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CONTEXTE 
  

Avec le vieillissement de la population, les pathologies liées à la dégénérescence 

tissulaire sont de plus en plus nombreuses. Parmi elles, il existe des maladies dues à la 

dégradation du tissu cartilagineux (pathologies rhumatismales) ou osseux (ostéoporose). 

Ces deux types de pathologies peuvent amener à une perte de la fonction articulaire, soit 

directement, soit en facilitant les traumatismes tels que les fractures fémorales.  

 

 Il est aujourd’hui possible de pallier ces défaillances par des prothèses. Il en existe 

de divers types (polymères, métaux…), chacun étant adapté à la fonction de l’organe 

d’origine qu’il remplace (ménisque, fémur…). Dans le cadre de ce travail de thèse, nous 

nous sommes intéressés plus particulièrement aux prothèses de hanches utilisées 

principalement dans des cas de fractures du col de fémur. Ces prothèses sont constituées 

majoritairement de titane et se trouvent couramment revêtues de biomatériaux, et 

notamment d’hydroxyapatite, favorisant leur intégration chez l’hôte.  

 

 L’ostéointégration de la prothèse chez l’hôte nécessite un remodelage de la matrice 

osseuse au contact de l’implant. Ce phénomène est dû aux ostéoclastes, cellules chargées 

d’assurer le remaniement osseux physiologique. On observe parallèlement une 

néosynthèse matricielle par les ostéoblastes. Cette balance entre dégradation et 

néoformation osseuse est la garante de la  fonctionnalité du tissu osseux sain.  

  

Cependant il a été démontré que le processus de remodelage osseux conduisait au 

relargage, sur le site périprothétique, de particules d’hydroxyapatite. Ces débris 

conduisent à une réaction inflammatoire qui va déréguler la balance entre dégradation et 

néosynthèse osseuses, aboutissant à une résorption osseuse exagérée et une 

désolidarisation de l’implant qui nécessitera d’opérer à nouveau le patient. 

 

Cette réaction inflammatoire exacerbée a été étudiée très largement au niveau de la 

phase inflammatoire chronique. Cette phase se caractérise par la présence majoritaire de 

monocytes/macrophages, évoluant en cellules géantes plurinucléées. La réponse de ces 

cellules est bien caractérisée vis-à-vis des particules d’hydroxyapatite et il est également 
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connu que cette composante inflammatoire chronique peut être modulée, in-vitro, en 

utilisant une hydroxyapatite dont 5% des ions calcium sont substitués par des ions zinc. 

Cependant très peu d’études sont disponibles concernant la phase inflammatoire 

aiguë et le rôle que jouent les cellules qui y sont majoritaires, les polynucléaires 

neutrophiles, lorsqu’elles se trouvent au contact de biomatériaux. Ce travail de thèse a 

donc pour but de montrer l’effet inflammatoire de l’interaction des polynucléaires 

neutrophiles humains avec les débris de biomatériaux et d’envisager de moduler cette 

réponse inflammatoire. 

 

Ce manuscrit de thèse est organisé en trois parties : 

 

La première partie est une introduction qui présente i) l’état de l’art concernant les 

pathologies de la hanche et la pose de prothèses, ii)  l’hydroxyapatite et ses utilisations en 

médecine, iii)  l’inflammation liée aux biomatériaux ; phase aiguë, polynucléaires 

neutrophiles, cytokines, chimiokines et protéases, et enfin iv) le zinc, ses rôles 

physiologiques et son implication dans l’inflammation. 

La seconde partie présente au travers de deux articles les résultats obtenus durant 

ce travail de thèse. Un premier chapitre est consacré à la réponse inflammatoire due aux 

polynucléaires neutrophiles en réponse aux particules d’hydroxyapatite. Ces résultats font 

l’objet d’un article intitulé « Polymorphonuclear neutrophil response to hydroxyapatite 

particles, implication in acute inflammatory reaction » qui a été publié dans le journal 

Acta Biomaterialia. 

Le deuxième chapitre traite des résultats obtenus dans le cadre de l’étude de l’effet 

immunomodulateur de l’hydroxyapatite substituée en zinc. Les résultats obtenus sont 

présentés dans un article intitulé « Effect of zinc on hydroxyapatite-mediated activation of 

human polymorphonuclear neutrophils: potential modulatory role in bone implant-

associated acute inflammation. » qui est soumis au journal Biomaterials. 

Enfin, la troisième partie s’organise en une discussion/conclusion sur le rôle des 

polynucléaires neutrophiles dans la réponse inflammatoire aux particules de biomatériaux et 

sur les mécanismes cellulaires menant à une immunomodulation de cette inflammation par le 

zinc. Des perspectives sont proposées en dernier lieu pour approfondir ces travaux de thèse.  
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INTRODUCTION 
 

A- La hanche 
 

1- Anatomie 

 

La hanche est une articulation des membres inférieurs à la jonction entre le bassin et le 

fémur (Schéma 1). Elle possède trois degrés de liberté (flexion/extension, 

adduction/abduction, rotation interne/rotation externe) et est notamment nécessaire à la 

marche.  

La partie articulaire du bassin (ou pelvis) est une cavité hémisphérique appelée cotyle 

ou acetabulum. L’extrémité supérieure du fémur, appelée tête fémorale est articulée avec le 

cotyle et reliée au reste du fémur par le col du fémur. Les surfaces osseuses de la tête fémorale 

et de la cavité acétabulaire du bassin sont recouvertes de cartilage dont le rôle est de limiter 

les frictions liées aux mouvements. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma 1. Anatomie de la hanche (D’après Jonhson, disponible sur 

http://www.orthopaedics.co.uk/boc/patients/total_hip_indications.htm) 

 

La hanche est désaxée par rapport à l’axe du corps et ceci induit de très fortes 

contraintes mécaniques. Aussi le cartilage, et parfois l’os sous jacent, s'usent et perdent 

leurs propriétés de glissement et leur sphéricité, entraînant des pathologies douloureuses. 
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2- Pathologies de l’articulation coxo-fémorale 

 

2.1- Les coxarthroses 

 

Il s’agit des affections les plus fréquentes de la hanche. L’évolution de ces pathologies 

conduit le plus souvent à une restauration de la fonction articulaire par voie chirurgicale. Les 

coxarthroses primitives, d’étiologie souvent indéterminée, se déclarent en moyenne autour de 

soixante ans alors que les coxarthroses secondaires, majoritaires et consécutives à une cause 

précise, se développent en moyenne une dizaine d’années plus tôt (Kaplan et al, 1990). Ces 

pathologies se manifestent par des douleurs de type mécanique, c’est à dire survenant lors 

d’efforts physiques, dans les stades précoces de la maladie pour évoluer vers des douleurs 

inflammatoires (non atténuées par le repos) au cours de la pathologie. 

 Les coxarthroses peuvent être le résultat d’une malformation congénitale de type 

dysplasie (luxante ou protrusive), d’une malformation acquise (ostéochondrite, 

épiphysiolyse…) ou encore survenir en tant que séquelle de coxites, ostéonécrose, coxarthrose 

post traumatique ou même à force d’activités sportives intensives (Kaplan et al, 1990). Elles 

peuvent également résulter d’autres pathologies non liées directement à l’articulation coxo-

fémorale, telles que l’hémochromatose, l’acromégalie, la maladie de Paget… (Nordin et al, 

1992). Il existe également des coxarthroses dites « destructrices rapides ». Ces pathologies 

d’origine non-déterminée se caractérisent par une évolutivité très rapide, se soldant par une 

destruction totale de l’articulation coxo-fémorale (18 mois peuvent suffire). A ce jour, le seul 

traitement reconnu comme efficace consiste en la chirurgie prothétique (Richette, 2009). 

 

2.2- La chondrocalcinose 

 

Il s’agit d’une pathologie caractérisée par la présence de dépôts de microcristaux de 

pyrophosphate de calcium dans le liquide synovial. L'évolution de cette maladie en 

coxarthrose entraîne une destruction de l’articulation importante, notamment par l’érosion de 

la tête fémorale et le creusement du cotyle (Kaplan et al, 1990). Si le plus souvent l’étiologie 

de la chondrocalcinose n’est pas connue, il a été récemment montré qu’il existe des formes 

familiales de cette maladie mettant en jeu une mutation du gène ANKH codant une protéine 

impliquée dans le métabolisme des pyrophosphates (Netter et al, 2004). 
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2.3- Les coxites 

 

 Cette atteinte de la hanche est assez peu fréquente mais grave, compte tenu de la 

rapidité de son évolution. Elle est due à un syndrome inflammatoire générant fièvre et 

douleurs nocturnes. La survenue d’une coxite est prépondérante dans le cadre de 

pathologies rhumatismales telles que la polyarthrite rhumatoïde et la spondylarthrite 

ankylosante (Berrebi, 2003). Bien qu’un traitement adapté et précoce réduise l’évolution 

de la maladie, des séquelles arthrosiques sont quasiment inévitables et conduisent à la 

perte de fonction articulaire (Kaplan et al, 1990). 

Il existe également des coxites microbiennes, plus fréquentes. Une antibiothérapie 

adaptée permet de limiter la destruction ostéocartilagineuse. Les agents infectieux peuvent 

être très différents selon les cas : Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus aureus, 

Propionibacterium avidum (Million et al, 2008)… 

 

2.4- L’ostéonécrose de la tête fémorale 

 

 Cette coxopathie fréquente (Schéma 2) peut avoir de multiples causes : 

corticothérapie à long terme, éthylisme, fracture du col du fémur… Elle survient 

majoritairement autour de quarante ans (Malizos et al, 2007). L’évolution vers une 

coxarthrose est inévitable en dépit de phases de stabilisation patients-dépendantes (Kaplan 

et al, 1990).  

 

  

 

Schéma 2. Ostéonécrose symptomatique de la hanche gauche. a) Radiographie 

antéropostérieure et b) coupe coronale par IRM pondérée en T1 mettant en évidence les 

zones de nécrose (flèches blanches). (D’après Malizos et al, 2007) 
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2.5- Les périarthrites de la hanche 

 

Il s’agit d’affections fréquentes dues à des inflammations aiguës des principaux 

groupes tendineux de l’articulation. Majoritairement, on observe une tendinite des 

pelvitrochanteriens se caractérisant par une inflammation douloureuse au pourtour du 

grand trochanter. Il est possible que cette périarthrite provoque une calcification accrue du 

pôle supérieur du grand trochanter, signe d’une évolution de la pathologie vers un 

rhumatisme à l’hydroxyapatite. Quoi qu’il en soit, l'évolution est spontanément régressive 

sous traitement (infiltrations) (Kaplan et al, 1990). 

 

2.6- L’algodystrophie de la hanche 

 

 Elle se traduit par une forte déminéralisation de l’articulation (Schéma 3). 

Généralement post-traumatique, l’algodystrophie peut aussi être une conséquence de la 

grossesse . Dans tous les cas de figures, la pathologie est douloureuse et invalidante, mais 

couramment un simple traitement antalgique est prescrit. En effet, l’évolution de la 

maladie est toujours, et rapidement (de l’ordre de quelques mois), favorable à un retour de 

la fonction articulaire (Sellami et al, 2006). Toutefois, cette pathologie induit une fragilité 

articulaire susceptible d’entrainer des fractures nécessitant une intervention de chirurgie 

prothétique. 

 

 

 

Schéma 3. Diagnostic d’algodystrophie par 1) Hyperfixation sur la tête fémorale gauche 

détectée par scintigraphie osseuse 2) hyposignal de la tête fémorale gauche par IRM 

pondérée en T1 3) hypersignal de la tête fémorale gauche par IRM pondérée en T2. 

(D’après Sellami et al, 2006) 

1 2 3 
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2.7- Les autres affections de la hanche  

 
 Il existe de nombreuses autres pathologies touchant l’articulation de la hanche sans 

pour autant qu’il s’agisse de pathologies régionales. 

L’ostéosarcome (surtout chez les patients jeunes) ou le sarcome d’Edwing 

(majoritairement fémoral) sont des cancers osseux dont l’exérèse peut s’avérer nécessaire et 

conduire à une reconstruction chirurgicale et/ou prothétique des zones ainsi lésées (Hosalkar 

et al, 2005). Le développement tumoral peut également avoir une action lytique aboutissant à 

la destruction de structures anatomiques locales de l’articulation coxo-fémorale (Kaplan et al, 

1990). 

L’ostéoporose et l’ostéomalacie sont deux maladies caractérisées par une 

déminéralisation osseuse importante et généralisée, augmentant sensiblement le risque de 

fractures, notamment du col du fémur (Reginato et al, 2003; Lewiecki, 2009). Ces fractures 

sont souvent l’occasion du diagnostic de la pathologie et leur traitement accompagne alors la 

chirurgie prothétique pour un recouvrement fonctionnel.  

Ces deux exemples sont bien entendu non-exhaustifs, mais montrent que les 

pathologies rhumatoïdes ne sont pas les seules à conduire à la nécessité de remplacer tout ou 

partie de l’articulation coxo-fémorale afin de i) rendre au patient son autonomie et ii)  enrayer 

les phénomènes douloureux et invalidants engendrés par les mouvements de la vie 

quotidienne. 

 

3- Les différents types de prothèses de hanche 

  

3.1- Les prothèses de resurfaçage 

 

 Il s’agit de prothèses qui proposent de ne remplacer que la surface endommagée de la 

tête fémorale et du cotyle (Itayem et al, 2007). Les surfaces impliquées sont fixées par des vis 

engagées dans le pelvis pour le cotyle et dans le col fémoral pour la tête fémorale (Schéma 4).  

Ce traitement permet de conserver au maximum le patrimoine osseux du patient et est 

une alternative à la prothèse totale de hanche, notamment dans le traitement des coxarthroses 

(Daniel et al, 2004). Les surfaces au contact peuvent être métalliques (McMinn et al, 2005), 

céramiques, en polyéthylène (Heisel et al, 2005) ou mixtes (Schéma 5). 
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Schéma 4. Fixation d’un implant de resurfaçage de hanche de type Birmingham.  

(D’après Itayem et al, 2007) 

 

  

Schéma 5. Implants de resurfaçage de hanche de type 1) McNimm et 2) Birmingham. 

(D’après Daniel et al, 2004) 

 

3.2- Les prothèses céphaliques 

 

Créées dans les années 1950 par Austin Moore aux Etats-Unis et Robert Judet en 

France, elles remplacent uniquement l’extrémité supérieure du fémur. Ce sont des prothèses 

monoblocs, majoritairement faites en titane, encastrées dans l’os (Schéma 6). Elles sont 

principalement utilisées dans le traitement des fractures du col du fémur. Puisqu’elles restent 

en regard du cotyle non modifié, elles frottent contre le cartilage acétabulaire entraînant, à 

1 2 
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terme, une érosion importante de ce dernier. Elles sont donc préférentiellement réservées aux 

patients âgés avec un périmètre de marche restreint (Norrish et al, 2006).  
 

 

Schéma 6. Radiographie d’une prothèse de hanche céphalique de Moore. (D’après Heywood-

Waddington MB, 1966) 

 

3.3- Les prothèses intermédiaires 

 

Les premiers modèles sont ceux de Christiansen à la fin des années 1960 

(Christiansen, 1969). On appelle prothèses intermédiaires (ou bipolaires) les prothèses de 

hanche présentant une articulation entre le cotyle et la prothèse, mais également au sein même 

de la prothèse (Schéma 7). Ces prothèses articulées ne nécessitent pas d’intervention de 

scellement sur le cotyle (Gschwind et al, 2008).  

Lors des mouvements, la tête de la prothèse ne bouge pratiquement pas dans le 

cotyle, limitant l’usure du cartilage (Parker et al, 2006). Les matériaux employés sont 

principalement le titane pour la partie fémorale, et les parties articulées peuvent être 

métalliques, plastiques ou céramiques. 
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Schéma 7. Prothèse intermédiaire type Charnley-Hastings. (D’après Gaine et al, 2000) 

 

3.4- Les prothèses totales 

 

Elles remplacent à la fois l’extrémité supérieure du fémur par une prothèse fémorale et 

le cotyle par un cotyle prothétique (Schéma 8). Les prothèses totales de hanche (PTH) sont 

surtout mises en place en cas d'atteinte des deux surfaces articulaires (tête fémorale et cotyle). 

On les utilise, dans certains cas, pour le traitement des fractures du col du fémur chez le sujet 

encore jeune afin d'éviter le risque d'usure du cartilage du cotyle engendré par l’utilisation de 

prothèses céphaliques voire intermédiaires. Comme pour la majorité des prothèses 

orthopédiques, le matériau de référence reste l’alliage de titane pour la partie fémorale et 

différents matériaux variant selon les fabricants pour la tête fémorale et le cotyle. 

 

 

 

Schéma 8. Prothèse totale de hanche revêtue d’hydroxyapatite (modèle Anatomique Benoist 

Girard de Stryker). (D’après Oosterbos et al, 2001) 
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4- Fixation des prothèses 

 

Les prothèses peuvent être fixées au fémur ou dans le bassin soit par un ciment 

chirurgical, soit par repousse osseuse secondaire (sans ciment). La fixation par vis des cotyles 

prothétiques est considérée comme une fixation par repousse secondaire. Les deux techniques 

donnent des résultats relativement similaires à long terme, et le choix est principalement 

fonction du praticien (Morshed et al, 2007). 

 

4.1- Fixation par ciment 

 

 Le ciment chirurgical est un polymère acrylique qui durcit en une quinzaine de 

minutes pendant l’intervention, la fixation est immédiatement solide  et permet en théorie une 

charge complète.  

 Les premières études réalisées sur ce type de fixation montraient à 5 ans environ 20% 

de descellement prothétique et 30% à 40% à 10 ans (Stauffer, 1982). Cependant ce taux 

diminue à environ 20% pour les prothèses acétabulaires et 7% pour les fémorales dans des 

études plus récentes (Garcia-Cimbrello et al, 1992) sur 15 à 20 ans. Avec l’amélioration des 

techniques et ciments, certains auteurs arrivent à des résultats proches de 100% des prothèses 

non descellées à 10 ans (Lachiewicz et al, 2003; Meneghini et al, 2003). 

 

4.2- Fixation sans ciment 

 

Les prothèses (tige ou cupule) sans ciment, se stabilisent dans un délai de six à douze 

semaines selon le traitement de leur surface par un phénomène de repousse osseuse (Svehla et 

al, 2000). Le principe des revêtements de surface ostéoconducteurs des prothèses est apparu 

dans les années 1980 (Geesink et al, 1988): on projette (par une torche à plasma) une couche 

d'hydroxyapatite qui vient se fixer à la surface des prothèses. L’hydroxyapatite (HA) favorise 

l’intégration de l’implant et la repousse osseuse (Svehla et al, 2000), et les résultats sont 

concluants à partir de fines épaisseurs de revêtement (100 µm) (Svehla et al, 2002). 

L’efficacité du revêtement d’HA a été démontrée depuis plusieurs années (Palm et al, 2002), 

mettant en évidence une très bonne ostéointégration sur le long terme (8 ans d’utilisation par 

les patients).  

Avec un recul supérieur à dix ans, les revêtements ostéoconducteurs apparaissent 

comme le meilleur procédé de fixation des prothèses de hanche, aussi bien au niveau du 
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fémur qu'au niveau du cotyle. Certaines études montrent que 90% de PTH (Kawamura et al, 

2001) voire jusqu’à 100% de prothèses fémorales et 97% de prothèses acétabulaires 

(Oosterbos et al, 2004) ne présentent aucun signe de descellement. 

Cependant, en marge des revêtements, il a été montré que les implants non revêtus, 

mais dont la surface était traitée pour être poreuse, pouvaient également induire une repousse 

osseuse (Christie et al, 1999 et 2000) (Schémas 9 et 10) et que la taille de ces pores était 

importante (Bobyn et al, 1980). 

 

   

 

Schéma 9. 1) Repousse osseuse (flèches noires) à l’abord d’une prothèse non revêtue après 5 

ans (D’après Christie et al, 1999) et 2) schéma de la localisation de cette repousse osseuse 

(D’après Christie et al, 2000). 

 

 

Schéma 10. Radiographies à 1) 3 ans et 2) 13 ans montrant une ossification périprothétique  

d’une prothèse chrome-cobalt avec revêtement poreux. (D’après Kawamura et al, 2001) 

1 2 

1 2 1 

2 1 
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5- Les complications 

 

5.1- Le déboitement 

 

Une complication courante est la luxation de la tête de la prothèse hors du cotyle 

prothétique (Lee, 2008). Ce déboitement peut concerner jusqu’à 5% des prothèses sur une 

vingtaine d’années (Sierra et al, 2006). Souvent ce phénomène est récurrent (Barnes et al, 

1995) et impose une nouvelle intervention chirurgicale du patient. 

 

5.2- Les paralysies nerveuses 

 

On observe également des complications nerveuses telles que la paralysie (Barrack, 

2004). De fréquence exceptionnelle (environ 1%), elles touchent principalement le nerf 

sciatique et le pronostic de recouvrement fonctionnel est d’environ 80% (Schmalzried, 1997).  

