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Resume 

La croissance osseuse longitudinale s'effectue dans les plaques de croissance situees aux 

extremites des os longs et des vertebres. La plaque de croissance comprend trois zones 

successives (reserve, proliferative, hypertrophique), dont la composition, la structure et 

la morphologie different tant au niveau des cellules que de la matrice extracellulaire. 

Plusieurs hormones systemiques, facteurs de croissance locaux, facteurs genetiques et 

nutritionnels, ainsi que des medicaments regulent la croissance osseuse. L'evidence 

clinique demontre de plus que l'environnement mecanique est necessaire a la croissance 

osseuse normale. Cependant, les charges excessives peuvent conduire a des anomalies 

de croissance osseuse ou des conditions pathologiques progressives du systeme 

musculosquelettique. Parmi les facteurs biologiques d'influence sur le taux de 

croissance, la synthese/degradation de la matrice extracellulaire de la plaque de 

croissance, en combinaison avec l'hypertrophie et la proliferation cellulaires, joue un 

role important dans la croissance osseuse longitudinale, car ses modifications sont 

necessaires au passage des cellules de la proliferation vers l'hypertrophie. 

Un chargement statique in vitro a montre que la production d'ARN messagers (ARNm) 

des deux principaux collagenes composant la plaque de croissance, le collagene de type 

II et le collagene de type X, etait diminuee avec le chargement. Cette observation n'a 

cependant pas ete confirmee lors d'une experimentation in vivo sur un modele animal de 

poulet. Cette etude ne controlait toutefois pas precisement la charge appliquee tant au 

niveau de la magnitude de la charge que de sa direction. Par ailleurs, deux etudes in vivo 

sur des modeles animaux de rats, ont montre qu'un chargement en compression 

dynamique ne modifiait pas 1'expression des proteines du collagene de type II ni du 

collagene de type X dans la matrice extracellulaire. Ces etudes qui ont ete menees avec 

un chargement dynamique et intermittent pourraient induire des reponses biologiques 

differentes a celles d'un chargement de type statique. 

Le present projet avait pour objectif d'etudier in vivo un modele animal de rat soumis a 

un chargement statique constant et controle avec precision, puis de quantifier la 

modulation mecanique de la croissance osseuse et de determiner le role de la matrice 
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extracellulaire (sa synthese et/ou sa degradation) dans ce processus de modulation. Afin 

de remplir cet objectif, un appareil de chargement a ete fixe sur les sixieme (Cd6) et 

huitieme (Cd8) vertebres caudales de rats males de 28 jours afin de solliciter 

mecaniquement la septieme vertebre caudale (Cd7) avec une contrainte (force/aire) de 

0,2 MPa pendant une periode de 15 jours. Trois groupes experimentaux ont ete etudies : 

un groupe controle, un groupe « sham » (appareil installe mais aucune mise en charge), 

et un groupe charge. Les rats de chaque groupe ont ete separes en deux sous-

groupes pour les differentes analyses biologiques, dans lesquelles les vertebres caudales 

Cd5 et Cd9 ont fourni des controles internes situes a l'exterieur de l'appareil de 

chargement. Un premier sous-groupe a ete utilise pour mesurer les taux de croissance 

des vertebres Cd5, Cd7 et Cd9, a l'aide de deux injections de calceine - un antibiotique 

qui se lie aux lieux de mineralisation active - prealablement au sacrifice ainsi que pour 

completer differents essais histologiques. Ces essais ont inclus des immunohistochimies 

pour caracteriser la distribution du collagene de type II et du collagene de type X, et une 

coloration a la safranine-0 pour etudier la distribution des proteoglycanes, dans la 

matrice extracellulaire des plaques de croissance des vertebres Cd5, Cd7 et Cd9. Des 

mesures histomorphometriques ont egalement ete completees pour la vertebre caudale 

Cd7. Le second sous-groupe a ete utilise pour des essais de RT-PCR quantitative 

(qRT-PCR) permettant de quantifier l'expression des genes des trois composants 

principaux de la matrice extracellulaire (les collagenes de type II et X et l'aggrecane) et 

de quatre enzymes proteolytiques degradant ces composants (MMP-3 et -13 et 

ADAMTS-4 et -5). 

Les experimentations ont montre que le chargement en compression ralentissait la 

croissance des vertebres Cd7 du groupe charge de 29% (p<0,05) par rapport au groupe 

controle et de 15% (p=0,07) par rapport au groupe « sham ». Au niveau de la plaque de 

croissance, les collagenes de type X et II ont ete moins exprimes dans la matrice du 

groupe charge que dans celle des deux autres groupes, leurs expressions etant diminuees 

respectivement dans 50% et 83% des rats charges. Aucune modification significative n'a 
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cependant ete observee pour leurs ARNm ni pour l'une des enzymes proteolytiques 

capable de les cliver, la MMP-13. Une surexpression significative de 1'autre de leurs 

enzymes degradatricess testees, la MMP-3, a ete observee pour le groupe charge par 

rapport au groupe controle (p<0,05) mais pas par rapport au groupe « sham » (p=0,72). 

Cette surexpression du groupe charge n'a neanmoins pu etre exclusivement associee au 

chargement, car elle etait tres similaire au groupe « sham ». Le troisieme composant 

principal de la matrice, l'aggrecane, n'a montre aucun changement dans sa propre 

distribution, sa production d'ARNm ou celle de ses degradeurs proteolytiques etudies, 

ADAMTS-4 et -5. Par ailleurs, les etudes histomorphometriques ont montre que la 

vertebre Cd7 chargee avait un cortex plus large a porosite plus elevee que la meme 

vertebre dans le groupe controle. 

Cependant l'etude a certaines limites dans son design meme, car elle n'a ete menee que 

sur un petit nombre de rats, en particulier pour le groupe « sham ». Par ailleurs, les 

resultats ne s'appuient que sur un type d'essai biologique et il faudrait ainsi les 

confirmer par d'autres types d'essais. De plus, la precision de la charge appliquee par 

l'appareil presentait certaines limites dans le controle de son intensite et de son 

orientation. Enfin, le modele animal du rat presentait certains inconvenients, en 

particulier sa petite taille et la quantite correspondante de tissus pour les essais 

biologiques. 

Cette etude a demontre que le chargement statique in vivo en compression induit un 

remodelage de la matrice extracellulaire de la plaque de croissance, ce qui pourrait 

conduire a des modifications des activites cellulaires de proliferation et d'hypertrophie , 

puis consequemment expliquer la reduction de taux de croissance observee. La nature de 

cette reorganisation des proteines de la matrice n'a cependant pu etre determinee. Des 

etudes ulterieures pourraient investiguer la possibilite d'une denaturation mecanique des 

collagenes, comme il a deja ete observe dans le cas du chargement mecanique du 

cartilage articulaire, et d'autres stades de chargement pourraient etre investigues pour 
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confirmer les resultats obtenus pour 0,2 MPa. Les connaissances decoulant de ces etudes 

mecanobiologiques de la plaque de croissance permettront de mieux comprendre le 

processus de modulation mecanique de croissance et de fournir une base plus 

scientifique au traitement medical des deformations squelettiques progressives. 
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Abstract 

Longitudinal bone growth occurs within the growth plate at the end of long bones and 

vertebrae. The growth plate is divided in three zones (reserve, proliferative, 

hypertrophic), in which the composition, structure and morphology are different at the 

cellular level as well as in the extracellular matrix. Several factors, such as systemic 

hormones, local growth factor, genetics, nutrients and drugs, regulate bone growth. 

Clinical evidence demonstrates that loads are essential to normal bone growth, yet, if too 

elevated, these loads can result in skeletal deformities or progressive pathological 

conditions of the musculoskeletal system. Among the different biological factors 

influencing growth rate like cellular proliferation and hypertrophy, the synthesis and 

degradation of the growth plate extracellular matrix has an important role to play in 

longitudinal bone growth, because the modification of the matrix is necessary for the 

proliferative cells to undergo their morphological changes and become hypertrophic. 

A static in vitro loading showed that the mRNA productions of the two main growth 

plate collagens, type II and X collagens, were reduced with loading. Yet, it was not 

confirmed by an in vivo study on a chicken model. However, this study did not precisely 

control the load applied neither in intensity nor in direction. Two other in vivo studies on 

a rat model observed no change in the expression of the two collagens proteins after a 

dynamic compressive load. These studies, which were using a dynamic intermittent 

loading, could have implied a different biological response as compared to those using a 

static loading. 

The present work was aimed to study in vivo a rat animal model under a constant static 

compressive loading precisely control, to quantify the mechanical bone growth 

modulation and to determine the role of the extracellular matrix (synthesis and/or 

degradation) in the modulation process. In order to fulfill this goal, a loading device was 

fixed on the sixth (Cd6) and the eight (Cd8) caudal vertebrae of male rats 28 days old to 

mechanically load the seventh caudal (Cd7) vertebra with a stress (force/area) of 0.2 

MPa for 15 days. Three experimental groups were studied: a baseline control group, a 

sham group (loading device installed but no load applied), and a loaded group. The Cd5 
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and Cd9 vertebrae, external to the external fixator, were used as internal controls. In the 

three groups, the rats were divided in two subgroups for the different biological analysis. 

A first subgroup was used to measure the growth rates on the Cd5, Cd7 and Cd9 

vertebrae, using two calcein -an antibiotic which binds specifically to actively 

mineralizing matrix- injections made before sacrifice. This subgroup was also used to 

perform different histological assays, including immunohistochemistries to characterize 

the type II and X collagens distribution and safranin-0 coloration to study the 

proteoglycans distribution, in the growth plate extracellular matrix of the Cd5, Cd7 and 

Cd9 vertebrae. Histomorphometric measures were also performed on the Cd7 vertebra. 

The second subgroup was used for qRT-PCR assays to quantify the three main 

extracellular matrix components (type II and X collagens and aggrecan) and four 

proteolytic enzymes degrading the above mentioned components (MMP-3 and -13 and 

ADAMTS-4 and -5). 

The experimentations showed that the compressive loading reduced the Cd7 growth of 

the loaded group by 29% (p<0.05) and 15% (p=0.07) as compared to the control group 

and the sham group, respectively. In the growth plate matrix, the type X and II collagens 

were less expressed in the loaded group than in the other group in 50% and 83% of the 

rats, respectively. No significant change was observed neither in the mRNA production 

of the two collagens nor in MMP-13, one of the proteolytic enzyme studied able to 

degrade the collagens. A significant over-expression was observed in the loaded group 

for MMP-3, the second collagens degradative enzyme studied, as compared to the 

control group (p<0.05), yet the difference was not significant as compared to the sham 

group (p=0.72). 

Then this over-expression in the loaded group could not exclusively be attributed to the 

load applied, because it was very similar to the expression measured in the sham group. 

The aggrecan, the third main component studied, did not demonstrate any change in the 

protein distribution, in the mRNA production or in the mRNA production of the 

proteolytic degraders studied, ADAMTS-4 and -5. In addition, the histomorphometric 
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studies showed that the loaded Cd7 vertebra had a cortex thicker and porosity more 

important than the same vertebra in the control group. 

The study has a number of limits because it was conducted only in a limited number of 

rats, especially in the sham group. Moreover, the results are based only on one type of 

biological assay and hence the use of other techniques would be required to confirm the 

results. In addition, the accuracy of the load applied with the device was somehow 

limited in the control of its magnitude and orientation. Finally, the use of the rat animal 

model includes some disadvantages, mostly because of its small size, and the 

corresponding amount of tissue for biological assays. 

This study showed that an in vivo static compressive loading induces a remodeling of the 

growth plate extracellular matrix, which could lead to modifications in the proliferative 

and hypertrophic cellular activities, and in consequence explain the growth rate 

reduction observed. The nature of the reorganization in the matrix proteins though, was 

not determined. Following studies could investigate the possibility of a mechanical 

denaturation of the collagens, as it has already been observed in articular cartilage under 

mechanical loading. Other loading levels could also been investigated to confirm the 

results obtained here with 0.2 MPa. The increase understanding in the growth plate 

mechanobiology that will come from these studies will provide new insights in the 

mechanical growth modulation mechanism and a more scientific basis for the medical 

treatments of progressive skeletal deformities. 
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Introduction 

La croissance osseuse longitudinale s'effectue dans les plaques de croissance situees aux 

extremites des os longs et des vertebres. La plaque de croissance, un tissu de type 

cartilagineux, comprend trois zones successives (reserve, proliferative, hypertrophique) 

dont la composition, la structure et la morphologie different tant au niveau des cellules 

que de la matrice extracellulaire. 

Plusieurs facteurs hormonaux systemiques et locaux, genetiques et nutritionnels, ainsi 

que des medicaments, regulent la croissance osseuse. Elle peut egalement etre modulee 

de facon mecanique, comme le suggere la loi d'Hueter-Volkmann, qui enonce qu'un 

chargement mecanique en compression ralentit la croissance alors qu'une diminution du 

chargement l'accelere. L'evidence clinique demontre d'ailleurs qu'un chargement 

mecanique est necessaire a la croissance osseuse normale. Cependant, les charges 

excessives peuvent conduire a des anomalies de croissance osseuse ou des conditions 

pathologiques progressives du systeme musculosquelettique comme la scoliose 

idiopathique de l'adolescent ou les genu vara/valga. 

Differentes etudes experimentales sur des modeles animaux ont ete menees afm de 

mieux comprendre le mecanisme de croissance normale d'une part et 1'influence du 

chargement mecanique dans ce processus d'autre part. Parmi les facteurs biologiques 

d'influence sur le taux de croissance, la synthese/degradation de la matrice 

extracellulaire de la plaque de croissance joue un role important dans la croissance 

osseuse longitudinale, car ces modifications sont necessaires au passage des cellules de 

la proliferation vers 1'hypertrophic [1]. Les etudes biomecaniques ont pour leur part 

confirme la loi de Hueter-Volkmann [2-5]. Cependant, tres peu d'etudes ont etudie la 

mecanobiologie de la plaque de croissance. Une etude in vitro a montre que la 

production d'ARNm des deux principaux collagenes composant la plaque de croissance, 

le collagene de type II et le collagene de type X, etait diminuee avec le chargement, 

surtout pour le collagene de type II [6]. Une etude in vivo menee sur un modele animal 

de poulet n'a neanmoins pas confirme ce resultat, aucun changement dans la production 

de ces deux genes n'ayant ete observe [7]. Cette etude ne controlait toutefois pas 
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precisement la charge appliquee tant au niveau de la magnitude de la charge que de sa 

direction. Par ailleurs, deux etudes in vivo sur des modeles animaux de rats, ont montre 

qu'un chargement en compression dynamique ne modifiait pas l'expression des 

proteines du collagene de type II [8] et du collagene de type X [9] dans la matrice 

extracellulaire. Ces etudes qui ont ete menees avec un chargement dynamique et 

intermittent pourraient induire des reponses biologiques differentes a celles d'un 

chargement de type statique. 

L'objectif principal du projet est d'etudier in vivo un modele animal de rat pour 

quantifier la modulation mecanique de la croissance osseuse due a un chargement 

controle avec precision en intensite et maintenu constant au cours du temps, et pour 

determiner plus particulierement le role de la matrice extracellulaire (sa synthese et/ou 

sa degradation) dans cette modulation. 

Ce memoire par article est divise en 6 chapitres. Le premier presente une revue des 

connaissances necessaires a la bonne comprehension du projet. II contient des notions 

sur le systeme squelettique et la plaque de croissance, les differents mecanismes 

d'osteogenese et la croissance longitudinale des os au niveau de la plaque de croissance, 

puis resume l'etat des connaissances sur la mecanobiologie de la plaque de croissance. 

Le chapitre 2 decrit la rationnelle du projet, son hypothese de recherche et ses objectifs 

specifiques. Le corps du memoire est constitue d'un article constituant le troisieme 

chapitre. II presente les principaux resultats obtenus apres chargement statique de la 

septieme vertebre caudale (Cd7) chez le rat. Le chapitre 4 contient des resultats 

complementaires a ceux presentes dans 1'article. Le chapitre 5 comprend une discussion 

generale sur le projet. Une conclusion et des recommandations pour des travaux futurs 

cloturent ce memoire par un sixieme chapitre. 
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CHAPITRE 1 : Revue des connaissances 

1.1. Le systeme squelettique 

Le systeme squelettique est compose de 1'ensemble des os, cartilages et articulations, 

incluant les tendons et les ligaments. 

1.1.1. Roles du systeme squelettique 

Le systeme squelettique a d'abord un role de soutien. En effet, les os par leur rigidite 

permettent a l'homme de se tenir debout et droit, bien que la majorite du corps soit 

composee de tissus mous. Le systeme squelettique joue aussi un role de protection, en 

entourant d'une matiere dure et rigide les organes vitaux qui sont tres importants et 

fragiles comme le coeur, les poumons, le cerveau et la moelle epiniere. Le troisieme role, 

non moins negligeable, est de permettre le mouvement par un jeu complexe 

d'articulations dans lequel interviennent aussi les muscles, les tendons et les ligaments. 

Le systeme squelettique a par ailleurs une fonction hematopoietique. En effet, les 

cellules sanguines se forment dans les cavites medullaires de certains os appelees 

« moelle rouge ». Finalement, les os sont des reservoirs de mineraux, principalement de 

calcium et de phosphore, et ils assurent la regulation de ces mineraux dans le sang [10, 

11]. 

1.1.2. Composition du systeme squelettique 

1.1.2.1. Os 

Composition 

L'os est a la base un tissu conjonctif forme de cellules (osteoblastes, osteocytes, 

osteoclastes, cellules osteoformatrices) et d'une matrice rigide qui a la particularite 

d'etre calcifiee. Les osteoblastes (Figure 1.1 A) sont des cellules qui produisent des 

fibres de collagene et de la substance fondamentale. Elles sont polyedriques et possedent 

des prolongements cytoplasmiques. Les osteocytes (Figure LIB) sont des osteoblastes 

entoures de substance fondamentale et de collagene calcifies. Leurs apports vitaux sont 

assures par des petits canaux, appeles canicules, relies entre eux et aux capillaires. Ils ont 
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pour role de renouveler et entretenir la matrice osseuse qui les entoure. Les osteoclastes 

(Figure 1.1C) sont de volumineuses cellules contenant 10 a 15 noyaux. lis synthetisent 

de la collagenase et le liberent pour degrader le collagene de la matrice osseuse, puis ils 

phagocytent les mineraux et la matiere organique liberee par la resorption et vont les 

liberer dans les capillaires. Ce mecanisme a lieu lors du remodelage osseux. Les cellules 

osteoformatrices sont des cellules mesenchymateuses qui se differencient 

ulterieurement en osteoblastes ou bien osteoclastes. Elles sont tres presentes chez 

l'enfant en croissance mais aussi chez l'adulte lors de la reparation d'une fracture par 

exemple. 

matrice osseuse ' 

Figure 1. 1 : Les cellules de l'os (adapte de PSpin, 1981, [10]). A : osteoblaste, B : osteocyte, C : 

osteoclasts 

La matrice de l'os est composee de fibres de collagene, de substance fondamentale 

(c'est-a-dire de complexes glucoproteiques) et de sels mineraux dont 10% de carbonate 

de calcium et 90 % de phosphate de calcium. Cette matrice calcifiee confere sa rigidite a 

l'os. Elle est organisee en lamelles, ou les fibres de collagene sont disposees 

parallelement. Leur direction change d'une lamelle a 1'autre. Dans l'os cortical, ces 

lamelles sont concentriques : elles forment des complexes appeles osteons (Figure 1.2) 

et comblent egalement les espaces entre les osteons. Dans un osteon, les osteocytes sont 

entre les lamelles et ne sont relies qu'aux osteocytes du meme osteon. Au centre se 

trouve un canal, le canal de Havers, qui laisse passer un ou deux capillaires et des 

cellules conjonctives. Les capillaires sont relies a d'autres canaux et a la moelle par des 
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canaux transversaux, dits de Volkman. Dans l'os spongieux, les lamelles sont disposees 

en travees, dont les dimensions sont variables et les arrangements sont plus ou moins 

irreguliers et d'orientations variables, contrairement a l'os cortical (Figure 1.2). L'os 

spongieux est organise de maniere a donner un maximum de force avec un minimum de 

materiel [12]. 

osteon — 
osteocytes 
lamelles 

perioste 

os cortical os spongieux 

canal de Havers 
canal de Volkman 
capillaire 

Figure 1. 2 : Schema en coupe d'un os contenant de l'os cortical et de l'os spongieux (adapte de 

Marieb, 2005, [11]). 

Structure 

Tous les os sont vascularises, c'est-a-dire qu'ils possedent des canaux sanguins relies a 

la circulation centrale, et innerves, done relies aux centres nerveux. lis contiennent de 

la moelle osseuse (Figure 1.3B) dans leur cavite medullaire ou entre leurs travees. 

L'endoste (Figure 1.3B) est une mince couche de tissu conjonctif tapissant les parois de 

la cavite medullaire, des travees du tissu spongieux et des canaux de Havers. Le tissu 

periostique lamellaire se retrouve en peripherie exterieure de l'endoste et confere sa 

solidite a l'os. Enfin, un perioste (Figure 1.2) est situe en surface externe ; il est forme 

d'une membrane fibreuse de collagene et aussi d'osteoblastes, lors de la croissance ou 

en cas de fracture par exemple. 
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Les os sont classifies selon leur forme : os longs, os courts, os plats et enfin os 

irreguliers. II existe cependant de petites differences de structures selon la forme de l'os. 

