. Le milieu est ensuite déposé su- une colonne C1e (J.T .Balcer Chemical Co, 
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USA) concitionnée avec 6 ml d'acétate d'éthyle puis 9 ml d'eeu bicistilée. Après 

avoir déposé doucement l'échantillon, la colonne est lavée avec 6 ml deau et les 

prostaglandnee sont éluées avec 5 ml d'acétate déthyle. Nous récup«ona ainsi 

deux phases : une phase acétate déthyle et une phase aqueuse. La phase 

aganique est akn déposée SU' une colonne de silice (J.T.Baker Chemical Co, 

USA) concitionnée pw 5 ml de méthanol puis 5 ml dacétate d'éthyle. La colonne 

est lavée avec 2 ml d'acétate d'éthyle llp"ès dépôt de l'échantillon et les 

prostaglandnes sont étuées avec 5 ml de méthanol. Cette phase aganique est 

évapaée sous azote. Le tube est ensuite lavé avec un ml d'un mélange de 

chloroforme-méthanol (1/1, v/v) peu amener les prostaglancines dans le fond ci, 

tube. Cette phaee est évapaée à nouveau sous azote. 

2.2.6. DERIVATISATION DES PROSTAGLANDINES. 

2.2.6.1. MATERIELS. 

Le bromLre de PFB ( tromure de 2,3,4,5,6 -pentafluaobenzyl 99 % 

+ a -tx"omo-2,3,4,5,6-pentafluaotoluène), la N-éthyldisopropylamine viennent de 

Alcrich Chemie, RF A. ; le BSTF A ( Bis(1riméthylsilyl)1rifluaoacétamide), le 

méthoxime HCI, l'acétonitrile et le dodécane de chez Janseen Chimica (Bel~que); 

la pyridne sèche de chez Merck (RFA). 

2.2.6.2. METHODES. 

La méthode de dérivatisation est une version modifiée de celle de 

Waddel et coll.(1983). A chaque tube, nous ajoutons 50 µ.l de bromLre de PFB 

dissous dans de l'acétonivile (7 %, v/v) et 1 O µI de diisopropyléthylamine. Après 
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avoir agté fortement, tee tubes sont incubée pendant 10 min à tempè"ab.re 

ambill'rte. 

Ils sont enaite évapaés sous azote et 50 µJ de méthoxime HCI 

c:issoue dans de la pyric:ine sèche à une concentration de 2 % sont ajoutée et 

nous incubons pendant 90 min à une températu'e de 60'C. 

Les testa sont évapaés soue azote et on ajoute 50 1,1.I de BSTFA 

dissous dans de la p)"'icine sèche (2/1, v/v). Ils sont incubée pendant 20 min à 

so·c. 

Après évaporation sous azote, les prostaglandines sont 

resuspendues dans 50 µJ de dodécane. Les tubes sont alas centrifugée pendant 

10 min à 3000 RPM (Hettich Universal) et le SU"nageant est récupéré. 

2.2.7. DETECTION DES PROSTAGl,AN)INES EN CHROMATOGRAPHIE 

GAZEUSE COUPLEE A UN SPECTROMETRE DE MASSE (GC-MS). 

L'aPPEf'eil GC-MS (Hewlett-Packard(USA)) est ~ipé dune colonne 

capiffaire de 5 % phényl méthyl silicone dont le ciamè1re interne est de 0,32 mm et 

la longueur de 25 m. L'épaisse\.r' du film de la phase stationnaire est de 0, 17 1,1.m. 

La caractérisation des prosta~c:ines se fait par ionisation chimique 

négative en présence de méthane comme gaz réactionn~ et les molécules sont 

identifiées par tagmentométrie ou ·selected ions monitaing" (SIM).Le g-adient 

de la température du four se réai se comme suit : 180 ·c pendant une minute, 

ensuite la températlle monte de 25 ·c par minute jusqu'à 270'C; la températlle 

de l'injecteur est de 260°C; cele de la 6gne de transfert vers le specromètre de 

masse est de 290'C tandis que celle de la sOU"ce d'ions est de 150'C. Le gaz 

vecteur est l'hélium dont la vitesse à travers la colonne est de 1 ml/min. Les ions 

détectés ayant des masses de 434, 524, 526, 569 et 614 correspondent 

respectivement à la PGB2, la PGD.2 et la PGl:2 , la PGE-1 , la PGF28 , la TX62 et 
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la 6 céto-PGF 1 a. Rappelons que la PGl2 se 1ransforme en 6-céto-PGF 1 a dans le 

milieu cellulare. La quantité injectée des échrillons vwie de 2 à 5 11,1. 

La (J.lantification des PGs est réali&ée avec des PGs deutérées qui 

servent de sœnds'ds internes. Ces PGs deutéréea sont ajoutées 6 réchriHon 

au dép.-t. La PG~. la PGF2a-d4 et la 6-céto-PGF1a-d4 correspondent 

respectivement aux ions détectés peu des manes de 528, 573 et 618. 
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CHAPITRE 3. RESULTATS. 

3,1. CULTURE DE CEU.ULES 

3.1,1,PREUMINAIRE. 

Comme expliqué dans l'introduction, les synoviocytes sont stimulée 

dans cifférentes pathologies inflammatœ-es et p-ocüsent différents enzymes 

(collagénaae, gélatinase, p-otéogycanase, ... ) et facteu-s (activatew- ci, 

plasminog6ne, PGE2, IL-1, ... ). Nous avons donc voulu mettre ces cetlules 

synoviales en cultLr"e pou- aéer un modèle in vitro de la membrane synoviale qui 

nous permettra d'étudier son compatement dans différentes conditions. 

Nous avons d'aba-d mis au point la a.itue sur des cellules synoviales 

d'origine humaine et nous avons ensuite étudé certains paramètres su- ces 

cetlules. L'influence <il sérum humain et ci, sérum de veau foetal su- les cellules 

synoviales a notamment été testé à deux niveaux : la aoissance et la mapholo!je. 

Pou- cette étude nous avons réalisé des photo!;J"aphies, des dosages de 

p-otéines cellulai"es in situ et des donages . 

Nous avons reçu 8 fragments (Tabfeau 2) que nous avons mis en 

a.ilture et su- lesquels nous avons réalisé nos expériences. 

Dans les primo-cultlr'es, nous observons des cellules fùobfastiques 

et denaitiques (photos 1 et 2 ). Ap'ès plusieu-s repiquages, nous ne voyons 

p-atiquement plus que des cellules fùoblastiques. Cependant, si nous stimulons 

les cetlules avec de l'IL-1 à raison de 10 U/ml de mitieu, nous constatons qu'une 

partie des cellules fibroblastiques se transfament en cellules denaitiques (cfr 

3.2.4.1.). 

3.1 .2.MISE EN CULTURE. 

39 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -



Datederéception Sexedu pattent Agedu patient Nom de la lignée Pathologie comptage des cellules 

5 octobre 1987 Féminin 62 ans 1-F-62 Prothèse totale environ 820 000 cellules 
de· la hanche. 

5 octobre 1987 Féminin 73 ans 2-F-73 Prothèse totale du environ 650 000 cellules 

genou (arthrose) 

12 octobre 1987 Masculin 18 ans 3-M-18 Non communiquée environ 1 125 000 cellules 

(genou gauche) 

12 octobre 198 7 Féminin 53 ans 4-F-53 Prothèse totale esttmat1on Impossible à cause du 

du genou grand nombre de globules rouges 

16 novembre 1 98 7 Fém1n1n 75 ans 5-F-75 Prothèse totale esttmat1on Impossible à cause du 

du genou grand nombre de g 1 obu les rouges 

30 novembre 1 98 7 Fém1n1n 71 ans 6-F-71 Prothèse totale esttmat1on Impossible à cause du 

de la hanche. grand nombre de globules rouges 

22 février 1988 Fém1n1n 56 ans 7-F-56 Prothèse totale environ 1 700 000 cellules 

du genou 

19 avril 1988 Fém1nin 35 ans 8-F-35 Kyste synovial env1ron 1 080 000 cellules 

Tableau 2 : Ceractéristicp,s des fragments reçus pc:u la mise en ~e de celulea synoviales. 



Photo 1 : Primoculture des cellules synoviales de la lignée 1-F-62. Cellules 

dendritiques et fibroblastiques (X 144). 

41 

Photo 2 : Primoculture des cellules synoviales de la lignée 1-F-62 . ..,._ Cellule 

dendrit ique au centre de la photo (X 144). 



LISTE DES ABREVIATIONS l/IlUSEES DANS LA PRESENTATION DES LIGNEES 

MISES EN CULTURE, 

ceff. : cellules. 

CM : changement de milieu. 

CL : donages. 

OP : dosage des protéines celulai'es in situ poc.r établir une cOllbe de 

aoissance. 

COLL. : cellules stimulées au PMA 50 ngml (cr 2.1. 5.1 .). 

GX : cellules en )(ième génér"ation. 

M : maphologie (photogaphies). 

OPT +SB+ AB : OPTI - MEM contenant 10 o/o de sér"um de veau foetal ; de la 

pénicilline, de la streptomycine et de la fungizone respectivement à 

des concenrations de 100 U/ml, 100 µ.glml et 2,5 µ.glml. 

qq : quelques. 

SB : OPTI - MEM contenant 10 o/o de sérum de veau foetal. 

SH1 : OPTI - MEM contenant 10 o/o de sérum humain du 25-02-88 provenant 

d'une jeune fille de 21 ans. 

SH2: OPTI - MEM contenant 1 O o/o de sa-um humain liJ 25-02-88 provenant 

d'une jeune fille de 23 ans. 

T25 : boite de culture Cell-Cult (Stérilin, Grande-Breta{J'le) de 25 cm2. 

T75 : boite de cult\.l'e Cell-C"1 (Stérilin, Grande-Breta{J'le) de 75 cm2. 

030 : Boite de Pétri de 30 mm de diamètre (Stérilin, Grande-Bretagie). 

060 : Boile de Pétri de 60 mm de diamètre (Stérilin, Grande-Bretagie). 

D : contamination de la cultl.l'e. 

* : congélation des cellules. 
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3 . 1. 2 . 1 . LIGNEE 1 - F - 6 2 . 

T75 

T25 Gl SB 

)16-10 
T75 G3 SB 

1 

l 21-10 l 

05-10-87 
T25 GO SB 

:!:820 000 cell. 

CM 07-10 

CM 09-10 

CM 12-10 

13-10 

r 
T75 G4 SB 

T25 Gl SB 

!16-10 
T75 G3 SB 

1 

21-10 GVG4SB 
CM 23-10 

23-10:DP+M 26-10 
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! 
T75 G4 SB 

26-10 

T75 G5 SB 
D 27-10 

T75 G5 SB 
D 27-10 

T75 G5 SB 
D 27-10 

T75 G5 SB 

T75 

t 
T75 GlO SB 

!CM 2-12 

* 4-12 

j 29-10 

T75 G6 SB 

)cM 05-11 
06-11:DP 

1 
T75 G6 SB 

CM 05-11 

10-11 

T75 G7 SB T75 G7 SB 
D 12-11 

1 

! 13-11 l 
T75 G8 SB 

1 

* 1/2 T75 

20-11 

25-11 

! 
T75 G9 SB 

t 
25-11:DP+M 

i 
T75 GlO SB 
D 28-11 



3.1.2.2. LIGNEE 2 - F - 73. 

1 
T25 G2 SB 

!23-10 
T75 G4 SB 

l 
* 29-10 

05-10-87 
.0'60 GO SB 

:t650 000 cell. 

CM 09-10 

16-10 

T25 Gl SB 
!625 000 cell. 

1 
19-10 
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1 
T25 G2 SB 

1 

i 27-10 l 
T75 G3 SB T75 G3 SB 

~ i 
* 29-10 * 29-10 



3 .1 . 2. 3. LIGNEE 4 - F - 53. 

12-10-87 
0'30 GO SB 

!CM 16-10 

19-10 
T25 G2 SB l 23-10 

T75 G4 SB 

29-10 
(non confluente) 

* 1/2 T75 T75 G6 SB 

CM 05-11 

10-11 

T75 G7 SB 

CM 13-11 

j 
17-11 

45 

T75 G7 SB 
J 

* 13-11 

T75 G8 SB T75 G8 SB 

1 
T75 G9 SB 

CM 27-11 

30-11 

1 

23-11 l 
T75 G9 SB 

CM 27-11 

30-11 

T75 G9 SB 
o 2 5-11 

T75 Gl0 SB T75 Gl0 SB 

! 
* 04-12 

i 
* 04-12 

23-11 

T75 G9 SB 
025-11 



3.1 .2.4. LIGHE 7 - F - 56. 