 

5.3- Les fractures périprothétiques 

 

Les fractures périprothétiques peuvent être acétabulaires ou fémorales. Elles 

surviennent majoritairement durant le geste opératoire avec une prévalence accrue lors de 

l’insertion de la tige fémorale, et ceci est d’autant plus vrai qu’il s’agit de tiges non cimentées 

devant être insérées en force. Il est également possible d’observer, mais moins fréquemment,  

des fractures postopératoires. Les révisions de prothèses sont également un facteur de risque 

important. (Lindahl, 2007). 

 

5.4- Le descellement septique 

 

Les cas d’infections menant au descellement prothétique sont rares (2% en moyenne) 

(Salemi et al, 1997; Barnes et al, 2006; Lohman et al, 2007) mais souvent graves (Eid et al, 

2007, Ong et al, 2009). Il existe également des cas encore plus rares, mais tout de même 

répertoriés, d’échecs de prothèse dus à des phénomènes allergiques (métalloses) (Biant et al, 

2009) ou à des métastases cancéreuses (Dramis et al, 2008). Dans tous les cas le descellement 

est mis en évidence radiologiquement et montre une forte résorption osseuse à l’interface 

os/implant. 
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5.5- Le descellement aseptique 

 

 Le descellement aseptique des prothèses est la cause majeure d’échec d’implants pour 

les arthroplasties de la hanche. Le taux d’échec peut atteindre 20% (Mulroy et al, 1996) à 

25% (Wirtz et al, 1997; Wooley et al, 2004) selon les études et que l’on considère séparément 

ou non les parties acétabulaires et fémorales. 

 Bien qu’étant une pathologie multifactorielle, la composante inflammatoire chronique 

conduisant à l’ostéolyse est bien documentée (Schéma 11). Ces phénomènes mettent en jeu 

les macrophages (Hukkanen et al, 1997) qui favorisent l’activité ostéoclastique par le biais 

des cytokines qu’ils relarguent en réponse à la phagocytose des débris des biomatériaux 

composant les implants (Greenfield et al, 2002). Notamment, l’interleukine-8 (IL-8) a été 

retrouvée augmentée dans le sérum et le liquide synovial de patients présentant une ostéolyse 

(Tanaka et al, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma 11. Modèle d’ostéolyse et descellement aseptique. (D’après Garrigues et al, 2005) 
 
  

Les pathologies de l’articulation coxo-fémorale aboutissent le plus souvent à la 

nécessité de poser une prothèse. C’est pourquoi la recherche dans le domaine des 

substituts osseux est en évolution constante. Notamment, l’intérêt de notre étude repose en 

partie sur le fait que  l’HA est le biomatériau le plus utilisé en chirurgie orthopédique 

grâce à ses qualités biologiques telles qu’une structure analogue à la phase minérale 

osseuse et la favorisation de la repousse osseuse. 
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B- L’hydroxyapatite 
 

1- Généralités 

 

L'hydroxyapatite est une céramique phosphocalcique. Elle appartient à la famille 

cristallographique des apatites, un ensemble de composés possédant une même structure  

hexagonale (Kay et al, 1964). Ses principales utilisations sont le revêtement de prothèses et le 

comblement osseux (blocs de céramique phosphocalcique, ciments ioniques…) (Jarcho, 

1981 ; De Groot, 1993; Finkemeier, 2002). L’hydroxyapatite est naturellement présente chez 

l’homme. Elle est le composant majoritaire de la phase minérale osseuse et représente environ 

67% de la masse de l’os (Nanci, 2008). Les apatites naturelles sont le plus souvent non-

stœchiométriques, c’est à dire qu’elles présentent un rapport calcium sur phosphore (Ca/P) 

inférieur à 1,67 en raison de l’incorporation de constituants mineurs de l’environnement 

(cations, anions…) (Mayer et al, 2000). L’hydroxyapatite synthétique, de formule 

Ca10(PO4)6(OH)2, affiche quant à elle un rapport Ca/P de 1,67 et est donc stœchiométrique. Il 

existe d’autres phosphates de calcium présentant des rapports Ca/P différents qui donnent lieu 

à une classification des composés obtenus : pour des valeurs comprises entre 1 et 1,33, il est 

question de phosphates dicalciques parmi lesquels se trouve la brushite (Johnsson et al, 1992), 

entre 1,33 à 1,5 se trouvent les phosphates octocalciques, et pour des valeurs allant de 1,5 à 

1,67 on trouve les hydroxyapatites déficitaires en calcium (Han et al, 2001). 

 

2- Les modes d’obtention 

 

2.1- L’élaboration par précipitation en milieu aqueux 

 

La synthèse d’hydroxyapatite par précipitation en phase aqueuse est obtenue en 

ajoutant de façon contrôlée une solution cationique (contenant le calcium) à une solution 

anionique (contenant le phosphore) (Akao et al, 1981). Le précipité ainsi obtenu est ensuite 

lavé et séché (Schéma 12). Différentes méthodes faisant intervenir différents réactifs sont bien 

entendu possibles : pour exemple, considérant la formule 

10Ca(NO3)2.4H2O + 6(NH4)2HPO4 + 8NH4OH  →  Ca10(PO4)6(OH)2 + 20NH4NO3 + 6 H2O 

10Ca(NO3)2.4H2O est la solution cationique et 6(NH4)2HPO4 la solution anionique (D’après 

Rodriguez-Lorenzo et al, 2001). 
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Schéma 12. Dispositif de cristallisation de l’hydroxyapatite par précipitation. (D’après 

Rodriguez-Lorenzo et al, 2001) 

 

Il est également possible d’obtenir un précipité d’hydroxyapatite par neutralisation 

d’une solution de chaux par ajout d’une solution d’acide phosphorique. Cette réaction permet 

d’obtenir rapidement de grandes quantités d’hydroxyapatite phosphocalcique avec peu de 

matériel (Osaka et al, 1991).  

 

2.2- L’élaboration par réaction en phase solide 

 

La synthèse par réaction en phase solide consiste à chauffer un mélange réactionnel, 

constitué de pyrophosphate de calcium et de carbonate de calcium dans un rapport molaire ¾ 

afin d’obtenir un Ca/P de 1,67 (Rhee, 2002). Ce mélange doit être parfaitement homogène 

pour permettre une réaction totale.  

 

2.3- L’élaboration par solution-gélification 

 

La technique « sol-gel » correspond à la transformation d’une solution en un solide 

(Livage et al, 1992). Là encore, différentes chimies sont envisageables : du phosphate 
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d’ammonium et du nitrate de calcium gélifiés par de l’urée (Bezzi et al, 2003), du nitrate de 

calcium et du phosphate dissous dans de l’éthanol qui, une fois évaporés, permettent 

l’obtention d’une poudre d’hydroxyapatite hautement pure avec une homogénéité chimique 

favorisée comparativement à la méthode de précipitation (Jallot et al, 2005) (Schéma 13). 

Ce procédé permet en outre de facilement envisager la substitution ionique du calcium 

par des éléments traces naturellement présents dans les os (Jallot et al, 2005). En outre, pour 

ce travail de thèse, cette méthode a été à la base de l’élaboration des biomatériaux, dopés ou 

non, que nous ont fournis Edouard Jallot et Jean-Marie Nedelec de l’Université Blaise Pascal 

à Clermont-Ferrand. 

  

 

 

Schéma 13. Photographie en microscopie électronique à balayage (MEB) d’une poudre d’HA 

obtenue par sol-gel. (D’après Jallot et al, 2005) 

 

3- Les utilisations 

 

3.1- Les revêtements prothétiques 

 

3.1.1- Dépôt par torche à plasma 

 

 Ce processus est utilisé industriellement depuis les années 80 (Geesink, 1989; Furlong  

 et al, 1991) et est désormais la méthode la plus répandue pour appliquer l’hydroxyapatite à la 

surface des implants dentaires et orthopédiques (Schéma 14). La poudre d’hydroxyapatite est 
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injectée dans la flamme du plasma et se trouve alors accélérée à plus de 200 m.s-1. Elle va 

alors frapper le substrat et se coller sur le titane sous-jacent sous l’effet de l’énergie cinétique 

libérée à l’impact (Fauchias et al, 1992 ; Pfender 1994). 

Le revêtement phosphocalcique des prothèses s’est répandu car il permet une fixation 

rapide et forte de l’os sur l’implant (Geesink 1988, Stephenson 1991). 

Cependant, le procédé torche à plasma présente quelques inconvénients. Il induit la 

présence de différentes espèces phosphocalciques à la surface de l’implant : α et β phosphate 

tricalcique (TCP), phosphate tetracalcique, oxyde de calcium et phosphate de calcium 

amorphe (De Groot et al, 1994; Kim et al, 1994). Notamment cette dernière composante voit 

sa quantité varier fortement entre les différents  fabricants. De nombreux paramètres entrent 

en jeu dans ces variations : distance du substrat, taille des particules projetées, angle du 

substrat, débit de gaz du plasma et refroidissement de la pièce revêtue entre autres (Gross et 

al, 1998). Cette phase amorphe modifiant la réaction de l’os au contact de l’implant, il 

convient donc de la maîtriser et de normaliser sa quantité (Sun et al, 2001). 

Par ailleurs, le recouvrement n’est pas uniforme en densité et des altérations chimiques 

et structurales du matériau de recouvrement ont été décrites lors de l’utilisation du procédé 

torche à plasma (Filiaggi et al, 1991; Radin et al, 1992). 

Enfin, si la fixation de l’os sur la prothèse augmente avec la présence 

d’hydroxyapatite, la fixation globale de l’implant n’est pas améliorée comparativement aux 

prothèses non-revêtues puisque la zone de jonction entre le titane et l’hydroxyapatite est une 

zone de fragilité (Ong et al, 2004). Cependant de par son rendement, cette technique de torche 

à plasma est aujourd’hui la seule viable industriellement vu les contraintes de production. 

 

 

Schéma 14. Implants dentaires en cours de revêtement par torche à plasma (D’après Sun et al, 

2001). 

Torche à plasma 

Implant 
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3.1.2- Electrodéposition 

 

Cette technique de revêtement permet de recouvrir d’hydroxyapatite des substrats à 

faible température (65°C) (Dumelie et al, 2008) et sans utiliser de poudre de biomatériau 

préalablement élaborée (Han et al, 1999) (Schéma 15). La technique se déroule en deux 

temps : tout d’abord le dépôt du phosphate de calcium puis sa conversion en hydroxyapatite 

par des traitements appropriés. En l’occurrence, la brushite obtenue à l’issue de 

l’électrodéposition subit un traitement hydro-thermique (125°C en atmosphère humide 

saturée)  avant d’être cuite à plus de 400°C pour finalement donner un revêtement 

d’hydroxyapatite stœchiométrique (Benhayoune et al, 2002). Bien que transposable dans le 

monde industriel, cette méthodologie est trop chronophage en l’état pour satisfaire aux 

exigences du marché. 
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Schéma 15. Dispositif d’électrodéposition d’hydroxyapatite (D’après Benhayoune et al, 

2002) 

 

3.2- Le comblement osseux 

 

La résection et le curetage de tumeurs osseuses, même bénignes, entraîne des 

opérations de comblements osseux (Matsumine et al, 2004). La fréquence de ces 

interventions fait du tissu osseux le second tissu transplanté après le sang (Van Heest et 

al, 1999; Boyce et al, 1999) avec 2,2 millions d’interventions annuelles à travers le monde 

(Giannoudis et al, 2005). 
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Dans ce cadre, la greffe osseuse autologue est la méthode de référence. Elle consiste 

en la greffe d’os cortical ou spongieux issu du donneur même. La fraction osseuse est obtenue 

depuis la crête iliaque du patient. Les avantages de la technique reposent sur le fait que le 

greffon possède toutes les qualités nécessaires à sa bonne intégration : il est à la fois 

ostéoconducteur, ostéoinducteur, ostéogène et ne déclenche pas de réponse immunitaire 

susceptible de provoquer un rejet. Cependant, ces atouts sont à mettre en balance avec un 

certain nombre d’inconvénients. Tout d’abord, la quantité de matériel osseux qu’il est 

possible d’obtenir ne permet pas de combler les larges cavités et ceci est d’autant plus vrai 

lorsque le patient est un enfant. De plus, on observe un risque accru de hernies, traumatismes 

neuro-vasculaires, infections, hématomes ou encore douleur chronique (Reddy et al, 2005) lié 

à la nécessité d’avoir un second site opératoire. Par ailleurs, les temps d’opération et donc 

d’anesthésie sont considérablement allongés. L’allogreffe et la xenogreffe, quant à elles, 

posent le problème du stockage des échantillons, de leur préservation et surtout de la 

transmission éventuelle de pathologies (Natarajan et al, 2003).  

L’hydroxyapatite est compatible avec l’os et la moëlle osseuse (Uchida et al, 1990) et 

présente, dans le cadre d’un comblement osseux, une bonne intégration à l’os hôte en 

radiologie bien que n’étant pas entièrement résorbée (Matsumine et al, 2004) (Schéma 16).  

 

 

 

Schéma 16. Radiographie d’ostéolyse diaphysaire de fibula (A), comblée par de 

l’hydroxyapatite (B) (un mois après opération) qui à terme est résorbée à plus de 50% (C) 

(10 ans après opération). (D’après Matsumine et al, 2004). 

 

L’hydroxyapatite, en tant que substitut osseux, peut être obtenue sous forme de blocs 

mais nécessite une mise en forme par le chirurgien en fonction de la zone à combler (Kent et 

al, 1986). Elle est également disponible sous forme de particules (Schémas 17 et 18). 

A B C 
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Cependant ces particules ont le désavantage de migrer du site d’implantation en fonction des 

contraintes mécaniques qu’elles subissent (Wittkampf, 1988). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma 17. Exemple de granules phosphocalciques commercialisés (Bonesave®Stryker). 

(D’après Voor et al, 2004). 

 

 

 

Schéma 18. Grains d’hydroxyapatite utilisés pour le comblement osseux (A) d’une cavité 

de la partie proximale de la fibula (B) (Radiographie préopératoire) et la cavité comblée 

juste après l’opération (C). (D’après Saikia et al, 2008). 

 

3.3- Les ciments 

 

Les premiers ciments furent utilisés pour le scellement prothétique et étaient composés 

de poly(méthylmétacrylate) (PMMA) (Morita et al, 1998). Si leurs capacités adhésives étaient 

satisfaisantes, ils ne facilitaient pas la repousse osseuse et ont évolué vers des ciments de 

nouvelle génération dans lesquels sont incluses des particules d’hydroxyapatite, notamment 

pour la fixation des prothèses orthopédiques (Oonishi et al, 2008), mais aussi pour le 

comblement osseux de zones où les cristaux ne sont pas adaptés (Li et al, 2009) (Schéma 19).  

A B C 

A 2 mmA 2 mm
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Schéma 19. Radiographies montrant l’absorption et l’intégration d’un ciment 

phosphocalcique par le tissu osseux après implantation: (a) à 3 jours; (b) 4 semaines; (c) 8 

semaines, et (d) 12 semaines. (D’après Li et al, 2009). 

 

Les ciments à base d’hydroxyapatite sont également utilisés en reconstruction 

craniofaciale (Friedman et al, 1998) et permettent de combler des cavités de plus de 25 cm² 

lorsqu’ils sont couplés à des supports de type grille de titane (Durham et al, 2003; Abe et al, 

2009). Ces ciments peuvent être fonctionnalisés avec, par exemple, de l’oxyde de zinc et du 

chitosan (Li et al, 2009). 

 

L’utilisation de l’hydroxyapatite est de plus en plus courante et favorisée par les 

résultats encourageants obtenus en terme d’ostéointégration du matériau. Cependant, comme 

cela a été mentionné précédemment, la genèse de particules d’HA par usure de l’implant ou 

réponse biologique de l’hôte peut être problématique, surtout en orthopédie, où ces particules 

sont considérées comme un facteur majeur de l’inflammation aboutissant au descellement des 

prothèses. 

 L’inflammation mise en place par l’hôte en réponse aux particules de biomatériaux 

suit des étapes définies avec des acteurs spécifiques pour chacune d’entre elles (Schéma 

20). La plus étudiée est la phase inflammatoire chronique et, plus particulièrement, la 

réponse des monocytes et macrophages. Notre travail s’intéresse à l’inflammation aiguë et 

plus spécifiquement aux polynucléaires neutrophiles. Cette phase inflammatoire est très 

peu documentée jusqu’alors dans le cadre des particules d’HA mais est pourtant de 

première importance puisqu’elle initie la réponse immunitaire aux biomatériaux. 
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Schéma 20. Evolution de l’inflammation liée aux biomatériaux. (D’après Anderson, 1988) 
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C- Inflammation aiguë et polynucléaire neutrophile 
 

1- Caractéristiques 

 

L’inflammation est un processus déclenché en réponse à une agression de l’organisme, 

qu’il s’agisse d’une lésion, d’un stress ou d’agents étrangers. Elle se caractérise par une 

accumulation de cellules et de facteurs dits inflammatoires. 

Les cellules résidentes des tissus interagissent directement avec l’agent inflammatoire 

et libèrent des molécules telles que les facteurs du complément, les cytokines et les 

chimiokines (détail dans le chapitre 4.1).  

Ces molécules permettent la mise en place de l’inflammation en activant les cellules 

endothéliales des vaisseaux sanguins, dans un premier temps, ce qui favorise le recrutement 

des cellules du système immunitaire (polynucléaires neutrophiles (PMN), 

monocytes/macrophages…).  

Les PMNs sont recrutés précocement et massivement sur le site inflammatoire (phase 

aiguë) (Laskay et al, 2008). Les monocytes arrivent ensuite sur le site lésionnel, puis ils se 

différencient en macrophages, et leur nombre dépasse progressivement celui des PMNs 

(phase chronique). 

 

2- La réaction inflammatoire aiguë 

 

2.1- Généralités 

 

La phase inflammatoire aiguë est caractérisée par une durée limitée dans le temps et 

par un rétablissement, à terme, de l’homéostasie tissulaire. La réaction inflammatoire peut être 

divisée en quatre grandes étapes (Dinh-Xuan et al, 2002) :  

- La reconnaissance de l’agent initiateur et l’initiation de la réponse inflammatoire 

- L’étape vasculaire permettant le recrutement des cellules du système immunitaire sur le 

site inflammatoire 

- L’amplification de la réaction inflammatoire par l’ensemble des cellules effectrices de 

l’inflammation 

- L’élimination de l’agent initiateur et la réparation tissulaire.  
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2.2- Les différentes étapes de la réaction inflammatoire aiguë 

 

2.2.1- Reconnaissance de l’agent initiateur et déclenchement de la réaction inflammatoire 

 

Les facteurs à l’origine d’une réaction inflammatoire peuvent être de différentes natures :  

 

- Biologiques : d’origine exogène tels que les bactéries, les virus ou les parasites, ou 

encore les produits issus de ces agents pathogènes (ex : toxines bactériennes) 

- Biologiques : d’origine endogène tels que les produits de dégradation tissulaire et 

cellulaire ou les molécules solubles de l’inflammation 

- Physiques : tels que la chaleur, le froid ou les rayonnements ionisants 

- Chimiques : tels que les acides, les bases ou tout autre produit toxique 

 

La reconnaissance des agents pathogènes exogènes se fait par un type de récepteur 

particulier appelé PRR (Pattern-recognition receptors). Ce sont les récepteurs du système 

immunitaire qui reconnaissent des motifs non présents chez l’Homme mais bien conservés 

chez les pathogènes (Medzhitov et al, 1997) appelés PAMPs (Pathogen-associated molecular 

patterns).  

Parmi les PRRs, les plus étudiés sont les TLRs (Toll-like receptors) dont une dizaine de 

membres a été identifiée chez l’Homme, chacun d’entre eux reconnaissant des ligands très 

spécifiques (Turvey et al, 2006) (par exemple le lipopolysaccharide (LPS) de la paroi 

bactérienne qui est reconnu par le TLR-4, ou la flagelline qui est reconnue par le TLR-5). 

Les TLRs sont exprimés par de nombreux types cellulaires, y compris ceux ne faisant 

pas partie du système immunitaire, comme les fibroblastes ou les cellules épithéliales qui 

jouent alors un rôle de sentinelle de l’intégrité des tissus. Les cellules du système immunitaire 

comme les PMNs, les macrophages et les monocytes, portent des PRRs qui leur permettent 

d’induire une réponse immune. L’ensemble des TLRs, par exemple, est exprimé à la surface 

des PMNs (Kurt-Jones et al, 2002 ; Gabrilovich, 2005). 

La fixation d’un ligand sur un PRR induit, quel que soit le type cellulaire, l’activation 

des voies de signalisation associées. Ceci aboutit à l’activation de facteurs de transcription 

régulant les gènes codant les médiateurs inflammatoires. Notamment un certain nombre de 

gènes ainsi activés vont initier l’étape suivante de l’inflammation : l’étape vasculaire. Parmi 

les facteurs de transcription activés, les Smads et STATs (Hanada et al, 2002; Hayden et al, 
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2006) mais surtout le NF-kB (nuclear factor kB) (Hatada et al, 2000) jouent un rôle 

prépondérant (Schéma 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma 21. Signalisation induite par la fixation de PAMP sur TLR aboutissant à l’activation 

de NFκB (D’après Turvey et al, 2006). 

