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CONTEXTE

Avec le vieillissement de la population, les patgies liees a la dégénérescence
tissulaire sont de plus en plus nombreuses. Paltes, @l existe des maladies dues a la
dégradation du tissu cartilagineux (pathologiesnrhtismales) ou osseux (ostéoporose).
Ces deux types de pathologies peuvent amener pene de la fonction articulaire, soit

directement, soit en facilitant les traumatismés geie les fractures fémorales.

Il est aujourd’hui possible de pallier ces défailtes par des prothéses. Il en existe
de divers types (polymeéres, métaux...), chacun éaiaipté a la fonction de l'organe
d’origine gu’il remplace (ménisque, fémur...). Darsdadre de ce travail de these, nous
nous sommes intéressés plus particulierement awthgses de hanches utilisées
principalement dans des cas de fractures du céémeir. Ces protheses sont constituées
majoritairement de titane et se trouvent courammeawétues de biomatériaux, et

notamment d’hydroxyapatite, favorisant leur intégma chez I'héte.

L’ostéointégration de la prothése chez I'héte 8éite un remodelage de la matrice
osseuse au contact de I'implant. Ce phénomeéneleatid ostéoclastes, cellules chargées
d’assurer le remaniement osseux physiologique. bserve parallelement une
néosynthése matricielle par les ostéoblastes. Cbtkmnce entre dégradation et

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

Cependant il a été démontré que le processus dededage osseux conduisait au
relargage, sur le site périprothétique, de partiguld’hydroxyapatite. Ces débris
conduisent & une réaction inflammatoire qui va géler la balance entre dégradation et
néosynthése osseuses, aboutissant a une résorpsseuse exagérée et une

désolidarisation de I'implant qui nécessitera digpeéd nouveau le patient.

Cette réaction inflammatoire exacerbée a été éunlés largement au niveau de la
phase inflammatoire chronique. Cette phase se tEaise par la présence majoritaire de
monocytes/macrophages, évoluant en cellules géaitesmucléées. La réponse de ces

cellules est bien caractérisée vis-a-vis des pdescd’ hydroxyapatite et il est également
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connu que cette composante inflammatoire chronipeet étre moduléein-vitro, en
utilisant une hydroxyapatite dont 5% des ions eafcsont substitués par des ions zinc.
Cependant trés peu d’études sont disponibles coaotda phase inflammatoire
aigué et le roéle que jouent les cellules qui y somjoritaires, les polynucléaires
neutrophiles, lorsqu’elles se trouvent au contaxtbtbmatériaux. Ce travail de thése a
donc pour but de montrer I'effet inflammatoire dénteraction des polynucléaires
neutrophiles humains avec les débris de biomatéretud’envisager de moduler cette

réponse inflammatoire.

Ce manuscrit de thése est organisé en trois parties

La premiéere partie est une introduction qui présénkétat de I'art concernant les
pathologies de la hanche et la pose de prothésdtiydroxyapatite et ses utilisations en
médecine, iii) l'inflammation liée aux biomatériaux ; phase aigugolynucléaires
neutrophiles, cytokines, chimiokines et protéases, enfin iv) le zinc, ses roles
physiologiques et son implication dans I'inflamnoati

La seconde partie présente au travers de deuxesriies résultats obtenus durant
ce travail de these. Un premier chapitre est cagsada réponse inflammatoire due aux
polynucléaires neutrophiles en réponse aux padgscdlihydroxyapatite. Ces résultats font
I'objet d’'un article intitulé « Polymorphonucleareutrophil response to hydroxyapatite
particles, implication in acute inflammatory reacti» qui a été publié dans le journal
Acta Biomaterialia
Le deuxieme chapitre traite des résultats obterarss de cadre de I'étude de [l'effet
immunomodulateur de I'hydroxyapatite substituée @nc. Les résultats obtenus sont
présentés dans un article intitulé « Effect of zomchydroxyapatite-mediated activation of
human polymorphonuclear neutrophils: potential matiuy role in bone implant-
associated acute inflammation. » qui est soumi®aunal Biomaterials.

Enfin, la troisieme partie s’organise en une dismugconclusion sur le réle des
polynucléaires neutrophiles dans la réponse inflatoire aux particules de biomatériaux et
sur les mécanismes cellulaires menant a une immodolation de cette inflammation par le

zinc. Des perspectives sont proposées en deraiepbur approfondir ces travaux de thése.



La Hanche

INTRODUCTION

A- La hanche

1- Anatomie

La hanche est une articulation des membres inféri@la jonction entre le bassin et le
fémur (Schéma 1). Elle posséde trois degrés de rtdibe(flexion/extension,
adduction/abduction, rotation interne/rotation ex¢¢ et est notamment nécessaire a la
marche.

La partie articulaire du bassin (ou pelvis) est ca¢ité hémisphérique appelée cotyle
ou acetabulum. L'extrémité supérieure du fémur.eégmp téte fémorale est articulée avec le
cotyle et reliée au reste du féemur par le col dauié Les surfaces osseuses de la téte féemorale
et de la cavité acétabulaire du bassin sont rectas/de cartilage dont le réle est de limiter

les frictions liées aux mouvements.

Fr;-... 4

o PeIV|s
LA \b‘\ ﬂetabulum

& _Téte fémorale
Grand trochantér

A&Z
*-»\

Cartllage de Ia téte 4
fémorale f i
| Femur

Petit trochanter

Schéma 1 Anatomie de la hanche (D’aprés Jonhson, disposilne

http://www.orthopaedics.co.uk/boc/patients/totgh_mndications.htm)
La hanche est désaxée par rapport a I'axe du cetrgeci induit de trés fortes

contraintes mécaniques. Aussi le cartilage, etgrifos sous jacent, s'usent et perdent

leurs propriétés de glissement et leur sphérieitérainant 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 diedache. L’évolution de ces pathologies
conduit le plus souvent a une restauration deratfon articulaire par voie chirurgicale. Les
coxarthroses primitives, d’étiologie souvent indéti@ée, se déclarent en moyenne autour de
soixante ans alors que les coxarthroses secondaiegaritaires et consécutives a une cause
précise, se développent en moyenne une dizaineékanplus tot (Kaplaat al, 1990). Ces
pathologies se manifestent par des douleurs de mdmmanique, c'est a dire survenant lors
d’efforts physiques, dans les stades précoces dealadie pour évoluer vers des douleurs
inflammatoires (non atténuées par le repos) ausadeita pathologie.

Les coxarthroses peuvent étre le résultat d’'undomaation congénitale de type
dysplasie (luxante ou protrusive), d'une malformati acquise (ostéochondrite,
épiphysiolyse...) ou encore survenir en tant que elémde coxites, ostéonécrose, coxarthrose
post traumatique ou méme a force d’activités spestintensives (Kaplaet al, 1990). Elles
peuvent eégalement résulter d’autres pathologiesliées directement a I'articulation coxo-
fémorale, telles que 'hémochromatose, I'acromégdi maladie de Paget... (Norda al,
1992). Il existe également des coxarthroses ditdsstructrices rapides ». Ces pathologies
d’origine non-déterminée se caractérisent par waduvité tres rapide, se soldant par une
destruction totale de I'articulation coxo-fémorél8 mois peuvent suffire). A ce jour, le seul

traitement reconnu comme efficace consiste enitargfie prothétique (Richette, 2009).

2.2- La chondrocalcinose

Il s’agit d’'une pathologie caractérisée par la pree de dépdts de microcristaux de
pyrophosphate de calcium dans le liquide synoviagévolution de cette maladie en
coxarthrose entraine une destruction de l'articutaimportante, notamment par I'érosion de
la téte fémorale et le creusement du cotyle (Kaptaad, 1990). Si le plus souvent I'étiologie
de la chondrocalcinose n’est pas connue, il aé&émment montré qu’il existe des formes
familiales de cette maladie mettant en jeu une timtalu géne ANKH codant une protéine
impliquée dans le métabolisme des pyrophosphatesgiét al,2004).
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2.3- Les coxites

Cette atteinte de la hanche est assez peu fréznesis grave, compte tenu de la
rapidité de son évolution. Elle est due a un symdranflammatoire générant fievre et
douleurs nocturnes. La survenue d'une coxite esfpgmdérante dans le cadre de
pathologies rhumatismales telles que la polyaghritumatoide et la spondylarthrite
ankylosante (Berrebi, 2003). Bien gu’un traitemadapté et précoce réduise I'évolution
de la maladie, des séquelles arthrosiques sontimeas inévitables et conduisent a la
perte de fonction articulaire (Kapla al, 1990).

Il existe également des coxites microbiennes, pléguentes. Une antibiothérapie
adaptée permet de limiter la destruction ostédeagitieuse. Les agents infectieux peuvent
étre tres différents selon les cablycobacterium tuberculosisStaphylococcus aureus

Propionibacterium aviduniMillion et al,2008)...

2.4- L'ostéonécrose de la téte fémorale

Cette coxopathie fréquente (Schéma 2) peut avar rdultiples causes:
corticothérapie a long terme, éthylisme, fractune cbl du fémur... Elle survient
majoritairement autour de quarante ans (Malizbsal, 2007). L’évolution vers une
coxarthrose est inévitable en dépit de phasesatélisation patients-dépendantes (Kaplan
et al, 1990).

Schéma 2. Ostéonécrose symptomatique de la hanche gauaheRadiographie
antéropostérieure df) coupe coronale par IRM pondérée en T1 mettantvadeBce les

zones de nécrose (fleches blanches). (D’apres bkdizal, 2007)
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2.5- Les périarthrites de la hanche

Il s’agit d’affections fréquentes dues a des inflaations aigués des principaux
groupes tendineux de [larticulation. Majoritairerheron observe une tendinite des
pelvitrochanteriens se caractérisant par une inflation douloureuse au pourtour du
grand trochanter. Il est possible que cette pdmiaet provoque une calcification accrue du
p6le supérieur du grand trochanter, signe d'unelutm de la pathologie vers un
rhumatisme a I’hydroxyapatite. Quoi qu’il en sdiévolution est spontanément régressive
sous traitement (infiltrations) (Kaplat al, 1990).

2.6- L'algodystrophie de la hanche

Elle se traduit par une forte déminéralisation It@ticulation (Schéma 3).
Généralement post-traumatique, I'algodystrophiet prissi étre une conséquence de la
grossesse . Dans tous les cas de figures, la pafllkeotst douloureuse et invalidante, mais
couramment un simple traitement antalgique estgoitesEn effet, I'évolution de la
maladie est toujours, et rapidement (de I'ordrejdelques mois), favorable a un retour de
la fonction articulaire (Sellamat al, 2006). Toutefois, cette pathologie induit uneitieé
articulaire susceptible d’entrainer des fracturésessitant une intervention de chirurgie

prothétique.

Schéma 3.Diagnostic d’algodystrophie pdr) Hyperfixation sur la téte fémorale gauche
détectée par scintigraphie ossewehyposignal de la téte fémorale gauche par IRM
pondérée en TB) hypersignal de la téte fémorale gauche par IRMdgoée en T2.
(D’apres Sellamet al, 2006)
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2.7- Les autres affections de la hanche

Il existe de nombreuses autres pathologies toudraticulation de la hanche sans
pour autant qu'’il s’agisse de pathologies régianale

L’'ostéosarcome (surtout chez les patients jeunes) l® sarcome d’Edwing
(majoritairement fémoral) sont des cancers osseunt kbxérese peut s’avérer nécessaire et
conduire a une reconstruction chirurgicale et/anthgtique des zones ainsi lésées (Hosalkar
et al, 2005). Le développement tumoral peut égalemenit ane action lytique aboutissant a
la destruction de structures anatomiques localdsdieulation coxo-fémorale (Kaplaet al,
1990).

L’ostéoporose et l'ostéomalacie sont deux maladmwactérisées par une
déminéralisation osseuse importante et généralemégmentant sensiblement le risque de
fractures, notamment du col du fémur (Reginett@l 2003; Lewiecki, 2009). Ces fractures
sont souvent I'occasion du diagnostic de la patielet leur traitement accompagne alors la
chirurgie prothétique pour un recouvrement fongtin

Ces deux exemples sont bien entendu non-exhaustifss montrent que les
pathologies rhumatoides ne sont pas les seulesdiice a la nécessité de remplacer tout ou
partie de I'articulation coxo-fémorale afin gerendre au patient son autonomieieenrayer
les phénomenes douloureux et invalidants engengegs les mouvements de la vie

quotidienne.

3- Les différents types de prothéses de hanche

3.1- Les protheses de resurfacage

Il s’agit de prothéses qui proposent de ne rengplgae la surface endommagée de la
téte fémorale et du cotyle (Itayezhal, 2007). Les surfaces impliquées sont fixées pavie
engagees dans le pelvis pour le cotyle et dansl iémoral pour la téte fémorale (Schéma 4).

Ce traitement permet de conserver au maximum lanp@Eihe osseux du patient et est
une alternative a la prothése totale de hanchamment dans le traitement des coxarthroses
(Daniel et al, 2004). Les surfaces au contact peuvent étre laéteg (McMinnet al, 2005),

céramiques, en polyéthyléne (Heisehl, 2005) ou mixtes (Schéma 5).
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Schéma 4 Fixation d’'un implant de resurfacage de hanchtyple Birmingham.
(D’apreés ltayenet al, 2007)

Schéma 5.Implants de resurfacage de hanche de typdcNimm et 2) Birmingham.
(D’apres Daniekt al, 2004)

3.2- Les prothéses céphaliques

Créées dans les années 1950 par Austin Moore ats-Bhis et Robert Judet en
France, elles remplacent uniquement I'extrémitéédepre du fémur. Ce sont des prothéses
monoblocs, majoritairement faites en titane, eméast dans I'os (Schéma 6). Elles sont
principalement utilisées dans le traitement destdras du col du fémur. Puisqu’elles restent

en regard du cotyle non modifié, elles frottenttodre cartilage acétabulaire entrainant, a
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terme, une érosion importante de ce dernier. Blbe$ donc préférentiellement réservées aux

patients agés avec un périmétre de marche restiontishet al, 2006).

Schéma 6 Radiographie d’'une prothése de hanche céphaligWabre. (D’aprés Heywood-
Waddington MB, 1966)

3.3- Les prothéses intermédiaires

Les premiers modeles sont ceux de Christiansen dinlades années 1960
(Christiansen, 1969). On appelle protheses inteiaréd (ou bipolaires) les protheses de
hanche présentant une articulation entre le cetiyle prothese, mais également au sein méme
de la prothése (Schéma 7). Ces protheses articaeasécessitent pas d’intervention de
scellement sur le cotyle (Gschwiatlal, 2008).

Lors des mouvements, la téte de la prothese neebpuatiquement pas dans le
cotyle, limitant I'usure du cartilage (Parket al, 2006). Les matériaux employés sont
principalement le titane pour la partie fémorale,les parties articulées peuvent étre

meétalliques, plastiques ou céramiques.
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Schéma 7 Prothese intermédiaire type Charnley-HastingsaiEs Gainet al, 2000)

3.4- Les prothéses totales

Elles remplacent a la fois I'extrémité supériewef@nur par une prothese fémorale et
le cotyle par un cotyle prothétique (Schéma 8). pehéses totales de hanche (PTH) sont
surtout mises en place en cas d'atteinte des defacess articulaires (téte fémorale et cotyle).
On les utilise, dans certains cas, pour le traitérdes fractures du col du fémur chez le sujet
encore jeune afin d'éviter le risque d'usure dtilage du cotyle engendré par l'utilisation de
protheses céphaliques voire intermédiaires. Comroar da majorité des prothéeses
orthopédiques, le matériau de référence restaalgl de titane pour la partie fémorale et

différents matériaux variant selon les fabricamsrda téte fémorale et le cotyle.

Schéma 8Prothése totale de hanche revétue d’hydroxyap@titelele Anatomique Benoist
Girard de Stryker). (D’aprés Oosterbatsal, 2001)
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4- Fixation des prothéses

Les prothéses peuvent étre fixées au fémur ou Bammssin soit par un ciment
chirurgical, soit par repousse osseuse secondsre Ciment). La fixation par vis des cotyles
prothétiques est considérée comme une fixatiomggusse secondaire. Les deux techniques
donnent des résultats relativement similaires @ lrme, et le choix est principalement
fonction du praticien (Morsheet al, 2007).

4.1- Fixation par ciment

Le ciment chirurgical est un polymeére acryliquel durcit en une quinzaine de
minutes pendant I'intervention, la fixation est igtatement solide et permet en théorie une
charge complete.

Les premiéeres études réalisées sur ce type défixaontraient a 5 ans environ 20%
de descellement prothétique et 30% a 40% a 10 Stawiffer, 1982). Cependant ce taux
diminue a environ 20% pour les protheses acétabslat 7% pour les fémorales dans des
études plus récentes (Garcia-Cimbretaal, 1992) sur 15 a 20 ans. Avec I'amélioration des
techniques et ciments, certains auteurs arrivelgsarésultats proches de 100% des protheses
non descellées a 10 ans (Lachiewgtal 2003; Meneghingt al, 2003).

4.2- Fixation sans ciment

Les prothéses (tige ou cupule) sans ciment, sdiséaih dans un délai de six a douze
semaines selon le traitement de leur surface pphanomene de repousse osseuse (Sethla
al, 2000). Le principe des revétements de surfacg®oshducteurs des protheses est apparu
dans les années 1980 (Geestnlal, 1988): on projette (par une torche a plasma)aauehe
d'hydroxyapatite qui vient se fixer a la surface geothéses. L’hydroxyapatite (HA) favorise
lintégration de l'implant et la repousse osseuSeeflaet al 2000), et les résultats sont
concluants a partir de fines épaisseurs de revétefh@0 pum) (Svehlat al, 2002).

L’efficacité du revétement d’'HA a été démontréeudsplusieurs années (Pakhal 2002),
mettant en évidence une trés bonne ostéointégrstiote long terme (8 ans d'utilisation par
les patients).

Avec un recul supérieur a dix ans, les revétemestsoconducteurs apparaissent

comme le meilleur procédé de fixation des prothetedanche, aussi bien au niveau du
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fémur qu'au niveau du cotyle. Certaines études raontue 90% de PTH (Kawamuea al,
2001) voire jusqua 100% de prothéses fémorale9#% de prothéses acétabulaires
(Oosterbost al, 2004) ne présentent aucun signe de descellement.

Cependant, en marge des revétements, il a été énqué les implants non revétus,
mais dont la surface était traitée pour étre p@epsuvaient également induire une repousse
osseuse (Christiet al, 1999 et 2000) (Schémas 9 et 10) et que la tdédleces pores était
importante (Bobyret al, 1980).

=

Medial 62 hips (61.2%)

Lateral 59 hips (57.5%)
Total 83 hips (81/4%)

Schéma 9.1) Repousse osseuse (fleches noires) a I'abord gitotbése non revétue apres 5
ans (D’aprés Christiet al, 1999) et2) schéma de la localisation de cette repousse @sseus
(D’aprées Christie et al, 2000).

Schéma 10Radiographies &) 3 ans eR) 13 ans montrant une ossification périprothétique

d’'une prothése chrome-cobalt avec revétement po(Blxpres Kawamurat al, 2001)
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5- Les complications

5.1- Le déboitement

Une complication courante est la luxation de | té¢ la prothése hors du cotyle
prothétique (Lee, 2008). Ce déboitement peut corecgusqu’'a 5% des prothéses sur une
vingtaine d’années (Siermt al, 2006). Souvent ce phénomene est récurrent (Batnek

1995) et impose une nouvelle intervention chiruatgau patient.

5.2- Les paralysies nerveuses

On observe également des complications nerveulies tpie la paralysie (Barrack,
2004). De fréquence exceptionnelle (environ 1%), elleschent principalement le nerf

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

5.3- Les fractures périprothétiques

Les fractures périprothétiques peuvent étre acktebs ou fémorales. Elles
surviennent majoritairement durant le geste opé&eatavec une prévalence accrue lors de
l'insertion de la tige fémorale, et ceci est d’'autitplus vrai qu’il s’agit de tiges non cimentées
devant étre insérées en force. Il est égalemeilgesd’ observer, mais moins frequemment,
des fractures postopératoires. Les révisions dingges sont également un facteur de risque
important. (Lindahl, 2007).

5.4- Le descellement septique

Les cas d'infections menant au descellement prigiigtsont rares (2% en moyenne)
(Salemiet al, 1997; Barne®t al, 2006; Lohmaret al, 2007) mais souvent graves (Etal,
2007, Onget al, 2009). Il existe également des cas encore ples,ranais tout de méme
répertoriés, d’échecs de prothese dus a des phéesnadlergiques (métalloses) (Biaattal,
2009) ou a des métastases cancéreuses (Deaalj2008). Dans tous les cas le descellement
est mis en évidence radiologiquement et montre farte résorption osseuse a linterface

os/implant.
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5.5- Le descellement aseptique

Le descellement aseptique des prothéses estda oaajeure d’échec d’implants pour
les arthroplasties de la hanche. Le taux d’échat aigeindre 20% (Mulrogt al, 1996) a
25% (Wirtzet al, 1997; Wooleyet al, 2004) selon les études et que I'on considereréapnt
ou non les parties acétabulaires et fémorales.

Bien qu’étant une pathologie multifactorielle,deamposante inflammatoire chronique
conduisant a l'ostéolyse est bien documentée (SaHEh Ces phénomenes mettent en jeu
les macrophages (Hukkanei al, 1997) qui favorisent I'activité ostéoclastiquer pa biais
des cytokines gu'ils relarguent en réponse a lagptyose des débris des biomatériaux
composant les implants (Greenfiedtl al, 2002). Notamment, l'interleukine-8 (IL-8) a été

retrouvée augmentée dans le sérum et le liquideviainde patients présentant une ostéolyse
(Tanakeet al, 2005).

