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RESUME

L’environnement et les forces mécaniques peuvent moduler le taux de croissance des os.
Ce phénomene constitue un concept clé dans la progression des malformations
musculosquelettiques infantiles et juvéniles. La modulation mécanique de la croissance est d’un
intérét grandissant dans le développement et 1’amélioration des approches minimalement
invasives qui visent la modulation de la croissance de manicre locale tout en préservant la
croissance naturelle des os et les fonctions des différents segments osseux. La croissance
longitudinale des os s’opere au droit des plaques de croissance. Bien que plusieurs approches
préconisées en orthopédie pédiatrique soient basées sur la modulation de la croissance, les
paramétres de chargement optimaux, permettant un meilleur contréle sur la modulation de la
croissance, ne sont pas clairement définis. Des études récentes ont investigué les effets d’un
chargement statique vs dynamique appliqué sur des plaques de croissance, mais ont utilisé des
parametres de chargement non controlés, non équivalents en terme de chargement moyen
résultant, ou non normalisés. Cette étude vise a déterminer les effets différentiels entre
chargements statiques ou cycliques controlés, équivalents et normalisés sur la plaque de
croissance, afin de déterminer le type de chargement offrant le meilleur potentiel de modulation

de croissance.

Des explants de plaques de croissance porcines provenant de porcs 4gés de 4 semaines ont
été divisés en 4 groupes: baseline, controle, chargement statique et chargement cyclique
équivalent. Une déformation en compression appliquée a un taux de 1.5E-03 s puis maintenue
constante a 10% est appliquée sur les explants du groupe statique et une déformation en
compression sinusoidale (0.1 Hz) variant de 7% a 13% (moyenne de 10%) est utilisée pour le
groupe dynamique. Les chargements sont réalisés sur une période de 48 heures a I’aide d’un
systéme de microchargement installé dans un incubateur (37 °C, 5% CO). Le groupe contrdle est
incubé dans les mémes conditions, mais sans chargement. Pour le groupe baseline, les explants
sont traités immédiatement apres la dissection. Suite aux tests, I’histomorphométrie des plaques
de croissance est caractérisée a partir de fragment d’explants enrobés dans le méthylmétacrylate.
L’¢épaisseur totale de la plaque de croissance ainsi que la hauteur combinée des zones
proliférative et hypertrophique sont mesurées sur des coupes histologiques colorées au bleu de

Toluidine, puis le ratio combiné des deux zones inférieures par rapport a I’épaisseur totale est
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évalué. Des analyses statistiques sont complétées afin de comparer les chargements statique et
dynamique. L’expression de 1’aggrécane, du collagene de type II, du collagene de type X et du
MMP13 dans la matrice extracellulaire est caractérisée par immunohistochimie sur des sections
de paraffine. Des analyses qualitatives permettent d’évaluer le niveau d’expression de chacune
des protéines de méme que sa localisation dans la plaque de croissance. Une analyse comparative

montre les tendances et les différences entre les groupes.

Les résultats indiquent que la compression statique engendre une diminution importante
du ratio combiné des zones proliférative et hypertrophique par rapport a I’épaisseur totale de la
plaque de croissance. Dans le cas des échantillons chargés dynamiquement, ce ratio est conservé
lorsque comparé aux échantillons controle. Une désorganisation importante des colonnes de
chondrocytes est cependant observée dans les zones proliférative et hypertrophique des
¢échantillons chargés dynamiquement alors que 1’organisation structurale des chondrocytes est
conservée dans les échantillons chargés statiquement. Cette perturbation de 1’arrangement
columnaire dans les échantillons chargés dynamiquement pourrait vraisemblablement étre reliée
a une augmentation de la prolifération cellulaire, qui aurait forcé I’accommodement de matériel
cellulaire et/ou extracellulaire ajouté dans la zone proliférative. Les résultats montrent également
une réduction de I’expression de 1’aggrécane, du collagene de type II et du collagéne de type X
suite au chargement statique. En revanche, la compression dynamique contribue a la synthése de
I’aggrécane et du collagene de type II dans la matrice extracellulaire de la plaque de croissance,
suggérant que les charges dynamiques préservent la composition de la plaque de croissance.
Considérant que la matrice extracellulaire ainsi que la prolifération et I’hypertrophie des
chondrocytes sont étroitement liées au processus de croissance longitudinale, la croissance
pourrait possiblement reprendre normalement apres un traitement orthopédique de modulation de

croissance impliquant des charges dynamiques.

Les principales limites du projet résident dans 1’utilisation d’un modéle expérimental in
vitro et dans la taille limitée de I’échantillonnage. En contrepartie, cette étude est la premiere a
compléter une analyse comparative normalisée qui fournit des indications pertinentes sur les
effets différentiels des charges statiques et dynamiques équivalentes en terme de déformation

moyenne.
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L’hypotheése de recherche, selon laquelle des chargements statiques et cycliques
équivalents entrainent des changements distincts dans I’histomorphométrie de la plaque de
croissance et dans les modes d’expression de protéines de sa matrice extracellulaire, est
confirmée. Le type de chargement joue un rdle important dans la réponse mécanobiologique des
plaques de croissance et le processus de croissance longitudinale est affecté différemment par une
compression statique ou dynamique. La réalisation d’une future étude in vivo permettra entre
autres de mesurer la prolifération cellulaire, I’hypertrophie des chondrocytes ainsi que le taux de
croissance. Le potentiel de modulation de croissance des charges dynamiques versus les charges

statiques pourrait étre démontré concrétement.

Mots-clés : plaque de croissance, compression statique/dynamique, mécanobiologie,

histomorphométrie, immunohistochimie
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ABSTRACT

The environment and mechanical forces may modulate the rate of bone growth. This is a
key concept in the progression of infantile and juvenile musculoskeletal deformities. The
mechanical modulation of growth is an increasing interest in the development and improvement
of minimally invasive approaches that aim at modulating local growth while preserving the
natural growth and functions of bone and bone segments. Bone longitudinal growth occurs in the
growth plate. Although several approaches advocated in pediatric orthopedics are based on
growth modulation, optimal loading parameters, allowing better control over the growth
modulation, are not clearly defined. Recent studies have investigated the effects of dynamic
versus static loads applied to growth plates, but have used uncontrolled loading parameters that
were nonequivalent in terms of average strain or not standardized. This study aims to determine
the differential effects between static and cyclic loadings, equivalent and standardized, on the

growth plate to determine which type of loading has the greatest potential for growth modulation.

Growth plate explants from 4-week-old swine were divided into four groups: baseline,
control, static loading and equivalent cyclic loading. A 10% compressive strain is applied on the
explants at a rate of 1.5E-03 s-1 and then kept constant. A sinusoidal compressive strain (0.1 Hz)
ranging from 7% to 13% (mean of 10%) is used for the dynamic group. The loads are maintained
over a 48 hours period using a micromechanical testing system installed in an incubator (37 ° C,
5% COy). The control group is incubated under the same conditions but without loading. For the
baseline group, the explants were treated immediately after dissection. Following the tests,
histomorphometry of growth plates is characterized from explants fragment embedded in the
methylmethacrylate. The total thickness of the growth plate and the combined height of the
proliferative and hypertrophic zones are measured on histological sections stained with Toluidine
blue, and the combined ratio of the two lower zones compared to the total thickness is
evaluated. Statistical analyses are conducted to compare the response to static and dynamic
loads. The expression of aggrecan, type II collagen, type X collagen and MMPI13 in the
extracellular matrix is characterized by immunohistochemistry on paraffin sections. Qualitative
analyses are completed to assess the level of expression of each protein as well as its location in

the growth plate. A comparative analysis shows trends and differences between groups.
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The results indicate that static compression leads to a significant decrease in the combined
ratio of the proliferative and hypertrophic zones relative to the total thickness of the growth
plate. In the case of dynamically loaded samples, this ratio is preserved when compared with
control samples. A major disruption of the columnar organization of chondrocytes is observed in
the proliferative and hypertrophic zones of dynamically loaded samples, however the structural
organization of chondrocytes is retained in the statistically loaded samples. This disruption of the
columnar arrangement in the dynamically loaded samples could probably be related to increased
cell proliferation, which would force the accommodation of additional cellular and/or
extracellular material added to the proliferative zone. The results also show a reduction in the
expression of aggrecan, type II collagen and type X collagen after static loading. In contrast,
dynamic compression contributes to the synthesis of aggrecan and type II collagen in the
extracellular matrix of growth plate, suggesting that dynamic loads preserve the composition of
the growth plate. Considering that the extracellular matrix and the proliferation and hypertrophy
of chondrocytes are intimately related to the longitudinal growth process, growth could possibly
return to normal after orthopedic treatment involving growth modulation based on dynamic

loads.

The main limitations of the project are the use of an experimental in vifro model and the
limited size of the samples. In return, this study is the first to complete a standard benchmarking
that provides relevant information on the differential effects of static and dynamic loading

equivalent in terms of average strain.

The research hypothesis that static and equivalent cyclic loads result in distinct changes in
histomorphometry of the growth plate and in the expression pattern of the extracellular matrix
proteins is confirmed. The type of loading plays an important role in the mechanobiological
response of the growth plates and the longitudinal growth process is affected differently by a
static or dynamic compression. The realization of a future in vivo study will include measurement
of cell proliferation, chondrocytes hypertrophy and growth rate. The growth modulation potential

of dynamic versus static loads could be demonstrated in concrete terms.

Keywords : growth plate, static/dynamic compression, mechanobiology, histomorphometry,

immunohistochemistry
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INTRODUCTION

En plus des facteurs de croissance, des hormones, des nutriments et de la génétique,
I’environnement et les forces mécaniques peuvent moduler le taux de croissance des os [1-11].
Ce phénomene constitue un concept clé dans la progression des malformations
musculosquelettiques infantiles et juvéniles, comme la scoliose idiopathique adolescente, les
maladies neuromusculaires, le spondylolisthésis, le genu varum / valgum et autres déformations
[5; 12; 13]. La modulation mécanique de la croissance est aussi d’un intérét grandissant dans le
développement et I’amélioration des approches minimalement invasives qui visent la modulation
de la croissance de maniere locale tout en préservant la croissance naturelle des os et les

fonctions des différents segments osseux.

La croissance longitudinale des verteébres et des os longs s’opere via un processus
d’expansion interstitielle et d’ossification endochondrale des plaques de croissance
cartilagineuses. La forme, la taille et I’arrangement des cellules de la plaque de croissance, les
chondrocytes, définissent trois zones morphologiques distinctes : la zone de réserve, la zone
proliférative et la zone hypertrophique [14; 15]. La différenciation et la croissance des
chondrocytes est le résultat d’un processus spatio-temporel complexe qui s’opére a travers ces
trois zones, ou les colonnes de chondrocytes servent d’unités fonctionnelles a la croissance en
longueur des os [16; 17]. Bien qu’a ce jour, la contribution relative de chacune des trois zones ne
soit pas completement établie, I’hypertrophie des chondrocytes serait un régulateur plus efficace

de la croissance endochondrale que la prolifération cellulaire [17].

La mécanobiologie de la plaque de croissance, ou I’étude de I’effet des charges
mécanique sur la biologie moléculaire et de la génétique des tissus biologiques, a été étudiée in
vivo sur différents modéles animaux [2; 4; 6; 8-10]. Il existe des preuves convaincantes que des
forces statiques altérent la croissance longitudinale des os; une pression accrue sur les plaques
retarde la croissance et une pression réduite ’accéleére [5; 8]. Bon nombre d’auteurs font
référence a ce phénomene en le désignant par la loi Hueter-Volkmann [5; 6]. Des études
comparatives plus récentes ont investigué les effets d’un chargement statique comparativement a
un chargement dynamique appliqué sur les plaques de croissance [1; 3; 7; 11]. Toutefois, ces
¢tudes comparatives statique/dynamique in vivo utilisent souvent des parametres de chargement

qui ne sont pas rigoureusement définis en terme d’amplitude [3], qui sont non équivalents en



terme de chargement moyen résultant [1; 3; 11] ou qui sont simplement non normalisés par

rapport a 1’épaisseur de I’échantillon [1; 3; 7; 11].

L’objectif principal du présent projet est de mener une étude comparative des effets
encourus par des chargements statiques et cycliques appliqués sur des explants de plaques de
croissance. Le développement des différents protocoles expérimentaux et I’implémentation de
quatre groupes d’études (baseline, controle, statique, dynamique) fait également partie intégrante
du projet. Le projet est reconduit suivant deux objectifs spécifiques: la caractérisation de
I’histomorphométrie des plaques de croissance et des modes d’expression de certaines molécules
clés de la matrice extracellulaire ainsi que la complétion d’une analyse comparative afin
d’évaluer les effets d’un chargement statique versus un chargement dynamique. En répondant a
I’hypotheése que des chargements statiques et cycliques équivalents (comparable en terme de
déformation moyenne) engendrent des variations dans 1’histomorphométrie ainsi que des modes
d’expression de protéines distincts dans la matrice extracellulaire, il est démontré que les explants
de plaques de croissance répondent différemment a la compression in vitro statique et
dynamique. En plus de servir aux études mécanobiologiques permettant de comprendre comment
les chargements mécaniques peuvent altérer pathologiquement la croissance et le développement
des tissus osseux, ces connaissances pourront ultérieurement servir au développement de

nouvelles approches orthopédiques basées sur la modulation de la croissance.

Ce mémoire par article est divisé en quatre chapitres. Le premier chapitre présente une
revue des connaissances nécessaires a la bonne compréhension du projet. Il contient des notions
sur le systéme musculosquelettique et la plaque de croissance ainsi que sur la croissance
longitudinale des os. L’état des connaissances sur la mécanobiologie de la plaque de croissance y
est aussi résumé. Le second chapitre décrit la rationnelle du projet, ’hypotheése de recherche et
les objectifs spécifiques. Le corps du mémoire est constitué d’un article scientifique présenté au
troisiéme chapitre. L’article regroupe I’ensemble des résultats obtenus en lien avec
I’histomorphométrie de la plaque de croissance et les modes d’expression des protéines de la
matrice extracellulaire. Le dernier chapitre contient des résultats complémentaires relatifs a
I’extraction d’ARN et a la quantification de I’expression des geénes de la matrice. Une discussion
générale sur le projet est par la suite présentée, suivie d’une conclusion et de recommandations

pour des projets connexes futurs.



CHAPITRE1 REVUE DES CONNAISSANCES

1.1 Le systéme musculosquelettique

Le systéme musculosquelettique donne aux étres vertébrés la capacité de bouger. Il assure
la forme, la stabilité et le mouvement du corps. Le systéme musculosquelettique est constitué des
os, des muscles, du cartilage, des tendons et ligaments, des articulations et d’autres tissus

conjonctifs.

1.1.1 Role du systeme musculosquelettique

En terme de structure, les os assurent un support au corps humain, agissent en tant que
levier rigide lors d’actions musculaires et servent de protection pour plusieurs organes vitaux
internes tels que le cceur et le cerveau [18]. Le corps humain est constamment soumis a I’effet de
son propre poids, de I’action musculaire et a des forces externes telles des levées de charges, des
forces d’impact ou autres. C’est le systétme musculosquelettique qui, contrélé par le systeme
nerveux central et le systéme nerveux périphérique, gouverne les mouvements du corps et de ses
articulations. Les différents groupes musculaires travaillent pour générer des forces qui sont
transmises par les os et les articulations pour permettre aux individus de maintenir une position
volontaire et controlée. Le systétme musculosquelettique génére (via les muscles) et transmet (via
les os et articulation) continuellement des forces mécaniques pour assurer la forme, la stabilité et
le mouvement du corps. Maintenir une position assise ou une position debout sont deux exemples
du rdle essentiel du systéme musculosquelettique [19]. Outre leur rdle structural au sein du
systéme musculosquelettique, les os ont également un role métabolique. Ils agissent a titre de

réservoir de minéraux et de production de cellules sanguines (hématopoiese) [20].

1.1.2 Composition du systéme musculosquelettique

Les sections qui suivent détaillent la structure, la composition et le role de trois
importantes composantes du syst¢tme musculosquelettique, les os, le cartilage et la plaque de

croissance.



1.1.2.1 Les os
Le role des os

Comme mentionné précédemment, les os offrent un support au corps humain, agissent en
tant que levier rigide lors d’actions musculaires et servent de protection pour plusieurs organes
vitaux. Les os agissent également a titre de réservoir de minéraux et de production de cellules

sanguines.
La structure des os

Au nombre de 206, les os sont répartis sur le squelette axial (entourant les viscéres) et le
squelette appendiculaire (membres supérieurs et inférieurs), tous deux attachés a la colonne
vertébrale. Il existe quatre types d’os : les os longs, les os courts, les os plats ainsi que les os

irréguliers qui regroupent tous les os n’appartenant a aucune autre catégorie.