 

2.2.2- Etape vasculaire de l’inflammation 

 

Les cellules endothéliales des vaisseaux constituent les principaux acteurs de l’étape 

vasculaire. Ces cellules endothéliales sont activées sous l’effet de médiateurs inflammatoires 

libérés à la suite du contact avec l’agent initiateur. Ces médiateurs, présents à la surface des 

cellules endothéliales, en regard de la lumière vasculaire, permettent d’attirer les cellules 

immunitaires circulantes (PMNs, monocytes) et de les « capter » à la surface de l’endothélium 

(Zarbock et al, 2008). Les PMNs vont ensuite rouler le long de l’endothélium vasculaire avant 
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de ralentir et de s’arrêter. Une fois fermement adhérées, les cellules vont migrer à travers la 

paroi vasculaire (Laudanna et al , 2005; Ley et al, 2006) (Schéma 22).  
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Schéma 22. La migration transendothéliale des polynucléaires neutrophiles (D’après Ley et 

al, 2006) 

 

Le roulement des cellules inflammatoires se fait de façon physiologique via des 

interactions entre des protéines portées par les leucocytes, les L-sélectines et leurs ligands 

présents à la surface des cellules endothéliales (Kansas, 1996). Dans un contexte 

inflammatoire, les cellules endothéliales vont exprimer à leur surface les E-sélectines et P-

sélectines (Wagner et al, 2000).  

A l’occasion du roulement, ces molécules vont entrer en contact avec leurs ligands 

présents à la surface des cellules immunitaires à savoir ESL-1 (Endothelial-selectin ligand 1) 

et PSGL-1 (Platelet-selectin glycoprotein ligand 1) respectivement. Il est intéressant de noter 

que les TLRs peuvent directement influer sur ces mécanismes en interagissant avec les L-

sélectines (Sabroe et al, 2005). Cette interaction entre les sélectines des cellules endothéliales 

et de leurs ligands va ralentir les leucocytes et induire pour ces derniers la mobilisation 

d’intégrines à la surface cellulaire (Berton et al, 1999). La mobilisation de ces intégrines par 

les PMNs est également sous contrôle des cytokines pro-inflammatoires du 

microenvironnement cellulaire (Atzeni et al, 2002). Les intégrines sont des hétérodimères 

formés d’une chaine α et d’une chaine β. A la surface des leucocytes vont apparaître Mac-1 
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(Macrophage antigen 1 ou αMβ2) et LFA-1 (Lymphocyte associated function antigen 1 ou 

αLβ2) ainsi que VLA-4 (Very late antigen 4 ou α4β1) qui vont interagir avec leurs récepteurs 

présents sur les cellules endothéliales que sont ICAM-1 et -2 (Intercellular adhesion 

molecule) et VCAM-1(Vascular cell adhesion molecule) respectivement (Luscinskas et al, 

1996). Par ailleurs, la mise en jeu de ces intégrines provoque un signal renforçant l’activation 

des PMNs (Detmers et al 1998; Sengupta et al, 2006). Cette fixation va finir de ralentir les 

leucocytes et initier l’adhésion ferme de ces derniers sur l’endothélium (Dunne et al, 2002; 

Laudanna et al, 2006).  

La migration des cellules au travers de la paroi endothéliale va se faire à la jonction de 

trois cellules endothéliales et impliquer des protéines particulières nommées PECAM 

(Platelet-endothelial cell adhesion molecule) qui sont à la fois ligands et récepteurs pour elles-

mêmes et le CD99 également nécessaire à la migration cellulaire (Lou et al, 2007). Cette 

migration est d’autant plus facilitée que les médiateurs inflammatoires augmentent la 

perméabilité vasculaire (Gonlugur et al, 2004). 

 

2.2.3- Amplification de la réaction 

 

Les PMNs sont les premières cellules à s’accumuler sur le site inflammatoire. Puis 

viennent ensuite les cellules mononucléées (lymphocytes et monocytes) qui vont 

progressivement les remplacer (Doherty et al, 1988; Melnicoff et al, 1989).  

Les PMNs sont des cellules phagocytaires qui ingèrent les pathogènes et les débris 

cellulaires puis les dégradent en utilisant une combinaison d’un système oxydatif (dérivés 

actifs de l’oxygène) et d’un système non-oxydatif. Le système non-oxydatif est composé de 

peptides anti-microbiens (défensines) et de protéases (MMP, protéases à sérine). Le système 

oxydatif repose sur la génération de dérivés oxygénés par la NADPH oxydase et leur 

transformation notamment en acide hypochloreux par la myélopéroxydase (Gougerot-

Pocidalot et al, 2002; Roos et al, 2003).  

Les systèmes oxydatifs et non-oxydatifs peuvent être libérés par exocytose dans 

l’environnement cellulaire immédiat, ce qui contribue à l’amplification de la réaction 

inflammatoire (Faurschou et al., 2003). Ce phénomène est sous contrôle de l’environnement 

cytokinique (Mur et al, 1997; Niwa et al, 2000). Les médiateurs tels que les facteurs du 

complément, les cytokines, les chimiokines, les médiateurs lipidiques (Sampson, 2000) 

réactivent les cellules présentes sur le site inflammatoire, et entretiennent la réaction 

inflammatoire jusqu’à l’élimination de l’agent initiateur. 



Inflammation aiguë et polynucléaire neutrophile 
 

 - 36 - 

2.2.4- Elimination de l’agent initiateur et réparation tissulaire 

 

Le retour à l’équilibre tissulaire implique l’élimination de tous les éléments inducteurs 

de l’inflammation et des produits résultant de la dégradation du tissu altéré par les cellules 

phagocytaires. L’entrée en apoptose des PMNs et leur phagocytose par les macrophages 

entraîne une diminution de la production des cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL-1β, IL-

6, IL-8) (Fadok et al., 1998). La désactivation de la réponse inflammatoire implique 

également une succession de mécanismes immunosuppresseurs agissant notamment sur la 

paroi vasculaire (Tedgui et al, 2001), nécessitant la participation de cytokines, de chimiokines 

et de facteurs de croissance (Garzon et al., 2004). Parallèlement, les macrophages produisent 

des cytokines anti-inflammatoires comme le TGFβ et l’IL-10 en réponse à la reconnaissance 

des PMNs apoptotiques (notamment via CD36) (Voll et al., 1997), ainsi que des facteurs de 

croissance qui permettent la prolifération des fibroblastes. Ces derniers synthétisent les 

protéines matricielles qui vont permettre la réparation des tissus lésés (Weber et al., 1995). 

Dans certaines conditions physiopathologiques (persistance de l’agent initiateur, 

réponse inflammatoire inadaptée, intervention de facteurs génétiques et/ou 

environnementaux), la réponse inflammatoire peut évoluer vers un état de chronicité (Benoist 

et al, 2001; Rioux et al, 2005). L’inflammation chronique est caractérisée par une 

accumulation anormale de cellules inflammatoires (majoritairement monocytes/macrophages, 

PMNs, …) qui perdure dans le temps et occasionne d’importants dommages tissulaires 

(Nathan et al, 1989).  

 

3- Les polynucléaires neutrophiles. 

 

Les polynucléaires neutrophiles (PMNs) sont les cellules représentatives de la phase 

inflammatoire aiguë. Ils comptent pour 50% à 70% des leucocytes totaux circulants (Peake, 

2002). Ils font partie de la sous-famille des granulocytes dont ils représentent 95% des 

éléments circulants. Le PMN est décrit comme étant la première cellule de l’immunité à 

migrer sur site inflammatoire. Les PMNs sont issus de la moelle osseuse hématopoïétique et 

plus précisément des cellules souches pluripotentes (CD34+). Ces dernières, en présence de 

GM-CSF, G-CSF et d’IL-3 vont donner des PMNs matures prêts à passer dans la circulation 

sanguine en environ deux semaines (Schéma 23). Ces cellules ont une demi-vie d’environ 6 à 

9h (Seely et al, 2003). 
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Schéma 23. Des cellules souches hématopoïétiques aux neutrophiles circulants. (D’après 

Menten et al, 2002) 

 

Les PMNs mesurent de 7 µm à 10 µm de diamètre et présentent un noyau polylobé 

très caractéristique. La fonction primaire des PMNs est d’être dans la première ligne de 

défense de l’organisme. Ils ont pour cela la capacité de migrer sur les sites inflammatoires où 

ils vont phagocyter et détruire des corps étrangers par un arsenal d’agents réactifs et 

d’enzymes protéolytiques (Schéma 24). 

 

 

Schéma 24. Phagocytose de BCGs par un PMN. N=noyau, les flèches indiquent des 

lysosomes en train de fusionner avec le phagolysosome. (D’après Suttman, 2003). 
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 Le fonctionnement de ces cellules dépend des nombreux granules cytoplasmiques 

qu’elles contiennent et dont on distingue quatre types (Borregaard et al, 1997; Chertov et al, 

2000; Faurschou et al, 2003): 

 Les granules azurophiles (ou primaires) qui fusionnent avec le phagosome et 

contiennent entre autres, les sérines protéases du neutrophile (Elastase du neutrophile, 

Protéinase 3, Cathepsine G), la myéloperoxydase, et les défensines. Ces granules participent à 

la dégradation intracellulaire des pathogènes phagocytés. Les granules spécifiques (ou 

secondaires) contiennent un certain nombre de substances antimicrobiennes (lactoferrine) à 

l’instar des granules primaires, mais peuvent être libérés dans le milieu extracellulaire et sont 

dépourvus de myéloperoxydase. Les granules gélatinases (ou tertiaires) entreposent les 

enzymes de dégradation de la matrice et les récepteurs utiles à la migration transendothéliale 

du neutrophile (Chertov et al, 2000). Les granules sécrétoires contiennent principalement les 

récepteurs de l’adhésion ferme à l’endothélium (β2 intégrine, récepteur au fMLP). 

Lors de son activation, le PMN va libérer séquentiellement le contenu de ses granules  

pour migrer sur le site de l’inflammation et participer à la réaction inflammatoire. Entre autres 

médiateurs, le PMN sécrète très abondamment de l’IL-8, mais également de l’IL-1α et du 

MIP-1α et β (Cassatella, 1995). Ces cytokines et chimiokines peuvent être synthétisées et 

libérées en réponse à divers stimuli faisant du polynucléaire neutrophile non seulement un 

phagocyte « professionnel » mais également une cellule pivot de la réponse immune à même 

de participer à l’élaboration du réseau cytokinique permettant d’orchestrer la réponse 

inflammatoire (Cassatella, 2000).  

 

4- Les médiateurs de l’inflammation 

 

4.1- Les cytokines et chimiokines 

 

4.1.1- Généralités 

 

Les cytokines sont des protéines de masse moléculaire relativement faible (8 à 40 

kDa), formées le plus souvent d’une seule chaîne polypeptidique. Elles sont en général 

glycosylées, ce qui permet de les stabiliser et de faciliter leur solubilisation. Il n’existe pas de 

similitude de séquence primaire ou de structure tridimensionnelle entre toutes les cytokines. 

Seules leurs activités biologiques permettent de les classer en différents groupes (Schéma 25).  
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Les cytokines agissent à de très faibles concentrations comme les hormones 

endocrines. Cependant, elles se distinguent des hormones par la diversité des cellules 

susceptibles de les synthétiser, par la diversité des cellules cibles sur lesquelles elles agissent, 

et enfin par la diversité de leurs activités qui peuvent être endocrines, paracrines ou 

autocrines. Les cytokines sont essentiellement impliquées dans l’inflammation et la réponse 

immunitaire.  

Résolution

Recrutement
Chimiokines

Réparation &
Régénération

Résolution

Recrutement
Chimiokines

Réparation &
Régénération

 

Schéma 25. Classification fonctionnelle des cytokines tenant compte de leur rôle dans la 

réponse inflammatoire et la réparation tissulaire. (D’après Driscoll, 2000) 

 

Au cours du processus inflammatoire, les cytokines capables de promouvoir 

l’inflammation sont dites pro-inflammatoires (exemple du TNF-β, de l’IL-1β et de l’IL-6) par 

opposition aux cytokines limitant ce phénomène (exemple de l’IL-10 et du TGF-β) qui sont 

dites anti-inflammatoires (Driscoll, 2000). Les cytokines, douées de capacités attractantes 

envers les cellules, sont appelées chimiokines (pour cytokines chimioattractantes) et sont 

déterminantes dans les phénomènes de migration cellulaire vers les sites infectieux, ou dans le 

trafic des cellules présentatrices d’antigène vers les ganglions lymphatiques pour la mise en 

place de la réponse immunitaire adaptative. On en dénombre actuellement une cinquantaine 

chez l’homme (Baggiolini, 2001). Elles sont classées en quatre groupes rendant compte de la 

position des deux premiers de quatre résidus cystéines hautement conservés dans leur 

structure (Baggiolini et al, 1994 et 1997). On trouve ainsi les chimiokines de type CC, CXC 

(majoritaires), XC et CX3C où X est un acide aminé quelconque. Les chimiokines peuvent 

lier un ou plusieurs récepteurs (nommés XCR, CCR, CXCR et CX3CR) et ces récepteurs 

peuvent également lier une ou plusieurs chimiokines. Les récepteurs aux chimiokines sont des 

protéines à sept hélices transmembranaires couplées à des protéines G. Chaque type cellulaire 
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présente un panel de récepteurs qui lui sont propres et orientent sa réponse migratoire 

(Schéma 26). 

 

 

            NEUTROPHILES     MONOCYTES      EOSINOPHILES         BASOPHILES 

  

Schéma 26. Expression des récepteurs aux chimiokines sur les leucocytes humains. (D’après 

Baggiolini, 2001)  

 

 Au cous de ce travail de thèse, nous avons mis en évidence qu’un nombre restreint 

de cytokines et chimiokines étaient en concentration augmentée lorsque les PMNs étaient 

au contact de particules d’hydroxyapatite. La suite de ce chapitre sera, en conséquence, 

focalisé sur ces médiateurs spécifiquement impliqués dans notre modèle expérimental. 

 

4.1.2- L’interleukine-1α (IL-1α) 

 

4.1.2.1- Structure du gène et de la protéine 

 

Le gène de l’IL-1α humaine est localisé sur le bras long du chromosome 2 (Webb et 

al., 1986). Il est composé de 7 exons dont un non-codant (Auron et al, 1984). De nombreux 

sites de fixation pour différents facteurs de transcription sont présents dans les régions 

régulatrices du promoteur du gène et notamment AP-1 et NF-κB présents dans la partie 

proximale du promoteur (Hunninghake et al., 1992; Hiscott et al., 1993 ; Zhang et al., 1993).  

La protéine IL-1α est synthétisée sous la forme d’un précurseur de 31 kDa (pro-IL-1α) 

en association avec les microtubules du cytosquelette et non dans le réticulum endoplasmique 

(Stevenson et al, 1992). Ce précurseur est entièrement actif (Mosley  et al, 1987) mais ne 

possède pas de peptide signal. En conséquence, et contrairement à la plupart des autres 

cytokines, l’IL-1α est abondamment stockée dans le cytoplasme (Cavaillon et al, 1990) mais 

peut également être myristoylé et être présent à la membrane cellulaire. La production d’IL-

1α mature (17 kDa) nécessite une modification post-traductionnelle qui consiste en un clivage 
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de la pro-IL-1α sous l’action de protéases à cystéine membranaires et dépendantes du 

calcium: les calpaïnes (Miller et al, 1994). L’IL-1α peut cependant être sécrétée sous sa pro-

forme quand les cellules sont en souffrance, et être clivée par d’autres protéases présentes au 

niveau du site inflammatoire (Kobayashi et al, 1990). La partie non-fonctionnelle clivée, tout 

comme la pro-IL-1α, a la capacité de se lier à l’ADN et de réguler la transcription génique 

(Mizel et al, 1987) (Schéma 27).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma 27. Synthèse et activation de l’IL-1α. (D’après Dinarello, 1996) 

 

4.1.2.2- Sources et inducteurs 

 

L’IL-1 α est essentiellement produite par les PMNs, les monocytes et les macrophages 

stimulés, (Suttman et al, 2003), et, dans une moindre mesure, par les lymphocytes B et T, les 

fibroblastes ou encore les cellules endothéliales (Dinarello, 1988). La plupart des agents 

pathogènes et leurs produits (endotoxines bactériennes par exemple) sont capables de stimuler 

la synthèse d’IL-1α. De nombreux produits non microbiens peuvent induire la production de 

cette cytokine. C’est le cas par exemple de certains produits de la matrice extracellulaire 

(MEC) tels la fibronectine (Dinarello, 1996) et le collagène de type I (Pacifici et al., 1991).  

 

4.1.2.3- Récepteurs et activités biologiques 

 

L’IL-1 α médie son action par le biais de la fixation aux récepteurs à l’IL-1 de type I 
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 (IL-1RI) et de type II (IL-1RII) qui font partie de la superfamille des immunoglobulines.  

Après une fixation de relativement faible affinité de l’IL-1α à l’IL-1RI, l’IRAP (IL-1R 

accessory protein) forme un complexe avec l’IL-1α fixé sur son récepteur. Ce complexe 

désormais de haute affinité, induit la transduction du signal. Cette dernière requiert 

l’activation des fractions cytoplasmiques de l’IL-1RI et de l’IRAP qui contiennent chacun un 

domaine GTPase. Les protéines associées au domaine cytosolique de l’IL-1RI incluent 

notamment une protéine activatrice des GTPases, qui va permettre l’hydrolyse du GTP et 

aboutir à la libération de céramides et, in fine, à l’activation de la MAPK p38 et des voies qui 

en découlent. La répression du système IL-1 se fait via l’IL-1Ra (receptor antagonist), qui fixe 

l’IL-1RI avec la même affinité que l’IL-1α mais ne déclenche pas de réponse biologique. 

L’IRAP ne forme pas de complexe avec le dimère IL-1Ra/IL-1RI, ce qui explique qu’aucun 

signal ne soit transduit (Dinarello, 1996). Les fractions solubles des récepteurs à l’IL-1 jouent 

également un rôle important dans la réponse biologique à cette cytokine en régulant la 

disponibilité des ligands. IL-1RII, quant à lui, ne semble pas induire de signalisation (Sims et 

al, 1993; Dower et al, 1994) (Schéma 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma 28. Modèle d’activation cellulaire par l’IL-1α. (D’après Dinarello, 1996) 
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L’IL-1 α et l’IL-1β ont globalement les mêmes fonctions et sont des cytokines 

pléiotropes. Elles stimulent les cellules immunitaires et augmentent le niveau d’expression de 

molécules d’adhésion au niveau de l’endothélium vasculaire (Lidington et al., 1998).  

Elles participent à la maturation et la prolifération des lymphocytes B (Dinarello, 

1994).  

En synergie avec l’IL-6, l’IL-1 agit sur les hépatocytes et active la synthèse de 

protéines de l’inflammation, et en particulier de la protéine C réactive (CRP), de l’α1-

antitrypsine et de l’α2-macroglobuline, ainsi que de lectines comme la protéine de liaison du 

mannane (MBP) et la protéine de liaison du LPS (LBP) (Dinarello et al, 1986).  

L’IL-1 entraîne la production de protéases dans différents types cellulaires et 

notamment la synthèse de MMP-2 et MMP-9 par les fibroblastes (Siwik et al., 2000). Elle 

intervient également dans l’hématopoïèse, le sommeil et possède une activité anti-tumorale 

(Cavaillon, 1996). 

 

4.1.3- L’interleukine-8 (IL-8) 

 

4.1.3.1- Structure du gène et de la protéine 

 

 Le gène de l’interleukine 8 est situé sur le bras court du chromosome 4 chez l’homme. 

Il est constitué de 4 exons (Modi et al, 1990).  

La région promotrice du gène permet la régulation de son expression par des facteurs 

de transcription tels que AP-1, NF-IL6 et NF-κB (Mukaida et al, 1994) (Schéma 29), mais 

aussi AP-2, interferon-regulatory factor 1, hepatocyte nuclear factor 1, glucocorticoid receptor 

et octamer binding protein (Gabrilovich, 2005). 

 

 

 

 

Schéma 29. Structure du gène de l’IL-8 humaine. Les carrés blancs et noirs représentent 

les portions des exons respectivement non transcrits et transcrits (D’après Mukaida et al, 

1994) 
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 L’IL-8 est produite sous forme d’un peptide de 72 acides aminés dérivant d’un 

précurseur de 99 acides-aminés (Matsushima et al, 1988). En solution, elle est retrouvée sous 

forme monomérique et dimérique avec des liaisons de type hydrogène, les deux étant en 

équilibre en terme de concentration. Elle présente deux hélices α antiparallèles et symétriques 

au sommet d’un feuillet β formé de 6 brins antiparallèles (Baldwin et al, 1991) (Schéma 30). 

Cette structure semble être celle de toutes les chimiokines de la famille de l’IL-8 (Groα, β, γ, 

ENA78 et IP-10) 

 

 

 

Schéma 30. Structure tridimensionnelle de l’IL-8 (D’après Baldwin et al, 1991). 