Les os longs, que Ton retrouve dans les membres superieurs et inferieurs, sont comme 

leur nom l'indique plus longs que larges. On peut separer un os long en trois parties : la 

diaphyse au centre et des epiphyses aux extremites (Figure 1.3A). La diaphyse constitue 

l'axe longitudinal de l'os et renferme la cavite medullaire. L'epiphyse, souvent plus 

epaisse que la diaphyse, contient de l'os spongieux recouvert d'os cortical, lui-m6me 

recouvert de cartilage hyalin au niveau de 1'articulation. A la jonction entre ces deux 

parties de l'os se trouve la ligne epiphysaire chez l'adulte, vestige de la plaque de 

croissance, responsable de la croissance osseuse longitudinale chez 1'enfant. On appelle 

parfois cette jonction metaphyse. 

epiphyse — 
endoste 

diaphyse — 

cartilage hyalin,--' 

ligne epiphysaire 

' ' moelle osseuse 

— cavite medullaire 

i* " ^ a 

Figure 1. 3 : Structure d'un os long. A : vue anterieure avec coupe frontale, B : coupe transversale 

agrandie (adapte de Marieb, 2005, [11]). 
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Les os courts, plats et irreguliers ont des structures semblables. Les os courts sont a 

peu pres aussi larges que longs, et les os irreguliers, comme les vertebres, sont faits 

d'une mince couche de perioste autour d'une couche de tissu osseux spongieux. Les os 

plats, comme ceux du crane, ont la particularite d'avoir deux couches d'os cortical. 

Roles 

En tant que composants principaux du systeme squelettique, les os interviennent dans 

toutes les fonctions de celui-ci: soutien, protection, locomoteur, hematopoietique. II faut 

noter que la forme de chaque os est adaptee au role specifique qu'il doit jouer. 

1.1.2.2. Cartilage 

Composition 

Le cartilage est principalement constitue d'eau qui, combinee aux sels mineraux, 

proteines et lipides, represente entre 60 a 85% du volume tissulaire. Sa composition 

inclut aussi des cellules appelees chondrocytes (environ 10% du volume), et une 

matrice extracellulaire autosynthetisee [13]. Cette matrice est constitute de substance 

fondamentale (essentiellement de la chondromucoproteine, pour 4 a 7% du volume), de 

fibres de collagene (15 a 22% du volume) et parfois de fibres elastiques. Sa grande 

teneur en eau lui confere ses proprietes d'elasticity. 

Structure 

II existe trois types de cartilage, bases sur 1'organisation et les proportions des 

composants. Le cartilage elastique est tres riche en fibres elastiques, ce qui lui confere 

une teinte jaune et une grande opacite. On le retrouve au niveau du pavilion de Poreille, 

du conduit auditif externe, de Pepiglotte et du larynx. Le cartilage hyalin (Figure 1.4) 

est le plus repandu : c'est un support flexible et elastique. II presente un aspect de verre 

semi-transparent blanc et se situe principalement sur les surfaces articulaires. 
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•'•W "jfete chondrocytes 

matrice extracellulaire 

Figure 1. 4 : Photomicrographie de cartilage hyalin (adapte de http://fr.wikipedia.org/wiki/Cartilage 

consulte le 10 aofit 2007, droits autorises par Fanny Castets). 

II existe une configuration particuliere de ce cartilage [8] qu'on appelle cartilage 

epiphysaire ou plaque de croissance (Figure 1.5). II a la particularite d'etre tres 

organise [14] : les chondrocytes sont ordonnes en colonnes dans une partie importante 

du tissu [1, 15-20]. La plaque de croissance est presentee plus en details a la section 

1.1.2.3. 

Arrangement columnaire 
de chondrocytes 

Figure 1. 5 : Plaque de croissance (grossissement original x200). 

Enfin, le cartilage fibreux est riche en fibres de collagenes orientees parallelement les 

unes par rapport aux autres, ce qui lui permet de se comprimer de fa§on importante et 

aussi de bien resister aux tensions. H est a mi-chemin entre les cartilages elastiques et 

hyalin. On le retrouve en particulier dans les disques intervertebraux. 

Le cartilage, surtout celui de la plaque de croissance, est entoure du perichondre, c'est 

un tissu conjonctif dense et irregulier qui permet de limiter l'expansion du cartilage 

quand il est comprime. Le perichondre contient des vaisseaux sanguins d'ou partent les 

nutriments destines aux cellules du cartilage, qu'ils rejoignent par diffusion a travers la 

matrice, car le cartilage est avasculaire. 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Cartilage
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Roles 

Le cartilage elastique est a la fois rigide et elastique ; il offre une tres bonne resistance 

aux chargements en flexion cycliques ou repetes. Le cartilage hyalin presente un 

comportement viscoelastique, i.e. a mi-chemin entre celui d'un solide elastique et celui 

d'un liquide visqueux. II agit essentiellement dans la transmission d'efforts de traction 

et/ou compression [21]. Plus particulierement, le cartilage articulaire assure la 

distribution de charges elevees sur une grande surface, et les mouvements relatifs avec 

une friction et une usure minimales. Le cartilage fibreux a pour principale fonction de 

faire la jonction entre le cartilage hyalin et un ligament ou un tendon. La plaque de 

croissance est le site de la croissance longitudinale des os longs et des vertebres et n'a 

pas de role biomecanique primaire. 

1.1.2.3. La plaque de croissance en details 

Dans la suite, a moins de mention contraire, les renseignements sont valables pour la 

plaque de croissance de rat, objet d'etude dans ce projet. 

Composition 

La plaque de croissance comprend des cellules (les chondrocytes) et de la matrice 

extracellulaire. La matrice extracellulaire est constitute d'un reseau de fibres de 

collagene incorporees dans un complexe tres hydrate de proteoglycanes et d'acides 

hyaluroniques agreges dont la composition varie selon les zones cellulaires [1, 16, 22]. 

Les collagenes caracteristiques du cartilage sont listes ci-dessous : 

- le collagene de type II est le plus abondant [1, 16, 23, 24]. II est compose de trois 

chaines a l identiques qui se replient en une helice. II joue un role structurant [25], et, de 

plus, il inhibe la calcification et empeche le centre d'ossification secondaire de se 

propager vers l'epiphyse [26] ; 

- le collagene de type IX est aussi un collagene fibrillaire. II est encore compose de trois 

chaines a, mais c'est aussi un proteoglycane car une chaine de glycosaminoglycane lui 

est liee de facon covalente a une de ses chaines a [27, 28]. II est lie par covalence a la 

surface des fibres de collagene de type II [28-31]. II est tres exprime dans la plaque de 

croissance [32], bien qu'il soit en quantite beaucoup moins importante que le collagene 
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de type II [23]. Ballock et al. [32] ont postule que le collagene de type IX permet au 

collagene de type II d'interagir avec les autres composants de la matrice extracellulaire 

et il est aussi probable qu'il participe au controle de la croissance et du diametre des 

fibres de collagene de type II [23]; 

- le collagene de type XI est le dernier collagene fibrillaire de la matrice extracellulaire 

et il est compose de trois chaines a [24, 33]. II est lie au collagene de type II par des 

liaisons structurelles et non de surface [16, 31, 34]. Comme le collagene de type IX, il 

est lui aussi tres exprime dans la plaque de croissance [32], bien qu'il soit en quantite 

beaucoup mo ins importante que le collagene de type II [16, 23]. II est lui aussi suppose 

jouer un role dans le controle de la croissance et du diametre des fibres de collagene de 

type II [23]; 

- et le collagene de type X qui est non fibrillaire, est compose de trois chaines a l 

identiques mais plus courtes que celles des collagenes precedents [24]. II pourrait jouer 

un role dans la calcification du cartilage [22, 24, 35]. Anderson [36] lui prete plutot un 

role structurant et de support dans la matrice. 

En ce qui concerne les proteoglycanes, le plus abondant est l'aggrecane [1, 16, 32], 

forme d'au moins 100 molecules de chondroitine sulfate [16]. II se trouve dans toute la 

plaque de croissance [16, 37-39]. L'aggrecane, de par ses charges negatives, joue un role 

dans la retention d'eau, chargee positivement. Le fluide interstitiel incompressible ainsi 

emprisonne offre une resistance a la compression [32, 40]. Les proteoglycanes 

(l'aggrecane, mais aussi la versicane, la decorine, le biglycane, la fibromoduline, la 

lumicane, la glypicane, la chondroitine et l'agrine [32, 38, 41-46]) se retrouvent dans des 

proportions differentes selon la zone cellulaire considered [45]. En particulier, la 

decorine recouvre les fibres de collagene [32]. L'agrine, un proteoglycan recemment 

identifie dans la plaque de croissance, semble jouer un role important dans la croissance 

osseuse, car les souris privees du gene permettant de le produire grandissent moins et la 

matrice de leur plaque de croissance contient moins de collagene de type II et 

d'aggrecane [38]. 
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L'aggrecane et le collagene de type II sont les principaux responsables des capacites de 

resistance aux tensions et aux compressions de la plaque de croissance [45]. Considerant 

que ces molecules se retrouvent en proportions differentes a travers l'epaisseur de la 

plaque de croissance, les proprietes mecaniques sont differentes selon la zone cellulaire 

[45,47]. 

La matrice contient egalement des facteurs de croissance (voir section 1.2.3.2) et des 

enzymes qui remodelent la matrice, en particulier des metalloproteinases (ou MMPs), 

qui sont des enzymes proteolytiques Zn2+-dependantes, et des aggrecanases [48-51]. II 

existe 4 principaux sous-groupes de MMPs : les collagenases, les gelatinases, les 

stromelysines et les metalloproteinases de type membranaire [52]. Les collagenases sont 

les plus interessantes parce que ce sont les plus efficaces dans la degradation des fibres 

de collagene de la matrice native. II en existe 3 types chez l'homme (MMP-1 ou 

collagenase 1, MMP-8 ou collagenase 2 et MMP-13 ou collagenase 3) et au moins 2 

chez le rat qui seraient equivalentes a MMP-8 et MMP-13. La MMP-13 est reconnue 

pour degrader le collagene de type II de facon plus efficace [53, 54], mais elle peut aussi 

degrader le collagene de type X [51, 55]. Elle a aussi le potentiel d'action des gelatinases 

[53] et peut done degrader le collagene denature. Elle peut de plus degrader l'aggrecane 

[56]. Parmi les stromelysines, la MMP-3 a des proprietes interessantes, car elle peut 

degrader non seulement les collagenes de type II et X comme la MMP-13, mais elle peut 

aussi degrader les collagenes de type IX et XI [51]. Elle est aussi connue pour etre un 

activateur des collagenases [57, 58] et pour degrader les proteoglycans [59]. 

D'autres MMPs ont ete etudiees comme MMP-2, MMP-9, MMP-10, MMP-11 et MMP-

14. MMP-2 et MMP-9 sont des gelatinases [52] ; MMP-2 degrade en particulier le 

collagene de type II denature [60], et les deux ont un role d'activation d'autres MMPs au 

moins in vitro [61]. MMP-14 est une metalloproteinase de type membranaire capable 

de degrader le collagene de type II et l'aggrecane et a ete detecte chez l'humain dans 

toutes les zones de la plaque de croissance [61]. 

Les aggrecanases sont des ADAMTS (adamalysin-thrombospondins) et degradent done 

l'aggrecane [49, 50]. Au moins deux aggrecanases sont identifiees chez l'humain et chez 
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le rat: l'aggrecanase I ou ADAMTS-4, et l'aggrecanase II ou ADAMTS-5. 

L'aggrecanase I est capable de degrader l'aggrecane mais aussi la versicane alors que 

l'aggrecanase II ne semble degrader que l'aggrecane parmi les proteoglycans de la 

plaque de croissance [49, 62, 63]. 

II existe des inhibiteurs des MMPs appeles TIMPs (tissue inhibitor of MMP), qui sont 

au nombre de 4 [64, 65]. TIMP-1 a ete detecte a travers toute la plaque de croissance 

[52, 61]. Cependant TIMP-3 est un meilleur inhibiteur des aggrecanases que des MMPs 

[66]. 

Structure 

La plaque de croissance est en forme de disque ondule et elle est anisotrope [67, 68]. 

Histologiquement, meme si certains auteurs divisent la plaque de croissance autrement 

[Radhakrishnan, 2004 #5; Alvarez, 2000 #17; Sandell, 1994 #57; Weisser, 2002 #73; 

Takahashi, 2005 #102; Anderson, 1995 #92], elle est generalement separee en trois 

zones disposees perpendiculairement a l'axe longitudinal de l'os : la zone de reserve, la 

zone proliferative et la zone hypertrophique (Figure 1.6) [14, 15, 69-73]. 

Figure 1. 6 : Structure de la plaque de croissance. 
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La zone de reserve 

Elle est adjacente a la zone epiphysaire (Figure 1.6, R) [67, 69, 73]. Elle pourrait 

regrouper des cellules avec differentes fonctions physiologiques [71]. Cest la seule zone 

de la plaque de croissance qui soit vascularisee [67, 74]. L'orientation des cellules est 

aleatoire [26, 69], et ces dernieres sont isolees ou en petits groupes [67, 73]. Le cycle 

cellulaire est particulierement long dans la zone de reserve et les divisions cellulaires 

sont tres rares [20, 67, 71]. 

Les chondrocytes y sont presque spheriques [69]. lis ont d'abord une fonction de 

cellules souches [67-69, 71, 75], ensuite stimules pour initier l'expansion clonale des 

cellules proliferatives [46, 68, 71] ; ce sont des cellules germinales [46, 67, 69, 71]. 

Dans cette zone, la matrice est composee en particulier de collagene de type II dont les 

fibres sont orientees aleatoirement ainsi que de proteoglycanes [76-78]. 

Le ratio volumique de matrice extracellulaire par rapport aux cellules est eleve [26, 32]. 

La taille de la zone de reserve, qui peut etre determinee via un marquage a la lectine, 

varie selon le stade developpemental pour une meme plaque de croissance, d'un os a un 

autre pour une meme espece et en proportion par rapport aux autres zones d'une espece 

a une autre [15, 71]. Ces marquages montrent que les cellules souches ne se situent que 

dans une bande tres etroite et qu'un groupe beaucoup plus important de cellules revele 

des proprietes matricielles s'apparentant au cartilage articulaire, comparativement aux 

cellules des autres zones [71]. 

La zone proliferative 

Les cellules de la zone proliferative sont plates [17, 26, 32, 46, 69, 73] et organisees en 

colonnes selon l'axe longitudinal (Figure 1.6, P) [26, 32, 46, 73]. Le cycle cellulaire y 

est tres rapide [14, 15, 26, 69], ce qui fait de cette zone la region la plus dense en cellules 

[73]. 

Les chondrocytes synthetisent activement de la matrice [14, 15, 69] ; cette zone est done 

riche en matrice [46, 73, 78]. Excepte l'etude d'Alvarez et al. [1] qui semble detecter le 

maximum d'expression du collagene de type II au debut de la zone hypertrophique, 

plusieurs autres etudes etablissent que la zone proliferative est la zone la plus riche en 
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collagene de type II (Tableau 1.1) [16, 23], et ses fibres de collagene sont orientees de 

facon longitudinale [26, 78]. L'agrine apparait dans cette zone [38]. Cette derniere 

contient aussi des hormones de croissance qui sont a leur activite maximale surtout lors 

de la transition avec la zone de reserve. La zone proliferative produit les 

metalloproteinases, en particulier MMP-2 et MMP-9, surtout proche de la transition avec 

la zone hypertrophique [52] et aussi, mais plus faiblement, MMP-13 [1], ainsi que leurs 

inhibiteurs : TIMP-1 et TIMP-2 [52]. Une etude chez Phumain n'a detecte aucune des 

MMPs citees precedemment dans la zone proliferative [61]. Elle n'a pas non plus 

observe la presence de TIMP-2, mais seulement celle de TIMP-1 dans cette zone. Le 

nombre de cellules de la zone proliferative varie selon le stade developpemental et est lie 

au taux de croissance [71, 79]. 

La zone hypertrophique 

La zone hypertrophique est situee entre la zone proliferative et la metaphyse (Figure 1.6, 

H). Elle peut etre considered en deux parties : la zone prehypertrophique ou de transition 

entre la proliferation et l'hypertrophie, et la zone hypertrophique comme telle [16, 18, 

23,26,46,67,71]. 

Dans la zone prehypertrophique, les cellules arretent de se diviser [46, 71], 

probablement apres un nombre fini de divisions cellulaires [46, 67] ou bien sous 

l'influence d'un facteur de croissance local (le peptide lie a l'hormone parathyroi'dienne 

(PTHrP) est souvent pressenti pour jouer ce role, mais une controverse existe encore a ce 

sujet pour le stade postnatal) [18, 32, 46, 71]. Puis, les cellules commencent la 

differentiation particulierement en s'allongeant [46, 80]. Les cellules perdent un peu leur 

organisation en colonnes [16]. La zone prehypertrophique est tres etroite, ce qui reflete 

la grande coordination temporelle avec laquelle les cellules arretent de se diviser et 

commencent a grossir [71]. Par ailleurs, elle est metaboliquement plus active que la zone 

proliferative [15, 26, 81], en particulier la matrice extracellulaire contient plus de 

proteoglycans et de phosphatase alcaline [1, 32, 82]. Cette matrice est aussi la plus 

riche en collagene de type IX [46]. Elle contient encore du collagene de type II [1, 16, 

23, 38, 39, 77, 83] et de l'agrine [38]. De plus, le collagene de type X commence a etre 
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produit [16, 26, 38, 84]. La presence de MMP-13 permet le remodelage de la matrice [1, 

85]. C'est aussi dans cette zone que la MMP-3 et les aggrecanases I et II apparaissent 

[37, 86]. On detecte encore la MMP-9 et un peu de MMP-2, ainsi que TIMP-1 et encore 

un peu TIMP-2 [52], ce resultat etant encore en disaccord avec une etude chez l'homme 

[61] qui ne detecte ni MMP-2 et MMP-9 ni TIMP-2 dans cette premiere partie de la 

zone hypertrophique. 

Dans la zone d'hypertrophie comme telle, les chondrocytes achevent leur differentiation 

terminate [32, 46]. lis s'arrondissent en continuant a s'allonger dans la direction de la 

croissance, et ils grossissent beaucoup et rapidement [14, 32, 46, 70, 73], de 10 a 20 fois 

leur taille initiale [70]. Contrairement au mecanisme classique d'hypertrophie qui est un 

grossissement cellulaire du a une augmentation de volume des organelles [73], le 

grossissement cellulaire est dans ce cas-ci majoritairement cause par une accumulation 

de fluides intracellulaires [17, 73] et une modification de la matrice extracellulaire [73]. 

C'est la zone de la plaque de croissance la mo ins dense en cellules [73]. 

En outre, les chondrocytes secretent beaucoup de matrice extracellulaire [46, 73], 

environ deux fois plus par cellule que dans la zone proliferative [15, 73] et ses fibres 

restent orientees selon l'axe longitudinal [78]. Les cellules secretent en particulier les 

collagenes de type II et X (Tableau 1.1) [1, 16, 23, 24, 38, 39, 77, 84] et aussi de la 

MMP-13 [1, 32, 39]. Les aggrecanases sont toujours detectees dans cette zone, 

l'aggrecanase II etant globalement plus exprimee que l'aggrecanase I [37]. Les MMP-2 

et MMP-3 y sont encore faiblement detectees [52, 86]. De plus, TIMP-1 est toujours 

exprime et TIMP-3 apparait aussi [52]. Chez l'humain, TIMP-2 est lui aussi detecte dans 

cette zone [61]. 

Enfin, dans la region de la zone hypertrophique la plus proche de la metaphyse, la 

matrice commence a se mineraliser [26, 46, 67]. 
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Tableau 1.1 : Principaux composants de la matrice extracellulaire. 

Molecule 

collagene type II 

collagene type IX 

collagene type X 

collagene type XI 

pr
ot

eo
gl

yc
an

s 

aggrecane 

chondroi'tine 

versicane, decorine, 
biglycane, 
flbromoduline, lumicane, 
glypicane 

Localisation chez 
l'homme 
toute la plaque [83], 
surtout zone 
proliferative [46] 

surtout zone 
prehypertrophique 
[46] 

zone 
hypertrophique [26, 
32 ,83] 

surtout zone 
hypertrophique [46] 

toute la plaque [32] 

toute la plaque [32] 

Localisation chez le 
rat 

toute la plaque [1, 23, 
39], mais surtout zone 
proliferative [23] ou 
debut de zone 
hypertrophique [1] 

toute la plaque [23] 
mais surtout zone 
proliferative [23] 

zone hypertrophique 
[1,39] 

toute la plaque [23] 

toute la plaque [37, 
39] 

Role 

support structural [1,16], 
resistance aux tensions et aux 
compressions de la plaque de 
croissance [45] et 
inhibition de la calcification 
[261 
liaison entre le collagene de 
type II et d'autres composants 
de la matrice extracellulaire 
[32] et controle de la croissance 
et du diametre des fibres de 
collagene de type II [23] 
facilite la calcification de la 
matrice [16, 24, 32] et role 
structurant et de support de la 
matrice [36] 
controle de la croissance et du 
diametre des fibres de collagene 
de type II [23] 
retention d'eau [87] qui permet 
une resistance aux tensions et 
aux compressions de la plaque 
de croissance [32, 45, 87] 

Role 

La zone de reserve 

La zone de reserve produit de la matrice extracellulaire et emmagasine des nutriments 

necessaires pour les zones proliferative et hypertrophique [26]. Elle pourrait aussi jouer 

un role de support mecanique dans certaines especes ou la croissance est relativement 

lente pendant de longues periodes et qui, du fait de leur grande taille, doivent imposer 

des charges mecaniques supplementaires a leurs plaques de croissance pendant toute la 

periode de croissance [71]. Enfin, elle jouerait un role important dans Porganisation de 

la plaque de croissance. Elle produirait en effet les premiers chondrocytes en 

proliferation, mais aussi un facteur les orientant en colonnes et un deuxieme facteur qui 

inhiberait la differentiation terminale des chondrocytes et empecherait done 

l'hypertrophie des cellules proliferatives proches de la zone de reserve [75]. Ce dernier 
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aspect expliquerait en partie la presence de deux zones distinctes pour la proliferation 

d'une part et pour Phypertrophie d'autre part dans la plaque de croissance. 

La zone proliferative 

La zone proliferative produit beaucoup de nouveaux chondrocytes, ce qui est necessaire 

pour maintenir le nombre de cellules dans la plaque de croissance a un moment donne, 

en compensant les pertes cellulaires qui ont lieu au front de mineralisation [79]. La 

proliferation cellulaire participe a la regulation du taux de croissance. Selon Wilsman et 

al., c'est le troisieme facteur le plus important apres l'hypertrophie des chondrocytes et 

la synthese de matrice extracellulaire [79]. Cette etape permettrait a la cellule de changer 

son phenotype et de devenir « prete » a entrer en hypertrophic apres un nombre donne de 

divisions cellulaires. La proliferation aurait ainsi un role dans le processus de maturation 

cellulaire [88]. 