22-02-88 
125 GO SB 

!I 700 000 cell. 

CM 23-02 avec OP1 +SB+ AB 

CM 25-02 avec OP1 +SB+ AB 

29-02 
non confluente 

(CL 

' 127 000 cell. 

~ 
125 G4 SB CL et DP(SB) 

!50 000 cell. 

125 G2 SB 
avec qq cell.) 

lcM 04-03 

t 
113 000 cell. 

~ 
125 G4 SHl CL et DP(SP.J) 

! 50 000 cell. 
t 

,-----~----------C~OL_L. 14-03 

18-03(subconfluente) 

125 G5 SH2 
115 000 cell. 

(CL avec qq cell . ) 

125 G5 SB 
115 000 cell. 

1 

j 24-03 

ml. l 24-03 l 125 G6 SB 
:289 000 cell. 

COLL. 128-03 

:289 000 

28-03 

SH2 
cell. 

125 G6 SB 
!134 000 cell. 

! 
COLL. 28-03 
031-03 

125 G6 SH2 
:134 000 cell. 

j 
COLL . 28-03 

125 G1 SH2 

jo1-04 

T75 G9 SB 
D 06-04 

125 G1 SH2 

101-04 

T75 G9 SH2 
CM 06-04 
CM 08-04 

T75 GJJ SB 
1 

COLL. 18-04 

l 
T75 Gl3 SB 
D 21-04 

l 
T75 Gl5 SH2 

1 

l 
T75 GJ7 SH2 
D 07-05 

11-04 
(très confluente) 

T75 G!O SH2 

15-04 

175 GJO SB 

COLL! 16-04 

T75 Il SH2 

1 

l 18-04 

1 
T75 Gl3 SB 175 GJ3 SH2 T75 Gl3 SH2 
D 21 - 04 

1 
T75 GIS SH2 

COLL! 02-05 
D 06-05 

I 
T75 Gl 7 SH2 

J 10-0~ 

4 T75 Gl9 SH2 

j 17-05 

8 T75 G20 SH2 

j 24-05 

16 T75 G21 SH2 

1 
25-04 

03-05 l 

cou\ 26-04 
D 28-04 

1 
T75 GIS SB 
D 28-04 

l 
T75 GIS SB 
D 28-04 

T75 Gl7 SH2 175 Gl7 SH2 

110-05 

1 
* 10-05 

4 T75 Gl9 SH2 
sont utilisées pouT l'expérience 
d'incorporation et de libération 
d'acide arachidonique radioactif. 

N.B. Nous avons eu un lot de s~rum de veau foetal contamin~. 
Cela explique le taux élevé des contaminations dans cette lignée, 

--- --- ---- - -- --- ------- --- --- - - - ---
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3.1.2.4. LIGNEE 7 - F - 56. 

T25 G2 SB 

* 02±03 

22-02-88 
T25 GO SB 

:!: 1 700 000 cell. 

CM 23-02 avec OPT +SB+ AB 

CM 25-02 avec OPT +SB+ AB 

non 
29-02 
confluente 

(CL 

♦ 
127 000 cell. 

j 
T25 G2 SB 
avec qq cell.) 

lcM 04-03 

+ 
113 000 cell. 
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~ ~ 
T25 G4 SB CL et DP(SB) ' 

:!: 50 000 cell. 
T25 G4 SHI CL et DP(SHl) 

:!:50 000 cell. 
t 

1 
COLL . 14-03 

18-03(subconfluente) l 
T25 G5 SH2 

115 000 cell. 
( CL avec qq cell.) 

1 

24-03 

j 
T25 G6 SB 

:t2 89 000 cell. 
T25 G6 

:t289 000 

COLL. 128-03 

T25 G7 SH2 

jol-04 

T75 G9 SB 
D 06-04 

28-03 

T25 G5 SB 
115 000 cell. 

1 

24-03 

SH2 
cell. 

T25 G6 SB 
:!:134 000 cell. 

i 
COLL. 28-03 
D 31-0 3 

T25 G7 SH2 

101-04 

T75 G9 SH2 
CM 06-04 
CM 08-04 

11-04 
(très confluente) 

T75 GlO SH2 T75 GlO SB 

l ~ 
COLL. 16-04 

T25 G6 SH2 
:tl34 000 cell. 

i 
COLL. 28-03 

7. 



l 
T75 Gll SB 

! 
COLL. 18-04 

T75 Gl3 SB 
D 21- 04 

T75 Gl5 SH2 

T75 Gl7 SH2 
D 07- 0 5 
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15-04 

T75 111 SH2 

18-04 

! 
T75 Gl3 SB T75 Gl3 
021-04 . 

T75 Gl5 SH2 

COLL~ 02-05 
D 06-05 

T75 Gl7 SH2 

j10-05 

4 T75 Gl9 SH2 

J 17-05 

8 T75 G20 SH2 

j 24-05 

16 T75 G21 SH2 

25-04 

03-05 

SH2 T75 Gl3 SH2 

COLL! 26-04 
D 28-04 

T75 Gl5 SB 
D 28-04 

l 
T75 Gl5 SB 
D 28-04 

T75 Gl7 SH2 T75 Gl7 SH2 

!10-05 

i 
* 10-05 

4 T75 Gl9 SH2 
sont utilisées pour l'expérience 
d'incorporation et de libération 
d'acide arachidonique radioactif. 

N.B. Nous avons eu un lot de sérum de veau foetal contaminé. 
Cela explique le taux élevé des contaminations dans cette l i gnée. 
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3.1.2.5. LIGNEE 8 - F - 35. 

19-04-88 
! 1 080 000 cell. 

i l 
1 

i 
0'30 GO 0'30 GO 0'30 GO SB 

!300 0 0 
SH2 
cell. t300 000 

SH2 
cell. 

.030 GO SB 
!240 000 cell. t240 000 cell. 

CM 20-04 
CM 22-04 

25-04 

T25 G2 SH2 

128-04 
4 T25 G4 SH2 

[02-0~ 
4 T75 G6 SH2 

06-05 

8 T75 G7 SH2 
utilisées pour 
l ' expérience de 
stimulation des 
cellules avec de la 
rIL-l/3 lU/ml milieu 

D 20-04 O 20-04 
CM 20-04 
CM22-04 

(mauvais lot de sérum de veau foetal) 

25-04 

T25 G2 SH2 

!28-04 
4 T25 G4 SH2 

)02-os 
3 T75 G6 SB 

06-05 

6 T75 G7 SH2 

10-05 

4 T75 G9 SH2 

17-05 

8 T75 Gll SH2 

! 

et 4 T25 G6 SH2 
~ utilisées pour l'expérience de 

stimulation des cellules avec 
de la rIL-1(3 lU/ml milieu 

---- 5 T75 G7 SH2 sont utilisées pour 
pour l'expérience de stimulation 
des cellules avec de la rIL-1(3 
lU/ml milieu 

2 T75 G9 SH2 sont utilisées pour 
l'expérience d'incorporation et 
de libération d'acide 
arachidonique radioactif 

31 T75 Gl3 SH2 et 12 T25 Gl3 SH2 
.les 12 T25 et 15 T75 sont utilisées 
pour la stimulation des cellules 
avec de la rIL-1 (3 10 U/ml milieu 
.9 T75 sont utilisées pour une 
seconde expérience de stimulation 
des cellules avec de la rIL-1 (-3 
lOU/ml milieu 
.7 T75 sont congelées. 



3.1.3. ETtDE DE L 1N=LUENCE DES SERA SUR LA MORPHOLOGIE ET LA 

CROISSANCE DES CELLULES SYNOVIALES. 

3.1.3.1.MOAPHOLOGIE. 

Nous avons suivi la li171ée 7-F-56 durant 4 générations en la cultivant 

soit dans le sérum humain soit dans le sérum de veau foetal. Nous avons observé 

la maphologe des cellules (Tableau 3.) et nous pouvons fai'e les observations 

suivantes : 

- en présence de sérum bovin , les cellules ont une maphologie 

altérée, elles ressemblent à des cellules •vieilles", très aplaties et très IEl"ges; elles 

ont de nombreux prolongements cytoplasmiques. Nous voyons assez peu de 

cellules ayant un aspect fibroblastique (Photo 3) 

- en présence de sérum humain, nous observons beaucoup plus 

de cellules fibroblastiques, et elles ont beaucoup moins de prolongements. De 

plus, leu- croissance est beaucoup plus rapide. 

- les cellules cultivées dans un milieu avec sérum bovin puis dans 

un milieu avec sérum humain voient leur aspect s'améliorer et leu- aoissance 

devient également plus rapide (photo 4). 

-par con1re, les cellules cultivées en présence de sérum humain 

puis en présence de sérum bovin acquièrent à leur tour un aspect aplati et ont 

beaucoup plus de prolongements. 

Les photos 5 et 6 représentent des cellules synoviales cultivées 

depuis la cinquième génération jusqu'à la dixième génération dans de l'OPT + SH2 

et repiquées &p"ès la dixième génération de la façon suivante : - ooe moitié des 

cellules a été placée dans de roPT + SH2. 
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- l'autre moitié 

des cellules a été mise dans de l'OPT + SB. 

Nous observons que les deux boîtes sont .-rivées à confluence le 

même jour et que les cellules ont un aspect assez semblable; il semble donc que le 



___. 
~ ... ----~ - ----:-:-..... - ---· . ,,,, .~ 

. \ -. --- ~-.--,, 
---- 1-"· .. 