 

4.1.3.2- Sources et inducteurs 

 

 De nombreuses cellules (PMNs, monocytes/macrophages, cellules endothéliales, 

hépatocytes…) sont capables de synthétiser de l’IL-8 en réponse notamment à une stimulation 

par le TNF-α ou l’IL-1 (Baggiolini et al, 1989; Leonard et al, 1990). De façon très 

intéressante, les neutrophiles, à même de produire de grandes quantités de cette chimiokine, 

en sont également les cibles principales. Ceci potentialise ainsi leur influx sur les sites 

inflammatoires (Bazzoni et al, 1991; Cassatella, 1995).  

Principalement la production et la libération de l’IL-8 sont médiées par l’action de 

cytokines pro-inflammatoires. Cependant d’autres cytokines (IL-3, GM-CSF), les dérivés 

microbiens (endotoxines), les esters de phorbol, les complexes immuns et la phagocytose sont 

également à même d’induire la sécrétion d’IL-8 par les cellules inflammatoires (Seitz et al, 

1991). 
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4.1.3.3- Récepteurs et activités biologiques 

 

 L’IL-8 possède deux récepteurs nommés CXCR-1 et CXCR-2, ou CD181 et 182, 

ou encore IL-8RA et IL-8RB (Holmes et al, 1991). Il s’agit de récepteurs couplés aux 

protéines G (Moser et al, 2002) avec 7 hélices transmembranaires (Murphy, 1997).  

La fixation de l’IL-8 sur ses récepteurs induit une rapide internalisation de ces 

derniers (Pignatti et al, 2005). Le CXCR-1 notamment semble jouer un rôle déterminant 

dans le recrutement des PMNs par l’IL-8 (Chuntharapai et al, 1995; Hammond et al, 

1995). 

 La fonction principale de l’IL-8 est sans conteste l’attraction de cellules 

inflammatoires avec, en tête de file, les polynucléaires neutrophiles. Cependant, l’IL-8 

attire également les basophiles, les éosinophiles, les lymphocytes T et les cellules NK 

(Baggiolini, 2001).  

L’IL-8 est également un activateur des PMNs notamment par le biais de la 

dégranulation qu’elle induit (Atta-ur-Rahman, 1999). Ce phénomène intervient à la fois dans 

la lutte antimicrobienne via les granules azurophiles, mais aussi dans les phénomènes de 

migration trans-endothéliale via les granules spécifiques (Chakrabarti et al, 2005) qui vont 

permettre de mobiliser les intégrines à la surface des cellules et de dégrader entre autre la 

lame basale de l’endothélium vasculaire. 

Les conséquences moléculaires de la fixation de l’interleukine 8 sur ses récepteurs 

sont multiples. Après activation des petites protéines G hétérotrimériques liées aux récepteurs 

dans leur partie cytosolique, le signal IL-8 induit l’activation d’effecteurs primaires tels la 

phosphatidyl-inositol-3-kinase (PI3K) ou la phospholipase C (PLC) (Richardson et al, 1998). 

Ces enzymes activent à leur tour Akt (Knall et al, 1997), les protéines kinases C (PKC) et/ou 

les cascades de signalisation des MAPKs (Knall et al, 1996) et mobilisent le calcium 

intracellulaire.  

Ces signaux peuvent aboutir à une augmentation de la traduction protéique, une 

régulation de l’activité ou du nombre de facteurs de transcription et à une régulation de 

l’activité transcriptionnelle globale de la cellule cible, y compris du gène de l’IL-8 (Atta-ur-

Rahman, 1999). Des phénomènes d’induction de prolifération et survie de cellules 

cancéreuses (Brew et al, 2000; Kamohara et al, 2007), ainsi que des régulations de 

l’architecture cellulaire, du cytosquelette et de son interaction avec l’environnement cellulaire 

(Waugh et al, 2008) ont également été rapportés (Schéma 31). 
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Schéma 31. Voies de transductions du signal IL-8 médié par CXCR1 et/ou CXCR2. (D’après 

Waugh et al, 2008) 

 

 La sécrétion d’IL-8 par les PMNs en réponse aux cytokines pro-inflammatoires  

peut être régulée par différentes voies et, notamment, la voie classique de la résolution 

inflammatoire. Les cytokines anti-inflammatoires sécrétées par les monocytes et 

macrophages ainsi que les lymphocytes T, et particulièrement l’IL-10, induisent une 

inhibition du système d’amplification de la sécrétion de l’IL-8 .  

Une diminution de la production d’IL-8 aboutissant à une résolution de 

l’inflammation peut être médiée par l’IL-10 (Kasama et al, 1994). L’IL-10 va supprimer 

la sécrétion de l’IL-1 et du TNFα et ainsi annuler leur effet paracrine. L’IL-10, par 

ailleurs, n’intervient pas sur la sécrétion de L’IL-1Ra (Schéma 32). 

Il est également décrit que les molécules de la famille des glucocorticoïdes ont un 

effet inhibiteur sur la transcription du gène de l’IL-8 et donc sur sa production et sécrétion 

à venir (Mukaida et al, 1994) 

 



Inflammation aiguë et polynucléaire neutrophile 
 

 - 47 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma 32. Régulation du réseau autocrine/paracrine de cytokines stimulant la production 

d’IL-8 (D’après Cassatella, 1995) 

 

4.1.4- Macrophage inflammatory protein 1  (MIP-1) 

 

4.1.4.1- Structure des gènes et des protéines 

 

Les gènes de MIP-1α (Nakao et al, 1990) et MIP-1β (Irving et al, 1990) sont situés sur 

le bras court du chromosome 17 chez l’homme. Ils sont constitués de 3 exons et 2 introns 

(Menten et al, 2002) (Schéma 33).  

 

 

 

Schéma 33. Structures des gènes MIP-1. (D’après Menten et al, 2002) 
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MIP-1α et MIP-1β font tous deux partie de la famille des chimiokines de type CC. 

Les précurseurs de MIP-1α et MIP-1β comptent tous deux 92 acides aminés. Les formes 

matures en revanche sont constituées de 70 acides aminés pour MIP-1α et 69 acides 

aminés pour MIP-1β (Lodi et al, 1994). Les études structurales des protéines montrent que 

MIP-1β existe sous forme d’homodimère. Chaque monomère est constitué de trois brins 

antiparallèles formant un feuillet β au bout duquel se trouve une hélice α (Lodi et al, 

1994) (Schéma 34). Les structures des protéines dérivant de MIP-1α sont superposables à 

celle de MIP-1β (Czaplewski LG et al, 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma 34. Structure tertiaire de MIP-1β humain (D’après Menten et al, 2002). 

 

4.1.4.2- Sources et inducteurs 

 

L’expression de MIP-lα ou MIP-1β peut être induite dans une grande variété de types 

cellulaires incluant les PMNs (Kunkel et al, 1995; Hatano et al, 1999), monocytes (Ziegler et 

al, 1991; Lukacs et al, 1994),  les mastocytes, les cellules de Langerhans, les fibroblastes, les 

lymphocytes T et B (Kim et al, 1999; Krzysiek et al, 1999), les cellules NK (Bluman et al, 

1996).  

L’expression de MIP-1α est induite principalement par le LPS et par liaison cellulaire 

à l’endothélium ou à des plaques recouvertes d’ICAM-1 in-vitro (Lukacs et al, 1994). 

D’autres inducteurs de l’expression de MIP-1α ou MIP-1β sont décrits dans la littérature 

parmi lesquels l’acide lipoteichoique (Danforth et al, 1995), l’IFNγ, l’IL-1 β, la 

phytohémaglutinine A (PHA) (Bug et al, 1998). 
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4.1.4.3- Récepteurs et activités biologiques 

 

 CCR1 et CCR5 sont les récepteurs impliqués dans la reconnaissance de MIP-1α et 

MIP1β par les cellules (Samson et al, 1996; Baggiolini, 2001; Menten et al, 2002). Il 

s’agit de récepteurs couplés aux protéines G comme pour la majorité des chimiokines 

(Neote et al, 1993). Par ailleurs, CCR5 a été démontré comme étant une des voies d’entrée 

du VIH-1 dans les cellules (Murphy et al, 2000). 

MIP-lα et MIP-1β induisent non seulement la migration des monocytes (Uguccioni et 

al, 1995), des lymphocytes T (Roth et al, 1995) et des cellules NK (Taub et al, 1995), mais 

permettent également l’activation des cellules immunitaires (Karpus et al, 1997). De plus, 

MIP-lα semble préférentiellement chimioattractant pour les lymphocytes B et les cellules 

CD81+ activées par les LT, alors que MIP-1β est chimioattractant pour les LT CD4+ activés 

(Schall et al, 1993; Taub et al, 1993). MIP-lα, mais pas MIP-1β, induit le chimiotactisme des 

cellules NK (Maghazachi et al, 1994). Les neutrophiles, quant à eux, et bien qu’exprimant 

CCR1 lorsqu’ils sont activés, ne répondent pas aux MIP-1 (McColl et al, 1993). 

L’activité de MIP-1α ou MIP-1β peut être potentialisée par leur fixation aux 

protéoglycanes matriciels pour lesquels ces chimiokines ont une grande affinité (Ali et al, 

2000). La régulation de leurs effets a été décrite pour l’IL-4 (Standiford et al, 1993), l’IL-

10 (Berkman, John et al, 1995) et les corticostéroïdes (Berkman, Jose et al, 1995).  

MIP-1α et MIP-1β sont également de puissants inhibiteurs de l’invasion des 

cellules par le virus du VIH de par leur compétition pour la fixation du CCR5 (Cocchi et 

al, 1995). 

 

4.2- Les protéases 

 

4.2.1- Les différentes familles de protéases 

 

4.2.1.1- Les protéases à sérine 

 

Les protéases et leurs inhibiteurs ont un rôle majeur dans la physiologie des êtres 

vivants comme en témoigne la part non négligeable du génome qu’ils occupent chez les 

mammifères (2% à 4%) (Puente et al, 2004).  
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Parmi les 16 familles de protéases recensées, on peut citer les adamalysines, les 

protéases spécifiques de l’ubiquitine, et les protéases de la famille de la trypsine (Page et al, 

2008) qui sont les familles majoritaires. Les protéases à sérine représentent quant à elles un 

tiers des protéases chez l’homme et sont majoritairement des endopeptidases (Di Cera, 2009).

 Les protéases à sérine exercent leur activité catalytique via une triade d’acides-aminés; 

acide aspartique, histidine et sérine (Blow et al, 1969). Leur activité est modulée par le biais 

de la régulation de leur production et par des inhibiteurs spécifiques (Le Magueresse-

Battistoni, 2007).  

Parmi les protéases à sérine ayant un rôle dans l’inflammation, on peut citer l’élastase 

du neutrophile, la protéinase 3 et la cathepsine G ainsi que le système activateur du 

plasminogène (tissulaire ou de type urokinase) comme étant des éléments majeurs. 

Notamment le système activateur du plasminogène, par son action sur les cascades 

d’activation des MMPs (métalloprotéases matricielles), joue un grand rôle dans l’homéostasie 

tissulaire (Page-McCaw et al, 2007). Les protéases à sérine du neutrophile sont quant à elles 

impliquées entre autres dans la régulation de la réponse inflammatoire innée, l’inflammation 

et la destruction d’agents pathogènes (Belaaouaj et al, 1998 et 2000; Bank et al, 2001; 

Taggart et al, 2005; Wiedow et al, 2005). 

 

4.2.1.2- Les protéases à cystéine 

 

Comme toutes les protéases, les protéases à cystéine dénaturent de façon irréversible 

les liaisons peptidiques (Neurath et al, 1976). Les protéases à cystéine peuvent être 

regroupées en trois familles majeures : les enzymes rattachées à ICE (IL-1β-converting 

enzyme), la famille de la calpaïne et celle de la papaïne. Cette dernière famille regroupe le 

plus grand nombre de protéases à cystéine dont la papaïne, les cathepsines lysosomales et les 

protéinases végétales (Turk et al, 1997).  

Elles sont synthétisées et sécrétées sous forme de pro-enzymes nécessitant un clivage 

du pro-domaine pour être complètement actives. Leurs activateurs principaux sont l’élastase 

du neutrophile, la pepsine et d’autres protéases à cystéines (Lutgens et al, 2007).  

Leurs activités sont régulées par des inhibiteurs dont les cystatines sont les 

représentants les plus abondants (Dubin, 2005).  

Les protéases à cystéine sont impliquées dans de nombreux processus physiologiques 

tels que le cancer, le remodelage de la matrice osseuse, les pathologies cardio-vasculaires (Liu 

et al, 2004; Sukhova et al, 2006). 
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4.2.1.3- Les métalloprotéases matricielles (MMPs) 

 

 Les métalloprotéases sont un groupe majeur d’enzymes à même de dégrader la matrice 

extracellulaire ainsi que des composants non-matriciels. Il existe 26 MMPs humaines 

différentes identifiées et/ou clonées (Murray, 2001).  

 Il s’agit d’endopeptidases zinc dépendantes. Elles partagent des éléments structuraux et 

fonctionnels et sont les produits de différents gènes (Massova et al, 1998). Ce sont des 

enzymes relativement homogènes mais qui diffèrent tout de même par la nature des domaines 

qu’elles comportent (Twining, 1994).  

Plusieurs critères sont nécessaires à une enzyme présentant une action protéolytique 

pour appartenir à la famille des MMPs :  

 

- l'existence d'un profil caractéristique en domaines conservés   

- une capacité à dégrader un ou plusieurs substrats matriciels à pH voisin de la neutralité   

- la présence d’un atome de zinc dans leur site actif et le besoin de calcium pour que l'enzyme 

soit active  

- une sécrétion sous forme latente avec activation par d’autres protéases ou des agents organo-

mercuriques   

- une régulation de leur activité par des inhibiteurs tissulaires spécifiques  

 

Le domaine catalytique comporte, pour toutes ces enzymes, un site de fixation au zinc 

et une méthionine très conservée. Ce domaine contient également des ions zinc et magnésium 

nécessaires au maintien de la structure tridimensionnelle des MMPs (Chakraborti et al, 2003).  

La plupart des cellules synthétisent les MMPs et les sécrètent (Woessner, 1991). 

Cependant, les cellules inflammatoires et notamment les polynucléaires neutrophiles sont à 

même de les stocker dans des granules cytoplasmiques (Chertov et al, 2000). 

 Les MMPs sont sécrétées sous forme d’enzymes latentes et nécessitent un clivage de 

leur pro-domaine pour devenir pleinement actives. Le système du plasminogène (u-PA, t-PA) 

est ici un régulateur clé de la protéolyse matricielle puisqu’il est un acteur important des 

cascades d’activation des MMPs (Mignati et al, 1993) (Schéma 35) 
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Schéma 35. Exemple de cascades d’activation des MMPs. (D’après Chakraborti et al, 2003) 

 

La régulation des systèmes protéolytiques intervenant sur les composants matriciels 

est essentielle à la conservation de l’intégrité structurelle et fonctionnelle de l’organisme. En 

effet, une activité MMP-9 exacerbée au voisinage de la paroi artérielle est un facteur majeur 

dans le développement de pathologies vasculaires (Heron et al, 1991), mais, par ailleurs, les 

MMPs sont absolument essentielles au développement embryologique (Chakraborti et al, 

2003). Pour réguler cette activité enzymatique, il existe deux types majeurs d’inhibiteurs des 

MMPs que sont les TIMPs (Tissue inhibitor of MMP) et les IMPs (Inhibitor of MMP) 

capables d’inhiber les formes enzymatiques actives (Willenbrock et al, 1993).  

Au cours de nos travaux, seule la MMP-9 a été identifiée comme médiateur 

inflammatoire dans notre système expérimental. Nous focaliserons donc le chapitre suivant 

sur cette métalloprotéase matricielle uniquement. 

 

4.2.2. MMP-9 

 

4.2.2.1- Structure du gène et de la protéine 

 

Le gène de la MMP-9 est situé sur le bras court du chromosome 20 chez l’homme. Il 

comporte 13 exons codant une protéine de 92 kDa (Schéma 36).  
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Schéma 36. Structure des exons de la gélatinase B (D’après Chakraborti et al, 2003). 

 

 La régulation transcriptionnelle du gène de la MMP-9 se fait par le biais de 

séquences consensus de la région promotrice du gène en amont de la boite TATA. On y 

trouve notamment des sites de fixation pour NF-κB, AP-1 et PEA3 (Schéma 37). 

 

 

 

Schéma 37. Eléments régulateurs des régions promotrices du gène de la MMP-9 humaine.  

(D’après Chakraborti et al, 2003) 

 

 La protéine synthétisée comporte des domaines communs à toutes les MMPs : le 

pré-domaine ou peptide signal, le pro-domaine, le domaine catalytique et enfin le domaine 

C-terminal de type hémopexine.  

Le peptide signal est composé de 17 à 20 acides aminés, permettant de cibler la 

molécule pour sa sécrétion, il est ensuite clivé avant la sécrétion de l'enzyme latente 

(Nagase et al, 1999).  

Le pro-domaine est capable de maintenir le zymogène sous une forme latente de 

par la cystéine contenue dans sa séquence qui interagit avec l'atome de zinc présent dans 

le site actif (Springman et al, 1990).  

Le domaine catalytique contient une séquence consensus HEXXHXXGXXH, dont 

les trois résidus histidine sont nécessaires à la liaison du zinc et à l'activité protéolytique 

(Gomis-Rüth, 2003).  

Enfin le domaine C-terminal de type hémopexine est impliqué dans la spécificité 

du substrat.  

Pour la MMP-9 le domaine catalytique contient en plus trois domaines 

« fibronectine de type II » qui lui servent à lier le collagène et la gélatine (Allan et al, 
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1995; Steffensen et al, 1995). Le domaine hémopexine, quant à lui, est nécessaire au 

clivage de la triple hélice des collagènes interstitiels (Bode, 1995). 

 

4.2.2.2- Sources et inducteurs 

 

De très nombreux types cellulaires sont à même de synthétiser et sécréter la MMP-

9 : les PMNs (dans le cadre inflammatoire) (Chakrabarti et al, 2005), les lymphocytes 

(Weeks et al, 1993), les macrophages (Welgus et al, 1990), les polynucléaires 

éosinophiles (Ohno et al, 1997), les mastocytes (Kanbe et al, 1999), les cellules NK 

(Albertsson et al, 2000), les cellules dendritiques (Bartholome, 2001) et les différents 

types cellulaires pulmonaires en cas d’activation (Schnaper et al, 1993; Kenagy et al, 

1994). Il est à noter que les PMNs sont une source non-négligeable de MMP-9 puisqu’ils 

en contiennent environ 3 µg par million de cellules (Atkinson et al, 2003). 

L’induction de la production et de la sécrétion des MMP-9 se fait majoritairement 

par le biais de stimuli inflammatoires (stress oxydatif, cytokines, esters de phorbol) 

(Chakraborti et al, 2003). Cependant des éléments physiques tels que les ultra-violets de 

type B sont également à même d’activer la production de MMP-9 par les fibroblastes 

(Fisher et al, 1996) 

 

4.2.2.3- Activités biologiques 

 

Les MMPs jouent un rôle important dans de nombreux événements physiologiques 

aussi bien au niveau cellulaire, comme dans la migration et l’apoptose (Vu et al., 2000), que 

tissulaire, dans la cicatrisation et le remodelage matriciel (Marucci et al, 2002).  

Plus particulièrement, la MMP-9 joue un rôle important dans la migration des PMNs 

(Reichel et al, 2008) de par son activité collagènolytique qu’elle exerce sur le collagène de 

type IV des membranes basales des vaisseaux sanguins. La MMP-9 est notamment stockée 

dans les granules tertiaires des PMNs qui la relarguent au moment de la migration 

transendothéliale (Chakrabarti et al, 2006). Dans un cadre pathologique, cette action sur les 

lames basales des vaisseaux peut s’avérer délétère et induire la formation d’anévrismes 

(Pearce et al, 1996). 

 Son répertoire de substrats ne se limite pas aux seuls collagènes et gélatine puisque la 

MMP-9 est également une élastase. Elle est aussi capable de cliver des substrats non 

matriciels tels que l’IL-1β ou le plasminogène (Chakraborti et al, 2003). Elle peut également 
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cliver l’IL-8 et augmenter ainsi son pouvoir chimioattractant d’un facteur 10 (Chakrabarti et 

al, 2005). 

Compte tenu du rôle important de la MMP-9 dans le remodelage tissulaire et dans les 

processus inflammatoires, l’activité protéolytique de ces enzymes doit être rigoureusement 

controlée.  

Physiologiquement, l’activité protéolytique des MMPs, et donc de la MMP-9, est 

régulée par leurs inhibiteurs tissulaires, les TIMPs. Parmi les quatre membres de cette 

famille (TIMP-1 à -4), c’est le TIMP-1 (protéine de 28 kDa) qui forme un complexe à 

haute affinité avec les MMPs-1, -2 et -3 et se lie également à la proMMP-9, bloquant son 

activation par les stromélysines. (Shimokawa et al., 2003).  