Biologie Histologie Pathologie Présentation

Angiogénése

Perméabilité vasculaire Cranulation du tissu |

Recrutement/Activation . A A

des Lymphocytes, Formation de AT, 2
Macrophages granulomes 7 A ey
Formation/Dégradation ~ Membrane &
de la matrice extra- Fibrose linterface
cellulaire Remodelage matriciel

+ﬂ oL
+"'.|r':' L —%‘
Formation/Activation Résorption osseuse ﬁ, s
des Ostéoclastes Péri-implant ]
Emeﬂ'-
weabid L i
Résorption osseuse

Ostéolyse et
Descellement aseptique

Schéma 11Modele d'ostéolyse et descellement aseptique.di2'at Garriguest al, 2005)

Les pathologies de l'articulation coxo-fémorale atissent le plus souvent a la
nécessité de poser une prothese. C’est pourquaedherche dans le domaine des
substituts osseux est en évolution constante. No&mh, I'intérét de notre étude repose en
partie sur le fait que I'HA est le biomatériau plus utilisé en chirurgie orthopédique
grace a ses qualités biologiques telles qu’unecsira analogue a 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 phosphocalcidiie appartient a la famille
cristallographique des apatites, un ensemble depesés possédant une méme structure
hexagonale (Kagt al, 1964). Ses principales utilisations sont le ren&nt de protheses et le
comblement osseux (blocs de céramique phosphouaelcigiments ioniques...) (Jarcho,
1981 ; De Groot, 1993; Finkemeier, 2002). L’hydraggtite est naturellement présente chez
’lhomme. Elle est le composant majoritaire de lagghminérale osseuse et représente environ
67% de la masse de I'os (Nanci, 2008). Les apatitdarelles sont le plus souvent non-
steechiométriques, c’est a dire qu’elles présentaentapport calcium sur phosphore (Ca/P)
inférieur & 1,67 en raison de l'incorporation denstduants mineurs de I'environnement
(cations, anions...) (Mayeret al 2000). L’hydroxyapatite synthétique, de formule
Caio(POy)s(OH),, affiche quant a elle un rapport Ca/P de 1,6&ktenc stcechiométrique. Il
existe d’autres phosphates de calcium présentaniag@orts Ca/P différents qui donnent lieu
a une classification des composés obtenus : pauvaeurs comprises entre 1 et 1,33, il est
guestion de phosphates dicalciques parmi lesqadi®gve la brushite (Johnssenal, 1992),
entre 1,33 a 1,5 se trouvent les phosphates ociquak, et pour des valeurs allant de 1,5 a

1,67 on trouve les hydroxyapatites déficitaires@ium (Haret al, 2001).
2- Les modes d’obtention

2.1- L'élaboration par précipitation en milieu ague

La synthése d’hydroxyapatite par précipitation drage aqueuse est obtenue en
ajoutant de facon contrélée une solution cationifgetenant le calcium) a une solution
anionique (contenant le phosphore) (Al&tcal, 1981). Le précipité ainsi obtenu est ensuite
lavé et séché (Schéma 12). Différentes méthodsarfaintervenir différents réactifs sont bien
entendu possibles : pour exemple, considérantiauie
10Ca(NQ),.4H,0 + 6(NH,),HPO, + 8NH,OH — Cayo(PO4)s(OH), + 20NH;NO; + 6 H,O
10Ca(NQ),.4H,0 est la solution cationique et 6(D)EHPO, la solution anionique (D’apres
Rodriguez-Lorenzet al, 2001).
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Schéma 12.Dispositif de cristallisation de I'hydroxyapatiteap précipitation. (D’apres

Rodriguez-Lorenzet al, 2001)

Il est également possible d’obtenir un précipitbydroxyapatite par neutralisation
d’'une solution de chaux par ajout d'une solutioacttle phosphorique. Cette réaction permet
d’obtenir rapidement de grandes quantités d’hydapayite phosphocalcique avec peu de
matériel (Osakat al, 1991).

2.2- L'élaboration par réaction en phase solide

La synthése par réaction en phase solide consishadffer un mélange réactionnel,
constitué de pyrophosphate de calcium et de catba®acalcium dans un rapport molaire %
afin d’obtenir un Ca/P de 1,67 (Rhee, 2002). Ceang# doit étre parfaitement homogéne

pour permettre une réaction totale.

2.3- L'élaboration par solution-gélification

La technique « sol-gel » correspond a la transftaonad’une solution en un solide

(Livage et al 1992). La encore, differentes chimies sont eméables : du phosphate
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d’ammonium et du nitrate de calcium gélifies pan’dece (Bezziet al, 2003), du nitrate de
calcium et du phosphate dissous dans de I'éthangl upe fois évaporés, permettent
'obtention d’'une poudre d’hydroxyapatite hautempate avec une homogénéité chimique
favorisée comparativement a la méthode de prétigitdlallotet al, 2005) (Schéma 13).

Ce procédé permet en outre de facilement envidageibstitution ionique du calcium
par des éléments traces naturellement présentdetans (Jalloet al, 2005). En outre, pour
ce travail de thése, cette méthode a été a ladméélaboration des biomatériaux, dopés ou
non, que nous ont fournis Edouard Jallot et JeaneMdedelec de I'Université Blaise Pascal

a Clermont-Ferrand.

Schéma 13Photographie en microscopie électronique a balagd@®) d’'une poudre d’'HA
obtenue par sol-gel. (D’apres Jaktal, 2005)

3- Les utilisations

3.1- Les revétements prothétiques

3.1.1- Dépodt par torche a plasma
Ce processus est utilisé industriellement demsishnées 80 (Geesink, 1989; Furlong

et al 1991) et est désormais la méthode la plus rémapdur appliquer I’hydroxyapatite a la

surface des implants dentaires et orthopédiqudse(Ba 14). La poudre d’hydroxyapatite est
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injectée dans la flamme du plasma et se trouves @locélérée a plus de 200 th.&lle va
alors frapper le substrat et se coller sur le éitaous-jacent sous I'effet de I'énergie cinétique
libérée a I'impact (Fauchiast al, 1992 ; Pfender 1994).

Le revétement phosphocalcique des protheses gjgahdu car il permet une fixation
rapide et forte de I'os sur I'implant (Geesink 1988phenson 1991).

Cependant, le procédé torche a plasma présentqugseinconvénients. Il induit la
présence de différentes espéces phosphocalcidaesuéface de I'implanta et 3 phosphate
tricalcique (TCP), phosphate tetracalcique, oxyde cdlcium et phosphate de calcium
amorphe (De Groagt al, 1994; Kimet al, 1994). Notamment cette derniére composante voit
sa quantité varier fortement entre les différefdabricants. De nombreux parametres entrent
en jeu dans ces variations : distance du subgsaile des particules projetées, angle du
substrat, débit de gaz du plasma et refroidissehend piéce revétue entre autres (Geilss
al, 1998). Cette phase amorphe modifiant la réaatien’os au contact de I'implant, il
convient donc de la maitriser et de normaliserusatité (Suret al, 2001).

Par ailleurs, le recouvrement n’est pas uniformeearsité et des altérations chimiques
et structurales du matériau de recouvrement ontdététes lors de I'utilisation du procédé
torche a plasma (Filiagegt al, 1991; Radiret al, 1992).

Enfin, si la fixation de l'os sur la prothése augnee avec la présence
d’hydroxyapatite, la fixation globale de I'implantest pas améliorée comparativement aux
prothéses non-revétues puisque la zone de jonetite le titane et I'hydroxyapatite est une
zone de fragilité (Ongt al, 2004). Cependant de par son rendement, cettritgehde torche

a plasma est aujourd’hui la seule viable indusémeént vu les contraintes de production.

Torche a plasma

Implant

Schéma 14Implants dentaires en cours de revétement panea@lasma (D’aprés Sehal,
2001).
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3.1.2- Electrodéposition

Cette technique de revétement permet de recoulmidrbxyapatite des substrats a
faible température (65°C) (Dumelie et al, 2008)sans utiliser de poudre de biomatériau
préalablement élaborée (Hat al 1999) (Schéma 15). La technique se déroule em deu
temps : tout d’abord le dépdt du phosphate de walg@uis sa conversion en hydroxyapatite
par des traitements appropriés. En l'occurrence, biashite obtenue a lissue de
I'électrodéposition subit un traitement hydro-theque (125°C en atmospheéere humide
saturée) avant d'étre cuite a plus de 400°C paoalegment donner un revétement
d’hydroxyapatite stoechiométrique (Benhayowteal, 2002). Bien que transposable dans le
monde industriel, cette méthodologie est trop cbpbiage en I'état pour satisfaire aux

exigences du marché.

@, D

: Contre électrode
Ther_mome_:ft_r_e Electrode de

référence H
ﬂ N, atmosphérique

Dépot HA ‘
CathE de é
(substrat titane)Z= o, Tanll
Schéma 15.Dispositif d’électrodéposition d’hydroxyapatite @pres Benhayounet al,
2002)

Plaque e
chauffante |

3.2- Le comblement osseux

La résection et le curetage de tumeurs osseusesienb@&nignes, entraine des
opérations de comblements osseux (Matsumaheal, 2004). La fréquence de ces
interventions fait du tissu osseux le second tisansplanté apres le sang (Van Heetst
al, 1999; Boyceet al, 1999) avec 2,2 millions d’interventions annuebesavers le monde
(Giannoudiset al, 2005).

- 26 -



L’'Hydroxyapatite

Dans ce cadre, la greffe osseuse autologue esétlaone de référence. Elle consiste
en la greffe d’os cortical ou spongieux issu durgtum méme. La fraction osseuse est obtenue
depuis la créte iliaque du patient. Les avantagetadechnique reposent sur le fait que le
greffon possede toutes les qualités nécessaires Bosne intégration: il est a la fois
ostéoconducteur, ostéoinducteur, ostéogene et dendée pas de réponse immunitaire
susceptible de provoquer un rejet. Cependant, tmegsasont a mettre en balance avec un
certain nombre d’inconvénients. Tout d’'abord, laamfité de matériel osseux qu'il est
possible d’obtenir ne permet pas de combler legetarcavités et ceci est d’autant plus vrai
lorsque le patient est un enfant. De plus, on ofesen risque accru de hernies, traumatismes
neuro-vasculaires, infections, hématomes ou eradmuteur chronique (Reddst al, 2005) lié
a la nécessité d’'avoir un second site opératoize.aifleurs, les temps d’opération et donc
d’anesthésie sont considérablement allongés. Igediie et la xenogreffe, quant a elles,
posent le probleme du stockage des échantillonslede préservation et surtout de la
transmission éventuelle de pathologies (Natareja 2003).

L’hydroxyapatite est compatible avec I'os et la ff@ésseuse (Uchidet al, 1990) et
présente, dans le cadre d’'un comblement osseux,banae intégration a I'os héte en

radiologie bien que n’étant pas entierement réso(hkatsuminest al, 2004) (Schéma 16).

Schéma 16. Radiographie d’ostéolyse diaphysaire de fibula (Ahmblée par de
I’hydroxyapatite (B) (un mois apres opération) quierme est résorbée a plus de 50% (C)

(10 ans apres opération). (D’aprés Matsunahal, 2004).
L’hydroxyapatite, en tant que substitut osseux; @e obtenue sous forme de blocs

mais nécessite une mise en forme par le chirurgiefonction de la zone a combler (Kemt

al, 1986). Elle est également disponible sous forraepdrticules (Schémas 17 et 18).
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Cependant ces particules ont le désavantage demaigrsite d'implantation en fonction des

contraintes mécaniques qu’'elles subissent (Wittkatg88).

P

Schéma 17 Exemple de granules phosphocalciques commercsa{BénesavéStryker).
(D’apres Vooret al, 2004).

Schéma 18 Grains d’hydroxyapatite utilisés pour le comblemesseux (A)Xd’'une cavité
de la partie proximale de la fibu(8) (Radiographie préopératoire) et la cavité comblée
juste aprés l'opération (C). (D’aprés Saikiaal, 2008).

3.3- Les ciments

Les premiers ciments furent utilisés pour le scediet prothétique et étaient composés
de poly(méthylmétacrylate) (PMMA) (Moritet al, 1998). Si leurs capacités adhésives étaient
satisfaisantes, ils ne facilitaient pas la repoussseuse et ont évolué vers des ciments de
nouvelle génération dans lesquels sont inclusegddiules d’hydroxyapatite, notamment
pour la fixation des prothéses orthopédiques (donés al, 2008), mais aussi pour le

comblement osseux de zones ou les cristaux ngasradaptés (lat al, 2009) (Schéma 19).
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Schéma 19. Radiographies montrant [|'absorption et [lintégoati d’'un ciment
phosphocalcique par le tissu osseux apres implantaa) a 3 jours; (b) 4 semaines; (c) 8

semaines, et (d) 12 semaines. (D’aprestlal, 2009).

Les ciments a base d’hydroxyapatite sont égalemsilisés en reconstruction
craniofaciale (Friedmaset al, 1998) et permettent de combler des cavités de gu25 cm?
lorsqu’ils sont couplés a des supports de typéegiie titane (Durharet al, 2003; Abeet al,
2009). Ces ciments peuvent étre fonctionnalisés,aya exemple, de I'oxyde de zinc et du
chitosan (Liet al, 2009).

L'utilisation de I'hydroxyapatite est de plus enuplcourante et favorisée par les
résultats encourageants obtenus en terme d’ost§oiiion du matériau. Cependant, comme
cela a été mentionné précédemment, la genese tieufes d’HA par usure de I'implant ou
réponse biologique de I'héte peut étre problématigurtout en orthopédie, ou ces particules
sont considérées comme un facteur majeur de Ifimfiation aboutissant au descellement des
protheses.

L’inflammation mise en place par I'héte en répoase& particules de biomatériaux
suit des étapes définies avec des acteurs spéssfigaur chacune d’entre elles (Schéma
20). La plus étudiée est la phase inflammatoireorigue et, plus particulierement, la
réponse des monocytes et macrophages. Notre tigirdédresse a I'inflammation aigué et
plus spécifiquement aux polynucléaires neutrophi@stte phase inflammatoire est tres
peu documentée jusqu’alors dans le cadre des pkesicd’HA mais est pourtant de

premiere importance puisqu’elle initie la réponseniunitaire aux biomatériaux.
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Schéma 20Evolution de I'inflammation liée aux biomatériau(’apres Anderson, 1988)
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C- Inflammation aigué et polynucléaire neutrophile

1- Caractéristiques

L’inflammation est un processus déclenché en répanse agression de I'organisme,
gqu’il s’agisse d’une lésion, d’'un stress ou d’ageétrangers. Elle se caractérise par une
accumulation de cellules et de facteurs dits inflatoires.

Les cellules résidentes des tissus interagissemttdment avec I'agent inflammatoire
et libéerent des molécules telles que les factewscdmplément, les cytokines et les
chimiokines (détail dans le chapitre 4.1).

Ces molécules permettent la mise en place dedimihation en activant les cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins, dans ungaréenips, ce qui favorise le recrutement
des cellules du systtme immunitaire (polynucléairaseutrophiles (PMN),
monocytes/macrophages...).

Les PMNSs sont recrutés précocement et massivereitd site inflammatoire (phase
aigué) (Laskayet al, 2008). Les monocytes arrivent ensuite sur le Iég@®nnel, puis ils se
différencient en macrophages, et leur nombre dépassgressivement celui des PMNs

(phase chronique).
2- La réaction inflammatoire aigué

2.1- Généralités

La phase inflammatoire aigué est caractérisée pardurée limitée dans le temps et
par un rétablissement, a terme, de 'homéostassaltire. La réaction inflammatoire peut étre
divisée en quatre grandes étapes (Dinh-Xataad 2002) :

- Lareconnaissance de I'agent initiateur et I'initia de la réponse inflammatoire

- L'étape vasculaire permettant le recrutement désles du systéme immunitaire sur le
site inflammatoire

- L’amplification de la réaction inflammatoire paefisemble des cellules effectrices de
I'inflammation

- L’élimination de I'agent initiateur et la réparatitissulaire.
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2.2- Les différentes étapes de la réaction inflatbim@aiqué

2.2.1- Reconnaissance de I'agent initiateur et eléchement de la réaction inflammatoire

Les facteurs a l'origine d’une réaction inflammaggbeuvent étre de différentes natures :

- Biologiques : d’origine exogéne tels que les baeterles virus ou les parasites, ou
encore les produits issus de ces agents pathof@netoxines bactériennes)

- Biologiques : d'origine endogene tels que les pitsdde dégradation tissulaire et
cellulaire ou les molécules solubles de l'inflamioiat

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

- Chimiques : tels que les acides, les bases owatdrg produit toxique

La reconnaissance des agents pathogénes exogérfag par un type de récepteur
particulier appelé PRR (Pattern-recognition recep)toCe sont les récepteurs du systeme
immunitaire qui reconnaissent des motifs non pridsehez 'Homme mais bien conserveés
chez les pathogenes (Medzhiteival, 1997) appelés PAMPs (Pathogen-associated motecula
patterns).

Parmi les PRRs, les plus étudiés sont les TLRd-(ikel receptors) dont une dizaine de
membres a été identifiee chez 'Homme, chacun tBeatix reconnaissant des ligands tres
spécifiqgues (Turveyet al 2006) (par exemple le lipopolysaccharide (LPS) laeparoi
bactérienne qui est reconnu par le TLR-4, ou lgeflene qui est reconnue par le TLR-5).

Les TLRs sont exprimés par de nombreux types e@lad, y compris ceux ne faisant
pas partie du systeme immunitaire, comme les fiastbs ou les cellules épithéliales qui
jouent alors un réle de sentinelle de I'intégries dissus. Les cellules du systeme immunitaire
comme les PMNSs, les macrophages et les monocybteienp des PRRs qui leur permettent
d’'induire une réponse immune. L'’ensemble des Tldas,exemple, est exprimé a la surface
des PMNs (Kurt-Jonest al, 2002 ; Gabrilovich, 2005).

La fixation d’'un ligand sur un PRR induit, quel get le type cellulaire, I'activation
des voies de signalisation associées. Ceci abautictivation de facteurs de transcription
régulant les génes codant les médiateurs inflamreatdNotamment un certain nombre de
genes ainsi activés vont initier I'étape suivangel’'thflammation : I'étape vasculaire. Parmi

les facteurs de transcription activés, les Sma®&T&Ts (Hanadat al, 2002; Hayderet al,
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2006) mais surtout le NF-kB (nuclear factor kB) &t et al 2000) jouent un réle
prépondérant (Schéma 21).

. Ligand du TLR

Adaptateurs
MyD88
TIRAP/MAL
TRIF/TICAM
TRAMITIRP |paks

IRAK1
IRAK2
IRAKM
IRAK4

-

NF-xB

NN
0
DO

Schéma 21 Signalisation induite par la fixation de PAMP JWR aboutissant a I'activation

de NKB (D’aprés Turveet al, 2006).
2.2.2- Etape vasculaire de lI'inflammation

Les cellules endothéliales des vaisseaux constilesrprincipaux acteurs de I'étape
vasculaire. Ces cellules endothéliales sont actigéeis I'effet de médiateurs inflammatoires
libérés a la suite du contact avec I'agent initiat€€es médiateurs, présents a la surface des
cellules endothéliales, en regard de la lumiérecwlage, permettent d'attirer les cellules
immunitaires circulantes (PMNs, monocytes) et dedeapter » a la surface de I'endothélium

(Zarbocket al, 2008). Les PMNs vont ensuite rouler le long @adiothélium vasculaire avant
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de ralentir et de s’arréter. Une fois fermementéaéés, les cellules vont migrer a travers la
paroi vasculaire (Laudanmd al, 2005; Leyet al, 2006) (Schéma 22).

)
w Adhésion

Capture Roulement RO Arrét ferme, Transmigration

lent p
étalement

— Signal des
Sélectines intégrines

Chimioattractants

R g B
a la surface des Intégrines o9 U -
cellules endothéliales : o

Chimioattractants
dans le tissu

Schéma 22.La migration transendothéliale des polynucléairestrophiles (D’aprés Legt
al, 2006)

Le roulement des cellules inflammatoires se faitfagon physiologiquevia des
interactions entre des protéines portées par leotgtes, les L-sélectines et leurs ligands
présents a la surface des cellules endothélialesng®s, 1996). Dans un contexte
inflammatoire, les cellules endothéliales vont @xper a leur surface les E-sélectines et P-
sélectines (Wagneat al, 2000).

A l'occasion du roulement, ces molécules vont engre contact avec leurs ligands
présents a la surface des cellules immunitaires/@isESL-1 (Endothelial-selectin ligand 1)
et PSGL-1 (Platelet-selectin glycoprotein liganddgpectivement. Il est intéressant de noter
que les TLRs peuvent directement influer sur cesamémes en interagissant avec les L-
sélectines (Sabroe et al, 2005). Cette interaditre les sélectines des cellules endothéliales
et de leurs ligands va ralentir les leucocytesneuire pour ces derniers la mobilisation
d’intégrines a la surface cellulaire (Berton etl#&199). La mobilisation de ces intégrines par
les PMNs est également sous contrble des cytokimpes-inflammatoires du
microenvironnement cellulaire (Atzeet al 2002). Les intégrines sont des hétérodiméres

formés d’'une chainea et d’'une chaingd. A la surface des leucocytes vont apparaitre Mac-1
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(Macrophage antigen 1 amyf3,) et LFA-1 (Lymphocyte associated function antigemu
aLPB2) ainsi que VLA-4 (Very late antigen 4 @uf31) qui vont interagir avec leurs récepteurs
présents sur les cellules endothéliales que soAMKT et -2 (Intercellular adhesion
molecule) et VCAM-1(Vascular cell adhesion molegulespectivement (Luscinskat al,
1996). Par ailleurs, la mise en jeu de ces intégrprovoque un signal renforgant I'activation
des PMNs (Detmerst al 1998; Senguptat al, 2006). Cette fixation va finir de ralentir les
leucocytes et initier 'adhésion ferme de ces d@mbsur I'endothélium (Dunnet al, 2002;
Laudannaet al, 2006).

La migration des cellules au travers de la pardoénréliale va se faire a la jonction de
trois cellules endothéliales et impliquer des pr&e particulieres nommées PECAM
(Platelet-endothelial cell adhesion molecule) quitsa la fois ligands et récepteurs pour elles-
mémes et le CD99 également nécessaire a la migragéulaire (Louet al, 2007). Cette
migration est d’autant plus facilitte que les mtalies inflammatoires augmentent la

perméabilité vasculaire (Gonlugert al, 2004).

2.2.3- Amplification de la réaction

Les PMNs sont les premieres cellules a s’accunauerle site inflammatoire. Puis
viennent ensuite les cellules mononucléées (lymytlesc et monocytes) qui vont
progressivement les remplacer (Dohatyal 1988; Melnicoffet al, 1989).

Les PMNs sont des cellules phagocytaires qui imjdes pathogenes et les débris
cellulaires puis les dégradent en utilisant une woason d’'un systéme oxydatif (dérivés
actifs de I'oxygene) et d’un systéme non-oxyddié. systeme non-oxydatif est composeé de
peptides anti-microbiens (défensines) et de pre®8gIMP, protéases a sérine). Le systéme
oxydatif repose sur la génération de dérivés ox§gépar la NADPH oxydase et leur
transformation notamment en acide hypochloreux lparmyeélopéroxydase (Gougerot-
Pocidalotet al, 2002; Root al, 2003).