Les os longs sont nettement plus longs que larges et ils se divisent en trois parties : la
diaphyse, les métaphyses ainsi que les épiphyses proximale et distale. La diaphyse constitue I’axe
longitudinal des os longs et est composée d’un tissu osseux compact appelé os cortical. Le canal
médullaire est une cavité qui renferme la moelle osseuse au centre de la diaphyse des os longs et
il est entouré d’une membrane fibreuse riche en vaisseaux nourriciers appelé le périoste. Ce
dernier contribue a la croissance osseuse en épaisseur. L’endoste est une mince couche de tissus
conjonctifs qui recouvre la paroi interne du canal médullaire. Les épiphyses sont généralement
plus épaisses que la diaphyse et sont constituées d’os spongieux recouvert d’os cortical et de
cartilage articulaire. La métaphyse (ou ligne épiphysaire) est la région située entre la diaphyse et
I’épiphyse. Chez I’adulte, il s’agit d’un vestige de la plaque de croissance, centre de la croissance

longitudinale de I’os chez I’enfant. La Figure 1.1 illustre la structure des os longs.

Les os courts (carpes, tarses) ont leurs trois dimensions sensiblement égales, ils sont
composés d’un noyau d’os spongieux entouré¢ d’os cortical. Les os plats (sternum, cotes,
scapula), dont la longueur et la largeur sont plus importantes que I’épaisseur, sont composés de

deux couches d’os cortical qui renferment une mince couche d’os spongieux [21; 22].
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Figure 1.1 : Structure des os longs (A) vue antérieure avec coupe frontale (B) coupe transversale

agrandie (image adaptée de [22])

Les vertebres forment la colonne vertébrale et sont un exemple d’os irréguliers. Les
vertebres sont constituées d’un corps vertébral et possédent des surfaces supérieure et inférieure
relativement planes. En opposition aux os longs, les vertebres ne présentent pas d’épiphyse. Les
plateaux vertébraux sont en contact direct avec le disque intervertébral, ce dernier s’intercalant

entre chaque vertebre.
La composition des os

L’os est un tissu conjonctif vascularis¢é formé d’une matrice osseuse calcifiée et de
cellules osseuses (ostéoblastes, ostéocytes et ostéoclastes). Les ostéoblastes sont des cellules qui
synthétisent la partie non-minérale des os et participent ensuite a la minéralisation de cette
matrice. Par division cellulaire, 1'ostéoblaste élabore d’abord la matrice au niveau de la surface

osseuse puis autour de lui. Une fois la matrice calcifiée, il se transforme en ostéocyte. Les



ostéocytes sont alors emprisonnés dans le tissu osseux et participent au renouvellement et au
maintien de la matrice extracellulaire (matrice osseuse). Les ostéoclastes sont multi-nucléés et
sont responsables de la résorption osseuse au niveau du périoste et de I’endoste. L'os adapte
continuellement sa structure aux contraintes auquel il est soumis : ce phénomene fait référence au
remodelage osseux. En synergie avec D’activité des ostéoblastes, les ostéoclastes assurent

I’optimisation entre rigidité et volume osseux.

La matrice extracellulaire calcifiée de 1’os est composée d’une phase organique et d’une
phase inorganique. La phase organique de 1’os est constituée d’un réseau de fibres de collagene,
de protéoglycanes et d’autres protéines non collagéniques spécifiques au tissu osseux. Les fibres
sont localement paralléles les unes aux autres et organisées en fonction des forces externes. La
phase inorganique de la matrice renferme principalement des sels et minéraux. Par le fait qu’elle

soit rigide, la matrice osseuse se distingue des autres types de matrice extracellulaire.

Tous les os sont constitués de deux types de tissus osseux, 1’0s spongieux et 1’os cortical.
L’os spongieux est d’apparence friable et peut s’écraser facilement sous de fortes pressions. Il est
constitué de lamelles osseuses disposées en travées aussi appelées trabécules osseuses.
Mécaniquement, 1’organisation de 1’0os spongieux lui confére un maximum de force avec un
minimum de matériel (Figure 1.2). L’os cortical est trés dense, dur et résistant. Il forme un
cylindre creux plus ou moins épais donnant naissance au canal médullaire dans la diaphyse des os
longs. Les lamelles osseuses sont organisées de maniere concentrique formant des complexes
appelés ostéons [21; 22]. La Figure 1.3 montre la structure interne et la composition de 1’os

cortical et de I’os spongieux.



Figure 1.2 : Apparence de l'os spongieux (license libre autorisée par Patrick Siemer, San

Francisco, Wikimedia Commons)
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Figure 1.3 : Composition et structure interne des os longs (A) schéma en coupe de l'os cortical et

de I'os spongieux (B) schéma en coupe d'un ostéon agrandi (image adaptée de [22])



1.1.2.2 Le cartilage
Le role du cartilage

Il existe trois types de cartilage: le cartilage ¢lastique, le cartilage fibreux (fibrocartilage) et
le cartilage hyalin. Leur composition et leur structure varient selon leur fonction. Le cartilage
¢lastique permet a des structures flexibles de garder leur forme. Le cartilage fibreux est
hautement compressible et tres résistant en traction. Intermédiaire entre le cartilage ¢élastique et le
cartilage hyalin, il assure la jonction entre les os et les tendons ainsi qu’entre deux vertcbres
consécutives au droit du disque intervertébral. Le cartilage hyalin (dont le cartilage articulaire)
est le plus abondant dans le systéeme musculosquelettique. Il agit en tant que support flexible et
¢lastique. Le cartilage articulaire a pour principales fonctions de transmettre les forces entre les
os articulés et de distribuer les forces dans les articulations. Il permet également un mouvement
relatif avec friction minimum entre les surfaces articulaires [20; 22]. La plaque de croissance est
un type particulier de cartilage hyalin qui assure la croissance longitudinale des os. Elle est situ¢e
entre la métaphyse et I’épiphyse aux deux extrémités des os longs et des vertebres [23]. La

section 1.2.1 explique en détails le rdle, la structure et la composition de la plaque de croissance.
La structure du cartilage

Le cartilage est un tissu conjonctif pratiquement avascularisé. C’est 1’action cyclique de
compression/tension dans le cartilage qui aide la diffusion dans le tissu et permet de nourrir les
cellules constitutives. Le cartilage se développe et se répare toutefois beaucoup plus lentement

que les autres tissus conjonctifs [22].
La composition du cartilage

Le cartilage est composé d’eau, de cellules, de fibres élastiques et de fibres de collagene
ainsi que de matrice extracellulaire. Les chondrocytes sont les seules cellules constitutives du
cartilage et sont responsables de la régulation et du maintien de la matrice extracellulaire [16]. Le
cartilage élastique contient des fibres élastiques et le fibrocartilage contient plus de collagene que
le cartilage hyaline Dans le cartilage hyalin, les fibres de collagene de type II constituent prés de
40% du poids sec du cartilage et leur arrangement varie selon le niveau de profondeur. La Figure
1.4 montre une représentation schématique de 1’orientation des fibres dans le cartilage articulaire.

La zone superficielle tangentielle contient un réseau dense de fibres tissées aléatoirement dans



des plans paralléles a la surface articulaire. Dans la zone intermédiaire, les fibres sont aussi
orientées aléatoirement, mais 1’espace entre les fibres est plus grand et les fibres sont dispersées
de mani¢re homogene. Dans la zone profonde, les fibres se regroupent et forment des paquets
orientés perpendiculairement a la surface articulaire [24]. La matrice extracellulaire, qui
représente prés de 90% du volume du cartilage, est principalement composée d’eau et de

protéoglycanes [25-28].
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Figure 1.4 : Représentation schématique de 1'orientation des fibres dans le cartilage articulaire

(image adaptée de [24])
1.2 La plaque de croissance et la croissance longitudinale

1.2.1 La plaque de croissance

La croissance longitudinale des vertebres et des os longs est due a 1’expansion interstitielle
et a Dossification endochondrale des plaques de croissance cartilagineuses. Les sections qui
suivent décrivent la composition et la structure de la plaque de croissance, de méme que le rdle
spécifique de chacune de ses trois zones; la zone de réserve, la zone proliférative et la zone

hypertrophique.

1.2.1.1 Composition de la plaque de croissance

La plaque de croissance est constituée de cellules (chondrocytes) entourées de matrice

extracellulaire. La matrice est un réseau de fibres de collagene agrégées dans un complexe de
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protéoglycanes. La composition de la matrice varie en fonction des zones morphologiques de la
plaque de croissance [16; 29; 30]. Parce que la composition est différente et que les molécules
sont en concentrations inégales dans la plaque de croissance, les propriétés mécaniques varient
selon les zones morphologiques [31; 32]. Le Tableau 1.2 présente un récapitulatif des éléments
constituants de la plaque de croissance ainsi que leur réle respectif. La section 1.2.1.2 détaille la
structure de la plaque de croissance pour chacune des zones; la zone de réserve, la zone

proliférative et la zone hypertrophique.
Collagenes et protéoglycanes

Collagene de type II: Il s’agit du collagéne fibrillaire le plus abondant dans la matrice
extracellulaire [16; 29]. En plus d’inhiber la calcification [33] le collagéne de type II confére un

support structural a la matrice [23; 31; 34-36].

Collagéne de type IX : Egalement un collagéne de type fibrillaire, le collagéne de type IX est
exprimé dans la matrice extracellulaire de la plaque de croissance, mais en quantité moins
importante que le collagene de type II [37]. Il est présumé que le collagene de type IX permet au

collageéne de type II d’interagir avec les autres composants de la matrice extracellulaire [37].

Collagene de type XI : Il s’agit d’un collagéne de type fibrillaire qui est exprimé dans toute la
plaque de croissance [37], mais en quantité moins importante que le collagéne de type II [29].
Trés peu est connu relativement a la structure et 1’organisation des molécules de collagéne de

type IX dans la plaque de croissance [34].

Collagene de type X : Situé principalement dans la zone hypertrophique, le collagene de type X
est non fibrillaire et joue un role primordial dans la minéralisation du cartilage [30; 38; 39]. Il est

aussi un marqueur d’hypertrophie des chondrocytes [36].

Aggrécane : L’aggrécane et le protéoglycane le plus abondant et est exprimé dans toute la plaque
de croissance [16; 29; 37]. Il joue un rdle dans la rétention d’eau, les fluides interstitiels
incompressibles offrent alors a la plaque de croissance, une résistance en compression [37].

L’aggrécane offre également un support en tension [31].

Autres protéoglycanes : D’autres protéoglycanes sont présents en proportions variables dans les
zones de la plaque de croissance. Le versicane, la décorine, le biglycane, la fibromoduline, la

lumicane, la chondroitine et 1’agrine en sont des exemples [30; 31; 37; 40].
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Facteurs de croissance

La matrice extracellulaire contient également des facteurs de croissance. Se référer a la
section /.2.2.2 Régulation de la croissance par synthése/dégradation de la matrice extracellulaire

pour plus de détails.
Meétalloprotéinases

Les métalloprotéinases (MMPs) sont des enzymes protéolytiques (relatifs a processus de
dégradation des protéines) qui contribuent au remodelage de la matrice. Il existe 4 sous-groupes
de métalloprotéinases; les collagénases, les gélatinases, les stromélysines et les
métalloprotéinases de type membranaire [41]. Les collagénases sont capables de rompre les
liaisons peptidiques du collagéne. Le MMP13 (ou collagénase 3) est une protéase impliquée dans
la dégradation du collagene de type II et X ainsi que dans la dégradation de I’aggrécane et
d’autres protéoglycanes [42; 43]. Le MMPI13 contribue aussi au remodelage de la matrice
extracellulaire lors de 1’ossification endochondrale [44]. Parmi les stromélysines, le MMP3 est

aussi un dégradeur des collagenes de type Il et X, il dégrade également les collageénes de type IX

et XI [45].
Aggrécanases

Les aggrécanases sont des enzymes protéolytiques membres de la famille de protéines
ADAMTS (a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin motifs). Les aggrécanases
agissent sur les protéoglycanes, mais plus spécifiquement sur I’aggrécane. ADAMTS-4 (ou
aggrécanase I) dégrade I’aggrécane et la versicane alors que ADAMTS-5 (ou aggrécanase II)

dégrade ’aggrécane [46; 47].
Inhibiteurs de MMPs

Les TIMPs (tissue inhibitor of MMP) sont des inhibiteurs de métalloprotéinases. Il en
existe quatre types, TIMP1, TIMP2, TIMP3 et TIMP4. TIMP1 est présent dans toute la plaque de

croissance [41].

1.2.1.2 La structure de la plaque de croissance

La plaque de croissance se présente comme un disque plus ou moins ondulé d’épaisseur

variable ayant des propriétés mécaniques et morphologiques qui soient anisotropes (qui varient
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selon la direction) [17; 31; 48]. Chez les enfants et adolescents, elle est située entre 1’épiphyse et
la métaphyse des os longs. Dans les vertébres, elle se situe tout juste sous le plateau vertébral. La
plaque de croissance présente trois zones morphologiques ordonnées perpendiculairement a 1’axe
de croissance; la zone de réserve, la zone proliférative et la zone hypertrophique. Ces trois zones
se distinguent entre autres par la forme, la grosseur et I’arrangement des cellules [5; 14; 15; 37;
49; 50]. La taille de chacune des zones ainsi que sa proportion par rapport a 1’épaisseur totale de
la plaque de croissance varie beaucoup selon la location physiologique, le stade de croissance et
I’espeéce animale [17; 49]. Sur une section de plaque de croissance, il est possible d’observer des
colonnes de chondrocytes relativement ordonnées dans les zones proliférative et hypertrophique,
alors que les cellules sont distribuées plus ou moins aléatoirement dans la zone de réserve. Les
cellules de la zone de réserve sont plates et plus petites, elles deviennent plus rondes et plus
grosses en passant de la zone proliférative a la zone hypertrophique. La Figure 1.5 montre sur une

section histologique, la structure de la plaque de croissance porcine.

zone de réserve

zone proliférative

zone hypertrophique

jonction chondro-osseuse

Figure 1.5 : Section histologique de plaque de croissance porcine (imprégnation en paraffine,

coloration au bleu de Toluidine — grossissement 100x)
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Structure de la zone de réserve

La zone de réserve s’étend de la jonction chondro-osseuse distale de I’épiphyse jusqu’a sa
limite avec la zone proliférative, ou les cellules tendent a s’organiser en colonnes [15; 50; 51]. La
zone de réserve pourrait regrouper des cellules avec diverses fonctions physiologiques, mais il
n’y a actuellement pas consensus sur le role exact de ces cellules [5; 49]. Les chondrocytes sont
organisés aléatoirement et parfois en petits groupes [49; 50]. Les chondrocytes auraient d’abord
une fonction de cellules souches [15; 48; 49; 51; 52], et seraient ensuite stimulés pour initier
I’expansion clonale des cellules prolifératives [40; 48; 49]. La matrice de la zone de réserve est
composée de fibres de collagene de type II orientées aléatoirement ainsi que de protéoglycanes et
d’eau [16; 53; 54]. Le ratio volumique de matrice par rapport aux cellules y est beaucoup plus
¢levé que dans les autres zones [37; 55]. En effet, le ratio matrice/cellule diminue
considérablement en s’approchant de la jonction chondro-osseuse. Le ratio atteint des valeurs
supérieures a 9 dans la zone de réserve, reste borné entre 4 et 8 dans la zone proliférative et

diminue substantiellement jusqu’a des valeurs inférieures a 1 dans la zone hypertrophique [55].
Structure de la zone proliférative

La densité de chondrocytes est élevée dans la zone proliférative [50] et le cycle cellulaire
y est tres rapide [15; 17; 33]. Le nombre de cellules varie toutefois avec le stade développemental
et est fonction du taux de croissance [49; 56]. Les chondrocytes ont une forme de disque aplati et
sont organisés en colonnes le long de 1’axe longitudinal de croissance [15; 33; 37; 40; 50]. La
zone proliférative est riche en collagéne de type II et les fibres sont orientées de manicre
longitudinale par rapport a 1’axe de croissance [29; 33]. La zone proliférative produit é¢galement
des métalloprotéinases (MMPs) : MMP2 et MMP9 [41] ainsi que MMP13 [16]. Les inhibiteurs
de ces MMPs sont aussi présents [41].