 

5- L’inflammation liée aux débris de biomatériaux 

 

 Le descellement aseptique des prothèses a pour cause majeure une inflammation 

périprothétique qui conduit à une ostéolyse (Garrigues et al, 2005). Les agents causals de 

cette inflammation sont les débris générés par les articulations elles-mêmes, ou par les 

zones à l’interface os/implant et non articulées (Harris, 1995; Goldring et al, 1993). Ces 

particules s’accumulent d’autant plus rapidement que l’implant est à même d’effectuer des 

micromouvements qui recréent et disséminent des particules (Hirakawa et al, 2004). La 

majeure partie de ces particules n’excède pas 5 µm de diamètre et ne présente pas de 

forme particulière (Abu-Amer et al, 2007).  

La phagocytose de ces particules par les macrophages augmente la sécrétion d’IL-

1, IL-6 et TNF ainsi que de métalloprotéases (Shanbag and Jacobs et al, 1994; Gonzalez et 

al, 1996; O’Keefe et al, 1998; Laquerrière et al, 2004). Cependant, bien que centraux, les 

macrophages ne sont pas les seules cellules présentes sur ce site inflammatoire. On y 

trouve notamment des lymphocytes (Boynton et al, 1995) et des PMNs (Anderson, 1988). 

Leur présence fait évoluer les réseaux cytokiniques locaux et peut influencer les cellules 

résidentes du tissu osseux.  

En effet, un profil cytokinique pro-inflammatoire va orienter la balance entre 

ostéoblastes et ostéoclastes vers la résorption osseuse. La résorption fait partie de la 

physiologie osseuse et est nécessaire au renouvellement matriciel, mais cette action 

promotrice de l’ostéoclasie que provoquent les cytokines passe par une forte dérégulation 

de la balance entre ostéoprotégérine (OPG) et le Receptor Activator of NF-κB (RANK) en 
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faveur de RANK (Khosla et al, 2001), et entraîne une ostéolyse exagérée qui aboutit à 

terme au descellement prothétique (Schéma 38). 

 

 

Schéma 38. Inflammation médiée par les macrophages en réponse aux biomatériaux  

(D’après Hallab et al, 2009). 

 

 Cette réaction inflammatoire aux particules de biomatériaux doit être contrôlée dès 

sa phase aiguë afin d’éviter un emballement de la réponse de l’hôte conduisant au cas 

pathologique du descellement aseptique. Cependant, l’inflammation étant nécessaire au 

processus de remodelage osseux, il convient de ne pas totalement l’inhiber mais 

uniquement de la moduler. Le zinc ayant déjà démontré de telles propriétés immuno-
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modulatrices sur la réponse inflammatoire liée aux monocytes et macrophages 

(Grandjean-Laquerriere et al, 2006), nous avons, lors de ce travail de thèse, étudié son 

influence sur la réponse inflammatoire médiée par les polynucléaires neutrophiles. 
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D- Le zinc 
 

1- Généralités 

 

Le zinc est un cation divalent. Sa concentration plasmatique  est de l’ordre de 15 

µM avec une majorité d’ions complexés à des protéines (Gless et al, 1992). La masse 

totale de zinc est estimée entre 2 et 4 grammes dans le corps humain (Laggner et al, 

2006). Seul le zinc non lié, ne représentant qu’entre quelques picomoles et quelques 

nanomoles, est biologiquement actif (Magneson et al, 1987). La quantité de zinc 

intracellulaire totale est estimée à quelques centaines de micromoles (Arslan et al, 1985). 

Par ailleurs, il n’existe pas de stockage de zinc avéré (Murgia et al, 2006). Les mesures, 

par ICP-AES (Plasma à couplage inductif - spectrométrie d’émission atomique), de la 

dissolution de l’HA substituée par 5% d’ions zinc (HA5%) utilisée dans nos travaux, ont 

montré une concentration maximale en zinc relargué par le matériau de 20 µM à 24h.  

 

2- Les rôles du zinc 

 

2.1- Rôle dans le métabolisme osseux 

 

Le zinc est naturellement présent à l’état de traces dans l’os (Yamaguchi et al, 

1986) et favorise la croissance et la minéralisation osseuse (Yamaguchi et al, 1987 et 

1988). Il agit directement sur les ostéoblastes (Hashizume et al, 1993) et diminue la 

résorption osseuse due aux ostéoclastes (Kishi et al, 1994). De plus le zinc modifie la 

production de cytokines (Bao et al, 2003), y compris quand il est inclus comme 

substituant dans des bioverres (Day et al, 2005), ou des hydroxyapatites (Grandjean-

Laquerriere et al, 2006) et permet de favoriser ainsi la repousse osseuse consécutive aux 

traumatismes opératoires subis par le tissu. 

 

2.2- Rôle dans la réponse immunitaire 

 

Le zinc est nécessaire au maintient d’une réponse immune optimale (Mocchegiani 

et al, 2000). S’il se trouve en défaut ou en excès, l’immunité de l’organisme s’en trouve 

altérée (Chandra, 1984).  
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Un polynucléaire neutrophile a une concentration moyenne intracellulaire de 2 µM 

de zinc (Moroni et al, 2005) et lorsque les cellules se trouvent dans un environnement 

déficient ou excédentaire en zinc, l’explosion oxydative est inhibée (Keen et al, 1990; 

Takeyama et al, 1995).  

Par ailleurs, une carence en zinc inhibe la migration des PMNs alors que de très 

fortes concentrations (1 mM) peuvent avoir un effet chimiotactique direct (Hujanen et al, 

1995).  

Il a également été démontré qu’une déficience en zinc induisait l’apoptose 

cellulaire (Jankowski-Hennig et al, 2000; Fraker, 2005).  

Dans le cadre de ce travail de thèse, qu’il s’agisse des études avec ou sans le zinc, 

nous nous trouvons systématiquement dans la zone de fonctionnement normal des PMNs 

puisque les milieux de cultures contiennent environ 15 µM de zinc et que les 

supplémentations que nous effectuons ne nous font pas excéder 35 µM au final (Schéma 

39). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma 39. Influence du zinc sur la fonction des PMNs. (D’après Rink et al, 2001) 

 

3- La déficience en zinc 

 

Le plus souvent il s’agit de carences alimentaires. Cliniquement, une faible 

déficience en zinc est marquée par une dépression immunologique, des troubles du goût 

(hypogueusie) et de l’odorat (hyposmie), une cécité de nuit (héméralopie), des pertes de 

mémoire et une diminution de la spermatogenèse chez les patients (Walsh et al, 1994; 

Zalewski, 1996), alors qu’une sévère déficience se caractérise par une forte dépression 

immunologique, des infections fréquentes, des dermatites bulleuses, des diarrhées, des 

Fonction des polynucléaires neutrophiles

Diminution de 
la phagocytose

Fonction 
normale

Action 
chimiotactique 

directe

Déficience Physiologique
Doses élevées de zinc

Concentrations sériques en zinc

HA5% Zn

100 µM 500 µM

Fonction des polynucléaires neutrophiles

Diminution de 
la phagocytose

Fonction 
normale

Action 
chimiotactique 

directe

Déficience Physiologique
Doses élevées de zinc

Concentrations sériques en zinc

HA5% Zn

100 µM 500 µM



Le zinc 
 

 - 60 - 

alopécies et troubles mentaux (Kay et al, 1975; Walsh et al, 1994 ). Il est également 

possible d’observer des retards de croissance chez l’enfant, et une perte d’appétit 

(Sansted, 1991; Solomons, 1998). Une supplémentation alimentaire en zinc permet de 

diminuer la susceptibilité infectieuse des populations carencées (Shankar et al, 1998). 

La déficience cellulaire en zinc peut cependant être due également à un défaut des 

transporteurs du zinc comme c’est le cas dans l’acrodermatite entéropathique (Wang et al, 

2002). 

 

4- Le zinc et la modulation de la réponse inflammatoire 

 

Les effets des variations de concentration en zinc visibles à l’échelle d’un organe 

ou d’un organisme ont des fondements cellulaires.  

Le zinc est cofacteur de plus de 300 enzymes (Coleman, 1992; Vallee et al, 1993) 

de par sa participation à leur intégrité structurale et fonctionnelle (Rink et al, 2000). Il 

participe également à l’interaction des facteurs de réplication et de transcription avec les 

acides nucléiques (Rink et al, 2000) via les structures en doigts de zinc. 

Le zinc affecte également la signalisation cellulaire et notamment la voie des 

tyrosine-kinases, la voie des nucléotides cycliques, celle des MAPKs et de la PKC 

(Beyersmann et al, 2001).  

Il a été montré dans des cellules primaires qu’une déficience en zinc pouvait agir 

sur la régulation des voies AP-1 et NF-κB (Herbein et al, 2006). Notamment le manque de 

zinc contribue à augmenter la translocation nucléaire de NF-κB et donc à potentialiser un 

profil pro-inflammatoire (Hennig et al, 1999; Ho et al, 2004; Prasad et al, 2004).  

Ceci peut notamment être observé au niveau de la réponse au LPS bactérien 

(Driessen et al, 1995). Le zinc joue, dans la signalisation liée au TLR-4, le double rôle 

d’activateur et répresseur.  

En tant qu’activateur, il donne au LPS une conformation qui favorise son 

interaction avec son récepteur (Wellinghausen et al, 1996). Il inhibe par ailleurs la 

« protein tyrosine phosphatase » (PTP) (Brautigan et al, 1981; Haase et al, 2003) et la 

« MAPK phosphatase 1 » (MKP-1) (Kim et al, 2006) favorisant la transduction du signal 

en provenance de TLR-4. Enfin il favorise la translocation de PKC à la membrane 

(Beyersmann et al, 2001). 
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En tant que répresseur, le zinc agit par l’inhibition de IRAK1 (impliquée dans les 

voies IL-1 et TLRs) (Wellinghausen et al, 1997) qui transmet le signal depuis TLR-4. Il 

agit également par l’inhibition de la phosphodiestérase des nucléotides cycliques (PDE) 

qui a pour fonction la linéarisation de ces derniers (Donnelly, 1978; Percival et al, 1997). 

Il semblerait que cet effet anti-inflammatoire du zinc sur la PDE soit principalement dû au 

maintien du GMP cyclique dans les monocytes (VonBülow et al, 2005). Enfin, 

l’inhibition de l’ « inhibitor of NFκB kinase » (IKK) par le zinc permet l’action d’IκB qui 

réprime NFκB (Jeon et al, 2000) (Schéma 40). 
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Schéma 40. Effet du zinc sur la signalisation des TLRs. Effet pro-inflammatoire en bleu et 

immuno-régulateur en rouge. (D’après Haase et al, 2007) 

 

Cette régulation fine par le zinc de la transduction du message inflammatoire 

aboutit à la modulation des profils de production cytokiniques par les cellules du système 

immunitaire (Grandjean-laquerriere et al, 2006), et le système devient encore plus 

complexe lorsque l’on tient compte de l’effet biphasique de la concentration en zinc sur le 

relargage des cytokines (Hasse et al, 2007) (Schéma 41).  
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Schéma 41. Effet de la concentration en zinc sur la sécrétion des cytokines. (D’après Haase et 

al, 2007) 

 

L’ensemble des données présentées au cours de cette introduction représente le 

socle de notre étude. Nous avons en effet travaillé pour la première fois à l’étude de la 

réponse inflammatoire aiguë aux particules d’HA, médiée par les PMNs. La littérature ne 

fournit que très peu de données sur la réponse de ce type cellulaire aux phosphates de 

calcium, bien qu’il semble impliqué dès les premiers stades de la réponse inflammatoire 

aux biomatériaux. Ceci nous a incités à comprendre quels médiateurs entraient en jeu dans 

la réponse des PMNs aux particules d’HA et, dans un second temps, à proposer un 

biomatériau à même d’enrayer l’emballement de la réponse de l’hôte. 
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OBJECTIFS DU TRAVAIL 

 

 La génération de particules d’hydroxyapatite est due au remodelage de ce 

biomatériau de recouvrement prothétique par les cellules de l’hôte. Ces débris ont le 

potentiel d’induire une inflammation qui, si elle n’est pas contrôlée, peut mener au 

descellement aseptique de l’implant. La littérature, ainsi que des travaux antérieurs du 

laboratoire, décrivent les monocytes/macrophages comme acteurs majoritaires de cette 

inflammation. Or, si la réponse des monocytes/macrophages est bien connue dans le cadre 

de l’inflammation chronique liée au descellement aseptique, les données concernant les 

polynucléaires neutrophiles et la réponse inflammatoire aiguë sont très peu répandues, 

bien qu’il ait été décrit que les PMNs soient retrouvés sur le site des échecs de prothèses. 

 

 Nous avons donc émis l’hypothèse que les PMNs pouvaient être activés par les 

particules d’HA et participaient à l’inflammation périprothétique. C’est pourquoi la 

première partie de ce travail de thèse a été consacrée à l’évaluation de la réponse des 

PMNs au contact des débris d’HA, en terme notamment de médiateurs inflammatoires 

sécrétés, qu’il s’agisse de cytokines, chimiokines ou protéases.  

 

 Dans un second temps, en nous basant sur une étude antérieure du laboratoire 

ayant, qui a montré une régulation de la production cytokinique des monocytes par 

l’utilisation d’une HA partiellement substituée en zinc, nous avons émis l’hypothèse que 

ce nouveau biomatériau pourrait, éventuellement, également moduler la réponse des 

PMNs. Nous avons donc cherché à mettre en évidence le potentiel immunomodulateur de 

cette HA substituée en zinc sur la réponse des PMNs, et plus précisément sur la 

production d’IL-8 et de MMP-9. Par ailleurs, en nous appuyant sur nos premiers résultats, 

nous avons également cherché à mettre en évidence les mécanismes impliqués dans la 

régulation du signal HA au sein des PMNs, et plus spécifiquement, nous avons proposé 

l’IL-8 comme élément central de la réponse des PMNs aux particules d’HA.  
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RESULTATS 
 

1ère Partie : Les particules d’hydroxyapatite ont la capacité d’activer 

les polynucléaires neutrophiles humains et d’initier une réponse 

inflammatoire. 

 

 L’hydroxyapatite est un phosphate de calcium couramment utilisé en chirurgie 

orthopédique et maxillo-faciale. L’hydroxyapatite sert majoritairement de matériau de 

recouvrement des parties métalliques des prothèses, mais est également employée comme 

matériau de comblement. L’utilisation de ce matériau est justifiée par sa capacité à 

favoriser la repousse osseuse. Cependant, le remodelage de l’hydroxyapatite, pendant son 

intégration à la matrice osseuse, induit la formation de débris potentiellement 

inflammatoires. Cet effet est bien documenté concernant la phase inflammatoire chronique 

et les cellules qui y sont associées, à savoir les monocytes et macrophages. Ces cellules, 

au contact de particules de biomatériaux, augmentent leur production de facteurs pro-

inflammatoires.  

En revanche, bien que les polynucléaires neutrophiles aient été retrouvés sur les 

sites inflammatoires, très peu d’études se sont penchées sur l’effet des particules 

d’hydroxyapatite sur ces cellules. Les données disponibles se rapportent pour une majorité 

à des modèles animaux et traitent préférentiellement de l’explosion respiratoire. 

 

 Sur la base de cet état des lieux de la littérature, nous avons décidé d’entreprendre 

une étude portant sur l’effet des particules d’hydroxyapatite sur les polynucléaires 

neutrophiles humains, en terme de sécrétion de médiateurs inflammatoires dans le milieu 

extracellulaire. Nous nous sommes de plus assurés que ces médiateurs possédaient bien 

une activité biologique à même de fournir des éléments de réponse quant à l’action de 

l’hydroxyapatite sur la phase inflammatoire aiguë médiée par les polynucléaires 

neutrophiles. 

 

 Avant de procéder à l’évaluation des variations de la production de médiateurs de 

l’inflammation par les PMNs, nous nous sommes assurés que le contact entre les cellules 

et les particules d’HA avait bien lieu et n’altérait pas l’intégrité cellulaire. Les études en 
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microscopie électronique à balayage nous ont de plus permis de mettre en évidence des 

modifications morphologiques des PMNs caractéristiques d’une activation cellulaire. 

Notamment, nous avons montré l’émission de prolongements cytoplasmiques de types 

lamellipodes et filipodes par les cellules.  

 

 Nous avons ensuite procédé à un criblage des médiateurs inflammatoires produit 

par les PMNs en réponse au contact et/ou à la phagocytose de particules d’HA par la 

technique d’« antibody-arrays ». Nous avons ainsi mis en évidence une augmentation 

significative de neuf facteurs parmi les 42 testés (éotaxine, éotaxine-2, I309, IL-1α, IL-8, 

IL-2, IL-11, MIP-1α et MIP-1β). IL-1α, IL-8, MIP-1α et MIP-1β ont particulièrement 

retenu notre attention car ils sont à même d’intervenir dans le modèle d’inflammation liée 

au descellement aseptique.  

 

 Ces résultats ont été confirmés par une étude quantitative de la concentration en 

IL-8 par ELISA dans les surnageants de culture des PMNs. Ces tests ont montré 

également une augmentation significative de la concentration en IL-8 dans les surnageants 

de culture des PMNs humains mis au contact de particules d’HA. 

 

Nous avons ensuite évalué le potentiel chimioattractant des surnageants de culture 

des PMNs par des tests de migration en chambre de Boyden. Nos résultats sont cohérents 

avec ceux portant sur les augmentations de facteurs chimioattractants obtenus par 

« antibody-arrays ». En effet, l’IL-8 est le facteur chimiotactique préférentiel des PMNs et 

les résultats de la migration de ce type cellulaire montrent une augmentation qui suit celle 

de la concentration de l’IL-8 dans le milieu extracellulaire. Si les monocytes ne répondent 

pas spécialement à l’IL-8, en revanche ils sont sensibles aux MIP-1α et MIP-1β, et, les 

expériences de migration des monocytes montrent qu’ils migrent plus en réponse aux 

surnageants de PMNs ayant été au contact d’HA. 

 

 Une composante essentielle de la migration cellulaire in-vivo est la dégradation de 

la matrice extracellulaire permettant la progression des cellules. Par ailleurs, la littérature 

décrit que la liaison de l’IL-8 à ses récepteurs est un élément déclencheur de la libération 

de la MMP-9 dans les PMNs. Intégrant ses deux informations et puisque nos PMNs 

sécrètent abondamment de l’IL-8 en réponse à nos débris de biomatériaux, nous avons 
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recherché l’activité gélatinolytique de la MMP-9, métalloprotéase abondante dans le 

neutrophile, dans les surnageants de culture. Nos résultats ont montré que, dans notre 

système, le contact entre les PMNs et les particules de biomatériaux induisait une 

augmentation de l’activité enzymatique de la MMP-9. 

 

 L’ensemble de nos résultats nous a permis de proposer un modèle expliquant la 

mise en place de la réponse des PMNs aux particules de biomatériaux. 
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Les principaux résultats obtenus au cours de cette étude sont les suivants: 

 

• Les polynucléaires neutrophiles interagissent physiquement avec les particules 

d’hydroxyapatite en émettant des prolongements cytoplasmiques qui favorisent 

l’adhésion cellulaire au biomatériau.  

 

• Les particules d’hydroxyapatite induisent des variations de sécrétions d’un nombre 

restreint de cytokines et chimiokines par les PMNs parmi lesquelles l’IL-1α, l’IL-8 et 

les MIP-1α et MIP-1β.  

 

• Les PMNs, en réponse aux particules d’HA, accroissent l’activité gélatinolytique liée à 

la sécrétion de la métalloprotéase matricielle 9. 

 

• Le pouvoir chimioattractant du milieu extracellulaire envers les cellules 

inflammatoires est accru lorsque les PMNs sont au contact de particules 

d’hydroxyapatite. 

 

Notre travail fournit pour la première fois des arguments en faveur du potentiel 

activateur des particules d’hydroxyapatite sur les polynucléaires neutrophiles en terme de 

sécrétion de cytokines, chimiokines et protéases. Ces résultats sont très importants pour la 

compréhension des mécanismes précoces conduisant, à terme, à l’infiltration de cellules 

inflammatoires, responsables des échecs opératoires dus au descellement aseptique des 

prothèses. En effet, nous avons montré une augmentation à la fois d’IL-1α et d’IL-8, à 

effet activateur sur les polynucléaires neutrophiles, l’IL-8 étant également un puissant 

chimioattractant de ces mêmes cellules. Par ailleurs, nous avons mis en évidence une 

augmentation de la concentration en MIP-1α et MIP-1β qui sont chimioattractants pour 

les monocytes. Ces sécrétions augmentées de chimiokines rendent compte des 

observations histologiques montrant depuis plusieurs décennies à la fois des 

polynucléaires neutrophiles et des monocytes/macrophages sur les sites périprothétiques. 

Il est également à noter que ce phénomène de recrutement cellulaire à partir du sang 

circulant est facilité par l’augmentation de la protéolyse matricielle et notamment de la 

lame basale des vaisseaux sanguins, qui favorise l’influx des cellules immunitaires. 
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2ème Partie : Modulation de la réponse des polynucléaires 

neutrophiles à l’hydroxyapatite par l’utilisation d’une 

hydroxyapatite substituée en zinc. 

