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Summary. Effect of GH on the differentiation of prepubertal rabbit chondrocytes and
their immunoreactive Sm-C/IGF, secretion in a serum-free cufture medium.

This study concerns the immunoreactive somatomedin C secretion by prepubertal rab-
bit epiphyseal chondrocytes cultured in a defined serum-free medium. In such culture con-
ditions, chondrocytes mainly synthesized Type |l collagen (80 % of total collagen) during
10 days. A small amount of Type | collagen was also found with a significant (p < 0.05)
higher level during the period of cell multiplication (6.4 + 1.5 %) than when cells reached
confluency (0.9 + 0.2 %). During the 10 days of culture without serum and without hor-
mone added, a Sm-C/IGF, activity was measured by RIA at a mean level of 30 + 5 mU/
ml/10 ug DNA. This value was significantly higher (p < 0.001) than in the medium not
incubated with the cells (1.7 + 0.9 mU/ml).

When hGH was added to the culture medium during the period of cell division, the
level of Sm-C/IGF, activity was significantly elevated at 39 + 4 mU/mI/10 ug DNA
(p < 0.05) and at 55 + 3 mU/mI/10 pg DNA (p < 0.001) with 50 ng/ml and 100 ng/ml
hGH concentrations respectively. On the contrary, no difference was observed at con-
fluency in treated and non treated cells.

Introduction.

L'action stimulante de I’'hormone de croissance (GH) sur la croissance du
squelette se fait au moins en partie au niveau du cartilage épiphysaire (Daughaday
et al., 1972) par 'intermédiaire de facteurs sériques appelés somatomédines (SM}
ou IGF. Plusieurs somatomédines ont été isolées et purifiées a partir du plasma
{Svoboda et a/., 1980 : Hall et Uthne, 1971 ; Rinderknecht et Humbel, 1976) et a
partir de milieu conditionné de cellules hépatiques de rat en culture (Dulak et
Temin, 1973 ; Moses, 1976).
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Il est généralement admis qu’aprés la naissance, les somatomédines sont
principalement produites au niveau du foie et que cette production est sous la
dépendance de GH (McConaghey, 1972 ; Schimpff et a/., 1976 ; Daughaday et
al., 1976). Toutefois une source locale de somatomédines au niveau du tissu cible
— le cartilage — a été récemment suggérée par la mise en évidence d'une activité
Sm extraite de tissu mésenchymateux préchondrogénique de fcetus de souris
(d’Ercole et al., 1980) et de cartilage pelvien d’embryons de poulet de 9 jours,
incubés en milieu sans sérum pendant 3 jours (Burch et a/., 1986). Il est donc pos-
sible que les chondrocytes d’animaux post-nataux produisent leur propre somato-
médine et constituent ainsi un systéme autocrine complémentaire du systéme de
somatomédines plasmatiques circulantes. || est méme possible que le systéme
autocrine de production de Sm par le cartilage soit sous la dépendance de GH,
comme le suggeérent Isaksson et al. (1982).

Le but du présent travail est de rechercher une production locaie de facteurs
Sm-C par les chondrocytes épiphysaires d’animaux post-nataux, de voir si cette
production est en relation avec les cycles de division cellulaire et enfin si elle est
dépendante de |"hormone de croissance.

Matériel et méthodes.

Animaux. — De jeunes lapins Fauve de Bourgogne (Ruvel France, male prépu-
bére pesant de 200 a 350 g) sont utilisés.