Structure de la zone hypertrophique

La zone hypertrophique est située entre la zone proliférative et la métaphyse de 1’os.
Plusieurs auteurs divisent la zone hypertrophique en deux sous-zones : la zone préhypertrophique
(zone de transition) et la zone hypertrophique [29; 33; 40; 49; 51; 57]. C’est dans la zone de
transition que la division cellulaire s’achéve [40; 49], soit aprés un nombre fini de divisions [40;
51] ou par l’action d’un facteur de croissance local [37; 40; 49; 57]. L’hypertrophie des

chondrocytes débute dans la zone de transition [40; 58] et cette zone est métaboliquement plus
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active que la zone proliférative [17; 33]. La zone de transition, trés étroite, caractérise la
coordination temporelle de la différenciation cellulaire [49]. Il s’agit d’une zone riche en
collagéne de type IX [40] et en collagéne de type II [16; 29; 59]. Le collagene de type X
commence a étre synthétisé [29; 33] et la présence de MMP13 contribue au remodelage de la

matrice extracellulaire [16].

La différenciation cellulaire des chondrocytes se termine dans la zone hypertrophique [37;
40]. Les cellules changent alors de forme et leur volume augmente considérablement [14; 37; 40;
50; 60]. L’augmentation de volume serait conséquente a [’augmentation des fluides
intracellulaires et a la modification de la matrice extracellulaire [50]. Avec des valeurs inférieures
a 1, il s’agit de la zone avec le plus faible ratio matrice/cellule [55]. Il y a une importante
synthése de matrice extracellulaire dans la zone hypertrophique [40; 50], synthése qui est
beaucoup plus importante que dans la zone proliférative [17; 50]. Plus spécifiquement, les
chondrocytes sécrétent du collagéne de type II et de type X [16; 29; 30], du MMP13 [16; 37] et
des aggrécanases [61]. Les fibres de collagénes de type II et X demeurent orientées selon I’axe
longitudinal [53]. Finalement, c’est a la jonction entre la métaphyse et la zone hypertrophique
que la minéralisation des cellules et de la matrice extracellulaire survient et permet la formation

de nouvel os [33; 40; 51].

1.2.1.3 Role de la plaque de croissance
Role de la zone de réserve

Les chondrocytes de la zone de réserve synthétisent de la matrice extracellulaire qui
emmagasine les nutriments requis pour les zones proliférative et hypertrophique [33]. La zone de
réserve pourrait avoir une fonction de support mécanique, spécialement pour les espéces chez
lesquels la croissance est lente et s’étend sur de longues périodes [49], i.e. les animaux de plus
grandes tailles. Les premiers chondrocytes prolifératifs sont retrouvés dans la zone de réserve, de
méme qu’un facteur qui commanderait I’orientation columnaire des cellules et un autre facteur
qui empécherait I’hypertrophie prématurée des chondrocytes en inhibant la différenciation
terminale des cellules. Ainsi, la zone de réserve jouerait un réle important dans I’organisation de

la plaque de croissance [52].

Role de la zone proliférative
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Il y a une grande production de nouveaux chondrocytes dans la zone proliférative. Ceci
permet de conserver 1’équilibre perturbé par les pertes cellulaires dues a la minéralisation des
cellules et de la matrice extracellulaire a la jonction chondro-osseuse. Apres 1’hypertrophie des
chondrocytes et la synthése de la matrice extracellulaire, la prolifération cellulaire serait un autre

acteur important dans la régulation du taux de croissance [56].
Role de la zone hypertrophique

Les changements de forme et de volume des cellules couplés a I’hypertrophie des
chondrocytes permettent & la zone hypertrophique de réguler de maniére trés efficace la
croissance longitudinale des os [17; 56]. L’efficacité et le taux d’hypertrophie varient d’une

espece a 1’autre [14; 62].

1.2.2 La croissance longitudinale des os

La croissance en longueur des os longs et des vertebres s’opeére via le processus
d’ossification endochondrale, i.e. par la syntheése d’un tissu cartilagineux ensuite transformé en
os. Bien que chez I’humain, le taux de croissance diminue jusqu’a la maturité du squelette vers
18-20 ans, des périodes de croissance accélérée sont observées a I’enfance et a I’adolescence. La
fermeture de la plaque de croissance marque 1’achévement de la croissance longitudinale,
généralement vers la fin de I’adolescence [63]. La Figure 1.6 illustre le processus d’ossification

endochondrale des os longs.
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Figure 1.6 : Ossification endochondrale des os longs (image adaptée de [22])

Les mécanismes biologiques impliqués dans la croissance sont régulés par différents
facteurs tels les hormones de croissance (GH) [64-67], les facteurs de croissance, les nutriments,
les facteurs génétiques, les agents chimiques (médicaments) et I’environnement mécanique. La
section 1.2.2.1 décrit le mécanisme général de la croissance longitudinale et la section 1.2.2.2
explique la régulation de la croissance par la synthese/dégradation de la matrice extracellulaire.
L’environnement mécanique joue également un role primordial dans la modulation de la
croissance. La section 1.3 traite de I’influence de 1’environnement mécanique sur la croissance et
de la mécanobiologie de la plaque de croissance. Plusieurs pathologies musculosquelettiques sont

en lien avec la croissance des os; la section 1.3.2.2 présente ces principales pathologies.

1.2.2.1 Mécanisme général de croissance

La différenciation des chondrocytes et la croissance longitudinale des os sont le résultat
d’un processus spatio-temporel complexe qui s’opére a travers les trois zones de la plaque de
croissance, ou les colonnes de chondrocytes servent d’unités fonctionnelles a la croissance en
longueur des os [16; 17]. Dans la plaque de croissance, les chondrocytes s hypertrophient et
synthétisent de la matrice extracellulaire. Ce processus de croissance interstitielle s’effectue de

concert avec les cellules d’'une méme colonne et selon un ordre prédéfini [17]. Les chondrocytes
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sont en constante mitose et s’empilent face a I’épiphyse en poussant les cellules plus dgées vers la
diaphyse. Alors que les chondrocytes se dégénerent, les ostéoblastes ossifient les restes pour
former du nouveau tissu osseux. Ce phénoméne s’appelle 1’ossification endochondrale. La
prolifération et I’hypertrophie des chondrocytes [14; 15; 17; 48; 50; 56] jouent donc un role
majeur dans le processus de croissance longitudinale. La synthése/dégradation de la matrice
extracellulaire est également un élément clé de la croissance en longueur des os [14; 16; 17; 50;
51; 56; 68]. En effet, le remodelage de la matrice permet les changements de forme et de volume
des cellules en plus d’assurer la séquence spatio-temporelle de la prolifération, de I’hypertrophie
et de la migration des chondrocytes [16]. La contribution relative des zones proliférative et
hypertrophique a I’élongation quotidienne des os est présentée a la Figure 1.7 pour 4 os différents
provenant de rats [56]. L’hypertrophie demeure le facteur le plus important de la croissance

longitudinale.
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Figure 1.7 : Contribution relative des zones proliférative et hypertrophique dans la croissance

longitudinale quotidienne d'os de rats (figure adaptée de [56])
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1.2.2.2 Régulation de la croissance par synthese/dégradation de la matrice extracellulaire

Comme mentionné précédemment, la syntheése/dégradation de la matrice extracellulaire
est un ¢lément clé de la croissance en longueur des os. Divers mécanismes biologiques aident a
réguler la production de matrice extracellulaire. La production de certains composants de la
matrice est stimulée par des facteurs biologiques de croissance. La protéine PTHrP (parathyroid-
hormone-related protein) joue un role important dans I’ossification endochondrale en augmentant
la synthése de matrice extracellulaire dans les plaques de croissance. L’expression de la protéine
PTHrP est aussi influencée par les charges mécaniques [69]. Les facteurs de croissance sont des
polypeptides connus pour affecter la croissance et la différenciation cellulaire dans les os et le
cartilage. Il existe quelques principaux types de facteurs de croissance : les IGFs (insulin-like
growth factors) et les TGFBs (transforming growth factors) [70]. Les FGFs (fibroblast growth
factors) sont aussi impliqués dans la régulation de la croissance longitudinale des os [71].
Finalement, il a aussi été démontré que les RA (acides rétinoiques) sont associé€s a la maturation

des chondrocytes lors de ossification endochondrale [72; 73].

L’expression du collagéne de type II est stimulée par IGF-I [74], TGF-B1 [75; 76] et les
GH [66]. L’expression de ce méme composant est toutefois inhibée par bFGF [74] et par les
acides rétinoiques [77]. IGF-I et IGF-II stimulent également 1’expression du collagéne de type X,
tout comme les acides rétinoiques [77]. L’expression du collagéne de type X est inhibée par
TGF-B1 [75] et PTHrP [78]. L’expression des protéoglycanes est stimulée par IGF-I et IGF-II
[79], mais est inhibée par les acides rétinoiques [77] et par bFGF [80]. Le Tableau 1.1 résume le
role des agents de régulation sur la production des différents composants de la matrice

extracellulaire de la plaque de croissance.

Tableau 1.1 : Stimulation et inhibition de 1’expression des différents constituants de la matrice

extracellulaire de la plaque de croissance

Composants Expression stimulée par Expression inhibée par
Collagene de type 11 IGF-I, TGF-B1, GH bFGF, acides rétinoiques
Collagene de type X IGF-I, IGF-II, acides rétinoiques TGF-B1, PTHrP

Protéoglycanes IGF-I, IGF-IT bFGF, acides rétinoiques
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Tableau 1.2 : Tableau récapitulatif des principaux composants et dégradants de la matrice

extracellulaire de la plaque de croissance

Composants de la matrice

Réle

Collagenes
Collagéne type 11

Collagéne type IX

Collagéne type X

Collagéne type XI

Protéoglycanes

Aggrécane

Support structural, résistance a la tension et a la compression
Inhibe la calcification

Liaison entre le collagéne de type II et d’autres composants de la
matrice extracellulaire

Contrdle de la croissance et du diamétre des fibres de collagéne de
type 11

Facilite la calcification de la matrice

Role structurant et de support a la matrice

Contrdle de la croissance et du diamétre des fibres de collagéne de
type 11

Permet par rétention d’eau, une résistance de la plaque de croissance
a la tension et a la compression

Dégradeurs de la matrice

Réle

Meétalloprotéinases

MMP3 (stromélysine 1)

MMP13 (collagénase 3)
Aggrécanases

ADAMTS-4, ADAMTS-5

Dégrade les collagénes de type 11, IX, X, XI

Active les collagénases

Dégrade le collagéne de type 11, le collagéne de type X et I’aggrécane

Dégradent 1’aggrécane

Inhibiteurs de MMPs Réle
TIMP1 Inhibiteur de MMPs
Facteurs de croissance Réle

IGF-I

IGF-1I

Stimule le collagéne de type 11, le collagéne de type X et les
protéoglycanes

Stimule le collagéne de type X et les protéoglycanes

Régulateurs de croissance

Réle

PTHrP

Augmente la synthése de matrice extracellulaire

Stimule les MMPs et inhibe le collagéne de type X
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1.3 Mécanobiologie de la plaque de croissance

La mécanobiologie est définie comme la science qui étudie les effets des forces mécaniques
sur les tissus biologiques et les organes, en relation avec des problémes biologiques ou médicaux.
Contrairement au terme « biomécanique », le terme « mécanobiologie » met I’emphase sur la
biologie par rapport a la mécanique. La mécanobiologie est un concept prometteur pour la
contribution au progres clinique. En effet, le développement d’organes et de tissus synthétiques

ou artificiels (ingénierie tissulaire) dépendra des progres réalisés en mécanobiologie [81].

1.3.1 Modulation de la croissance

Il est reconnu que des forces statiques (constantes dans le temps) altérent la croissance
longitudinale des os; une pression augmentée sur les plaques retarde la croissance et une pression
diminuée 1’accélere [5; 8]. Bon nombre d’auteurs font référence a ce phénoméne en le désignant
par la loi Hueter-Volkmann [5; 6; 8; 9; 12; 82; 83]. Les chargements mécaniques sont
caractérisés par trois parametres principaux : Le type de chargement, ’amplitude du chargement
et la durée du chargement. Le chargement peut étre statique ou dynamique, en compression, en
tension, en torsion ou en cisaillement. Son amplitude peut varier, allant de trés petites amplitudes
a des amplitudes completement non physiologiques. Finalement, le chargement peut étre
appliqué pour une courte période de temps ou pour une période prolongée. Alors qu’une
compression minimale semble requise pour permettre la croissance et 1’ossification normales
[84], un chargement trop élevé peut entrainer 1’arrét de la croissance longitudinale des os. Il
semble également que plus un chargement est maintenu longtemps, plus la modulation de la

croissance est importante [2; 12; 85-87].

La modulation de la croissance est donc un concept clé dans la progression des
malformations musculosquelettiques infantiles et juvéniles, comme la scoliose idiopathique
adolescente et les maladies neuromusculaires [5; 12; 13]. La modulation mécanique de la
croissance est aussi d’un intérét grandissant dans le développement et I’amélioration des
approches minimalement invasives qui visent la modulation de la croissance de maniere locale
tout en préservant la croissance naturelle des os, les fonctions des différents segments osseux et la

mobilité. Bien que plusieurs approches préconisées en orthopédie pédiatrique soient basées sur la
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modulation de la croissance, les parametres de chargement optimaux, permettant un meilleur

controle sur la modulation de la croissance, ne sont pas clairement définis.

1.3.2 Pathologies musculosquelettique reliées a la croissance longitudinale des

0s

Il est connu que toutes forces appliquées sur les os en période de croissance, et ce, méme
pour un court laps de temps, sont susceptibles d’engendrer des déformations osseuses
permanentes [8; 12; 13; 84; 88-90]. Il existe plusieurs pathologies musculosquelettiques reliées a
la croissance longitudinale des os. Les pages suivantes présentent les principales déformations
musculosquelettiques progressives causées par des forces mécaniques. Ces malformations sont
susceptibles d’étre corrigées par une intervention mécanique (modulation de la croissance),

chirurgicale ou thérapeutique [13].

1.3.2.1 Pathologies musculosquelettique affectant la colonne vertébrale
La scoliose idiopathique adolescente

La scoliose idiopathique adolescente est une déformation musculosquelettique progressive
de la colonne vertébrale treés répandue chez les adolescents [82; 91]. La colonne vertébrale tend a
se déformer tridimensionnellement de mani¢re asymétrique (Figure 1.8), engendrant par le fait
méme un état de contraintes non équilibré qui contribue lui aussi a la déformation de la colonne.

Cette boucle de causes et effets est un phénomene de cercle vicieux.

Patrons de déformation scoliotique

thoracique lombaire  thoracolombaire double

Figure 1.8 : Représentation schématique des patrons de déformation scoliotiques (image adaptée

de [92])
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La cyphose

Une cyphose congénitale est une malformation peu commune caractérisée par une
angulation postérieure convexe anormale d’un segment de la colonne vertébrale due (Figure 1.9)
a des anomalies développementales des vertebres qui nuisent a la croissance longitudinale. Une
cyphose peut étre le résultat d’une maladie dégénérative, d’un trouble développemental ou d’un
trauma. La cyphose peut aussi causer une compression de la moelle épiniére et éventuellement la
paraplégie. [93]. Un phénoméne d’auto-amplification intervient également dans la progression de

cette déformation.

Figure 1.9 : Représentation schématique d'une cyphose normale (gauche) et d'une cyphose

anormale (droite)
Spondylolisthésis / spondylolyse

Le spondylolisthésis est un déplacement permanent du corps vertébral en avant sur le
corps vertébral sous jacent. Les vertebres les plus souvent concernées sont la quatrieme et la
cinquieme vertebre lombaire. [94]. Une étude par Fredrickson a confirmé que l'anomalie de
l'isthme est le résultat d'un défaut dans 1'ébauche cartilagineuse de la vertébre, qui n’est pas
apparente a la naissance. Il est possible que le défaut se développe a partir de petites fractures de
stress qui ne parviennent pas a guérir. Il a été rapporté que cette déformation est plus fréquente
chez les athlétes qui participent a des sports avec hyperextension répétées, telles que la

gymnastique, le ballet et le football [95].
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La spondylolyse est une perte de continuité¢ de l'isthme articulaire (segment osseux
postérieur qui réunit les facettes articulaires supérieures et inférieures d'un corps vertébral), situé
entre les deux apophyses articulaires supérieure et inférieure de l'arc vertébral postérieur. La
spondylolyse est généralement causée par une fracture de stress de 1'os, et est particulierement
fréquente chez les adolescents. Il s’agit également de la cause la plus fréquente de

spondylolisthésis chez les patients pédiatriques [96].