La zone hypertrophique 

La zone hypertrophique regule le plus efficacement la croissance longitudinale par le 

grossissement des cellules et leur allongement dans la direction de croissance [15, 79]. 

Le taux et l'efficacite de l'hypertrophie varient d'une espece a l'autre [70, 89]. 

1.2. Osteogenese 

L'osteogenese est un terme qui regroupe non seulement la formation prenatale des os, 

mais aussi tous les mecanismes postnataux de croissance de l'os. Elle se fait toujours en 

deux etapes : accroissement de materiel (cartilagineux ou conjonctif) puis ossification de 

ce nouveau materiel. 

L'ossification, qui s'opere differemment suivant l'origine du materiel primaire sur lequel 

repose 1'ossification, sera d'abord presentee. Puis, les mecanismes postnataux de 

croissances laterale et longitudinale seront detailles. 
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1.2.1. Mecanismes d'ossification 

1.2.1.1. Generalites 

L'ossification se fait toujours a partir d'un autre tissu, de type conjonctif ou 

cartilagineux. L'ossification s'operant a partir d'un tissu conjonctif fibreux primaire est 

appelee ossification endoconjonctive ou ossification intramembraneuse, alors que 

celle qui se fait a partir de cartilage hyalin est appelee ossification endochondrale. 

Dans les deux cas, on peut observer une ossification primaire et une ossification 

secondaire. L'ossification primaire se fait comme suit: les cellules mesenchymateuses 

se differencient en osteoblastes, ces derniers produisent de la substance fondamentale et 

du collagene, puis il y a calcification, i.e. des sels mineraux se deposent dans la matrice 

organique. Un tissu osseux temporaire, appele os primaire, est ainsi forme avec des 

fibres de collagenes disposees de facon tres irreguliere et de nombreux osteocytes. L'os 

primaire peut etre remanie tres rapidement et est metaboliquement actif. 

L'ossification secondaire s'opere par la suite en transformant l'os primaire en os 

lamellaire, soit de type cortical ou spongieux. Cette deuxieme etape se fait par 

differenciation de cellules mesenchymateuses en osteoclastes, qui detruisent le tissu 

osseux et forment des lacunes, ou en osteoblastes, qui edifient le tissu lamellaire. On 

obtient alors un tissu osseux avec une structure plus ou moins organisee de type cortical 

ou spongieux (section 1.1.2.1). 

Malgre que ce mecanisme d'ossification soit observe dans tous les tissus, il presente des 

differences au niveau de son initiation suivant le tissu d'origine. Les prochaines sections 

presentent plus en details 1'ossification endoconjonctive et endochondrale [10, 11]. 

1.2.1.2. Ossification endoconjonctive 

L'ossification endoconjonctive a lieu dans les os plats du crane, les clavicules et certains 

os de la face. Elle debute en general au centre du futur os, appele le centre primaire 

d'ossification, par la multiplication par mitose de cellules mesenchymateuses et leur 

differenciation en osteoblastes (Figure 1.7A). L'ossification se deroule ensuite comme 

expliquee precedemment (Section 1.2.1.1 et Figure 1.7B), se propageant de proche en 

proche en formant une dentelle osseuse, pour dormer de l'os spongieux immature. Le 
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perioste se forme alors autour de la structure osseuse encore en developpement par 

association de cellules mesenchymateuses vascularisees a la surface externe de l'os 

fibreux (Figure 1.7C). Des osteoblastes apparaissent sur la surface interne du perioste et 

commencent ce qu'on appelle 1'ossification periostique (Figure 1.7D). II faut noter que 

ce mecanisme d'ossification n'est pas encore termine a la naissance [10, 11]. 

A. apparition d'un point d'ossification 
__——— Cellule mesenchymateuse 

•' Fibre collagene 
j - Point d' ossification 

X~——- Materiau osteoi'de 
\ Osteoblaste 

B. matrice osseuse secretee dans la matrice fibreuse 
% ^ _____ Osteoblaste 

• * - Materiau osteoi'de 
> *_—___ Osteocyte 

* _«L —_ Matrice osseuse nouvellement calcifiee 
- * 

C. formation du perioste 
I 1iF *_»» A ~~^^ Les cellules mesenchymateuses s'associent pour former le perioste 

V ^ ^ m ^ , , . , \ Travee de l'os fibreux 

' Vaisseau sanguin 

D. formation de la gaine osseuse en os compact et apparition de la moelle rouge 
fj^jj"* Perioste fibreux 

-—-— Osteoblaste 
Plaque d'os compact t ft ^ p Les cavites de l'os spongieux contiennent de la moelle rouge 

IT 

<*# 

Figure 1. 7 : Ossification endoconjonctive (adapte de Marieb, 2005, [11]). Note : les schemas A et B 

sont a un grossissement superieur aux deux autres. 

1.2.1.3. Ossification endochondrale 

L'ossification endochondrale s'opere dans les os longs, courts et irreguliers. L'exemple 

d'un os long est detaille dans les prochains paragraphes. L'ossification endochondrale 

est plus complexe que celle de type endoconjonctive, car elle doit etre precedee de la 

destruction du tissu cartilagineux a la base de 1'ossification. De plus, elle est combinee a 

une ossification endoconjonctive qui tout autour de l'os, forme le perioste a partir du 

perichondre. 
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L'ossification endochondrale prenatale (Figure 1.8) s'opere a partir d'un cartilage de 

depart qui a deja la forme quasiment definitive de l'os. Elle demarre au centre de la 

piece cartilagineuse au niveau de la diaphyse, appele centre primaire d'ossification 

(Figure 1.8A). Elle est precedee par des changements au niveau des chondrocytes a cet 

endroit: accroissement du cartilage aux extremites et maturation des chondrocytes puis 

hypertrophic et secretion de phosphatase qui calcifie la matrice cartilagineuse. Les 

chondrocytes sont alors prisonniers de cette matrice impermeable a la diffusion des 

nutriments; ils degenerent et meurent [90]. La matrice commence alors a se 

desintegrer (Figure 1.8B) : les fines travees de substance intercellulaire se desagregent et 

forment des cavites medullaires primaires (Figure 1.8C). Ces dernieres sont ensuite 

envahies par des capillaires sanguins provenant du perioste, qui apportent des cellules 

mesenchymateuses. Elles se differencient en cellules hematopoietiques ou en 

osteoblastes, ces derniers precedent alors a l'ossification [90] decrite precedemment. 

Ulterieurement, les osteoclastes detruisent l'os spongieux central et forment le canal 

medullaire (Figure 1.8D). Ils s'arretent a la naissance et l'os spongieux reste done en 

place aux extremites de l'os long. 

centre secondaire 
d'ossification 

tissu 
j ^ cartilagineux 

1 centre 
| _ / primaire 
," Y d'ossification 

/ 

matrice en 
disintegration 

\ 

cavite medullaire 

capillaire 

canal 
medullaire 

•.•/•v. 

Figure 1. 8 : Ossification endochondrale (pour un os long) (adapte de Marieb, 2005, [11]). 
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Au fur et a mesure de 1'ossification, le centre primaire s'etend vers les epiphyses, puis 

les centres secondaires d'ossification (Figure 1.8D) se forment a chaque extremite. Ces 

centres sont specifiques aux mammiferes [90, 91] ; ils constituent les seuls vestiges du 

cartilage hyalin a partir duquel l'os s'est forme. A la fin de 1'ossification, il ne reste du 

cartilage qu'a deux endroits, soit de part et d'autre du centre secondaire d'ossification. 

Sur la surface des epiphyses, il porte le nom de cartilage articulaire, et a la jonction de la 

metaphyse et de l'epiphyse, il est appele cartilage epiphysaire, ou cartilage de 

conjugaison [91] ou plaque de croissance. Cette derniere a ete presentee en details a la 

section 1.1.2.3. 

Apres la naissance, bien que l'ossification soit achevee (ou presque), les os continuent 

leur developpement jusqu'a la fin de la puberte, ou meme jusqu'a la fin de la vie (os du 

nez et de la machoire). Une croissance en epaisseur (croissance laterale) se fait en 

parallele dans tous les os et peut continuer tout au long de la vie. Les os longs et les 

vertebres subissent aussi une croissance en longueur (croissance longitudinale). Ces 

mecanismes de croissance laterale et longitudinale sont presentes en details dans les 

prochaines sections [10,11]. 

1.2.2. Croissance laterale 

La croissance laterale commence par un ajout de materiel par apposition, c'est-a-dire 

par un ajout de couches peripheriques de matrice osseuse secretee par des osteoblastes 

de la couche profonde du perioste (Figure 1.9) [10, 11]. 

Le materiel ajoute est ensuite ossifie suivant le mecanisme d'ossification 

endoconjonctive. Simultanement, les osteoclastes situes sous l'endoste de la diaphyse 

[90], agrandissent la cavite medullaire. Ainsi le poids de l'os n'augmente pas 

considerablement avec la croissance, mais l'os devient tout de meme plus epais et plus 

solide. 
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oapillaire perioste canal central de 1'osteon 

Legende : en vert —*• nouvelle matrice secretee 

A. Secretion de matrice osseuse 

B. Fusion des cretes osseuses 

C. Le perioste devient de l'endoste 

D. Formation d'un osteon 

Figure 1.9 : Croissance laterale par apposition (adapte de Marieb, 2005, [11]. 

1.2.3. Croissance longitudinale 

1.2.3.1. Mecanisme general 

La croissance longitudinale inclut d'abord la formation du nouveau materiel par ce 

qu'on appelle la croissance interstitielle [10, 11]. Ce processus s'opere au niveau de la 

plaque de croissance (Figure 1.7) ou les chondrocytes proliferent, s'hypertrophient et 

produisent de la matrice extracellulaire, puis meurent (pour plus de details sur son 

fonctionnement revoir la section 1.1.2.3). lis remplissent leurs fonctions selon un ordre 

defini et synchronise avec celui de leurs voisins dans la colonne cellulaire [15, 20]. Une 

fois que les chondrocytes sont morts, il reste de longs spicules de cartilage calcifie, 

comparables a des stalactites. L'ossification endochondrale commence alors 

reellement. Differentes cellules venues de la moelle par le canal medullaire entrent en 

action. Tout d'abord, les osteoclastes erodent partiellement les spicules de cartilage, puis 

les osteoblastes les recouvrent d'une couche de matrice osseuse ; de l'os spongieux est 

ainsi forme. Les osteoclastes digerent l'extremite des spicules, ce qui permet 

1'elongation du canal medullaire [10, 11]. 

a 
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Un processus de croissance comparable existe dans les vertebres, qui ont egalement un 

cartilage de croissance. Cependant, ces os n'ont pas d'epiphyses chez l'humain et la 

plaque de croissance se trouve a l'extremite de l'os d'un cote et le disque intervertebral 

de l'autre [92]. 

Les determinants cellulaires majeurs au niveau de la plaque de croissance pour la 

croissance en longueur (surtout la croissance rapide) sont la proliferation et 

l'hypertrophie des chondrocytes [15, 68-70, 73, 79, 93]. Une modelisation de la 

croissance est d'ailleurs proposee par la relation suivante : croissance = (nb de nouvelles 

cellules/jour)x(hauteur cellulaire finale) [2, 4]. Cependant, la proliferation a une plus 

faible influence que l'hypertrophie dans la regulation de la croissance [15, 79]. 

Par ailleurs, un troisieme facteur est important dans la croissance longitudinale, c'est la 

production de la matrice extracellulaire et il est d'ailleurs le deuxieme plus important 

apres l'hypertrophie [79]. De plus, le remodelage de la matrice est necessaire pour 

permettre les changements de forme et de volume de la cellule lors de l'hypertrophie [1, 

15], et aussi pour assurer la sequence spatio-temporelle de la proliferation, de 

1'hypertrophie et de la migration des chondrocytes [1]. De ce fait, la 

production/degradation de la matrice est considered comme un autre element cle dans la 

croissance longitudinale [1, 15, 67, 70, 73, 79, 82, 94]. 

Globalement, Wilsman et al. ont montre que la croissance longitudinale est due pour 40-

60% a l'hypertrophie des chondrocytes, pour environ 30-50% a la synthese de matrice 

extracellulaire et pour environ 10% a la proliferation des chondrocytes (Figure 1.10) 

[79]. 
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7% 

contribution 
de la zone — 

proliferative 

contribution de 
la zone — 

hypertrophique 

tibia proximal radius distal tibia distal radius proximal / - , „ 

59% 

58% 

•H divisions cellulaires 
• I synthese de matrice 
• hypertrophic cellulaire 

Figure 1. 10 : Importance relative de chaque facteur dans la croissance quotidienne de rats (adapte 

de Wilsman et al. [79]). 

La croissance longitudinale s'arrete a la fin de l'adolescence, quand les chondrocytes 

ralentissent leur proliferation. Le cartilage est alors remplace graduellement par de l'os, 

c'est ce qu'on appelle la fermeture de la plaque de croissance [32]. Ce phenomene n'est 

pas observe chez le rat, qui garde ses plaques de croissance, meme une fois la croissance 

longitudinale achevee [61]. 
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1.2.3.2. La regulation biologique de la croissance 

Plusieurs mecanismes biologiques sont impliques dans la croissance et le 

fonctionnement de la plaque de croissance. Ces mecanismes sont regules par differents 

facteurs dont: 

• Des hormones systemiques dont l'hormone de croissance GH (growth hormone) 

[95-98], IGF-I (insulin-like growth factor I) [99, 100], les hormones 

thyroi'diennes T3 et T4 [101, 102] et les steroi'des androgenes et estrogenes 

pendant la puberte [103-107]. Elles sont necessaires pour permettre aux os de 

s'allonger au meme rythme sur les cotes gauche et droit du corps [108]; 

• Des facteurs de croissance locaux, connus pour leur role primordial pendant le 

developpement embryonnaire, mais qui continuent a jouer un role dans la 

croissance postnatale, meme s'il est moins bien caracterise a ce jour, permettant 

aux differentes plaques de croissance de grandir a des rythmes differents suivant 

leur localisation dans le corps [108]. En particulier, la boucle de retroaction IHH-

PTHrP (Indian hedgehog-PTHrP) semble participer a l'equilibre dynamique 

entre la proliferation et la differentiation [18], ainsi que des BMPs (bone 

morphogenetic proteins) de la superfamille des TGF-P (transforming growth 

factor P) [46, 109], des FGFs (fibroblast growth factor) [46, 67] et VEGF 

(vascular endothelial growth factor) [46] ; 

• Des proteines transmembranaires: les integrines, qui permettent une 

communication entre les cellules et la matrice [83,110]; 

• Les nutriments [67]; 

• Les facteurs genetiques [15, 67]; 

• Les agents chimiques (comme les medicaments) [111]. 

Dans le cadre de cette etude, nous etudierons un mecanisme biologique regulant le 

fonctionnement de la plaque de croissance, soit la formation/degradation de la matrice 

extracellulaire de la plaque, puisque la formation controlee de la matrice extracellulaire 

et son renouvellement sont des mecanismes essentiels dans le processus de croissance 

longitudinale comme il l'a deja ete montre plus haut. Differents mecanismes biologiques 
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participent a la regulation de la production de la matrice extracellulaire. Par exemple, 

certains facteurs biologiques influencent la production des differents constituants de la 

matrice, au moins in vitro (Tableaux 1.2 et 1.3). En effet, il a ete montre qu'IGF-I 

stimule l'expression du collagene de type II [112, 113], tout comme TGF-01 [114-116] 

et GH [117]. Par contre, le collagene de type II est inhibe par bFGF (basic FGF) [112, 

113]. IGF-I stimule aussi la production du collagene de type X, tout comme le fait IGF-

II (insulin-like growth factor II) [118]. lis stimulent aussi la production de 

proteoglycanes [118], en particulier d'aggrecane au moins dans le cartilage articulaire 

[119], contrairement au bFGF qui l'inhibe [113]. L'acide retinoique inhibe aussi les 

proteoglycanes, ainsi que le collagene de type II mais il stimule la production du 

collagene de type X [120, 121]. Par contre, TGF-pi inhibe l'expression du collagene de 

type X [115], tout comme PTHrP [122]. 

Tableau 1. 2 : Agents de regulation de la production des differents constituants de la matrice 

extracellulaire de la plaque de croissance. 

Constituant de la 
matrice : 

Collagene de type II 

Collagene de type X 

Proteoglycanes 

Stimule par: 

IGF-I, TGF-[31,GH 

IGF-I, IGF-II, acide 
retinoique 

IGF-I, IGF-II 

Inhibe par: 

bFGF, acide 
retinoique 

TGF-pl, PTHrP 

bFGF, acide 
retinoique 

De plus, la section 1.1.2.3 a deja presente le phenomene de degradation de la matrice 

liee au MMPs et aux ADAMTS (recapitulatif dans le tableau 1.3). La concentration de 

ces metalloproteinases est regulee biologiquement par l'hormone parathyro'idienne 

(PTH) et son peptide lie PTHrP ; leur presence a pour consequence d'augmenter 

l'expression des metalloproteinases [123]. 
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Tableau 1. 3 : Molecules regulatrices de la synthese/degradation de la matrice extracellulaire, 

classees selon leur localisation dans la plaque de croissance chez le rat. 

Molecule 

TIMP-l 

IGF-
I (somatomedin-
C) 

IGF-II 

TIMP-2 

ADAMTS-4 et 
5 
MMP-3 ou 
stromelysin 1 

MMP-13 ou 
collagenase 3 

PTHrP 

TIMP-3 

Type 

Enzyme 

Facteur de croissance 

Facteur de croissance 

Enzyme 

Enzymes remodelant la 
matrice 
Enzyme remodelant la 
matrice 

Localisation 

loutc la plaque de croissance 
|521 
'1 oute la plaque de croissance 
f 124], suttout les /om.v> 
proliJ'eranve er 
preli} penrophique [4h| OX' 
MJrtout U /one hi. penrophique 
|I251 

Surtout en zones de reserve et 
proliferative, mais expression 
diminue quand la croissance 
ralentit [1261 
Zones proliferative et 
prehypertrophique [52] 

/ones prehj penrophique et 
h>penrophique [37] 

Role 

Inhibe les MMPs [64, 65] 

In vitro : stimule les collagene de 
type II et X et les proteoglycans 
[112,113,118] 

In vitro : Stimule le collagene de 
type X et les proteoglycans [118] 

Inhibe les MMPs [64, 65] 

Degrade l'aggr^cane [37] 

/one ptoh>penrophique | Degrade les collagenes de type II, 
pnucipiilcincnt el /one i IX, X et XI [51], 
h>penrophique |S6] 1 Active les collagenases [57, 58], 

Degraderait les proteoglycans 
1 [591. 

Enzyme remodelant la Sunoul en / o n e 
matrice proln pert! oph ique et 

i h> penrophique >u<inl lo 
collagene type X 11. 3s>|. 

1 Plu-" fjiblu en /one prolilerdtrve 

. ru 
; Ul iculcmcm a la junction 

osscochondrnlc [ 1271 Regulateur de la . /ones proh\ penrophique et 
croissance ' hvpertrophique [IS] 

Enzyme • /oneh\peitrophique|52| 

Degrade les collag6nes de types II 
et X [51, 53-55] et l'aggrecane [56] 

In vitro : stimule les MMPs [123] et 
inhibe le collagene de type X [122] 

Inhibe les MMPs [64, 65] et surtout 
les aggrecanases [66]. 
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1.2.3.3. Influence de Penvironnement sur la croissance 

En plus de facteurs regulateurs deja cites comme les hormones, les facteurs de 

croissance, les integrines, les nutriments et les facteurs genetiques, l'environnement 

mecanique influe sur le comportement de la plaque de croissance. 

La vascularisation de la plaque de croissance est un facteur non negligeable de la 

regulation de la croissance [128]. II est generalement accepte que la plaque n'est 

vascularisee que pendant le debut de l'enfance meme si cette theorie ne fait pas 

consensus [129, 130]. Dans la suite de la croissance, les elements regulateurs de la 

plaque de croissance comme les facteurs de croissance et les hormones systemiques 

proviendraient done de trois systemes de vascularisation: celui de la jonction 

metaphysaire, celui de la jonction epiphysaire, ainsi que celui du perichondre [128, 130, 

131]. Le transport des molecules depuis les deux jonctions (epiphysaire et metaphysaire) 

se fait en partie par diffusion et en partie par convection [131]. Une difference de 

pression est done necessaire entre l'os et le cartilage pour permettre la convection, e'est 

pourquoi le chargement mecanique de la plaque de croissance pourrait perturber ce 

transport. Une perturbation du premier systeme semble induire un epaississement des 

zones proliferative et hypertrophique de la plaque de croissance, une ossification 

endochondrale anormale [132] ainsi qu'une perturbation de la differentiation terminale 

des chondrocytes qui s'accumulent au lieu de disparaitre [128]. Une perturbation du 

deuxieme systeme vasculaire semble induire une grande disorganisation cellulaire et 

perturber la proliferation des chondrocytes [128, 132, 133]. 

Enfin, l'environnement mecanique constitue un facteur d'influence tres important sur le 

fonctionnement de la plaque de croissance et son role lors de la croissance n'est pas 

encore clairement defini [2-5, 8, 9, 134, 135]. En particulier, ni les changements 

biologiques dus au chargement mecanique, ni la voie de communication commandant 

ces changements ne sont clairement definis a ce jour. L'effet connu des charges 

mecaniques sur le processus de croissance est presente en details a la section suivante. 
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1.3. Mecanobiologie des plaques de croissance 

La mecanobiologie est, comme son nom l'indique, une science interdisciplinaire qui 

relie la mecanique et la biologic C'est un domaine de la biomecanique, qui s'interesse 

aux relations entre les proprietes mecaniques d'un tissu, comme sa structure, et ses 

fonctions biologiques [13, 87, 90]. Cette discipline exige done des connaissances en 

mecanique pour pouvoir resoudre des problemes de fagon theorique et modeliser les 

comportements mecaniques mais aussi en biologies moleculaire et cellulaire, et en 

genomique [136]. 