~ _ . .,...-___ ....-:-:.,·' ._ 
~~~,,,..,..-; ,, .. 

.. -..._ __ ......,,. __ 

25 

50 000 ce ll. 

confluenle le 14 -03 

289 000 cell. 

T25 G5 SH2 

29-02 

T25 G2 SB 
__..------

08-03 

T25 GG SB 

289 000 cell. 

T25 G4 SB 

50 000 cell. 

conlluenle le 18-03 

18-03 

14 -03 

T25 G5 SB 

134 000 cell. 13'1 000 cell. 

24 -03 

28 03 

UI ... 



Photo 3 : Culture en monocouche de cellules synoviales en quatrième génération (7-

F-56) . Les cellules sont cultivées dans de l'OPT + SB 10 % (X 144). 

Photo 4 : Culture en monocouche de cellules synoviales en quatrième génération (7-

F-56) .Les cellules sont passées lors du repiquage de l'OPT + SB 1 O % à l'OPT + SH 

10 % .(X 144) . 
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Photo 5 : Culture en monocouche de cellules synoviales en onzième génération (7-F-

56).Les cellules ont été cultivées dans de l'OPT + SH2 de la quatrième à la dixième 

génération. A la onzième génération, elles ont été cultivées dans l'OPT + SB 10 % (X 

144). 

Photo 6 : Culture en monocouche de cellules synoviales en onzième génération (7-F-

56). Les cellules ont été cultivées dans de l'OPT + SH2 depuis la quatrième 

générat ion (X 144). 
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s«um humain a réellement un effet positif 8'.f' les cellules et que cet effet se 

prolonge quelque temps. 

3.1.3.2.COURBES DE CROISSANCE. 

POU" les courbes de aoiasance,nous avons éludé l'effet de : 

-OPT + 5%SB 

-OPT + 10% SB 

- OPT + 5 % SB - 5 % SH 

-OPT + 10% SH 

Selon les fabricants, le milieu OPTI - MEM est très perfamant et d'une 

g-ande souplesse d'emploi, même avec des concen1rations réduites en sérum de 

veau foetal. Il permet donc de réaliser une économie de sérum. 

Les résultats des tests réalisés per les fabricants sur les fitrobfastes 

Wl-38 sont en effet 1rès significatifs (figure 7.) : les cellules sont placées dans du 

BME + 10 % ou 4 o/o SB et dans de l'OPTI - MEM + 4 o/o ou 2 % SB. Après une 

incubation de cinq jOU"s, elles sont trypsinisées et comptage est pour chaque 

concition expérimentale. 

Les résultats indiquent que les cellules cultivées dans l'OPT + 4 % SB 

ou roPT + 2 % SB prolifèrent à un rythme comparable au BME + 10 % SB et 

meillew- que celui du BME + 4 % SB. 

Nous avons donc testé si cet effet était également visible 8'.f' les 

cellules synoviales. 

Le mélange SB-SH est utilisé pcx6' étudier son efficacité per rapport à 

Cll SB ou Cll SH seul. En fait, ce mélange a déjà été testé sur les cultures de 

choncrocytes au labaatoire et il donnait de meilleurs résultats que le sérum bovin 

seul. 
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Nous avons réaisé les co11bea de aoisaance IU' les celulee 

synoviales selon la méthode décrite en 2.1. ◄. Les résultats dee doeagee de 

?"otéines in situ sont consips dans les figi.res 8., 9. et 1 O. 

On peut concl11e de ces expériences que : 

- le sérum humain permet une aoissance plus rapide des celules 

synoviales et est plus efficace que le mélange Sl+SB ou le SB seul. 

- en ce qui concerne les celules synoviales, une concenration en 

sérum de 5 % est insuffisante. Nous avons donc utilisé une concenration en 

sérum humain de 10 % potJ" obtn une aoissance cellulaire optimale 

3.1.3.3.CLONAGE DE CELLULES SYNOVIALES. 

Nous avons aussi testé l'influence des cifférents séra s11 la 

aoissance des cellules lors ctun clonage. 

Nous avons réalisé des clones SU' boîtes de Pé1ri de 60 mm de 

ciamètre, et pour chaque milieu testé, nous avons réalisé deux cultures : l'une 

servira à visualiser les clones et l'autre à réaliser un dosage de ?"Otéines cellulaires 

in situ (Photo 7, Tableau 4.). 

Cette expérience nous donne à nouveau les mêmes résultats en ce 

qui concerne la aoissance et nous mon.-e de plus qu'il existe une variabilité entre 

les différents séra humains. 

D'autres expériences de clonage ont été réalisées sur des boîtes 

multicompertimentées à 384 cupules sur les trois mêmes milieux, les résultats sont 

donnés dans la Figure 11. Nous pouvons plus cifficilement ti"er des conclusions 

dans ce cas perce que la différence entre les divers séra est beaucoup moins 

visible. Nous constatons que le nomtre de clones ayant plus de 128 cellules est 

inférieur dans le sérum de veau foetal pm- rappc,t au séra humains. 
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Figure 8 : Effet des séra humains et bovins à différentes concentrations Sll' la aoissance 

cellulaire. Le dosage des i:,-otéines cellulai"es a été réalisé in situ 911 des cellules synoviales en 

sixième génération (1-F-62) dans les cifférents milieux de cultlles. Les résultats sont exprimés 

en donnant la moyenne (en µ.g de i:,-otéines par ml et pol.l" une surface de 4 cm2}.t: 2 écart8-

types. 

OoPT+So/oSB 

■ OPT + 5 % SB-5 o/o SH 

♦ OPT + 10% SB 

◊ OPT + 10%SH 
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Figure 9 : Effet des séra humains et bovins è différentes concentrations sur la aoissance 

cellulaire. Le dosage des protéines cellulai"es a été réalisé i, situ sr des cellules synoviales en 

neuvième génération (1-F-62) dans les cifférents m~ieux de cuttlres. Les résultats sont 

exp"imés en donnant la moyenne (en µ.g de protéines par ml et peu une SU'face de 4 cm2) * 

2écarts-types. 

DoPT+S%SB 

·Q OPT + 5% SB-5% SH 

■ OPT+10%SB 

e OPT + 10% SH 
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Figure 10 : Effet des s«a humains et bovins à afférentes concen1rations su- la aoissance 

cellulaire. Le dosage des protéines cellulùes a été réalisé in situ su- des cellules synoviales en 

quarième génération (7-f-56). Les réslitats sont exprimés en donnant la moyenne (en µ.g de 

protéines pe.- ml et poli' une anace de 4 cm2) * 2 écart&-types. 

0 OPT + 1 O o/o SB 

e OPT + 10%SH 

--------------·----------- --
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MMieu utilisé 

OPT + 10% SB 

OPT + 10% SH 1 

OPT + 10% SH 2 

µ.g de p-otéines / ml / botle de Pélri 

48,75 

166,25 

271.25 

Tableau 4 : Effet du sérum de veau foetal et liJ sérum humain SIS la aoissance des 

synoviocytes. Cet effet est estimé pa- un dosage des p-otéines cellulai'es in situ SU" des 

dones réalisés dans des bones de Pélri de 60 mm de ciamèi'e. Eles sont ensemencées avec 

environ 200 cellules synoviales (7-F-56) en seconde génération. Le dosage a été réalisé ap-ès 

neufs jcxn. 

Photo 7 : Clones de cellules synoviales de la lignée 7-F-56 en seconde génération. Les clones 

sont réalisés dans des boîtes de Péri de 60 mm de ciamèi'e. Celles-ci sont ensemencées 

avec envi"on 200 cellules synoviales. Les cellules ont été fixées ap-ès neuf jours. 
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Figure 11 : Effet du sérum de veau foetal et ci.a sérum humain 91 le clonage de ceflules 

synoviales en sixième génération (7-F-56). Les cellules ont été repi~ées dans les boîtes 

multicishs à 384 cupules à raison de I.B'le cellule en moyenne p.- petite cupule. EJles sont 

fixées après neuf jou-s. La taille des dones est déterminée en comptant les cellules. Dans les 

résultats, nous donnons la fr~ence des clones en %. 

0 OPT + 10% SB 

■ OPT + 10% SH1 

e OPT + 10% SH2 
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3.1 .3.4.CONCLUSIONS. 

Des diverses exp«iences réalisées SIi les celules synoviales, noue 

pouvons ti"er comme conduaionl(JJe la aoisemlce des cellules est plue rapide 

dane l'OPT + SH et CJJe c'est dans ce milieu CJJe les cellule& sont 

maphologiquement les mieux conservées. Dee expériences similai'es ont ét6 

réaliaées au labaatoire SIi les chonâocytes humains en cutn.re pa- 1. KNOTT et 

ses conclusions sont semt>.bles aux nô1res. Nous n'avons pas 1rouvé 

d'exp«ience semblable dans la litténm.re et nous ne connaissons pas de 

publiœtions mentionnant remploi du miieu de aln.re OPTI-MEM J>OI.I' la cultLr"e 

de cellules synoviales. 
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3.2.MISE AU POINT D'UN DOSAGE DE LA COl.LAGENASE, 

3.2.1. INTROOUCTION. 

Nous avons voulu doser la colagénase proc:bte p..- les celules 

synoviales dans cifférentes conditions de culture. Plusieu"S possibtlités s'oft'aient 

à nous : le dosage de la collagénaee sur fibrilles (Cawston et coll., 1979), s1.r gel 

(Peeter~Joris et coll., 1981), sur film de collagène racioactif (Johnson-Wint, 1980) 

ou encore sur du collagène racioactif soluble (Mallya et col., 1986). 

Les dosages sont essentiellement basés Sll' le fait ~ la collagénase 

de vertébrée clive de façon tout à fait spécifique le collagène natif, qu'il soit de type 

1, Il ou Ill et que l'on peut doser l'enzyme de façon indirecte en dosant les produits 

de son action enzymatique, soit les fragments rcA et rcB (voir in1roâJction 

1.3.1.). Comme le collagène employé est racioactif, nous pouvons effectuer des 

comptages eu- ces fragments et ainsi estimer la quantité de collagénase qu'ils 

contiennent. Sig,alons que la collagénase peut agir aussi comme une gélatinase, 

à pH neutre et à 37C, sur du collagène aenatl.l"é. Elle agit cependant moins 

rapidement que les au1res protéases non spécifiques (Wooley et coll ., 1975). 

Dans ces tests, le collagène de type I est généralement le plus utilisé 

comme substrat pOll" plusieurs raisons : 

- il est clivé plus rapidement que le collagène de type Il qui contient 

un plus gand nombre de liaisons covalentes entre les fibrilles (Barrett et coll. , 

1985). 

- le collagène de type 111 sous forme de triple hélice est sensible à 

l'action de sérines protéases à un site proche mais non identique à celui de la 

collagénase (Harris et coll ., 1982). 

- le collagène de type I est beaucoup plus abondant ~ les deux 

au1res types dans l'aganisme et est donc plus facile à isoler. 

Les modèles sur film, gel et fibriHes reproâJisent assez bien les 

concitions in vivo et leur mise en oeuvre est plus facile car les fragments TC A et 
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TC B sont œ-ectement relar~és dans le milieu. Il suffit akn de prélev« un peu de 

celuk:i et de faire un comptage de radioactivité. 

Le modèle utilisant le collagène racloactif sotuble reproci.lit moins bien 

les conditions in..YiïQ.., mais il semble plus sensible et plus approp-ié peu fse de la 

cinéticp, enzymatique (Mallya et col., 1986). Cependant, il faut ôter les 

télopeptides du collagène radioactif, ..,, quoi des fibrillee poU"Taient se former 

dans la solution et fausser les résultats (Helseth et col. , 1981 ). Autre avantage, on 

utilise de plus petites quantités de collagène radioactif, ce qui est plus 

économique. 

Nous avons choisi de doser la collagénase SU" film de collagène 

radioactif parce que la méthode proposée par Johnson-Wint (1980) paraissait facile 

à réaliser et suffisamment sensible et spécifique. De plus, elle permet de travailler 

SU" un gand nombre d'échantilons à la fois. 

Nous avons donc marqué du collagène de type I de peau de veau 

avec de l'anhyci'ide acétique tritié (cfr. 2.2.1 .). L'anhyci'ide acétique se fixe 

principalement SU" les goupes f: aminés des lysines. La réaction n'a cependant 

lieu que si ces goupements ne sont pas protonés (GisslOYI' et coll. , 1975). Il est 