Figure 1.10 : Représentation schématique d'un spondylolisthésis (image tirée de [97])

1.3.2.2 Pathologies musculosquelettique affectant les articulations
Luxation congénitale de la hanche

La luxation congénitale de la hanche est une déformation congénitale ou acquise du
mauvais alignement de la hanche. Elle peut étre causée par une incongruité de I’articulation ou un
chargement anormal de I’articulation. L’amplitude et la direction des charges appliquées a une

hanche positionnée de maniére atypique détermineront une croissance anormale [13].
Genu recurvatum, genu varum / valgum et chondropathie rotulienne

La présence de forces anormales pendant le développement peut créer de nombreuses
malformations au niveau du genou. Le genu recurvatum est dii a une mauvaise position in utero
qui force les genoux a se développer en extension plutdt qu’en flexion. Le genu varum est une
déformation marquée par une angulation médiale de la jambe par rapport a la cuisse, donnant

I’apparence d’un arc (Figure 1.11). Il y a habituellement courbure vers 1’extérieur du fémur et du
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tibia. Le genu valgum est une déviation vers l'extérieur de I'axe du membre inférieur qui force les
genoux a se toucher alors que les chevilles sont écartées (Figure 1.11). Cette condition est plus
fréquente chez les femmes qui ont le bassin plus large et les fémurs plus courts que les hommes.
La chondropathie rotulienne est un trouble développemental du genou trés fréquent. Cette
malformation est souvent causée par un défaut embryologique dans le cartilage articulaire qui

prédispose 1’articulation a une incongruité patellofémorale et a un mauvais alignement [13].

genu valgum normal genu varum

Figure 1.11 : Représentation schématique de genu valgum et genu varum
Talipes equinovarus (pied-bot)

Le pied-bot est une malformation congénitale qui peut étre unilatérale ou bilatérale. Les
patients touchés semblent avoir les pieds tournés vers I’intérieur au niveau de la cheville (Figure
1.12). Cette malformation peut étre causée par des facteurs génétiques, une mauvaise position in

utero ou une croissance anormale suite a un débalancement musculaire [13].

talipes equinovarus

normal

Figure 1.12 : Talipes equinovarus et pied normal (image tirée de [98])
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1.3.2.3 Role de la modulation de la croissance dans les traitements orthopédiques des

pathologies musculosquelettiques

La modulation locale de la croissance vise le développement d’approches minimalement
invasives pour le traitement des pathologies musculosquelettiques. Les traitements orthopédiques
actuellement utilisés sont basés, de manic¢re peu rigoureuse, sur de simples observations et la
réponse physiologique exacte a des stimuli externes demeure inconnue. Les vis et ligaments [99;
100] (Figure 1.13) ainsi que les agrafes [101-103] (Figure 1.14 et Figure 1.15) sont deux
exemples d’approches minimalement invasives pour le traitement de la scoliose idiopathique.
Dans les deux cas, les implants sont insérés entre deux vertebres dans le but de moduler la
croissance localement et de rétablir la symétrie des corps vertébraux. Le principe de ces deux
types d’implants repose donc sur la réponse mécanobiologique des corps vertébraux immatures
(loi Hueter-Volkman) soumis a des charges mécaniques statiques. Chaque technique ayant
démontré son efficacité, il apparait que les vis et ligaments seraient préférables aux agrafes
puisqu’ils permettent une meilleure rectification de la scoliose et une ostéointégration plus
¢levée. La procédure chirurgicale s’avere toutefois plus invasive pour les vis et ligaments que

pour les agrafes.

Figure 1.13 : Vis et ligaments insérés entre plusieurs corps vertébraux [99]
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Figure 1.14 : Agrafes implantées entre plusieurs corps vertébraux [102]

Figure 1.15 : Agrafes implantées entre plusieurs corps vertébraux [103]

Les chargements dynamiques, en opposition aux chargements statiques, sont une
représentation plus fidéle des contraintes quotidiennes auxquelles est soumis le corps humain. La
marche, les mouvements répétitifs, se lever, ou s’asseoir sont tous des exemples ou les
contraintes imposées sur le corps ne sont pas statiques. La réponse exacte de la physionomie a ces
contraintes aiderait a améliorer les traitements actuels et pourrait éventuellement aider au

développement de nouvelles approches basées sur les chargements dynamiques.



27

1.3.3 Effets d’un chargement mécanique sur le taux de croissance

Le taux de croissance est un indicatif de la vitesse de croissance des os. Dans le cas de la
croissance longitudinale, le taux de croissance peut s’exprimer comme une variation de longueur
divisée par un intervalle de temps. En plus des facteurs de croissance, des hormones, des
nutriments et de la génétique, 1’environnement et les forces mécaniques peuvent aussi moduler le
taux de croissance des os [1-11]. Le taux de croissance est souvent mesuré a 1’aide de
fluorochromes, tels la calcéine, qui se lient de manicre spécifique a la matrice extracellulaire en
cours de minéralisation [6; 8; 14; 16; 17; 48; 56; 85; 89; 104]. Il existe plusieurs méthodes pour
mesurer le taux de croissance des os. A I’aide d’injections multiples et de techniques
histologiques, il est possible de déterminer le taux de croissance en mesurant la distance qui
sépare les deux marquages ou entre un marquage simple et le front osseux. Il est également
possible de mesurer la longueur des os sur des radiographies ou directement sur les sujets post
mortem. Nombreuses sont les études in vivo qui, dans le but de quantifier la modulation
mécanique de la croissance, ont utilisé des dispositifs de chargement pour appliquer des forces

sur des os en croissance ou directement sur des plaques de croissance immatures.

Les charges dynamiques appliquées en compression ou en tension sur des os en
développement affectent le taux de croissance. En appliquant une compression in vivo sur des
plaques de croissance fémorales distales chez le lapin, Bonnel a démontré que, lorsque la
compression n’entraine pas de dommages irréversibles sur les chondrocytes de la plaque de
croissance, le taux de croissance longitudinale est inversement proportionnel a ’amplitude de la
compression [87]. Une étude sans intervention chirurgicale menée par Reich en 2005 a permis
d’analyser 1’¢longation des os sous des chargements physiologiques. En attachant des sacs de
sable de 10% de leur poids sur le dos des poulets, la longueur et le diamétre des tibias étaient
significativement diminués apres 4 jours de chargement [105]. Il est reconnu que des contraintes
¢levées en compression sont susceptibles de supprimer la croissance. Une étude menée par Mark
R. Simon en 1978 a permis de conclure que 1’amplitude et le type de chargement sont des
parametres déterminants dans la stimulation de la croissance de I’épiphyse [106]. En mesurant le
taux de minéralisation longitudinale in vivo chez des rats dont les ulnas étaient soumis a un
chargement dynamique, Ohashi a démontré un lien entre ’amplitude de la force appliquée et la
capacité de reprise suite a une suppression de croissance. En effet, le taux de minéralisation

longitudinale a complétement été aboli par un chargement dynamique de 17N, ralenti de 17% et
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8% respectivement pour un chargement dynamique de 8.5N ou 4N [86].

Le chargement statique in vivo en compression ou en tension prolongée affecte é¢galement
le taux de croissance. Stokes a montré une réduction significative dans le taux de croissance des
vertebres de rats comprimées, différence qui n’était pas significative pour les vertebres chargées
en tension. Cette variation du taux de croissance est due aux chargements mécaniques, mais aussi
aux changements dans I’activité métabolique de la plaque de croissance comme I’¢élargissement
des chondrocytes [9]. Plus récemment, Cancel a démontré une diminution significative du taux
de croissance de vertébres caudales de rats soumises a un chargement statique in vivo en

compression. [90].

La distraction des os long influence aussi le taux de croissance. Une distraction in vivo
appliquée sur des tibias de lapin pour une période de 5 ou 10 jours a mené a une augmentation
significative de la longueur du tibia pour un chargement de 10 jours. Cette augmentation était
cependant attribuable a I’intervalle de fracture de la plaque de croissance [4] démontrant par le
fait méme que certaines techniques de distraction peuvent endommager de maniére permanente la
plaque de croissance et le processus de croissance osseuse. Le cartilage de la base du crane est
comparable a la plaque de croissance de par sa morphologie et sa fonction. Lorsque soumises a
un chargement dynamique en tension, une augmentation significative de 1’aire et de la longueur
des mandibules a été observée en comparaison avec un chargement statique et ce, sans
observation de fractures. Ces chargements étaient appliqués environ 1% du temps de jour sur une
période totale de 12 jours. Ainsi, la réponse anabolique du cartilage de la base du crane est
apparemment due a la prolifération/différenciation des cellules et a la synthése de la matrice
extracellulaire activée par un chargement mécanique plutot qu’a la tension mécanique en soi [35].
Des plaques de croissance vertébrales et tibiales de rats, bovins et lapins ont été soumises a
différentes amplitudes de chargement, altérant significativement le taux de croissance. La
réduction du taux de croissance associée a la compression et I’augmentation du taux de
croissance associ¢ a la distraction sont aussi reliées a des changements dans le nombre de
chondrocytes en prolifération par unité de largeur de la plaque de croissance et a la hauteur

maximale des chondrocytes dans la zone hypertrophique [89].
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1.3.4 Effets d’un chargement mécanique sur I’histomorphométrie de la

plaque de croissance

L’histomorphométrie de la plaque de croissance est ’analyse histologique de ses
caractéristiques morphologiques et inclut des mesures définissant 1’arrangement et 1’organisation
générale des chondrocytes, la hauteur totale de la plaque de croissance, la hauteur des zones, etc.
L’ histomorphométrie de la plaque de croissance chargée mécaniquement a ét¢ étudiée in vivo sur

différents modeles animaux [2; 4; 6; 8-10; 89].

Un chargement en compression affecte les zones proliférative et hypertrophique de méme
que la forme des cellules. Une pression augmentée a causé un amincissement de la plaque de
croissance dans les deux zones inférieures [2; 6; 9; 84; 85; 89; 105; 107] ainsi qu’une perte

d’arrangement columnaire des chondrocytes [2; 84; 85; 105; 108].

A T’opposé, une distraction de la plaque de croissance cause un épaississement de la
hauteur de la plaque de croissance [2; 4; 9; 89], qui est souvent le résultat d’'une augmentation de
I’épaisseur de la zone hypertrophique [2; 4; 9; 10; 84; 89]. Une distraction de la plaque cause
aussi une perturbation de I’arrangement columnaire des chondrocytes [2; 4]. Un épaississement
de la zone proliférative survient également, mais reste indépendant de ’augmentation de la

division cellulaire [2; 4].

Les effets d’'un chargement dynamique sur les paramétres histomorphométriques de la
plaque de croissance ne sont pas concluants. Des queues de rat ont été soumises in vivo a un
chargement répétitif d’ordre physiologique. Dans le groupe chargé, il a été observé que la plaque
de croissance était d’épaisseur inégale et présentait des chondrocytes plus gros et plus nombreux.
Le nombre de colonnes de chondrocytes organisées par unité d’aire de méme que le nombre
absolu de colonnes ont diminués lorsque comparés aux résultats du groupe controle. Ces résultats
suggerent qu’une perturbation du métabolisme des chondrocytes menerait a la synthése d’une
matrice extracellulaire altérée incapable de donner un cadre solide et stable pour 1’organisation
longitudinale de la plaque de croissance [109]. Une diminution significative de la hauteur de la
plaque de croissance, principalement concentrée dans les zones proliférative et hypertrophique, a
¢té observée sur des plaques de croissance fémorales de rat suite a un exercice volontaire [23]. De

plus, une augmentation de la hauteur de la plaque de croissance et de la zone proliférative a été
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rapportée suite a une compression intermittente in vivo d’ulnas de rat [86]. Des résultats
semblables ont été obtenus lors du chargement cyclique intermittent en tension de cartilage de la
base du crane. Une augmentation significative de I’épaisseur de la plaque de croissance dans les
zones proliférative et hypertrophique a été observée [1]. Finalement, une autre une étude menée
par Othman a montré une augmentation de I’épaisseur de la plaque de croissance et de la
synthése de la matrice lorsque des plaques de croissance de la base du crane de lapins ont été
soumises ex vivo a un chargement dynamique en compression. En comparant au groupe controle,
une hausse de I’arrangement columnaire des chondrocytes a été observée suite a un chargement
cyclique. Une contrainte mécanique de petite amplitude pourrait donc inhiber 1’hypertrophie des

chondrocytes [110].

1.3.5 Effets d’un chargement mécanique sur la biologie de la plaque de

croissance

1.3.5.1 Effets d’un chargement mécanique sur la prolifération cellulaire

L’effet des charges mécaniques sur la prolifération cellulaire a également été étudié [1; 2;
4; 6; 84; 86; 108-111]. Les chondrocytes ont réduit, mais n’ont pas cessé¢ leur prolifération
cellulaire lorsque soumises a des forces statiques en compression [6; 84; 108]. La prolifération
des chondrocytes demeure habituellement inchangée par la distraction [2; 4; 84] bien qu’une
augmentation de la prolifération des chondrocytes ait été observée suite a des chargements

statique et cyclique en tension [1].

Des queues de rat ont été soumises in vivo a un chargement répétitif d’ordre
physiologique. Dans le groupe chargg, il a été observé que les chondrocytes étaient plus gros et
plus nombreux [109]. Une augmentation du nombre de chondrocytes hypertrophiées a aussi été
rapportée suite a une compression intermittente in vivo d’ulnas de rat [86]. Une augmentation du
nombre de chondrocytes en prolifération et en hypertrophie a été observée suite a un chargement
cyclique intermittent en tension de cartilage de la base du crane [1]. Finalement, des plaques de
croissance de la base du crane soumises a un chargement cyclique ex vivo en compression ont

aussi montré une augmentation du nombre de chondrocytes [110].

Basso a réalisé a une étude inverse dans laquelle les charges sur les membres postérieurs

de rats ¢taient retirées. En suspendant les rats par la queue, les effets d’une absence de
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chargement physiologique ont été observés dans la plaque de croissance tibiale. L’apoptose (mort
cellulaire programmée) des chondrocytes s’est vu augmentée et le nombre de chondrocytes a

diminué suite a cette absence de chargement [111].

1.3.5.2 Effets d’un chargement mécanique sur [’expression génique de la matrice

extracellulaire
Meéthodes de détection de [’expression génique

Les méthodes de détection de 1’expression génique fournissent une mesure quantitative ou
semi-quantitative de ’abondance des ARN messagers (ARNm) d’une ou plusieurs protéines dans
un tissu spécifique ou dans une cellule. Puisque I’ARNm d’une protéine n’est présent que lorsque
la cellule est en voie de produire cette protéine, cette information permet de vérifier si certaines
protéines sont en production ou non a un moment spécifique. Trois de ces techniques sont

expliquées ci-dessous.

La technique de Northern Blot est utilisée pour détecter I’expression des genes via la
détection des ARNm dans un échantillon. Suite a I’extraction de I’ARN a partir d’homogénats de
tissus, une é€lectrophoreése permet de séparer les ARN selon leur taille. Cette étape s’appelle la
dénaturation. Les ARN sont transférés sur une membrane puis détectés par une sonde suite a
I’hybridation. La visualisation se fait par autoradiographie ou par des méthodes chimiques. Il est
possible d’analyser la présence d’un ou quelques genes seulement. La dégradation de ’ARN par

les RNases est fréquente, mais la spécificité de cette technique est toutefois excellente [112].

La RT-PCR (reverse transcription polymerase chain réaction) se base sur une technique
d’amplification exponentielle des geénes. Suite a I’extraction, ’ARN est convertiec en ADN
complémentaire (ADNCc) a ’aide d’enzymes reverse transcriptase. L’ ADNc est ensuite amplifiée
par une séquence d’incubations et de variations thermiques (PCR). Cette étape inclut la
dénaturation de I’ARN et I’extension de I’ADN a partir des amorces spécifiques aux genes
d’intérét. Le produit de la PCR est finalement détecté par électrophorese sur gel d'agarose ou sur
gel de bromure d'éthidium (). Le développement des amorces requiert que la séquence a amplifier

soit connue, mais cette technique nécessite de faibles quantités d’ARN [113].