Cultures primaires de chondrocytes. — Les animaux sont sacrifiés d'un coup a la
nuque et rapidement rasés. Les épiphyses des os longs sont prélevées stérilement
et disséguées sous microscope. La zone de réserve du cartilage est isolée et incu-
bée a 37° avec de la collagénase (Clostridial collagénase Boehringer, RFA) 3
0,2 % dans du Gey pendant 30 min selon la technigue déja décrite {Corvol et al.,
1975). La suspension cellulaire résiduelle est répartie dans des flacons de culture
de 25 cm? (Corning) & raison de 1,56 4 2 x 105 cellules par flacon contenant cha-
cun 4 ml de milieu Dulbecco additionné de 10 % de sérum de veau fcetal et
d’antibiotiques (pénicilline 0,1 IU/ml ; streptomycine 0,1 ug/ml). Aprés 24 h, les
cellules sont collées, les cellules sont rincées 1 fois avec du tampon Gey et le
milieu est remplacé par un milieu défini sans sérum contenant les éléments sui-
vants dilués dans du Dulbecco (DME) : BSA pure 1 mg/ml, sodium sélénite
4 ng/m! /Sigma), transferrine 0,5 ug/ml (Calbiochem), fibronectine humaine
5 ug/ml (IBF) et FGF 100 ng/ml {Colaborative Research). Certaines cellules recoi-
vent de la GH (10, 50 ou 100 ng/ml} (Nanormone Nordisk). Les cellules sont incu-
bées a 37 °C en présence de 10 % de CO, dans I'air et le milieu est renouvelé tou-
tes les 48 h jusqgu’au jour 10.

Les chondrocytes se divisent en conservant une forme polygonale pendant
une période de 8 jours, puis la multiplication cellulaire cesse et les cellules restent
a confluence jusqu’au jour 10. L'étude du collagéne synthétisé et de la production
d’une activité Sm-C like par les chondrocytes est faite aux deux temps de la cul-
ture : & 6 jours pendant la période de division cellulaire et a 10 jours a confluence.
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Etude du collagene. — Pour I'étude du collagéne effectuée sur une culture déter-
minée, les flacons sont séparés en 2 groupes de 16, un groupe recevant
100 ng/ml de hGH et I'autre ne recevant que le solvant. Chaque analyse de colla-
géne est faite ensuite comparativement sur 2 groupes de 4 flacons (un témoin et
un avec hGH) aux jours 6 et 10 de la culture. Le collagéne nouvellement synthé-
tisé par les chondrocytes a 7 jours et a 10 jours de culture est étudié aprés
20 heures d'incorporation de 20 uCi/ml de [3,4 3H]-proline (CEA-Saclay) dans un
milieu contenant 50 xg/ml d'acide ascorbique et 50 ug/ml de fumarate de -
aminopropionitrile (Freiberger et a/., 1980). Le milieu est éliminé et les cellules rin-
cées trois fois puis décollées avec un rubber policeman dans un tampon Tris-HC|
100 mM pH 7,4 contenant 0,1 % de Triton X100 et des inhibiteurs de protéases
(PMSF 1 mM, NEM 10 mM, EDTA 25 mM). Aprés centrifugation, les extraits cel-
lulaires provenant de 4 flacons de culture traités de facon identique, sont poolés
et divisés en deux parties : la premiére sert & mesurer I'incorporation de [3H]-
proline et @ calculer la quantité de protéines collagéniques nouvellement synthé-
tisées. Cette fraction est hydrolysée avec HCI 6 N et passée sur résine échan-
geuse d’ions de facon & séparer [3H]-proline et [3H]-hydroxyproline. Le pourcen-
tage de protéines collagéniques est alors calculé suivant la formule de Wiestner et
al., (1969) :

2 dpm OHpro

100 5 (dpm pro- cpm OHpro ) + 2 dpm OHpro

La deuxiéme fraction cellulaire est digérée a la pepsine (Sigma) et lyophyli-
sée. Les chaines de collagéne radiomarquées sont analysées apres électrophorése
sur gel d’acrylamide (Neville et Glossman, 1974). Les gels sont soumis a une fluo-
rographie par incubation en présence de ENSHANCE (NEN), puis exposés sur film
radiographique. La DO de chaque bande est lue au scanner, puis intégrée. Le col-
lagéne de Type |l est caractérisé a |'aide d’anticorps spécifiques anti-Type Il de
lapin fournis par le Dr Hartmann {Institut Pasteur de Lyon), (Bonaventure J. et
al., soumis a publication).