Les systémes oxydatifs et non-oxydatifs peuveng¢ &tyérés par exocytose dans
I'environnement cellulaire immédiat, ce qui contidb a I'amplification de la réaction
inflammatoire (Faurschoat al, 2003). Ce phénoméne est sous contrble de lemvément
cytokinique (Muret al, 1997; Niwaet al 2000). Les médiateurs tels que les facteurs du
complément, les cytokines, les chimiokines, les iatédrs lipidiques (Sampson, 2000)
réactivent les cellules présentes sur le site nmilatoire, et entretiennent la réaction

inflammatoire jusqu’a I'élimination de I'agent idteur.
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2.2.4- Elimination de I'agent initiateur et réparan tissulaire

Le retour a I'équilibre tissulaire implique I'élimation de tous les éléments inducteurs
de l'inflammation et des produits résultant de égrhdation du tissu altéré par les cellules
phagocytaires. L'entrée en apoptose des PMNs etdbagocytose par les macrophages
entraine une diminution de la production des cytekipro-inflammatoires (TNF IL-1[3, IL-

6, IL-8) (Fadoket al, 1998). La désactivation de la réponse inflammatomplique
€également une succession de mécanismes immunoss@Pre agissant notamment sur la
paroi vasculaire (Tedguait al, 2001), nécessitant la participation de cytokimeschimiokines

et de facteurs de croissance (Garebal, 2004). Parallelement, les macrophages produisent
des cytokines anti-inflammatoires comme le PGH I'IL-10 en réponse a la reconnaissance
des PMNs apoptotiques (notamment via CD36) (dolal, 1997), ainsi que des facteurs de
croissance qui permettent la prolifération desofitastes. Ces derniers synthétisent les
protéines matricielles qui vont permettre la répanades tissus lésés (Welatral, 1995).

Dans certaines conditions physiopathologiques igtarece de l'agent initiateur,
réponse inflammatoire inadaptée, intervention dectefas génétiques et/ou
environnementaux), la réponse inflammatoire peotuir vers un état de chronicité (Benoist
et al 2001; Rioux et al 2005). Linflammation chronique est caractérisgar une
accumulation anormale de cellules inflammatoireaj@nitairement monocytes/macrophages,
PMNSs, ...) qui perdure dans le temps et occasionmapdrtants dommages tissulaires
(Nathanet al, 1989).

3- Les polynucléaires neutrophiles.

Les polynucléaires neutrophiles (PMNs) sont lesuted représentatives de la phase
inflammatoire aigué. lls comptent pour 50% a 70% keicocytes totaux circulants (Peake,
2002). lIs font partie de la sous-famille des gtaoytes dont ils représentent 95% des
éléments circulants. Le PMN est décrit comme élarpremiere cellule de I'immunité a
migrer sur site inflammatoire. Les PMNs sont isdada moelle osseuse hématopoiétique et
plus précisément des cellules souches pluripotd@B84+). Ces derniéres, en présence de
GM-CSF, G-CSF et d’IL-3 vont donner des PMNs maiyeets a passer dans la circulation
sanguine en environ deux semaines (Schéma 23dllekes ont une demi-vie d’environ 6 a
9h (Seelyet al, 2003).
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Schéma 23.Des cellules souches hématopoiétigues aux nelgsptirculants. (D’apres
Mentenet al, 2002)

Les PMNs mesurent de 7 um a 10 um de diametreésepient un noyau polylobé
tres caractéristique. La fonction primaire des PMids d’étre dans la premiere ligne de
défense de lI'organisme. lls ont pour cela la capai® migrer sur les sites inflammatoires ou
ilIs vont phagocyter et détruire des corps étrangens un arsenal d’'agents réactifs et

d’enzymes protéolytiques (Schéma 24).

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

lysosomes en train de fusionner avec le phagolysesD’apres Suttman, 2003).
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Le fonctionnement de ces cellules dépend des reambgranules cytoplasmiques
gu’elles contiennent et dont on distingue quatpes$y(Borregaardt al, 1997; Chertowet al,
2000; Faurschoat al, 2003):

Les granules azurophiles (ou primaires) qui fusem avec le phagosome et
contiennent entre autres, les sérines protéasesedtrophile (Elastase du neutrophile,
Protéinase 3, Cathepsine G), la myéloperoxydades etéfensines. Ces granules participent a
la dégradation intracellulaire des pathogenes phaés. Les granules spécifiques (ou
secondaires) contiennent un certain nombre de auiet antimicrobiennes (lactoferrine) a
I'instar des granules primaires, mais peuvent l@iézés dans le milieu extracellulaire et sont
dépourvus de myéloperoxydase. Les granules gétasngou tertiaires) entreposent les
enzymes de dégradation de la matrice et les raamspiiles a la migration transendothéliale
du neutrophile (Chertoet al, 2000). Les granules sécrétoires contiennent ipalement les
récepteurs de I'adhésion ferme a I'endothéli@iatégrine, récepteur au fMLP).

Lors de son activation, le PMN va libérer séqudlietieent le contenu de ses granules
pour migrer sur le site de I'inflammation et pdpgr a la réaction inflammatoire. Entre autres
médiateurs, le PMN sécréete tres abondamment deB8)’linais €également de I'lLel et du
MIP-1a et 3 (Cassatella, 1995). Ces cytokines et chimiokinesvent étre synthétisées et
libérées en réponse a divers stimuli faisant dymualléaire neutrophile non seulement un
phagocyte « professionnel » mais également unelegiivot de la réponse immune & méme
de participer a I'élaboration du réseau cytokiniqoermettant d’orchestrer la réponse

inflammatoire (Cassatella, 2000).

4- Les médiateurs de I'inflammation

4.1- Les cytokines et chimiokines

4.1.1- Généralités

Les cytokines sont des protéines de masse moléeulalativement faible (8 a 40
kDa), formées le plus souvent d’'une seule chaingppptidique. Elles sont en général
glycosylées, ce qui permet de les stabiliser dadiditer leur solubilisation. Il n’existe pas de
similitude de séquence primaire ou de structudgniensionnelle entre toutes les cytokines.

Seules leurs activités biologiques permettent sieliesser en différents groupes (Schéma 25).
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bY

Les cytokines agissent a de trés faibles concémteatcomme les hormones
endocrines. Cependant, elles se distinguent desidmas par la diversité des cellules
susceptibles de les synthétiser, par la diverggogllules cibles sur lesquelles elles agissent,
et enfin par la diversité de leurs activités quuyent étre endocrines, paracrines ou
autocrines. Les cytokines sont essentiellementigu@és dans l'inflammation et la réponse

immunitaire.

Recrutement
Chimiokines

Résolution

Réparation &
Régénération

Schéma 25.Classification fonctionnelle des cytokines tenaompte de leur role dans la
réponse inflammatoire et la réparation tissuldidéaprés Driscoll, 2000)

Au cours du processus inflammatoire, les cytokireegpables de promouvoir
l'inflammation sont dites pro-inflammatoires (exdmpu TNF8, de I'lL-13 et de I'lL-6) par

opposition aux cytokines limitant ce phénomene rfgde de I'IL-10 et du TGH) qui sont
dites anti-inflammatoires (Driscoll, 2000). Les akihes, douées de capacités attractantes
envers les cellules, sont appelées chimiokines r(pgtokines chimioattractantes) et sont
déterminantes dans les phénomeéenes de migratianated vers les sites infectieux, ou dans le
trafic des cellules présentatrices d’antigene Vessganglions lymphatiques pour la mise en
place de la réponse immunitaire adaptative. Onéromibre actuellement une cinquantaine
chez ’lhomme (Baggiolini, 2001). Elles sont classée quatre groupes rendant compte de la
position des deux premiers de quatre résidus eyestéhautement conservés dans leur
structure (Baggiolinet al, 1994 et 1997). On trouve ainsi les chimiokinegyge CC, CXC
(majoritaires), XC et CX3C ou X est un acide amipuelconque. Les chimiokines peuvent
lier un ou plusieurs récepteurs (nommés XCR, CCRCR et CX3CR) et ces récepteurs
peuvent également lier une ou plusieurs chimiokibhes récepteurs aux chimiokines sont des

protéines a sept hélices transmembranaires couplées protéines G. Chaque type cellulaire

-39 -



Inflammation aigué et polynucléaire neutrophile

présente un panel de récepteurs qui lui sont psopteorientent sa réponse migratoire
(Schéma 26).

([CXCR1 ) (€CR1 CCA1 (TCCR1
(cXCR2 {CCR2 (_CCA3 {ecr2
{ccas &
) CeRs (eeAs )
LCXCR4 | [CXCR4 |

NEUTROPHILES MONOCYTES EOSINGIRES BASOPHILES

Schéma 26 Expression des récepteurs aux chimiokines suelencytes humains. (D’apres
Baggiolini, 2001)

Au cous de ce travail de these, nous avons mivetence qu’'un nombre restreint
de cytokines et chimiokines étaient en concentnadiogmentée lorsque les PMNs étaient
au contact de particules d’hydroxyapatite. La sdiéece chapitre sera, en conséquence,
focalisé sur ces médiateurs spécifiquement impEqlens notre modele expérimental.

4.1.2- L'interleukine-or (IL-14a)

4.1.2.1- Structure du géne et de la protéine

Le géne de I'lL-tr humaine est localisé sur le bras long du chromes2riiWebbet
al., 1986). Il est composé de 7 exons dont un nonfto@deuronet al, 1984). De nombreux
sites de fixation pour différents facteurs de tcaipsion sont présents dans les régions
régulatrices du promoteur du géne et notamment AR-NFKB présents dans la partie
proximale du promoteur (Hunninghakeal, 1992; Hiscotet al, 1993 ; Zhangt al, 1993).

La protéine IL-Ir est synthétisée sous la forme d’un précurseudddd@ (pro-IL-1n)
en association avec les microtubules du cytosgeed¢tnon dans le réticulum endoplasmique
(Stevensoret al, 1992). Ce précurseur est entierement actif (Mosit al, 1987) mais ne
posséde pas de peptide signal. En conséquencengticement a la plupart des autres
cytokines, I'lL-1a est abondamment stockée dans le cytoplasme (@avetilal, 1990) mais
peut également étre myristoylé et étre présentraelmbrane cellulaire. La production d’IL-

1la mature (17 kDa) nécessite une modification p@stttctionnelle qui consiste en un clivage
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de la pro-IL-In sous l'action de protéases a cystéine membranairesépendantes du
calcium: les calpaines (Milleat al, 1994). L’IL-1a peut cependant étre sécrétée sous sa pro-
forme quand les cellules sont en souffrance, et@ivée par d’autres protéases présentes au
niveau du site inflammatoire (Kobayagtial, 1990). La partie non-fonctionnelle clivée, tout
comme la pro-IL-i, a la capacité de se lier a I'ADN et de réguletréascription génique
(Mizel et al, 1987) (Schéma 27).

- N

( ARNM i

Noyau

—

Microtubules

ProlL-1a

Propepti

L cat Calpaine
IL-1a mature membranaire

Schéma 27Synthése et activation de I'lLad (D’aprés Dinarello, 1996)

4.1.2.2- Sources et inducteurs

L’IL-1 a est essentiellement produite par les PMNs, lesoayias et les macrophages
stimulés, (Suttmanteal, 2003), et, dans une moindre mesure, par les lgoyibs B et T, les
fibroblastes ou encore les cellules endothélial@marello, 1988). La plupart des agents
pathogenes et leurs produits (endotoxines bact@gepar exemple) sont capables de stimuler
la synthese d’IL-&. De hombreux produits non microbiens peuvent irdla production de
cette cytokine. C’est le cas par exemple de cestpmoduits de la matrice extracellulaire
(MEC) tels la fibronectine (Dinarello, 1996) etdellagene de type | (Pacifiet al, 1991).

4.1.2.3- Récepteurs et activités biologiques

L'IL-1 a médie son action par le biais de la fixation aéoepteurs a I'lL-1 de type |
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(IL-1RI) et de type Il (IL-1RII) qui font partiealla superfamille des immunoglobulines.

Apres une fixation de relativement faible affinité I'lL-1a a I'lL-1RI, 'IRAP (IL-1R
accessory protein) forme un complexe avec I'tL-fixé sur son récepteur. Ce complexe
désormais de haute affinité, induit la transductidm signal. Cette derniere requiert
I'activation des fractions cytoplasmiques de I'IlRllet de I'IRAP qui contiennent chacun un
domaine GTPase. Les protéines associées au dorogiosolique de P'IL-1RI incluent
notamment une protéine activatrice des GTPasesyajyiermettre I'hydrolyse du GTP et
aboutir a la libération de céramidesietfing a I'activation de la MAPK p38 et des voies qui
en découlent. La répression du systeme IL-1 seifaitlL-1Ra (receptor antagonist), qui fixe
I'IL-1RI avec la méme affinité que I'lL-4 mais ne déclenche pas de réponse biologique.
L’'IRAP ne forme pas de complexe avec le dimére RalL-1RI, ce qui explique qu’aucun
signal ne soit transduit (Dinarello, 1996). Lesfians solubles des récepteurs a I'lL-1 jouent
également un r6le important dans la réponse biglegia cette cytokine en régulant la
disponibilité des ligands. IL-1RII, quant & lui, semble pas induire de signalisation (Sehs
al, 1993; Doweket al, 1994) (Schéma 28).
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* P38 MAP Kinase

MAPKAP-kinase-2
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Schéma 28Modéele d’activation cellulaire par I'lLd. (D’apres Dinarello, 1996)
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L'lL-1a et I'IlL-13 ont globalement les mémes fonctions et sont deskicyes
pléiotropes. Elles stimulent les cellules immumésaiet augmentent le niveau d’expression de
molécules d’adhésion au niveau de I'endothéliuncuiasre (Lidingtonet al, 1998).

Elles participent a la maturation et la proliféoatides lymphocytes B (Dinarello,
1994).

En synergie avec I'lL-6, I'lL-1 agit sur les hépeytes et active la synthese de
protéines de l'inflammation, et en particulier de protéine C réactive (CRP), dexl-
antitrypsine et de &i2-macroglobuline, ainsi que de lectines comme tdgime de liaison du
mannane (MBP) et la protéine de liaison du LPS (L®narelloet al, 1986).

L'IL-1 entraine la production de protéases dandéddhts types cellulaires et
notamment la synthése de MMP-2 et MMP-9 par lesoffilastes (Siwiket al, 2000). Elle
intervient également dans I'hématopoiese, le sometgosséde une activité anti-tumorale
(Cavaillon, 1996).

4.1.3- L’interleukine-8 (IL-8)

4.1.3.1- Structure du géne et de la protéine

Le géne de linterleukine 8 est situé sur le b@asicdu chromosome 4 chez 'lhomme.
Il est constitué de 4 exons (Maetial, 1990).

La région promotrice du gene permet la régulatierson expression par des facteurs
de transcription tels que AP-1, NF-IL6 et KB- (Mukaida et al, 1994) (Schéma 29), mais
aussi AP-2, interferon-regulatory factor 1, hepgteauclear factor 1, glucocorticoid receptor

et octamer binding protein (Gabrilovich, 2005).

Schéma 29.Structure du gene de I'lL-8 humaine. Les carrénbs et noirs représentent
les portions des exons respectivement non tragsetitranscrits (D’aprés Mukaidd al,
1994)
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L'IL-8 est produite sous forme d'un peptide de &@des aminés dérivant d’'un
précurseur de 99 acides-aminés (Matsushatrad, 1988). En solution, elle est retrouvée sous
forme monomeérique et dimérique avec des liaisonsyde hydrogene, les deux étant en
équilibre en terme de concentration. Elle présdatex hélicest antiparalleles et symétriques
au sommet d’'un feuillep formé de 6 brins antiparalléles (Baldvahal, 1991) (Schéma 30).
Cette structure semble étre celle de toutes lenickines de la famille de I'lL-8 (G, 3, v,
ENA78 et IP-10)

Schéma 30Structure tridimensionnelle de I'lL-8 (D’apres Balih et al, 1991).

4.1.3.2- Sources et inducteurs

De nombreuses cellules (PMNs, monocytes/macroghagellules endothéliales,
hépatocytes...) sont capables de synthétiser deSlgb-réponse notamment a une stimulation
par le TNFe ou I'lL-1 (Baggiolini et al 1989; Leonardet al 1990). De fagon tres
intéressante, les neutrophiles, a méme de prodeigrandes quantités de cette chimiokine,
en sont également les cibles principales. Cecinpalese ainsi leur influx sur les sites
inflammatoires (Bazzoret al, 1991; Cassatella, 1995).

Principalement la production et la libération dié-B sont médiées par I'action de
cytokines pro-inflammatoires. Cependant d’autretoliges (IL-3, GM-CSF), les dérivés
microbiens (endotoxines), les esters de phorbslcdenplexes immuns et la phagocytose sont
également a méme d’induire la sécrétion d’'IL-8 lear cellules inflammatoires (Seiét al,
1991).
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4.1.3.3- Récepteurs et activités biologiques

L'IL-8 possede deux récepteurs nommés CXCR-1 eCBRX, ou CD181 et 182,
ou encore IL-8RA et IL-BRB (Holmest al, 1991). Il s’agit de récepteurs couplés aux
protéines G (Moseet al, 2002) avec 7 hélices transmembranaires (Murp@9yL

La fixation de I'lL-8 sur ses récepteurs induit urapide internalisation de ces
derniers (Pignattet al, 2005). Le CXCR-1 notamment semble jouer un r@eeninant
dans le recrutement des PMNs par I'lL-8 (Chuntharags al, 1995; Hammoncet al,
1995).

La fonction principale de I'IL-8 est sans contedtattraction de cellules
inflammatoires avec, en téte de file, les polynacks neutrophiles. Cependant, I'lL-8
attire également les basophiles, les éosinophiéss lymphocytes T et les cellules NK
(Baggiolini, 2001).

L'IL-8 est également un activateur des PMNs notamtmpar le biais de la
dégranulation qu’elle induit (Atta-ur-Rahman, 199G phénomene intervient a la fois dans
la lutte antimicrobienne via les granules azuragshilmais aussi dans les phénomenes de
migration trans-endothéliale via les granules djppms (Chakrabarti et al, 2005) qui vont
permettre de mobiliser les intégrines a la surfdee cellules et de dégrader entre autre la
lame basale de I'endothélium vasculaire.

Les conséquences moléculaires de la fixation aeefleukine 8 sur ses récepteurs
sont multiples. Apres activation des petites pragiG hétérotrimériques liées aux récepteurs
dans leur partie cytosolique, le signal IL-8 indigictivation d’effecteurs primaires tels la
phosphatidyl-inositol-3-kinase (PI13K) ou la phoslgiese C (PLC) (Richardsost al, 1998).
Ces enzymes activent a leur tour Akt (Kretllal, 1997), les protéines kinases C (PKC) et/ou
les cascades de signalisation des MAPKs (Keallal, 1996) et mobilisent le calcium
intracellulaire.

Ces signaux peuvent aboutir a une augmentationadgatuction protéique, une
régulation de Il'activité ou du nombre de facteues tchnscription et a une régulation de
I'activité transcriptionnelle globale de la cellu@le, y compris du géne de I'lL-8 (Atta-ur-
Rahman, 1999). Des phénomenes d'induction de pgratibn et survie de cellules
cancéreuses (Brewet al 2000; Kamoharaet al 2007), ainsi que des régulations de
I'architecture cellulaire, du cytosquelette et da siteraction avec I'environnement cellulaire

(Waughet al, 2008) ont également été rapportés (Schéma 31).

- 45 -



Inflammation aigué et polynucléaire neutrophile

VEGFR EGFR
- S
SLNCXE R eI G iel S g L L R atett | Qe | KR @M B L i L il Lax GRYs U EL il GIE I e &
= ' temr ] - E- W, =
Goy — Gay _ CdC42
¥ 3(\‘ / Sl
oy —~, _A RhoGTPase RacGTPase Cytoskeleton
LPI3-K -\._PE@\ ;Hasaj_éh : Dynamics
ol ! 1
T 1 =
_ ‘.lr_) b e —~I1 ey YR 5  Focal Adhesion
L AdY —= s 8 .~ & FAKY ; —
= %@ mobilization ,_,’ | (o) CPailin _éssernbly
: -‘-.‘ . (el 7 \
_mTOR? — i
i ;.Eaﬁw‘fj ) > |
\ LB : L - &,1 i Cortactin
L b ¥ ;. 1
33 ﬁ) QQ : 'r' i
1 ’ I
l : 5 i :
] } N [ AN N i Actin
36 ® @ : /@, @ E Nucleation
l PKEH( p38 ) Akt v/ (RIsRCERK :
Protein Translation E P ; i
Ay ok Y¥ ¥ ¥
HIF-1 NF-xB AP AR STAT3 p-Catenin
Angiogenesis Cell survival  Cell proliferation  Cell proliferation  Cell proliferation  Cell proliferation ~ Gene
Cell survival Angiogenesis  Cell survival Cell survival Cell survival Cell survival Expression
Cell metabolism  Invasion Invasion Angiogenesis Invasion
|nvasion

Schéma 31Voies de transductions du signal IL-8 médié palORA et/ou CXCR2. (D’apres
Waughet al,2008)

La sécrétion d’IL-8 par les PMNs en réponse autokipes pro-inflammatoires
peut étre régulée par différentes voies et, notamyria voie classique de la résolution
inflammatoire. Les cytokines anti-inflammatoires cigdées par les monocytes et
macrophages ainsi que les lymphocytes T, et pdigrement I'IlL-10, induisent une
inhibition du systéme d’amplification de la sécoétide I'lL-8 .

Une diminution de la production d’IL-8 aboutissaat une résolution de
inflammation peut étre médiée par I'lL-10 (Kasaragal, 1994). L'IL-10 va supprimer
la sécrétion de I'lL-1 et du TNF et ainsi annuler leur effet paracrine. L’IL-10,rpa
ailleurs, n’intervient pas sur la sécrétion de -1Ra (Schéma 32).

Il est également décrit que les molécules de lalfardes glucocorticoides ont un
effet inhibiteur sur la transcription du gene dé-48 et donc sur sa production et sécrétion
a venir (Mukaideet al, 1994)
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Schéma 32.Régulation du réseau autocrine/paracrine de ayeskstimulant la production
d’IL-8 (D’apres Cassatella, 1995)

4.1.4- Macrophage inflammatory protein 1 (MIP-1)

4.1.4.1- Structure des genes et des protéines

Les genes de MIPell(Nakaoet al, 1990) et MIP-B (Irving et al, 1990) sont situés sur
le bras court du chromosome 17 chez 'homme. ltg sonstitués de 3 exons et 2 introns
(Mentenet al, 2002) (Schéma 33).