La RT-qPCR (quantitative real-time polymerase chain reaction) est une variante de la

technique décrite précédemment qui est largement utilisée en recherche et qui permet la détection
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et la quantification de I’ARN. Cette méthode permet de détecter a quel cycle d’amplification la
quantité de copies du géne dépasse une valeur seuil par rapport a un échantillon contrdle. Il est
donc possible d'évaluer la différence de quantité d’ARN entre deux geénes ou alors pour le méme
gene mais entre deux groupes d'étude distincts. Bien qu’elle nécessite peu d’ARN, cette méthode

est trés sensible et plus cotliteuse que la RT-PCR conventionnelle [113-117].
Effet du chargement sur [’expression génique de la matrice extracellulaire

Les études portant sur les effets d’un chargement mécanique, statique ou dynamique, sur
I’expression génique des protéines de la plaque de croissance sont peu nombreuses. Une
compression statique in vitro de courte durée a engendré une réduction de 1’expression de
I’ARNm du collagene de type Il et X a travers la plaque de croissance (hybridation in situ) [118].
Des sacs de sable attachés au dos de poulets ont permis d’exercer une compression in vivo sur les
plaques de croissance de leurs membres inférieurs. Cette étude ne rapporte toutefois aucune
différence significative dans 1’expression des génes du collagene de type II et de type X. Une
augmentation de 50% de I’expression des ARNm pour le MMP13 a cependant été observée pour
le groupe chargé lorsque comparé au groupe contrdle (Northern Blot et hybridation in situ). Bien
que les charges appliquées s’apparentaient a un chargement physiologique, il est important de
préciser que les charges étaient non normalisées et leur contrdle limité [105]. Dans une récente
¢tude in vivo menée sur des vertebres caudales de rats, il a ét¢ montré qu’un chargement statique
n’engendrait aucune variation significative dans 1’expression des ARNm pour le collagéne de
type II, le collagene de type X, 1’aggrécane et le MMP13. Le taux de croissance s’est aussi vu
diminué par les charges compressives statiques [90]. Une autre étude in vivo menée sur des
plaques de croissance de la base du crane de rats a démontré par RT-PCR qu’un chargement
dynamique et intermittent ne produisait aucune différence significative dans 1’expression du

collageéne de type II et du collagene de type X [119].

1.3.5.3 Effets d’un chargement mécanique sur I’expression des protéines de la matrice
extracellulaire

Méthodes de détection des protéines

Les méthodes de détection des protéines fournissent une mesure de I’abondance d’une ou
plusieurs protéines dans un tissu spécifique ou dans une cellule et permettent de caractériser

qualitativement I’expression de ces protéines. Trois de ces techniques sont expliquées ci-dessous.
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La technique de Western Blot est une technique analytique utilisée pour détecter des
protéines spécifiques dans un échantillon ou un homogénat de tissu. L’¢lectrophorése sur gel
permet de séparer les protéines selon la longueur des polypeptides ou selon la structure
tridimensionnelle de la protéine. Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane ou elles
sont détectées a 1’aide d’anticorps spécifiques. La détection et la lecture des résultats peuvent se

faire par autoradiographie, fluorescence ou par détection radioactive [120].

Le marquage par isotopes radioactifs sert a suivre le passage d’une molécule dans un
systeme. Des isotopes radioactifs sont inclus dans la composition chimique de la molécule et sont

ensuite détectés par spectrométrie de masse ou par spectroscopie infrarouge [5; 121; 122].

Le marquage par anticorps ou immunohistochimie (IHC) permet de détecter
qualitativement des protéines spécifiques dans les cellules ou sur une section de tissu. Par une
chaine de réactions et de liaisons, des anticorps spécifiques se lient aux protéines. Certains
marqueurs moléculaires sont spécifiques a une phase cellulaire telle que la prolifération ou
I’apoptose. L’immunohistochimie est largement utilisée en recherche pour comprendre la
distribution, la localisation et les différences d’expression des protéines dans différents tissus
biologiques. La détection et la visualisation peuvent se faire par contre-coloration ou par
immunofluorescence [123]. La section 3.1.3.5 du Chapitre 3 présente un exemple de protocole

d’immunohistochimie.
Effet du chargement sur [’expression des protéines de la matrice extracellulaire

Un nombre limité d’études a investigué I’effet d’'un chargement statique ou cyclique sur
I’expression de certaines protéines clés de la matrice extracellulaire. Cancel a démontré une
diminution de I’expression du collagéne de type II et X de méme qu’une diminution du taux de
croissance apreés une compression statique in vivo appliquée a des plaques de croissance de rat
[90]. Des sacs de sable attachés au dos des poulets ont permis d’exercer une compression in vivo
sur les plaques de croissance de leurs membres inférieurs. Cette étude rapporte également une
distribution ciblée de 1’expression du collagene de type II et X dans les zones inférieures de la
plaque de croissance [105]. Ces changements peuvent laisser croire que la zone hypertrophique

joue un rdle clé dans la réponse de la plaque de croissance aux chargements mécaniques.

Des études in vivo menées sur des rats chargés dynamiquement ont montré par

immunohistochimie que I’expression du collagene de type II, du collagéne de type X [23; 86;
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119] ou de I’aggrécane [119] n’étaient pas modifiées par le chargement, que celui-ci soit cyclique
[86; 119] ou basé sur I’exercice volontaire [23]. Le taux de croissance était plus rapide et la
maturité squelettique était atteinte plus rapidement pour les rats sous exercices [23]. Les forces en
compression, méme de faibles amplitudes, ont complétement supprimé le taux de croissance [86].
Toutefois, des différences d’expression pour le collagéne de type II et le collagéne de type X ont
¢été observées dans le cadre d’une étude ex vivo. Les explants de condyle fémoral distal chargés
en compression cyclique ont indiqué une diminution de collagéne de type II comparativement
aux échantillons non chargés. Une réduction du collagéne de type X a également été observée

dans les explants non chargés [36].

1.3.6 Comparaison des effets de charges statique ou dynamique sur la

mécanobiologie de la plaque de croissance

Des ¢études comparatives plus récentes ont investigué les effets d’un chargement statique
versus un chargement dynamique appliqué sur les plaques de croissance [1; 3; 7; 11]. Dans une
étude in vivo, des ulnas de rats chargés en compression statique (forces de 8.5N ou 17N) et en
compression dynamique (force maximale de 17 N, 2 Hz) ont indiqué une perte de croissance
similaire de 4% pour les deux types de chargement [7]. Cette perte de croissance a par la suite été
associée a une augmentation de 1’épaisseur totale de la plaque de croissance et de la zone
hypertrophique aprés les chargements, tant statiques que dynamiques. Ces conclusions
contredisent toutefois la plupart des études portant sur les chargements statiques citées
précédemment [2; 6; 9], ou une diminution de 1’épaisseur totale de la plaque de croissance a été
observée. Lors d’une autre étude in vivo, des vertébres caudales de rats ont été soumises a une
compression asymétrique statique (force de 55% du poids de I’animal) ou dynamique (niveau de
force non précisé, 1 Hz) [3]. Les résultats indiquent que le chargement dynamique a réduit la
croissance des os de maniere plus importante que le chargement statique; ces résultats n’étaient
toutefois pas statistiquement significatifs. D’autres études comparatives ont analysé les effets sur
les plaques de croissance d’un chargement statique/dynamique en tension [1; 11]. Lors d’études
in vivo sur le chargement en tension, du cartilage provenant de la base du crine [1; 11] a été
chargé statiquement (force de 2N) ou dynamiquement (force maximale de 2N, 1Hz). La
prolifération des chondrocytes s’est vue augmentée et 1’épaisseur totale de la plaque, de méme

que I’épaisseur de la zone hypertrophique, ont été favorisées par le chargement cyclique.
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Les ¢études comparatives statique/dynamique in vivo détaillées précédemment utilisent
souvent des parametres de chargement qui ne sont pas rigoureusement définis en terme
d’amplitude [3], qui ne sont pas équivalents en terme de chargement moyen résultant [1; 3; 11]
ou qui sont simplement non normalisés [1; 3; 7; 11] par rapport aux dimensions des tissus osseux
chargés. Alors que les forces appliquées [1; 3; 7; 11] et les déplacements correspondent a des
paramétres de chargement absolus, les contraintes (force divisée par la section transverse de
I’échantillon) et les déformations (déplacement divisé par 1’épaisseur ou la hauteur de
I’échantillon) ont la propriété d’étre des paramétres de chargement normalisés. Ainsi, en
s’appuyant sur les études disponibles, il n’est pas possible de définir quel type et parameétres de
chargement offrent le meilleur potentiel de modulation de la croissance. Ces connaissances
pourront ultérieurement servir aux études mécanobiologiques permettant de comprendre
comment les chargements mécaniques peuvent altérer pathologiquement la croissance et le

développement des tissus osseux.
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CHAPITRE 2 RATIONNELLE DU PROJET ET OBJECTIFS
SPECIFIQUES

La revue des connaissances permet de dégager les éléments suivants :

La croissance osseuse endochondrale a lieu dans la plaque de croissance cartilagineuse;

Le matrice extracellulaire est composée des €¢léments clés suivants : collagéne de type II et
aggrécane (principaux composants matriciels extracellulaires), le collagéne de type X
(composant hypertrophique de la matrice extracellulaire) et MMP13 (métalloprotéinase

dégradeur de collagene de type I1);

Les cellules de la plaque de croissance régulent, via des modifications dans la
synthése/dégradation de la matrice extracellulaire, plusieurs caractéristiques de
différenciation des chondrocytes, tels que les changements préférentiels dans la forme et le
volume des cellules. Ceci suggére que la synthése et la dégradation de la matrice
extracellulaire constituent un maillon essentiel dans la chaine des événements qui se produit

dans la croissance osseuse;

L’ hypertrophie des chondrocytes, la synthése de la matrice extracellulaire et la prolifération
cellulaire sont les trois facteurs les plus importants impliqués dans la régulation de la

croissance;

En plus des facteurs de croissance, des hormones, des nutriments, et de la génétique, il est

reconnu que les forces mécaniques peuvent moduler le taux de croissance d'un os;

Les études comparatives statique/dynamique in vivo détaillées précédemment utilisent
souvent des paramétres de chargement qui ne sont pas rigoureusement définis en terme
d’amplitude, qui sont non équivalents en terme de chargement moyen résultant ou qui sont

simplement non normalisés;

En s’appuyant sur les études disponibles, il n’est pas possible de définir quel type de

chargement offre le meilleur potentiel de modulation de la croissance;

Les traitements orthopédiques actuellement utilisés sont empiriques et basés sur des
observations cliniques ou expérimentales et la réponse physiologique exacte a des stimuli

externes n’est pas clairement définie;
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- Les chargements dynamiques, en opposition aux chargements statiques, sont une
représentation plus fidéle des contraintes quotidiennes auxquelles est soumis le corps

humain.

L’analyse de ces considérations méne a I’hypothése de recherche suivante :

« Des chargements statiques et cycliques équivalents (comparables en terme de déformation
moyenne) entrainent des changements distincts dans [’histomorphométrie de la plaque de

croissance et dans les modes d’expression de protéines de sa matrice extracellulaire. »

Le développement et I’élaboration des différents protocoles de préparation tissulaire et de
chargements mécaniques serviront a implémenter 4 groupes d’étude in vitro d’explants de
plaques de croissance : (a) baseline, (b) contrdle, (c) chargement statique, (d) chargement

cyclique équivalent.

Deux objectifs spécifiques aideront a vérifier I’hypothése de recherche:

O1) Caractériser, pour chacun des groupes, I’histomorphométrie des plaques de croissance
ainsi que les modes d’expression des protéines de certaines molécules clés de la matrice

extracellulaire;

03) Mener une étude comparative afin d’analyser les effets: (a) du systeme de culture, (b)

d’un chargement statique versus un chargement dynamique.

Le diagramme présenté a la Figure 2.1 illustre la méthodologie et les objectifs du projet.
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Figure 2.1 : Représentation schématique de la méthodologie de I’étude

La réalisation des objectifs du projet est présentée au chapitre suivant (Chapitre 3) par
I’entremise d’un article scientifique. Cet article regroupe les étapes méthodologiques ainsi que les
résultats des effets comparatifs d’un chargement statique ou dynamique sur I’histomorphométrie
de la plaque de croissance et sur les modes d’expression des protéines clés dans la matrice
extracellulaire. Le Chapitre 4 présente des aspects méthodologiques additionnels ainsi que des
résultats complémentaires. Une discussion générale, une conclusion et des recommandations

complétent ce rapport.
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3.1.1 Abstract (219 words)

This study aimed at investigating the effects of static and dynamic compression applied on
growth plate explants using matched compressive strains. Growth plate explants from 4-week-old
swine ulnae were submitted to in vitro static (10% strain) or dynamic (oscillating between 7% and
13% at 0.1 Hz) unconfined compression for 48 hrs. The total growth plate height, the combined
proliferative and hypertrophic thickness and the resulting ratio between these two thicknesses were
evaluated. Standard immunohistochemistry was used to analyze the protein expression of key
components of the extracellular matrix: aggrecan, type II collagen, type X collagen and MMP13. In
the statically loaded samples, the columnar organization of the cells was preserved but with slight
columns deviation from the growth axis. Decreases in all histomorphological parameters were
important and a notable loss of aggrecan, type II and type X collagens expressions was denoted. In
the dynamically loaded samples, a severe loss of columnar arrangement was observed in the
proliferative and hypertrophic zones. However, dynamic compressive loads preserved the
proliferative and hypertrophic zones ratio and contributed to the synthesis of aggrecan and type 11
collagen in the extracellular matrix. The exact response of the growth plate to mechanical stresses
along with optimal loading parameters could help improve the current treatment approaches or

develop new treatment approaches for the underlying progressive musculoskeletal deformities.

Keywords: growth plate, dynamic/static compression, mechanobiology, histomorphometry,

immunohistochemistry
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3.1.2 Introduction

From a physiological and experimental point of view, mechanical loads are essential to
normal bone growth. However, if too elevated, these loads may result in abnormalities in
growing bones. This phenomenon has key implications in infant and juvenile musculoskeletal
deformities [1; 2]. There is strong evidence that static (sustained) loading alters longitudinal
growth. According to Hueter-Volkmann principle, increased pressure on the growth plates slows

growth and vice-versa [3; 4].

Longitudinal bone growth is the result of a complex temporo-spatial progression of
chondrocytes differentiation within the three growth plate zones [5-7]. The reserve, proliferative
and hypertrophic zones play specific roles in the growth process and present differences in cell
arrangement/size and in extracellular matrix composition (Figure 3.1) [6; 7]. Growth plate cells
seem to regulate several differentiation steps, such as changes in cell shape and volume, via
alterations in the matrix synthesis and/or degradation [8]. Aggrecan is the principal proteoglycan
molecule in the extracellular matrix and provides osmotic properties necessary for resistance to
compression [9]. Type II collagen is also a structural component forming a fibrillar network for
resistance to tensile loads [10; 11]. Type X collagen, localized in hypertrophic zone, would play a
role in bone mineralization [12; 13]. MMP13 (or collagenase 3) is a proteinase involved in the
degradation of type II and X collagens as well as aggrecan and other proteoglycans [14; 15].
Increased or decreased expression as well as an altered distribution of these proteins might alter

mechanical properties of the growth plate [11] and/or bone growth rate [8].

growth plate
epiphyseal
bone

Figure 3.1 : Histological section showing the growth plate structure as well as the reserve,

proliferative and hypertrophic zones.



42

Using animal models, several in vivo studies investigated growth plate mechanobiology
[3; 4; 16-19]. These studies reported disorganization of chondrocytes columns in the
proliferative and hypertrophic zones [4; 17] as well as diminution of the proliferative [17] and
hypertrophic [4; 16-18] zones thicknesses under static compression. Chondrocytes proliferation
was also reporter to reduce [4; 17; 18] as well as the level of chondrocytes hypertrophy [4; 16;
18]. Other studies have assessed the differential effect of static versus dynamic compression on
growth plates [20-23]. Robling et al. [21] showed that growth suppression was proportional to the
applied load magnitude, whether the load was static or dynamic, and that dynamic compression
significantly increased osteogenesis. In a study on asymmetrical compression of rat caudal
growth plates, longitudinal growth suppression was greater for dynamic loading than for
sustained loading, although these differences were not statistically significant [20]. Tensile loads
applied on rat cranial base cartilage led to an increase of chondrocyte proliferation and of the
total growth plate and hypertrophic zone heights. These changes were further enhanced by cyclic
loading compared to static tension [22; 23], suggesting that cyclic forces are more effective
stimuli for chondrogenesis [10]. However, these comparative static/dynamic in vivo studies used
loading parameters that were either not well controlled in terms of magnitude [20], not matching
between static and dynamic [20; 22; 23] or not normalized [20-23]. Therefore, based on current
knowledge, it is not possible to conclude which type of loading, static or dynamic, is most

effective in terms of growth modulation potential.