1.3.1. Effet d'un chargement mecanique sur le taux de croissance 

1.3.1.1. Technique de mesure du taux de croissance 

L'oxytetracycline est utilisee pour mesurer le taux de croissance des os [5, 68, 70, 79, 

93, 137, 138]. On peut aussi utiliser des fluorochromes lies a la calceine [1, 2, 15, 139] 

ou a F Orange de Xylenol [139] qui se lient specifiquement a la matrice en cours de 

mineralisation [15,140] et permettent done de mesurer la croissance [15, 140]. 

Le produit est injecte de fagon systemique, en general par voie intraperitoneale, puis 

Fanimal est euthanasie au moins 24h plus tard (Tableau 1.4). Les tissus sont enrobes 

dans le plastique et coupes pour etre observes au microscope. II est alors possible de 

faire une mesure soit entre deux marquages (Ax, Figure 1.11), faits par deux injections 

separees par un intervalle de temps donne, soit entre le marquage et le front osseux. 

deuxieme injection (t2)_ 

premiere injection (tl)~ 

Figure 1. 11 : Marquage de croissance d'une vertebre de rat: deux injections de calceine a 6 jours 

d'intervalle. Taux de croissance = Ax/ (t2-ti). 
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Tableau 1. 4 : Marquage de croissance pour des rats. 

Article 

Alvarez [1] 

Hunziker [15] 

Stokes [2] 

Stokes [Stokes, 

2006 #107; Stokes, 

2007 #109] 

Hansson [138] 

Breur [70, 93] 

Farnum [5] 

Wilsman [68] 

Wilsman [79] 

Marqueur 

Calceine 

Calceine 

Calceine 

Calceine 

Orange de xylenol 

Oxytetracycline 

Oxytetracycline 

Oxytetracycline 

Oxytetracycline 

Oxytetracycline 

Dose (mg/kg) 

15 

15 

15 

15 

90 

10 

1-2 

5 

1 

1 

Intervalle entre 

injection et sacrifice 

(jours) 

4 

5 

1 

2 e t l 

4, 2 et 1 

2 et 1 

1 

3 et 1 

3 

1.3.1.2. Relations experimentales 

Un chargement mecanique peut ralentir ou accelerer la croissance [134 , 141 , 142 , 

143 , 144], meme si le delai necessaire entre le stimulus et la modification de croissance 

comme telle n'est pas encore exactement caracterise [134]. 

Selon la loi de Hueter-Volkmann qui date du milieu des annees 1800, la croissance 

depend de l'intensite de la compression de la plaque de croissance : elle est retardee si la 

compression est plus forte que la compression physiologique et acceleree si la 

compression est plus faible [5, 8, 134, 145-148]. Cette relation a ete observee pour la 

premiere fois par Delpech en 1829 avant meme d'etre decrite par Hueter et Volkmann 

[147]. Depuis la decouverte de cette loi, de nombreuses etudes ont ete menees in vivo sur 

des modeles animaux pour essayer de la caracteriser et de la quantifier. Les premieres 

etudes semblent demontrer que meme une petite augmentation de la compression 

physiologique ralentirait la croissance, il n'y aurait done pas vraiment de valeur seuil qui 

declenche le phenomene, ce serait plutot une relation continue [5, 144-147, 149]. 
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Dernierement, il a ete conclu que la relation entre la charge en contraintes et la 

modulation de croissance etait lineaire, l'etude ayant ete menee sur deux types d'os et 

pour trois modeles animaux differents (Figure 1.12, [3]). 

g 60 

.§ 40 

§ 20 

x1 0 

a -20 
• a 

g-40 

Vertebres caudales Tibias 

< 

-60 

-80 

- ^ : 

rat age 
ratjeune 
veau 

-0,2 -0,1 0 0.1 0,2 

contrainte (MPa) 

g 60: 
s 
I 40 
's 
b 20̂  
-a 
x' § 
"S-20 
T3 

£-60 

§-80 
3 
< 

W' 

r!~4i 

HP" lapin age 
-B- lapin jeune 
4$ ratage' 
-jj§- ratjeune 
- ^ veau 

-0.2 -0,1 0 0,1 0,2 

contrainte (MPa) 

Figure 1.12 : Verification par Stokes de la loi de Hueter-Volkmann ([3]). 

Cette loi a des applications cliniques diverses : 

- la croissance peut etre augmentee par une force de distraction et ainsi corriger une 

difference de longueur entre deux jambes en croissance [150, 151] ; 

- differents traitements orthopediques infantiles et adolescents pour le systeme 

musculosquelettique ont ete developpes ; 

- des deformations musculosquelettiques progressives peuvent etre controlees, comme 

celles qu'on voit dans la scoliose, dans les deformations des jambes en varum ou valgum 

au niveau des genoux, dans les deformations equivalentes au niveau des chevilles et 

dans les maladies neuromusculaires. 

La progression de la scoliose idiopathique adolescente constitue un bel exemple de 

deformations musculoquelettiques progressives [152, 153]. C'est un phenomene de 

cercle vicieux : la colonne se deforme de plus en plus avec Tasymetrie de la repartition 

des contraintes mecaniques. En effet, de par la posture du corps due a la courbure, un 

cote de la vertebre est davantage comprime et l'autre Test moins, done, d'apres la loi de 

Hueter-Volkmann, le premier cote grandit moins et le second davantage. Ainsi, la 

vertebre se cuneiformise davantage, et done la courbure s'accentue [134]. D'ailleurs, les 
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plus grands facteurs de risques pour la scoliose sont l'amplitude de la courbure et 

l'immaturite squelettique [2, 134, 139, 145, 146]. 

1.3.1.3. Parametres de modulation de croissance 

II existe 4 types de reponses de la croissance longitudinale lorsqu'elle est soumise a un 

chargement: soit elle est acceleree, soit elle est ralentie, soit elle est deviee par un 

cisaillement, soit elle se transforme en croissance en torsion [2-5, 8, 12, 134, 145-147, 

148,154]. 

L'intensite du chargement est un parametre important [3, 4, 8, 9, 12, 134, 155]. En 

effet, une compression minimum semble necessaire pour que le cartilage soit transforme 

en os [137, 156], mais un chargement trop important peut arreter la croissance 

longitudinale [157, 158]. En resume, plus l'intensite du chargement est grande et plus la 

modulation de la croissance est importante. 

La duree de chargement est un autre facteur qui affecte le taux de croissance [2, 9, 143, 

149, 155]. Plus le chargement est maintenu longtemps, plus la modulation de croissance 

est importante. 

Le type de chargement (statique ou dynamique) est egalement important car il 

semblerait qu'un chargement statique influence davantage les mecanismes de croissance 

alors qu'un chargement dynamique influence ceux du remodelage [141]. Cette 

hypothese est cependant controversee par l'etude d'Ohashi et al. [9], qui concluent que 

le chargement dynamique retarde la croissance en longueur. Par ailleurs, il est possible 

que la force de gravitation soit suffisante pour affecter la croissance epiphysaire [147]. 

De plus, l'effet d'un chargement est proportionnel a la vitesse de croissance lors de son 

application. Le moindre chargement applique meme pour une courte periode durant la 

croissance rapide peut engendrer une deformation permanente de l'os [159]. 

II est interessant de noter qu'un chargement mecanique a peu d'influence sur le taux de 

proliferation. Le chargement doit done influer sur d'autres facteurs de croissance de la 

plaque qui seraient dans la zone hypertrophique. La modulation mecanique de la 

croissance est d'ailleurs correlee a l'hypertrophie des chondrocytes, meme si ce n'est pas 

le seul parametre a considerer [4]. 
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1.3.2. Effet d'un chargement mecanique sur la biologie de la plaque de 

croissance 

1.3.2.1. Effet sur l'histomorphometrie 

Morphologie de la plaque de croissance 

A ce jour, il a ete montre qu'avec une compression les cellules perdaient leur alignement 

columnaire [5, 149] et etaient globalement moins nombreuses [149]. Plus precisement, 

les chondrocytes sont moins nombreux dans la zone proliferative [4, 5] et ceux de la 

zone hypertrophique sont moins nombreux, moins grands dans le sens longitudinal et 

moins volumineux [4, 5, 137, 149]. 

Hauteur de la plaque et des zones 

Des mesures de la hauteur de la plaque de croissance ou des zones proliferative et/ou 

hypertrophique [2, 5, 9, 15, 79, 134, 149] ont ete completees a partir de coupes de 

plaques de croissance au microscope [5, 134, 149]. Pour delimiter la zone proliferative, 

il est possible de faciliter 1'identification des extremites de cette zone en utilisant 

conjointement un marquage au BromoDioxyUridine (BrdU) ou a la thymidine 

radioactive [2, 15, 79]. 

Figure 1.13 : Mesures de la hauteur de la zone hypertrophique (Stokes et al. 2002, [134]). 

Hansson et al. [138] pensaient en 1972 que ces mesures de hauteur de la plaque 

mesuraient la croissance, mais on sait maintenant que c'est faux, puisque le taux de 

croissance varie avec des periodes developpementales precises, alors que l'epaisseur de 

la plaque diminue progressivement avec l'age [15, 86]. 

A ce jour, bien qu'une etude de Trueta et Trias ait observe qu'une compression 

augmentait la hauteur de la plaque de croissance [128], d'autres etudes ont montre 
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qu'une compression statique diminuait la hauteur globale de la plaque de croissance [4, 

6, 149], en diminuant non seulement la hauteur de la zone proliferative [4, 149] mais 

aussi la hauteur de la zone hypertrophique [4, 5,134,137,149]. 

1.3.2.2. Effet sur la proliferation cellulaire 

La cinetique de la proliferation cellulaire a ete mesuree en marquant au BrdU [2, 5, 71, 

137, 149] ou a la thymidine radioactive [15, 21, 71, 137, 160]. Ces deux techniques 

marquent les noyaux des cellules en phase S du cycle cellulaire [5, 137, 149]. Le 

marquage au BrdU presente certains avantages sur la thymidine : meilleure sensibilite, 

temps d'experimentation plus court et aucune radioactivite [5, 149]. Lors d'une 

compression, on a observe une diminution des divisions cellulaires dans la zone 

proliferative [137, 149] mais les cellules restent tout de meme en proliferation active [5]. 

Une etude recente n'observe cependant pas de correlation entre 1'index de proliferation, 

c'est-a-dire dans la proportion de cellules en division dans la zone proliferative, et le 

chargement [4]. 

1.3.2.3. Effet sur le message cellulaire 

Les methodes sur PARNm (Northern blot, RT-PCR), qui n'est present que lorsque la 

cellule cherche a produire la molecule pour laquelle code le gene, permettent de verifier 

si une molecule d'interet est en production ou non a un moment particulier. Les 

methodes presentees ci-dessous constituent habituellement la premiere etape de tri, 

prealablement a l'utilisation de techniques plus couteuses en ressources temporelles et 

financieres, comme l'hybridation in situ et les microarrays [161, 162]. 

Methodes de detection de VARN messager 

Methode de Northern (ou Northern blot) : La methode de Northern est la plus 

couramment utilisee pour analyser 1'ARN. Les resultats sont semi-quantitatifs. II est 

possible de visualiser un ARN specifique avec une sonde d'une vingtaine de bases. 

Protocole : Faire une electrophorese de l'ARNm d'interet d'un temoin avec des 

fragments de tailles connues (pour deduire la taille des ARN testes) en presence d'un 

agent denaturant qui fractionne l'ARNm (Figure 1.14A). La repliquer sur un filtre 

(Figure 1.14B). Ensuite incuber avec des sondes marquees pour permettre leur 
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hybridation (Figure 1.14C). Faire une autoradiographic ou utiliser des methodes 

chimiques (Figure 1.14D) pour lire le resultat. 

gel d'agarose 
_:?. temoins 
:=» ARN d'interet 

filtre sonde 
marquee 

D 

bande 
marquee 

/ 

Figure 1.14 : Deroulement d'un Northern blot (adapte de Alberts et al. 2002, [161]). 

RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction) : Cette technique 

permet d'amplifier des genes in vitro. C'est un precede exponentiel : 2N copies en N 

cycles et qualitatif ou semi-quantitatif. 

Protocole : Transformer l'ARN en ADN a l'aide d'enzymes specifiques. Puis ajouter les 

deux amorces (1 sens et 1 anti-sens) et chauffer a 95°C pour denaturer l'ADN, ce qui 

permet aux amorces de se placer devant leur complementaires. Abaisser la temperature 

une temperature specifique a la paire d'amorces pour lancer l'hybridation. Ayant aussi 

ajoute une polymerase, remonter la temperature a 72°C pour permettre l'extension des 

amorces. Ainsi l'ADN d'interet est synthetise. Reveler le resultat par electrophorese. 

i 

/ 

/ 

• 

\ , 

\ / 

\ . 

Premier cycle : copie de deux Deuxieme cycle : deux des quatre 
brins d'AND contenant la brins produits sont exactement la 
sequence d'interet sequence d'interet 

Cycles suivants 

Figure 1.15 : Deroulement d'une PCR (adapte d'Alberts et al. 2002, [161]). 
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Variante : la RT-PCR quantitative (qRT-PCR) est une technique fondee sur le meme 

principe mais qui permet de detecter a quel cycle la quantite de copies du gene depasse 

une valeur critique, ce cycle est designe par l'abreviation CT (signifiant « threshold 

cycle »). II est alors possible d'estimer la difference de quantite d'ARN presente au 

depart entre deux genes ou pour le meme gene entre deux groupes d'etude, a l'aide de la 

methode de ACT. En effet CT permet de calculer ACT = CT du gene cibie - CT du contr&ie 

endogene- Puis on peut calculer AACT de la maniere suivante : AACT = ACT de l'echantiiion -

ACT du calibrates- Le calibrateur est utilise comme reference pour 1'expression du gene 

etudie. La quantite relative du gene (RQ) peut alors en etre deduite : RQ = 2"AACT, 

puisque c'est la loi d'amplification du gene. Par la suite, le rapport d'expression ou 

« fold change » peut etre calcule en faisant le rapport des RQ du meme gene dans deux 

groupes d'etude par exemple. 

Tableau 1. 5 : Comparaison des techniques de detection de I'ARNm. 

Northern 

RT-PCR 

qRT-PCR 

Avantages 

- pas besoin d'enzymes de restriction 

- tres simple a realiser: tout se fait 

automatiquement, par variations thermiques 

- tres rapide (xlOs en quelques heures) 

- moins delicat que le Northern 

- necessite peu d'ARNm au depart 

- resultat quantitatif 

- tres rapide (xlO5 en quelques heures) 

- necessite peu d'ARNm au depart 

Inconvenients 

- grande sensibilite : il faut done travailler dans des 

conditions tres steriles 

- grande quantite d'ARN necessaire au depart 

- connaissance requise de la sequence a amplifier ou au 

moins une partie de la sequence pour developper des 

amorces 

- rendement trop faible pour des fragments de plus de 3 

kb 

- les memes que RT-PCR 

et en plus: 

- plus couteuse (necessite un equipement sp6cialise") 

- interpretation plus difficile (pas encore de methode 

d'analyse standardisee dans la litterature). 
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Effets du chargement sur les ARNm 

Peu d'etudes ont ete menees a ce jour pour Her ce parametre au chargement mecanique 

de la plaque de croissance. II a tout de meme ete observe in vitro, par hybridation in situ, 

qu'un chargement statique de 24h sur des explants de plaque de croissance de rats 

diminuait l'expression du collagene de type II de facon significative et aussi du 

collagene de type X, deux principaux composants de la matrice extracellulaire [6]. Cette 

etude n'a cependant revele aucun changement dans l'expression des recepteurs de 

PTHrP. Une etude menee in vivo sur des poulets n'a pas observe de changement 

significatif dans les collagenes de type II et de type X de la plaque de croissance, que ce 

soit par Northern blot ou hybridation in situ [7]. Cependant, le chargement etait peu 

controle, sachant qu'il consistait a attacher un sac de sable pesant 10% de leur poids sur 

le dos des animaux, et le taux de croissance n'etait pas mesure non plus, done la preuve 

n'est pas faite qu'il y ait reellement eu modulation de croissance. Une autre etude menee 

in vivo sur des rats charges de facon dynamique et intermittente au niveau de la plaque 

de croissance a la base du crane n'a pas remarque de changement dans l'expression de 

differents constituants de la matrice extracellulaire de la plaque de croissance: 

biglycane, versicane, collagenes de types II et X [163]. Par contre, le chargement a fait 

apparaitre un nouveau proteoglycane : la decorine, qui n'etait pas detecte dans les rats 

controles. Les mesures ont ete faites par RT-PCR. 

1.3.2.4. Effet sur les proteines 

Au lieu d'analyser l'ARNm, la proteine produite peut etre investiguee directement. Trois 

techniques permettant d'analyser les proteines produites sont presentees ci-dessous [161, 

162, 164]. 

Methodes d'evaluation de la proteine 

« Western blot» : Cette technique permet de detecter une multitude de proteines, 

meme peu abondantes. La procedure est puissante et importante pour 1'immunodetection 

de proteines post-electrophorese. 

Protocole : Faire une electrophorese sur gel de polyacrylamide-SDS (sodium dodecyl 

sulfate). Transferer les proteines du gel sur une membrane (Figure 1.20A). Exposer a un 
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anticorps primaire : la sonde d'interet, (Figure 1.20B), puis a un anticorps secondaire 

couple a un isotope radioactif, un colorant fluorescent, une enzyme ou un metal (Figure 

1.20C). Faire une autoradiographic ou regarder en fluorescence ou utiliser des methodes 

chimiques (Figure 1.20D) pour lire le resultat. 

A B C E 

anticorps primaire 

A anticorps secondaire 

Figure 1.16 : Deroulement d'un « Western blot» (adapte de Kurien et Scofield, 2006, [164]). 

Marquage par isotopes radioactifs: Cette technique permet de detecter une 

molecule specifique dans un melange complexe avec une grande sensibilite et la 

localiser dans la cellule, voire de la suivre au cours du temps. Les radio-isotopes sont 

faciles a produire. II est possible de localiser la molecule dans la cellule et merae de la 

suivre (autoradiographie et pulse-chase). 

Protocole: Bombarder le tissu d'un isotope radioactif puis lire le resultat par 

autoradiographie. 

Marquage par anticorps (immunohistochimie) : Cette technique permet de 

detecter et isoler des molecules specifiques dans le tissu. Le marquage par anticorps est 

qualitatif. La sensibilite peut etre augmentee en amplifiant le signal (par deux voire trois 

couches d'anticorps) et en utilisant une enzyme comme marqueur. 

Protocole : Deposer des anticorps specifiques a la proteine d'interet sur le tissu, couples 

a une molecule detectable (diaminobenzidine (DAB), fluorochromes, molecules denses 

aux electrons). Regarder le resultat au microscope. 



39 

Figure 1. 17 : Trois exemples d'essais d'immunohistochimies pour le collagene de type X avec 

differentes concentrations d'anticorps : 1/200 pour A, 1/2500 pour B, 1/3000 pour C. 

Tableau 1. 6 : Comparaison des techniques de detection de proteines. 

« Western blot» 

Marquage 

radioactif 

Immunohistochimie 

Avantages 

- efficace, simple et rapide 

- utilisable pour toutes proteines 

- peu de reactifs necessaires 

- gel utilisable pour plusieurs rdpliques 

- les proteines transfdr&s se conservent longtemps 

- r£plique realisable 

- tres sensible: de"tecte la presence de moins de 1000 

molecules 

- fournit la localisation des proteines 

- methode puissante car la specificite antigenique est 

precise 

- fournit la localisation des proteines 

Inconvenients 

- couplage a une enzyme ne permet 

pas de quantifier, 

- peu de contraste done pas facile de 

faire de belles photos 

- danger : manipulation de produits 

radioactifs 

les antiserums he'te'rogenes 

limitent la specificite. 11 est done 

recommande" de produire des 

anticorps monoclonaux. 

Effets du chargement sur les proteines 

Peu d'etudes ont ete menees pour lier ce parametre a la modulation mecanique de 

croissance. Des etudes in vivo menees sur des rats charges dynamiquement ont tout de 

meme observe par immunohistochimie que l'expression du collagene de type II [8] et 

celle du collagene de type X [9, 163] n'etait pas modifiee par le chargement. 
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CHAPITRE 2 : Rationnelle du projet et cadre methodologique 

Differents elements cles de la revue de litterature, pertinents au projet de recherche, sont 

resumes ci-dessous : 

• La croissance longitudinale des os s'effectue au droit de la plaque de croissance ; 

• La matrice extracellulaire de la plaque de croissance est composee 

principalement de collagenes de type II et X ainsi que de proteoglycanes ; 

• Les trois parametres participant le plus a la croissance et a sa regulation sont, par 

ordre d'importance, l'hypertrophie des chondrocytes, la synthese de la matrice 

extracellulaire et la proliferation cellulaire ; 

• Le remodelage de la matrice extracellulaire de la plaque de croissance est 

necessaire pour permettre la division cellulaire intense dans la zone proliferative 

et l'augmentation volumique cellulaire dans la zone hypertrophique ; 

• La plaque de croissance est sensible a l'environnement mecanique, comme 

l'explique la loi de Hueter-Volkmann, et 1'augmentation/reduction de pression 

sur la plaque peut ralentir/accelerer le taux de croissance ; 

• Plusieurs essais biologiques permettent d'evaluer qualitativement ou 

quantitativement la presence de proteines ou d'ARN messagers. 

L'analyse de ces elements cles a conduit a l'hypothese de recherche suivante : 

Un chargement statique en compression de la plaque de croissance ralentit la 

croissance longitudinale a trovers des changements dans la matrice extracellulaire de la 

plaque de croissance et, plus precisement, la reduction de la synthese des composants de 

cette matrice. 
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Pour tester cette hypo these, plusieurs objectifs ont ete assignes au projet de 

recherche. L'objectif principal de 1'etude est: 

Etudier in vivo un modele animal de rat soumis a un chargement statique constant et 

controle avec precision, puis quantifier la modulation mecanique de la croissance 

osseuse et determiner le role de la matrice extracellulaire (sa synthese et/ou sa 

degradation) dans ce processus de modulation. 