86 66 7 638 115 420 88 419 L
hMIP-1a 8 69 7 15 88 420
22 L 685 2 420 : £
1T & - F
77 69 7 5 15 i 85 189
210 115
hMIP-13 T W& - F

Schéma 33Structures des genes MIP-1. (D’aprés Mergeal, 2002)
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MIP-1a et MIP-13 font tous deux partie de la famille des chimiolime type CC.
Les précurseurs de MIRalet MIP-13 comptent tous deux 92 acides aminés. Les formes
matures en revanche sont constituées de 70 acide®s pour MIP-&t et 69 acides
aminés pour MIP (Lodi et al, 1994). Les études structurales des protéinesnemmngue
MIP-1B existe sous forme d’homodimeére. Chaque monoméreasstitué de trois brins
antiparalleles formant un feuill§§ au bout duquel se trouve une hélae(Lodi et al,
1994) (Schéma 34). Les structures des protéinggatérde MIP-Ix sont superposables a
celle de MIP-B (Czaplewski LGet al, 1999).
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Schéma 34 Structure tertiaire de MIPRLhumain (D’apres Menteet al, 2002).
4.1.4.2- Sources et inducteurs

L’expression de MIPd ou MIP-13 peut étre induite dans une grande variété de types
cellulaires incluant les PMNs (Kunket al, 1995; Hatan@t al, 1999), monocytes (Zieglet
al, 1991, Lukacst al, 1994), les mastocytes, les cellules de LangstHaa fibroblastes, les
lymphocytes T et B (Kinet al, 1999; Krzysieket al, 1999), les cellules NK (Blumaet al,
1996).

L’expression de MIP-4 est induite principalement par le LPS et par ¢inisellulaire
a I'endothélium ou a des plaques recouvertes d’ICANh-vitro (Lukacset al 1994).
D’autres inducteurs de lI'expression de MI@-tu MIP-13 sont décrits dans la littérature
parmi lesquels l'acide lipoteichoique (Danfortat al, 1995), [I'IFNy, [I'IL-1B3, la
phytohémaglutinine A (PHA) (Buet al, 1998).
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4.1.4.3- Récepteurs et activités biologiques

CCR1 et CCR5 sont les récepteurs impliqgués danscannaissance de MIRxlet
MIP1B3 par les cellules (Samsast al, 1996; Baggiolini, 2001; Menteat al, 2002). Il
s'agit de récepteurs couplés aux protéines G compomg la majorité des chimiokines
(Neoteet al, 1993). Par ailleurs, CCR5 a été démontré comiauet €ine des voies d’entrée
du VIH-1 dans les cellules (Murptet al, 2000).

MIP-la et MIP-18 induisent non seulement la migration des monodydgsiccioniet
al, 1995), des lymphocytes T (Ro¢h al, 1995) et des cellules NK (Taw al, 1995), mais
permettent également I'activation des cellules imitaires (Karpuset al, 1997). De plus,
MIP-la semble préférentiellement chimioattractant powr lignphocytes B et les cellules
CD81" activées par les LT, alors que MIB-&st chimioattractant pour les LT CD4ctivés
(Schallet al, 1993; Tauket al, 1993). MIP-ti, mais pas MIP{3, induit le chimiotactisme des
cellules NK (Maghazachet al, 1994). Les neutrophiles, quant a eux, et biemxqurimant
CCRL1 lorsqu’ils sont activés, ne répondent pasMliB«1 (McColl etal, 1993).

L'activité de MIP-Jo ou MIP-13 peut étre potentialisée par leur fixation aux
protéoglycanes matriciels pour lesquels ces chimakont une grande affinité (Adt al,
2000). La regulation de leurs effets a été déeqrater I'lL-4 (Standifordet al, 1993), I'lL-
10 (Berkman, Johet al, 1995) et les corticostéroides (Berkman, Jisa, 1995).

MIP-1a et MIP-13 sont également de puissants inhibiteurs de lilragdes
cellules par le virus du VIH de par leur compétitipour la fixation du CCR5 (Cocchkt
al, 1995).

4.2- Les protéases

4.2.1- Les différentes familles de protéases
4.2.1.1- Les protéases a sérine
Les protéases et leurs inhibiteurs ont un role umagians la physiologie des étres

vivants comme en témoigne la part non négligeablegéhome qu’ils occupent chez les
mammiféres (2% a 4%) (Puerdeal, 2004).
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Parmi les 16 familles de protéases recensées, onhqgiter les adamalysines, les
protéases spécifiques de l'ubiquitine, et les @s#é de la famille de la trypsine (Pagel,
2008) qui sont les familles majoritaires. Les pagis a sérine représentent quant a elles un
tiers des protéases chez 'lhomme et sont majanitent des endopeptidases (Di Cera, 2009).

Les protéases a sérine exercent leur activitdéytigize via une triade d'acides-aminés;
acide aspartique, histidine et sérine (Bletal 1969). Leur activité est modulée par le biais
de la régulation de leur production et par desbitdurs spécifiques (Le Magueresse-
Battistoni, 2007).

Parmi les protéases a sérine ayant un rble darikattimation, on peut citer I'élastase
du neutrophile, la protéinase 3 et la cathepsinai®i que le systéme activateur du
plasminogene (tissulaire ou de type urokinase) cem@ant des eéléments majeurs.
Notamment le systeme activateur du plasminogene, spa action sur les cascades
d’activation des MMPs (métalloprotéases matric@llfoue un grand role dans 'homéostasie
tissulaire (Page-McCawt al, 2007). Les protéases a sérine du neutrophilegaant a elles
impliquées entre autres dans la régulation dedange inflammatoire innée, l'inflammation
et la destruction d’agents pathogenes (Belaaetigl 1998 et 2000; Banlet al 2001;
Taggartet al, 2005; Wiedowet al, 2005).

4.2.1.2- Les protéases a cystéeine

Comme toutes les protéases, les protéases a eysk&maturent de facon irréversible
les liaisons peptidiques (Neura#t al, 1976). Les protéases a cystéine peuvent étre
regroupées en trois familles majeures : les enzyradachées a ICE (ILBtconverting
enzyme), la famille de la calpaine et celle dedpgine. Cette derniere famille regroupe le
plus grand nombre de protéases a cystéine domiplaipe, les cathepsines lysosomales et les
protéinases végétales (Twrkal, 1997).

Elles sont synthétisées et sécrétées sous forrpeodenzymes nécessitant un clivage
du pro-domaine pour étre complétement actives. d aativateurs principaux sont I'élastase
du neutrophile, la pepsine et d’autres protéasgsi@ines (Lutgenst al, 2007).

Leurs activités sont régulées par des inhibiteuosit des cystatines sont les
représentants les plus abondants (Dubin, 2005).

Les protéases a cystéine sont impliguées dansmbreax processus physiologiques
tels que le cancer, le remodelage de la matriceusss les pathologies cardio-vasculaires (Liu
et al, 2004; Sukhovat al, 2006).
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4.2.1.3- Les métalloprotéases matricielles (MMPSs)

Les métalloprotéases sont un groupe majeur d’eegyamméme de dégrader la matrice
extracellulaire ainsi que des composants non-nigsicll existe 26 MMPs humaines
différentes identifiées et/ou clonées (Murray, 2001

Il s’agit d’endopeptidases zinc dépendantes. Hflagagent des éléments structuraux et
fonctionnels et sont les produits de différents egefMassovaet al, 1998). Ce sont des
enzymes relativement homogénes mais qui differitde méme par la nature des domaines
gu’elles comportent (Twining, 1994).

Plusieurs critéeres sont nécessaires a une enzyasenant une action protéolytique

pour appartenir a la famille des MMPs :

- I'existence d'un profil caractéristique en doreainonservés

- une capacité a dégrader un ou plusieurs substigticiels a pH voisin de la neutralité

- la présence d’'un atome de zinc dans leur siteeide besoin de calcium pour que lI'enzyme
Soit active

- une sécrétion sous forme latente avec activat@ord’autres protéases ou des agents organo-
mercuriques

- une régulation de leur activité par des inhibisetissulaires spécifiques

Le domaine catalytigue comporte, pour toutes cegreas, un site de fixation au zinc
et une méthionine trés conservée. Ce domaine comdiglement des ions zinc et magnésium
nécessaires au maintien de la structure tridimangite des MMPs (Chakraboi al, 2003).

La plupart des cellules synthétisent les MMPs et décrétent (Woessner, 1991).
Cependant, les cellules inflammatoires et notamnenpolynucléaires neutrophiles sont a
méme de les stocker dans des granules cytoplassn{Ghertoet al, 2000).

Les MMPs sont sécrétées sous forme d’enzymestdsten nécessitent un clivage de
leur pro-domaine pour devenir pleinement activessysteme du plasminogene (u-PA, t-PA)
est ici un régulateur clé de la protéolyse matieipuisqu’il est un acteur important des
cascades d’activation des MMPs (Migrettial, 1993) (Schéma 35)
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Schéma 35Exemple de cascades d’activation des MMPs. (D&apteakrabortet al,2003)

La régulation des systemes protéolytiques intenvesar les composants matriciels
est essentielle a la conservation de l'intégritécstirelle et fonctionnelle de I'organisme. En
effet, une activité MMP-9 exacerbée au voisinagdadearoi artérielle est un facteur majeur
dans le développement de pathologies vasculairesoftét al, 1991), mais, par ailleurs, les
MMPs sont absolument essentielles au développermibtyologique (Chakraboret al,
2003). Pour réguler cette activité enzymatiquexiste deux types majeurs d’inhibiteurs des
MMPs que sont les TIMPs (Tissue inhibitor of MMR) les IMPs (Inhibitor of MMP)
capables d’inhiber les formes enzymatiques act{wienbrocket al, 1993).

Au cours de nos travaux, seule la MMP-9 a été ifiéat comme médiateur
inflammatoire dans notre systeme expérimental. Noaaliserons donc le chapitre suivant

sur cette métalloprotéase matricielle uniquement.

4.2.2. MMP-9

4.2.2.1- Structure du géne et de la protéine

Le géne de la MMP-9 est situé sur le bras coudhdtamosome 20 chez 'lhomme. i

comporte 13 exons codant une protéine de 92 kDizé(Ba 36).
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Domaine catalytique

A

Domaines Région Domaine
Pro-peptide Fibronectine type |l charniére hémopexine
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: ; : ; ; : : : : ' : ' Gélatinase
1} 2 3 41 5 6 | 7 | 8 9 10 ff 11 ¢ 12 13 B humaine

Schéma 36 Structure des exons de la gélatinase B (D’apreki@bortiet al,2003).

La régulation transcriptionnelle du gene de la MMRBe fait par le biais de
séguences consensus de la région promotrice dueagemaenont de la boite TATA. On y

trouve notamment des sites de fixation pour®l;-AP-1 et PEA3 (Schéma 37).

Schéma 37Eléments régulateurs des régions promotrices de de la MMP-9 humaine.
(D’aprés Chakraborgt al,2003)

La protéine synthétisée comporte des domaines aoram toutes les MMPs : le
pré-domaine ou peptide signal, le pro-domaine ol@aine catalytique et enfin le domaine
C-terminal de type hémopexine.

Le peptide signal est composé de 17 a 20 acideséamnpermettant de cibler la
molécule pour sa sécreétion, il est ensuite clivdnava sécrétion de lI'enzyme latente
(Nagaseet al, 1999).

Le pro-domaine est capable de maintenir le zymogénes une forme latente de
par la cystéine contenue dans sa séquence quagitervec I'atome de zinc présent dans
le site actif (Springmaet al, 1990).

Le domaine catalytique contient une séquence causeHEXXHXXGXXH, dont
les trois résidus histidine sont nécessaires &ison du zinc et a 'activité protéolytique
(Gomis-Riith, 2003).

Enfin le domaine C-terminal de type hémopexineiegiliqué dans la spécificité
du substrat.

Pour la MMP-9 le domaine catalytique contient eruspltrois domaines
« fibronectine de type Il » qui lui servent a lier collagéne et la gélatine (Allagt al,
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1995; Steffenseret al, 1995). Le domaine hémopexine, quant a lui, esessaire au
clivage de la triple hélice des collagénes intéeds (Bode, 1995).

4.2.2.2- Sources et inducteurs

De trés nombreux types cellulaires sont a mémeydthétiser et sécréter la MMP-
9 : les PMNs (dans le cadre inflammatoire) (Cha#rtiket al, 2005), les lymphocytes
(Weeks et al, 1993), les macrophages (Welget al, 1990), les polynucléaires
éosinophiles (Ohnet al, 1997), les mastocytes (Kanke¢ al, 1999), les cellules NK
(Albertssonet al, 2000), les cellules dendritiques (Bartholome, D06t les différents
types cellulaires pulmonaires en cas d’activati®ehpaperet al, 1993; Kenagyet al,
1994). Il est a noter que les PMNs sont une sonocenégligeable de MMP-9 puisqu’ils
en contiennent environ 3 pg par million de cellyl&tkinsonet al, 2003).

L’induction de la production et de la sécrétion d&dP-9 se fait majoritairement
par le biais de stimuli inflammatoires (stress aatykl cytokines, esters de phorbol)
(Chakrabortiet al, 2003). Cependant des éléments physiques teldegualtra-violets de
type B sont également & méme d’activer la prodacie MMP-9 par les fibroblastes
(Fisheret al, 1996)

4.2.2.3- Activités biologiques

Les MMPs jouent un réle important dans de nombréugnements physiologiques
aussi bien au niveau cellulaire, comme dans laatiagr et 'apoptose (Vet al, 2000), que
tissulaire, dans la cicatrisation et le remodelagériciel (Marucciet al, 2002).

Plus particulierement, la MMP-9 joue un r6le impottdans la migration des PMNs
(Reichelet al, 2008) de par son activité collagenolytique qge’'akerce sur le collagéne de
type IV des membranes basales des vaisseaux sangairMMP-9 est notamment stockée
dans les granules tertiaires des PMNs qui la retarg au moment de la migration
transendothéliale (Chakrabaeti al, 2006). Dans un cadre pathologique, cette actioresu
lames basales des vaisseaux peut s’avérer déléterauire la formation d’anévrismes
(Pearceet al, 1996).

Son répertoire de substrats ne se limite pas ewis sollagenes et gélatine puisque la
MMP-9 est également une élastase. Elle est augmbtm de cliver des substrats non

matriciels tels que I'lL-f ou le plasminogéne (Chakrabaestial, 2003). Elle peut également
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cliver I'lL-8 et augmenter ainsi son pouvoir chirattractant d’'un facteur 10 (Chakrabaati
al, 2005).

Compte tenu du réle important de la MMP-9 danstaadelage tissulaire et dans les
processus inflammatoires, I'activité protéolytigde ces enzymes doit étre rigoureusement
controlée.

Physiologiquement, 'activité protéolytique des M§JRet donc de la MMP-9, est
régulée par leurs inhibiteurs tissulaires, les T&MParmi les quatre membres de cette
famille (TIMP-1 a -4), c’est le TIMP-1 (protéine &8 kDa) qui forme un complexe a
haute affinité avec les MMPs-1, -2 et -3 et seélimlement a la proMMP-9, bloquant son
activation par les stromélysines. (Shimokaatal., 2003).

5- L'inflammation liée aux débris de biomatériaux

Le descellement aseptique des protheses a pose gaajeure une inflammation
périprothétique qui conduit a une ostéolyse (Gaeggt al, 2005). Les agents causals de
cette inflammation sont les débris générés paraléisulations elles-mémes, ou par les
zones a l'interface os/implant et non articuléear(i$, 1995; Goldring teal, 1993). Ces
particules s’accumulent d’autant plus rapidemerd Gmplant est a méme d’effectuer des
micromouvements qui recréent et disséminent descpbes (Hirakawaet al, 2004). La
majeure partie de ces particules n‘’excede pas 5dgndiameétre et ne présente pas de
forme particuliere (Abu-Ameet al, 2007).

La phagocytose de ces particules par les macroghaggmente la sécrétion d’IL-
1, IL-6 et TNF ainsi que de métalloprotéases (Shgramd Jacobst al, 1994; Gonzaleet
al, 1996; O’Keefeet al, 1998; Laquerrieret al, 2004). Cependant, bien que centraux, les
macrophages ne sont pas les seules cellules pedssuat ce site inflammatoire. On y
trouve notamment des lymphocytes (Boyn&tral, 1995) et des PMNs (Anderson, 1988).
Leur présence fait évoluer les réseaux cytokinigoeaux et peut influencer les cellules
résidentes du tissu osseux.

En effet, un profil cytokinique pro-inflammatoireavorienter la balance entre
ostéoblastes et ostéoclastes vers la résorptioausss La résorption fait partie de la
physiologie osseuse et est nécessaire au renooneite matriciel, mais cette action
promotrice de I'ostéoclasie que provoquent les kiyites passe par une forte dérégulation

de la balance entre ostéoprotégérine (OPG) et ¢eRer Activator of NFkB (RANK) en

-55 .-



Inflammation aigué et polynucléaire neutrophile

faveur de RANK (Khoslat al, 2001), et entraine une ostéolyse exagérée quitihlzo
terme au descellement prothétique (Schéma 38).
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Schéma 38Inflammation médiée par les macrophages en répnsbiomatériaux
(D’aprés Hallaket al, 2009).

Cette réaction inflammatoire aux particules dentatériaux doit étre controlée des
sa phase aigué afin d’éviter un emballement deépomse de I'h6te conduisant au cas
pathologique du descellement aseptique. Cependlarftammation étant nécessaire au
processus de remodelage osseux, il convient de age tptalement I'inhiber mais

uniqguement de la moduler. Le zinc ayant déja dénéode telles propriétés immuno-

-56 -



Inflammation aigué et polynucléaire neutrophile

modulatrices sur la réponse inflammatoire liée amponocytes et macrophages
(Grandjean-Laquerrieret al, 2006), nous avons, lors de ce travail de théaa]ié& son

influence sur la réponse inflammatoire médiée parlolynucléaires neutrophiles.
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D- Le zinc

1- Généralités

Le zinc est un cation divalent. Sa concentraticaspiatique est de I'ordre de 15
MM avec une majorité d’ions complexés a des pregifGlesset al, 1992). La masse
totale de zinc est estimée entre 2 et 4 grammes tamrorps humain (Laggnet al,
2006). Seul le zinc non lié, ne représentant gquéemuelques picomoles et quelgques
nanomoles, est biologiquement actif (Magnesenal, 1987). La quantité de zinc
intracellulaire totale est estimée a quelques é¢eesade micromoles (Arslagt al, 1985).
Par ailleurs, il n'existe pas de stockage de zweré (Murgiaet al, 2006). Les mesures,
par ICP-AES (Plasma a couplage inductif - specttomél’émission atomique), de la
dissolution de I'HA substituée par 5% d’ions zittA5%) utilisée dans nos travaux, ont

montré une concentration maximale en zinc relapgprde matériau de 20 uM a 24h.
2- Les roles du zinc

2.1- Rble dans le métabolisme osseux

Le zinc est naturellement présent a I'état de gadans I'os (Yamaguclet al,
1986) et favorise la croissance et la minéralisatidseuse (Yamaguchket al, 1987 et
1988). Il agit directement sur les ostéoblastessfitaimeet al, 1993) et diminue la
résorption osseuse due aux ostéoclastes (Kashl, 1994). De plus le zinc modifie la
production de cytokines (Baet al 2003), y compris quand il est inclus comme
substituant dans des bioverres (Detyal 2005), ou des hydroxyapatites (Grandjean-
Laquerriereet al, 2006) et permet de favoriser ainsi la repoussewse conséecutive aux

traumatismes opératoires subis par le tissu.

2.2- Réle dans la réponse immunitaire

Le zinc est nécessaire au maintient d’'une répomseuine optimale (Mocchegiani
et al, 2000). S’il se trouve en défaut ou en exces,fiumité de I'organisme s’en trouve
altérée (Chandra, 1984).
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Un polynucléaire neutrophile a une concentratioryemme intracellulaire de 2 uM
de zinc (Moroniet al, 2005) et lorsque les cellules se trouvent dangmwvironnement
déficient ou excédentaire en zinc, I'explosion oxtyde est inhibée (Keert al, 1990;
Takeyameet al, 1995).

Par ailleurs, une carence en zinc inhibe la migraties PMNs alors que de tres
fortes concentrations (1 mM) peuvent avoir un effi@imiotactique direct (Hujaneet al,
1995).

I a également été démontré qu'une déficience arc anduisait I'apoptose
cellulaire (Jankowski-Hennigt al, 2000; Fraker, 2005).

Dans le cadre de ce travail de these, qu’il s’aghss études avec ou sans le zinc,
nous nous trouvons systématiquement dans la zorienddonnement normal des PMNs
puisque les milieux de cultures contiennent envirbh pM de zinc et que les
supplémentations que nous effectuons ne nous fastegcéder 35 uM au final (Schéma
39).

Fonction des polynucléaires neutrophiles

_'_ . Action
Diminution de Fonction chimiotactique
la phagocytose normale directe
HA5% Zn Doses élevées de zinc
Déficience Physiologique 100 uM 500 uM
Concentrations sériques en zinc

Schéma 39Influence du zinc sur la fonction des PMNs. (D&pRinket al, 2001)

3- La déficience en zinc

Le plus souvent il s’agit de carences alimentair€finiqguement, une faible
déficience en zinc est marquée par une dépressiarunologique, des troubles du goat
(hypogueusie) et de I'odorat (hyposmie), une cédaénuit (héméralopie), des pertes de
mémoire et une diminution de la spermatogenése wwepatients (Walslet al, 1994,
Zalewski, 1996), alors qu’'une sévere déficiencecaeactérise par une forte dépression

immunologique, des infections fréquentes, des detesabulleuses, des diarrhées, des
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alopécies et troubles mentaux (Kay al, 1975; Walshet al, 1994 ). Il est également
possible d’observer des retards de croissance ¢leafant, et une perte d’appétit
(Sansted, 1991; Solomons, 1998). Une supplémentationentaire en zinc permet de
diminuer la susceptibilité infectieuse des populasi carencées (Shanletral, 1998).

La déficience cellulaire en zinc peut cependarg étre également a un défaut des
transporteurs du zinc comme c’est le cas dansdtammatite entéropathique (Waagal,
2002).