This study aims at investigating the effects of static and dynamic compression applied on
growth plate explants using matched average normalized compressive strains and further
comparing growth plate histomorphometry as well as protein expression patterns of key
molecules of the extracellular matrix. It is hypothesized that growth plate explants respond
differently to in vitro static and dynamic compression. This knowledge will increase the
understanding of the growth plate mechanobiology, which is significant for growth modulation
techniques used in conservative and surgical orthopaedic treatments of progressive

musculoskeletal deformities.
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3.1.3 Methods

3.1.3.1 Specimen Preparation

Distal ulnae of 4-week-old swine were obtained from a local abattoir within three hours of
slaughter and dissected to extract growth plate samples using 6 mm diameter biopsy punches
(Figure 3.2). Following dissection, growth plate samples were kept hydrated with HBSS and held
on ice. Four groups were implemented: (a) baseline (n=6), (b) culture control (n=12), (c) static
loading (n=6) and (d) dynamic loading matched in terms of average compressive strain (n=6).
For the mechanically loaded groups (static and dynamic), sample disks were trimmed on their
upper and lower surfaces using a Vibratome (Vibratome 1500 Sectioning System) to obtain two
parallel surfaces. The thickness of the complete growth plate was measured at two different
locations on the explants using an electronic micrometer (Mitutoyo Digimatic Caliper, precision

of 10 um).

radius-ulna complex

N
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- cylindrical explant [mm]
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Figure 3.2 : Growth plate cylindrical sample extraction using a 6 mm diameter biopsy punch. The

growth plate is located between the metaphysis and epiphysis.

3.1.3.2 Mechanical Loading

The micromechanical testing system (MACH-1, BioSyntech Inc.) used for static and
dynamic groups was placed inside a standard incubator (Hera Cell 240, Mandel Scientific Inc.)
under controlled conditions at 37°C under an atmosphere of 95% O2 and 5% CO2. Samples were
incubated in Dulbecco’s Modified Eagle culture medium (DMEM) enriched with 10% FBS and
1% antibiotics (penicillin and streptomycin). Mechanically loaded disk samples were placed in a

custom designed test chamber between two impermeable smooth platens allowing for their lateral
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expansion and subjected to a 2% strain preload and then compressed for 48 hrs (Figure 3.3). The
static loading samples underwent an additional 10% strain at a strain rate of 1.5E-03 s-1. The
dynamic loading samples were submitted to an additional cyclic strain oscillating between 7%
and 13% (average strain level of 10%) at 0.1 Hz. Axial displacements were controlled via an
encoder of 100 mm range and 0.5 pm resolution. Matched culture control samples were kept in

identical conditions besides the compressed samples.

axial strain
SS load ceII /

DMEM
sample
water \ | l

custom made test chamber

Figure 3.3 : Schematic of the unconfined compression test. Samples were submitted to static or
dynamic compression for 48h. All samples were bathed in DMEM (supplemented with 10% FBS
and 1% antibiotics) throughout the test.

3.1.3.3 Tissue Processing and Biological Assays

Following the incubation period (or immediately following growth plate extraction for the
baseline group), samples were sliced along the longitudinal growth axis using a custom-made
tissue slicer (Zivic Intruments, Pittsburgh, PA, USA) to obtain growth plate tissue for both

histomorphometry analyses and immunohistochemical bioassays.
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3.1.3.4 Histomorphometry

Growth plate tissues for histomorphometry were fixed in 10% formalin and embedded in
methylmetacrylate. For all samples, four sections (6 um thick) were made at different depths
within the samples (Sliding Microtome Leica SM 2500) and stained with 0.2% Toluidine Blue.
Images were acquired using a microscope (Leica DMR with a Retiga Qimaging Camera). The
overall aspect of the growth plate was first qualitatively evaluated for each of the study groups in
terms of chondrocytes shape and arrangement within the three zones. Two histomorphometric
parameters were measured using a custom designed MATLAB application. A total of 30
measurements per section were made for the total growth plate height. The combined thickness of
the hypertrophic and proliferative zones was measured on three close up images, and 30
measurements per image were done. The ratio of the combined hypertrophic and proliferative
thickness with respect to the total thickness was also evaluated. Basic statistical analyses were
completed using MATLAB (R2007, The MathWorks Inc). A one-way ANOVA for repeated
measures was carried out to determine whether any difference existed between the means
obtained for each group. The post-hoc comparisons between groups were done using the Tukey’s

method. For all tests, the level of significance was fixed at p < 0.05.

3.1.3.5 Immunohistochemistry for Aggrecan, Type II Collagen, Type X Collagen and
MMP13

Growth plate tissues for immunohistochemistry were fixed in 4% paraformaldehyde at
4°C for two days, rinsed in PBS and decalcified in 10% EDTA at pH 7.0 for another three days
prior to paraffin embedding. Using a rotary microtome (Leica RM 2145), four sections of 5 um

were made at different depths within the samples.

The sections were deparaffinized with toluene, rehydrated and preincubated in
chondroitinase ABC (5.1 U/mL) for 90 minutes at 37°C. Antigen retrieval was performed by
heating the sections in 10 mM pH 10.0 TRIS buffer (for aggrecan, MMP13, type X collagen) or
10 mM pH 6.0 citrate buffer (for type II collagen). The sections were then digested with
hyaluronidase (2 mg/ml; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) for 30 minutes at 37°C. To make
tissue permeable and to prevent certain nonspecific interactions, 0.5% Triton X-100 was used for
15 minutes at room temperature. Sections were incubated in freshly prepared 2% H202 in PBS

(or in methanol for type II collagen) for 30 minutes to inhibit endogenous peroxidase activity. In
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order to block the reactive sites in the tissues, sections were incubated for 60 minutes at room
temperature with goat normal serum (for aggrecan and type X collagen) or horse normal serum
(for type II collagen and MMP13) (1.5% in PBS). The sections were then incubated overnight at
4°C with polyclonal rabbit anti-mouse anti-aggrecan (1/50; Chemicon, Temecula, CA, USA),
monoclonal mouse anti-chicken anti-type II collagen (1/1; Spring Biosciences, Fremont, CA,
USA), monoclonal mouse anti-porcine anti-type X collagen (1/75; Sigma-Aldrich) or monoclonal
mouse anti-human anti-MMP13 (1/20; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) antibodies. After
being washed, the sections were incubated with biotinylated anti-rabbit or anti-mouse IgG
secondary antibodies (1/200; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) for 60 minutes at
room temperature and stained using the avidin-biotin complex method (Vectastain ABC Kkit;
Vector Laboratories). The color was developed using diaminobenzidine (DAB, Vector
Laboratories). The sections were finally counterstained with Harris modified hematoxylin (Fisher

Scientific, Ottawa, ON, Canada) and mounted with Permount (Fisher Scientific).

Staining specificity was evaluated by substituting the primary antibodies with 1.5% goat
or horse normal sera following the same experimental protocol. The experiment was run in
quadruplicate. Representative pictures were taken (X100; Leica DMR with a Retiga Qimaging
Camera) for each section. A qualitative image analysis was then performed by five independent
observers who were blinded as to the belongingness of the images to each group. Each observer
first performed an individual analysis, and major differences and trends between the four study

groups were subsequently pooled together and analyzed.

3.1.4 Results

3.1.4.1 Histomorphometry

Representative growth plate histological sections from each study group are shown in
Figure 3.4. For the baseline and control samples, chondrocytes were organized in columns and
the limits between the three zones could clearly be distinguished. Although the columnar
organization of the cells was preserved in the statically loaded samples, slight columns deviation
from the growth axis was observed in these samples. In the growth plates from dynamic group, a
severe loss of columnar arrangement was observed in the proliferative and hypertrophic zones

when compared to the control and baseline groups. In addition, the junction between the
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proliferative and hypertrophic zones was indistinguishable, and hence proliferative and

hypertrophic zone thicknesses could not be measured separately.

baseﬁne

Figure 3.4 : Representative growth plate sections (methyl methacrylate embedding, toluidine blue
staining) showing the columnar arrangements of the chondrocytes under static or dynamic
compression. Scale bar represents 200 um in lower magnifications and 100 um in higher

magnifications.

Measured histomorphometric parameters are summarized in Tableau 3.1 and Figure 3.5.
When comparing control and baseline groups, an increase, although not significant, was observed
for all three parameters. A non-statistically significant decrease (0.05<p-value<0.10) was
observed in the growth plate thicknesses for both static and dynamic groups compared to the
control group. For the combined thickness of the two lower zones, a statistically significant
reduction was found between the control and the static groups only. The ratio of the two lower
zones relative to the total growth plate height was reduced for the static group, although non
significantly (0.05<p-value<0.10), but remained similar for the dynamic group when compared to

the control group.
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Tableau 3.1 : Histomorphological measurements of porcine distal ulna growth plates under static

or dynamic compression (mean values + standard deviations).

Baseline Control Static Dynamic
(avg * std. dev.) (n=6) (n=12) (n=6) (n=6)

Complete growth plate (GP)

. 3077 £374 3327 + 543 2681 £614* 2677 +541 *
thickness [um]

Combined thickness of hyp.

. 777 +£113 1025 + 309 627 + 142 T/ 841 =230
and prolif. zones [um]

Combined thickness of hyp.
and prolif. zones relativeto 253 +24 30.3+6.6 23.8+5.0* 31.2+4.8
total GP thickness [%]

T Statistically significant compared to control (p-value < 0.05)
* Statistically significant compared to control (p-value < 0.10)

5000 T 100
4500+ | W Baseline (n=6) | 190
L | | B Control (n=12)| |
4000 || [JStatic  (n=6) 80
"= 3500 * : [1Dynamic (n=6) | 170
= 3000 T | 60 =
g 2500 : 150 -f:’
% 2000 | . 140 ®
£ 1500 | 1 5 80
1000 | 120
500 | 410
: 0
(a) total growth (b) PZHZ combined ratio (b) / (a)
plate thickness thickness

Figure 3.5 : Histomorphological measurements of porcine distal ulna growth plates under static
or dynamic compression (mean values + standard deviations). Asterisks represent significant

differences compared to control (1 p-value < 0.05, * p-value < 0.10).
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3.1.4.2 Immunohistochemistry

Representative images from immunohistochemical analysis for each protein (aggrecan,
type II collagen, type X collagen, MMP13) and for each study group (baseline, control, static,
dynamic) are shown in Figure 3.6. Aggrecan staining was detected in the four groups. In baseline
samples, the expression of aggrecan was uniformly found throughout the growth plate. For the
control group, the distribution and the intensity of the signal were greatly reduced in both the
proliferative and reserve zones, but aggrecan expression was observed in the lower hypertrophic
zone. In the static group, high positive aggrecan immunostaining was found throughout the
growth plate; the signal was higher in the hypertrophic, reserve and mid-proliferative zones and
reduced in the lower and upper proliferative zones compared to the control group. In the
dynamic samples, aggrecan staining was similar in all zones, however more intense than in the

baseline and control samples.

Compared to baseline samples, there seems to be a notable loss of type II collagen signal
in the reserve zone of the control samples. When comparing to the control group, type II collagen
expression was intense in the reserve zone of the dynamic samples. For all the groups, little
expression was present at the interface of the proliferative and reserve zones. More intense and
similar immunostaining was observed in the hypertrophic zones of the control and dynamic

samples, compared to baseline samples.

Type X collagen, a typical chondrocyte hypertrophy marker, was expressed in the
hypertrophic zone of growth plates from the baseline group. The expression was altered in the
control and both mechanically loaded groups. In these three groups, type X collagen expression
was primarily found at the interface of the proliferative and hypertrophic zones. In addition,
staining was still observed in the lower hypertrophic zone of the dynamic and control samples,

but greatly reduced in the mid-hypertrophic region.

Immunostaining of MMP13 protein was low, but positive signal was observed in all four
experimental groups. In the static group, positive signal was observed only in the hypertrophic
zone. For the dynamic, control and baseline group, no preferential localization of MMP13

staining was observed. Negative controls showed no positive signal for the four assays.
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Figure 3.6 : Immunohistochemistries showing aggrecan, type II collagen, type X collagen and

AGGRECAN

TYPE Il
COLLAGEN

TYPE X
COLLAGEN

MMP13

MMP13 staining for the baseline, control, static and dynamic groups (paraffin embedding,

hematoxylin staining). Scale bar represents 200 pm.

3.1.5 Discussion

In the present study, the differential effects of in vitro static and dynamic loadings of
growth plate explants were investigated by characterizing growth plate histomorphometry as well
as protein expression pattern of key components of the extracellular matrix. By combining semi-
quantitative histomorphometry with standard protein detection by immunohistochemistry, it was

shown that growth plate explants respond differently to in vitro static and dynamic compression.
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Following static loading, decreases in all histomorphological parameters were important
and a notable loss of aggrecan, type II and type X collagens expressions was observed.
Diminution of absolute heights of the total growth plate as well as the proliferative and
hypertrophic zones were expected since growth plate explants were subjected to sustained
compressive strain and since proliferative and hypertrophic zones were previously found half as
stiff as the reserve zone along the compression axis [24]. These findings correlate with previous
studies where a reduction of the proliferative and hypertrophic zones was also observed
following in vivo static growth plate compression [4; 16-18; 25]. Several studies have also
demonstrated a significant correlation between decreased bone growth rate and reduced growth
plate thickness [7; 16]. Short-term in vitro static compressive loads reduced the mRNA
expression of type II and type X collagens throughout the growth plate [26]. In an in vivo study
on static loading of rat caudal growth plates, a diminished expression of type II and type X
collagens was noted, though no variation was observed for proteoglycans [19]. Changes in the
expression of type II collagen, type X collagen and MMP13 by growth plate chondrocytes are
closely related to the proliferation and hypertrophy processes [9]. The expression pattern of these
proteins indeed varies between growth plates growing at different rates [8]. In human articular
cartilage, proteoglycan content is directly related to the equilibrium aggregate modulus [27].
Relative alterations of aggrecan, type II and type X collagens expressions following static loading
could be associated with a decreased growth plate compressive strength and therefore with an
important alteration of cell organization of the proliferative and hypertrophic zones. Since
longitudinal growth strongly depends on both growth plate proliferation and hypertrophy [9] and
because chondrocytes hypertrophy is the most important factor influencing longitudinal bone
growth [5; 7], alterations in the extracellular matrix histomorphometry and biology of the two
lower zones due to sustained static loads are susceptible to have severe impacts on the growth

process.

Our results suggest that dynamic compressive loads preserved the proliferative and
hypertrophic zones ratio and contributed to the synthesis of aggrecan and type II collagen in the
extracellular matrix. Previous studies have shown inconsistent results, with both significant
decreases [11] and increases [22; 28; 29] of the proliferative and hypertrophic zones heights
reported following dynamic loads. In this study, the loss of columnar arrangement found in the

dynamically loaded explants disagrees with an anterior study, which reported an enhanced
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columnar arrangement of the hypertrophic cells in rabbit cranial base growth plates submitted to
dynamic compression [29]. In articular cartilage, it was previously shown that, under in vitro
compression, aggrecan expression was significantly higher in dynamically simulated explants
than in statistically simulated explants [30]. This finding is consistent with our observations from
porcine growth plates under in vitro dynamic compression in our study. However, in vivo studies
involving compressive dynamic loading of growth plates showed that aggrecan [31] and type X
collagen [28; 31] expressions remained unchanged after dynamic compression. Ex vivo short-
term compressive dynamic loads of cranial base growth plate explants significantly increased the
number of proliferating chondrocytes when compared to unloaded specimens [29]. In our case,
the columnar disorganization observed in the lower zones of dynamic explants could be
explained by such an increase in chondrocytes proliferation, which would yield in an addition of
material in the proliferative zone. The fluid flow through the biphasic tissue due to oscillating
movement from the cyclic loading could also be associated with the chondrocytes columnar
disorganization. Furthermore, it is conceivable that increased content of aggrecan and collagens
in the reserve zone brings rigidity to the tissue and may contribute to preservation of the

proliferative and hypertrophic zones ratio.

This study is limited by its in vitro approach, which includes a culture effect observed when
comparing baseline and control groups, but also excludes regulatory mechanisms. Although subtle
for type II collagen and MMP13, these changes were more pronounced for aggrecan expression.
Hence, the comparative analyses were mainly done between control and loaded groups. Other
limits of the experimental model involve the load level and cyclic frequency, which were tested
for one magnitude only. The lack of statistically significant differences could be related to the
sample size and consequent reduced power to detect a relevant difference. As marked on Figure
5, further analysis with a more permissive significance level (p-value < 0.1) showed that the
diminution of the growth plate height, the decrease of the combined thickness of the two lower
zones as well as the difference between the combined thicknesses of the two lower zones relative
to the total growth plate thickness were statistically significant between the control and the static

groups.