Cet objectif principal peut etre atteint a travers trois objectifs plus specifiques : 

1) Determiner et mettre au point les essais biologiques permettant d'observer et, si 

possible, de quantifier les composants cles de la matrice extracellulaire de la 

plaque de croissance et ses enzymes degradatrices. 

2) Charger mecaniquement des plaques de croissance a un niveau permettant la 

croissance et a un stade de croissance determine, puis quantifier la modulation 

mecanique resultante. 

3) Definir l'effet in vivo du chargement sur la matrice extracellulaire par rapport a 

la croissance du controle « normal » a l'aide des essais biologiques determines en 

L'analyse des essais biologiques presentes dans la revue de litterature a permis de 

repondre au premier objectif. La realisation des deux autres objectifs est presentee par 

l'entremise d'un article dans le chapitre suivant. Des resultats complementaires sont 

egalement presentes dans le chapitre 4. 
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CHAPITRE 3 : Article 

Les deuxieme et troisieme objectifs de ce projet sont integres dans un article. 

Des resultats complementaires a ceux presentes dans l'article sont presentes au chapitre 

suivant. 

3.1. Presentation de 1'article 

L'article porte sur l'etude de la modulation mecanique in vivo en compression statique, 

constante et precisement controlee de 0,2MPa, d'une vertebre caudale de rats males et en 

croissance. D'une part le taux de croissance est quantifie a l'aide d'injections de calceine 

prealables au sacrifice de l'animal. De plus, la composition de la matrice extracellulaire 

de la plaque de croissance est investiguee. Les trois composants principaux (collagene 

de type II, collagene de X et aggrecan) sont etudies tant au niveau de la proteine a l'aide 

d'immunohistochimies et d'une coloration a la safranine-O, qu'au niveau du gene au 

moyen de la qRT-PCR. Les enzymes proteolytiques degradeurs cles de la matrice 

(MMP-3, MMP-13, ADAMTS-4 et ADAMTS-5) sont aussi investiguees au niveau du 

gene par qRT-PCR. 

La contribution du premier auteur a la redaction de l'article est d'environ 85%. L'article 

a ete soumis pour publication a la revue scientifique « Journal of Bone and Mineral 

Research » au mois de mars 2008. 
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3.2.1. Abstract 

Mechanical loads are essential to normal bone growth, but excessive loads can lead to 

progressive deformities. In addition, growth plate extracellular matrix remodeling is 

essential to regulate the normal longitudinal bone growth process and to ensure bone 

mineralization. To investigate the effects of static compression on growth plate 

extracellular matrix using an in vivo animal model, a loading device was developed to 

precisely apply a compressive stress of 0.2 MPa for two weeks on the seventh caudal 

vertebra (Cd7) of rats (male, operated at 28 days-old). Control, sham and loaded groups 

were studied. Growth modulation was quantified based on calcein labeling and three 

matrix components (type II and X collagens, and aggrecan) were assessed using 

immunohistochemistry/safranin-0 staining. Extracellular matrix components were also 

studied by qRT-PCR as well as degradative enzymes (MMP-3 and -13, ADAMTS-4 and 

-5). Loading reduced Cd7 growth by 29% (p<0.05) and 15% (p=0.07) when compared to 

controls and shams respectively. Type X and II collagen protein expressions were 

greatly reduced in 50% and 83% of the loaded rats respectively. No significant change 

could be observed in the mRNA expressions of collagens and the proteolytic enzyme 

MMP-13, but MMP-3 was significantly more expressed in the loaded than in the control 

group (p<0.05). No change was observed in aggrecan and ADAMTS-4 and -5 

expression. In conclusion, in vivo static compression involves remodeling of the matrix, 

which could lead to changes in surrounding cellular activities and then reduce bone 

growth rate. An increase in the understanding of growth plate mechanobiology is 

necessary to provide a more scientific basis for the medical treatment of progressive 

skeletal deformities. 

KEY WORDS: growth plate, matrix proteins, static loading, rodent animal model, in 

vivo. 
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3.2.2. Introduction 

The process of longitudinal bone growth has important implications in pediatric 

orthopaedics. Several factors, such as systemic hormones, local growth factors, 

nutrients, genetics and drugs(1"4), regulate normal longitudinal bone growth. This process 

is also governed by its neighboring mechanical environment^. Clinical evidence 

demonstrates that loads are essential to normal bone growth, yet if too elevated, these 

loads can result in skeletal deformities or progressive pathological conditions of the 

musculoskeletal system (adolescent idiopathic scoliosis, congenital dislocation of the 

hip, genu varum or valgum, etc)(4,8'10,11). This phenomenon of mechanical modulation of 

bone growth was first explained by the Hueter Volkman law, where a greater 

compression reduces growth and a reduced compression accelerates growth'5'6'11-*. 

Longitudinal bone growth occurs within the growth plates of long bones and vertebrae. 

The growth plate is composed of chondrocytes within an extracellular matrix and is 

composed of three zones along its longitudinal axis: the reserve zone close to the 

epiphysis, the proliferative zone, and the hypertrophic zone on the metaphyseal side. The 

reserve zone is a pool of chondrocytes, acting like stem cells. In the proliferative zone, 

chondrocytes undergo rapid cell divisions; they are flat and arranged into longitudinal 

columns. In the hypertrophic zone, the chondrocytes stop dividing, undergo substantial 

volume enlargement, and begin their terminal differentiation. The matrix then 

mineralizes to produce bone(1" \ These events are in a large measure determined by the 

extracellular matrix synthesized by the chondrocytes'7'12"1^. This matrix is composed of 

different proteins, mainly collagens and hydrated proteoglycans. The detailed structure 

of the matrix is very complex and varies from one growth plate zone to another. The two 

main characteristic components of the matrix are type II collagen and aggrecan, however 

type IX and XI collagens linked to type II collagen and two smaller proteoglycans: 

decorin and byglican, are also present. Another collagen, the type X collagen, appears 

mainly in the matrix of the hypertrophic zone. These components are specifically 

degraded by proteolytic enzymes. 
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Among them, collagenase 3, also known as MMP-13 is known to degrade type II 

collagen, type X collagen and proteoglycans, particularly aggrecan(18"22). Not only type 

II and X, but also type IX and XI collagens are also degraded by another MMP, MMP-

3( 2\ Furthermore, MMP-3 is a collagenase activator(23"24) and is able to degrade 

proteoglycans(25). Aggrecan is also degraded by aggrecanases: ADAMTS-4 and -5(26'27). 

These four enzymes have been previously detected in the rat growth plate(13'28'29). The 

controlled synthesis and degradation of the growth plate extracellular matrix is essential 

to ensure cartilage enlargement and bone mineralization during endochondral 

ossification(7'12"17). Consequently, matrix remodeling represents an important mechanism 

in longitudinal bone growth and regulation. 

Mechanical loading applied on growing animal bone has been shown to affect the 

longitudinal growth rate, in accordance with the Hueter Volkman law(5"7'9'30). 

Experimental studies from Stokes et al. indicated a linear relationship between applied 

stress and growth modulation(6). As well growth retardation with compression was 

mainly due to reduced hypertrophic cell enlargement and, to a lesser extent, to a 

decreased number of proliferative cells(5). Similarly in normal longitudinal bone growth, 

matrix remodeling might be important in modulating growth response to sustained 

mechanical loading. There is in vitro evidence that static loading narrowed the 

distribution expression of type II and X collagens in growth plates(31). Reich et al. found 

no significant alteration of type II and X collagens in growth plates under compression 

in a chicken animal model(32). However, in this study the loading parameters were not 

well controlled and growth rates not measured. No change was observed in the type II 

and X collagens in rat growth plates under in vivo intermittent dynamic loading( ' '. 

Hence, there is a need to study the effect of a well characterized and controlled in vivo 

static loading in compression on the composition of the extracellular matrix in order to 

gain insights on the mechanobiological processes involved in loaded growth plates. We 

designed our study as an attempt to address this objective. 

We hypothesized that static mechanical loading modulates longitudinal bone growth 

through changes in the extracellular matrix composition, which lead to further changes 
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in cellular activities. In order to test this hypothesis, we developed a well characterized 

mechanical loading device to precisely control applied stresses on an animal growth 

plates and quantified the resulting growth modulation by growth rate measures. 

Moreover, we studied the three main components of the growth plate extracellular 

matrix (aggrecan, type II collagen and type X collagen) at the gene and protein 

expression levels to detect if changes occurred in the synthesis of the matrix. As well, 

we studied matrix degradative enzymes (MMP-3 and -13, ADAMTS-4 and -5) at the 

gene expression level. 

3.2.3. Material and methods 

3.2.3.1. Animal model 

With the approval of the Institutional Animal Care Committee, a total of 30 male 

Sprague-Dawley rats were used for this study. They were randomly assigned to one of 

the three following groups: loaded, sham or baseline control. In the loaded group, an 

original external apparatus, similar to an external fixator (EF), was installed on the sixth 

(Cd6) and eighth (Cd8) rat caudal vertebrae to compress the seventh caudal (Cd7) 

vertebra (Fig. 3.1A). In the sham group, the device was also fixed to the vertebrae, with 

the rods and springs, but no load was applied on Cd7. The loaded and control groups 

were composed of 12 rats each, while the sham group included six rats. In each group, 

half of the rats were used for histological studies (growth rate measures, 

immunohistochemistries and stainings), while the other half was used for quantitative 

RT-PCR (qRT-PCR) analyses. Cd7 vertebrae were processed as well as Cd5 and Cd9 

vertebrae, which were adjacent but external to the EF and served as intra-animal tissue 

controls. In order to ensure that the subgroups (histology/qRT-PCR) were comparable, 

an inter-animal control was done using growth rate measures on every Cd4 vertebra. 

The loaded and sham rats (79±5 g) were operated at 28±1 days old, after one week of 

acclimation, thus pertaining to study the growth spurt period occurring around 35 days 

of age. A stress (force over area) of 0.2 MPa was applied on Cd7 vertebra of the loaded 

rats, based on preliminary experiments indicating that this stress level was sufficient to 
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retard but not to cease growth of Cd7 vertebra (data not shown). The rats were 

euthanized at 43 days old by C02 asphyxiation, after two weeks of loading. 

3.2.3.2. External fixator device 

The loading device was basically composed of two circular rings, which included a set 

of pin holes ensuring that the 2 pins fixing each ring will be perpendicular in the axial 

plane of the vertebra. A concentricity system was also added to the apparatus to center 

the tail within the device during surgery. This system was made of rigid latex rings with 

an internal diameter slightly larger than the diameter of the 28-day old rat tail and was 

removed after fixation of the tail within the apparatus (Fig. 3. IB). Compression loading 

was generated by two identical springs with a constant of 0.223 N/mm. Prior to 

experiments, the device was mechanically calibrated with a thin hollow aluminum tube, 

acting as a rat tail model, which was instrumented with strain gages in order to establish 

the relationship between spring compression (in mm) and transferred loading (in N) 

(Fig. 3.2A). The translation of the compression load (N) in terms of applied stress 

(N/mm2 or MPa) on Cd7 vertebra was done based on prior experimental characterization 

of Cd7 transverse area (mm2) in function of rat age (Fig. 3.2B). Applied stress was then 

maintained at a constant level during the experiment by controlling both the applied 

compression force and Cd7 transverse area. 

3.2.3.3. Animal surgery and tissue collection 

Prior to surgery, an antibiotic was injected to prevent infection. An analgesic was also 

injected preoperatively, and every operated rat was anesthetized with Isoflurane. To fix 

the EF, the tail was first straightened to align caudal vertebrae, which were subsequently 

located using fluoroscopy. The central part of Cd6 and Cd8 vertebrae were marked with 

a marker pen under the image intensifier to facilitate the positioning of the device in the 

central third on the vertebra. The device was then advanced up to Cd6 and the first ring 

was fixed percutaneously with two Kirschner-wires (0.6 mm diameter, MEDECO-CH 

Sari, Switzerland) which were inserted through the pin holes. Similarly two pins were 

placed through the Cd8 vertebra perpendicularly to the longitudinal axis of the vertebra 

(Fig. 3.1 A). Correct wire orientation was ensured by the pin holes in the rings. Correct 
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tail position in the center of the device was ensured by the concentricity system. Post­

mortem X-ray confirmed the correct insertion of the pins. The wires were bent at one 

end before insertion in the pin guides and at the other end after positioning, to remain in 

place. No tension was put on the Kirschner-wires after their placement. Caution was 

taken not to induce bending the wire inside the tail to avoid changing load direction in 

Cd7 vertebra. A topical analgesic was then sprayed on the tail and load was applied by 

compressing the two springs to the initial required length (18.69 mm) to obtain a stress 

of 0.2 MPa using a micrometer. Each surgery lasted approximately 20 minutes. A 

protective device was installed around the apparatus for the first 24 hours after the 

operation while the rats adapted to the loading device. As well, the rats were placed in 

individual cages with dry litter to avoid disturbance of the applied load and minimize 

infection. To compensate for lateral growth of the vertebra (Fig. 3.2B), springs were 

adjusted every four days. Despite all precautions, two surgeries were unsuccessful 

because the pins were placed erroneously; these loaded rats were excluded from 

subsequent experiments. All rats survived to the surgery. 

All rats were injected with calcein (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada), a fluorescent 

mineralizing bone label, five days and two days prior to sacrifice. Calcein was injected 

intraperitonally at a dosage of 15 mg/kg. After sacrifice, all Cd4, Cd5, Cd7 and Cd9 

vertebrae were harvested with a scalpel. Growth was measured on all the Cd4 vertebrae. 

The Cd5, Cd7 and Cd9 vertebrae intended for histological studies were divided into 

proximal and distal halves. One half was used to measure growth and the other half to 

perform immunohistochemistry and safranin-0 stainings. The Cd5, Cd7 and Cd9 

vertebrae intended for qRT-PCR were immediately frozen in liquid nitrogen then stored 

at -80°C. 

3.2.3.4. Growth measurements 

Vertebral halves of Cd5, Cd7 and Cd9 (for growth measurement) and all Cd4 vertebrae 

were fixed for two days in formol (Anachemia, Montreal, QC, Canada), dehydrated and 

embedded in methyl-methacrylate (J.T. Backer, Phillipsburg, NJ, USA). A total of five 

sections (12 urn-thick), cut longitudinally using an ultramicrotome (Heavy-duty sliding 
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microtome Leica SM 2500), were used to evaluate the growth rate. The measurements 

were made using a microscope (Leica DMR with a Retiga Qimaging Camera) equipped 

with Bioqant software (version 6.90). The growth rate was calculated as the interlabel 

width divided by three, for the three-day interval between the two calcein injections of 

the fluorocrome. The interlabel width was measured as the distance between the double 

fluorochrome labels in the growth plate metaphyseal junction (Ax on Fig. 3.3A) on 15 

different locations in each section and then averaged. One control rat, which showed 

only one fluorochrome label, was discarded from the study, so the control group was 

reduced to n=5 for all the histological studies. 

3.2.3.5. Immunohistochemistry and safranin-0 staining 

Tissues were processed for immunohistochemistry as previously described(34). Vertebral 

halves of Cd5, Cd7 and Cd9 vertebrae were fixed in 4% paraformaldehyde and 

embedded in paraffin. Sections (5 um) were deparaffmized with toluene, rehydrated, 

preincubated in chondroitinase ABC (0.25 U/mL in PBS) for 90 minutes at 37°C and 

then digested with hyaluronidase (3mg/ml) for 15 minutes at room temperature (both 

from Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada). To inhibit endogenous peroxidase activity, 

sections were incubated in freshly prepared 2%H202 in methanol for 30 minutes. The 

sections were then incubated overnight at 4°C with mouse anti-type II collagen 

antibodies (Spring Bioscience, Fremont, CA,USA) or rabbit anti-type X collagen 

antibodies (dilution 1:1500; Cosmo Bio Ltd, Japan). The sections were then incubated 

with anti-mouse or anti-rabbit antibodies respectively (Vector Laboratories, Burlingame, 

CA, USA) for 45 minutes at room temperature and stained using the avidin-biotin 

complex method (Vectastain ABC kit; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). 

The color was developed using DAB (Dako Diagnostics Inc, Mississauga, ON, Canada) 

containing H2O2 (30 seconds for the anti-type II collagen and 1 minute 30 seconds for 

the anti-type X collagen). The sections were then counterstained with Harris modified 

hematoxylin (Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada). The staining specificity was 

evaluated by substituting the primary antibody with non-immune IgG (Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, USA) following the same experimental protocol. For 
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each specimen, the experiment was run in triplicate, and on every section two 

microscopic fields were examined (X25 and X200; Leica DMR with a Retiga Qimaging 

Camera) and representative pictures taken. 

For each specimen, safranin-O/fast green staining was done as previously described(35). 

It was performed in triplicate and observed in the same conditions as the 

immunohistochemistry. 

3.2.3.6. Quantitative RT-PCR 

Growth plates were harvested with a scalpel from the previously frozen Cd5, Cd7 and 

Cd9 vertebrae; this dissection procedure was done on ice to inhibit RNA degradation 

and then homogenized with a Polytron homogenizer for 20 seconds in 1ml TRI 

Reagent® Solution (Ambion, Austin, TX, USA). RNA was then extracted from growth 

plates (12,4±5,7 jug) following the TRI Reagent® Solution protocol (Ambion 

http://www.ambion.com/techlib/prot/bp 9738.pdf). The pellet was resuspended in 20 ul 

of sterile water. RNA concentration was determined using an UV-spectrophotometer 

(UV-160IPC, Mandel, Guelph, ON, Canada) and RNA integrity verified by a migration 

on MOPS gel. Reverse transcription was done with 1 fig of RNA and 50 mM KC1, 6 

mM MgCl2, 10 mM Tris at pH=8.3, 3 mM DTT, 1.2 mM dNTPs, 3 uM hexamers, 20 

units of RNAse Out and 60 units of reverse transcriptase (all from Invitrogen, 

Burlington, ON, Canada) for each sample. The mixtures were incubated at 25°C for 10 

minutes, then at 42°C for 15 minutes and at 99°C for 5 minutes, using a Thermocycler T 

PCR machine (Biometra, Goettingen, Germany). The gene expression level for the 

endogenous control 18S (ribosomal RNA) was determined using primer and probe sets 

from Applied Biosystems (ABI Gene Expression Assays, 

http://www.appliedbiosystems.com/). PCR reactions were performed using 2 jil of 

cDNA samples (20-50 ng), 5 ul of the TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA), 0.5 ul of the TaqMan® Gene Expression Assays 

(20X), and 2.5 ul of water. The other gene expression levels were determined using 

primer and probe sets from Universal ProbeLibrary (https://www.roche-applied-

science.com/sis/rtpcr/upl/index.isp, Table 1). PCR reactions were performed using 2 ul 

http://www.ambion.com/techlib/prot/bp
http://www.appliedbiosystems.com/
https://www.roche-applied-
http://science.com/sis/rtpcr/upl/index.isp
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of cDNA samples (50 ng), 5 ul of the TaqMan PCR Master Mix (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA), 2 uM of each primer and 1 uM of the Universal TaqMan probe 

in a total volume of 10 ul. 

The ABI PRISM® 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA) was used to detect the amplification level and was programmed to an 

initial step of 10 minutes at 95°C for polymerase activity, followed by 40 cycles of 15 

seconds at 95°C (denaturation) and 1 minute at 60°C (annealing and extension). All 

reactions were run in triplicate and the average values were used for quantification. 

The relative quantification of target genes of the extracellular matrix components and 

their degradative enzymes was determined using the A ACT method. The ACT was 

first calculated for each target gene as ACT = Cttarget - Ctigs- ACT was then compared 

with the calibrator (Cd5 of a control rat for type II and X collagens and aggrecan, and 

Cd7 of the same rat for MMP-3 and -13 and ADAMTS-4 and -5) to yield AACT, 

where AACT = ACTsampie - ACTcaiibrator- Then, relative expression (RQ) was 

calculated as RQ = 2"A A C T using the Sequence Detection System (SDS) 2.2.2 software 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The fold change (FD) was then quantified 

as a ratio of RQ values. For example, the fold change between loaded and control groups 

for Cd7 vertebra was evaluated as FD = RQcd7,ioaded/RQcd7,controi. 

3.2.3.7. Statistical analysis 

Results are presented as means ± SD. One-way analysis of variance (ANOVA) was used 

to test for significant differences among the three experimental groups for growth rates 

measurements and for the different mRNA expressions quantified by ACT. When 

ANOVAs were significant, differences between two groups at a time were tested by 2-

tail Student t-tests. The level of significance was established as p<0.05. 
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3.2.4. Results 

3.2.4.1. Static compressive loading significantly reduces growth rate 

In the loaded group, mean growth rates reached 35.7±2.5, 35.3±1.7, 28.0±3.8 and 

35.4±4.1 urn/day respectively for Cd4, Cd5, Cd7 and Cd9 vertebrae (Fig. 3.3B). 

Significant decreases were observed for Cd7 growth rate when compared to the 

neighboring vertebrae Cd4 (p<0.05), Cd5 (p<0.05) and Cd9 (p<0.05). In the sham 

group, mean growth rates reached 33.9±3.1, 35.4±4.1, 33.2±3.0 and 33.6±0.2 um/day 

for Cd4, Cd5, Cd7 and Cd9 respectively (Fig. 3.3B). No significant difference was 

observed in this group (p=0.84). In the control group, normal growth rates significantly 

increased from the bigger vertebra Cd4 (34.2±2.5) to the smaller vertebra Cd9 

(38.8±1.4). Mean Cd7 growth rates were 39.0±1.6, 33.2±3.0 and 28.0±3.8 um/day for 

the control, sham and loaded groups, respectively (Fig. 3.3C). The control group showed 

the highest value, the loaded group showed the lowest, and the sham group, a mid-value. 