donc nécessai"e de travailler à un pH élevé et à des concentrations élevées en 

collagène. POIi que, dans ces conditions, le collagène reste soluble, il faut ajouter 

au tampon du CaCl2 (Cawston et coll., 1979) et du NaCI de l'orci'e de 0,3 M 

(Mookhtiar et coll., 1986). 

Nous avons utilisé poli' le dosage la solution de collagène racloactif 

dialysée contre le tampon phosphate de sodium 0, 15 M, pH 7,4; cette solution a 

été darifiée et le surnageant constitue notre solution finale de collagène(2.2.1.). 

Pour rappel, ce Sll'Tlageant contient environ 2,5 1(f, cpmlml ou 5,202 10 6 

dpm/ml, soit enccre 2,35 µCi/ml ou 8,695 1o4 Bq/ml. 
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3.2.2. ESTIMATION DE LA CONCENTRATION DU COLLAGENE RADtOACTF 

PAR DOSAGE COLORIMÈ[RIQUE DE L 'HYDROXYPROUNE PAR LA 

CHLORAMINE TET PAR ÉTALONNAGE AU SPECTROPHOTOMETRE. 

3.2.2.1.DOSAGE DU COLLAGENE RADIOACTIF PAR LA CHLORAMINE T. 

3.2.2.1.1 .1 NTROOUCTION. 

La solution de collagène racioactif que nous avons centrifugée 2 

heures 15 min à 20 000 RPM (Roter Bedcman JA 20) (cr 2.2.1.) contenait environ 

2 mg de collagène radioectif per ml de solution. Nous désirions savor (1.lelle 

quantité de collagène radioactif restait dans le surnageant avec lequel nous alions 

1ravailler. 

Comme le collagène possède une composition en acides aminée 

inhabituelle, il est difficile à doser selon les méthodes classiques. Nous avons opté 

p011 un dosage spécifique de l'hyctoxyproline (Husz« G. et coll., 1980), c« le 

collagène est une protéine très riche en cet acide aminé, comp..-ativement aux 

au1res protéines. 

3.2.2. 1 .2. DOSAGE DE L'HYDROXYPROLINE. 

POU" mettre au point le dosage de l'hy<roxyproline à la chloramine T 

proposé p..- Huszar et coll (1980), nous avons d'aba"d réalisé une ctoite 

d'étalonnage pour de l'hyctoxyproline pure (Figure 12.). 

Nous constatons que le dosage est linéeie pour des quantités 

d'hyctoxyproline compises entre 0, 5 et 20 µ.g p..- test (50µ.I) . Ces résultats nous 

permettent de doser des solutions d'hyctoxyproline à des concentrations de 10 à 

400 µ.~ml De plus, le dosage est bien spécifique de l'hyctoxyproline c..- si nous 

réalisons un test avec des concentrations croissantes en albumine - qui ne contient 
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Fi9',re 12 : Droite d'étalonnage de 11lycroxyproline établie p.- le dosage à la chlore.mine T. En 

abscisse est donnée la (JJ&ntité en hyct-oxyi;x-oine (µg) dans le test ( 50 µI) et en ordonnée les 

valet.n de l'abscrbance auxquelles on a retré le blCW1c. 
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pas cthycroxyproline -, l'absorbance lue ne dépasse pas celle obtenue avec le 

tampon phosphate de sodium 0, 15 M pH 7,4 seul. 

3.2.2.1.3. DOSAGE D'UNE SOLUTION DE COLLAGENE NON 

RADIOACTIF ET DE CONCENTRATION CONNUE, 

Après avor testé le dosage de l'hyd"oxyproline, nous avons établi une 

â'oite d'étalonnage avec une solution de collagène de type l de peau de \/eau à 

différentes concentnrtions (fi~e 13.). Les quantités de collagène s'étalent entre 

3 et 20 IJ.Q P• test (SOµJ) . La séquence en acides aminés <iJ collagène de type 1 

est connue pOU" de nomtreuees espèces animales (M~ler et Gay, 1982, Fujii et 

Khün, 1975) et on peut donc estimer la quantité d'hycroxyproline dans le 

collagène de type 1. Celle-ci est d'envi'on 135 µ.g d'hyci"oxyproline per mg de 

collagène . Nous nous situons donc dans la zone de linéarité conforme à 

l'étalonnage de l'hyci'oxyproline. Pratiquement, nous pouvons donc doeer des 

solutions de collagène de 60 à plus de 1000 IJ.g/ml. 

Nous obtenons une beHe ci'oite d'étalonnage dont nous allons nous 

servir pour estimer la concentration en collagène radoactif. Sigialons par aineurs 

que nos données sont confames à celles de Husz• et coll . (1980). 

3.2.2. 1 .4. DOSAGE DE LA SOLUTION DE COLLAGENE 

RADIOACTIF. 

Nous avons testé différentes dilutions de la solution cl•ifiée de 

collagène radioectif . Nous nous basons 8'.f' la ci'oite d'étalonnage établie en 

3.2.2.1.3. pOU" défini' la concentration à pertt de l'abeorbance lue (figure 13.). La 

moyenne des concentrations rouvées est de 964,5 :t: 82,74 µ.g per ml de solution. 
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y• 0,00418 + 0,0221x R • 1,00 

Figure 13 : Droite d'étalonnage dune solution de collagène non radioactive et de concen1ration 

connue au moyen du dosage à la chlcnmine T. En abscisse, est donnée la (1.Jantité de 

collagène (p.g) dsls le test (50 p.l) et en crdonnée les valeu-s de l'absa-bance auxquelles on a 

reti'é le blanc. 
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Cependant, comme le dosage du collagène à la chloramine T est 

assez fastidieux, noua nous sommes demandé si noue ne pouvione simplement 

calculer la conœntration en collagène en lisant rabea-bance œectement au 

spectrophotomè1re. 

3.2.2.2. DOSAGE DU COLLAGENE AU SPECTROPHOTOMETRE. 

3.2.2.2.1 . INTRODUCTION. 

Noua avons donc voulu savoir si une ctoite d'étalonnage établie en 

lisant les valeu-s d'absorbance au spectrophotomètre ne serait pas plus simple et 

tout aussi caTecte. 

Nous avons utilisé une solution de collagène de type I de peau de 

veau non radioactive et de concentration connue. Nous avons commencé par 

établir les spectres d'absaption ckJ collagène dans les trois solutions que nous 

utilisions le plus souvent dans nos expériences : 

- solution A• acide citrique 0,2 M. 

- solution B • tampon TRIS-HCI 50 mM, NaCI 0,2 M, CaCl2 10 

mM à pH 7,4. 

- solution C • tampon phosphate de sodium 0, 15 M à pH 7,4. 

En effet,dans la littératu"e, nous avons trouvé une grande diversité 

dans les longueurs d'onde utilisées pour déceler le collagène. Dans le tampon 

phosphate de socium 0, 15 M pH7,4, nous obtenons un pic à 207 nm (Figure 14.), 

dans le tampon Tris un pic à 206 nm (FiQ'le 15.) et dans l'acide acétique un pic 

i:x-incipal à 231 nm (FiQ'le 16.). 
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3.2.2.2.2. DROITE D'ETALONNAGE DU COLLAGENE DE TYPE I DE 

PEAU DE VEAU DISSOUS DANS UN TAMPON PHOSPHATE DE 

SODIUM.0, 15M, pH 7,4. 

Nous avons alors étabi une ctoite d'étalonnage pour le collagène de 

type I de peau de veau dssous dmla le tampon phosphate au specirophotomè1re à 

207 nm (figt.re 17.). 

Cette courbe d'étalomage a été utilisée pour estimer la concentration 

en collagène p011 le S11nageant de collagène radoactif et nous obtenons une 

concentration de 509, 7 µ.g p« ml de solution. 

3.2.2.3. CONCLUSIONS. 

Nous constatons que la concentration obtenue p« lecture au 

specirophotomètre est inférie1.re à celle obtenue par le dosage à la chloramine T. 

Etant donné toutes les interlérences et les nombreux factet1s qui peuvent 

intervenr dans une lecil.re de densité optique à une longue1.r croncie aussi basse, 

nous pensons que le dosage à la chloramine T est nettement plus fiable. En 

conclusion, restimation gossière de la concentration en collagène pOU'Ta se tue 

rapidement au spectrophotomètre mais nous réserverons le dosage à la 

chloramine T pour les estimations précises. 

3.2.3. MISE AU POINT D'UN DOSAGE DE LA COUAGENASE. 

3.2.3.1. PREMIERE EXPERIENCE, 

Lors de notre première expérience, nous avons utifisé les modes 

opératoires expliquée en 2.2.3. Noua avons suivi s1rictement la méthode déaite 
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Figure 17 : Droite d'étalonnage établie au spectrophotomètre su- une solution de collagène de 

type Ide peau de veau dans un tampon phosphate de sodium 0,15 M, pH 7,4.En abscisse est 

donnée la concentration en collagène (µ.~ml) et en adonnée l'absabance à laquelle on a 

enlevé le blanc. 
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par Johnson-Wint (1980). Sig-ialons cependant que chez cet autei.r, le collagène 

est mar~é au 14c et plus concernré. 

Dans cette expérience p-éliminai'e, nous avons 1ravaillé SU' le milieu 

d'une boîte de cult1.1e de fibroblastes Wl-38 à la génération 34. Les cell~es ont 

été activées pendant 48 hel.res avec cil PMA 50 nglml ~i est connu poc.r sa 

p-opriété de stimuler la p-ociJ<:tion de collagénase . La collagénase libérée dans le 

milieu de cult\re a été activée par la trypsine comme indic,Jé en 2.2.3.3.. Le film de 

collagène radioactif a été coulé le joc.r p-écédent, incubé à 37'C dans une étuve, 

lavé dans de l'eau cistillée et sèché une nuit. Nous avons testé la collagénase 

activée, le tampon A, la trypsine 0,01 % et la collagénase bactérienne et après 

avoi' recouvert le film de collagène avec 200 µ.I de chacune de ces solutions, noua 

avons fermé la plaque au moyen d'un ps-afilm pour éviter toute évaporation et 

ravons incubée à 37'C 1 h et 2 h. 

Les résultats, consig1és dans le tableau 5., sont exprimés en 

pourcentage de radioactivité relarg.iée, 100 % carespondant à la radoactivité ciJ 

film de collagène. Nous supposons donc ~e tout le collagène se fixe dans les 

cupules au moment de la gélification. Nous constatons en comparaison avec les 

données de Johnson-Wint (1980) que : 

- pou- la collagénase bactérienne, les pourcentages d'hyctolyse sont 

peu élevés. 

- les p01rcentages relarg.iés dans les cupules avec de la trypsine sont 

élevés, ce qui inciquerait qu'une pa1ie du collagène radioactif est dénat11é. 

- les pourcentages relarg.iés dans les cupules avec la collagénase 

activée sont bas et ne commencent à augmenter faiblement ~'après cinq he1.1ea. 

Nous avons essayé de comprencte ces dvergences par rappat aux 

résultats de Johnson-Wint et nous avons procédé point par point en commençant 

par la collagénase bactérienne, puis la trypsine et enfin la collagénase activée. 
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Temps (heures) Tampon A Trypsine 0,01% collagénase activée Collagénase 

bactérienne 

1 0,49 % 16,77 % 0,96 % 10,74 % 

2 0,54% 16,14 % 2,63 % 27,80 % 

3 0,83 % 13,41 % 2,33 % 38,92 % 

4 1,43 % 23,20 % 2,67 % 40,52 % 

5 1,77 % 29,59 % 5,04 % 37,64 % 

6 1,64 % 34,75 % 11,19% 41 ,14 % 

Tableau 5 : Expérience de dosage de la collagénue sur film de collagène radioactif selon la 

méthode de Johnson-Wrrt (1980). Pour la technique, ae référer ., point 2.2.3. Œ.I chapitre 2. 

Matériels et Méthodes .. Les résultats sont exprimés en% de collagène radioactif dégadé, et les 

pourcentages sont calculés par rappc,t à la (Jl&ntité de radioactivité introduite dans la cupule. 

La collagènue activée ?"OVenmt de fi~oblastes Wl-38 en J.4ème génération stimulés 48h00 

per du PMA 50 ngml 
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,------------------ - ---- - ---- - - - -

3.2.3.2. PROBLEME DE LA COLLAGENASE BACTERIENNE. 

3.2.3.2.1. INTRODUCTION. 

Le pcucentage de dégadation w film de collagène radioactif pw la 

collagénaae bactérienne étant faible , nous nous sommes demandé si nous ne 

perdions pas une partie de notre collagène radioactif au moment w rinçage des 

cupules dans l'eau distillée. 

Dès lors, nous avons effectué des comptages de radioactivité Sll' reau 

de rinçage et nous avons essayé de quantifier le collagène radioactif sous forme de 

film après rinçage à l'eau. Pour ce fai'e , nous détachons le film de collagène dans 

w NaOH 0,5 Net réalisons ensuite un comptagede radioactivité. 