4- Le zinc et la modulation de la réponse inflammaire

Les effets des variations de concentration en xisibles a I'échelle d’'un organe
ou d’'un organisme ont des fondements cellulaires.

Le zinc est cofacteur de plus de 300 enzymes (Caterh992; Valleest al, 1993)
de par sa participation a leur intégrité structeirat fonctionnelle (Rinlet al, 2000). II
participe également a l'interaction des facteurgé@gication et de transcription avec les
acides nucléiques (Rin al, 2000) via les structures en doigts de zinc.

Le zinc affecte egalement la signalisation celhdaet notamment la voie des
tyrosine-kinases, la voie des nucléotides cycliguasdle des MAPKs et de la PKC
(Beyersmanret al, 2001).

Il a été montré dans des cellules primaires qu'dé@kcience en zinc pouvait agir
sur la régulation des voies AP-1 et MB-(Herbeinet al, 2006). Notamment le manque de
zinc contribue a augmenter la translocation nuobéde NFkB et donc a potentialiser un
profil pro-inflammatoire (Henni@t al, 1999; Hoet al, 2004; Prasadt al, 2004).

Ceci peut notamment étre observé au niveau de pans2 au LPS bactérien
(Driessenet al, 1995). Le zinc joue, dans la signalisation liéeTd.R-4, le double réle
d’activateur et répresseur.

En tant qu’activateur, il donne au LPS une confdroma qui favorise son
interaction avec son récepteur (Wellinghaustnal, 1996). Il inhibe par ailleurs la
« protein tyrosine phosphatase » (PTP) (Brautighal, 1981; Haasest al, 2003) et la
« MAPK phosphatase 1 » (MKP-1) (Kiet al, 2006) favorisant la transduction du signal
en provenance de TLR-4. Enfin il favorise la trawesition de PKC a la membrane

(Beyersmann et al, 2001).
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En tant que répresseur, le zinc agit par I'inhdntide IRAK1 (impliquée dans les
voies IL-1 et TLRs) (Wellinghauseet al, 1997) qui transmet le signal depuis TLR-4. Il
agit également par I'inhibition de la phosphodieasé des nucléotides cycliques (PDE)
qui a pour fonction la linéarisation de ces demi@onnelly, 1978; Percivadt al, 1997).
Il semblerait que cet effet anti-inflammatoire dozsur la PDE soit principalement di au
maintien du GMP cycligue dans les monocytes (VooRBtulet al 2005). Enfin,
I'inhibition de I’ « inhibitor of NFB kinase » (IKK) par le zinc permet I'action @B qui

réprime NKB (Jeonet al, 2000) (Schéma 40).
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Schéma 40.Effet du zinc sur la signalisation des TLRs. Effeb-inflammatoire en bleu et

immuno-régulateur en rouge. (D’apres Haatsal,2007)

Cette régulation fine par le zinc de la transduttiu message inflammatoire
aboutit & la modulation des profils de productigtokiniques par les cellules du systeme
immunitaire (Grandjean-laquerrieret al, 2006), et le systéme devient encore plus
complexe lorsque I'on tient compte de I'effet bigltpie de la concentration en zinc sur le
relargage des cytokines (Hasseal, 2007) (Schéma 41).
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Effet Effet Toxicité
pro-inflammatoire  anti-inflammatoire du
du zinc du zinc zinc

'--‘___-_\

\

=== Cytokines
saxs Survie cellulaire

Cytokines inflammatoires
alre|n||sd aujiqein

Concentration en zinc

Schéma 41Effet de la concentration en zinc sur la sécréties cytokines. (D’aprés Haase
al, 2007)

L’ensemble des données présentées au cours deiggtduction représente le
socle de notre étude. Nous avons en effet travpilér la premiere fois a I'étude de la
réponse inflammatoire aigué aux particules d’'HAdmé par les PMNs. La littérature ne
fournit que trés peu de données sur la réponseedype cellulaire aux phosphates de
calcium, bien qu’il semble impliqué deés les premistades de la réponse inflammatoire
aux biomatériaux. Ceci nous a incités a compreqdeds médiateurs entraient en jeu dans
la réponse des PMNs aux particules d’HA et, danssecond temps, a proposer un

biomatériau a méme d’enrayer 'emballement de ponée de I'hbte.
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La génération de particules d’hydroxyapatite eske dau remodelage de ce
biomatériau de recouvrement prothétique par letulesl de I'hdte. Ces débris ont le
potentiel d’induire une inflammation qui, si elléest pas contr6lée, peut mener au
descellement aseptique de l'implant. La littératuamsi que des travaux antérieurs du
laboratoire, décrivent les monocytes/macrophagesno® acteurs majoritaires de cette
inflammation. Or, si la réponse des monocytes/matages est bien connue dans le cadre
de l'inflammation chronique liée au descellemeng¢pdgue, les données concernant les
polynucléaires neutrophiles et la réponse inflanminataigué sont trés peu répandues,

bien qu’il ait été décrit que les PMNs soient raewrés sur le site des échecs de prothéses.

Nous avons donc émis I'hypothése que les PMNs gieav étre activés par les
particules d’HA et participaient a l'inflammationépprothétique. C’est pourquoi la
premiere partie de ce travail de thése a été coésax I'évaluation de la réponse des
PMNs au contact des débris d’'HA, en terme notamngenimédiateurs inflammatoires

sécrétés, qu’il s’agisse de cytokines, chimiokioegprotéases.

Dans un second temps, en nous basant sur une atiddeure du laboratoire
ayant, qui a montré une régulation de la producttgiokinigue des monocytes par
I'utilisation d’'une HA partiellement substituée emc, nous avons émis I’hypothéese que
ce nouveau biomatériau pourrait, éventuellemengledgent moduler la réponse des
PMNs. Nous avons donc cherché a mettre en évidengetentiel immunomodulateur de
cette HA substituée en zinc sur la réponse des RMMisplus précisément sur la
production d’IL-8 et de MMP-9. Par ailleurs, en sappuyant sur nos premiers résultats,
nous avons également cherché a mettre en évidescenécanismes impliqgués dans la
régulation du signal HA au sein des PMNs, et plpgcgiguement, nous avons propose

I'IlL-8 comme élément central de la réponse des PMis particules d’HA.
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RESULTATS

1°® Partie : Les particules d’hydroxyapatite ont |paeité d’activer
les polynucléaires neutrophiles humains et d’initiee réponse

inflammatoire.

L’hydroxyapatite est un phosphate de calcium coumant utilisé en chirurgie
orthopédique et maxillo-faciale. L’hydroxyapatiterts majoritairement de matériau de
recouvrement des parties métalliques des prothesais, est également employée comme
matériau de comblement. L'utilisation de ce maitériest justifiée par sa capacité a
favoriser la repousse osseuse. Cependant, le réagedde I’'hydroxyapatite, pendant son
intégration a la matrice osseuse, induit la fororatide débris potentiellement
inflammatoires. Cet effet est bien documenté camaetr la phase inflammatoire chronique
et les cellules qui y sont associées, a savoimesocytes et macrophages. Ces cellules,
au contact de particules de biomatériaux, augmeénemr production de facteurs pro-
inflammatoires.

En revanche, bien que les polynucléaires neutrephdlient été retrouvés sur les
sites inflammatoires, tres peu d’études se sontchpEss sur l'effet des particules
d’hydroxyapatite sur ces cellules. Les donnéesatidpes se rapportent pour une majorité

a des modéles animaux et traitent préférentiellérder’explosion respiratoire.

Sur la base de cet état des lieux de la littéeatnous avons décidé d’entreprendre
une étude portant sur l'effet des particules d’loxgapatite sur les polynucléaires
neutrophiles humains, en terme de sécrétion deat&dis inflammatoires dans le milieu
extracellulaire. Nous nous sommes de plus assuréscgs médiateurs possédaient bien
une activité biologique a méme de fournir des élEele réponse quant a I'action de
I’hydroxyapatite sur la phase inflammatoire aiguédmee par les polynucléaires

neutrophiles.

Avant de procéder a I'évaluation des variationdadproduction de médiateurs de
'inflammation par les PMNs, nous nous sommes a&ssque le contact entre les cellules

et les particules d’HA avait bien lieu et n’altérpas I'intégrité cellulaire. Les études en
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microscopie électronique a balayage nous ont de parmis de mettre en évidence des
modifications morphologiques des PMNs caracténisgy d’'une activation cellulaire.
Notamment, nous avons montré I'émission de proloraggs cytoplasmiques de types

lamellipodes et filipodes par les cellules.

Nous avons ensuite procédé a un criblage des te@dsainflammatoires produit
par les PMNs en réponse au contact et/ou a la plytmge de particules d’HA par la
technique d’« antibody-arrays ». Nous avons aing@ Bn évidence une augmentation
significative de neuf facteurs parmi les 42 tegéaxine, éotaxine-2, 1309, ILa] IL-8,
IL-2, IL-11, MIP-1a et MIP-1B). IL-1a, IL-8, MIP-1a et MIP-13 ont particuliérement
retenu notre attention car ils sont a méme d’irgeivdans le modele d’inflammation liée

au descellement aseptique.

Ces résultats ont été confirmés par une étudetiative de la concentration en
IL-8 par ELISA dans les surnageants de culture B&Ns. Ces tests ont montré
egalement une augmentation significative de la entration en IL-8 dans les surnageants
de culture des PMNs humains mis au contact dequées d’HA.

Nous avons ensuite évalué le potentiel chimioatérstcdes surnageants de culture
des PMNs par des tests de migration en chambreogldel. Nos résultats sont cohérents
avec ceux portant sur les augmentations de factebrsioattractants obtenus par
« antibody-arrays ». En effet, I'lL-8 est le factalimiotactique préférentiel des PMNs et
les résultats de la migration de ce type cellulem@ntrent une augmentation qui suit celle
de la concentration de I'lL-8 dans le milieu ext&hglaire. Si les monocytes ne répondent
pas spécialement a I'IL-8, en revanche ils sonssdes aux MIP-& et MIP-13, et, les
experiences de migration des monocytes montrentsqgoiigrent plus en réponse aux

surnageants de PMNs ayant été au contact d’'HA.

Une composante essentielle de la migration cetkula-vivo est la dégradation de
la matrice extracellulaire permettant la progressies cellules. Par ailleurs, la littérature
décrit que la liaison de I'lL-8 a ses récepteuntsursélément déclencheur de la libération
de la MMP-9 dans les PMNs. Intégrant ses deux mé&iions et puisque nos PMNs

sécretent abondamment de I'lL-8 en réponse a nbsisdde biomatériaux, nous avons
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recherché l'activité gélatinolytigue de la MMP-9.étalloprotéase abondante dans le
neutrophile, dans les surnageants de culture. Mesltats ont montré que, dans notre
systeme, le contact entre les PMNs et les paricule biomatériaux induisait une

augmentation de I'activité enzymatique de la MMP-9.

L’ensemble de nos résultats nous a permis de peypon modeéle expliquant la

mise en place de la réponse des PMNs aux partidelédsomatériaux.
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Abstract

Hydroxyapatite (HA) is widely used as a bone substitute or coating biomaterial in bone discases or prosthesis metal parts. The release
of HA particles induces an inflammatory response and, if uncontrolled, could result in implant loss. Among the hallmarks of such inflam-
matory response 1s early recruitment of the polymorphonuclear cells (PMNs). The purpose of this work is to investigate the response of
PMNs following exposure to HA in terms of secreted mediators. Our study shows that HA particles increase the release of pro-inflam-
matory mediators such as interleukin-12, as well as chemotactic factors such as interleukin-8, macrophage inflammatory protein-lo and
macrophage inflammatory protein-13. HA also induces an increase in matrix metalloproteinase 9 expression. Taken together. our data
demonstrate for the first time that HA is capable of activating PMNs, a phenomenon that could potentially contribute to the onset of

implant-associated inflammation.

© 2009 Acta Materialia Inc. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Inflammation; Hydroxyapatite; Neutrophil; Cytokines

1. Introduction

Hydroxyapatite (HA) is widely used in orthopaedic sur-
gery because of its biocompatibility and bioactivity, It is
used to coat the metal parts of prostheses in order to
improve their biocompatibility and as a bone substitute
in bone diseases. HA increases the integration of the
implant; however, one disadvantage of HA coatings is their
tendency to fragment and generate HA particles wear deb-
ris [1], which activate leukocytes [2.3].

Study of the tissue/biomaterial interface has shown that
there is a recruitment of inflammatory cells, including poly-

 Corresponding author, Tel.: +33 3 26 91 80 10; fax: +33 3 26 91 86 43
E-mail address: frederic.velard @etudiant.univ-reims.fr (F. Velard).

morphonuclear neutrophils (PMNs), in the early stage fol-
lowed by monocytic cells [4] It has been demonstrated
that, during the chronic stage of inflammation, HA parti-
cles can elicit the production and release of inflammatory
mediators by monocytes such as proteases and their inhib-
itors [5], chemokines and cytokines [6-10] However, little
is known about the acute inflammatory stage and the effect
of HA debris on PMNs and their response in vitro and/or
in vive.

A number of studies have reported that osteoblastic cells
can release chemotactic factors, such as monocyte chemoat-
tractant protein (MCP-1) and interleukin-8 (IL-8) in vitro
[11] or in vive during inflammatory diseases [12,13] when in
contact with particles [14]. Such chemotactic factors could
recruitinflammatory cells to the implant site. Theinteraction

1742-7061/5 - see front matter © 2009 Acta Materialia Inc. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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of PMNs with microbial or material particles results in cell
activation, PMNs are immune cells whose primary function
1s to protect the host against invading pathogens and foreign
materials. However, when uncontrolled, this physiological
response can become pathogenic, leading to tissue injury
[15]. Activation of PMNs by biomaterial particles has the
potential to ““prime” the effect of subsequent activation [16]
and to increase inflammation. Regulation of the inflamma-
tory mediators can modulate the immune response and
increase the lifespan of the prosthesis and its compatibility
with the host tissue. The purpose of this study is to investi-
gate the role of hydroxyapatite particles in PMN recruitment
and activation.

2. Materials and methods
2.1. Media and reagents

Polymorphprep, used for PMN separation, was from
Axis-shield (Oslo, Norway). Dulbecco’s phosphate-buf-
fered saline (DPBS) Ix and RPMI 1640+ L-glutamine
were from Gibco. Penicillin, streptomycin, RPMI 1640
Glutamax and foetal calf serum (FCS) were purchased
from Invitrogen (Cergy Pontoise, France). Phorbol-12-
myristate-13-acetate (PMA), gelatin, sodium dodecyl sul-
fate (SDS), Triton X-100, NaCl and CaCl, were from
Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). Glutar-
aldehyde and hexamethyldisilazane (HMDS) were from
VWR (Fontenay sous Bois, France) and Agar Scientific
(Stansted, UK) respectively. Quick May-Grinwald—
Giemsa staining was realized with RAL 555 kit from Reac-
tifs RAL (Martignac, France). Ca(NO;);-4H,0 and P,Os
for the HA powder were from Aldrich, USA, and Avocado
Research Chemicals (Heysham, Lancashire, UK).

Cytokines antibody arrayvs AAH-INF-I11I were from
Raybiotech (Norcross, USA). IL-8 duo-set and recombi-
nant human chemokines IL-8 and RANTES were from
R&D systems (Lille, France).

2.2. HA powder

A 2 g quantity of pure sol-gel-derived HA powder was
obtained with 4.7g of Ca(NO;);-4H-0 and 0.84g of
P-Os dissolved in ethanol under stirring and under reflux
at 85 °C for 24 h. This solution was then cooled and main-
tained at 55°C for 24 h to obtain a consistent white gel,
which was further heated at 80°C for 10h to obtain a
white powder. Finally, the powder was heated at 1100 °C
for 15 h. Use of such a high temperature allows the synthe-
sis of pure and well-crystallized HA. The powder was char-
acterized as described previously [17]. HA powder was used
with a surface area ratio (specific surface of material/spe-
cific surface of cell) of | as previously described [18]. The
particles ranged from 100 nm to 10 um as judged by scan-
ning electron microscopy (SEM). Importantly, HA was
tested and found to be endotoxin free using the E-toxate
kit from Sigma—Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France).

2.3. Collection of blood samples, cell isolation and culture

Venous blood was collected on EDTA (BD Vacutainer®
K2E, Franklin Lakes, USA) from healthy donors in accor-
dance with the “Etablissement Frangais du Sang Nord de
France” (March 2007) and with the written informed con-
sent of the donors. Neutrophils were purified from whole
human blood using the Polymorphprep™ protocol. Resid-
ual erythrocytes were removed by a hypotonic shock.
Resulting neutrophils were resuspended in DPBS | x and
represented greater than 97% of the cells.

The PMNs were at least 95% viable. They were cultured
in RPMI 1640 + L-glutamine with antibiotics (100 TU m1 ™"
penicillin, 100 pg ml ! streptomycin) and 2.5% heat-inacti-
vated autologous human serum.

Five million cells in | ml were seeded mn 24-well
FalconTM plates (Becton Dickinson, Le Pont-De-Claix,
France) and incubated at 37 °C in a humidified atmosphere
with 5% COs. Cells were cultured for 4 h without stimula-
tion or exposed to hydroxvapatite particles (mixed with
culture media before seeding of PMNs) or 1 uM PMA
(used as a positive control). Finally, cells were centrifuged
at 400¢ for 10 min, supernatants were collected and frozen
at —20 °C and cells were frozen at —80 °C, Cytospin sam-
ples were prepared with a cell suspension of 10° cells in
100 w1 of DPBS 1x. Centrifugation was performed in a
Shandon cytospin 4 (Thermo Scientific, Cergy Pontoise,
France) for 10 min at 500g. Then preparations were stained
with RAL 555 kit. Differential count was performed based
on morphological criteria using a light microscope (Zeiss,
Axiovert 200M, Germany).

Monocytes were collected from total blood of healthy
volunteers by counter flow elutriation. They were at least
95% wiable. Cells were cultured in RPMI 1640 Glutamax
with antibiotics (100 IU ml~" penicillin, 100 pg ml~" strep-
tomycin) and 2.5% heat-inactivated FCS,

2.4. Scanning electron microscopy

Scanning electron microscopy was performed to exam-
ine the morphology of PMNs. Cells were fixed with 2.5%
glutaraldehyde in DPBS 1x for I h at room temperature.
After ethanol dehydration, samples were immersed in
HMDS for 10 min, air-dried at room temperature and
sputtered with thin gold-palladium film under a Jeol ion
sputter JFC 1100, Cells were viewed using a LaB6 electron
microscope (JEOL JSM-5400 LV, France).

2.5, Antibody cytokine arrays

Cytokines antibody arrays (“Human Inflammation 111",
Raybiotech) were performed according to the manufac-
turer’s instructions. Briefly, 10-fold diluted culture super-
natants or medium alone were incubated on antibody-
coated membranes before detection with a streptavidin-
horseradish peroxidase biotinylated-antibody complex
and chemiluminescence detection on X-ray film for 30 s.
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The integrated optical density (IOD) of each dot was
measured on digitalized autoradiograms with Imagel after
substraction of non-specific signal. Each value corresponds
to the ratio between dot of interest and internal positive
control (expressed as the mean of six internal control dots).

2.6. Enzyme-linked immunosorbent assay

IL-8 concentration was measured using an enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) kit following the
manufacturer’s instructions. Controls included non-stimu-
lated cells and medium alone. IL-8 was chosen because it
is the chemokine most abundantly secreted by PMNs.
The amount of this chemokine was measured simulta-
neously with standards to calculate the IL-8 concentration.

2.7. Gelatin zymography

Total protein concentrations of supernatants were mea-
sured using the Qubit system according to the manufac-
turer’s instructions (Invitrogen) and equal amounts were
used for zymography experiments. Gelatinolytic activities
in supernatants were evaluated in 15% SDS-polyacryl-
amide gels containing 1 mg ml ™' gelatin. After electropho-
resis, SDS was removed from the gel by two incubations in
2.5% Triton X-100 for 30 min at room temperature. Then
gels were incubated 20h at 37°C in 50 mM Tris-HCl
(pH 7.4), 0.2M NaCl and 5mM CaCl, (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 quanti-
fied as 10D by Gelpro software analysis.

2.8. Bovden chamber chemotaxis assay

Migration assays were performed in a 48-well micro-
chemotaxis Boyden chamber (Neuroprobe, Gaithersburg,
USA). Polycarbonate membranes with 5 um pores were
used (Nucleopore Track-etch membrane, Whatman). Bot-
tom wells were loaded with 27 pl of PMNs supernatants
exposed or not to HA particles, medium alone (negative
control) or 100 ngml~! IL-8 or 100 ngml~' RANTES
(positive controls for PMNs and monocytes respectively).
A 50 pl volume of cells suspension was added to the upper
well at a final concentration of 10° cells ml™'. The Boyden
chamber was incubated for 1 h at 37 °C and the membrane
was removed and stained with RAL 555 kit. The number of
cells that migrated underneath the membrane was deter-
mined by counting four randomly chosen microscope fields
(magnification 400x).

2.9. Statistical analysis
All experiments were performed in duplicate with six

donors; the chemotaxis assay was performed in triplicate
with six donors. The significance of the results was assessed

using an exact non-parametric and stratified permutation
test (StatXact 7.0, Cytel Inc, Cambridge, MA, USA). We
used non-parametric statistics because of the small num-
bers of donors, and the stratification allowed us to mini-
mize the impact of the variability in the donors. Results
are presented as the relative variation between the negative
control and the stimulated cells for each donor (antibody
arrays, gelatin zymography and chemotaxis assay). The
ELISA test results of each donor are presented as the con-
centration in pg ml~',

3. Results

3.1. Changes in the morphology of PMNs in contact with
HA

Light microscope analysis showed that PMNs cultured
for 4 h either alone (Fig. 1A) or with HA particles
(Fig. 1B) exhibit a round shape and an eosin-pink-stained
delimited cytoplasm containing a blue nucleus, as shown
by cytospin micrographs.

However, analysis of SEM micrographs indicated that,
while cells alone exhibit a round morphology (Fig. 1C),
HA particle-exposed cells spread, and filipodia could be
observed in contact with biomaterial particles (Fig. 1D
and E). Both phagocytosis (Fig. 1D) and frustrated phago-
cytosis (cell spreading on non-phagocytosable particles)
(Fig. 1E) of HA particles could be observed.