A significant growth rate decrease was observed between the loaded Cd7 and the control 

Cd7 groups (p<0.05). Similarly, a growth rate reduction, although not significant 

(p=0.07), was obtained between the loaded Cd7 and the sham Cd7. 

3.2.4.2. Static compressive loading reduces type II collagen and, to a 

lesser extent, type X collagen in the growth plate extracellular matrix 

Immunohistochemistry for type II collagen is shown in Figure 3.4. In the Cd5 and Cd9 

growth plates, type II collagen signalling was similar in the three groups (results not 

shown). In the control group, type II collagen was detected throughout the Cd7 growth 

plates (Fig. 3.4A,D). For Cd7 growth plates of the sham group, the signal did not 

appreciably differ from the controls neither in its intensity nor in its distribution (Fig. 

3.4B,F). For Cd7 loaded growth plates, the signal was greatly reduced in intensity and 

distribution. No signal or only a very faint one was detected in the transition region 

between the proliferative and the hypertrophic zones for 83% of the loaded rats (Fig. 

3.4C,H). 

Immunohistochemistry for type X collagen is presented in Figure 3.4. Type X collagen 

was detected at similar levels in the Cd5 growth plates of the three groups, as well as in 
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the Cd9 growth plates (results not shown). In the Cd7 control growth plates, the signal 

was observed in the hypertrophic zone (Fig. 3.4J,M). In three rats, a weak non specific 

positive signal was also observed above the hypertrophic zone. For Cd7 growth plates of 

the sham group, type X collagen did not change in intensity, but its distribution was 

restricted to the hypertrophic zone (Fig. 3.4K,0). For the Cd7 loaded growth plates, type 

X collagen intensity was reduced in comparison with the sham group for three out of six 

rats (Fig. 3.4L,Q). As expected, negative controls showed no positive signal in both 

assays (Fig. 3.4E,G,I,N,P,R). 

3.2.4.3. No effect of the static compressive loading was observed on the 

proteoglycans in the growth plate extracellular matrix 

Safranin-0 staining revealed a uniform presence of proteoglycans throughout the growth 

plates in the Cd7 controls (Fig. 3.4S,V) as well as in the Cd5 and Cd9 of every group. 

For Cd7 growth plates of the sham and loaded groups, the distribution of proteoglycans 

did not differ from the controls (Fig. 3.4T,U,W,X). 

3.2.4.4. No significant effect of the static compressive loading was 

observed on the type II and type X collagens and aggrecan mRNAs 

production 

Average ACT for type II collagen indicated 12.0±2.1, 10.7±0.3 and 10.4±0.7, for the 

Cd7 growth plates of the control, sham and loaded groups respectively (Fig. 3.5A). The 

Cd7 fold changes were 1.25 (sham/control), 1.65 (loaded/control) and 1.32 

(loaded/sham) (Fig. 3.5B), which showed that type II collagen mRNA was expressed the 

most in the loaded group and the least in the control group. There was no statistical 

difference in ACT between groups (p=0.18). 

For type X collagen, average ACT was quantified as 13.3±2.9, 11.1±1.2 and 11.9±1.1 

for the Cd7 control, sham and loaded groups respectively (Fig. 3.5A). The Cd7 fold 

changes indicated 1.79 (sham/control), 1.06 (loaded/control) and 0.59 (loaded/sham) 

(Fig. 3.5B). The results showed that type X collagen mRNA was expressed the most in 

the sham group and the least in the control group. There was no statistical difference in 

ACT between groups (p=0.29). 
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For aggrecan, the third studied component of the extracellular matrix, average ACT 

displayed 15.8±2.9, 14.1±0.4 and 13.8±0.8 for the Cd7 control, sham and loaded (Fig. 

3.5A). The Cd7 fold changes rated 1.01 (sham/control), 1.45 (loaded/control) and 1.43 

(loaded/sham) (Fig. 3.5B). The results indicated that aggrecan mRNA was the most 

expressed in the loaded group and the least in the control group. There was no statistical 

difference in ACT between groups (p=0.21). Furthermore, no statistical difference was 

observed in the Cd5 and Cd9 growth plates for the three genes studied, except for type II 

collagen between the Cd9 loaded and control groups (p<0.05). But there was an 

important standard deviation for Cd9 controls (16%) (data not shown). 

3.2.4.5. Static compressive loading increases the expression of MMP-3 

mRNA production 

The average ACT for MMP-3 indicated 20.8±1.2, 19.6±0.4 and 19.5±0.3 for the Cd7 

growth plates of the control, sham and loaded groups respectively (Fig. 3.6A). The Cd7 

fold changes were 1.78 (sham/control), 1.88 (loaded/control) and 1.06 (loaded/sham) 

(Fig. 3.6B). The results showed that MMP-3 mRNA was most expressed in the loaded 

group and the least in the control group. There was a statistical difference in ACT 

between the loaded and control groups (p<0.05) but not with the sham group (p=0.72). 

3.2.4.6. No significant effect of the static compressive loading was 

observed on MMP-13, ADAMTS-4 and ADAMTS-5 mRNAs production 

The average ACT for MMP-13 were 14.4±2.0, 12.8±0.4 and 12.6±0.6 for the Cd7 

control, sham and loaded groups respectively (Fig. 3.6A). The Cd7 fold changes 

indicated 1.68 (sham/control), 1.95 (loaded/control) and 1.16 (loaded/sham) (Fig. 3.6B), 

which showed that MMP-13 mRNA was most expressed in the loaded group and the 

least in the control group. There was no statistical difference in ACT between groups 

(p-0.09). 

For the aggrecanases, average ACT for ADAMTS-4 indicated 23.0±0.5, 22.8±0.5 and 

22.7±0.2 for the Cd7 control, sham and loaded respectively (Fig. 3.6A). The Cd7 fold 

changes rated 1.13 (sham/control), 1.17 (loaded/control) and 1.03 (loaded/sham) (Fig. 

3.6B). This showed that ADAMTS-4 mRNA was expressed the same in the three 
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groups. There was no statistical difference in ACT between groups (p=0.45). Average 

ACT for ADAMTS-5 were 19.5±0.9, 19.1±0.3 and 18.5±0.3 for the Cd7 control, sham 

and loaded groups (Fig. 3.6A). The Cd7 fold changes indicated 1.16 (sham/control), 

1.74 (loaded/control) and 1.50 (loaded/sham) (Fig. 3.6B). It shows that ADAMTS-5 was 

most expressed in the loaded group and the least in the control group. There was no 

statistical difference in ACT between groups (p=0.06). 

3.2.5. Discussion 

This study showed that a long-term static compressive stress applied on the Cd7 

vertebrae of young rats significantly decreased their corresponding growth rates. This 

modulation occurred together with changes in the extracellular matrix composition of 

the growth plate, since static compressive loading reduced type II collagen and, to a 

lesser extent, type X collagen protein expressions. However, these changes were neither 

due to a down regulation of the respective collagens mRNAs, nor to the over expression 

of their specific degradative enzymes causing the collagens and/or aggrecan proteolytic 

cleavage (MMP-3 and -13 and ADAMTS-4 and -5). 

Growth modulation observed in the loaded group verified the Hueter-Volkman law and 

was in accordance with other studies on growth plate static compression(5"7'9). Resulting 

growth modulation magnitudes were very similar to those from Stokes et al.(6'9), in 

which a decrease of about 15% and 40 % in growth rate, with respect to sham, was 

observed for a stress magnitude of 0.1 MPa and 0.2 MPa respectively for a very similar 

animal model. Our result of 15% growth rate reduction for a load of 0.2 MPa is then 

comparable to that from Stokes et al. with a load of 0.1 MPa for rats about the same age. 

These differences most probably come from the estimated vertebral diameter used to 

settle the load in terms of stress (force/area). Stokes et al. used an analytical equation to 

estimate the Cd7 area with respect to the mass of the rat, whereas this study used an 

equation based on experimental data on Cd7 to estimate its diameter as a function of the 

rat age. The comparison between the two equations using different sets of data (rat age 

and corresponding weight) indicated that the diameter calculated with our equation is 
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smaller than the one obtained with the equation from Stokes et al. The resulting Cd7 

transverse area is then smaller in our case, and the corresponding stress greater. 

The type II collagen signal was not detected in the proliferative and hypertrophic zones 

of the loaded growth plates, suggesting that long term static load could retard the 

growth, perhaps by altering proliferation and hypertrophy processes. This assumption is 

reinforced by the fact that matrix remodeling is known to allow cellular proliferation and 

shape changes(13). Type II collagen is also supposed to inhibit matrix calcification(36). 

Based on this fact, the presence of type II collagen, even reduced, in the transition zone 

may be necessary to allow the cells to undergo their morphological changes to become 

hypertrophic, as these changes would not be possible if the matrix was calcified. 

Conversely, the fact that type II collagen was not detected in the hypertrophic zone 

suggests that an early calcification can occur in this zone. 

The diminution of type X collagen in the hypertrophic zone may affect the growth rate 

by reducing cellular hypertrophy, which is the most efficient effector and regulator in 

longitudinal bone growfh(12'14). In addition, type X collagen is probably involved in the 

process of mineralization and endochondral ossification(2'37'38). Consequently, the 

reduction of this collagen would suggest that mineralization of the matrix was altered. 

Physiologically, type II and X collagens normally have opposite effects, inhibition and 

activation respectively, on growth plate mineralization. Thus, as the expression of both 

collagens is reduced, it is difficult to draw conclusions on the net change (amplified or 

reduced) in growth plate mineralization. A previous in vivo rat study by Niehoff et al. 

indicated no change in type II collagen distribution and intensity in the growth plate(33). 

Another study by Ohashi et al. indicated no change in type X collagen(30). In this study, 

the applied load was equivalent to cycles with the average intensity in stress of about 

0.2, 0.4 and 0.8 MPa. Although these stresses are in the same order of magnitude than 

the one of our study, they were applied only 10 minutes per day during 8 days. So, it 

could be hypothesized that the load effect was lower than the one involved in the present 

study. Moreover, the discrepancies of both the study from Ohashi et al. and the one from 

Niehoff et al. with our results could then be explained by the type of compressive 
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loading used. Dynamic and intermittent loading was used in the studies of Niehoff et al. 

and Ohashi et al., whereas static constant loading was used in our study. The different 

types of loading may induce different biomechanical pathways to modulate longitudinal 

growth. 

Biomechanically, type II collagen is known to play a structural role(13'38) and to confer 

elasticity and load resistance to the growth plate(39). In addition, Anderson proposes that 

type X collagen plays a structural role in growth plate matrix rather than promoting 

calcification(40). The reductions in collagens after two weeks of static loading could then 

be associated to a deficit in load resistance of the growth plate, further translated in 

retarded bone growth. 

The qRT-PCR results revealed no difference in type II and X collagens, thus indicating 

that gene expression was not sensitive to the applied load and that another mechanism 

was involved in the reduction of the protein expression observed by 

immunohistochemistry. As well, another in vivo study by Reich et al. also showed no 

significant change in type II and X collagen mRNA expressions with the loading of 

growing chicks for 2 to 4 days(32). In a previous in vitro study, Villemure et al. observed 

decreases in type II and X collagen mRNAs due to a mechanical loading, although the 

reduction was not significant for type X collagen( \ The in vitro context of the study by 

Villemure et al. did not allow for all the biological mechanisms to occur as opposed to 

our in vivo study. This could be partly explained by the short-term duration of the 

applied load (24 hours) that certainly differs from the long-term duration (a few days to 

two weeks) in our in vivo study and that of Reich et al.(32). It could be hypothesized that 

the mRNA production of the collagens was first reduced and then reached a new 

equilibrium under static loading to once more produce normal mRNA levels. This kind 

of adaptation has previously been observed in a study by Saxon et al. on the appositional 

growth of rat bones in vivo. It observed that a group loaded for 15 weeks showed no 

significant increase in bone formation compared to intra-animal control, contrary to a 

group loaded only for 5 weeks(41). Yet, this study used a dynamic loading and time 
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period much longer, and did not address the same biological mechanism of bone 

formation. 

The reductions in the protein expression of type II and X collagens could be due to an 

over-expression of MMP-3 mRNA expression, as a significant change was observed 

between the loaded and the control groups; since there was no significant change 

between the sham and the loaded group, over-expression may not be due to the loading. 

However, it is certain that this difference was not due to an over-expression of MMP-13, 

since MMP-13 mRNA expression did not significantly change. The study by Reich et al. 

obtained an increase of 50% in MMP-13 mRNA expression with loading as compared to 

control(32). In our study there are three possible explanations of the cause in the change 

observed in the protein level: (1) collagens mRNAs were not translated in proteins, (2) 

the lifetime of the mRNAs could be reduced and (3) the applied load could destroy 

mechanically the fibril of collagens. This last explanation is expected since mechanical 

damage in type II collagen was already observed in mechanically loaded articular 

cartilage(42'43). Furthermore, the morphology of the growth plate was different in the Cd7 

loaded vertebrae as compared to the Cd7 control and sham vertebrae (Fig. 3.4). The 

growth plate width was globally decreased along the longitudinal axis and the 

chondrocytes had lost their organized columnar arrangement (Fig. 3.4H,Q, X). This 

observation can be related with the growth plate strain following compressive loading. 

The sustained growth plate strain was estimated at about 25% using the applied stress of 

0.2 MPa and a Young's modulus of 0.77 MPa(44). These histomorphological changes are 

supported by the results of several studies, which also quantified this type of 

damage(5'7'31'45'46). A reduced number of proliferative and hypertrophic chondrocytes as 

well as a decreased enlargement of hypertrophic chondrocytes have also been reported 

with mechanical loading(5,7'31'45'46). All these growth plate morphological alterations 

caused by mechanical loading could be intimately linked with a mechanical denaturation 

of collagen fibers composing the extracellular matrix of the growth plate. 

The last part of our study pointed out that, like the collagens mRNAs, aggrecan mRNA 

and preoteoglycans (detected by safranin-0 staining) were not modulated by the static 
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loading. To our knowledge, ours is the first study to address this issue and 

complementary studies are needed to explain how the proteoglycans expression, 

particularly for aggrecan, is preserved in spite of the mechanical stress applied. These 

stainings could further be quantified using densitometry, as previously described by 

Nieminen et al. to verify the obtained results(47). 

The limits of our study include aspects related to the loading procedure and to the 

biological analyses. A first limit resides in the intrinsic design of the study, which uses 

static load at one stress level only. Another study including the use of a greater stress 

level (not too important to stop growth) would confirm the observed findings of collagen 

reduction and growth reduction. In vivo dynamic loadings in the same range of 

magnitude could also provide relevant insights which could be compared with growth 

plate alterations caused by static loading. Secondly, the small sample size, especially in 

the sham group, induced important inter-animal variations. Thirdly, biological assays 

performed in this study were not confirmed with a second technique such as Western 

blots for protein expression or in situ hybridizations for mRNA production. 

Our study is the first to investigate in vivo effects of long-term static mechanical loading 

on growth, as well as synthesis and degradation of the growth plate extracellular matrix. 

Our results clearly indicate that the long term static compressive stress applied in young 

rats decreased caudal vertebrae growth rates. This growth modulation occurred in 

concert with changes in the extracellular matrix composition of the growth plate, which 

was shown by both type II and X collagen protein reduction. This was investigated not 

only at the protein level but also at the gene level. 

In conclusion, the present study gives new insights on the mechanobiological 

response of growth plates to in vivo long-term static loading in a mammalian animal 

model. Improved knowledge in this area is necessary to provide complementary 

understanding in the medical treatment of progressive skeletal deformities already using 

the Hueter-Volkman law. Such understanding would allow for improved "mechanical 

treatments" in infant and juvenile orthopaedics, such as applying a traction to accelerate 
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bone growth in limb length discrepancy or trunk bracing to control progressive scoliosis 

deformities. 
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Table 3.1: Primers used in qRT-PCR. 

Name 

Universal 
ProbeLibrary 

number Sequences 

Type II collagen 

Type X collagen 

Aggrecan 

MMP-3 

MMP-13 

ADAMTS-4 

ADAMTS-5 

18 

4 

66 

89 

89 

6 

38 

Forward: 5'-GAC CCC CAG GTT CTA ATG G-3' 
Reverse: 5'-GCA CCT TTG GGA CCA TCT T-3' 
Forward: 5'-CAC AGC CAT TTC GAG CTT TT-3' 
Reverse: 5'-TCT AAG TTG CCC CAG GTA CG-3' 

Forward: 5'-TGG CTG CAG GAC CAG ACT-3' 
Reverse: 5'-CGC CAT AGG TCC TGA CTC C-3' 

Forward: 5'-GAG AAC TTT CCA GGC ATT GG-3' 
Reverse: 5'-CCG CTG AAG AAG TAA AGA AAC C-3' 

Forward: 5'-GCC AGA ACT TCC CAA CCA T-3' 
Reverse: 5'-GGG CCC AGA ATT TTC TCC-3' 

Forward: 5'-CGG GCA CTG GGC TAC TAC TAT-3' 
Reverse: 5'-ACA GCC AGC GTG GAT ACA G-3' 

Forward: 5'-TTC AGC CAC GAT CAC AGA AT-3' 
Reverse: 5'-GGT CTG TCC TGG GAG TTC CT-3' 
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Figure 3. 1: Loading device installed on the rat tail. (A) Radiography of a loaded rat showing the 

apparatus loading Cd7 vertebra. (B) Photograph y of the loading apparatus installed on a rat tail 

and, in the top-right corner, a transversal view showing the tail centered using the concentricity 

system. 
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Figure 3. 2: Experimental relationships used to recalibrate the device every four days. 

(A) Relationship used to determine the spring compression needed to maintain an applied stress of 

0.2 MPa over Cd7 vertebra. (B) Cd7 diameter evolution with rat age. The dash-lined square shows 

at a higher scale the corresponding linear relationship during the growth period from 26 to 80 days 

old. This relationship was used to estimate Cd7 diameter over the two-week loading phase, and to 

evaluate Cd7 transverse area as circular surface. 
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Figure 3. 3: Measurement of growth modulation. (A) Labeling of growth with calcein. The gray 

square is displayed at higher magnification and the growth labels are marked by the two white lines. 

Growth rate is the measurement of the distance Ax between the two lines divided by the time 

between the two injections At = 3 days. (B) Growth rate variation along the rat tail for the sham and 

loaded groups for Cd4 (sham, n=5; loaded, n=10), Cd5 (sham, n=3; loaded, n=6), Cd7 (sham, n=3; 

loaded, n=6) and Cd9 (sham, n=2; loaded, n=6) (mean value ± SD). a: p<0.05 compared to loaded 

Cd7. (C) Cd7 growth rate for the control (n=5), sham (n=3) and loaded (n=6) groups (mean value ± 

SD). b: p<0.05 compared to control. 
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Figure 3. 4: Immunohistochemistries and safranin-O on the growth plate of the Cd7 vertebra of 43-

day-old rats. The pictures display type II collagen staining (A to I), type X collagen staining (J to R) 

and safranin-O staining (S to X). Three groups are studied: the control group (left), the sham group 

(middle) and the loaded group (right). Panels E, G, I, N, P, R are negative controls of their 

respective group. Bars represent 1 mm in lower magnifications and 100 |im in higher 

magnifications. 
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Figure 3. 5: Evaluation by qRT-PCR of selected gene expression in the growth plates of the Cd7 

vertebrae of control (n=6), sham (n=3) and loaded (n=6) rats. (A) ACT (mean ± SD) values for type 

II collagen, type X collagen and aggrecan, with 18S used as the endogenous control gene. The gene-

targeted mRNA expression is decreased when ACT increases. (B) Fold change (FD) in gene 

expression for type II collagen, type X collagen and aggrecan in the growth plates of the Cd7 

vertebrae between groups. Values represent the ratio of relative quantity (RQ) means between two 

groups at a time. FD>1 means that the gene targeted mRNA is more expressed in the first group 

than in the second one. 
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Figure 3. 6: Evaluation by qRT-PCR of selected gene expression in the growth plates of the Cd7 

vertebrae of control (n=6), sham (n=3) and loaded (n=6) rats. (A) ACT (mean ± SD) values for 

MMP-3, MMP-13, ADAMTS-4 and ADAMTS-5, with 18S used as the endogenous control gene. The 

gene-targeted mRNA expression is decreased when ACT increases, a: p<0.05 compared to control. 

(B) Fold change (FD) in gene expression for MMP-3, MMP-13, ADAMTS-4 and ADMTS-5 in the 

growth plates of the Cd7 vertebrae between groups. Values represent the ratio of relative quantity 

(RQ) means between two groups at a time. FD>1 means that the gene targeted mRNA is more 

expressed in the first group than in the second one. 
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CHAPITRE 4 : Resultats complementaires 

Ce chapitre presente des resultats complementaires a ceux de Particle qui constitue le 

chapitre precedent. La premiere section resume les differents tests preliminaires ayant 

permis de choisir le niveau de chargement le plus adapte pour la suite du projet et de 

mettre au point les differents essais biologiques. Les analyses comparatives des mesures 

de croissance sur les vertebres Cd4, Cd5 et Cd9 sont presentees dans la section suivante. 

Les immunohistochimies et la coloration a la safranine-O, ainsi que les analyses qRT-

PCR sont ensuite presentees pour les controles internes (vertebres caudales Cd5 et Cd9). 

Une cinquieme section presente la methodologie et les resultats d'analyses 

histomorphometriques des vertebres caudales Cd7. Finalement, ce chapitre presente les 

essais menes par immunohistochimie sur les neofragments de collagene de type II clives 

par la MMP-1 et la MMP-13. A moins d'indication contraire, les tests statistiques 

utilises dans les differentes analyses comparatives sont les memes que pour Particle, 

soit un test ANOVA realise pour l'ensemble des groupes etudies, suivi d'un test-t de 

Student realise pour seulement deux groupes a la fois dans les cas significatifs. Le 

niveau de significativite a ete fixe a p<0,05. 

4.1 . Etudes preliminaires 

4.1.1. Tests de trois niveaux de chargement 

Six rats ont servi a cette etape preliminaire : un rat a servi de controle, deux rats ont ete 

charges a 0,1 MPa, deux rats ont ete charges a 0,2 MPa et un rat a ete charge a 0,4 MPa. 