Pour être SÛ"s que les différentes solutions employées dans ce test et 

mélangées au liquide scintillant (Aqua-Luma, Lumac/3M, Pay&-Bas) ne modifiaient 

pas les propriétés de celui-ci , nous avons tout d'abord réalisé un test de 

•quenching". 

3.2.3.2.2. TEST DE "QUENCHING•. 

Le comptage à scintillation liquide se définit schématiquement comme 

la me&U"e de la lumière émise par les photons provenant d'atomes qui ont été 

excités directement ou indirectement pw les rayonnements B. 

Le •quenching" est dû à la présence de molécules qui diminuent 

l'efficacité de la scintilation en désactivant lee molécules excitées w scintilant. Le 

transfert d'énergie des molécules radioactives vers les molécules de scintillant se 

fait moins bien et la quantité de radioactivité mes,ée est sous-estimée (~ansome, 

1970). 

Nous avons testé le •quenching" Sll' les différentes molécules qui 

seront employées dmls nos tests : l'eau, le tampon A, le NaOH 0, 5 N et le NaOH 

0,5 N en combinaison avec de l'HCI 0,5 N. 
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Agent supposé quenchant lncice de quendling 

eau (0,5 ml) 1,026 

Tampon A (50 µJ) 1,000 

NaOH 0, SN ( 100 µJ) 1,013 

NaOH 0, 5 N (100 µ.I) + HCI 0, 5 N (100µ.J) 1,006 

NaOH 2 N (100 µJ) 1,420 

NaOH 2 N (100 µJ) + HCI 0, 5 N (100 µ.I) 1,261 

Tableau 6 : Tests de •quendling" Sir les différentes solutions employées dans le dosage de la 

collBQénase. 
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Le p-incipe de ce test est le suivant : dans une fiole de comptage, 

nous plaçons 10 µ.I de la solution de collagène radioactif et 5 ml de liquide 

scintillant; nous l'appelons la fiole de con1r01e . Dans les fioles tests, une solution 

supposée •quenchante· est ajoutée au liquide scintillant. L'indice de •quenching" 

(1) est calculé comme suit : 

cpm dans la fiole contrôle 
1------------

cpm dans la fiole test 

Les résultats (tableau 6 ) montrent que le liquide scintillant que nous 

employons est très stable parce qu'il n'y a pratiquement aucun •quenching" même 

en p-ésence de NaOH 0,5 N seul. Remarquons cependant une diminution 

importante de refficience de comptage en p-ésence de NaOH 2N, même après 

neutralisation. 

3.2.3.2.3. COMPTAGE DE LA RADIOACTIVITE DANS L'EAU DE 

RINÇAGE. 

Pour vérifier si nous ne perdions pas une partie de notre collagène 

radioactif dans l'eau de rinçage, nous avons compté la rac:ioactivité de celle-ci. Le 

pourcentage de colagène radioactif perdu dans cette eeu est déterminé comme 

suit: 

cpm dans la totalité de l'eau de rinçage 
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XIOO 
cpm introwits / cupule X nomlx'e de cupules 

Les résultats (tableau 7) indq.Jent effectivement que ron perd 

généralement enre 26 et 41 % de collagène radioactif dans cette étape, ce qui est 

élevé. Signalons que John~Wint (1980) n'évoque pas ce p-oblème. 
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cpm totaux 
in.-cxüts 

cpm dans reau % perws cpm récupérés % récupérés rendement 

3 300 055,0 

3 280 021 ,9 

3 280 021,9 

~ 246,2 

~246,2 

de rinçage 

885 000,0 26,82 

1 038 825,0 31,67 

1 345 855,0 41,03 

148 796,0 33,57 

161 569,0 36,45 

dans NaOH 0, 5 N en % 

1 312 908,6 39,78 66,60 

1 180 238,6 35,98 67,65 

1 157 545,0 35,29 76,32 

189 150,5 42,67 76,24 

222 883,8 50,28 86,73 

Tableau 7: Pcucentages de collagène radioactif perw dans l'eau de rinçage et de collagène 

radioactif récupéré au moyen w NaOH 0,5 N dans la cupule, ainsi <JJe le calcul du rendement 

total. 



3.2.3.2.4. RECUPERATION DU FILM DE COLLAGENE RADIOACTIF 

AVEC DU NaOH 0,5 N. 

Nous avons à ce moment essayé d'estimer quel pourcentage de 

collagène radioactif nous re1rouvions sur le film afin de pouvoir calculer un 

rendement. 

POCI ce fai"e, nous avons préperé quelques cupules dans lesquelles 

nous avons placé 2001,1.1 de NaOH 0,5 Nau lieu de 200 JLI d'échantillon, . Ensuite, 

nous avons laissé agi' le NaOH deux heures. Après avor bien mélangé le contenu 

de la cupule, nous prélevons 100 JLI que nous plaçons dans une fiole et ajoutons 

1001,1.1 d'HCI 0,5 N pour neu1raliser, puis 5 ml de liquide scintillant. Nous effectuons 

alors un comptage. 

Le pourcentage de collagène radioactif récupéré est donné comme 

suit : 

cpm totaux / cupule ap-ès action <11 NaOH o, 5 N 
----------- X-100 
cpm totaux introduits / cupule 

Les résultats sont donnés au tableau 7. 

Le rendement peut ala-s être calculé en addtionnant le pourcentage 

perci.l dans reau et le p011centage récupéré dans le film. 

Nous constatons (1.Je les rendements sont de l'a-dre de 66 % à 87 % 

(Tableau 7) . Ces faibles rendements pourraient être c:(is à une sous-estimation de 

la quantité de collagène solubilisé per- le NaOH dans la cupule. 

3.2.3.2.5.. NOUVEAU TEST SUR LA COLLAGENASE 

BACTERIENNE. • 

Nous avons fait de nouveaux tests SU' la collagénase bactérienne en 

tenant compte pOU" les calculs d'activité de la perte de collagène las des rinçages 
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T ernps (heures) 

0 

2 

4 

% collagène racioactif dégadé 
par la collagénase bactérienne 

1 

0,43 

105,21 

121,74 

2 

0,46 

117, 11 

122,20 

Tableau 8 : Estimation ckJ pou"centage de collagène radioactif dégadé p..- la collagénase 

bactérienne. Ces pourcentages sont calculés p..- rapport à la radioactivité récupérée sur la 

cupule au moyen ckJ NaOH 0, 5 N. 

Nous donnons les résultats obtenus pour deux expériences cifférentes. 
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dans l'eau. Un exemple est donné dans le tableau 8. Nous constatons <1,1e nous 

approchons et même parlois nous dépa88011s 100 % de dégadation. Ces valeurs 

supérieures à 100 % sont probablement dues, comme nous l'avons vu ci-dessus, 

à une sou:restimation du collagène resté dans la cupule. 

3.2.3.2.6.CONCENTRATION DU COLLAGENE RADIOACTIF. 

Nos résultats montrent <1,1e nous perdons une g-ande quantité du 

collagène radoactif dans l'eau de rinçage. Comme la gélification clJ collagène est 

un processus qui dépend de la concentration, nous nous sommes demandé si , à 

plus forte concentration, il n'était pas possible de rédur-e les pertes dans l'eau de 

rinçage. 

Nous avons donc concentré plus ou moins deux fois notre solution 

de collagène SU" système Amicor1. 

La concentration obtenue est de 1,876 :t: 0, 143 mg/ml. Cette 

nouvelle solution de collagène radioactif correspond à environ 5,815 1 cf> cpm/ml 

c'est-dire 21,65 1o4 Bq ou 5,84 µ.Ci ou 12,9221o6 dpm/ml 

Nous essayons d'établir, comme pour la première solution de 

collagène radioactif, le potl"centage percl.l dans l'eau de rinçage et le poll'centage 

récupéré dans la cupule, ainsi cpJe le rendement (tableau 9). 

Nous constatons cpJe noua perdons beaucoup moins de collagène 

radioactif dans l'eau (de 5 à 13 %). La concentration plus élevée en collagène 

arnéli«e donc la fixation clJ film Sll' la cupule. Nous observons également de 

meilleurs rendements : entre 90 et 98 %. 
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------ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

cpm introô.lits 
au dépwt 

6 335 498,7 

1 898 968,0 

6 589 902,0 

pertes dans % depertes récuP«9tion avec % de récup. 
l'eaude rinçagele NaOH 0, 5 N (en%) 

341 487,0 

251 625,0 

349 695,0 

S,39 

13,25 

S,31 

5 769 616,5 

1 522 499,6 

6 114 5n,s 

91,07 

80,17 

92,79 

rendement 
en% 

96,46 

93,40 

98,10 

Tableau 9 : Pcucentage de collagène radioactif perdu dans l'eau de rinçage, pourcentage de 

collagène radoactif récupéré sur la cupule au moyen du NaOH 0,5 N et rendement pour des 

pla~es coulées avec la solution de collagène radoactif concentré à 1,876 mg/ml. 
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3.2.3.4. PROBLEME DE LA TRYPSINE. 

Lors de no1re Jremière expérience, nous avons constaté que le 

pourcentage de collagène radoactif dégadé par la trypsine était rop élevé. 

D'après Johnson-Wint (1980), ce pourcentage ne doit pas dépasser de 5 6 10 % 

les valeurs obtenues pour le tampon A. Sinon, la quantité de collagène radioactif 

dénatu"é devient trop impatante et risque d'interférer avec le dosage de la 

collagénaae, qui nécessite un subs1rat natif. 

Nous nous sommes alors demandé si le fait de gélifier et d'incuber à 

37C n'était pas la cause de nos emuia. Il semble en effet que 37C soit une 

température aitique du point de vue de la dénaturation du collagène in vitro. Nous 

avons dès lors essayé de trouver un compromis enre une températ\l"e 

suffisamment basse pOU" éviter la dénaturation et suffisamment élevée pou" 

permelte à l'enzyme d'agir. C'est p<Q"quoi nous avons choisi la température de 

35·c. A cette températ\l"e, nous avons constaté que si nous travaillons entre O et 

2 heures, nous avons des vale\l's trypsine raisonnablement acceptables et 

meilleures que celles obtenues à 37C (Figi...-e 18). Ces résultats sont obtenus à la 

fois avec la solution de collagène radioactif à 964,5 µ.g,'ml et avec celle à 1,876 

mg/ml. Ap-ès ce délai de 2 h, les valeurs trypsine deviennent beaucoup trop 

élevées pOU" être utilisables (Figl..-e 19). Ces résultats ont été obtenus de manière 

reprod.lctible comme iHus1ré à la Figure 20 pOU" deux expériences réalisées à 

3s·c. 

Noua avons donc décidé de travailler à 35·c pOU" la gélification et 

pour l'incubation et de ne plus dépasser des temps d'incubation de deux he\l'es. 
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Figure , 8 : compa-aison entre les pourcentages de collagène radioactif dégadé par la trypsine 

pour une plaque gélifiée et incubée à 37C O et pOU' une plaque gélifiée et incubée à 35·c •. 

Le film de collagène radioactif a été obtenu pa- gélification du collagène racioactif à 964. 5 µ.g/ml. 

Ces pOU'centages sont calculés par rapport à la racioactivité récupérée su- la cupule au moyen 

du NaOH 0, 5 N. 
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Figt.l'e 19 : Comparaison entre les pourcentages de collagène radioactif dégradé par la trypsine 

pour deux plaques gélifiées et incubées à 3SC en fonction du temps dincubation. Une des 

deux pla(J.les a été coulée avec la solution non concentrée (964, 5 µ.g/ml) (0 ) et rautre avec la 

solution concentrée (1,876 m~ml) (♦)de collagène radioactif. Ces pourcentages sont calculés 

pa- rapport à la radioactivité récupérée sur la cupule au moyen du NaOH 0, 5 N. 
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Figure 20 : POll"centage de collagène radioactif dég-adé pa- la 1rypsine peu deux plaques 

gélifiées et incubées à 3SC en fonction du temps. Les deux plaques ont été coulées avec la 

solution de collagène radioactif concen1rée (1 ,876 mg/ml). Nous expimons les résultats 

obtenus pour deux expériences ciff érentes. 

.. 
Ces pOll"centages sont caJculés pw rapport à la radioactivité récupérée SU" la cupule au moyen 

du NaOH 0, 5 N. 
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3.2.3. 5. PROBLEME DE LA COLLAGENASE ACTIVEE, 

3.2.3.5.1. INTRODUCTION. 

Les p<)U"centages cthyâ'olyse cil collagène obtenus dans la 

çremière expérience ctactivation de la collagénase des celules étaient faibles, 

noue nous sommes demandé si noue avions ~e (1Jantité suffisante de 