 

 Les interventions chirurgicales liées aux pathologies de la hanche sont un problème 

de santé publique majeur, qui s’accentue avec le vieillissement de la population. La 

restauration de la fonction de la hanche se fait majoritairement par la pose de prothèses 

orthopédiques. La complication principale de ce type d’intervention survient après 

quelques années et concerne le descellement aseptique des implants. Or, les débris d’HA, 

générés à partir de la surface prothétique, possèdent des capacités inflammatoires 

abondamment décrites dans la littérature sur les  monocytes/macrophages. Nous avons 

récemment démontré que ce potentiel inflammatoire était également retrouvé avec les 

PMNs. Des travaux antérieurs de l’équipe ont permis de démontrer que ce potentiel 

inflammatoire des particules d’hydroxyapatite, sur les monocytes macrophages, pouvait 

être modulé si le matériau avait une partie de ses ions calcium substituée par des ions zinc.  

 

 Dans le cadre des problèmes posés par l’inflammation liée aux particules 

d’hydroxyapatite en clinique, la régulation des réponses inflammatoires, aiguë comme 

chronique, semble être une piste envisageable pour augmenter la durée de vie des 

implants. Nous avons donc entrepris d’étudier pour la première fois le potentiel 

immunomodulateur de l’hydroxyapatite substituée par 5% de zinc (HA5%) sur la réponse 

inflammatoire aiguë due aux PMNs. Plus particulièrement, faisant suite à nos travaux 

précédents, ces études ont été focalisées majoritairement sur l’IL-8, médiateur sécrété 

abondamment par les neutrophiles, pour son implication en tant qu’activateur et 

chimioattractant des PMNs dans la réponse inflammatoire précoce.  

 

 Pour répondre à ces questions, nous avons tout d’abord mesuré par ELISA les 

variations de la concentration en IL-8 dans les surnageants de culture de PMNs au contact 

d’HA ou HA5%. Nos résultats ont mis en évidence une diminution de la concentration de 

ce médiateur inflammatoire lorsque les cellules sont au contact de l’HA5%. 

Afin de définir si ces variations étaient dues à des modifications de la quantité de 

transcrits de l’IL-8, nous avons réalisé des expériences de PCR en temps réel qui nous ont 
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permis de mettre en avant une diminution de la production des ARNm de l’IL-8 par les 

PMNs au contact d’HA5% comparativement à ceux au contact d’HA. 

 

 Nous avons par la suite vérifié que la décroissance de concentration en IL-8 

s’accompagnait d’une diminution du potentiel chimiotactique des surnageants de culture 

des PMNs. Les résultats de migration en chambre de Boyden montrent que les PMNs 

migrent moins en réponse aux surnageants de cellules ayant été au contact d’HA5%, 

confirmant que l’IL-8 est majoritairement responsable de la migration des PMNs dans 

notre système expérimental. 

 

 Comme nous l’avons expliqué précédemment, les protéases sont à la fois 

nécessaires à la progression cellulaire dans les tissus mais également signe de l’activation 

des PMNs par l’IL-8 dans notre système. Nous avons donc voulu nous assurer que 

l’HA5% induisait effectivement une diminution de l’activité gélatinolytique des 

surnageants de culture des PMNs en accord avec les diminutions de concentration en IL-8. 

Les expériences en zymographie nous ont permis de confirmer que l’HA5% induisait une 

diminution de l’activité enzymatique de la MMP-9. Nous avons recherché par PCR en 

temps réel si cette variation d’activité enzymatique pouvait être expliquée par une 

variation de la transcription du gène de la MMP-9, mais nos résultats ne montrent pas de 

différence significative quelles que soient les conditions étudiées. Nous avons alors 

envisagé de vérifier l’hypothèse selon laquelle la libération de la MMP-9 est liée à 

l’interaction entre IL-8 et ses récepteurs. Ainsi, une diminution de ces derniers à la surface 

cellulaire pourrait être responsable de la diminution de l’activité gélatinolytique que nous 

observons.  

 

 Afin de vérifier notre hypothèse, nous avons effectué une étude en cytométrie en 

flux de la présence des récepteurs CXCR-1 et CXCR-2 à la surface des PMNs. Nous 

avons ainsi démontré que le récepteur CXCR-1 était moins présent à la surface des PMNs 

stimulés par HA et HA5% par comparaison aux conditions basales de culture, ce qui n’est 

pas le cas de CXCR-2. Une étude en PCR en temps réel nous a permis de démontrer que 

ces variations de la présence des récepteurs n’étaient pas liées à des variations des ARNm 

de ces protéines membranaires. Il semble donc que la seule régulation des récepteurs de 

l’IL-8 ne puisse pas rendre compte des variations de l’activité de la MMP-9. 
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 Considérant ces résultats dans leur ensemble, il nous est apparu que l’IL-8 jouait 

un rôle primordial au sein de notre système expérimental dans la réponse des PMNs aux 

particules d’HA et que ses récepteurs semblaient également impliqués dans la régulation 

des processus inflammatoires. Afin de vérifier ceci, nous avons proposé de bloquer ces 

récepteurs à l’aide d’anticorps spécifiques avant d’exposer les PMNs  aux particules HA. 

 

 Les résultats obtenus dans ce cadre en ELISA nous ont permis de démontrer que le 

blocage simultané ou individuel des récepteurs bloquait toute variation de la concentration 

en IL-8 dans les surnageants de culture des PMNs et que le blocage simultané permet 

d’abolir également toute variation au niveau des ARNm. Cependant, l’expression des 

ARNm varie de façon identique que l’on ne bloque le CXCR-2 seul ou que l’on n’utilise 

pas d’anticorps. Le blocage de CXCR-1 seul, en revanche, aboutit à une abolition des 

variations des ARNm de l’IL-8 sous l’effet des particules d’HA alors que l’HA5% permet 

de diminuer la production des messagers de l’IL-8 sous le niveau d’expression basale. 

 Les études en zymographie de l’activité gélatinolytique de la MMP-9 ainsi que de 

la présence de ses transcrits en PCR en temps réel montre que le blocage des récepteurs 

aboutit à une abolition de toute variation quelle que soit la stimulation. 

 

 Nos résultats indiquent donc que l’HA5% est à même de réguler l’inflammation 

liée aux biomatériaux et peut être envisagé comme matériau de recouvrement prothétique 

susceptible d’allonger la durée de vie des implants. Par ailleurs, cette étude nous permet 

d’affiner notre modèle de la réponse des PMNs aux particules de biomatériaux. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résultats : 2ème partie 
 

 - 79 - 

Effect of zinc on hydroxyapatite-mediated activation 

of human polymorphonuclear neutrophils: potential 

modulatory role in bone implant-associated acute 

inflammation. 
 

 

 

VELARD Frédérica, d*, LAURENT-MAQUIN Dominiquea, BRAUX Juliena, 

GUILLAUME Christinea, BOUTHORS Sylviea, JALLOT Edouardb, NEDELEC Jean-

Mariec, BELAAOUAJ Abderrazzaqd, and LAQUERRIERE Patricea,e 

 

 

a. INSERM, UMR-S 926, CHU de Reims, IFR 53, URCA - 1 avenue du Maréchal Juin, 

51095 Reims, Cedex, France. 

b. CNRS/IN2P3, UMR 6533, Laboratoire de Physique Corpusculaire de Clermont-

Ferrand, Université Blaise Pascal - 24 avenue des Landais, 63177 Aubiere Cedex, France. 

c. CNRS, UMR 6002, Laboratoire des Matériaux Inorganiques, Université Blaise Pascal - 

24 avenue des Landais, 63177 Aubiere Cedex, France. 

d. EA 4303, Inflammation et Immunité de l’Epithélium Respiratoire, CHU de Reims, IFR 

53, URCA – 45 rue Cognacq Jay, 51092 Reims Cedex, France. 

e. CNRS, UMR 7178, IPHC, équipe IMABIO - 23 rue Loess, BP 28, 67037 Strasbourg 

Cedex 02, France.  

  

 

*  Corresponding author : VELARD Frédéric, INSERM UMR-S 926, 1 avenue du 

Maréchal Juin, 51095 Reims, Cedex, France 

Tel : (33) 3 26 91 80 10       Fax : (33) 3 26 91 86 43 

e-mail : frederic.velard@univ-reims.fr 

 

 

 



Résultats : 2ème partie 
 

 - 80 - 

ABSTRACT 

 

The restoration of bone function after diseases (e.g. Hip fractures, cancer…) is a 

worldwide public health problem. Hydroxyapatite (HA) is widely used as coating 

biomaterial for prosthesis metal parts and as bone substitute. The release of HA particles 

induces an inflammatory response and, if uncontrolled, could result in implant loss. At the 

inflamed site, the polymorphonuclear cells (PMNs) represent the earliest phagocytic cells 

that predominate the cellular infiltrate. We have recently proposed that HA wear debris 

activate polymorphonuclear cells (PMNs) initiating and/or amplifying thereby the acute 

inflammatory response. Previous studies have shown that activation of monocytes by HA 

could be modulated by supplementing this latter with the divalent cation, Zinc. The 

purpose of this work was to investigate the modulation of PMNs activation following 

exposure to zinc-substituted HA. Our study demonstrate that addition of zinc to HA 

particles resulted in decreased levels of the pro-inflammatory mediator interleukin-8 (IL-

8) and the matrix metalloproteinase 9. We also show that these changes involve IL-8 

receptors (CXCR-1 and CXCR-2). To our knowledge, this study reports for the first time 

the modulation of PMN activation by zinc-substituted hydroxyapatite suggesting a 

potential alternative to control the bone implant-associated inflammation at its early stage. 

 

Keywords: Inflammation, Neutrophil, Interleukin-8, Hydroxyapatite, Zinc 
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INTRODUCTION  

 

 Approximately, 1.7 million hip fractures occurred annually worldwide, a number 

that is expected to triple in the next 50 years [1]. In the USA, the annual cost of 

interventions in hip-related problems has been estimated to reach 10 billion dollars [2] and 

it is expected to exceed 15 billion dollars within a few years due to population aging [3]. 

The functional restoration of a femoral neck damage is obtained by the implantation of hip 

prosthesis. Hydroxyapatite (HA) is widely used because of biocompatibility and 

bioactivity. HA is also used as bone substitute following tumour resection [4, 5]. To fill 

this bone defect, HA is used as a cement increasing bone growth [6, 7]. Other applications 

of HA include its use in fixation of implants [8] and coating of the metal parts of 

prosthesis (e.g. total hip arthroplasty) [9].  

The outcomes of artificial hip replacement are overall satisfactory (mean lifespan 

is 14 years [10]).  However, the concern with this intervention is the implant loosening 

over time [11]. Part of this concern is the tendency of HA coating/implant to fragment and 

generate particles wear debris [12, 13]. These particles, foreign to the host, trigger an 

unchecked inflammatory response characterized by unopposed recruitment and activation 

of immune cells [14, 15]. The earliest phagocytic cells that accumulate in the setting of 

inflammation (for instance at the bone-implant interface) are polymorphonuclear cells 

(PMNs) followed subsequently by monocytes [16, 17]. Recently, we have demonstrated 

that HA particles have the capacity to activate human PMNs [18]. Indeed, we have shown 

that HA particles induce the production and release of inflammatory mediators such as 

proteases and cytokines/chemokines  

It is documented that the divalent cation Zinc acts at low concentration as pro-

inflammatory molecule and at high concentration as an anti-inflammatory molecule [19-

21]. In recent years, studies from our laboratory reported the immunomodulatory effect of 

a zinc-substituted hydroxyapatite on monocytes [22]. Whether Zinc modulates PMN’s 

response to HA has not been yet described. To address this question, we focused in this 

study on the expression and secretion of two major PMN inflammatory mediators namely 

the immune cell chemotactic cytokine interleukin-8 (IL-8) and the matrix metallo-

proteinase-9, also called gelatinase B [23, 24]. We have found that IL-8 was down-

regulated both at the mRNA and protein level when PMNs were in contact with zinc-

substituted hydroxyapatite whereas matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) activity only was 

modulated. 
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MATERIALS AND METHODS  

 

Media and reagents. Polymorphprep used for PMNs separation was from Axis-shield. 

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) 1X was from Gibco. RPMI 1640 Glutamax 

was purchased from Invitrogen. Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA), gelatin, sodium-

dodecyl-sulfate (SDS), TritonX100, NaCl and CaCl2 were from Sigma-Aldrich. ZnCl2 was 

from VWR. Quick May Grünwald Giemsa staining was performed with RAL 555 kit from 

Reactifs RAL. Ca(NO3)2.4H2O and P2O5 for HA powder were from Aldrich and Avocado 

Research Chemicals. Zn(NO3)2.6H2O used for zinc-substituted HA preparation was from 

Acros Organics. IL-8 ELISA duo-set, recombinant human chemokine IL-8, Anti-Human 

CXCR1 monoclonal antibody, Anti-Human CXCR2 monoclonal antibody and Mouse 

IgG2A Isotype Control were from R&D systems. FITC Annexin V, Propidium Iodide 

Staining Solution (PI), FITC Mouse Anti-Human CXCR1 antibody, PE Mouse Anti-

Human CXCR2 antibody, FITC Mouse IgG2bκ Isotype Control and PE Mouse IgG1κ 

Isotype Control were purchased from BD Pharmingen. 

 

Sol–gel preparation of HA and Zn-substituted HA. Two g of pure sol-gel derived HA 

powder were obtained with 4.7 g of Ca(NO3)2.4H2O and 0.84 g of P2O5 dissolved in 

ethanol under stirring and under reflux at 85°C for 24 h. Then, this solution was cooled 

and maintained at 55°C for 24 h to obtain a white consistent gel, which was further heated 

at 80°C for 10 h to obtain a white powder. Finally, the powder was heated at 1100°C for 

15 h. Use of such a high temperature allows the synthesis of pure and well crystallized 

hydroxyapatite. Powder was characterised as previously described [25]. To prepare Zn-

substituted HA, Zn(NO3)2.6H2O was added to the solution. Zn substituted HA was 

prepared with a 5% Zn-substitution of calcium ions (HA5%). HA and HA5% powders 

were used with a surface area ratio (Specific surface of material/Specific surface of cell) 

of 1 as previously described [26]. The particles ranged from hundred nanometers to ten 

micrometers. Of importance, HA and HA5% were tested and were found to be endotoxin 

free using the E-toxate kit from Sigma-Aldrich. 

 

Collection of blood samples, cell isolation and culture. Venous blood was collected on 

EDTA (BD Vacutainer® K2E) from healthy donors with accordance of the 

“Etablissement Français du Sang Nord de France” and after written informed consent of 

donors. Neutrophils were purified from whole human blood using PolymorphprepTM 
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protocol. Residual erythrocytes were removed by a hypotonic shock. Resulting neutrophils 

were resuspended in DPBS 1X and represented greater than 97% of the cells. PMNs were 

at least 97% viable. Five million cells were cultured in 1 mL of RPMI 1640 Glutamax and 

2.5% heat-inactivated autologous human serum for 4 h in 24-well falcon plates (Becton 

Dickinson) at 37°C in humidified atmosphere with 5% CO2. The culture media consisted 

of medium alone or medium containing HA, HA5%, ZnCl2 20 µM (Zn) or phorbol-12-

myristate-13-acetate (PMA) 1 µM (used as a positive control). Medium alone was tested 

for IL-8 concentration and MMP-9 activity and results demonstrate both proteins were 

under the detection thresholds (data not shown). At the end of the culture time, cells were 

centrifuged at 400 g for 10 min, supernatants were collected and frozen at -20°C and cells 

were frozen at  -80°C. PMA was used to ensure that isolated PMNs are responsive. 

Indeed, all subsequent experiments (ELISA, RT-PCR, Chemotaxis assay) demonstrate a 

statistical difference (p<0.05) between PMA-treated cells and untreated cells (data not 

shown). 

 

Blocking of IL-8 receptors. Isolated PMNs were pre-incubated for 30 minutes with 15 

µg/ml of IgG2A isotypes control, 5 µg/ml of anti-human-CXCR-1, 10 µg/ml of anti-human 

CXCR-2 or a mix containing both 5 µg/ml of anti-human-CXCR-1 and 10 µg/ml of anti-

human-CXCR-2. Next, the cells were treated and cultured under the same conditions as 

described above. 

 

IL-8 ELISA. IL-8 concentration in PMNs conditioned supernatants was measured by 

ELISA kit following manufacturer’s instructions. Controls included non-stimulated cells 

and medium alone. Levels of IL-8 were estimated using human recombinant IL-8 standard 

curve. The detection limit for the kit was 5 pg/ml. 

 

Real Time PCR analysis. Total RNA was extracted from 5.106 PMNs using MasterPureTM 

RNA Purification Kit Epicentre® Biotechnologies in accordance with the manufacturer 

technical data sheets. RNA purity was assessed by measuring the absorbance ratio at 

260nm/280nm. All measured samples were comprised between 1.9 and 2. RNA was 

reverse transcribed into cDNA with a High Capacity cDNA Reverse Transcription kit 

(Applied Biosystems) following manufacturer instructions. After reverse transcription, the 

cDNA product was amplified by real-time PCR. Using this approach, the mRNA levels 

for IL-8, MMP-9, CXCR-1, CXCR-2 and 18S were determined using the double strand-
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specific Power SYBR® Green dye system (Applied Biosystems). All reactions were 

performed according to the following thermal profile: the first step, corresponds to 50°C 

for 2 minutes followed by denaturation at 95°C for 10 minutes. The second step 

corresponds to forty cycles of denaturation at 95°C for 15 s, annealing and extension at 

60°C for 1 min (data collection was performed at the end of each annealing/extension 

step) (ABI Prism 7000). The third step is a dissociation process to ensure the specificity of 

the amplicons by measuring their melting temperature (Tm). Primer sequences for IL-8, 

MMP-9, CXCR-1 and CXCR-2  and the internal control 18S were determined with the 

Universal ProbeLibrary Assay Design Center (Roche Applied Science). Primers efficiency 

was also measured (Table 1). Data analysis was performed with the SDS software 

(Applied Biosystems). Results were calculated in accordance with the 2-∆∆Ct method.  

 

Table I. Nucleotides sequence of primers used for RT-PCR and reaction efficiency for each primers couple. 

 

mRNA Sense primer Antisense primer Efficiency 

IL-8 5’-AGACAGCAGAGCACACAAGC-3’ 5’-GTGCAGTTTTGCCAAGGAG-3’ 1.99 

MMP-9 5’-GAACCAATCTCACCGACAGG-3’ 5’-GCCACCCGAGTGTAACCATA-3’ 1.99 

CXCR-1 5’-GAAGCACCGAGCCATGAG-3’ 5’-CAGCAGGACCAGGTTGTAGG-3’ 1.98 

CXCR-2 5’-ATGCCCTGGTATTCCTGCT-3’ 5’-GCCGACCCTGCTGTATAAGA-3’ 2.00 

18S 5’-TGCGAGTACTCAACACCAACA-3’ 5’-TGTGGGCCGAAGATATGC-3’ 1.98 

 

 

Gelatin zymography. Total protein concentrations of supernatants were measured using 

Qubit system according to manufacturer’s instructions (Invitrogen) and equal amounts 

(1µg) were used for zymography experiments. Gelatinolytic activities in supernatants 

were evaluated in 10% SDS-polyacrylamide gels containing 1 mg.mL-1 gelatin. After 

electrophoresis, SDS was removed from the gel by two incubations in 2.5% Triton X100 

for 30 min at room temperature. Then, gels were incubated 20 h at 37°C in 50 mM Tris-

HCl (pH 7.4), 0.2 M NaCl and 5 mM CaCl2 (TCS buffer). The gels were stained for 30 

min with Coomassie Blue and then destained for 60 min in 10% methanol, 20% acetic 

acid. Proteolytic activities were detected as clear bands against the blue background of 

stained gelatin and quantified as integrated optical density (IOD) by Gelpro software 

analysis. 
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Boyden chamber chemotaxis assay. Migration assays were performed in 48-well 

microchemotaxis Boyden chamber (Neuroprobe). Polycarbonate membranes with 5 µm 

pores were used (Nucleopore Track-etch membrane, Whatman). Bottom wells were 

loaded with 27 µL of  PMNs supernatants [derived from cells that were exposed to HA, 

HA5%, PMA 1 µM, ZnCl2 20 µM , medium alone (negative control)] or IL-8 100 ng.mL-1 

(positive control for PMNs, data not shown). Fifty microliters of cell suspension were 

filled in upper wells at final concentration of 106 cells per mL. Boyden chamber was 

incubated 1h at 37°C and the membrane was removed and stained with RAL 555 kit . The 

number of cells that migrated underneath the membrane was determined by counting four 

randomly chosen fields of microscope (Zeiss, Axiovert 200M, magnification x400).  

 

Flow Cytometric Analysis. PMNs were centrifuged and stained according to the 

manufacturer’s specifications for analysis by flow cytometry. CXCR-1 and CXCR-2 

antibodies staining were performed in D-PBS 1X. 

All data were obtained on FACSAria and analyzed with FACS Diva software (Becton 

Dickinson) and FlowJo 7.5.3 (Demo mode). At least 10,000 events were recorded for each 

condition. Appropriate mAb isotypic controls were included in each analysis, with acquisition 

and analysis gates set accordingly.  