Pour ces six chirurgies, le protocole chirurgical etait en developpement et n'etait done 

pas exactement la meme que celui decrit dans Particle. L'appareil de fluoroscopic utilise 

dans un premier temps etait d'une moins bonne resolution et, par consequent, notre 

technique de reperage des vertebres caudales fut moins precise. Ainsi, un des rats 

charges a 0,1 MPa n'eut aucune vertebre complete en chargement (deux vertebres 

voisines ont ete instrumentees). Le second rat de 0,1 MPa fut charge sur la vertebre Cd8 

et non la Cd7. Ce fut aussi le cas pour un des rats charges a 0,2 MPa. De plus, le rat 

charge a 0,4 MPa s'infecta au niveau d'une des vertebres operees. Le premier rat charge 
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a 0,1 MPa et le rat charge a 0,4 MPa furent done ecartes de 1'etude. De plus, le rat 

controle n'avait pas de marquage de croissance visible, il ne put done pas etre utilise. 

II ne restait alors que trois rats disponibles pour les mesures de croissance, un charge a 

0,1 MPa et deux charges a 0,2 MPa. Comme les mesures demontrerent que la croissance 

n'avait pas ete stoppee par le chargement pour le groupe a 0,2 MPa, il fut decide que ce 

niveau de chargement serait utilise dans notre etude. 

4.1.2. Technique de marquage de croissance 

Le meme groupe de rats a permis de tester la technique de marquage de croissance. La 

premiere injection fut faite a la calceine (15 mg/kg) et la deuxieme a la tetracycline (15 

mg/kg). La dose de la tetracycline fut probablement insuffisante car la marque n'etait 

pas visible lors des mesures de croissance effectuees au microscope. II fut done decide 

que seule la calceine serait utilisee pour la suite des essais. 

4.1.3. Technique d'immunohistochimie pour le collagene de type II 

Differents protocoles ont ete testes pour Pimmunohistochimie pour le collagene de type 

II. Les lames furent incubees dans la hyaluronidase (3mg/ml) pendant 15 minutes ou 30 

minutes a temperature ambiante ou 15 minutes a 37°C (Figure 4.1). Le traitement 

pendant 15 minutes a temperature ambiante fut retenu car il donnait un meilleur resultat 

que sans 1'incubation et un controle negatif comparable. 
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Figure 4. 1 : Essais d'optimisation du protocole d'immunohistochimie pour le collagene de type II, 

avec de gauche a droite : sans hyaluronidase, avec hyaluronidase pendant 15 minutes a 

temperature ambiante, avec hyaluronidase pendant 30 minutes a temperature ambiante et avec 

hyaluronidase pendant 15 minutes a 37°C. 

4.1.4. Technique d'immunohistochimie pour le collagene de type X 

Une premiere serie d'essais fut menee pour determiner la concentration de l'anticorps a 

utiliser. II fut teste aux dilutions suivantes : 1/200, 1/500, 1/1000, 1/1500, 1/2000, 

1/2500 et 1/3000 (Figure 4.2). Finalement, la dilution de 1/1500 fut retenue, car le signal 

se situait principalement en zone hypertrophique et etait suffisamment visible. 

'.y^k-

Figure 4. 2 : Essai de dilutions de l'anticorps de collagene de type X, de gauche a droite du plus 

concentre 1/200 au plus dilue 1/3000. 
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Puis, le temps de pose de la DAB fiat teste a 1 minute, 1 minute 30 secondes, 2 minutes, 

2 minutes 30 secondes et 3 minutes (Figure 4.3). Le temps de pose ne semblant pas avoir 

beaucoup d'influence, la pose de 1 minute 30 secondes fut choisie car ce temps semblait 

presenter un peu moins de marquage dans la zone proliferative que pour les temps plus 

longs. 

Figure 4. 3 : Essais d'optimisation du temps de pose de la DAB pour l'immunohistochimies pour le 

collagene de type X, de gauche a droite du plus court (1 minute) au plus long (3 minutes). 

Le signal detecte etant plutot faible, le traitement a la hyaluronidase (3mg/ml, 15 

minutes a temperature ambiante) utilise pour le collagene de type II fut ajoute et il donna 

plus d'intensite au signal (Figure 4.4). 

Figure 4. 4 : Essai en ajoutant la hyaluronidase (a droite) pour l'immunohistochimie pour le 

collagene de type X. 
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Malgre cette mise au point, le signal fut par la suite parfois detecte dans toute la plaque 

de croissance alors qu'il aurait du se situer seulement dans la zone hypertrophique. Des 

tests furent done menes pour essayer de trouver un protocole plus optimal. Les 

incubations dans la chondroi'tinase, le tampon citrate et la hyaluronidase furent 

remplacees par des incubations dans la trypsine (0,1%, 15 minutes, a temperature 

ambiante) ou dans la hyaluronidase seule (3mg/ml, 15 minutes a temperature ambiante 

puis 45 minutes a 37°C). Les lames traitees a la hyaluronidase seulement montrerent des 

distributions comparables a celles obtenues avec le protocole habituel et celles traitees a 

la trypsine revelerent un signal absent de la zone hypertrophique de la plaque de 

croissance (Figure 4.5). 

Figure 4. 5 : Comparaison de trois protocoles pour l'immunohistochimie pour le collagene de type 

X, a gauche : protocole habituel, au milieu : hyaluronidase seulement, a droite : trypsine seulement. 

Un dernier test fut mene en modifiant l'etape de blocage de l'anticorps : au lieu 

d'incuber pendant 1 heure avec le serum normal, les sections furent incubees pendant 30 

minutes avec du lait et pendant 30 minutes avec le serum normal. Le resultat ne fut pas 

different (Figure 4.6). 

Figure 4. 6 : Comparaison de deux protocoles pour l'immunochistochimie pour le collagene de type 

X, a gauche : protocole habituel, a droit: blocage avec du lait. 
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4.2. Mesures de croissance 

4.2.1. Groupe controle 

Les taux de croissance des vertebres Cd4, Cd5, Cd7 et Cd9 du groupe controle sont 

presentes a la Figure 4.7. Le taux de croissance a augmente dans ce groupe de la 

vertebre Cd4 vers la vertebre Cd9. Des differences significatives ont ete obtenues entre 

les vertebres deux a deux, excepte entre les vertebres Cd4 et Cd5 et entre les vertebres 
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Figure 4. 7 : Mesures de croissance pour les vertebres du groupe controle. a : p<0,05 par rapport a 

Cd7, b : p<0,05 par rapport a Cd9. 

4.2.2. Vertebres caudales Cd4 

Le taux de croissance moyen pour les vertebres Cd4 a atteint 34,2±2,5, 33,9±3,2 et 

35,7±2,5 um/j pour les groupes controle (n=8), «sham» (n=5) et charge (n=10) 

respectivement, comme le montre la figure 4.8. La croissance n'a pas ete modifiee pour 

les vertebres Cd4 d'un groupe a l'autre. Aucune difference significative n'a ete observee 

pour ces vertebres entre les trois groupes. 
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Figure 4. 8 : Taux de croissance des vertebres Cd4. 

Les vertebres Cd4 ont ete utilisees comme controle inter-animal pour comparer les taux 

de croissance des rats destines aux mesures de croissance/histologie et des rats destines a 

la qRT-PCR. La figure 4.9 montre les mesures obtenues dans chaque sous-groupe : A 

represente le sous-groupe des rats destines aux mesures de croissance/histologie et B 

represente le sous-groupe destine a la qRT-PCR. Les differences se sont averees non-

significatives. 
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Figure 4. 9 : Taux de croissance des vertebres Cd4 par sous-groupe. 
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4.2.3. Vertebres caudales Cd5 

Des taux de croissance moyens de 34,9±2,1, 35,4±4,1 et 35,3±1,7 um/j ont ete obtenus 

pour les vertebres Cd5 des groupes controle (n=5), « sham » (n=3) et charge (n=6) 

respectivement, comme le montre la figure 4.10. La croissance n'a pas ete modifiee pour 

les vertebres Cd5 d'un groupe a l'autre, ce resultat est base sur l'absence de difference 

significative entre les trois groupes pour les vertebres Cd5. 
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Figure 4.10 : Taux de croissance des vertebres Cd5. 

4.2.4. Vertebres caudales Cd9 

Le taux de croissance moyen pour les vertebres Cd9 a atteint 38,8±1,4, 33,6±0,2 et 

35,4±4,1 um/j pour les groupes controle (n=4), «sham» (n=2) et charge (n=6) 

respectivement, comme le montre la figure 4.11. La croissance n'a pas ete modifiee pour 

les vertebres Cd9 d'un groupe a l'autre et aucune difference significative n'a ete obtenue 

entre les trois groupes pour ces vertebres. 
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Figure 4.11 : Taux de croissance des vertebres Cd9. 
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4.3. Immunohistochimies et coloration a la safranine-O 

La methodologie utilisee est la meme que celle decrite dans Particle ; les essais ont aussi 

ete faits en triplicat. 

4.3.1. Vertebres caudales Cd5 

4.3.1.1.Immunohistochimie pour le collagene de type II 

La partie superieure de la figure 4.12 presente les resultats des immunohistochimies pour 

le collagene de type II pour les vertebres Cd5 des groupes controle (A, D), « sham » (B, 

E) et charge (C, F). Les vertebres sont presentees par une vue globale (A, B, C, ou la 

barre represente 1 mm) et une vue a un grossissement plus important (D, E, F, G, ou la 

barre represente 100 (am). Le marquage (intensite et distribution) est reste le meme dans 

tous les groupes. Un controle negatif n'a montre aucun marquage, tel qu'attendu (G). 
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Figure 4.12 : Immunohistochimies et coloration a la safranine-O pour les vertebras Cd5. 
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4.3.1.2. Immunohistochimie pour le collagene de type X 

La partie centrale la figure 4.12 presente les resultats pour le collagene de type X pour 

les vertebres Cd5 des groupes controle (H, K), « sham » (I, L) et charge (J, M). Les 

grossissements sont les memes que pour les essais pour le collagene de type II. Le 

marquage est un peu plus faible dans le groupe « sham » que dans les deux autres 

groupes. Un controle negatif n'a indique aucun marquage (N). 

4.3.1.3.Coloration a la safranine-0 pour les proteoglycans 

La partie inferieure de la figure 4.12 presente les resultats de la coloration a la 

safranine-0 pour les vertebres Cd5 des groupes controle (O, R), « sham » (P, S) et 

charge (Q, T). Les vertebres sont presentees aux memes grossissements que 

precedemment. Le marquage est demeure le meme dans tous les groupes. 

4.3.2. Vertebres caudales Cd9 

4.3.2.1. Immunohistochimie pour le collagene de type II 

La partie superieure de la figure 4.13 presente les resultats pour le collagene de type II 

pour les vertebres Cd9 des groupes controle (A, D), « sham » (B, E) et charge (C, F). 

Les vertebres sont presentees aux memes grossissements que pour la figure 4.12. Le 

marquage est demeure inchange pour les trois groupes. Un controle negatif a montre 

qu'il n'y avait aucun marquage (G). 
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Figure 4.13 : Immunohistochimies et coloration a la safranine-O pour les vertebres Cd9. 
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4.3.2.2. Immunohistochimie pour le collagene de type X 

La partie centrale de la figure 4.13 presente les resultats pour le collagene de type X 

pour les vertebres Cd9 des groupes controle (H, K), « sham » (I, L) et charge (J, M). Les 

specimens vertebraux sont presentes aux memes grossissements que pour la figure 4.12. 

Le marquage est plus faible dans le groupe « sham » que pour les deux autres groupes. 

Un controle negatif n'a montre aucun marquage (N). 

4.3.2.3.Coloration a la safranine-0 pour les proteoglycanes 

La partie inferieure de la figure 4.13 presente les resultats de la coloration a la 

safranine-0 pour les vertebres Cd9 des groupes controle (O, R), « sham » (P, S) et 

charge (Q, T). Les vertebres sont presentees aux memes grossissements que pour la 

figure 4.12. Aucun changement n'a ete observe entre les trois groupes. 

4.4. Analyses qRT-PCR 

4.4.1. Vertebres caudales Cd5 

La figure 4.14 presente les resultats des qRT-PCR pour les vertebres Cd5 pour les trois 

composants de la matrice extracellulaire investigues, dans l'ordre de gauche a droite : 

collagene de type II, collagene de type X et aggrecane. La figure 4.14A montre les 

resultats pour ACT, sachant que plus ACT est grand, moins le gene est exprime. Les 

valeurs sont demeurees semblables dans les trois groupes pour les trois genes ; aucune 

difference significative n'a ete observee. La figure 4.14B montre le « fold change » entre 

deux groupes, c'est-a-dire les rapports des expressions d'un groupe par rapport a 1'autre. 

Ainsi, le collagene de type II a ete le plus exprime dans le groupe charge et le moins 

exprime dans le groupe controle. La meme tendance a ete observee pour le collagene de 

type X et pour 1'aggrecane. 
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Figure 4.14 : Resultats de qRT-PCR pour les composants de la matrice pour les vertebres Cd5. 

4.4.2. Vertebres caudales Cd9 

La figure 4.15 presente les resultats des qRT-PCR pour les vertebres Cd9, pour les trois 

composants de la matrice extracellulaire investigues, dans l'ordre de gauche a droite : 

collagene de type II, collagene de type X et aggrecane. La figure 4.15A montre que les 

resultats pour ACT sont restes semblables dans les trois groupes pour le collagene de 

type X et l'aggrecane, et aucune difference significative n'a ete obtenue. Par contre, pour 

le collagene de type II, une difference significative a ete identifiee entre les groupes 

controle et charge (p<0,05 pour le test-t de Student). La figure 4.15B montre au moyen 

du « fold change » que le collagene de type II a ete le plus exprime dans le groupe 

charge et le moins exprime dans le groupe controle. Une tendance similaire a ete 
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obtenue pour l'aggrecane. En ce qui concerne le collagene de type X, il a ete autant 

exprime dans les groupes charge et « sham », et moins exprime dans le groupe controle. 
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Figure 4.15 : Resultats de qRT-PCR pour les composants de la matrice pour les vertebres Cd9. 
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4.5. Mesures d'histomorphometrie sur la vertebre caudale 

4.5.1. Methodologie 

Quelques sections de vertebres Cd7 des groupes controle (n=4) et charge (n=5) enrobees 

dans le methyl-metacrylate ont ete utilisees pour des analyses histomorphometriques 

preliminaires a partir de colorations de Goldner-Masson. Les sections ont ete 

deplastifiees en 1 heure, rehydratees dans l'alcool 100%, puis 95% et enfin 70%, 

pendant 2 minutes a chaque fois puis lavees dans de l'eau distillee pendant 1 minute. Les 

noyaux ont ete colores a l'hematoxyline de Weigert (ACP chemicals Inc., Montreal, QC, 

Canada) pendant 20 minutes et laves dans l'eau distillee pendant 2 minutes. Ensuite, les 

sections ont ete colorees au Fushine-ponceau (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA) 

pendant 36 minutes et rincees dans de l'eau contenant de l'acide acetique glacial (1%). 

Puis, elles ont ete plongees dans une solution d'Orange G (2% ; Sigma-Aldrich, St-

Louis, MO, USA) pendant 10 minutes, suivi d'un rincage dans un autre bain d'eau 

contenant de l'acide acetique glacial (1%). Une contre-coloration a ete effectuee au vert 

lumiere (0,2% ; ACP chemicals Inc., Montreal, QC, Canada) pendant 45 minutes, suivie 

d'un rincage dans de l'eau contenant de l'acide acetique glacial (1%). 

Differents parametres ont ete mesures sur les sections ainsi colorees, d'une part des 

parametres caracterisant l'os cortical (aire totale du cortex, longueur du cortex, aire 

osseuse dans le cortex, aire des trous dans le cortex, nombre de trous) et d'autre part des 

parametres caracterisant l'os trabeculaire (aire totale de l'os trabeculaire, aire des 

trabecules, epaisseur des trabecules, nombre de trabecules). Les specimens ont ete 

mesures sur le champ visible au microscope a partir de 2000 um apres la zone 

hypertrophique de la plaque de croissance. Les mesures ont ete effectuees par 

histomorphometrie grace au logiciel Bioqant (version 6.90) aux grossissements x400 ou 

xlOO suivant les parametres. Elles ont permis de comparer la morphologie des tissus 

osseux vertebraux entre les groupes controle et charge. Des photos representatives de 

chaque groupe ont ete prises. 
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4.5.2. Resultats 

Le tableau 4.1 regroupe les resultats (moyenne±SD) des mesures histomorphometriques 

effectuees et des parametres calcules grace a ces mesures. Les parametres calcules a 

partir des mesures sont indiques en gras dans le tableau. 

L'aire individuelle des trous dans le cortex a augmente dans le groupe charge par rapport 

au groupe controle, de concert avec une augmentation du nombre de trous. Ainsi, la 

proportion de trous dans le cortex des vertebres Cd7 du groupe charge a augmente par 

rapport au groupe controle. Pourtant, la quantite d'os dans le cortex est restee a peu pres 

la meme, ce qui est traduit par l'augmentation de Pepaisseur globale du cortex pour le 

groupe charge par rapport au groupe controle. Ces observations sont visibles sur la 

figure 4.16. 

Tableau 4.1 : Mesures histomorphometriques pour les vertebres Cd7 des groupes controle et 

charge (moyenne ± SD). 

Groupe 
N 
Aire totale du cortex (mm2) 
Longueur du cortex (mm) 
Aire osseuse dans le cortex (mm2) 
Aire des trous dans le cortex (mm2) 
Nombre de trous 
Epaisseur du cortex (mm) 
Aire des trous/ Nombre de trous (urn2) 
Densite des trous dans le cortex (mm") 
Proportion d'os dans le cortex (%) 
Proportion de trous dans le cortex (%) 
Aire totale de l'os trabeculaire (mm2) 
Aire des trabecules (mm ) 
Epaisseur des trabecules (urn) 
Nombre de trabecules 

Controle 
4 

0,67±0,08 
4301±98 
0,62±0,08 
0,05±0,01 

27±6 
155±16 

1940±788 
41±12 

92,6±1,3 
7,4±1,3 

5,86±0,33 
0,96±0,31 

43±8 
3,7±0,9 

Charge 
5 

0,77±0,11 
4405±108 
0,67±0,10 
0,10±0,03 

46±15 
175±26 

2238±795 
60±16 

87,5±3,0 
12,5±3,0 

5,60±0,28 
0,66±0,16 

41±5 
2,8±0,5 

Proportion des trabecules dans l'os 
trabeculaire (%) 16,6±6,0 11,7±2,6 
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Figure 4.16 : Coloration au Goldner-Masson de vertebras Cd7 des groupes controle (A) et charge 

(B). 

4.6. Localisation des neofragments de collagene de type II 

4.6.1. Methodologie 

Suite aux resultats obtenus, un troisieme anticorps a ete teste en immunohistochimie sur 

les plaques de croissance de vertebres Cd7 des trois groupes, afin de localiser les 

neoepitopes du collagene de type II suite au clivage par la MMP-1 et la MMP-13. Le 

protocole n'est pas tout a fait le meme que celui utilise pour les collagenes de type II et 

X. Apres avoir ete deparaffinees, les lames sont deperoxydees par incubation dans du 

H2O2 (0.1% dans du PBS) pendant 30 minutes. Puis, elles sont incubees dans la trypsine 

(0.1% dans du PBS) pendant 12 minutes a temperature ambiante. Elles sont lavees dans 

de l'eau distillee pendant 5 minutes, puis dans du PBS pendant 5 minutes. Ensuite, les 

lames sont incubees dans du Triton (0,3% dans du PBS) pendant 30 minutes et lavees 

dans du PBS a l'aide de trois bains de 5 minutes chacun. Les lames sont alors incubees 

avec le serum normal pendant 1 heure, puis avec 1'anticorps (2|ig/ml; MabF46, Nordic 

Bioscience) a 4°C pendant la nuit. Le lendemain, les lames sont lavees dans trois bains 

de PBS de 5 minutes chacun, puis elles sont incubees avec l'anticorps secondaire anti-

souris (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) pendant 45 minutes a temperature 

ambiante. Puis les lames sont lavees dans trois bains de PBS de 5 minutes chacun avant 

d'etre colores par la methode du complexe « avidin-biotin » (Vectastain ABC kit; 

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) pendant 45 minutes, lavees encore trois 
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fois dans le PBS, une fois dans l'eau distillee et incubees avec la DAB (Dako 

Diagnostics Inc, Mississauga, ON, Canada) pendant 15 minutes. La suite est la meme 

que pour les autres essais d'immunohistochimie. 

4.6.2. Resultats 

Les resultats obtenus pour le collagene de type II clive sont presentes par la figure 4.17. 

Dans le groupe controle, le signal est localise dans la zone proliferative de la plaque de 

croissance. II est d'intensite beaucoup plus importante dans la zone mineralisee a la 

jonction metaphysaire de la plaque de croissance. Dans le groupe « sham », le signal est 

beaucoup diminue. II est absent de la plaque de croissance et faiblement detecte dans la 

zone mineralisee. Dans le groupe charge, le signal est inexistant. 

controle «sham» charge 

Figure 4. 17 : Immunohistochimie pour le collagene de type II clive par la MMP-1 et la MMP-13 
pour les vertebres Cd7. 
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CHAPITRE 5 : Discussion generate 

Dans le cadre de ce projet de maitrise, il a ete montre que : 

- un chargement statique en compression de 0.2 MPa applique sur la vertebre Cd7 de 

jeunes rats pendant 15 jours, ralentissait significativement leur croissance ; 

-1'expression du collagene de type II dans la matrice extracellulaire a ete diminuee dans 

83% des rats charges et celle du collagene de type X dans 50% des rats charges; 

- la production de leurs ARNm respectifs n'a pas ete diminuee ; 

- l'expression des ARNm des metalloproteinases, enzymes connues comme degradants 

speciflquement les collagenes par clivage proteolytique (MMP-3, MMP-13), n'a pas 

augmente significativement; 

- le collagene de type II dive par la MMP-1 et la MMP-13, localise par 

immunohistochimie, n'existe plus dans les plaques de croissance des rats charges 

contrairement a celles des rats controles ; 

- aucun changement n'a ete detecte pour l'aggrecane a quelque niveau que ce soit ni 

pour elle ni pour ses enzymes degradatrices (ADAMTS-4 et -5); 

- le chargement mecanique a aussi modifie la morphologie osseuse de la vertebre Cd7, 

en plus de son impact sur la plaque de croissance. 