3.2, Modulation of pro-inflanunatory and chemotactic
Jfactors release by HA-stimulated PMNs

We measured the levels of 40 cytokines and chemokines
by antibody arrays following exposure of PMNs to HA.
We observed that human PMNs exhibited basal secretion
of many types of cytokines and chemokines when cultured
alone (control). In contrast, incubation of cells with PMA,
a phorbol ester which is a potent activator of PMNs (posi-
tive control), induced a significant increase in cytokines
and chemokines secretion by comparison to non-stimu-
lated cells (from 1.06-fold to 3.75-fold). The 10D of each
dot was measured on digitalized autoradiograms and
HA-mediated modulation of cytokines secretion was
expressed as HA-treated PMNs secretion/control secretion.
Statistical analysis of the results highlighted a significant
increase in nine cytokines and chemokines (IL-lao, 1L-8,
macrophage inflammatory protein-lo (MIP-1a), MIP-15,
eotaxin, eotaxin-2, 1-309, IL-2 and IL-11) (*p < 0.05) when
freshly isolated PMNs were cultured with HA particles in
comparison with non-stimulated cells (Table 1). Fig. 2
shows the levels of IL-lg, IL-8, MIP-la and MIP-15,
which are known to be associated with PMNs-mediated
inflammation. These results are similar to those obtained
with PMA-treated cells for 1L-lo, MIP-1oe and MIP-1f
(p = 0.05). IL-8 secretion peaked at 3.75-fold in compari-
son with non-stimulated cells and it is statistically different
trom the HA-stimulated cells condition (p <0.05). PMA-
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Fig. 1. Representative micrographs showing cytospin of PMNs after 4 h of culture, alone (A) or with HA particles (B). SEM micrographs showing the

morphology of PMNs alone (C) or with small (D) and large (E) HA particles.

Table 1

Variations of cytokines levels measured by antibody arays: median of non-stimulated cells’ IOD/HA stimulated cells” TOD of six donors (each donor in
duplicate) flanked by first (Q1) and third (Q3) guartiles for each cytokine or chemokine evaluated.

Q1 Median Q3 Q1 Median Q3 Q1 Median Q3

Eotax 0.78 1.30° 2.05 IL-7 0.76 108 1.61 MIG 0.74 117 147
Eotax2 1.07 1.20° 1.56 IL-8 106 1.31° 1.53 MIP-1a 0.8 1.26° 1.97
G-CSF 1.11 1.67 225 IL-10 0.95 1.00 1.29 MIP-1b 1.15 122 1.67
GM-CSF 0.72 1.04 1.36 IL-11 1.67 1.87 2.51 MIP-1d 115 1.19 1.87
ICAM-1 0.69 0.96 2.10 1L-12p40 0.95 1.12 1.29 RANTES 0.81 1.25 1.37
IFNG 1.06 1.24 1.29 IL-12p70 0.92 Lot 1.62 TGF-bl 1.03 110 1.44
1-309 0.96 1.28° 1.62 IL-13 0.58 117 2.15 TNF-a 0.75 0.93 1.47
IL-Ta 1.07 1.28° 1.71 IL-15 071 0.92 .18 TNF-b 0.99 1.18 1.74
IL-1b 0.84 0.96 1.17 IL-16 0.85 112 141 sTNF RI 0.96 1.02 1.85
1.2 0.99 1.39° 2.18 TL-17 085 1.17 161 sTNF RII 0.87 1.03 1.74
IL-3 0.67 1.20 71 IP-10 0.96 1.09 1.57 PDGF-BB 0.85 1.06 1.52
IL-4 0.72 1.0S 1.36 MCP-1 091 1.01 1.31 TIMP-2 0.94 116 1.36
IL-6 0.87 1.50 1.59 MCP-2 0.69 1.03 1.41

IL-65R 103 1.22 1.48 M-CSF 0.65 100 1.31

© A significant increase in stimulated cells vs. non-stimulated cells (p < 0.05).
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Fig. 2. Effect of HA particles on cytokines production by PMNs. (A-D) TL-1a, TL-8, MIP-1 and MIP-1a arrays, respectively, treated with supernatants
of PMA-stimulated cells (PMA), cells alone (Control) and HA-stimulated cells (HA). Shown are ratios of cvtokine levels of stimulated over non-
stimulated cells for six donors. Black bar represents median value, “p < 0.05 when compared with non-stimulated cells; #p < 0,05 when HA was compared

to the PMA condition.

stimulated cell secretion of eotaxin and 1L-2 was not statis-
tically different from non-stimulated cell secretion
(p> 0.05). Eotaxin-2, 1-309 and IL-11 were secreted in
the same range as in the HA-stimulated cells condition
(p = 0.05) when PMNs were treated with PMA | pM (data
not shown).

To further confirm the increased levels of the mediators
of interest in the presence of HA particles, we performed an
ELISA for IL-8 on conditioned media of the six donors. In
non-stimulated cell supernatants, the median 1L-8 concen-
tration was 11.6 uyg ml™', whereas in HA-stimulated cell
supernatants the median concentration peaked at
17.6 uyg ml~". The PMA-stimulated cells supernatants con-
tained approximately 8-fold more IL-8 than the HA stim-
ulated cells supernatants (p < 0.05) (Fig. 3).

3.3. Modulation of matrix metalloproteinase 9 activity in
HA-stimulared PMNs

Since it is well known that IL-8-activated human PMNs
exhibit an increase in matrix metalloproteinase 9 (MMP-9)
release [19], we investigated the gelatinolytic potential of
PMNs culture supernatants with gelatin zvmography. We
observed that PMNs released pro- and mature MMP-9 in
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Fig. 3. Effect of HA particles on IL-8 secretion. ELISA was performed on
cell culture supernatants. Shown are IL-8 values of six donors. “p < 0.05
when compared with non-stimulated cells; #p < 0.05 when HA was
compared to the PMA condition,
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Fig 4. Effect of HA particles on MMP-9 gelatinolytic activity. Cell
culture supernatants were analysed by zymography. Molecular standards
are on the left. Shown are ratios of 10D values of stimulated over non-
stimulated cells of six donors, The black bar represents the median value.
“p < 0.05 when compared with non-stimulated cells.

both the non-stimulated and stimulated conditions. More-
over, gelatinolytic activity increased about 1.3-fold in HA-
exposed cells, similar to PMA-stimulated cells (p > 0.05).
Medium with 2.5% autologous heat-inactivated serum
alone was tested but did not exhibit any detectable proteo-
lytic activity (Fig. 4).

3.4. Chemotactic properties of HA-stimulated neutrophil
supernatants

To assess the ability of HA-stimulated neutrophil-
secreted mediators to recruit circulating inflammatory cells,
we performed a Boyden chamber chemotaxis assay. The
classic chemoattractants for monocytes (100ngml™!
RANTES) and neutrophils (100 ng ml™! IL-8) were used
as positive controls (data not shown). We observed an
approximately 41% increase in neutrophil chemotaxis in
response to HA-stimulated neutrophil supernatants in
comparison to non-stimulated neutrophils supernatants
(Fig. 5A). Using similar experimental conditions, we
observed an approximately 50% increase in monocyte
migration (Fig. 5B). These results were similar to those
obtain with PMA-stimulated cells supernatants on both
cell types (p = 0.05).

4. Discussion
In this study, we provide for the first time compelling

evidence that HA particles have the capacity to activate
PMNs. Such activation is translated by the release of
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Fig. 5. Chemotactic effect of HA-stimulated PMN supernatants on PMNs
(A) and monocytes (B). Cells were seeded at 106 mI=" in the upper wells
and migrate during 1 h vs. conditioned media. Migrating cells through the
membrane were counted after staining. Shown are mean values of counted
cells under a high-power field (4 HPF) of six donors. The black bar
represents the median value. “A significant increase in stimulated vs. non-
stimulated cells (p < 0.05).

various inflammatory mediators, known to recruit/activate
and/or facilitate the passage of PMNs themselves, as well
as other inflammatory cells. PMNs activation lead to cell
adhesion and filipodia extension as assessed by SEM
micrographs, showing adherent cells and cytoplasmic
extension.

Whether PMNs are activated following normal or frus-
trated phagocytosis of HA particles remains to be deter-
mined. In any event, we demonstrated that HA particles
are able to increase the production of cytokines and che-
mokines such as IL-1o and IL-8. 1L-1o is a powerful acti-
vator of many types of cells, including PMNs and
macrophages [20]. IL-1x, a member of the 1L-1 cytokine
family, is involved in the acute phase of inflammation. This
cytokine activates PMNs by inducing the degranulation
and/or extracellular release of many mediators of inflam-
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mation, 1L-8 being the most abundant. Indeed. we found
that increased levels of IL-1a are associated with increased
levels of TIL-8. Interestingly, during the acute phase of the
inflammatory response, 1L-8 works in concert with 1L-1
to stimulate phagocytic and secretory abilities of PMNs
[21]. IL-8 also has a chemotactic effect on PMNs, It induces
the influx of circulating leukocytes by creating a concentra-
tion gradient from the inflamed tissue to the blood vessels.
A series of studies have shown that biomaterials particles
(calcium carbonate or nano HA/collagen particles) induce
the production of TNF-a [22] or an increase in the oxida-
tive burst [23.24] by human PMNs. However, we were
unable to confirm these observations when PMNs were
exposed to sol-gel HA particles. In addition to IL-8, the
production of the chemokines MIP-1a and MIP-1§ is also
increased in HA particle-treated PMNs, OQur chemotaxis
data using conditioned media of HA-exposed PMNs
strongly suggest that together these chemokines contribute
to the recruitment of inflammatory cells. In this regard, our
findings corroborate previously published in vive observa-
tions [25].

To reach inflamed sites, inflammatory cells including
PMNs must traverse various barriers, such as the endothe-
lial lining and its extracellular matrix [26]. This transmigra-
tion of cells could be facilitated by proteases [27] In our
study, increased levels of MMP-9 were observed upon
exposure of PMNs to HA particles. MMP-9, also called
gelatinase B, is a protease that increases the permeability
of the endothelium and degrades extracellular matrix com-
ponents [27,28], all of which potentially facilitate leukocyte
transmigration. Of note, MMP-9 production is mediated
by IL-8 fixation on CXCR2 [19].

Based on our findings, the following scenario could be
envisioned regarding HA particle-mediated PMNs activa-

PG

Fig. 6. Proposed model of HA-mediated stimulation of human neutro-
phils. Interaction of HA particles () with human PMNs [@] leads to cell
activation and degranulation. This induces an inerease in [L-1=, [L-8 (@),
MIP-12 (®) and MIP-1p (A) concentration. 1L-8 recogmition by CXCR-2
specific receplor induces an increase in MMP-9 release by PMNs and
facilitates recruitment of circulating PMNs and monocytes (H) by
chemokines.

tion and inflammation. Following biomaterial implanta-
tion, released HA particles activate neutrophils by
inducing the production of 1L-lo and 1L-8 (Fig. 6). These
latter mediate the release of chemokines (e.g. IL-8, MIP-14,
MIP-1f) and proteinases (e.g. MMP-9), both of which con-
tribute to the attraction of leukocytes and transmigration
to the inflamed site. Studies are underway to determine
the molecular mechanisms of HA-induced PMNs activa-
tion, namely the increased production of inflammatory
mediators.

5. Conclusions

In conclusion, our findings are of importance, By anal-
ogy to other inflammatory diseases, unchecked PMNs acti-
vation could amplify HA-associated inflammation, leading
in severe cases to implant loss.
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Les principaux résultats obtenus au cours de égtie sont les suivants:

* Les polynucléaires neutrophiles interagissent pjueinent avec les particules
d’hydroxyapatite en émettant des prolongements ptgsmiques qui favorisent

I'adhésion cellulaire au biomatériau.

» Les particules d’hydroxyapatite induisent des u#siess de sécrétions d’un nombre
restreint de cytokines et chimiokines par les PMiidami lesquelles I'IL-11, I'IL-8 et
les MIP-1o et MIP-13.

 Les PMNSs, en réponse aux particules d’'HA, accraoisBactivité gélatinolytique liée a

la sécrétion de la métalloprotéase matricielle 9.

* Le pouvoir chimioattractant du milieu extracellu&ai envers les cellules
inflammatoires est accru lorsque les PMNs sont antact de particules

d’hydroxyapatite.

Notre travail fournit pour la premiere fois des amgents en faveur du potentiel
activateur des particules d’hydroxyapatite surdeb/nucléaires neutrophiles en terme de
sécrétion de cytokines, chimiokines et protéases. r€sultats sont trés importants pour la
compréhension des mécanismes précoces conduistarima, a l'infiltration de cellules
inflammatoires, responsables des échecs opératdiresau descellement aseptique des
protheses. En effet, nous avons montré une augtamta la fois d’IL-1o et d’IL-8, a
effet activateur sur les polynucléaires neutro@hilelL-8 étant également un puissant
chimioattractant de ces mémes cellules. Par adllenous avons mis en évidence une
augmentation de la concentration en M-t MIP-13 qui sont chimioattractants pour
les monocytes. Ces sécrétions augmentées de chimagpkrendent compte des
observations histologiques montrant depuis plusiewtécennies a la fois des
polynucléaires neutrophiles et des monocytes/maag@s sur les sites périprothétiques.

Il est également a noter que ce phénomeéne de exceutt cellulaire a partir du sang
circulant est facilité par 'augmentation de la f@ayse matricielle et notamment de la

lame basale des vaisseaux sanguins, qui favorigtuk des cellules immunitaires.
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2°™ Partie : Modulation de la réponse des polynuct&air
neutrophiles a I'hydroxyapatite par I'utilisatiorude

hydroxyapatite substituée en zinc.

Les interventions chirurgicales liées aux pathmegle la hanche sont un probléme
de santé publigue majeur, qui s’accentue avec édlissement de la population. La
restauration de la fonction de la hanche se fajpritairement par la pose de prothéses
orthopédiques. La complication principale de ceetyintervention survient apres
guelques années et concerne le descellement asemtés implants. Or, les débris d’'HA,
générés a partir de la surface prothétique, possedes capacités inflammatoires
abondamment décrites dans la littérature sur lesnorytes/macrophages. Nous avons
récemment démontré que ce potentiel inflammatotegt €galement retrouvé avec les
PMNs. Des travaux antérieurs de I'équipe ont perdesdémontrer que ce potentiel
inflammatoire des particules d’hydroxyapatite, $&8 monocytes macrophages, pouvait

étre modulé si le matériau avait une partie da@es calcium substituée par des ions zinc.

Dans le cadre des problémes posés par linflanonatiée aux particules
d’hydroxyapatite en clinique, la régulation des aépes inflammatoires, aigué comme
chronique, semble étre une piste envisageable pogmenter la durée de vie des
implants. Nous avons donc entrepris d’étudier pdarpremiere fois le potentiel
immunomodulateur de I'hydroxyapatite substituée $#r de zinc (HA5%) sur la réponse
inflammatoire aigué due aux PMNs. Plus particuliéeat, faisant suite a nos travaux
précédents, ces études ont été focalisées majentant sur I'lL-8, médiateur sécréte
abondamment par les neutrophiles, pour son impbicaten tant qu’activateur et

chimioattractant des PMNs dans la réponse inflarnim&aprécoce.

Pour répondre a ces gquestions, nous avons tobolamesuré par ELISA les
variations de la concentration en IL-8 dans lesmageants de culture de PMNs au contact
d’HA ou HA5%. Nos résultats ont mis en évidence dimainution de la concentration de
ce médiateur inflammatoire lorsque les cellules sancontact de 'HA5%.

Afin de définir si ces variations étaient dues & derodifications de la quantité de

transcrits de I'lL-8, nous avons réalisé des ex@@ares de PCR en temps réel qui nous ont
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permis de mettre en avant une diminution de la pcddn des ARNm de I'lL-8 par les

PMNs au contact d’HA5% comparativement a ceux auami d’HA.

Nous avons par la suite vérifie que la décroissade concentration en IL-8
s’accompagnait d’'une diminution du potentiel chitadique des surnageants de culture
des PMNSs. Les résultats de migration en chambr8algen montrent que les PMNs
migrent moins en réponse aux surnageants de celayant été au contact d’'HA5%,
confirmant que I'lL-8 est majoritairement respongade la migration des PMNs dans

notre systeme expérimental.

Comme nous l'avons expliqué précédemment, lesépeets sont a la fois
nécessaires a la progression cellulaire dansdeadimais également signe de I'activation
des PMNs par I'lL-8 dans notre systeme. Nous avdasc voulu nous assurer que
I'’HA5% induisait effectivement une diminution de attivité gélatinolytique des
surnageants de culture des PMNs en accord avefinesutions de concentration en IL-8.
Les expériences en zymographie nous ont permiodgrmer que 'HA5% induisait une
diminution de I'activité enzymatique de la MMP-90ols avons recherché par PCR en
temps réel si cette variation d’activité enzyma#igpouvait étre expliquée par une
variation de la transcription du géne de la MMPB¥@is nos résultats ne montrent pas de
différence significative quelles que soient les ditons étudiées. Nous avons alors
envisagé de vérifier I'hnypothese selon laquellelitgération de la MMP-9 est liee a
I'interaction entre IL-8 et ses récepteurs. Aingie diminution de ces derniers a la surface
cellulaire pourrait étre responsable de la dimionutile I'activité gélatinolytique que nous

observons.

Afin de vérifier notre hypothése, nous avons dffécune étude en cytométrie en
flux de la présence des récepteurs CXCR-1 et CXC&Ria surface des PMNs. Nous
avons ainsi démontré que le récepteur CXCR-1 étaihs présent a la surface des PMNs
stimulés par HA et HA5% par comparaison aux condgibasales de culture, ce qui n’est
pas le cas de CXCR-2. Une étude en PCR en tempsagase a permis de démontrer que
ces variations de la présence des récepteurs enétpas liees a des variations des ARNm
de ces protéines membranaires. Il semble donc ajseule régulation des récepteurs de

I'IlL-8 ne puisse pas rendre compte des variationfattivité de la MMP-9.
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Considérant ces résultats dans leur ensembl@uis ®st apparu que I'lL-8 jouait
un réle primordial au sein de notre systeme expémial dans la réponse des PMNs aux
particules d’'HA et que ses récepteurs semblaieate@gent impliqgués dans la régulation
des processus inflammatoires. Afin de vérifier cemus avons proposé de bloquer ces

récepteurs a I'aide d’anticorps spécifiques avaexmbser les PMNs aux particules HA.

Les résultats obtenus dans ce cadre en ELISA apupermis de démontrer que le
blocage simultané ou individuel des récepteursumdcoute variation de la concentration
en IL-8 dans les surnageants de culture des PMNpietle blocage simultané permet
d’abolir également toute variation au niveau desNAR Cependant, I'expression des
ARNmMm varie de facon identique que I'on ne bloque&Ck¢CR-2 seul ou que I'on n'utilise
pas d’anticorps. Le blocage de CXCR-1 seul, enmela, aboutit & une abolition des
variations des ARNm de I'lL-8 sous I'effet des pewtes d’'HA alors que 'HA5% permet
de diminuer la production des messagers de I'llosde niveau d’expression basale.

Les études en zymographie de l'activité gélatitiqlye de la MMP-9 ainsi que de
la présence de ses transcrits en PCR en tempsnagglte que le blocage des récepteurs

aboutit a une abolition de toute variation quelle goit la stimulation.

Nos résultats indiquent donc que I'HA5% est a mémeréguler I'inflammation
liee aux biomatériaux et peut étre envisagé comragmnau de recouvrement prothétique
susceptible d’allonger la durée de vie des implaRty ailleurs, cette étude nous permet

d’affiner notre modeéle de la réponse des PMNs artiqules de biomatériaux.
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ABSTRACT

The restoration of bone function after diseaseg. (¢lip fractures, cancer...) is a
worldwide public health problem. Hydroxyapatite (HAs widely used as coating
biomaterial for prosthesis metal parts and as suisstitute. The release of HA particles
induces an inflammatory response and, if uncordgdpltould result in implant loss. At the
inflamed site, the polymorphonuclear cells (PMNspresent the earliest phagocytic cells
that predominate the cellular infiltrate. We haeeently proposed that HA wear debris
activate polymorphonuclear cells (PMNSs) initiatingd/or amplifying thereby the acute
inflammatory response. Previous studies have shibahactivation of monocytes by HA
could be modulated by supplementing this latterhwihe divalent cation, Zinc. The
purpose of this work was to investigate the modofatof PMNs activation following
exposure to zinc-substituted HA. Our study dematstthat addition of zinc to HA
particles resulted in decreased levels of the pflasnmatory mediator interleukin-8 (IL-
8) and the matrix metalloproteinase 9. We also shioat these changes involve IL-8
receptors (CXCR-1 and CXCR-2). To our knowledgés study reports for the first time
the modulation of PMN activation by zinc-substiitdiydroxyapatite suggesting a

potential alternative to control the bone implass@ciated inflammation at its early stage.

Keywords: Inflammation, Neutrophil, Interleukin-Bydroxyapatite, Zinc
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INTRODUCTION

Approximately, 1.7 million hip fractures occurratinually worldwide, a number
that is expected to triple in the next 50 years. [lb] the USA, the annual cost of
interventions in hip-related problems has beenresd to reach 10 billion dollars [2] and
it is expected to exceed 15 billion dollars witlarfew years due to population aging [3].
The functional restoration of a femoral neck damisgabtained by the implantation of hip
prosthesis. Hydroxyapatite (HA) is widely used hesm of biocompatibility and
bioactivity. HA is also used as bone substitutdofwing tumour resection [4, 5]. To fill
this bone defect, HA is used as a cement incredsomg growth [6, 7]. Other applications
of HA include its use in fixation of implants [8]nd coating of the metal parts of
prosthesis (e.g. total hip arthroplasty) [9].