This study provides relevant insights on the differential effects of static versus dynamic
loadings, which were matched in terms of average compressive strain. It was demonstrated that

the growth plate samples respond differently to static and dynamic compression. Future work will
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aim at investigating the effects of the dynamic load frequency and load magnitude. Dynamic
loading, as opposed to static loading, is a better representation of the everyday stresses
experienced by the growth plate. Walking, running, repetitive movements of the upper extremity,
standing and sitting are all examples where stresses across the growth plate are not static.
Dynamic loads tend to preserve the content of the extracellular matrix of the growth plate, which
is indirectly linked to the growth process. Thus, growth process is more likely to resume
normally after growth modulation orthopaedic treatments involving dynamic loads. The exact
response of the growth plate to these stresses along with optimal loading parameters could help
improve or develop new treatment approaches based on dynamic loading for the underlying

progressive musculoskeletal deformities.
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CHAPITRE 4 ASPECTS METHODOLOGIQUES ET RESULTATS
COMPLEMENTAIRES

4.1 Analyses RT-qPCR

En plus des analyses histomorphométriques et immunohistochimiques, une démarche a
¢té entreprise pour effectuer des analyses RT-qPCR. Ces analyses visaient a quantifier
I’expression des ARNm de certaines molécules clés de la matrice extracellulaire et se voulaient
des résultats complémentaires aux analyses immunohistochimiques. Les sections qui suivent
décrivent la méthodologie pour la réalisation de tels essais sur des explants de plaques de

croissance porcines ainsi que les principaux résultats obtenus.

4.1.1 Méthodologie

La Figure 4.1 illustre les principales étapes de I’extraction d’ARN. Les pages qui suivent

détaillent le travail effectué pour optimiser chacune de ces étapes.

Figure 4.1 : Principales étapes de I'extraction d'ARN (image adaptée de [124])
Préparation des échantillons

A la fin de chaque expérimentation, les échantillons étaient coupés en trois morceaux; une

moitié était utilisée pour les analyses histomorphométriques, un quart était dédié aux analyses
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immunohistochimiques et 1’autre quart de 1’échantillon était réservé pour les analyses RT-qPCR,
et ce, pour chacun des explants de plaque de croissance (baseline, contrdle, statique et
dynamique). Pour les fractions d’échantillon dédiées aux analyses RT-qPCR, les fragments
étaient d’abord enveloppés dans du papier d’aluminium, puis immédiatement figés dans 1’azote
liquide. Les échantillons étaient ensuite conservés au congélateur a -80°C jusqu’a

I’homogénéisation.
Homogénéisation des plaques de croissance

La plaque de croissance est un tissu cartilagineux difficile a homogénéiser. Plusieurs
méthodes d’homogénéisation ont été envisagées, toutes utilisant du TRIzol (Invitrogen). Le
TRIzol est un réactif a base de phénol qui facilite I’inhibition immédiate de I’activité des RNases.

Les échantillons biologiques sont lysées et homogénéisés dans du TRIzol.

Plusieurs appareils ont été testés pour optimiser I’homogénéisation des échantillons. Le
Precellys 24 (Bertin Technologies) (Figure 4.2) est un appareil qui permet d’homogénéiser
jusqu’a 24 échantillons a la fois. Les échantillons sont placés individuellement dans des fioles
avec du TRIzol et des microbilles. L’action rapide du brassage permet la lyse et
I’homogénéisation des tissus biologiques. Cette méthode semblait fonctionner pour les
échantillons de petites tailles, mais des fragments demeuraient souvent entiers. Beaucoup de

chaleur était également générée, ce qui est loin d’étre favorable a la préservation de I’ARN.

Figure 4.2 : Homogénéiseur de tissue biologique (www.precellys.com)

L’Omni 2000 est un homogénéiseur a main muni d’un stator et d’un rotor. Les

échantillons sont placés individuellement dans des fioles avec du TRIzol. A 1’aide de 1’appareil,
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chaque échantillon est homogénéisé un a un. C’est I’effet du stator et du rotor qui permet la lyse
et ’homogénéisation des tissus. Les manipulations sont effectuées sur glace pour préserver
I’intégrit¢ de I’ARN. Bien que la méthode soit plus longue, cet outil fonctionnait bien pour les
échantillons de petites tailles. De meilleurs résultats ont été obtenus lorsque 1’échantillon était

d’abord retranché en plus petits morceaux.

Figure 4.3 : Homogénéiseur manuel de tissus biologiques (Omni International 2000). Gros plan

sur le rotor et le stator.

Le pilon et le mortier sont utilisés en laboratoire pour des homogénéisations de toutes
sortes. Alors qu’ils étaient encore congelés et emballés dans le papier d’aluminium, les
échantillons étaient écrasés a froid dans I’azote liquide a I’aide du pilon et du mortier. Les

échantillons en petits morceaux étaient récupérés dans une fiole de TRIzol puis homogénéisés a
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I’aide de ’homogénéiseur manuel. Bien que cette méthode oblige des étapes supplémentaires,
elle s’est avérée la plus efficace pour ’homogénéisation des explants de plaques de croissance

porcines.

Figure 4.4 : Pilon et mortier de laboratoire

Extraction de [’ARN

L’extraction de I’ARN se fait a partir des homogénats obtenus suite a ’homogénéisation.
L'ajout de bromochloropropane ou de chloroforme a la solution de TRIzol résulte en la séparation
de 1'homogénat en des phases aqueuses et organiques. L’ARN se retrouve alors dans la phase
aqueuse, I’ADN dans I’interphase, et les protéines dans la phase organique. L’étape de
récupération du surnageant est critique et il est primordial de ne pas toucher I’interphase, sans
quoi I’ARN sera forcément contaminée. L’ajout d’isopropanol au supernageant permet la
précipitation de I’ARN. Cette étape d’extraction d’ARN a été effectuée selon le protocole publié
par Invitrogen [125].

Quantification de ’ARN

La spectrophotométrie permet d’analyser la quantité, la qualité et la concentration de
I’ARN. L’ADN et ’ARN absorbent la lumiére ultra-violette avec un maximum d’absorption a
une longueur d’onde de 260 nm. Dans le spectrophotometre, un échantillon est exposé a une

lumiére ultra-violette a une longueur d’onde de 260 nm et une cellule photographique mesure la
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quantité de lumicere qui traverse 1’échantillon. Plus la lumiére est absorbée par 1’échantillon, plus
la concentration d’acides nucléiques y est ¢levée. Parce que les protéines absorbent la lumicre
ultra-violette avec un maximum a 280 nm, le ratio des absorbances Ajq0/Azso est utilisé pour
déterminer si I’échantillon est contaminé avec des protéines. Le ratio des absorbances Azq0/Azs0

doit étre compris entre 1.9 et 2.1 pour que I’ARN puisse étre qualifiée de « pure » [126].

Le dosage des échantillons a été effectué¢ a 1’aide du NanoDrop Spectrophotometer
(Thermo Scientific). Avec seulement 1 uL d’ARN solubilisée, il était possible d’obtenir une
lecture des absorbances et des ratios. Fréquemment, les ratios indiquaient que I’ARN était
contaminée, mais certains échantillons moins purs ont toutefois été envoyés a I’'IRIC (Institut de

Recherche en Immunologie et Cancérologie) pour la suite des essais.
Evaluation du rendement total d’ARN (RNA yield)

L’¢lectrophorese physicochimique permet la séparation de diverses substances contenues
dans un mélange, grice a leur différence de mobilité sous l'influence d'un champ électrique
(courant continu). Le rendement total de I’ARN peut étre évalué par migration sur gel MOPS (3-
(N-morpholino)propanesulfonic acid) d’agarose. La migration de I’ARN dans le gel est observée
sous un transilluminateur ultra-violet. En comparant les résultats avec un marqueur de poids
moléculaires, il est possible d’évaluer la qualité de I’ARN. L’ARN intacte montre des bandes
claires a 28S et 18S alors que I’ARN dégradée montre un signal flou sans bande distincte (Figure
4.5). Dans le cadre de la présente étude, les électrophoreses ont donné des résultats discutables et

il semble que la majorité des échantillons d’ARN était contaminée (Figure 4.6).
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Figure 4.5 : ARN dégradée vs ARN intacte (image tirée de [127])
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Figure 4.6 : Résultats d'une électrophorése d’ARN sur gel d’agarose. ARN présente, mais
dégradée.

L’¢électrophorése demeure une méthode courante, mais I’analyse des résultats repose sur
de simples observations. Méme si les manipulations sont répétées plusieurs fois, les conclusions

ne sont pas toujours évidentes et leur exactitude peut étre biaisée. Une seconde alternative a été
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envisagée pour évaluer la qualité¢ de I’ARN. Le Bioanalyzer (Agilent Technologies) est une plate-
forme semi-automatisée qui permet le controle de la qualité et la quantification de I’ARN. Son
fonctionnement est basé sur la micro-fluidique. Suite au dosage par spectrophotométrie, les

¢chantillons étaient envoyés a I’IRIC ou leur qualité était testée a 1’aide du Bioanalyzer.

4.1.2 Résultats

La Figure 4.7 montre un exemple de rapport des résultats obtenus pour des
¢chantillons baseline ou contrdle. Les ratios d’absorbances suite au dosage de chacun de ces
¢chantillons étaient acceptables. Il y a présence d’ARN dans la majorité des échantillons, mais
I’ARN est dégradée et n’est souvent pas assez pure pour procéder a des essais RT-qPCR. Il n’y
avait pas de différence notable entre les échantillons baseline et les échantillons contrdle, ou pour

des échantillons conservés a -80°C depuis plusieurs mois.

Il a par la suite été convenu de procéder a I’extraction de 1’ensemble des échantillons
accumulés depuis le début des expérimentations. Le dosage a ensuite été effectué pour tous les
¢chantillons avant que ces derniers ne soient livrés a I’'IRIC pour la suite des essais. Les Figure
4.8, Figure 4.9 et Figure 4.10 montrent le sommaire final des extractions d’ARN pour un total de

35 échantillons.

Les échantillons dont le RIN (RNA Integrity Number) était supérieur a 6 peuvent étre
utilisés pour les analyses RT-qPCR et les échantillons dont le RIN était entre 4 et 5 pouvaient
étre purifiés a nouveau avant de procéder aux essais RT-qPCR. En somme, seulement quatre
¢chantillons avaient un RIN supérieur a 6 et cinq €chantillons avaient un RIN compris entre 4 et
6. Sur un total de 9 échantillons potentiels, 6 étaient des échantillons baseline (B0040.2, B0052,
B0112, BO118, B0127 et B0154), 1 était un échantillon statique (B0255) et 2 étaient des
¢chantillons dynamique (BO0133 et BO151). Puisque ces données n’auraient pas permis
d’effectuer une analyse comparative satisfaisante et puisque les réserves d’échantillons étaient
épuisées, il a été convenu de suspendre les manipulations visant la quantification de I’ARNm des
protéines. Les essais effectués auront toutefois permis de dresser une liste de précautions a
prendre (4.1.3 Précautions lors des manipulations) et d’élaborer un protocole optimal qui
permettra certainement d’effectuer avec plus de succes des extractions d’ARN et des essais RT-

gPCR pour des tissus semblables dans le futur.x
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4.1.3 Précautions lors des manipulations

Suite aux nombreux problémes de dégradation de I’ARN, une liste de précautions a été
mise & jour pour chacune des étapes de I’extraction d’ARN, mais aussi pour I’ensemble des
manipulations. Ces précautions visent a réduire au minimum les risques de dégradation de
I’ARN. II est primordial de porter des gants désinfectés et de les changer réguliérement tout au
long des manipulations. L’utilisation du RNase Away (Invitrogen) pour le nettoyage des outils et

des surfaces de travail est ¢galement fortement recommandée.
Cueillette des échantillons a la Ferme Ménard

- Sacrifice effectué¢ quelques heures avant la cueillette;

- Echantillons récupérés dans un sac hermétique;

- Transport sur glace.

Préparation tissulaire (dissection)

Surface de travail désinfectée et utilisation d’un papier protecteur;
- Lames de scalpel et punchs de biopsie stériles;

- Manches de scalpel et pinces trempés dans 1’alcool et autoclavés;
- Changement fréquent des lames de scalpel;

- Echantillons déposés dans un Pétri inutilisé sur gazes stériles avec HBSS stérile ou PBS

DEPC;
- Echantillons toujours conservés sur glace.

Préparation tissulaire avant congélation

Pinces trempées dans 1’alcool et autoclavées;

Guide de coupe Zivic trempé dans 1’alcool et autoclavé;
- Lames de rasoir neuves trempées dans 1’alcool et autoclavées;

Echantillons conservés a -80°C.

Homogénéisation et lyse des plaques de croissance

- Utilisation d’un pilon / mortier avec de 1’azote liquide;



- Utilisation de solutions DEPC;

- Utilisation du Polytron désinfecté et nettoyé avec du RNase Away;
- Manipulations effectuées sur glace.

Extraction d’ARN

- Selon le protocole de TRIzol Invitrogen.
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CHAPITRE 5 DISCUSSION GENERALE

La présente étude visait a investiguer et comparer les effets d’un chargement statique ou
dynamique sur la mécanobiologie de la plaque de croissance. La caractérisation de
I’histomorphométrie de la plaque de croissance et des patrons d’expression de molécules clés de
la matrice extracellulaire a permis de compléter une analyse comparative et de soulever certaines
hypothéses quant a 1’effet du type de chargement sur le processus de croissance. A partir
d’analyses histomorphométriques semi-quantitatives et immunohistochimiques, il a ét¢ démontré
que les explants de plaques de croissance répondaient différemment a la compression in vitro
statique et dynamique. Une discussion tirée de I’article scientifique est présentée a la section
3.1.5. La présente discussion se veut un sommaire et un complément a cette discussion. Les
manipulations et les analyses effectuées dans le cadre du projet ont permis de mettre en évidence

les hypothéses et les conclusions suivantes :

- La compression statique a engendré une diminution importante de 1’épaisseur totale de la
plaque de croissance, de 1’épaisseur des trois zones ainsi que du ratio combiné des zones

proliférative et hypertrophique par rapport a 1’épaisseur totale;

- Une réduction de I’expression de 1’aggrécane, du collagene de type II et du collagene de type

X a été observée suivant un chargement statique;

- Considérant que la croissance longitudinale est hautement dépendante de la prolifération et
de I’hypertrophie des chondrocytes [37] et parce que I’hypertrophie des cellules de la plaque
de croissance est le plus important facteur influencant la croissance longitudinale [14; 17],
des altérations dans 1’histomorphométrie et dans la biologie des deux zones inférieures de la
plaque de croissance pourraient, suite a des charges statiques soutenues, avoir des impacts

séveres sur le processus de croissance;

- Nos résultats suggerent que la compression dynamique préserve le ratio des zones
proliférative et hypertrophique et contribue également a la synthese de 1’aggrécane et du

collageéne de type II dans la matrice extracellulaire de la plaque de croissance;

- La présence accrue d’aggrécane et de collagéne de type II dans la zone de réserve des
¢échantillons chargés dynamiquement pourrait apporter une rigidité supplémentaire au tissu et

contribuer par le fait méme a préserver le ratio des zones proliférative et hypertrophique;
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- Une désorganisation importante des colonnes de chondrocytes a été observée dans les zones
proliférative et hypertrophique des échantillons chargés dynamiquement. Une augmentation
de la prolifération cellulaire, qui meénerait & une addition de matériel dans la zone
proliférative, pourrait expliquer la perturbation de I’arrangement columnaire. La circulation
des fluides a I’intérieur du tissu, amplifiée par le mouvement du chargement cyclique,

pourrait aussi étre associée a cette désorganisation des colonnes de chondrocytes;

- Les charges dynamiques ont tendance a préserver la composition et le contenu de la matrice
extracellulaire. La matrice étant étroitement liée au processus de croissance, il est plus
probable que la croissance reprenne normalement aprés un traitement orthopédique de

modulation de croissance impliquant des charges dynamiques.
Des ¢léments de discussions supplémentaires sont développés ci-apres.