collagénase. Johnson-Wint (1980) travaillant st.r des milieux concentrée, nous 

avons décidé de fai'e de même p0I.I" augmenter l'activité de la collagénase. 

3.2.3.5.2. CONCENTRATION DES MILIEUX CONTENANT LA 

COLLAGENASE. 

Noue nous sommes basés SU" la méthode préconisée par Harris et 

coll . (1982). Nous mélangeons les milieux cellulaires récupérés sur des boîtes de 

fitroblastes Wl-38 de même génération activés au PMA à 50 ngml comme déait 

en 2. 1. 5.1. Ensuite, les protéines sont p-écipitées à 4"C avec w sulfate 

d'ammonium è une concentration finale de 60 %. Nous centrifugeons 30 min. è 11 

000 RPM (Beckman, rotor JA-20) et le culot est resuspendu dans cil tampon Tri~ 

HCI 50 mM, CaC'2 1 mM pH 7, 5 et dialysé contre ce tampon avant d'être concentré 

SU" Amicon Diaflo PM-1 O. Dans ces con<itions, un p-écipité se forme. Nous nous 

sommes demandé si cette p-écipitation au sulfate d'ammonium ne dénattlait pas 

une partie de l'enzyme; en effet, nous n'avons obtenu aucune activité de 

collagénase sur ces préperations. C'est pour(1Joi nous avons décidé p0\I les 

expériences ultérieures, de concenrer SU" le système Amicon, les milieux de 

culture ap-ès dalyse, sans passer per la p-écipitation au sulfate ctammonium, cela 

pour éviter au maximum la perte de l'enzyme. 

~ès avoir activé des cellules au PMA , nous avons réalisé un test de 

dosage SIS la collagénase concentrée et activée (cfr 2.2.3.). Les résultats nous 
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3.2.-4. STIMULATION DES CELLULES SYNOVIALES PAR L'IL-1 O. 

Nous avons donc stimulé les cellules synoviales avec de l'IL-1 0 . 

Nous avons dans une première expérience employé de l'IL-1 B à raison de 1 U/ml 

dans le milieu de culture afin de tester la production de collagénase et de PGs. 

Cette concentration a été choisie pœ-ce que, d'après la littéran.re, elle semblait 

effective pOll' stimuler les synoviocytes (Heino, 1986) et les fibroblastes de peau 

(Raz et coll. , 1988). L'utilisation de l'appareil GC-MS nous permet de détecter la 

production de plusie\.l's PGs. Nous avons stimulé certaines cellules pendant un 

temps court (12 h) et dautres pendant un temps plus long (48 h). 

Nous n'avons vu aucun effet de l'IL-W ni sur la procilction de la 

collagénase ni SIS celle des PGs. Nous nous sommes alors demandé si la 

concentration en IL-1 f3 employée était suffisante pOll' stimuler les cellules. L'IL-1 

f3 stimule non seulement la procilction de collagénase et de PGE2 mais elle active 

aussi la libération de l'acide arachidonique pœ- les phospholipases, et en particulier 

la phosphl ipase A2 . De manière générale, pour suivre la libération de l'acide 

œ-achidonique, on procède comme suit : les cellules sont préincubées avec de 

l'acide arachidonique radioactif pendant 18 h. Elles sont ensuite stimulées ou non 

(pour le contrôle) avec de l'IL-1 f3 et on détermine la radioactivité libérée dans le 

milieu de culture après des temps croissants (Godfrey et coll. , 1987). C'est donc 

un test facile à mettre en oeuvre et qui requiert beaucoup moins de cellules que 

les dosages de la collagénase et des PGs. C'est pour ces raisons que nous ravons 

choisi pour tester plusieurs concentrations en IL-1~. 



donnent toujours des valeurs faibles même en concentrant la collagénase (figure 

21). 

Etant donné les résultats peu encourageants obtenus avec le PMA, 

même ap-ès concentration de la collagénase, nous avons préféré faire appel à un 

au1re stimulatet.r. Nous avons choisi l'IL-113 cµ est un activatet.r physiologque 

µ--ésent dans le liquide synovial inflammatoire (Fontana, 1982). D'autre part, dans 

la littéranre, on rouve que non seulement la production de collagénase mais aussi 

la µ--o<i.Jction de PG!:2 augmentent las de la stimulation des ceDules synoviales 

par l'IL-1 13. Noua décidons donc de stimuler nos cellules avec de l'IL-1 13 et 

d'étuder son effet su- la jX'Oduction de la collagénase et des prostaglandines. 

3.2.4.1 . EFFET DE L'IL-13SUA LA LIBERATION DE L'ACIDE 

ARACHIDONIOUE. 

Nous avons testé les effets de l'IL-1~ à 1 U/ml et à 10 U/ml ajouté dans 

le milieu de cultll'e sur des cellules synoviales de la lignée 8-F-35 à lagénération 9 

(Figure.22) et 7-F-56 à la génération 19 (Fig..-e.23) ainsi que SU" des fibroblastes 

de poumon foetal Wl-38 à la génération 37 (Fig..-e 24). Elles avaient au préalable 

incorpaé l'AA radioactif comme expliqué au point 2.2.4. 

Pour les synoviocytes de manière générale, nous observons que la 

libération de l'AA radioactif incorporé dans les cellules, augmente avec le temps 

même pou- le contrôle (Figlres 22 et 23) 

Dans la lignée 8-F-35, pour le conrôle et pou- la stimulation à l'IL-113 à 

1 U/ml, la libération de l'AA radioactif n'excède pas 25 % w total même ap-ès 48 h ; 

par contre en µ--ésence de 10 U d'IL-113 par ml, nous observons jusqu'à 80 % de 

libération de l'AA racioactif. POI.I' la ligiée 7-F-56, nous observons environ 9 % de 

libération en 241 pour le contrôle et l'IL-1 13 à1 U/ml alors que pour l'IL-1 0 à 10 U/ml, 

nous avons 35 % de libération. 
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Figse 21 : Expérience de dosage de la collagénase StS film de collagène rac:ioactif selon la 

méthode de Johnson-Wint (1980) (voi' Matériels et Méthodes, 2.2.3.). Les résuttats sont 

exprimés en% de collagène rac:ioactif dégadé, et les pourcentages sont calculés per rapport à 

la radioactivité récupérée S\I la cupule au moyen <iJ NaOH 0,5 N. La collagénase activée 

?"ovenait de fibroblastes Wl-38 en Jaème génération stimulés 48h00 pw <iJ PMA 50 ng/ml. La 

collagénase a été concenrée 5,4 fois sur Amicor, (cfr 3.2.3.5.1) 

D contrôle trypsine 0,01 % 

♦ collagénase de Wl-38 stimulés au PMA. Elle est concentrée et activée. 

■ contrôle collagénase bactérienne (4mg/ml de tampon A) 
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Figure 22 : Comparaison de la stimulation des cellules synoviales (8-F-35) avec de l'IL-1 à 1 U/ml 

( ♦)et avec de l'IL-1 à 10 U/ml (•>· Le contrôle (0 ) contient des cellules non stimulées . La 

stimulation des cellules est meSl.l"ée par la libération de l'acide .rachidoniq.Je 3H préalablement 

incorpaé p..- les cellules. 
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Figure 23 : Comparaison de la stimulation des cellules synoviales (7-F-56) avec de l'IL-1 à 1 U/ml 

( ♦)et avec de l'IL-1 à 10 U/ml (■) . Le contrôle (0 ) contient des cellules non stimulées . La 

stimulation des cellules est mesurée par la libération de l'acide arachidonique 3H préalablement 

incorpa-é PEI" les cellules. 
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Figure 24 : Compa-aison de la stimulation des fit:roblastes Wl-38 avec de l'IL-1 à 1 U/rnl ( ♦ )et 

avec de l'IL-1 à 10 U/ml ( ■) . Le contrôle (0) contient des cellules non stimulées . La 

stimulation des cellules est mesurée pw la libération de l'acide arachidonique 3H préalablement 

incorpaé par les cellules. 
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Les résultats que nous obtenons corroborent ceux de Godfrey et coll 

(1987) et semblent donc montrer que rlL-10 stimule bien une activité 

phospholipasique qui cfaprès ces auteurs, serait prinàpalement celle de la 

phospholipase A2 . Cependant, contrai"ement à ce que p-opose Heino (1986) et 

Godfrey et coll. (1987), il faut employer des concenrations plus élevées que 1 

U/ml d'IL-1 pour constater une stimulation de nos cellules. 

Nous observons donc une stimulation importante et assez semblable 

pour les liglées 7-F-56 et 8-f-35 : en effet, après 24h de stimulation avec l'IL-10 à 

1 O U/ml, nous trouvons des pc:ucentages de libération de l'AA radioactif inc<rporé 

par les cellules respectivement de 34,8 et 41 , 5 % al<rs que po1.r les boîtes 

conrôles et raitées avec de l'IL-113 à 1U/ml, on obtient envi"on 8,5 et 10 %. 

Ces résultats sont très intéressants étant donné la cifférence de 

génération enre les deux lignées. Il semble donc que les cellules synoviales ont 

gwdé toute leur '"réceptivité• à l'IL-113 au cours des différentes générations in vitro. 

Ces observations expliquent les résultats négatifs obtenus sur la 

p-ocilction de collagénase et de PGE2 dans l'expérience précédente où n'avions 

utilisé qu'1 U/ml d'IL-113. Nous avons également pu observer au cours de ces 

expériences de stimulation qu'une partie des cellules retrouvait une morphologie 

denditique (Photo 8). Or, depuis plusieurs générations, nous n'observions 

pratiquement plus que des cellules de type fibroblastique pour les deux lignées. 

Cette modification confi'me bien que les cellules synoviales sont toujot.l's 

sensibles à rlL-1 O. 

Quant aux fibroblastes Wl-38 (Figure 24), nous ne voyons aucun effet 

de l'IL-1 f'3 ni Sll' la morphologie, ni Sll' la libération de l'AA radoactif préalablement 

incorpaé ps- les cellules même avec 10 U/ml, puisqu'après 24 heures dans les 

cupules con1rôles et celles en présence d'IL à 1 U/ml et à 10U/ml, on rouve 

respectivement 16,7, 18,7 et 19,3 % de libération c1AA radoactif. Aux temps 4 et 

8h, les pourcentages sont également semblables. Ce résultat est cfaileurs très 

intéressant car il soulig1e la différence entre cellules synoviales et fibroblastesWJ-

38; mais il semble étonnant au vu des résultats de Raz et col. (1988) qui mon1rent 
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Photo 8. : monocouche de cellules synoviales en treizième génération (8-F-35) repiquées à 

très haute densité cellulaire. Effet de l'interleukine-1 à 10 U/ml sur la morphologie des cellules. 

- cellules contrôles (A) 
xlilll 

- cellules stimulées avec de l'IL-1 à 10 U/ml: - après 2h00 (B) 

- après 4h30 (C) 

- après 6h00 (D) 

- après 24h00 (E) 

- après 48h00 (F) 

..,. Cellule dendr~ique. 



clarernent l'effet de l'IL-1 su- des fibroblastes, et en particulier SU" la 

cydooxygénaae . Maie Œl'l& ce cas, il s'agiaaait de fibroblastes de derme humain . 

Cette divergence enre ciff érents types de fitx"oblastes reste à confrmer . 

3.2.4.2. EFFET DE L'IL-1P SUR LA PRODUCTION DES 

PAOSTAGLANOI NES SYNERGIE AVEC L'ACIDE ARACHIDONIQUE. 

Etant donné les résultats sur l'activation de la PLA2 , nous avons testé 

rettet de rlL-10 à raison de 10 U/ml sur la Jroc:lJction des prostaglandines. Nous 

avons aussi voulu tester l'effet de racide arachidonique. O'Neill et coll. (1987) 

suggèrent une synergie possible entre l'IL-113 et l'acide arachidoni(1Je. Ces 

expériences ont été réalisées su- les cellules synoviales de la ligiée 8-F-35 en 

treizième génération. 

Les cellules ont été stimulées de diverses manières (O'Neil et coll., 

1987) : soit avec de l'IL-113 à 10 U/ml dans de l'OPT + HLA 0,2 %, soit avec de l'IL-

1 f3 à 10 U/ml mais en ajoutant de l'AA 1 O µ.M une heure avant de prélever les 

milieux , soit avec de l'AA 10 µ.M seul dans de l'OPT + HLA 0,2 %. Les cellules 

contrôles sont cultivées dans de l'OPT + HLA 0,2 % sans IL-113 et sans AA. Les 

temps de stimulation sont de 2, 8 et 24h. 

Nous avons suivi non seulement la synthèse de PGE2, comme c'est 

le cas le plus souvent (Oayer et coll ., 1986; Godfrey et coll., 1988 .. . ), mais aussi de 

la PGF2a et la PGl2, mesurée en fait sous une forme ransformée, la 6-céter 