The outcomes of artificial hip replacement are allesatisfactory (mean lifespan
is 14 years [10]). However, the concern with timkervention is the implant loosening
over time [11]. Part of this concern is the tendeatHA coating/implant to fragment and
generate particles wear debris [12, 13]. Theseighest foreign to the host, trigger an
unchecked inflammatory response characterized lmpposed recruitment and activation
of immune cells [14, 15]. The earliest phagocyt#tls that accumulate in the setting of
inflammation (for instance at the bone-implant rfdee) are polymorphonuclear cells
(PMNSs) followed subsequently by monocytes [16, JHé¢cently, we have demonstrated
that HA particles have the capacity to activate anr®MNs [18]. Indeed, we have shown
that HA particles induce the production and releakéenflammatory mediators such as
proteases and cytokines/chemokines

It is documented that the divalent cation Zinc aatdow concentration as pro-
inflammatory molecule and at high concentrationaasanti-inflammatory molecule [19-
21]. In recent years, studies from our laborat@yarted the immunomodulatory effect of
a zinc-substituted hydroxyapatite on monocytes .[2®hether Zinc modulates PMN’s
response to HA has not been yet described. To addhes question, we focused in this
study on the expression and secretion of two mRMN inflammatory mediators namely
the immune cell chemotactic cytokine interleukin@®-8) and the matrix metallo-
proteinase-9, also called gelatinase B [23, 24]. Méee found that IL-8 was down-
regulated both at the mRNA and protein level whé&hNB were in contact with zinc-
substituted hydroxyapatite whereas matrix metabbltginase 9 (MMP-9) activity only was

modulated.
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MATERIALS AND METHODS

Media and reagentsPolymorphprep used for PMNs separation was froxisAhield.
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) 1X fsas Gibco. RPMI 1640 Glutamax
was purchased from Invitrogen. Phorbol-12-myristt@eacetate (PMA), gelatin, sodium-
dodecyl-sulfate (SDS), TritonX100, NaCl and Ca®@kre from Sigma-Aldrich. ZnGlvas
from VWR. Quick May Grinwald Giemsa staining wasfpemed with RAL 555 kit from
Reactifs RAL. Ca(N©)..4H,O and BOs for HA powder were from Aldrich and Avocado
Research Chemicals. Zn(NR.6H,O used for zinc-substituted HA preparation was from
Acros Organics. IL-8 ELISA duo-set, recombinant famchemokine IL-8, Anti-Human
CXCR1 monoclonal antibody, Anti-Human CXCR2 monao@b antibody and Mouse
IgG.a Isotype Control were from R&D systems. FITC AnmexV, Propidium lodide
Staining Solution (PI), FITC Mouse Anti-Human CXCRihtibody, PE Mouse Anti-
Human CXCR2 antibody, FITC Mouse Ilg& Isotype Control and PE Mouse IgG

Isotype Control were purchased from BD Pharmingen.

Sol-gel preparation of HA and Zn-substituted .HAwo g of pure sol-gel derived HA
powder were obtained with 4.7 g of Ca(j94H.O and 0.84 g of fOs dissolved in
ethanol under stirring and under reflux at 85°C 2drh. Then, this solution was cooled
and maintained at 55°C for 24 h to obtain a whaesistent gel, which was further heated
at 80°C for 10 h to obtain a white powder. Finatlye powder was heated at 1100°C for
15 h. Use of such a high temperature allows thehggis of pure and well crystallized
hydroxyapatite. Powder was characterised as prsiyodescribed [25]. To prepare Zn-
substituted HA, Zn(N@)..6H,O was added to the solution. Zn substituted HA was
prepared with a 5% Zn-substitution of calcium iq#A5%). HA and HA5% powders
were used with a surface area ratio (Specific serfaf material/Specific surface of cell)
of 1 as previously described [26]. The particlesged from hundred nanometers to ten
micrometers. Of importance, HA and HA5% were testad were found to be endotoxin

free using the E-toxate kit from Sigma-Aldrich.

Collection of blood samples, cell isolation andtaw. Venous blood was collected on
EDTA (BD Vacutainer® K2E) from healthy donors witlaccordance of the
“Etablissement Francgais du Sang Nord de France”&itet written informed consent of

donors. Neutrophils were purified from whole humhtod using Polymorphprél
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protocol. Residual erythrocytes were removed bypotonic shock. Resulting neutrophils
were resuspended in DPBS 1X and represented gribater©7% of the cells. PMNs were
at least 97% viable. Five million cells were cuétdrin 1 mL of RPMI 1640 Glutamax and
2.5% heat-inactivated autologous human serum farid 24-well falcon plates (Becton
Dickinson) at 37°C in humidified atmosphere with 53@,. The culture media consisted
of medium alone or medium containing HA, HA5%, Zp@D uM (Zn) or phorbol-12-
myristate-13-acetate (PMA) 1 uM (used as a positioetrol). Medium alone was tested
for IL-8 concentration and MMP-9 activity and retsudemonstrate both proteins were
under the detection thresholds (data not shown}hétend of the culture time, cells were
centrifuged at 400 g for 10 min, supernatants veeliected and frozen at -20°C and cells
were frozen at -80°C. PMA was used to ensure ibalated PMNs are responsive.
Indeed, all subsequent experiments (ELISA, RT-PCRemotaxis assay) demonstrate a
statistical difference (p<0.05) between PMA-treatadls and untreated cells (data not

shown).

Blocking of IL-8 receptorslsolated PMNs were pre-incubated for 30 minuteshwlib
pa/ml of IgGa isotypes control, 5 pg/ml of anti-human-CXCR-1,dg/'ml of anti-human
CXCR-2 or a mix containing both 5 pg/ml of anti-hamCXCR-1 and 10 pg/ml of anti-
human-CXCR-2. Next, the cells were treated anducett under the same conditions as

described above.

IL-8 ELISA. IL-8 concentration in PMNs conditioned supernatamtas measured by
ELISA kit following manufacturer’s instructions. @ools included non-stimulated cells
and medium alone. Levels of IL-8 were estimateshgisiuman recombinant IL-8 standard

curve. The detection limit for the kit was 5 pg/ml.

Real Time PCR analysi$otal RNA was extracted from 5.4@MNs using MasterPul¥
RNA Purification Kit Epicentr® Biotechnologies in accordance with the manufacturer
technical data sheets. RNA purity was assessed dégsuring the absorbance ratio at
260nm/280nm. All measured samples were comprisddidsmn 1.9 and 2. RNA was
reverse transcribed into cDNA with a High Capaa@fNA Reverse Transcription kit
(Applied Biosystems) following manufacturer insttions. After reverse transcription, the
cDNA product was amplified by real-time PCR. Usitigs approach, the mRNA levels
for IL-8, MMP-9, CXCR-1, CXCR-2 and 18S were detamed using the double strand-
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specific Power SYBR Green dye system (Applied Biosystems). All reatsiovere
performed according to the following thermal prefithe first step, corresponds to 50°C
for 2 minutes followed by denaturation at 95°C fb@ minutes. The second step
corresponds to forty cycles of denaturation at 95615 s, annealing and extension at
60°C for 1 min (data collection was performed at #nd of each annealing/extension
step) (ABI Prism 7000). The third step is a disation process to ensure the specificity of
the amplicons by measuring their melting temperat{irm). Primer sequences for IL-8,
MMP-9, CXCR-1 and CXCR-2 and the internal conti®S were determined with the
Universal ProbeLibrary Assay Design Center (Roclp@lAed Science). Primers efficiency
was also measured (Table 1). Data analysis wasompeed with the SDS software
(Applied Biosystems). Results were calculated icoadance with the 2*“* method.

Table I. Nucleotides sequence of primers used for RT-PGiRraaction 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-GCCACCCGAGTGTALCATA-3 1.99
CXCR-1 5'-GAAGCACCGAGCCATGAG-3’ 5'-CAGCAGGACCAGGTTGAGG-3’ 1.98
CXCR-2 5-ATGCCCTGGTATTCCTGCT-3' 5-GCCGACCCTGCTGTRAAGA-3’ 2.00
18S 5-TGCGAGTACTCAACACCAACA-3 5-TGTGGGCCGAAGATATC-3 1.98

Gelatin zymographyTotal protein concentrations of supernatants waeasured using
Qubit system according to manufacturer’s instrugdiqinvitrogen) and equal amounts
(1ng) were used for zymography experiments. Gedditirc activities in supernatants
were evaluated in 10% SDS-polyacrylamide gels daoitg 1 mg.mL! gelatin. After
electrophoresis, SDS was removed from the gel lyitvweubations in 2.5% Triton X100
for 30 min at room temperature. Then, gels werellbated 20 h at 37°C in 50 mM Tris-
HCI (pH 7.4), 0.2 M NaCl and 5 mM CaC(TCS buffer). The gels were stained for 30
min with Coomassie Blue and then destained for 60 im 10% methanol, 20% acetic
acid. Proteolytic activities were detected as cleands against the blue background of
stained gelatin and quantified as integrated opttEmnsity (IOD) by Gelpro software

analysis.
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Boyden chamber chemotaxis assaMigration assays were performed in 48-well
microchemotaxis Boyden chamber (Neuroprobe). Pobaaate membranes with 5 um
pores were used (Nucleopore Track-etch membraneatmMédn). Bottom wells were
loaded with 27 pL of PMNs supernatants [derivemhrfrcells that were exposed to HA,
HA5%, PMA 1 pM, ZnC} 20 pM , medium alone (negative control)] or IL-801ng.mL*
(positive control for PMNs, data not shown). Fiftyicroliters of cell suspension were
filled in upper wells at final concentration of ®.@ells per mL. Boyden chamber was
incubated 1h at 37°C and the membrane was remawédtained with RAL 555 kit . The
number of cells that migrated underneath the mensreas determined by counting four

randomly chosen fields of microscope (Zeiss, Axiv\&0M, magnification x400).

Flow Cytometric Analysis.PMNs were centrifuged and stained according to the
manufacturer’'s specifications for analysis by flaytometry. CXCR-1 and CXCR-2
antibodies staining were performed in D-PBS 1X.

All data were obtained on FACSAria and analyzedhwHACS Diva software (Becton
Dickinson) and FlowJo 7.5.3 (Demo mode). At lea3i000 events were recorded for each
condition. Appropriate mAb isotypic controls wereluded in each analysis, with acquisition

and analysis gates set accordingly.

Statistical analysis.All experiments were performed with 6 donors inplicate.

Chemotaxis assay and RT-PCR were performed inidafd. The significance of results
was assessed using an exact non-parametric andistrgpermutation test (StatXact 7.0,
Cytel Inc) . We used non parametric statistics bseaof the few numbers of donors we

had, and the stratification allowed to take into@mt the impact of donors variability.
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RESULTS

Exposure of PMNs to zinc-substituted hydroxyapatigsults in decreased IL-8

expression.

We measured IL-8 levels in conditioned media omsiated and non stimulated
human PMNs. As shown in Figure 1.A, ELISA data desimte increased IL-8
concentration in HA-stimulated PMNSs’ supernatafisese results are in accordance with
our previously published work [18]. Substitution leA with zinc (HA5%) decreased the
levels of released IL-8 significantly by comparisonHA alone. Interestingly, IL-8 levels
in supernatants of untreated and HA5%-treated eedlse not significantly different. Of
note, statistical analyses showed that use of zhloride alone did not induce a
significant variation in IL-8 concentration by coanson to control condition.

Next, to determine whether these changes are agedcwith changes in mRNA
expression levels, we performed real-time PCR amlfRT-PCR) (Fig. 1.B). Data
analyses found that the levels of IL-8 mMRNA follavine same trend as for IL-8 protein.
Specifically, HA particles induced an increase bf8l mMRNA production in stimulated
PMNs. HA5%-stimulated PMNs exhibited lower levelsnoRNA IL-8 by comparison to
HA-stimulated cells, but did not show any differescwhen compared to control cells.
There is no variation in IL-8 mMRNA production in Ztimulated PMNs.

Together, our results suggest strongly a modulataie 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 274"

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-substituteydroxyapatite PMN-derived

conditioned media

Culture media of untreated and treated cells wene tested for their ability to
attract inflammatory cells. We performed Boydenrobar chemotaxis assay. In concert
with the purpose of this study, we focused on PMBensistent with our previous work,
we have observed significant increase of neutrgpbliemotaxis in response to HA-
exposed neutrophils conditioned media (Fig. 2). tGoy to HA treatment, HA5%-
stimulated cell derived culture supernatants at&chosery poorly PMNs and behaved
nearly similarly to control conditioned media. Gdta, culture supernatants of zinc alone-
stimulated cells demonstrated no chemotaxis proggebty comparison to control.

Our data indicate that zinc substitution in hydraggtite contributes substantially

in decreasing the chemotactic activity of neutrbjolerrived mediators including IL-8.
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Figure 2. Boyden chamber chemotaxis assay. Cells were seeded at 10° 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 hydroxyapat#gults in decreased gelatinolytic
activity, but not mRNA expression, of MMP-9.

It was previously described that IL-8-exposed hurRdiNs exhibit an increased
gelatinase B (MMP-9) release [27]. We then assesbkedgelatinolytic activity in our
PMN culture supernatants by zymography using gelas a substrate (Fig. 3.A). In
accordance with our previous study, HA induces ificemtly increased PMN'’s release of
gelatinolytic activity in culture media. In contta$iA5% has opposing effect in that the
gelatinolytic activity of cells decreased to lewsnilar to that in control condition. Of
note, Zinc alone-stimulated cells conditioned mediwed considerable decrease in
gelatinolytic activity when compared to basal caiwdi (Fig. 3.B).

Next, to determine whether these changes are atedcwith changes in mRNA

expression levels, we performed real-time PCR aal{RT-PCR). Data analyses found
no apparent changes in mRNA levels in all treatnoemiditions (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 224 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 HAtigbas-exposed PMNs.

Next, we sought to determine the levels of IL-8e@ors, CXCR-1 and CXCR-2,
localized on the cell surface of treated PMNs. BOXCR-1 and CXCR-2 were present on
the cell surfaces (Fig 4.A and B) in both controtatimulated conditions. Data analyses
revealed that HA, HA5% and zinc chloride alone éase the level of CXCR-1 related
mean fluorescence intensity (MFI) by comparisoraatrol. Of importance, the CXCR-1
related MFI was not different between HA- and HAS%wulated cells (Fig. 4.C).
CXCR-2 related MFI decreased only when cells weiraidated with zinc chloride alone
by comparison to control (mean 50% decrease) &I9).

To determine whether these changes are linkeddagds in transcript expression,
we performed RT-PCR. Results found that the expwasdegrees of the receptors were

not altered in any treatment conditions (Figurds @nd 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 224" 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.

-94 -



Résultats : 9" partie

Blocking of IL-8 receptors results in changes bf8llevels.

To evaluate the involvement of IL-8 receptors imtjgées-induced PMN response,
we blocked CXCR-1, CXCR-2 either individually ornsiltaneously prior to cell
treatment. We then determined IL-8 protein anddcaipt levels as described above. First,
when cells were treated with isotypes antibodilesreé was no changes in IL-8 levels both
at the protein and mRNA transcript levels (data stodwn). As shown in Figure 5, in all
treatment conditions simultaneous or individual e@or blocking with anti-human-
CXCR-1 and anti-human-CXCR-2 did not point out tty aignificant differences in IL-8
concentration by comparison to control (Fig. 5A, &d C). Also, there were no
appreciable differences in mRNA transcripts witimgitaneous blocking (Fig. 5D).
Interestingly, while pre-incubation of cells witmta&human-CXCR-1 prior to treatment
with HA did not elicit any IL-8 mRNA variation, aedrease in this chemokine mRNA
level by comparison to control was observed in HAB&atment condition (Fig. 5E). RT-
PCR results indicated that despite the pre-treatmth anti-human-CXCR-2 there was
an increased IL-8 mMRNA expression in HA stimulatslls, 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,

-96 -



Résultats : 9" partie

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 224 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 MB®IBelatinolytic activity.

As shown in Figure 6, pre-incubation of cells wahti-human-CXCR-1 and/or
anti-human-CXCR-2 antibodies did not lead to angngicant variations of MMP-9
gelatinolytic activity by comparison to control iegendently of the treatment type (Fig.
6.A, B and C). Also, analyses of the RT-PCR resdémonstrate no variations in MMP-9
MRNA expression. Of note, pre-incubation of cellghwisotypes antibodies did not

change the gelatinolytic activity of all treatedise
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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-
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human-CXCR-1 and Anti-human-CXCR-2 on gelatinolytic activity of PMNs conditioned media. Shown are
ratios of 10D 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 tbe first time that a 5%
substitution of HA with zinc (HA5%) has an opposieffect on PMN responsiveness by
comparison to HA alone. While HA stimulation of PldNesulted in increased levels of
IL-8, HA5% restored this response to basal levelfdct, these changes in protein levels
are due to changes in mRNA levels of IL-8. A direohsequence of the decreased levels
of IL-8 was the considerable reduction of migratPlgINs in response to this chemotactic
factor. A series of studies have reported theitghalf zinc to modulate the cell response
to stimuli involving interactions of this ion witksignal transduction molecules [28] and/or
implication of cell receptors for instance toll-dikeceptor 4 [29]. To our knowledge, this
is the first study that addresses the capacityimd 10 modulate the activation of human
PMNs. The underlying mechanism of zinc-substituté&tmediated activation of PMNs
remains to be determined.

Analyses of zymography data found that HA5% desedaconsiderably MMP-9
gelatinolytic activity of PMNs, which was induced bIA alone. Of relevance, similar or
more pronounced effect was observed with zinc aloreterestingly, HA5% had no
obvious impact on MMP-9 mRNA expression. Taken thge these data suggest that
zinc-substituted HA influences MMP-9 activity raththan its mRNA expression. In
support of this hypothesis, zinc ions have beeronted to interact with PKC [28, 30]
modulating thereby the secretion of MMP-9 stored tertiary granules [31]. The
possibility that HA5% inhibits MMP-9 activity extcallularly may not be ruled out.

Since it was documented that IL-8 mediates semmetif MMP-9 [27, 31] and in
light of our findings, we sought to determine tledative contribution of IL-8 receptors
CXCR-1 and 2 in such response. Our findings coteeldth previous reports in that levels
of CXCR1 are altered when cells are activated [8R-Fhe unresponsiveness of CXCR2
was unexpected. With respect to treatment with alome, both receptors appear to be
sensitive to this ion as judged by their weak d@bdacon cell surfaces. In our hands,
CXCR-1 and CXCR-2 mRNA levels were not altered unal experimental conditions.
We next postulated that the implication of IL-8 eptors is limited to signalling
degranulation and release of MMP-9. To addresshppothesis, we carried out blocking
experiments of IL-8 receptors.

Using anti-CXCR 1 and 2, individually or combinede observed that HA-

mediated increase of gelatinolytic activity was siderably diminished whereas HA5%-

- 101 -



Résultats : 9" partie

associated gelatinolytic activity remained at its#él level suggesting the involvement of
IL-8 receptors in biomaterial particles-mediated MM release. Importantly, blocking
CXCR 1 and 2 did not affect the enzyme’s mRNA espren. Our receptor blocking
approach revealed also that IL-8 receptors contgilbelatively to IL-8 secretion (autocrin
stimulation) and point to CXCR-1 as the key playarsupport of our findings, published
studies reported that IL-8 receptor pathway lead®NEkB activation followed by IL-8
gene activation [35] [36].
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CONCLUSIONS

In this work, we show for the first time the amilemmatory potential of zinc-
substituted hydroxyapatite on human PMN-associatde inflammation. Interaction of
HA particles with PMNs leads to cell activation asignalling pathways resulting in IL-8
expression and secretion (Figure 7.A.). In one hamndreased IL-8 levels in the
extracellular space (e.g., bone-implant interfaeads to an influx of cells amplifying
thereby the inflammatory response. On the otherdhdanding of IL-8 to induces an
increased MMP-9 gelatinolytic activity contributingerhaps to matrix degradation.
Substitution of 5% of HA with zinc (HA5%) has anpmsing effect of HA alone in that
the resulting product acts at different levels tmidish the inflammatory process (Figure
7.B.). It appears that IL-8 pathway plays an imppttrole in biomaterial particles-
induced PMN activation and amplification of inflamatiton as judged by receptor
blocking experiments (figures 7.C and 7.D). Ourdsts propose zinc-substituted
hydroxyapatite as a novel biomaterial for therapeunterventions such as increasing the

implant lifespan and/or limiting its aseptic loogem
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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 0 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

1 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 -1 lead to decreased IL-8 mMRNA

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 égtide sont les suivants :

* La substitution en zinc de I'HA permet de dimindarproduction d’ARN messagers

de I'lL-8 et leur traduction/sécrétion par les PMiNgmains.

 La substitution en zinc de I'HA permet de diminué chimiotactisme du

microenvironnement cellulaire des PMNSs.

* La substitution en zinc de 'HA permet de dimindiactivité gélatinolytique médiee
par la métalloprotéase matricielle 9 dans les ggegaats de culture des PMNSs, et ce,
en l'absence d’'une modulation des ARN messagertaddMP-9. Par ailleurs, le
chlorure de zinc seul suffit a diminuer I'activigglatinolytigue des surnageants de

culture.

* La stimulation des PMNs par de I'HA, substituéemmn par du zinc, ainsi que ZncCl
seul, diminue la présence du récepteur CXCR-1sauttace des cellules en dépit d’'une
variation de ses ARNm. La présence du récepteur 2G la surface des PMNs
n'est régulée négativement qu’en présence de adata zinc seul, bien qu’une fois

encore, ses ARNm ne varient pas.

* Le blocage des récepteurs CXCR-1 et CXCR-2 a pedamsise en évidence de la voie
de I'lL-8 comme étant déterminante dans la répoase biomatériaux. En effet le
blocage de ses récepteurs CXCR-1 et CXCR-2 inchat abolition des variations de

concentrations d’lIL-8 et de I'activité gélatinolgtie.

Nos résultats montrent pour la premiere fois qe&t possible de moduler la réponse
inflammatoire des PMNs aux particules de biomatérign utilisant la substitution
ionique en zinc, et que cette réponse inflammatestemajoritairement médiée par le biais

de I'lL-8 sécrétée par les PMNs eux-mémes.
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DISCUSSION GENERALE

Le tissu osseux est en perpétuel renouvellemerdquilibre entre synthese et
dégradation osseuse est le résultat de la comntionicantre les ostéoblastes et les
ostéoclastes (Erlebachet al, 1995; Reddi, 1997). A I'état physiologique, legépblastes
sont capables d’'induire la maturation des ostébtetaspermettant ainsi une lyse
matricielle dirigée et controlée (Yoshiddg al, 1990). Cependant, dans le cadre d'un
processus inflammatoire, les médiateurs de I'inffeation tels que IL-1, TNé, IL-6 et
RANK, synthétisés par les cellules immunitairesrtyoent le systeme classique de
régulation en favorisant la voie de I'ostéoclagiedrgeset al, 2009). De plus, les cellules
de linflammation telles que les PMNs et les mortesymacrophages, peuvent non
seulement activer les ostéoclastes, mais vont ggale pouvoir, par le biais de leurs
propres protéases et systemes oxydatifs, agir auesorption de la matrice osseuse
(Voloshinet al, 2005). Ce déréglement de la balance entre syathiedégradation osseuse
est a la base du probléme du descellement asepdiegigrotheses (Khosla, 2001; Abu-
Amer, 2005). En effet, la réaction inflammatoireedaux débris de biomatériaux issus de
la prothése ou de son revétement a été identifodente cause majeure des échecs de
prothéses (Hallabt al, 2009).