Cette étude a été répétée sur 3 cultures de chondrocytes provenant d’ani-
maux différents ce qui donne 3 déterminations par point. Les résultats présentés
sont la moyenne + SEM de ces 3 déterminations.

Taux de Sm-C/IGF, mesuré par RIA dans les milieux de culture. — Pour cette
étude, au jour 2 de la culture, les flacons sont séparés en plusieurs groupes de
6 traités ou non avec 10, 50 ou 100 ng/ml de hGH. Le dosage radioimmunologi-
que est fait sur les milieux correspondant a 48 h d’incubation aux jours 6 et 10 de
la culture. |l est fait séparément sur des pools de 2 flacons de sorte que pour cha-
gue groupe étudié, les dosages sont réalisés en triplicate. Aprés évaporation par
lyophylisation, I'extrait est repris dans 2,5 m! de tampon phosphate pH 7,4, puis
déssalé sur colonne PD10 (Pharmacia). La mesure de I'activité Sm-C est faite a
I'aide de I'anticorps polyclonal préparé dans le laboratoire du Dr Van Wyk et
fourni par le NIH {(Furlanetto et al., 1977 ; Copeland et al., 1980). Cette mesure
est faite sur 3 dilutions de milieu ainsi préparé et chaque dilution est réalisée en
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triplicate. Le traceur utilisé est de I'lGF, purifié et iodé (100 xCi/png) dans le labora-
toire du Dr Van den Brande (Utrecht). Un pool de plasma d’adultes jeunes est pris
comme standard et les résultats sont exprimés en mUnités, sachant que dans nos
conditions expérimentales, on observe 1 mU par ul de plasma. Pour chaque expé-
rience, le taux de Sm-C/IGF, est mesuré dans le milieu de base non incubé avec
les chondrocytes mais traité comme ci-dessus.

Enfin, les valeurs obtenues dans les milieux de culture sont rapportées a la
quantité de DNA des flacons correspondants et exprimées en mU/ml/10 g DNA.

Cette étude a été répétée sur 3 cultures, provenant d'animaux différents. Les
résultats présentés sont donc la moyenne + SEM de 9 déterminations par groupe
étudié.

Mesure de DNA. — Le culot cellulaire de chaque flacon est recueilli par trypsina-
tion. Le DNA est extrait & 'acide perchlorique 1N et mis en évidence par réaction
colorimétrique a la diphénylamine (Burton, 1956}.

Statistique. — Les résultats présentés sont la moyenne + SEM des résultats
obtenus. La significativité des variations entre les moyennes comparées est faite
selon le test de t de Student.

Résultats.

Incorporation de 3H-proline et synthése de différents types de collagene par
les chondrocytes en culture en milieu sans sérum.

Lincorporation de [3H]-proline dans les protéines collagéniques par rapport
aux protéines totales des chondrocytes est mesurée selon la formule décrite dans
« Méthodes » et révéle qu’aprés 6 jours comme aprés 10 jours de culture, 10 %
des protéines extraites du tapis cellulaire sont des protéines collagéniques. Le
taux de prolylhydroxylation établi & partir de 3 cultures et calculé selon le rapport :

’H-OHpro

100 x
*H-OHpro + *H-pro

montre que 30 % a 37 %

des protéines collagéniques sont hydroxylées. Aucune différence n’est observée
lorsque les cellules sont incubées en présence de hGH, avec un taux d’hydroxyla-
tion de 27 % a 34 %.