PGF1 a - Moilanen et coll. , (1987) ont mis en évidence la présence de ces deux 

JrOstaglendines dans des cultures de cellules synoviales seines et arthriti(1Jes. 

Les résultats que nous obtenons sont étonnants (Tableau 10). 

Contra.-ement à O'Neill et coll. (1987), nous observons une pro<iJction plus 

impa1ante de PGE2 avec l'acide ir&Chidoni(1,Je (AA) seul (1.J'avec l'IL-1-13, du 

moins pour les stimulations cocrtes. Effectivement, la Jroc:lJction de PGE2 en 

Jrésence cf lL-113 seule est non décelable à 2 h et 8 h alors qu'ap-ès 24 h nous 
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PGE2 

tempe conrOle IL-1B p0U/ml) AA 1CJtl.M IL-1 + AA IL-1 etAA 
(heures) (1) (2) ( 3 ) (2+3) (4) 

2 15,069 15,069 32,876 

8 22,315 22,315 27,7'Y:J 

24 18,485 18,289 36,774 65,798 

tempe cont"Ole IL-1B (1 0 Ulml) AA 1CJtLM IL-1 +M IL-1 etM 
(heures) '1) l2) (3) (2+3) ( 4) 

2 0,194 0,194 0,476 0,670 0,915 

8 0,247 0,274 0,813 1,087 3,091 

24 0,164 0,437 0,731 1,168 0,625 

temps conrôle IL-113 (10 Ulml) M 1(N.M IL-1 +M IL-1 etM 
(heures) ( 1 1 (2) (3) {2+3) '4) 

2 0,403 0,553 30,659 31 ,212 51 ,458 

8 0,494 5,861 41 ,443 47,304 130,821 

24 0,574 15,967 39,904 55,871 37,834 

Tableau 10 : Comperaison de la prowction de PGE2, de PGF2a et de 6-kéto--PGF1a pm- les 

cellules synoviales (8-F-35) en treizième génération, à confluence. Les cellules ont été 

stimulées soit avec de l'IL-113 610 U/ml (2), soit avec de l'AA 10µ.M (3), soit avec de rlL-113 à 10 

U/ml à la~elle on ajoute de l'AA 10 1,1M 1h00 avant la récolte du milieu (4). Les cellules 

conrôles ne sont pas stimulées (1). Les temps de stimulation des cellules sont de 2, 8 et 

24h00. Les résultats sont exprimés en ng de prostaglancines pa- mg de protéines. 
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obtenons à peu prèe 18,48S ng de PGE2 per mg de protéinea. La latence aux 

temps 2h et 8h eet probablement due au fait que la synthèee protéique doit être 

induite en réponse à la stimulation; O'Neill et coll. (1987) suggèrent en effet per 

leurs expériencea, que rlL-10 agirait SU' les cellules, en inc:üsant d'abord la 

pro<ildion de la cyclooxygénase. 

Per contre, pour les cellules incubées avec der AA 10 µ.M seu, nous 

détectons déjà de la PGE2 après 2h (1 S,069 ng/mg de protéines). Cette 

pro<llction est maximale ap-ès 8h (22,315 ng/mg de protéines) puis elle ciminue 

et retombe à 18,289 ng/mg de protéines après 241. L'augmentation du tempe de 

stimulation ne correspond donc pas à une production aca-ue de PGE2. De 

plus.après 24 h, les quantités de PGE2 dosées sont similares ~ la stimulation à 

l'AA seul (18,289 ng/mg de protéines) et à l'IL-10 seule (18,485 ng/mg de 

protéines). 

Nous constatons aussi qu'il semble exister une synergie entre l'IL-1 B 

et l'AA En effet, enprésence des deux molécules, nous détectons des quantités 

de PGE2 de 32,876 ng/mg de protéines après 2h, de 27,799 ng/mg de protéines 

après Bh et de 65,798 ng/mg de protéines après 24h; ces quantités sont 

supérieures à celles que l'on obtienchit en additionnant la PGE2 induite et pm- rlL-

1 B et pm- l'AA seuls (tableau 10). Nous n'observons pas non plus de ciminution de 

la production aux temps longs. 

La production de PGF2a et de 6-céto-PGF1 a est aussi importante. 

En ce qui concerne la PGF2a, il n'y a pas de temps de latence pour la JX'0duction 

puisque des quantités similares sont procütes aux temps 2 h et 8 h dans les 

boîtes contrôles et les boîtes stimulées à l'IL-113; cependant, après 2-i h, les 

cellules stimulées à rlL-113 semblent en produire un peu plus. Pour les ceRules 

stimulées à rAA 10 µ.M seul, nous constatons~ 2, 8 et 24h des concentrations 

en PGF2a environ deux fois plus élevées pa- rappcrt aux cellules stimulées à l'IL-

113 (Tableau 10). Pm-con1re, ~ les boîtes stimulées àl'IL-1 f3 auxquelles l'AA 10 

µ.M a été adcitionné, on obtient une stimulation maximale à 8h (3,091 ng/mg de 

protéines) puis la concentration redescend de nouveau après 24h (0,625 ng/mg 
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de protéines). L'effet de synergie entre l'IL-1 B et l'AA se manifeste Slrtout après 8 

h; nous constatons en effet que l'adcition des résultats obtenus peu l'IL-1 B seule 

et pour l'AA seul, donne des valeurs nettement inférieures (1,087 nglmg de 

protéines) à cettes obtenues pour la stimulation des cellules avec les deux 

molécules combinées (3,091 ng/mg de jX'Otéines). La diminution de la 

concentration de PGF2cx observée après 24 h de stimulation en présence des 

deux agents est étonnante; elle pourrait s'expliquer par un mécanisme de feed 

back négatif dû aux concentrations plus élevées de PGF2cx procütes après 8 h 

(3,091 ng/ml). Cette hypothèse reste à vérifier. 

De même, les cellules stimulées à l'IL-10 en présence de l'AA 10 µ.M, 

proci.lisent plus de 6-céto-PGF1cx que les cellules stimulées avec de l'IL-1B ou de 

l'AA seuls; l'effet de synergie enre l'IL-1-0 et l'M est de nouveau visible et en 

particulier après 8 h. Nous observons pou" ces boîtes un maximum après 8h 

(130,821 ng/mg de jX'Otéines) puis une dminution après 24h (37,834 ng/mg de 

protéines). Cette diminution pourrait de nouveau s'expliquer ~ un mécanisme de 

feed back négatif. 

Nous voyons de plus que la jX'oduction de 6-céto-PGF 1 a (PGl2) est 

nettement supérie1.1e à celle de la PGE2 ce qui justifie la nécessité de réaliser des 

profils de PGs plutôt que de mestrer simplement la proô..lction de la PGE2. 

En conclusion, ces résultats montrent une cinétique cifférente pour 

chacune des PGs, une synergie entre l'IL-1 13 et l'AA, et dans ce cas, nous 

constatons que son effet s'exerce surtout après 8h de stimulation et plus 

particuWèrement pour la PGF2cx et la 6-céto-PGF 1 a (Figt,e 25). 

3.2.4.3. EFFET DE L'IL-113 SUR LA PRODUCTION DE LA 

COLLAGE NASE. 

Nous avons testé l'effet de l'IL-10 à 10 Ulml Sll' la proci.lction de la 

collagénase par les cellules synoviales de la li!;T'ée 8-F-35 en treizième génération. 
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Figure 25 : Chromatogamme de JYOstaglandines. 

Les cellules synoviales (8-F35) en treizième génération ,à confluence, ont été stimulées avec 

de l'IL-1 à 10 U/mlpendant 8h. Nous y avons ajouté de l'AA 1°'1,M avant la récolte clJ m~ieu. Les 

cellules contrôles n'ont pas été stimulées. 



temps (heures) 
activation incubation 

2 1 

2 

8 1 

2 

24 1 

2 

48 1 

2 

N. B. : 1rypsine 

1h00 2,8 

2h00 4,8 

Tableau 11 

conrôle 
non activ6 activé 

2,90 2,77 

2,32 4,93 

4,82 5, 19 

5,76 5,84 

4,08 5,63 

3,79 7,20 

3,59 4,59 

4,55 5,35 

collagénaae bactérienne 

106,2 

117,8 

activation à l'IL-11 OU/ml 
non activé activé 

3,79 4,59 

5,05 5,79 

4,49 3,22 

6,45 4,10 

3,20 5,60 

3,97 6,40 

3,15 3,94 

4,61 6,16 

Dosage de la collagénase produite perles celules synoviales (8-F-35) en treizième génération,à 

confluence.Les cellules ont été stimulées avec de l'IL-10 à 10 U/ml.Nous n'avons placé que 

1 O ml d'OPT + Hl.A 0.2 % + IL-113 à10 U/ml dans la boîte de cult\.l'e (T75) pour concentrer la 

collagénase sans recourt au système Amicon. Après ajustement des concentrations en NaCI 

et en CaC'2,la collagénase a été activée ou non à la trypsine et dosée. Dans les boîtes 

contrôles.les cellules ont été cultivées dans les mêmes conations mais sans IL-10. La 
.J V l"' OI"\ 

collagénase ~ociJite per ces cellules conlrôles est activéë'fpar la 1rypsine puis dosée.Nous 

réalisons également dans cette expérience des tests 1rypsine et collagénase bactérienne. 
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Cette expérience a été réalisée ..- des cellules confluentes et ..- des celulea 

repi~éea à très haute densité celulare. 

3.2.4.3.1. EXPERIENCE SUR LES CELLULES A CONFLUENCE, 

Les cellules i;roviennent d'un repiquage en ~are de cellules en 

onzième génération. Noue avons rée.lisé des boites conr0lea où nous avons 

uni~ement mis de roPT + HLA 0.2 % et des boîtes stimulées où noue avons 

placé de roPT + HLA 0.2 % + IL-11) à 10 U/ml. Nous avons choisi des temps de 

stimulation de 2,8,24 et 48h 

Dans les boîtes, nous plaçons 10 ml de milieu de culture. De cette 

manière, nous devrions pouvoi' obtenir une solution de collagénase plus 

concentrée sans passer ni par la die.lyse ni per la concentration de renzyme ..

Amicon (cfr 3.2.3.5.2.). Cependant, pui~e nous ne dialysons pas le milieu 

récolté après la période de stimulation, nous avons ajusté les concentrations en 

NaCI et en CaCl2 dans ce milieu respectivement à 0,2 M et à 10 mM 

(concentrations fine.les) comme dans le tampon de dialyse. Ap'ès cet ajustement 

de concenlration, nous pouvons réaliser le dosage de la collagénase (cfr 2.2.3.). 

Pour chaque temps de stimulation, nous testons les milieux contrôles 

et les milieux stimulés à l'IL-1 f3 non activés et activés pour la collagénase. Les 

comptages de radioactivité sont effectués après 1 h et 2h d'incubation des 

échantillons à 3SC en i;résence d'IM'l film de collagène radioectif concentré (cfr 

2.2.3.). Même pOU" l'échantillon stimulé 48h avec de l'IL-1 0 et dont la coUagénase 

a été activée à la trypsine et incubées 2h à 35 ·c en i;résence du film(Tableau 11) , 

nous n'obtenons pas une activité très élevée (6,16 %), q.ioiq.ie celle-ci soit tout 

de même plus élevée q.ie ceff e obtenue dans les expériences précédentes. Ces 

résultats sont donc encourageants mêmes s'ils ne sont pas encore tout à fait 

satisfaisants. 
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3.2.4.2. EXPERIENCE SUR LES CELLULES REPIQUEES A UNE 

HAUTE DENSITE CELLULAIRE. 

Les cellules de 9 boîtes de culue TT5 de la lignée 8-F-35 en 

1reizième génération ont été repiquées dans 3 boîtes T25. 18h après le 

repiquage, nous avons ajouté de l'OPT + HLA 0.2 % + IL-10 à 10 U/ml dans 2 T25 

et dans la 1roisième, nous avons simplement mis de roPT + HLA 0.2 % pour avoi' 

un con1rôle. Nous incubons pendant 2-ih, puis nous Jrélevons le milieu de 

culture. 

Ce repiquage à fcrte densité cellulai"e devrait nous permet1re 

d'obtenir une solution plus concentrée en collagénase puisque nous avons plus 

de cellules pour un même volume d'OPT + HLA 0.2 % + IL-1B à 10 U/ml. Nous 

voulons plil" cette procédure éviter à nouveau la dialyse et la concentration u

Ami<:on; nous devons donc à nouveau ajuster les concentrations en NaCI et en 

CaCt? comme déait dans le point précédent. 

Nous avons testé les milieux contrôles et les milieux stimulés sans 

activation de la collagénase et avec activation de la collagénase à la trypsine. Nous 

Jrocédons comme au point Jrécédent p0I.I" le dosage de la collagénase. Les 

résultats consignés dans la FiQlle 26 nous donnent des valeu-s faibles même 

après 24h de stimulation et activation de la collagénase latente. Cependant, p<X.r 

les ceftules stimulées à l'IL-113, nous observons une légère différence en1re la 

collagénase activée à la trypsine (5,23 %)et la collagénase non activée (4,10 %). 

Nous n'observons Jratiquement pas de différence pour la collagénase JrOduite 

par les cellules stimulées à l'IL-10, non activée et celle produite pa" les cellules 

conrôles, ap-ès activation à la trypsine : ap-ès deux heu-es d'incube1ion à 

3SC,nous obtenons respectivement 4, 10 et 4,00 %. 