Les acteurs majoritairement décrits comme respdesate cette pathologie sont
les monocytes macrophages (Neateal 1999; Purdueet al, 2007). Ces cellules sont
retrouvées en grand nombre sur les sites d’échieptiints. Leur présence est expliquée
par le fait que le processus inflammatoire menantdascellement prothétique est un

phénomeéne étendu dans le temps et, de fait, dié aéaction inflammatoire chronique.

Cependant, depuis longtemps, les PMNs ont égalegtiéndécrits comme étant les
premieres cellules a migrer sur le site périprothuet (Anderson, 1988), bien que leur
implication dans les processus de dégradation ess&nit restée tres peu étudiée. Ceci est
la raison pour laquelle nous avons proposé d’étutheréponse des polynucléaires

neutrophiles humains aux particules d’hydroxyapatit

Parmi les quelgues données disponibles, il a ététmaue le contact entre les

PMNs et les particules d’'HA induisait une explosioxydative (Nagaset al, 1993 et
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1994) et potentiellement une sécrétion accrue dear(lLiao et al, 2006). Aucune donnée
en revanche n’est disponible quant au panel de ateulis susceptibles d’étre sécrétés en
réponse au contact et/ou a la phagocytose de plagicde biomatériaux. Nous avons donc
effectué un criblage de quarante cytokines et abkines potentiellement produites par
les PMNs en réponse a I’'HA. Nous avons pu monttenrgnombre limité de médiateurs
(neuf) étaient impliqués dans cette réponse etogadre d’entre eux jouaient un réle actif
dans l'inflammation médiée par les PMNs dans lereatl descellement prothétique. Il
s'agit de I'lL-1q, I'lL-8 et les MIP-1a et MIP-13.

L’'IL-1 a, cytokine pro-inflammatoire, est considérée commgiatrice de la
réponse inflammatoire aigué et activatrice de naubes cellules parmi lesquelles les
PMNs, les monocytes, les macrophages (Dinarell®gl @t les ostéoclastes (Kyuergal,
2008 ; Kimet al, 2009). Sur le plan pathologique, I'llalest retrouvée dans les cartilages
de patients présentant des signes d’ostéoartirael€ et al, 1997) ou d’arthrite juvénile
(Cavaillon, 1996), mais aussi dans la pathologieladgoutte. Dans ce cas précis, les
PMNs ont été montrés comme de puissants inducteflesnmatoiresvia la sécrétion
d’'IL-1 (Robergeet al, 1994). Il a de plus été démontré que les neutlepiphagocytent
les cristaux d’'urate monosodique de la goutte, wanme ceux de pyrophosphate de
calcium dans le cas de la chondrocalcinose (Sebtgmeil al, 1962; Agudelcet al, 1973).
L'interaction entre les PMNs et les cristaux semtde ailleurs essentielle a la continuité
de la réponse inflammatoire dans ces pathologiedli(Get al, 1988). Parmi les réles pro-
inflammatoires de I'lL-1r, I'induction de la dégranulation des PMNs et l@éhation des
médiateurs de types cytokines, chimiokines et @ms#6é sont sans doute celles qui ont la

plus grande importance dans notre systéeme (Dimgr&896).

En effet, parmi les médiateurs ainsi sécrétés tanslieu extracellulaire se trouve
I'IL-8. Cette chimiokine est le médiateur le plusomdamment sécrété par les PMNs, a la
fois dans notre systeme expérimental et physiologigent (Cassatela, 1995). De facon
intéressante, I'lL-8 est a la fois chimioattractantactivateur pour les PMNs, notamment
en potentialisant les capacités phagocytaires e@téss#res des cellules, en paralléle de
I'action de I'lL-1a (Baggioliniet al, 1992). A proximité du lit vasculaire, I'lL-8 van
plus de jouer son role de chimioattractant, favarisadhésion des PMNs aux cellules

endothéliales (Leirisalo-Repo, 1994). Ce processasplé a I'établissement du gradient
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de concentration de la chimiokine, induit une augtagon de l'influx cellulaire sur le

site inflammatoire. La concentration en IL-8 a é@&montrée comme étant augmentée
dans les cas de descellements aseptiques au reee@uie, et au niveau synovial autour
des implants descellés (Sabokbaral, 1995). Il semble ainsi que I'IlL-8 puisse étre
considérée comme un marqueur de I'avancée de dlyste dans les pathologies mettant

en jeu une résorption osseuse accrue (Taetkh2005; Hundric-Haspét al, 2006).

En plus de [I'IL-8, nous avons démontré la sécrétidrautres facteurs
chimioattractants lors de la mise en contact desNPMvec les particules d'HA, et
notamment des MIPdl et MIP-13. Ces deux facteurs sont principalement
chimioattractants pour les monocytes/macrophagagd®lini, 2001). lls sont également
retrouvésin-vivo dans les pseudomembranes présentes autour deanimpmescellés
(Greenfieldet al, 2002). Considérant le fait que les ostéoclastes des cellules dérivant
de la lignée macrophagique (Sudaal, 1992), il devient évident que la régulation du
profil chimiokinique tissulaire aux abords des iapis est un facteur clé de la résorption

osseuse observée dans les cas de descellementigasep

Cependant, les chimiokines sont nécessaires maifqreément suffisantes a la
migration des cellules inflammatoires des vaissesanguins vers les tissus. En effet les
PMNs, tout comme les monocytes et autres cellulessystéme immunitaire, doivent
franchir la lame basale de I'endothélium avant devoir progresser dans le tissu sous-
jacent (Wagneret al, 2000). Ce processus est notamment facilité paprtaduction
d’enzymes protéolytiques capables de dégrader legipes matricielles telles que le
collagéne IV des lames basales (Reidtadl, 2008) ou encore le collagene | de la matrice
osseuse. Nous avons montré que I'activation des £Nhr les particules d’HA, induisait
une augmentation de I'activité gélatinolytique dicmenvironnement tissulaire, due a la
MMP-9. Cette gélatinase compte également les ceflag | et IV parmi ses substrats
(Chakrabortiet al, 2003). Un certain nombre de substrats non matscgpeuvent étre
également clivés par la MMP-9 et, notamment I'lLL®. clivage de I'lL-8 par la MMP-9
potentialise son effet chimioattractant (Chakrabertal, 2005). Il est de plus intéressant
de souligner que la sécrétion de la MMP-9 par NP est liée a la fixation de I'lL-8 sur
ses récepteurs (Chakrabaatial, 2005).
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L’ensemble de ces données concourt a éclaircimésanismes de la mise en place
de l'inflammation liée aux biomatériaux et dont IB8Ns semblent étre les acteurs

initiaux.

En résumeé, nous avons démontré que le contaat EsPMNSs et les particules de
biomatériaux, mimétiques des débris d’'usure dedteaments prothétiques, induisait une
activation des neutrophiles, se soldant par unerahédation des médiateurs pro-
inflammatoires que sont I'lLd, I'lL-8, les MIP-1a et MIP-13, et la MMP-9. L’IL-1a
maintient le caractére inflammatoire de la réactwec le concours de I'lL-8, ce dernier
participant également avec les MIBR-%¥t MIP-13, par le biais de la formation de
gradients de concentration, au recrutement de ri@sveellules inflammatoires sur site a
partir du sang circulant, et notamment des monadytacrophages. Cette action
principalement due a I'action des MIRdet MIP{3, permet d’émettre '’hypothese que les
PMNs participent a la mise en place de la réadaflammatoire chronique classiquement
décrite comme impliquée dans le descellement ptigtie. Ce processus est d’autant
facilité que les vaisseaux sanguins sont prochesitéud’activation des PMNs, puisque
I'lL-1 o va permettre d'activer les cellules endothélimeaugmenter ainsi la perméabilité
vasculaire, alors que la MMP-9 va a la fois dégrddematrice extracellulaire, y compris
la lame basale, pour faciliter le recrutement dalte, mais également intervenir sur
I'action de I'lL-8 en potentialisant son effet bagique. Ce systéme s’autoalimente et
conduit irrémédiablement a un emballement de laomép de I'héte étant entendu que

I’hydroxyapatite, minérale, n’est que peu altérée $a phagocytose par les PMNSs.

Le contrble de la réponse inflammatoire précoaalde donc étre un élément clé
de l'augmentation de la durée de vie des implabDts.précédentes études effectuées au
sein du laboratoire ont démontré que la réponse mesocytes/macrophages aux
biomatériaux pouvait é&tre modulée en utilisant tgdroxyapatite dont des ions calcium
sont substitués a 5% par des ions zinc (HA5%) (@Gjean-Laquerriéreet al, 2006). Des
études en ICP-AES (non publiées), menées sur lesageants de dissolution de nos
biomatériaux, ont montré que la quantité de zingsstorme ionique relarguée pour les
guantités de particules que nous utilisons était'atelre de 20 puM. Un effet immuno-

régulateur du zinc sur la génération de radicabweli oxygénés a déja été démontré pour
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des concentrations similaires en zinc sur une bgredlulaire de type PMN (Laggnet al,
2006).

Sur la base de ces résultats et de ceux récemmbhiép (Velardet al, 2009) nous
avons entrepris d’étudier le potentiel immunomotkua de cette HA5% élaborée par sol-
gel (Jallotet al, 2005), sur la réponse des PMNs aux particulef\d™bus avons focalisé
notre travail sur I'lL-8 et la MMP-9 car ces médiats étaient ceux présentant les plus
fortes amplitudes de variation dans notre précé&déntde.

Nous avons mis en évidence une diminution de ladyetion et de l'action
chimioattractante de I'lL-8 lors de l'utilisationed’lHA5%. IRAK-1 est une protéine
impliquée dans la transduction du signal des vaied’IL-1 (Burns et al, 2000) et de
TLR-4 (Turveyet al, 2006). Ces deux voies, a profil pro-inflammatpipeuvent étre
inhibées par le zinc par le biais de son action dRAK-1 dans les
monocytes/macrophages (Haatel 2007). Or nous avons démontré dans notre premiéere
étude que I'lL-Ix semblait intervenir dans les processus inflammesdiés aux particules
de biomatériaux, et en particulier un mécanismesipbs était que I'lL-Ix favorise la
sécrétion de I'lL-8 par les PMNs. Par ailleurs, éésdes menées par notre laboratoire sur
des souris invalidées pour TLR-4 ont montré une idimion de la réponse des
monocytes/macrophages aux particules d’'HA (Gramdjequerriere et al, 2007).
L’ensemble de ces données concourt a considérerdTcBmme un récepteur potentiel a

I'HA et IRAK-1 comme une cible intracellulaire piiggiée pour le zinc.

Nos résultats ont également démontré une diminuti® I'activité gélatinolytique
des surnageants de culture des PMNSs lors de $atibn de 'HA5% et du chlorure de
zinc seul. Cependant ces variations d’activité ematygue ne sont pas accompagnées de
variation de la transcription des genes de la MMRF$emble donc que le niveau de
régulation de I'activité MMP-9 par le zinc soit pcipalement enzymatique. Cependant, il
a été demontré que I'lL-8, par son interaction ases récepteurs, provoquait la libération
de MMP-9 par les PMNs (Chakrabaeti al, 2005) et que ceci se faisait via I'activation de
la PKC. Or la PKC est également une enzyme inthaledde dont le zinc régule
négativement 'activité (Murgiat al, 2006). Ces données, considérées dans leur gi@bali
permettent de comprendre comment, au travers déglalationi) du signal IL-8 par la
diminution de sa concentration extracellulaiig, de I'activité de la PKC etii) de
I'activité enzymatique de la MMP-9, le zinc pernaet diminuer I'activité gélatinolytique
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globale des surnageants de culture des PMNSs, y geropmparativement aux conditions

basales de culture.

Considérant ces résultats, nous avons émis I'lngset que I'lL-8 était un facteur
activateur majoritaire de l'inflammation aigué ingtupar les particules de biomatériaux et
gue son action était principalement autocrine ea@ane via ses récepteurs CXCR-1 et
CXCR-2. Dans un premier temps, nous avons étudigdalation de la présence des
récepteurs a la surface des PMNSs, et les résutatnus nous ont permis de mettre en
exergue une régulation négative de la présenceXd@Rc1 consécutivement au contact
des PMNs avec les particules de biomatériaux. @ssltats sont concordants avec des
données de la littérature montrant une internatisatdes récepteurs de ['IL-8
consécutivement a un stimulus inflammatoire (FenBgrishet al, 1999; Tikhonowet al,
2001; Nasseret al, 2007). Cependant et de facon surprenante, lescplas d'HA,
gu’elles soient ou non substituées en zinc, negoent pas de diminution de la présence
de CXCR-2 a la surface des PMNSs. Par ailleurs ramans pu démontrer que le chlorure
de zinc seul induisait une forte diminution de k&gence des deux récepteurs a I'lL-8.
Enfin nos résultats ont démontré que ces modulatabexpression des récepteurs a la
surface cellulaire n’étaient pas liées a une réguiaau niveau transcriptionnel. Ces
données semblent concourir, avec celles concetlzantitvité de la MMP-9 et la sécrétion
d’IL-8, a imposer ce dernier médiateur comme cérmtaas notre systeme d’étude puisque
tous ses niveaux d’actions semblent impliqués dbensréponse aux particules de

biomatériaux.

En vue de valider notre hypothése, nous avonsi€tiadréponse des PMNs aux
particules d’'HA lorsque les récepteurs CXCR-1 etQRX2 ont été préalablement bloqués
par des anticorps, individuellement ou simultaném®&los résultats ont corroboré notre
hypothése concernant I'implication de I'interactiemtre I'lL-8 et ses récepteurs. En effet,
nous avons démontré que le blocage des réceptnssemble, ou séparément, permettait
de garder un niveau basal d’activité gélatinolytidars d’'une stimulation des cellules par
les particules d’HA ou HA5%. Par ailleurs, les ARNi®a I'lL-8 ne varient pas quelle que
soit la stimulation des PMNs éliminant de fait tésepteurs a I'lL-8 comme promoteurs
potentiels d’un signal régulant la transcriptiomiggie de la MMP-9.
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Cette etude nous a finalement permis de montrerlgublocage des récepteurs de
I'IlL-8 induisait un arrét de I'accroissement dedancentration en I'IlL-8 dans le milieu
extracellulaire. L’étude de la régulation des geaggermis de mettre en évidence un effet
préedominant de CXCR-1 dans notre systeme. En effrts avons montré que le blocage
de CXCR-1 ou des récepteurs simultanément perrheftnihiler la réponse des PMNs
aux particules d’HA, mais ceci n’est pas vrai lots blocage de CXCR-2 seul. Dans ce
cas, le profil de réponse est celui observé judgueér savoir une augmentation de la
présence des ARNm de I'lL-8 lorsque les cellulestsu contact d’HA et une diminution
jusgqu’a un retour au niveau basal lorsque les ledlisont au contact des particules
d’HA5%. Cette implication des CXCR-1 et 2 danségulation de 'activation des PMNs
est soutenue par différentes publications montgrd ces récepteurs transduisent un
signal aboutissant a l'activation du facteur dens@iptionkB (NFkB) (Waughet al,
2008) et que NKB est un facteur nécessaire a la transcription@hegle I'lL-8 dans les
PMNs (Mukaidaet al, 1994).

L’ensemble de nos résultats nous laisse envisageisage de 'HA5% en tant que
revétement prothétique avec, pour objectif, d'ajienla durée de vie des implants et
éviter au patient de subir une nouvelle intervantidans les cas de descellements

aseptiques.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Ce travail de these a permis d’étudier I'activataes polynucléaires neutrophiles
humains en réponse aux particules d’hydroxyapatitea modulation par le zinc. Notre
étude a mis en évidence un mécanisme inflammaliéi@ux biomatériaux dont les PMNs
sont la « pierre angulaire » et nous avons égalememémontrer qu'il était possibla-

vitro, de moduler ce systeme inflammatoire.

Cependant, il reste a montrer précisément quelleshiveau d'action de la
substitution en zinc dans notre modeéle cellulaiDéfférentes pistes sont a explorer,
notamment la voie de signalisation du TLR-4 qui BEmétre impliqué dans la
reconnaissance des particules d’'HA par les cellutesunitaires (Grandjean-Laquerriere
et al 2007). Une autre voie intéressante est celle wEepteurs a I'lL-8 dont
'engagement dans la réponse des PMNs a été claimedémontré dans ces travaux de
théese. Enfin la voie de I'lL-1 pourrait égalementeéimpliquée, comme le suggere la
littérature, démontrant que le zinc régule négatieet I'action d’'IRAK-1 (Haaseet al,

2007) impliquée a la fois dans la voie de I'lL-1det TLR-4.

Plus précisément, nous proposons d’étudier la dee MAPKs (Erk, p38 et Jnk)
puisque son activation aboutit au relargage dekiyes par les PMNs (Cloutier et al,
2006) et qu’elle intervient a la fois dans les wotes TLRs (Niclet al, 1999) de I'lL-1
(Dinarello, 1996) et de I'lL-8 (Waught al, 2008). Le blocage différentiel de ces acteurs
de la transduction par des inhibiteurs chimiquesisngermettra d’identifier plus
spécifiqguement le niveau d’action du zinc sur lpose inflammatoire. De plus, les ions
zinc agissant sur l'activation de NB et AP-1 (Herbeinet al, 2006), nous étudierons

leurs effets sur 'activation de ces facteurs dagcription.

En vue de poursuivre nos études de modulation desepsus inflammatoires, nous
envisageons d’étudier l'effet d’HA substituées pHautres cations divalents sur les
cellules inflammatoires. Notamment, le strontium uso semble particulierement
intéressant grace a sa capacité a favoriser laussgoosseuse. Des études sont d’ores et
déja en cours au sein du laboratoire concernanefiess de tels biomatériaux sirla

production de matrice osseuse par les ostéoblasfede profil protéasique des
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monocytes/macrophages. A notre connaissance, audaneée concernant les PMNs

n’est a ce jour disponible.

Nous avons démontré que I'lLal facteur pro-inflammatoire pléiotrope, était plus
abondamment sécrétée lors d’'un contact entre PMNsasicules d’'HA. La littérature
décrivant I'lL-1 comme un facteur permettant laféli€ntiation des ostéoclastes (Kyuety
al, 2008 ; Kimet al, 2009), nous envisageons de mettre au point utgmgsin-vitro de
co-culture d’ostéoblastes et monocytes/macrophaasprésence et absence de PMNs
stimulés ou non par des particules d'HA, I'étuderpmmlogique et phénotypique des
cultures nous permettra de déterminer l'implicatides PMNs dans les phénoménes
d’induction de la résorption osseuse par les oaedluprofessionnelles du remodelage

tissulaire osseux.

Les ostéoblastes nécessaires a ces études nougraoci@usement fournis par le
service de Chirurgie Orthopédique du Pr. DEHOUX ldépital Maison Blanche de
Reims. Ces cellules sont obtenues a partir d'expladalisés a I'occasion de la pose de
protheses totales de hanche. Dans le cadre déli$tament des co-cultures, il s’agira de
récupérer des leucocytes a partir du sang circadastmémes donneurs, afin d’éviter toute
réaction inflammatoire croisée due a la reconnaissadu non-soi. De plus, a cette
occasion, nous envisageons d’effectuer un suivigitodinal des patients avec des
prélevements préopératoires, une semaine postopé@raét un an postopératoire afin
d’étudier la susceptibilité des cellules inflammeds a étre « pré-stimulées » par la pose
d’'un implant chirurgical. Sur du long terme, nousfierons des révisions ou échecs de
prothéses pour étudier le comportement des celbidatenues dans les liquides synoviaux
périprothétiques.

Nos travaux ont démontré [l'influence des partisulde biomatériaux sur
I'activation des PMNs par contact et/ou phagocyt@ependant, a notre connaissance, il
n’'existe pas de données accessibles concernaéptamse de ces cellules sur une surface
d’HA in-vitro. Nous répondrons a cette question en utilisantpdets de titane revétus
d’HA afin de nous rapprocher autant que possible cenditions réelles de la mise en

place des phénomenes inflammatoires menant aultlgeeat aseptique.
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Afin d’évaluer réellement le potentiel immunomoaligur de I'HA substituée en
zinc en tant que matériau de recouvrement prothétiqqous envisageons de mettre en
place des modeles d’étudésvivo. Notamment, le modéle ovin semble étre le plus
indiqué pour envisager la pose de protheses revé&aenotre matériau et effectuer un

suivi histologique de la zone péri-prosthétique riet al, 2003; Coathupet al, 2005).
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VELARD Frédéric

Etude de l'activation des polynucléaires neutroghihumains en réponse aux particules
d’hydroxyapatite et de sa modulation par le zinmplications dans le contréle de la
réponse inflammatoire aigué

RESUME :

Le descellement aseptique est la premiere caushekédes prothéses totales de hanche.
L’hydroxyapatite (HA), biomatériau utilisé pour keovrir les parties métalliques des
implants, est pourvoyeur de débris. Ces dernierg sopliqués dans l'inflammation
chronique observée lors de descellements asepti@eggendant, la phase inflammatoire
aigué liée aux biomatériaux, et notamment la répodss polynucléaires humains
(PMNs), cellules majoritaires de la phase inflamwirat précoce, aux particules
d’hydroxyapatite n’est que trés peu documentéeréNtravail a permis de démontrer que
les particules d’HA avaient un potentiel activateis a vis des PMNSs. Le contact entre
les biomatériaux et ces cellules immunitaires éngaune sécrétion accrue de facteurs
pro-inflammatoires (IL-& et IL-8) et chimioattractants (IL-8, MIPed MIP-13) ainsi que
de la métalloprotéase matricielle 9 (MMP-9). Danse useconde étude, nous avons
démontré que l'utilisation d’'une HA substituée enczpermettait de moduler I'expression
de I'IL-8 et la sécrétion de la MMP-9. Ces mécarasmemblent impliquer les récepteurs
de I'lL-8 comme éléments majeurs de I'activatiors d@MNs suite au contact avec les
particules d’'HA.

L'’ensemble de nos résultats fournit pour la premifris un mécanisme potentiel de la
mise en place de la réponse inflammatoire aiguébammatériaux.

MOTS CLES :Inflammation - Polynucléaires Neutrophiles - Cytods - Hydroxyapatite -
Biomatériaux - Métalloprotéases - Zinc.
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