 

Statistical analysis. All experiments were performed with 6 donors in duplicate. 

Chemotaxis assay and RT-PCR were performed in triplicate. The significance of results 

was assessed using an exact non-parametric and stratified permutation test (StatXact 7.0, 

Cytel Inc) . We used non parametric statistics because of the few numbers of donors we 

had, and the stratification allowed to take into account the impact of donors variability.  
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RESULTS 

 

Exposure of PMNs to zinc-substituted hydroxyapatite results in decreased IL-8 

expression. 

 

We measured IL-8 levels in conditioned media of stimulated and non stimulated 

human PMNs. As shown in Figure 1.A, ELISA data demonstrate increased IL-8 

concentration in HA-stimulated PMNs’ supernatants. These results are in accordance with 

our previously published work [18]. Substitution of HA with zinc (HA5%) decreased the 

levels of released IL-8 significantly by comparison to HA alone. Interestingly, IL-8 levels 

in supernatants of untreated and HA5%-treated cells were not significantly different. Of 

note, statistical analyses showed that use of zinc chloride alone did not induce a 

significant variation in IL-8 concentration by comparison to control condition.  

Next, to determine whether these changes are associated with changes in mRNA 

expression levels, we performed real-time PCR analysis (RT-PCR) (Fig. 1.B). Data 

analyses found that the levels of IL-8 mRNA followed the same trend as for IL-8 protein. 

Specifically, HA particles induced an increase of IL-8 mRNA production in stimulated 

PMNs. HA5%-stimulated PMNs exhibited lower levels of mRNA IL-8 by comparison to 

HA-stimulated cells, but did not show any differences when compared to control cells. 

There is no variation in IL-8 mRNA production in Zn-stimulated PMNs.  

Together, our results suggest strongly a modulatory role for the zinc in the 

expression of IL-8 by HA-activated PMNs. 
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Figure 1.  A. Effect of Zn on HA-mediated IL-8 secretion. ELISA was performed on cell culture supernatants. 

Shown are IL-8 values of 6 donors (Stimulated over non-stimulated cells ratio). B. Effect of Zn on HA-mediated 

mRNA IL-8 production. RT-PCR analysis was performed as described in materials and methods and data were 

shown as specific variation of IL-8 mRNA using the 2-∆∆Ct method (18S was used as internal control). Each black 

square corresponds to one donor value. Black bar represents median value. * means p<0.05 when compared with 

non stimulated cells, # means p<0.05 when  compared to HA condition. 
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Decreased chemotactic properties of zinc-substituted hydroxyapatite PMN-derived 

conditioned media  

 

Culture media of untreated and treated cells were next tested for their ability to 

attract inflammatory cells. We performed Boyden chamber chemotaxis assay. In concert 

with the purpose of this study, we focused on PMNs. Consistent with our previous work, 

we have observed significant increase of neutrophils chemotaxis in response to HA-

exposed neutrophils conditioned media (Fig. 2). Contrary to HA treatment, HA5%-

stimulated cell derived culture supernatants attracted very poorly PMNs and behaved 

nearly similarly to control conditioned media. Of note, culture supernatants of zinc alone-

stimulated cells demonstrated no chemotaxis properties by comparison to control.  

Our data indicate that zinc substitution in hydroxyapatite contributes substantially 

in decreasing the chemotactic activity of neutrophil-derived mediators including IL-8.  
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Figure 2.  Boyden chamber chemotaxis assay. Cells were seeded at 106 per mL in the upper wells and 

allowed to migrate for 1h against conditioned media (lower wells). Migrated cells through the membrane 

were counted after staining. 

Shown are triplicates mean values of counted cells under high power field (4 HPF) of 6 donors. Each black 

square corresponds to one donor value. Black bar represents median value. * means p<0.05 when 

compared with non stimulated cells, # means p<0.05 when  compared to HA condition. 
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Exposure of PMNs to zinc-substituted hydroxyapatite results in decreased gelatinolytic 

activity, but not mRNA expression, of MMP-9. 

 

It was previously described that IL-8-exposed human PMNs exhibit an increased 

gelatinase B (MMP-9) release [27]. We then assessed the gelatinolytic activity in our 

PMN culture supernatants by zymography using gelatin as a substrate (Fig. 3.A). In 

accordance with our previous study, HA induces significantly increased PMN’s release of 

gelatinolytic activity in culture media. In contrast, HA5% has opposing effect in that the 

gelatinolytic activity of cells decreased to level similar to that in control condition. Of 

note, Zinc alone-stimulated cells conditioned media showed considerable decrease in 

gelatinolytic activity when compared to basal condition (Fig. 3.B). 

 

Next, to determine whether these changes are associated with changes in mRNA 

expression levels, we performed real-time PCR analysis (RT-PCR). Data analyses found 

no apparent changes in mRNA levels in all treatment conditions (Fig. 3.C). 
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Figure 3. A. Representative gel image of six independent experiments of gelatin zymography. Transparent 

bands correspond to MMP-9 gelatinolytic activity B. Effect of Zn on PMNs supernatants total MMP-9 

gelatinolytic activity. Cell culture supernatants were analysed by gelatin zymography. Molecular standards 

are on the left. Shown are ratios of IOD values of stimulated over non-stimulated cells of 6 donors. C. Effect 

of Zn on HA-mediated mRNA MMP-9 production. RT-PCR data were shown as specific variation of MMP-9 

mRNA using the 2-∆∆Ct method (18S was used as internal control). Each black square corresponds to one 

donor value. Black bar represents median value. * means p<0.05 when compared with non stimulated cells, 

# means p<0.05 when  compared to HA condition. 
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Determination of CXCR-1 and CXCR-2 levels in HA particles-exposed PMNs. 

 

Next, we sought to determine the levels of IL-8 receptors, CXCR-1 and CXCR-2, 

localized on the cell surface of treated PMNs. Both CXCR-1 and CXCR-2 were present on 

the cell surfaces (Fig 4.A and B) in both control and stimulated conditions. Data analyses 

revealed that HA, HA5% and zinc chloride alone decrease the level of CXCR-1 related 

mean fluorescence intensity (MFI) by comparison to control. Of importance, the CXCR-1 

related MFI was not different between HA- and HA5%-stimulated cells (Fig. 4.C). 

CXCR-2 related MFI decreased only when cells were stimulated with zinc chloride alone 

by comparison to control (mean 50% decrease) (Fig. 4.D). 

To determine whether these changes are linked to changes in transcript expression, 

we performed RT-PCR. Results found that the expression degrees of the receptors were 

not altered in any treatment conditions (Figures 4.E and F).  
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Figure 4. A and B.  Expression levels of CXCR1 and CXCR2 on PMN surfaces were determined by flow 

cytometry analysis. Data are representative of six independent experiments. C and D. Variation of CXCR-1 

and CXCR2 levels on PMN surfaces were measured by the mean fluorescence intensity variation compared 
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to control condition. E and F.  Evaluation of CXCR-1 and CXCR2 mRNA production by RT-PCR. RT-PCR 

results were expressed as specific variation of CXCR-1 and CXCR-2 mRNA using the 2-∆∆Ct method (18S 

was used as internal control). Each black square corresponds to one donor value. Black bar represents 

median value. * means p<0.05 when compared with non stimulated cells. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résultats : 2ème partie 
 

 - 95 - 

Blocking of IL-8 receptors results in changes of  IL-8 levels. 

 

To evaluate the involvement of IL-8 receptors in particles-induced PMN response, 

we blocked CXCR-1, CXCR-2 either individually or simultaneously prior to cell 

treatment. We then determined IL-8 protein and transcript levels as described above. First, 

when cells were treated with isotypes antibodies, there was no changes in IL-8 levels both 

at the protein and mRNA transcript levels (data not shown). As shown in Figure 5, in all 

treatment conditions simultaneous or individual receptor blocking with anti-human-

CXCR-1 and anti-human-CXCR-2 did not point out to any significant differences in IL-8 

concentration by comparison to control (Fig. 5A, B, and C). Also, there were no 

appreciable differences in mRNA transcripts with simultaneous blocking (Fig. 5D). 

Interestingly, while pre-incubation of cells with anti-human-CXCR-1 prior to treatment 

with HA did not elicit any IL-8 mRNA variation, a decrease in this chemokine mRNA 

level by comparison to control was observed in HA5% treatment condition (Fig. 5E). RT-

PCR results indicated that despite the pre-treatment with anti-human-CXCR-2 there was 

an increased IL-8 mRNA expression in HA stimulated cells, which was decreased to 

control level with HA5% (Fig. 5F). 
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Figure 5.  Effect of blocking CXCR1 and 2 on IL-8 secretion and mRNA expression by human PMNs. A, B 

and C  show respectively effect data of the mix Anti-human-CXCR1 and Anti-Human-CXCR2 antibodies, 
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Anti-human-CXCR-1 and Anti-human-CXCR-2 on IL-8 concentration in PMN conditioned media. ELISA was 

performed on cell culture supernatants. Shown are IL-8 values of 6 donors (Stimulated over non-stimulated 

cells ratio). Each black square corresponds to one donor value. Black bar represents median value. * means 

p<0.05 when compared with non stimulated cells. D,E and F  show respectively effect data of the mix Anti-

human-CXCR1 and Anti-Human-CXCR2 antibodies, Anti-human-CXCR-1 and Anti-human-CXCR-2 on IL-8 

mRNA synthesis in stimulated and non-stimulated cells. RT-PCR data are shown as specific variation of IL-8 

mRNA using the 2-∆∆Ct method (18S was used as internal control). Each black square corresponds to one 

donor value. Black bar represents median value. * means p<0.05 when compared with non stimulated cells, 

# means p<0.05 when  compared to HA condition. 
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Blocking of IL-8 receptors results in decreased MMP-9 gelatinolytic activity. 

 

As shown in Figure 6, pre-incubation of cells with anti-human-CXCR-1 and/or 

anti-human-CXCR-2 antibodies did not lead to any significant variations of MMP-9 

gelatinolytic activity by comparison to control independently of the treatment type (Fig. 

6.A, B and C).  Also, analyses of the RT-PCR results demonstrate no variations in MMP-9 

mRNA expression. Of note, pre-incubation of cells with isotypes antibodies did not 

change the gelatinolytic activity of all treated cells. 
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Figure 6.  Effect of blocking IL-8 receptors on MMP-9 total gelatinolytic activity of human PMNs. A, B and C  

show respectively the effect of combined Anti-human-CXCR1 and Anti-Human-CXCR2 antibodies, Anti-

Anti-CXCR-1 + Anti-CXCR-2
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human-CXCR-1 and Anti-human-CXCR-2 on gelatinolytic activity of PMNs conditioned media. Shown are 

ratios of IOD values of stimulated over non-stimulated cells of 6 donors. Each black square corresponds to 

one donor value. Black bar represents median value. * means p<0.05 when compared with non stimulated 

cells, # means p<0.05 when  compared to HA condition. 
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DISCUSSION 

 

In this study, we provided compelling evidence for the first time that a 5% 

substitution of HA with zinc (HA5%) has an opposing effect on PMN responsiveness by 

comparison to HA alone. While HA stimulation of PMNs resulted in increased levels of 

IL-8, HA5% restored this response to basal level. In fact, these changes in protein levels 

are due to changes in mRNA levels of IL-8. A direct consequence of the decreased levels 

of IL-8 was the considerable reduction of migrating PMNs in response to this chemotactic 

factor.  A series of studies have reported the ability of zinc to modulate the cell response 

to stimuli involving interactions of this ion with signal transduction molecules [28] and/or 

implication of cell receptors for instance toll-like receptor 4 [29]. To our knowledge, this 

is the first study that addresses the capacity of zinc to modulate the activation of human 

PMNs. The underlying mechanism of zinc-substituted HA-mediated activation of PMNs 

remains to be determined. 

 Analyses of zymography data found that HA5% decreased considerably MMP-9 

gelatinolytic activity of PMNs, which was induced by HA alone. Of relevance, similar or 

more pronounced effect was observed with zinc alone.  Interestingly, HA5% had no 

obvious impact on MMP-9 mRNA expression. Taken together, these data suggest that 

zinc-substituted HA influences MMP-9 activity rather than its mRNA expression. In 

support of this hypothesis, zinc ions have been reported to interact with PKC [28, 30] 

modulating thereby the secretion of MMP-9 stored in tertiary granules [31]. The 

possibility that HA5% inhibits MMP-9 activity extracellularly may not be ruled out.  

 Since it was documented that IL-8 mediates secretion of MMP-9 [27, 31] and in 

light of our findings, we sought to determine the relative contribution of IL-8 receptors 

CXCR-1 and 2 in such response. Our findings correlate with previous reports in that levels 

of CXCR1 are altered when cells are activated [32-34]. The unresponsiveness of CXCR2 

was unexpected. With respect to treatment with zinc alone, both receptors appear to be 

sensitive to this ion as judged by their weak detection on cell surfaces. In our hands, 

CXCR-1 and CXCR-2 mRNA levels were not altered under our experimental conditions. 

We next postulated that the implication of IL-8 receptors is limited to signalling 

degranulation and release of MMP-9. To address this hypothesis, we carried out blocking 

experiments of IL-8 receptors. 

Using anti-CXCR 1 and 2, individually or combined, we observed that HA-

mediated increase of gelatinolytic activity was considerably diminished whereas HA5%-
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associated gelatinolytic activity remained at its basal level suggesting the involvement of 

IL-8 receptors in biomaterial particles-mediated MMP-9 release. Importantly, blocking 

CXCR 1 and 2 did not affect the enzyme’s mRNA expression. Our receptor blocking 

approach revealed also that IL-8 receptors contribute relatively to IL-8 secretion (autocrin 

stimulation) and point to CXCR-1 as the key player. In support of our findings, published 

studies reported that IL-8 receptor pathway leads to NFκB activation followed by IL-8 

gene activation [35] [36].  
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CONCLUSIONS 

 

In this work, we show for the first time the anti-inflammatory potential of zinc-

substituted hydroxyapatite on human PMN-associated acute inflammation. Interaction of 

HA particles with PMNs leads to cell activation and signalling pathways resulting in IL-8 

expression and secretion (Figure 7.A.). In one hand, increased IL-8 levels in the 

extracellular space (e.g., bone-implant interface) leads to an influx of cells amplifying 

thereby the inflammatory response. On the other hand, binding of IL-8 to induces an 

increased MMP-9 gelatinolytic activity contributing perhaps to matrix degradation. 

Substitution of 5% of HA with zinc (HA5%) has an opposing effect of HA alone in that 

the resulting product acts at different levels to diminish the inflammatory process (Figure 

7.B.). It appears that IL-8 pathway plays an important role in biomaterial particles-

induced PMN activation and amplification of inflammation as judged by receptor 

blocking experiments (figures 7.C and 7.D). Our studies propose zinc-substituted 

hydroxyapatite as a novel biomaterial for therapeutic interventions such as increasing the 

implant lifespan and/or limiting its aseptic loosening. 
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Figure 7.  Proposed model for PMNs inflammatory response to biomaterial particles with or without zinc. A.  

(-1-) Interaction of PMNs with HA particles elicits PMN’s response including increase IL-8 gene 

expression (-2-) and secretion (-3-) of chemotactic and pro-inflammatory IL-8  which have an autocrine (-

3-)  and paracrine effect. This lead to an increase of inflammatory cell recruitment  (-4-)  and to MMP-9 

release which enhance ECM degradation (-5-). B.  HA5% modulate PMNs response at several levels  

: IL-8 mRNA gene transcription, secretion and chemotactic activity and CXCR1 down cell surface expression 

inducing a decreased MMP-9 activity. C. and D. Blocking of CXCR1 lead to decreased IL-8 mRNA 

transcription and production and MMP-9 activity, whereas blocking of CXCR2  leads to decreased IL-

8 concentration and MMP-9 activity.  
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Les principaux résultats obtenus au cours de cette étude sont les suivants : 

 

• La substitution en zinc de l’HA permet de diminuer la production d’ARN messagers 

de l’IL-8 et leur traduction/sécrétion par les PMNs humains. 

 

• La substitution en zinc de l’HA permet de diminuer le chimiotactisme du 

microenvironnement cellulaire des PMNs. 

 

• La substitution en zinc de l’HA permet de diminuer l’activité gélatinolytique médiée 

par la métalloprotéase matricielle 9 dans les surnageants de culture des PMNs, et ce, 

en l’absence d’une modulation des ARN messagers de la MMP-9. Par ailleurs, le 

chlorure de zinc seul suffit à diminuer l’activité gélatinolytique des surnageants de 

culture. 

 

• La stimulation des PMNs par de l’HA, substituée ou non par du zinc, ainsi que ZnCl2 

seul, diminue la présence du récepteur CXCR-1 à la surface des cellules en dépit d’une 

variation de ses ARNm. La présence du récepteur CXCR-2 à la surface des PMNs 

n’est régulée négativement qu’en présence de chlorure de zinc seul, bien qu’une fois 

encore, ses ARNm ne varient pas.  

 

• Le blocage des récepteurs CXCR-1 et CXCR-2 a permis la mise en évidence de la voie 

de l’IL-8 comme étant déterminante dans la réponse aux biomatériaux. En effet le 

blocage de ses récepteurs CXCR-1 et CXCR-2 induit une abolition des variations de 

concentrations d’IL-8 et de l’activité gélatinolytique.  

 

Nos résultats montrent pour la première fois qu’il est possible de moduler la réponse 

inflammatoire des PMNs aux particules de biomatériaux en utilisant la substitution 

ionique en zinc, et que cette réponse inflammatoire est majoritairement médiée par le biais 

de l’IL-8 sécrétée par les PMNs eux-mêmes. 
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DISCUSSION GENERALE 
  

Le tissu osseux est en perpétuel renouvellement. L’équilibre entre synthèse et 

dégradation osseuse est le résultat de la communication entre les ostéoblastes et les 

ostéoclastes (Erlebacher et al, 1995; Reddi, 1997). A l’état physiologique, les ostéoblastes 

sont capables d’induire la maturation des ostéoclastes, permettant ainsi une lyse 

matricielle dirigée et contrôlée (Yoshida et al, 1990). Cependant, dans le cadre d’un 

processus inflammatoire, les médiateurs de l’inflammation tels que IL-1, TNFα, IL-6 et 

RANK, synthétisés par les cellules immunitaires, perturbent le système classique de 

régulation en favorisant la voie de l’ostéoclasie (Georges et al, 2009). De plus, les cellules 

de l’inflammation telles que les PMNs et les monocytes/macrophages, peuvent non 

seulement activer les ostéoclastes, mais vont également pouvoir, par le biais de leurs 

propres protéases et systèmes oxydatifs, agir sur la résorption de la matrice osseuse 

(Voloshin et al, 2005). Ce dérèglement de la balance entre synthèse et dégradation osseuse 

est à la base du problème du descellement aseptique des prothèses (Khosla, 2001; Abu-

Amer, 2005). En effet, la réaction inflammatoire due aux débris de biomatériaux issus de 

la prothèse ou de son revêtement a été identifiée comme cause majeure des échecs de 

prothèses (Hallab et al, 2009). 

 

Les acteurs majoritairement décrits comme responsables de cette pathologie sont 

les monocytes macrophages (Neale et al, 1999; Purdue et al, 2007). Ces cellules sont 

retrouvées en grand nombre sur les sites d’échec d’implants. Leur présence est expliquée 

par le fait que le processus inflammatoire menant au descellement prothétique est un 

phénomène étendu dans le temps et, de fait, dû à une réaction inflammatoire chronique. 

 

Cependant, depuis longtemps, les PMNs ont également été décrits comme étant les 

premières cellules à migrer sur le site périprothétique (Anderson, 1988), bien que leur 

implication dans les processus de dégradation osseuse soit restée très peu étudiée. Ceci est 

la raison pour laquelle nous avons proposé d’étudier la réponse des polynucléaires 

neutrophiles humains aux particules d’hydroxyapatite.  

 

Parmi les quelques données disponibles, il a été montré que le contact entre les 

PMNs et les particules d’HA induisait une explosion oxydative (Nagase et al, 1993 et 
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1994) et potentiellement une sécrétion accrue de TNFα (Liao et al, 2006). Aucune donnée 

en revanche n’est disponible quant au panel de médiateurs susceptibles d’être sécrétés en 

réponse au contact et/ou à la phagocytose de particules de biomatériaux. Nous avons donc 

effectué un criblage de quarante cytokines et chimiokines potentiellement produites par 

les PMNs en réponse à l’HA. Nous avons pu montrer qu’un nombre limité de médiateurs 

(neuf) étaient impliqués dans cette réponse et que quatre d’entre eux jouaient un rôle actif 

dans l’inflammation médiée par les PMNs dans le cadre du descellement prothétique. Il 

s’agit de l’IL-1α, l’IL-8 et les MIP-1α et MIP-1β. 