Les études comparatives existantes ayant investigué les effets d’un chargement statique
versus un chargement dynamique appliqués sur les plaques de croissance présentent des limites
d’ordre méthodologique. Dans le cadre d’une étude in vivo menée par Akyuz [3], une chargement
asymétrique statique ou dynamique correspondant & 55% du poids de ’animal était appliqué sur
des plaques de croissance caudales de rat pour une période de 3 semaines. L’amplitude de
chargement n’était pas rigoureusement définie et était non normalisée par rapport aux dimensions
des tissus osseux chargés. Cela résulte en des chargements moyens non équivalents entre les
groupes soumis a un chargement statique ou dynamique [3]. Une autre étude in vivo a été réalisée
par Robling [7] lors de laquelle des ulnas de rats étaient soumis a un chargement statique (8.5 N
ou 17 N) ou dynamique (17 N, 2 Hz) pour 10 minutes par jour sur une période de 10 jours [7].
Une fois de plus, les parametres de chargement étaient non normalisés et ne permettaient pas une
comparaison directe de la réponse mécanobiologique de la plaque de croissance. Deux autres
¢tudes similaires conduites pas Wang [1; 11] ont étudié¢ les effets comparatifs de chargements
statique (2 N) et cyclique (2 N, 1 Hz) appliqués en tension sur des plaques de croissances de la
base du crane de lapin (20 minutes par jour, 12 jours) [1; 11]. Bien que les chargements avaient
une amplitude maximum égale, le chargement résultant moyen était non équivalent entre les

groupes et était non normalisé par rapport a la taille des tissus chargés.

La méthodologie et le design des expérimentations de la présente étude ont été pensés

dans le but que les chargements appliqués sur les explants de plaques de croissance aient une
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amplitude rigoureusement définie et qu’ils soient normalisés par rapport aux dimensions des
¢chantillons. Il en résulte que les chargements statique (10% de 1’épaisseur de 1’échantillon, 48h)
et dynamique (7-13% de 1’épaisseur de 1’échantillon, 0.1 Hz, 48h) sont équivalents en terme de
déformation moyenne et sont normalisés par rapport aux dimensions des tissus chargés. Cette
rigueur expérimentale apporte crédit et poids a 1’étude et aux comparaisons qui sont faites entre

les groupes.

Dans une étude similaire menée par Othman [110], des explants de plaques de croissance de
la base du crine ont été soumis in vifro a un chargement cyclique en compression pour une
période d’une heure (200 mN, 1 Hz, 3600 cycles). Un tel chargement équivaut dans ce cas a un
niveau de déformation d’environ 10%. Contrairement aux observations de la présente étude, les
chondrocytes sont demeurées organisées en colonnes bien définies dans les échantillons du
groupe chargé dynamiquement alors qu’ils étaient plutdt désorganisés dans les échantillons du
groupe contrdle. Une augmentation du nombre de chondrocytes a également été observée.
Puisqu’une augmentation de la prolifération des chondrocytes constitue un ajout de matériel dans
la zone proliférative, il est également admissible de penser que sous compression, cela peut
mener a une désorganisation dans la structure des chondrocytes. La synthése des molécules de la
matrice s’est vue favorisée par le chargement dynamique lorsque comparé au groupe controle

[110], ce qui concorde avec les résultats obtenus dans la présente étude.

L’ histomorphométrie de la plaque de croissance a été caractérisée pour chacun des
groupes d’étude. Il était initialement prévu de mesurer 1’épaisseur totale de la plaque de
croissance, 1’épaisseur des zones de réserve, proliférative et hypertrophique, de méme que
I’orientation des colonnes de chondrocytes par rapport a 1’axe longitudinal de croissance. Le
développement d’une application Matlab personnalisée a grandement facilité la prise des mesures
histomorphométriques ainsi que la compilation des données et les analyses statistiques. Pour des
raisons ¢videntes, certaines de ces mesures n’ont pas pu étre complétées. En effet, la
désorganisation des colonnes de chondrocytes dans les échantillons chargés dynamiquement
rendait impossible la distinction entre la zone proliférative et la zone hypertrophique. C’est pour
cette raison que seule 1’épaisseur combinée de ces deux zones et leur ratio par rapport a
’épaisseur totale ont été considérés. Le nombre de chondrocytes en prolifération et le nombre de
chondrocytes hypertrophiés par unité d’aire pourraient aussi étre mesurés. Aucune procédure n’a

¢été ¢élaborée dans le cadre de ce projet pour mesurer la prolifération et ’hypertrophie dans la
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plaque de croissance. Afin de comparer les effets des charges statiques et dynamiques, il serait
intéressant de combiner de telles analyses avec des mesures du taux de croissance par exemple.
Puisque que de telles analyses demeures irréalisables dans le cadre d’une étude in vitro, un étude
in vivo future permettrait d’investiguer de maniere plus compléte, le potentiel de modulation de

croissance des chargements dynamiques.

Lors de I’observation des sections histologiques, la présence de trous génait souvent la
prise des mesures. Ces anomalies semblaient dues a des erreurs techniques de manipulations,
mais la présence de chondrocytes a I’intérieur de ces lacunes laissait croire qu’il en était tout
autre. En observant plusieurs images subséquentes issues d’un méme échantillon, il apparait que
ces trous seraient en fait des canaux qui traversent la plaque de croissance. Ces canaux pourraient
servir a la vascularisation de la plaque de croissance ou encore agir comme canal de
communication. Dans une étude menée par Sundaramurthy, des explants de condyles ont été
soumis a un chargement in vitro en compression dynamique. Le processus de formation du
second centre d’ossification a été analysé et des structures semblables ont été observées. Les
canaux ¢taient plus nombreux dans les échantillons chargés dynamiquement lorsque comparé aux
¢chantillons contréle [36]. De telles mesures n’ont pas ¢été faites dans le cadre de la présente
¢tude, il pourrait étre pertinent de procéder a une quantification de ces structures dans chacun des

groupes et de voir si cette tendance semble généralisée.

Les analyses immunohistochimiques ont été effectuées pour quatre protéines distinctes de
la matrice extracellulaire. Bien que cette technique de localisation des protéines demeure
qualitative, la démarche suivie donne aux résultats une valeur scientifique importante. Les essais
ont été faits sur quatre sections histologiques provenant de différentes épaisseurs a travers
I’échantillon (quadruple). Les images ont été analysées par cinq observateurs indépendants ne
sachant pas a priori a quel groupe elles appartenaient. Une analyse individuelle a été faite et les
différences évidentes entre les quatre groupes ainsi que les tendances au sein d’un méme groupe
ont par la suite été analysées. La variabilité intra-animale était moins importante que la variabilité
inter-animale, mais les conclusions n’en demeurent pas moins justes. Un effet notable du milieu
de culture a également été constaté. Plusieurs échantillons du groupe contrdle présentaient des
diminutions locales de I’expression des protéines. Cela est probablement dii & un probléme de
diffusion du milieu de culture a travers I’échantillon cylindrique. Une attention particulicre

devrait étre portée a cette difficulté lors d’expériences futures. In serait intéressant d’élaborer une
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procédure semi-quantitative pour I’analyse des images issues des essais d’immunohistochimie.
De telles techniques basées sur I’intensité du marquage existent déja et permettent d’ajouter

rigueur et signifiance aux résultats [128; 129].

La quantification de I’ARNm peut se faire par des analyses RT-qPCR. L’extraction de
I’ARN se fait fréquemment a partir d’échantillon fraichement sacrifiés et disséqués, mais plus
rarement suite a une culture in vitro prolongée comme dans ce projet pour lequel les échantillons
¢étaient placés en culture avec ou sans chargement pour une période de 48h. Dans 1’ensemble des
démarches expérimentales, de nombreuses €tapes auraient pu entrainer une contamination ou une
dégradation de I’ARN. Pour compléter d’éventuelles analyses RT-qPCR, il serait primordial de
veiller a minimiser les possibilités de dégradation de I’ARN dans 1’ensemble du processus des
expérimentations. Aucune analyse RT-qPCR n’a pu étre complétée dans le cadre de cette étude,
mais les méthodes d’extraction d’ARN pour des explants de plaques de croissance ont
grandement ét¢ améliorées. Il existe aussi des méthodes pour caractériser de manicre semi-
quantitative I’expression des ARNm, I’hybridation in situ (ISH) permettrait par exemple de
localiser les molécules d’ARNm dans les tissus. Il a déja été démontré par hybridation in situ
qu’une compression statique in vitro de courte durée a engendré une réduction de 1’expression de

I’ARNm du collagene de type Il et X a travers la plaque de croissance caudale de rat [118].

Dans les échantillons de culture, les zones proliférative et hypertrophique étaient souvent
gonflées radialement par rapport a la zone de réserve. Cette différence pourrait étre expliquée par
la perméabilité quatre fois supérieure de ces deux zones par rapport a celle de la zone de réserve
[130]. Un phénoméne similaire, mais dans la direction axiale, a été observé avec des explants de
cartilage articulaire soumis a une compression dynamique [131]. Pour contrer a ce gonflement
axial des explants, les auteurs suggerent qu’une faible force statique soit appliquée sur les
échantillons du groupe controle afin de contrer 1’effet de gonflement dans la direction de

croissance [131].

La présente ¢étude inclut certaines limites techniques. L’utilisation d’un mode¢le
expérimental in vitro en opposition a une approche in vivo constitue une limite de cette étude.
Elle fournit toutefois des indications pertinentes sur les effets différentiels des charges statiques
et dynamiques, qui ont été finement controlées de maniére a obtenir des charges équivalentes en

termes de déformation moyenne. L’étude étant limitée a un seul modéle animal, il est aussi
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important d’étre précautionneux lors de ’interprétation des résultats et de la généralisation des
conclusions. Malgré cela, les résultats fournissent certainement une justification scientifique pour
le développement de nouvelles stratégies pour le traitement des déformations

musculosquelettiques progressives basées sur 1’utilisation de charges dynamiques.

Les essais mécaniques ont été réalisés avec des parameétres de chargement limités a une
seule amplitude et une seule fréquence de chargement. Avec des essais mécaniques
supplémentaires, il pourrait étre intéressant d’investiguer I’effet de I’amplitude et de la fréquence
de chargement sur la mécanobiologie de la plaque de croissance. Le temps de chargement
pourrait également €tre varié et cela permettrait d’évaluer la prolifération cellulaire. La viabilité
cellulaire in vitro étant toutefois limitée, une étude in vivo serait plus appropriée pour effectuer de
telles mesures. L’appareil de micro-chargement et le montage expérimental utilisés ne
permettaient que d’effectuer un seul essai mécanique a la fois. Il pourrait étre plus efficient de
concevoir une chambre de test qui permettrait le chargement de plusieurs échantillons
simultanément. Puisque les échantillons n’ont pas toute la méme épaisseur et que les chargements

sont contrdlés en déplacement, un tel dispositif apparait toutefois difficile a développer.

Bien que des tendances générales aient été observées, la difficult¢ de démontrer des
différences statistiques est peut-&tre attribuable a la taille limitée de I’échantillonnage. Les tests
paramétriques statistiques assument généralement une distribution normale de la population et les
tests non-paramétriques sont habituellement moins rigoureux que les tests paramétriques. Les
données aberrantes peuvent aussi fausser les données. Dans le cadre de la présente étude, les deux
types de tests statistiques (paramétriques et non-paramétriques) ont mené a des résultats
similaires. Un échantillonnage plus étendu permettrait possiblement de contrer ces lacunes et

ajouterait de la rigueur aux résultats.

Les résultats de 1’étude guideront aussi 1’¢élaboration d’une étude in vivo plus extensive
visant a comparer les effets de chargements statique et dynamique sur les plaques de croissance
caudales de rats. Cette étude considérera intrinséquement les mécanismes qui régulent et
gouvernent la croissance longitudinale des os, tels que les facteurs de croissance, les hormones,
les nutriments et la génétique. Dans ce projet, des analyses histomorphométriques et

immunohistochimiques seront combinées a des essais d’hybridation in situ et des mesures du
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taux de croissance, ce qui permettra de démontrer plus concrétement le potentiel de modulation

de croissance des charges dynamiques versus les charges statiques.
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CONCLUSION

Le développement de protocoles, d’'un montage expérimental et d’une méthodologie de
recherche a permis de répondre a I’hypothése de recherche et de rencontrer les objectifs du projet.
Des essais mécaniques ont été réalisés sur des explants de plaque de croissance porcines
appartenant a quatre groupes d’étude distincts, soit les groupes baseline, contrdle, chargement
statique et chargement dynamique équivalent. Pour chacun de ses groupes, 1’histomorphométrie
de la plaque de croissance a été caractérisée a 1’aide de procédures rigoureuses de prise de
mesures et les modes d’expression de 1’aggrécane, du collagéne de type II, collagéne de type X et
du MMPI13 ont été¢ investigués par des techniques d’immunohistochimie. Enfin, une étude
comparative a €t¢é menée afin d’analyser les effets différentiels du chargement statique versus

dynamique sur la mécanobiologie de la plaque de croissance.

Il a été¢ montré que la compression statique engendre une diminution importante du ratio
combiné des zones proliférative et hypertrophique par rapport a 1’épaisseur totale de la plaque de
croissance. Dans le cas des échantillons chargés dynamiquement, ce ratio était conservé lorsque
comparé aux échantillons controle. Une désorganisation importante des colonnes de chondrocytes
a ¢été observée dans les zones proliférative et hypertrophique des échantillons chargés
dynamiquement alors que 1’organisation structurale des chondrocytes était conservé dans les
échantillons chargés statiquement. Cette perturbation de 1’arrangement columnaire dans les
¢échantillons chargés dynamiquement pourrait vraisemblablement étre reliée a une augmentation
de la prolifération cellulaire, qui aurait forcé I’accommodement de matériel ajouté cellulaire et/ou

extracellulaire dans la zone proliférative.

Une réduction de I’expression de 1’aggrécane, du collagene de type II et du collagene de
type X a été observée suite au chargement statique. En revanche, la compression dynamique a
contribu¢ a la synthese de 1’aggrécane et du collagene de type II dans la matrice extracellulaire de

la plaque de croissance.

L’hypotheése de recherche, selon laquelle des chargements statiques et cycliques
équivalents entrainent des changements distincts dans I’histomorphométrie de la plaque de
croissance et dans les modes d’expression de protéines de sa matrice extracellulaire, est donc

confirmée. En effet, il est évident que le type de chargement joue un rdle important dans la
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réponse mécanobiologique des plaques de croissance et que le processus de croissance

longitudinale est affecté différemment par une compression statique ou dynamique.

Les principales limites du projet résident dans 1’utilisation d’un modéle expérimental in
vitro et dans la taille limitée de I’échantillonnage. En contrepartie, cette étude est la premiére a
compléter une analyse comparative normalisée qui fournit des indications pertinentes sur les
effets différentiels des charges statiques et dynamiques équivalentes en terme de déformation

moyenne.

Les connaissances découlant de cette étude, jumelées aux résultats d’autres études
mécanobiologiques de la plaque de croissance, permettront de mieux comprendre le processus de
modulation mécanique de croissance et de fournir une justification objective aux traitements non

invasifs ou chirurgicaux des déformations musculosquelettiques progressives.

Considérant la complexité du projet ainsi que son caractére multidisciplinaire, certaines

recommandations et avenues futures pourraient faire 1’objet d’éventuels travaux:

- Elaborer une procédure semi-quantitative pour 1’analyse des images issues des essais
d’immunohistochimie. De telles techniques basées sur 1’intensité du marquage existent déja

et permettent d’ajouter rigueur et signifiance aux résultats;
- Augmenter la taille de I’échantillonnage de chacun des groupes d’études;

- Réaliser d’autres essais mécaniques pour investiguer les effets de 1’amplitude et de la

fréquence de chargement;

- FEtudier d’autres stades développemental du méme modéle animal pour vérifier si les

tendances demeurent inchangées avec 1’évolution de la croissance;

- Finalement, la réalisation d’une étude in vivo permettrait entre autres de mesurer la
prolifération cellulaire, I’hypertrophie des chondrocytes ainsi que le taux de croissance. Le
potentiel de modulation de croissance des charges dynamiques versus les charges statiques

pourrait &tre démontré concrétement.

La modulation mécanique de la croissance est d’un intérét grandissant dans le
développement et I’amélioration des approches minimalement invasives qui visent la modulation
de la croissance de manicre locale tout en préservant la croissance naturelle des os, les fonctions

des différents segments osseux et la mobilité. Bien que plusieurs approches préconisées en
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orthopédie pédiatrique soient basées sur la modulation de la croissance, les parameétres de
chargement optimaux, permettant un meilleur contrdle sur la modulation de la croissance, ne sont
pas clairement définis. Les résultats de la présente étude révelent que les charges dynamiques
préserve la composition de la plaque de croissance en plus de maintenir le ratio des zones
proliférative et hypertrophique par rapport a I’épaisseur totale de la plaque de croissance. Pour
ces raisons, et considérant que la matrice extracellulaire ainsi que la prolifération et
I’hypertrophie des chondrocytes sont étroitement liées au processus de croissance longitudinale,
il semble plus probable que la croissance reprenne normalement apres un traitement orthopédique

de modulation de croissance impliquant des charges dynamiques.
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