Les mesures de croissance effectuees sur les vertebres des rats controles ont montre 

1'importance de ce groupe. En effet, les taux de croissances mesures se sont averes 

significativement differents pour les vertebres Cd5 et Cd7 mais pas pour les vertebres 

Cd7 et Cd9. Cet essai a permis de constater que le taux de croissance normale des 

vertebres caudales du rat augmente distalement mais de facon non-lineaire. Les taux de 

croissance mesures pour les vertebres Cd4 dans chaque sous-groupe de rats ont prouve 

qu'on pouvait bien comparer les rats d'un meme groupe destine a des essais biologiques 

differents. En effet, le taux de croissance s'est avere le meme dans les deux sous-

groupes de chaque groupe. Considerant que les rats ont ete manipules de la meme facon 

dans les differents groupes avant leur sacrifice, il a ete conclu qu'il etait adequat de 

considerer que les modifications observees pour les rats d'un sous-groupe etaient encore 



93 

vraies pour les autres rats du meme groupe. Les taux de croissance mesures pour les 

vertebres Cd5 et Cd9 ont montre que l'appareil de chargement n'avait pas eu d'effet sur 

eux. En effet, les taux de croissance mesures pour ces vertebres sont similaires dans les 

trois groupes. Ces controles internes confirment done que les differences observees pour 

les taux de croissance mesures pour la vertebre Cd7 sont bien dues a l'appareil et surtout 

au chargement induit par l'appareil. 

Les resultats des immunohistochimies et de la coloration a la safranine-0 pour les 

vertebres Cd5 et Cd9 ont confirme que les diminutions observees pour les collagenes 

dans les vertebres Cd7 du groupe charge par rapport aux autres groupes etaient liees au 

chargement mecanique. En effet, les resultats obtenus pour les vertebres Cd5 pour le 

collagene de type II par immunohistochimie ont bien confirme que les rats avaient une 

distribution comparable de cette proteine dans la matrice extracellulaire de la plaque de 

croissance lors de leur croissance normale. Par contre, dans les essais pour le collagene 

de type X, une diminution du signal a ete observee dans le groupe « sham ». Cette 

observation pourrait etre associee a une variabilite inter-animale liee au petit nombre de 

rats etudies dans le groupe « sham ». Les colorations a la safranine-0 ont montre quant 

a elles que les rats etaient bien comparables dans la distribution des proteoglycanes dans 

la matrice extracellulaire lors de leur croissance normale. Les memes conclusions 

peuvent etre tirees pour les vertebres Cd9 pour les trois essais. 

Les resultats des qRT-PCR des trois composants principaux de la matrice pour les 

vertebres Cd5 ont montre que les trois groupes etaient comparables en ce qui concerne 

leur croissance normale, ce qui confirme les resultats obtenus pour Cd7, e'est-a-dire que 

le chargement n'avait aucune influence sur l'expression des genes des composants 

principaux de la matrice. Ce ne fut pas tout a fait le cas pour les vertebres Cd9, puisque 

dans le cas du collagene de type II, une difference significative a ete observee entre les 

groupes controle et charge. Cette difference devrait cependant etre mise en perspective 

car une grande variabilite a ete obtenue dans les valeurs pour le groupe controle. 
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L'etude histomorphometrique, bien que preliminaire, semble indiquer que le chargement 

aeuun impact sur la morphologie et l'histologie de la vertebre en plus d'en modifier sa 

croissance par le biais de la plaque de croissance. C'est probablement parce que l'etude 

portait sur un chargement a long terme (2 semaines) que les changements ont pu etre 

visibles. Ces modifications morphologiques sont vraisemblablement dues a un 

changement dans le remodelage osseux. En effet, l'os mature, tant compact que 

trabeculaire, est en permanence sounds a ce processus qui lui permet de s' adapter quand 

les charges mecaniques sont modifiees. Dans le cas present, l'os a perdu en densite 

puisqu'il contient plus de trous, ce qui pourrait avoir pour consequence de le fragiliser. 

L'etude du collagene de type II clive par la MMP-1 et la MMP-13 a montre que ce 

processus de clivage n'avait plus lieu ni dans les plaques de croissance, ni dans la zone 

mineralisee a la jonction avec la zone hypertrophiques, pour les vertebres Cd7 des rats 

charges contrairement a celles des rats controles. L'effet principal semble cependant etre 

intervenu lors de la pose de 1'appareil et non en reponse au chargement statique induit, 

puisque le signal avait deja beaucoup diminue dans le groupe « sham ». La localisation 

observee pour le signal dans le groupe controle est en accord avec une etude de Nagai et 

al. qui montre que la MMP-13 est detectee a la jonction osseochondrale avec la 

metaphyse dans des vertebres de rats [127]. Ces resultats confirment que la reduction du 

collagene de type II dans la matrice extracellulaire de la plaque de croissance ne peut 

etre expliquee par Taction des enzymes proteolytiques le degradant. Par ailleurs, le 

signal pour le collagene de type II clive par la MMP-1 et la MMP-13 ayant disparu dans 

la plaque de croissance et dans la zone de mineralisation proche de la zone 

hypertrophique des rats charges, on s'attendrait a ce que ce soit du a une diminution de 

la production des enzymes proteolytiques (MMP-1 et MMP-13) produisant ces 

fragments de collagene de type II. Or, ce n'est pas ce qui est observe, au moins dans le 

cas de la production des ARNm de MMP-13, celle-ci etant restee sensiblement la meme 

dans les trois groupes. II se peut done que l'ARNm de cette enzyme ne soit pas traduit 

normalement du fait du chargement. 
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D'autres limites doivent etre prises en compte dans cette etude en plus de celles 

detaillees dans Particle. Tout d'abord, le nombre de specimens observes etait restreint. 

En particulier, parmi les etudes complementaires, les deux etudes preliminaries (soit 

celle de localisation du collagene de type II clive par la MMP-1 et la MMP-13 par 

immunohistochimie et celle d'histomorphometrie) ont ete menees sur un nombre plus 

limite de sections que les autres etudes. Le collagene de type II clive n'a ete etudie qu'en 

duplicat et seulement sur les vertebres Cd7, et les etudes histomorphometriques n'ont ete 

menees que sur 4 sections de vertebres Cd7 de rats controles et 5 sections de vertebres 

Cd7 de rats charges. Ainsi, les controles internes (Cd5 et Cd9) n'ont pas ete investigues, 

ni meme le groupe « sham » en ce qui concerne 1'etude histomorphometrique. II serait 

done important de faire les controles complementaires et pour l'histomorphometrie 

d'investiguer le groupe « sham » afm de verifier que le changement de morphologie est 

bien du au chargement de l'appareil et non a la seule pose de l'appareil sur la queue du 

rat (du fait du poids de l'appareil et/ou de la reduction de mobilite des vertebres caudales 

instrumentees). 

Par ailleurs, differentes limites techniques rencontrees dans le protocole chirurgical et de 

chargement du rat ont pu causer des variations dans les resultats des differents essais. En 

ce qui concerne la charge appliquee, sa precision etait limitee par la methode de mesure 

des longueurs des ressorts effectuee tous les quatre jours lors de leur recalibration, la 

mesure etant faite a l'aide d'un micrometre a l'oeil nu. La recalibration ne pouvait pas 

etre faite plus souvent que tous les quatre jours, parce que pour un delai plus court, le 

changement de longueur des ressorts, necessaire pour compenser la croissance 

transverse de la vertebre caudale Cd7, n'etait alors pas discernable a l'oeil nu. De plus, 

l'aire de la vertebre a ete approximee comme etant circulaire, ce qui peut aussi induire 

une erreur dans 1'estimation exacte de la longueur necessaire du ressort pour maintenir 

une contrainte de 0,2 MPa. En outre, si les tiges ne sont pas en tension lors de leur 

installation pour lier l'appareil aux vertebres, une partie du chargement est perdu car il 

sert seulement a la mise en tension de la tige necessaire pour ensuite transmettre la force 

de compression due au chargement. Par ailleurs, 1'orientation du chargement a peut-etre 
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aussi ete modifiee lors de l'installation de l'appareil. D'abord, si la tige n'est pas 

installee parfaitement perpendiculairement a l'axe longitudinal de l'os, cela modifie le 

moment des forces appliquees et leur nature (ce n'est plus de la compression pure). 

Ensuite, , le pliage des tiges a leur extremite libre une fois en place dans la vertebre 

aurait pu induire une flexion de la broche et ainsi en devier la direction. Enfin, le poids 

de l'appareil (21 g) ajoutait une force transversale parasite sur la vertebre. Le rat pesant 

en moyenne 79 g lors de la chirurgie, la queue devait supporter un poids supplementaire 

non negligeable, qui a pu avoir des effets sur la croissance non seulement de la vertebre 

Cd7 mais aussi des vertebres proximales a l'appareil. C'est pourquoi il etait important de 

faire un groupe « sham ». Ce groupe a d'ailleurs aussi permis de prendre en compte la 

reduction de mobilite entre les vertebres caudales instrumentees induite par l'installation 

de l'appareil, ce qui aurait aussi pu ralentir la croissance. 

Le modele etudie, i.e le rat, a le desavantage de ne pas toujours permettre l'etude des 

differentes proteines a l'aide d'anticorps. Ces derniers ne sont pas toujours specifiques 

pour le rat du fait de la structure legerement differente de certains genes. Par ailleurs, 

lors du partage des vertebres en deux durant la dissection, certaines se sont brisees et 

sont done devenues inutilisables pour les essais histologiques auxquelles elles etaient 

destinees. Par la suite, le prelevement a ete fait de facon a appliquer une force de 

cisaillement avec le scalpel et non par compression directe comme cela avait ete le cas 

auparavant. De plus, lors de l'isolation des plaques de croissance destinees a la qRT-

PCR, la taille des plaques de croissance limitait la precision de la procedure realisee a 

l'oeil nu. En effet une vertebre caudale de rat a un diametre inferieur au centimetre, sans 

mentionner l'epaisseur de la plaque de croissance. Ces problemes d'echelle ont diminue 

la repetabilite de cette methode. Dans des etudes ulterieures, l'emploi de loupes serait 

souhaitable. En outre, non seulement differents phenotypes cellulaires ont ete regroupes 

puisqu'on extrait les chondrocytes des differentes zones, mais il est aussi possible que 

d'autres types cellulaires aient ete extraits, en particulier des cellules osseuses, car la 

plaque a une structure ondulee dans l'os et il est difficile, voire impossible, d'en avoir 

suivi les contours avec precision a l'oeil nu. Dans ce cas, un changement qui aurait eu 
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lieu settlement dans les chondrocytes n'a peut-etre pas ete detecte, en particulier s'il a eu 

lieu seulement dans une seule des zones de la plaque de croissance, puisque les 

differentes zones n'ont pues etre etudiees separement. Une autre limitation se situe au 

niveau de la quantite d'ARN que nous avons pu obtenir. En effet, la plaque de 

croissance recuperee est constitute de cartilage. Ce dernier etant constitue de matrice 

dans laquelle les chondrocytes baignent, la quantite d'ARN est done limitee (maximum 

24,5 |ig). 

Au niveau des techniques biologiques, il n'a pas ete possible de faire toutes les mesures 

de croissance prevues. En effet, les injections de calceine n'ont pas toujours ete faites en 

voie intraperitoneale comme le protocole le requerait (par manque d'expertise dans 

l'anatomie du rat), et la calceine n'a done pas pu atteindre les sites en mineralisation 

active dans les os. Dans ces cas, il n'y avait alors qu'une marque de croissance visible au 

lieu de deux, ce qui n'a pas permis pas de mesurer la croissance. 

Une autre limite de 1'etude concerne la methodologie pour la detection du collagene de 

type X par immunohistochimie, car un signal non specifique dans la zone proliferative 

de la plaque de croissance a ete detecte a plusieurs reprises. Des essais complementaires 

utilisant d'autres protocoles ont ete menes, mais aucun n'a donne de meilleurs resultats a 

ce jour. II se pourrait que le probleme vienne de l'anticorps lui-meme qui se lierait a un 

autre composant que le collagene de type X par ce qu'on appelle une reaction croisee. 

Lors de ce projet de maitrise, differents types de controles ont ete utilises que ce soit des 

controles inter-animaux ou intra-animaux, ce qui a permis d'identifier avec plus de 

certitude l'effet du chargement mecanique sur la plaque de croissance et de s'assurer que 

les differences observees pouvaient etre considerees significatives. Dans 1'ensemble, on 

a observe une bonne repetabilite de la methode de mesures de croissance. De plus, les 

mesures faites sur les controles internes Cd4 ont permis de s'assurer que les rats des 

differents sous-groupes etaient comparables. Le modele animal du rat a ete choisi pour 

sa commodite d'hebergement de par sa petite taille, tout en etant deja assez grand pour 

rendre possible la realisation des differents essais biologiques. En effet, il aurait ete 



98 

impossible d'isoler la plaque de croissance pour la qRT-PCR sur une vertebre caudale de 

souris. De plus, ces animaux ont l'avantage d'avoir des vertebres caudales, comparables 

aux os longs humains, et d'etre en plus faciles d'acces. Au niveau des essais biologiques, 

Putilisation des techniques d'immunohistochimie et de coloration a la safranine-0 ont 

fourni l'avantage de montrer la distribution du signal dans la plaque de croissance alors 

que la technique de qRT-PCR a eu l'avantage de donner une mesure quantifiee de la 

production des ARNm. La coloration de Goldner-Masson, qui a ete utilisee pour 

l'histomorphometrie, est une methode de choix, d'autant plus qu'elle permet de 

completer l'investigation du remodelage osseux par des marquages biochimiques. 
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CHAPITRE 6 : Conclusion et recommandations 

Ce projet de maitrise consistait dans un premier temps a mettre au point des essais 

biologiques permettant de caracteriser les composants principaux et les molecules cles 

connues pour leur propriete de degradation de la matrice extracellulaire de la plaque de 

croissance. Le second objectif visait a solliciter mecaniquement in vivo des plaques de 

croissance d'un modele animal pour un niveau de chargement et un stade de croissance. 

Finalement, il s'agissait de quantifier la modulation mecanique resultante et de definir 

l'effet in vivo du chargement sur la matrice extracellulaire par rapport a la croissance du 

controle « normal » a l'aide d'essais biologiques. 

Les resultats de ce projet ont montre qu'un chargement statique en compression de 

0.2 MPa applique sur la vertebre Cd7 de jeunes rats pendant 15 jours, ralentissait 

significativement la croissance de cette vertebre, ce qui est en accord avec la loi de 

Hueter-Volkmann. Cette modulation mecanique a ete observee en parallele avec des 

changements dans la composition de la matrice extracellulaire de la plaque de 

croissance. La diminution d'expression des collagenes de type II et X peut signifier que 

les processus de proliferation et d'hypertrophic ont ete alteres car le processus normal de 

remodelage de la matrice est necessaire pour permettre le bon deroulement de ces 

mecanismes de croissance cellulaire. De plus le collagene de type II, mais aussi 

probablement le collagene de type X, ayant un role structural dans la plaque de 

croissance, une reduction de leur expression peut signifier que la capacite de la plaque 

de croissance a supporter un chargement mecanique est diminuee. 

Cependant, ces changements n'ont pu etre associes ni a une diminution de la production 

de leurs ARNm respectifs ni a une surexpression de la MMP-13, une enzyme de la 

famille des metalloproteines conduisant a un clivage proteolytique specifique du 

collagene de type II. Par ailleurs, le collagene de type II clive par la MMP-1 et la MMP-

13, localise par immunohistochimie, n'a pas ete localise dans les plaques de croissance 

des rats charges contrairement aux rats controles. II est done probable que les fibres de 

collagenes aient ete detruites mecaniquement du fait du chargement en compression, ce 
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mecanisme ayant deja ete observe pour le collagene de type II dans le cartilage 

articulaire. L'aggrecane a aussi ete investiguee mais aucun changement n'a ete detecte a 

quelque niveau que ce soit ni pour elle ni pour ses enzymes degradatrices (ADAMTS-4 

et -5). Par ailleurs, en plus d'avoir perturbe rarrangement columnaire des chondrocytes 

et d'avoir visiblement diminue l'epaisseur de la plaque de croissance, le chargement 

mecanique a aussi modifie la morphologie osseuse de la vertebre Cd7. En effet, les 

vertebres chargees ont un cortex plus epais mais aussi plus poreux que les controles. 

L'hypothese de recherche, selon laquelle un chargement statique en compression ralentit 

la croissance longitudinale a travers des changements dans la matrice extracellulaire de 

la plaque de croissance et, plus precisement, la reduction de la synthese des composants 

de cette matrice, est done partiellement confirmee. En effet, la croissance a ete ralentie et 

la composition de la matrice modifiee mais vraisemblablement pas par une reduction de 

la synthese des composants puisque la production d'ARNm n'a pas change. 

Les principales limites du projet resident dans le nombre limite de rats etudies 

particulierement en ce qui concerne le groupe « sham », la technique d'isolation des 

plaques de croissance pour la qRT-PCR, le protocole d'immunohistochimie pour le 

collagene de type X, et enfin le fait qu'une seule technique ait ete utilisee pour chaque 

type de resultats d'essai biologique. 

En contrepartie, cette etude est la premiere a completer a la fois des mesures de taux de 

croissance et a etudier la composition de la matrice extracellulaire de la plaque de 

croissance, tant au niveau proteique que genique, pour voir Pinfluence d'un chargement 

mecanique statique sur la croissance longitudinale. Elle a aussi l'avantage d'avoir 

permis un controle precis de la contrainte exercee en controlant la force exercee sur la 

vertebre et en estimant revolution du diametre vertebral en fonction de l'age du rat. 

Enfin, cette etude a l'avantage d'avoir utilise plusieurs types de controles pour s'assurer 

que les resultats observes sont bien dus au chargement en compression. 
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Les connaissances decoulant de cette etude, tout comme d'autres etudes 

mecanobiologiques de la plaque de croissance, permettront de mieux comprendre le 

processus de modulation mecanique de croissance et de fournir une base plus 

scientifique au traitement medical des deformations squelettiques progressives. Elles 

pourraient a long terme avoir un impact sur le developpement des nouvelles strategies de 

traitements orthopediques. Les connaissances des mecanismes de contrainte par 

Penvironnement des os en croissance sont essentielles pour f amelioration des 

interventions invasives et le developpement de nouvelles techniques non-invasives. 

Les quelques recommandations suivantes pourront etre utiles pour la suite du projet. 

Dans un premier temps, des etudes complementaires pourraient etre menees pour : 

- verifier les resultats obtenus en utilisant d'autres techniques biologiques 

complementaires pour confirmer les resultats presents. Par exemple, les resultats au 

niveau de la diminution de l'expression des proteines de collagene de type II et X 

pourraient etre verifies par un « western blot», ou encore les ARNm des collagenes 

pourrait etre localises dans les differentes zones de la plaque de croissance par 

hybridation in situ, et ainsi confirmer si l'expression est restee la meme entre les 3 

groupes; 

- optimiser la techniques d'immunohistochimie pour le collagene de type X en modifiant 

d'autres parametres que ceux deja testes du protocole actuel, pour eliminer le signal non 

specifique dans la zone proliferative ; 

- confirmer les resultats presents sur un plus grand nombre de rats, en particulier pour le 

groupe « sham » ; 

- investiguer les causes du changement observe pour les deux collagenes. En particulier, 

il serait pertinent de tester f hypothese d'une denaturation mecanique des proteines de 

collagene. Par exemple, l'anticorps « AC col2 3/4M » pourrait etre teste en comparant 

le resultat obtenu avec celui du a l'anticorps « AC col2 3/4C short » pour detecter si et 

ou le collagene de type II est degrade du fait de faction mecanique comme font fait 

Wilson et al. dans une etude sur le cartilage articulaire [165]. 
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Par la suite, le projet pourrait etre developpe sur de nombreux aspects. Par exemple, de 

nouvelles etudes pourraient avoir pour objectif de : 

- modifier l'appareil de chargement afin qu'il permette la compensation de la croissance 

longitudinale qui a lieu au cours du chargement; 

- completer les experiences pour un stade de chargement plus eleve, mais n'interrompant 

pas la croissance, afin de confirmer les diminutions observees dans cette etude ; 

- etudier d'autres stades de croissance du rat pour verifier si les resultats sont les memes 

quand le taux de croissance est plus faible ; 

- modifier la duree de chargement pour mesurer plus precisement 1'influence de ce 

parametre ; 

- investiguer un autre modele animal pour verifier si les observations restent les memes 

pour des animaux de plus grande taille et done plus pres de rhomme, comme le modele 

animal du chien; 

- investiguer d'autres os du meme animal pour caracteriser la modulation de croissance 

dans des situations de chargement naturel differentes. Par exemple, le tibia du rat est 

soumis en permanence au poids de F animal, ce qui le met dans une situation de 

chargement naturel plus eleve que la vertebre caudale ; 

- etudier d'autres composants ou d'autres regulateurs du fonctionnement de la plaque de 

croissance comme la boucle de retroaction IHH/PTHrP. En effet, cette boucle est 

essentielle a la regulation de la croissance pour equilibrer la proliferation et 

Fhypertrophic dans la plaque de croissance, en particulier lors du developpement 

prenatal, mais probablement aussi lors du developpement postnatal. 

Enfin pour mieux comprendre la mecanobiologie de la plaque de croissance, des etudes 

mecanobiologiques pourraient etre realisees en investigant d'autres types de 

chargements mecaniques, en particulier le chargement dynamique, pour en determiner 

Pinfluence sur la croissance longitudinale et/ou le remodelage osseux. 
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