 

L’IL-1 α, cytokine pro-inflammatoire, est considérée comme initiatrice de la 

réponse inflammatoire aiguë et activatrice de nombreuses cellules parmi lesquelles les 

PMNs, les monocytes, les macrophages (Dinarello, 1996) et les ostéoclastes (Kyung et al, 

2008 ; Kim et al, 2009). Sur le plan pathologique, l’IL-1α est retrouvée dans les cartilages 

de patients présentant des signes d’ostéoarthrite (Towle et al, 1997) ou d’arthrite juvénile 

(Cavaillon, 1996), mais aussi dans la pathologie de la goutte. Dans ce cas précis, les 

PMNs ont été montrés comme de puissants inducteurs inflammatoires via la sécrétion 

d’IL-1 (Roberge et al, 1994). Il a de plus été démontré que les neutrophiles phagocytent 

les cristaux d’urate monosodique de la goutte, tout comme ceux de pyrophosphate de 

calcium dans le cas de la chondrocalcinose (Seegmiller et al, 1962; Agudelo et al, 1973). 

L’interaction entre les PMNs et les cristaux semble par ailleurs essentielle à la continuité 

de la réponse inflammatoire dans ces pathologies (Gallin et al, 1988). Parmi les rôles pro-

inflammatoires de l’IL-1α, l’induction de la dégranulation des PMNs et la libération des 

médiateurs de types cytokines, chimiokines et protéases sont sans doute celles qui ont la 

plus grande importance dans notre système (Dinarello, 1996).  

 

En effet, parmi les médiateurs ainsi sécrétés dans le milieu extracellulaire se trouve 

l’IL-8. Cette chimiokine est le médiateur le plus abondamment sécrété par les PMNs, à la 

fois dans notre système expérimental et physiologiquement (Cassatela, 1995). De façon 

intéressante, l’IL-8 est à la fois chimioattractant et activateur pour les PMNs, notamment 

en potentialisant les capacités phagocytaires et sécrétoires des cellules, en parallèle de 

l’action de l’IL-1α  (Baggiolini et al, 1992). A proximité du lit vasculaire, l’IL-8 va, en 

plus de jouer son rôle de chimioattractant, favoriser l’adhésion des PMNs aux cellules 

endothéliales (Leirisalo-Repo, 1994). Ce processus, couplé à l’établissement du gradient 
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de concentration de la chimiokine, induit une augmentation de l’influx cellulaire sur le 

site inflammatoire. La concentration en IL-8 a été démontrée comme étant augmentée 

dans les cas de descellements aseptiques au niveau sérique, et au niveau synovial autour 

des implants descellés (Sabokbar et al, 1995). Il semble ainsi que l’IL-8 puisse être 

considérée comme un marqueur de l’avancée de l’ostéolyse dans les pathologies mettant 

en jeu une résorption osseuse accrue  (Tanaka et al, 2005; Hundric-Haspl et al, 2006).  

 

En plus de l’IL-8, nous avons démontré la sécrétion d’autres facteurs 

chimioattractants lors de la mise en contact des PMNs avec les particules d’HA, et 

notamment des MIP-1α et MIP-1β. Ces deux facteurs sont principalement 

chimioattractants pour les monocytes/macrophages (Baggiolini, 2001). Ils sont également 

retrouvés in-vivo dans les pseudomembranes présentes autour des implants descellés 

(Greenfield et al, 2002). Considérant le fait que les ostéoclastes sont des cellules dérivant 

de la lignée macrophagique (Suda et al, 1992), il devient évident que la régulation du 

profil chimiokinique tissulaire aux abords des implants est un facteur clé de la résorption 

osseuse observée dans les cas de descellements aseptiques. 

 

Cependant, les chimiokines sont nécessaires mais pas forcément suffisantes à la 

migration des cellules inflammatoires des vaisseaux sanguins vers les tissus. En effet les 

PMNs, tout comme les monocytes et autres cellules du système immunitaire, doivent 

franchir la lame basale de l’endothélium avant de pouvoir progresser dans le tissu sous-

jacent (Wagner et al, 2000). Ce processus est notamment facilité par la production 

d’enzymes protéolytiques capables de dégrader les protéines matricielles telles que le 

collagène IV des lames basales (Reichel et al, 2008) ou encore le collagène I de la matrice 

osseuse. Nous avons montré que l’activation des PMNs, par les particules d’HA, induisait 

une augmentation de l’activité gélatinolytique du microenvironnement tissulaire, due à la 

MMP-9. Cette gélatinase compte également les collagènes I et IV parmi ses substrats 

(Chakraborti et al, 2003). Un certain nombre de substrats non matriciels peuvent être 

également clivés par la MMP-9 et, notamment l’IL-8. Le clivage de l’IL-8 par la MMP-9 

potentialise son effet chimioattractant (Chakrabarti et al, 2005). Il est de plus intéressant 

de souligner que la sécrétion de la MMP-9 par les PMNs est liée à la fixation de l’IL-8 sur 

ses récepteurs (Chakrabarti et al, 2005).  
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L’ensemble de ces données concourt a éclaircir les mécanismes de la mise en place 

de l’inflammation liée aux biomatériaux et dont les PMNs semblent être les acteurs 

initiaux.  

 

 En résumé, nous avons démontré que le contact entre les PMNs et les particules de 

biomatériaux, mimétiques des débris d’usure des revêtements prothétiques, induisait une 

activation des neutrophiles, se soldant par une dégranulation des médiateurs pro-

inflammatoires que sont l’IL-1α, l’IL-8, les MIP-1α et MIP-1β, et la MMP-9. L’IL-1α 

maintient le caractère inflammatoire de la réaction avec le concours de l’IL-8, ce dernier 

participant également avec les MIP-1α et MIP-1β, par le biais de la formation de 

gradients de concentration, au recrutement de nouvelles cellules inflammatoires sur site à 

partir du sang circulant, et notamment des monocytes/macrophages. Cette action 

principalement due à l’action des MIP1-α et MIP-β, permet d’émettre l’hypothèse que les 

PMNs participent à la mise en place de la réaction inflammatoire chronique classiquement 

décrite comme impliquée dans le descellement prothétique. Ce processus est d’autant 

facilité que les vaisseaux sanguins sont proches du site d’activation des PMNs, puisque 

l’IL-1 α va permettre d’activer les cellules endothéliales et augmenter ainsi la perméabilité 

vasculaire, alors que la MMP-9 va à la fois dégrader la matrice extracellulaire, y compris 

la lame basale, pour faciliter le recrutement cellulaire, mais également intervenir sur 

l’action de l’IL-8 en potentialisant son effet biologique. Ce système s’autoalimente et 

conduit irrémédiablement à un emballement de la réponse de l’hôte étant entendu que 

l’hydroxyapatite, minérale, n’est que peu altérée par sa phagocytose par les PMNs.  

 

 Le contrôle de la réponse inflammatoire précoce semble donc être un élément clé 

de l’augmentation de la durée de vie des implants. De précédentes études effectuées au 

sein du laboratoire ont démontré que la réponse des monocytes/macrophages aux 

biomatériaux pouvait être modulée en utilisant une hydroxyapatite dont des ions calcium 

sont substitués à 5% par des ions zinc (HA5%) (Grandjean-Laquerrière et al, 2006). Des 

études en ICP-AES (non publiées), menées sur les surnageants de dissolution de nos 

biomatériaux, ont montré que la quantité de zinc sous forme ionique relarguée pour les 

quantités de particules que nous utilisons était de l’ordre de 20 µM. Un effet immuno-

régulateur du zinc sur la génération de radicaux libres oxygénés a déjà été démontré pour 
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des concentrations similaires en zinc sur une lignée cellulaire de type PMN (Laggner et al, 

2006).  

Sur la base de ces résultats et de ceux récemment publiés (Velard et al, 2009) nous 

avons entrepris d’étudier le potentiel immunomodulateur de cette HA5% élaborée par sol-

gel (Jallot et al, 2005), sur la réponse des PMNs aux particules d’HA. Nous avons focalisé 

notre travail sur l’IL-8 et la MMP-9 car ces médiateurs étaient ceux présentant les plus 

fortes amplitudes de variation dans notre précédente étude. 

 

 Nous avons mis en évidence une diminution de la production et de l’action 

chimioattractante de l’IL-8 lors de l’utilisation de l’HA5%. IRAK-1 est une protéine 

impliquée dans la transduction du signal des voies de l’IL-1 (Burns et al, 2000) et de 

TLR-4 (Turvey et al, 2006). Ces deux voies, à profil pro-inflammatoire, peuvent être 

inhibées par le zinc par le biais de son action sur IRAK-1 dans les 

monocytes/macrophages (Haase et al, 2007). Or nous avons démontré dans notre première 

étude que l’IL-1α semblait intervenir dans les processus inflammatoires liés aux particules 

de biomatériaux, et en particulier un mécanisme possible était que l’IL-1α favorise la 

sécrétion de l’IL-8 par les PMNs. Par ailleurs, des études menées par notre laboratoire sur 

des souris invalidées pour TLR-4 ont montré une diminution de la réponse des 

monocytes/macrophages aux particules d’HA (Grandjean-Laquerrière et al, 2007). 

L’ensemble de ces données concourt à considérer TLR-4 comme un récepteur potentiel à 

l’HA et IRAK-1 comme une cible intracellulaire privilégiée pour le zinc. 

 

 Nos résultats ont également démontré une diminution de l’activité gélatinolytique 

des surnageants de culture des PMNs lors de l’utilisation de l’HA5% et du chlorure de 

zinc seul. Cependant ces variations d’activité enzymatique ne sont pas accompagnées de 

variation de la transcription des gènes de la MMP-9. Il semble donc que le niveau de 

régulation de l’activité MMP-9 par le zinc soit principalement enzymatique. Cependant, il 

a été démontré que l’IL-8, par son interaction avec ses récepteurs, provoquait la libération 

de MMP-9 par les PMNs (Chakrabarti et al, 2005) et que ceci se faisait via l’activation de 

la PKC. Or la PKC est également une enzyme intracellulaire dont le zinc régule 

négativement l’activité (Murgia et al, 2006). Ces données, considérées dans leur globalité, 

permettent de comprendre comment, au travers de la régulation i) du signal IL-8 par la 

diminution de sa concentration extracellulaire, ii)  de l’activité de la PKC et iii)  de 

l’activité enzymatique de la MMP-9, le zinc permet de diminuer l’activité gélatinolytique 
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globale des surnageants de culture des PMNs, y compris comparativement aux conditions 

basales de culture. 

 

 Considérant ces résultats, nous avons émis l’hypothèse que l’IL-8 était un facteur 

activateur majoritaire de l’inflammation aiguë induite par les particules de biomatériaux et 

que son action était principalement autocrine et paracrine via ses récepteurs CXCR-1 et 

CXCR-2. Dans un premier temps, nous avons étudié la régulation de la présence des 

récepteurs à la surface des PMNs, et les résultats obtenus nous ont permis de mettre en 

exergue une régulation négative de la présence de CXCR-1 consécutivement au contact 

des PMNs avec les particules de biomatériaux. Ces résultats sont concordants avec des 

données de la littérature montrant une internalisation des récepteurs de l’IL-8 

consécutivement à un stimulus inflammatoire (Feniger-Barish et al, 1999; Tikhonov et al, 

2001; Nasser et al, 2007). Cependant et de façon surprenante, les particules d’HA, 

qu’elles soient ou non substituées en zinc, ne provoquent pas de diminution de la présence 

de CXCR-2 à la surface des PMNs. Par ailleurs nous avons pu démontrer que le chlorure 

de zinc seul induisait une forte diminution de la présence des deux récepteurs à l’IL-8. 

Enfin nos résultats ont démontré que ces modulations d’expression des récepteurs à la 

surface cellulaire n’étaient pas liées à une régulation au niveau transcriptionnel. Ces 

données semblent concourir, avec celles concernant l’activité de la MMP-9 et la sécrétion 

d’IL-8, à imposer ce dernier médiateur comme central dans notre système d’étude puisque 

tous ses niveaux d’actions semblent impliqués dans la réponse aux particules de 

biomatériaux. 

 

 En vue de valider notre hypothèse, nous avons étudié la réponse des PMNs aux 

particules d’HA lorsque les récepteurs CXCR-1 et CXCR-2 ont été préalablement bloqués 

par des anticorps, individuellement ou simultanément. Nos résultats ont corroboré notre 

hypothèse concernant l’implication de l’interaction entre l’IL-8 et ses récepteurs. En effet, 

nous avons démontré que le blocage des récepteurs, ensemble, ou séparément, permettait 

de garder un niveau basal d’activité gélatinolytique lors d’une stimulation des cellules par 

les particules d’HA ou HA5%. Par ailleurs, les ARNm de l’IL-8 ne varient pas quelle que 

soit la stimulation des PMNs éliminant de fait les récepteurs à l’IL-8 comme promoteurs 

potentiels d’un signal régulant la transcription génique de la MMP-9. 
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 Cette étude nous a finalement permis de montrer que le blocage des récepteurs de 

l’IL-8 induisait un arrêt de l’accroissement de la concentration en l’IL-8 dans le milieu 

extracellulaire. L’étude de la régulation des gènes a permis de mettre en évidence un effet 

prédominant de CXCR-1 dans notre système. En effet, nous avons montré que le blocage 

de CXCR-1 ou des récepteurs simultanément permettait d’annihiler la réponse des PMNs 

aux particules d’HA, mais ceci n’est pas vrai lors du blocage de CXCR-2 seul. Dans ce 

cas, le profil de réponse est celui observé jusque-là, à savoir une augmentation de la 

présence des ARNm de l’IL-8 lorsque les cellules sont au contact d’HA et une diminution 

jusqu’à un retour au niveau basal lorsque les cellules sont au contact des particules 

d’HA5%. Cette implication des CXCR-1 et 2 dans la régulation de l’activation des PMNs 

est soutenue par différentes publications montrant que ces récepteurs transduisent un 

signal aboutissant à l’activation du facteur de transcription κB (NFκB) (Waugh et al, 

2008) et que NFκB est un facteur nécessaire à la transcription du gène de l’IL-8 dans les 

PMNs (Mukaida et al, 1994). 

 

L’ensemble de nos résultats nous laisse envisager un usage de l’HA5% en tant que 

revêtement prothétique avec, pour objectif, d’allonger la durée de vie des implants et 

éviter au patient de subir une nouvelle intervention dans les cas de descellements 

aseptiques. 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
 

Ce travail de thèse a permis d’étudier l’activation des polynucléaires neutrophiles 

humains en réponse aux particules d’hydroxyapatite et sa modulation par le zinc. Notre 

étude a mis en évidence un mécanisme inflammatoire lié aux biomatériaux dont les PMNs 

sont la « pierre angulaire » et nous avons également pu démontrer qu’il était possible, in-

vitro, de moduler ce système inflammatoire. 

 

 Cependant, il reste à montrer précisément quel est le niveau d’action de la 

substitution en zinc dans notre modèle cellulaire. Différentes pistes sont à explorer, 

notamment la voie de signalisation du TLR-4 qui semble être impliqué dans la 

reconnaissance des particules d’HA par les cellules immunitaires (Grandjean-Laquerriere 

et al, 2007). Une autre voie intéressante est celle des récepteurs à l’IL-8 dont 

l’engagement dans la réponse des PMNs a été clairement démontré dans ces travaux de 

thèse. Enfin la voie de l’IL-1 pourrait également être impliquée, comme le suggère la 

littérature, démontrant que le zinc régule négativement l’action d’IRAK-1 (Haase et al, 

2007) impliquée à la fois dans la voie de l’IL-1 et du TLR-4. 

 

Plus précisément, nous proposons d’étudier la voie des MAPKs (Erk, p38 et Jnk) 

puisque son activation aboutit au relargage de cytokines par les PMNs (Cloutier et al, 

2006) et qu’elle intervient à la fois dans les voies des TLRs (Nick et al , 1999) de l’IL-1 

(Dinarello, 1996) et de l’IL-8 (Waugh et al, 2008). Le blocage différentiel de ces acteurs 

de la transduction par des inhibiteurs chimiques nous permettra d’identifier plus 

spécifiquement le niveau d’action du zinc sur la réponse inflammatoire. De plus, les ions 

zinc agissant sur l’activation de NFκB et AP-1 (Herbein et al, 2006), nous étudierons 

leurs effets sur l’activation de ces facteurs de transcription. 

 

En vue de poursuivre nos études de modulation des processus inflammatoires, nous 

envisageons d’étudier l’effet d’HA substituées par d’autres cations divalents sur les 

cellules inflammatoires. Notamment, le strontium nous semble particulièrement 

intéressant grâce à sa capacité à favoriser la repousse osseuse. Des études sont d’ores et 

déjà en cours au sein du laboratoire concernant les effets de tels biomatériaux sur i) la 

production de matrice osseuse par les ostéoblastes ii)  le profil protéasique des 
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monocytes/macrophages. A notre connaissance, aucune donnée concernant les PMNs 

n’est à ce jour disponible. 

 

Nous avons démontré que l’IL-1α, facteur pro-inflammatoire pléiotrope, était plus 

abondamment sécrétée lors d’un contact entre PMNs et particules d’HA. La littérature 

décrivant l’IL-1 comme un facteur permettant la différentiation des ostéoclastes (Kyung et 

al, 2008 ; Kim et al, 2009), nous envisageons de mettre au point un système in-vitro de 

co-culture d’ostéoblastes et monocytes/macrophages. En présence et absence de PMNs 

stimulés ou non par des particules d’HA, l’étude morphologique et phénotypique des 

cultures nous permettra de déterminer l’implication des PMNs dans les phénomènes 

d’induction de la résorption osseuse par les cellules professionnelles du remodelage 

tissulaire osseux. 

 

Les ostéoblastes nécessaires à ces études nous sont gracieusement fournis par le 

service de Chirurgie Orthopédique du Pr. DEHOUX de l’hôpital Maison Blanche de 

Reims. Ces cellules sont obtenues à partir d’explants réalisés à l’occasion de la pose de 

prothèses totales de hanche. Dans le cadre de l’établissement des co-cultures, il s’agira de 

récupérer des leucocytes à partir du sang circulant des mêmes donneurs, afin d’éviter toute 

réaction inflammatoire croisée due à la reconnaissance du non-soi. De plus, à cette 

occasion, nous envisageons d’effectuer un suivi longitudinal des patients avec des 

prélèvements préopératoires, une semaine postopératoire et un an postopératoire afin 

d’étudier la susceptibilité des cellules inflammatoires à être « pré-stimulées » par la pose 

d’un implant chirurgical. Sur du long terme, nous profiterons des révisions ou échecs de 

prothèses pour étudier le comportement des cellules contenues dans les liquides synoviaux 

périprothétiques. 

 

 Nos travaux ont démontré l’influence des particules de biomatériaux sur 

l’activation des PMNs par contact et/ou phagocytose. Cependant, à notre connaissance, il 

n’existe pas de données accessibles concernant la réponse de ces cellules sur une surface 

d’HA in-vitro. Nous répondrons à cette question en utilisant des plots de titane revêtus 

d’HA afin de nous rapprocher autant que possible des conditions réelles de la mise en 

place des phénomènes inflammatoires menant au descellement aseptique. 
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 Afin d’évaluer réellement le potentiel immunomodulateur de l’HA substituée en 

zinc en tant que matériau de recouvrement prothétique, nous envisageons de mettre en 

place des modèles d’études in-vivo. Notamment, le modèle ovin semble être le plus 

indiqué pour envisager la pose de prothèses revêtues de notre matériau et effectuer un 

suivi histologique de la zone péri-prosthétique (Doria et al, 2003; Coathup et al, 2005). 
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Etude de l’activation des polynucléaires neutrophiles humains en réponse aux particules 
d’hydroxyapatite et de sa modulation par le zinc : implications dans le contrôle de la  
réponse inflammatoire aiguë 
 
 
RESUME :  
Le descellement aseptique est la première cause d’échec des prothèses totales de hanche. 
L’hydroxyapatite (HA), biomatériau utilisé pour recouvrir les parties métalliques des 
implants, est pourvoyeur de débris. Ces derniers sont impliqués dans l’inflammation 
chronique observée lors de descellements aseptiques. Cependant, la phase inflammatoire 
aiguë liée aux biomatériaux, et notamment la réponse des polynucléaires humains 
(PMNs), cellules majoritaires de la phase inflammatoire précoce, aux particules 
d’hydroxyapatite n’est que très peu documentée. Notre travail a permis de démontrer que 
les particules d’HA avaient un potentiel activateur vis à vis des PMNs. Le contact entre 
les biomatériaux et ces cellules immunitaires entraîne une sécrétion accrue de facteurs 
pro-inflammatoires (IL-1α et IL-8) et chimioattractants (IL-8, MIP-1α, MIP-1β) ainsi que 
de la métalloprotéase matricielle 9 (MMP-9). Dans une seconde étude, nous avons 
démontré que l’utilisation d’une HA substituée en zinc permettait de moduler l’expression 
de l’IL-8 et la sécrétion de la MMP-9. Ces mécanismes semblent impliquer les récepteurs 
de l’IL-8 comme éléments majeurs de l’activation des PMNs suite au contact avec les 
particules d’HA. 
L’ensemble de nos résultats fournit pour la première fois un mécanisme potentiel de la 
mise en place de la réponse inflammatoire aiguë aux biomatériaux. 
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