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Fig.re 26: Dosage de la collagénase ix-o<iJite PEI" des cellules synoviales (8-F-35) en treizième 

génération, repiquées à haute densité. Dans une boite T25, les cellules ont été stimulées 

pendant 24h00 avec de rlL-113 à 10 U/ml. Après ajustement des concentrations en NaCI et en 

CaC'2 , la collagénase a été activée ( ■ ) ou non ( ♦ ) à la trypsine et dosée. Dans la boîte 

contrôle, les cellules ont été cultivées sans IL-113 et la collagénase ix-o<ilite, activée par la 

trypsine (0) let dosée. 
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3.2.4.4. CONCLUSIONS. 

Dans ces expériences préliminses, noua avons défini des condtione 

de stimulation des cellules synoviales en présence d'IL-1 13. Nous constatons une 

procb:tion importante de PGs al<rs que pow la collagénase, même après 

plusieu-s approches systématiques des problèmes nous n'obtenons pas une 

stimulation importante de la collagénase. 
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CHAPITRE 4. DISCUSSION ET CONCLUSIONS. 

Dans la première p«tie de ce travail, nous avons réalisé la mise au 

point de la culture de cellules synoviales. Ces cellules ont été cultivées dans le 

milieu OPTI-MEM cµ appsemment n'avait pas enca-e été utilisé pou" la cult1.re de 

ces cellules et nous avons pu melte en évidence l'effet positif <iJ sérum humain 

su- la ma-pholo~ et la aoissance des cellules synoviales. 

Nous avons également pu constater que les cellules synoviales 

même après 10 à 20 générations conservent la capacité dê1re stimulées p« l'IL-

1 B. Cette observation montre ~e les synoviocytes en cultl.l"e conservent en tout 

cas certains de letrs caractères de cifférentiation, même à long terme. 

Dans une seconde étape, nous nous sommes intéressés à la 

stimulaton des cellules synoviales par l'IL-113 qui est une cytokine effectivement 

présente dans certaines pathologies inflammatores : dans le li~ide synovial de 

patients atteints de polyarthrite rhumatoïde p« exemple, l'IL-113 a été mise en 

évidence (Fon tan a et coll ., 1982) mais elle est également décelée chez des 

patients souffrants d'ostéoarthrite, bien que en ~antités plus faibles. Rappelons 

qu'il existe une composante inflammatoire dans l'ostéoarthrite mais elle n'est pas 

majeure dans cette pathologe (pou" une revue: Bland et Cooper.,(1984) ; Pujol et 

Loyau (1987)). 

Pour tester une stimulation effective des cellules synoviales pliV' l'IL-

113, nous avons choisi plusieu-s tests différents : 

1) Nous avons d'aba-d essayé de mettre au point une méthode de 

dosage de la collagénase et, quoiqu'ayant essayé de résoucte systématiquement 

les problèmes, cette méthode reste cifficile à appli~er SU" les milieux de culture. 

Le con1rôle de ce dosage passe par un série d'expériences complémentses dont 

les perspectives dépassaient le cacte de ce mémoire mais qui devront être 

continuées. Il fauctait d'abord repurifier ciJ collagène et refaire un lot de collagène 

radioactif dans lequel la proportion de collagène dénaturé soit minimale, ceci afin 

de diminuer les valeu-s des con1rôles à la trypsine. De plus, il fauctait disposer d'un 
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échantillon de collagénase de vertébrés pt1ifiée et d'activité connue. SI.I" cet 

échantillon, il fau<hit réaliser une activation de la collagénase à la trypeine afin de 

vérifier si l'activation de la collagénase latente est bien réalisée. Il fau<rait aussi 

pouvc:w comparer ce dosage avec ceux effectués dans d'autres labaatoires 

utilisant la même technique mais aussi fai'e appel à d'autres méthodes de dosage. 

Enfin, il fau<rait optimaliser les conditions de synthèse et dactivation de la 

collagénase des cellules synoviales en culture. 

Remarquons malgé tout que nous avons travaillé sur des cultures 

assez vieilles et bien qu'elles répondent à l'IL-113 pol.l" produre des PGs, il se 

pourrait cp.,e l'absence de production de collagénase que nous avons observée 

soit une caractéristique de ces cellules ayant effectué un gand nombre de 

passage en culture. Nous pensons qu'il serait utile de doser la production de 

collagénase SI.I" des primoculttres ou tout au moins sur des cultures jeunes, mais 

nous avons été limités pw la quantité de tiSBUs synoviaux humains disponibles. 

2) un test de libération d AA radioactif préalablement incorpaé par les 

cellules. Ce test est facile à réaliser et requiert peu de cellules. Nous pensons qu'il 

serait intéressant de l'utiliser pou'" établir un p«allélisme entre le changement de 

maphologie cellulaire et la libération de l'AA racioactif incaporé p« des cellules. 

Cela nous permettrait pw exemple de voir s'il existe une différence entre l'effet des 

deux types de séra humain et bovin SU" la libération de rAA racioactif p« les 

cellules synoviales, étant donné leur effet observé SU" la maphologie. 

Ce test pourait aussi être utilisé pou'" comparer la receptivité des 

cellules synoviales à rlL-1 13 dun échantillon à l'autre et au cours des générations in 

vitro. 

3) la détection des PGs. Ce test est à notre avis le plus intéressant 

même s'il ne s·a~ que d'expériences préliminai'es. Nous avons constaté qu'il était 

nécessare de suivre un profil de PGs plutôt que de meSl.l"er la prociJction de 

PGE2 ps- les cellules synoviales comme on le fait généralement dans la littératl.re. 

Il serait intéressant de faire des profils de PGs 81..1' des primocuttl.l"es 

pour estimer la quantité et la nature des PGs qui sont proci.ites sefon le type de 
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pathologies dont souffre le donneur. Cette analyse pourrait peut-êre permettre 

d'établr des profils types de PGs. 

Enfin, l'effet des séra (bovin et humain)SU' la pro<iJction dee PGa 

pourrait aussi être étudiés su- po11 compléter l'étude des effets des deux séra su

les synoviocytes en cuft\.l'e. 

Certains aspects de ces premiers résultats méritent d'ê1re approfondis 

pa- exemple, nous observons, dans la cinétique de prodJction de la PGF2cx et de: 

la 6-cét<rPGF1 ex, un maximum après 8h puis une diminution de la prodJction 

aç,-ès 24h, pour les cellules stimulées pw de l'IL-113 à 10 U/ml auxqueles nous 

avons addtionné de l'AA 10 µ.M 1 h avant la prélèvement ci, mifieu. Il serait 

intéressant de confirmer cette observation et d'essayer de voir si l'hypothèse de 

feed back négatif des PGs sur l'action de l'IL-1 0 est plausible ou non. 

Nous aimerions aussi vérifier la syner~e observée en1re rlL-1 O et rAA 

d'autant plus que ces résultats <iffèrent de ceux de O'Neill et coll.(1987). 

Il semble aussi que d'autres syner~es puissent exister par exemple, 

en1re l'IL-113 et le PMA et entre l'IL-10 et le TNF (Tumor Neaosis Factor) pour ce 

qui est de la stimulation de la libération de l'AA et de l'augmentation des proci,its 

de la voie cyclooxygénasique ci, métabolisme de l'AA (Levine et coll., 1985). La 

syner~ avec le TNF est pw ailleurs encore controversée. En effet, d'après 

Godfrey et coll. (1988) il n'existerait pas de syner~e entre l'IL-113 et le TNF au 

niveau de la prociJction de PGE2 et de la libération de l'AA : ils expliquent leu-s 

résultats par le fait que l'IL-1 13 peut stimuler la cydooxygénase mais pes le TNF. 

La capacité de l'IL-10 d'iodure la biosynthèse de la PGE2 p.- les 

cellules synoviales , les chonctocytes et les fibroblastes est acceptée mais le 

mécanisme PEI' lec,.,el l'IL-1 0 a~ SU" le métabolisme de l'AA n'est pas encore 

connu. Gilman et coll .(1988) observent une sécrétion effective de PLA2 pw les 

cellules synoviales après traitement à l'IL-113 aussi bien dans des lignées saines 

que dans des liglées provenant de patients souffrant de polysttrite rhumatoide 

ou d'ostéoirthrite. D'après ces auteurs, il est difficile de déterminer si les ceffules 

synoviales d'c.igine arttTitique prodJisent des quantités de PLA2 <ifférentes de 
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celles des cellules synoviales normales. Ils montrent aussi dans des expériences 

préliminai"ee que la sécrétion de PLA2 inciite pw l'IL-1 B n'est paa inhibée pw la 

cytoc:halasine B ni pw le cycloheximide dans les cellules synoviales con~arement à 

ce cµ se passe po11 les chonc:tocytes de lapin. Touïours selon ces aute11s, la 

PlA2 occuperait tl"I rOle central dans la mobilisation de l'AA mais celut-ci p0UT1it 

aussi être libéré pw action de la phospholipese C et de la diglycéride lipase. 
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LISTE DES ABfEYIAJIONS UTJUSEES ; 

- M : acide erachidoni~e. 

- BME (Basal Medum Eagle) : milieu basal d'Eagle. 

- BSTFA : Bia(1riméthyl&ilyl)1riffuoroacétamide. 

- 6- céto- PGF 1 <X : produit de ranstormation de la prostaglandine 12. 

- DMSO : ciméthylsufoxide. 

- EDTA : té1raacétate d'éthylène ciamine. 

- GC- MS : Gas CtTomatogaphy- Mass Specirophotorneter. 

- Gly : glycine 

- HBSS + AB : Solution saline tamponnée de Hanks contenant de la péniciline, de 

la streptomycine et de la fungizone à raison respectivement de 200 U/ml, 

200 µ.~ml et 5 µg/ml. 

- HBSS : solution saline tamponnée de Hanks. 

- HEPES : [+(2-Hyc:toxyethyl)-1-piperazineethane-sulfonic acid] 

- HETE : acide hyctoxyelcoté1raénoique. 

- HLA : hyctolysat de lactalbumine 

- HPETE : acide hyctoperoxyelcoté1raénoique. 

- IL- 1 13 : forme Ode l'interleukine-1 

- l Ts : leuco1riènes. 

- MCF : Mononuclew cetl factor (facteur iroc:üt per les monocyt~ macrophages). 

- CA : ostéoerttTite. 

- OPT + 5 % SB- 5 % SH : CPTI - MEM au~el on ajoute 5 % sérum de veau foetal 

et 5 % de sérum humain. 

- CPT + 5 % SB : CPTI - MEM auquel on ajoute 5 % de sérum de veau foetal. 

- CPT + 10 % SB ou CPT + SB : OPTI - MEM auquel on ajoute 10 % de sérum de 

veau foetal. 

- OPT + 10 % SH ou OPTI + SH : CPTI - MEM auquel on ajoute 10% de sérum 

humain 

- OPT. : milieu de culture OPTI - MEM. 

- PAR : polyarthrite rhumatolde 



- PBS (Phoephate buffer solution) : tampon phosphate de potassium 10 mM 

contenmtt 0,9 % NaCI, pH 7,4 

- pC : propeptide œrboxy- terminal. 

- PFB : 2,3,4,5,6 -pentafluorobenzyl 99 % + tt-b"omo-2,3,4,5,6-

pentafluaotoluène 

-PGf32 : JJ"Ostaglandine B2 

- PGD:2 : p-ostaglandne D2 

- PGE1 : prostaglandine E1 

-PGF2a:p-ostaglanclneF2a 

-PGl2 : p-osta~ndne 12 

- PGs : prostaglandines 

- PLA2 : phospholipase A2 

- PMA : 12-phorbol 13-myristate acetate 

- PMNs : polymorphonucléei"es. 

- pN : propeptide amino- terminal. 

- SBTI (soy beam trypsin inhibitor) : inhibiteur de la trypsine. 

- SH, SB : sérum humain, sérum de veau foetal. 

-T +E : solution saline de Puck modifiée contenant 0,5 g de trypsine et 0,2 g 

d'EDTA / litre. 

- T25 : boîte de culture dont la surface est égale à 25 cm2. 

- T75 : boîte de culture dont la surlace est égale à 75 cm2. 

- rcA et r cB : fragments résultsrt de la dégadation et, collagène natif par la 

collagénase de vert~és. 

TIMP (tissue inhibitor metalloproteinase) 

métalloprotéinases. 

- TNF (tumor neaosis factor) : cachectine 

inhibiteu- tissulai'e des 

- Trypsine TPCK : trypsine traitée per L-1-Tosylamide-2-phenylethylchloromethyl 

ketone, inhibiteur de la chymotrypsine. 

- TX82 : produit de 1rwlsformation du ttromboxane A2.. 