Le type de collagéne synthétisé en grande majorité est représenté par le colla-
géne de Type Il, spécifique du cartilage. Le tableau 1 montre qu'il représente
78 % a 85 % du collagene total extrait du tapis cellulaire pendant la phase de divi-
sion comme & confluence. Toutefois, on note la présence discréte mais significa-
tive de collagéne de Type | avec un pourcentage significativement plus élevé
{p < 0,05) pendant la phase de division cellulaire qu’a confluence (6,4 + 1,5 %
comparé a 0,9 + 0,2 %). L'addition de hGH au milieu de culture ne modifie en
rien cette répartition.
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TABLEAU 1

Répartition des collagénes de Types [ et Il extraits du pool cellulaire de chondrocytes
aprés 6 jours et 10 jours de culture primaire en milieu défini sans sérum.

Conditions Pourcentage par rapport au collagéne total {%) (2)
de
culture Type Il Type |
6 jours Témoin 78,5 + 6,3 64 + 15
hGH (100 ng/ml) 755 + 5,7 7,1 + 23
10 jours Témoin 85,0 + 5,1 0,9 + 0,2
hGH (100 ng/ml) 83,0 + 7,0 0,8 + 0,2

(2) Chague nombre représente la moyenne + SEM de trois expériences réalisées a partir de cultu-
res provenant de 3 animaux différents (n = 3).

Activité Sm-C/IGF,.

Pendant la phase de division cellulaire et au stade de confluence, les activités
Sm-C mesurées par RIA dans le milieu des chondrocytes aprés 48 h d’incubation
sont respectivement égales 8 26 + 5et 35 £ 5 mU/mI/10 ug DNA. Cette activité
est significativement plus élevée (p < 0,05) que I'activité Sm-C mesurable dans le
milieu de base non incubé avec les celliules (tabl. 2).

Pendant la phase de division cellulaire, I'addition de hGH aux cultures, provo-
que une élévation significative du taux de Sm-C/IGF,. En présence de 50 ng/ml
de hGH, le taux de Sm-C/IGF, est multiplié par 1,5 (p < 0,05) et en présence de
100 ng/ml de hGH, il est 2 fois plus élevé (p < 0,001) que le taux de base mesuré
dans les milieux témoins. En revanche, I'addition de hGH pendant la phase de
confluence des cellules, ne provoque aucune modification du taux de Sm-C/IGF,
mesurable dans les milieux correspondants.

TABLEAU 2

Activité Sm-C/IGF, mesurée dans le milieu de culture de chondrocytes épiphysaires de lapin
aprés 48 h d’incubation.

Taux Sm-C/IGF,
(mU/ml/10 ug DNA) (3)

Phase de division Confluence
Témoin 26 +5 34 +5
hGH 10 ng/ml 28 + 3,5 32 +5
50 ng/ml 39 + 4 28 + 3,5
100 ng/ml 55 + 3** 30 £ 1,
Milieu non incubé 1,7 + 0,9 Non détectable

(3) Chague nombre représente la moyenne + SEM de 9 dosages radioimmunologiques. Trois cultures
de chondrocytes provenant d'animaux différents sont pratiquées. Sur chaque culture et pour chaque
point le dosage est fait en triplicate.

Un seul dosage par culture est fait sur milieu non incubé avec les cellules mais traité comme les
milieux incubés (n = 3).

* p < 0,05; ** p < 0,001 comparé au témoin.
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Enfin, il faut noter que 'addition de hGH aux cultures, quelle que soit la con-
centration utilisée, ne modifie en rien le taux de DNA des chondrocytes qui est a
10,80 + 3,2 ug/flacon au jour 6 et 3 19,20 + 5,40 nug/flacon au jour 10 de culture
primaire.

Discussion.

Les résultats observés dans le présent travail suggérent fortement que les
chondrocytes épiphysaires provenant de lapins prépubéres et maintenus en cul-
ture primaire en milieu défini sans sérum produisent un ou des facteurs ayant une
activité radioimmunologique de type Sm-C/IGF,.

Une contamination par apport exogéne de Somatomédine sembie pouvoir
étre écartée puisque la culture est réalisée en I'absence de sérum. La seule source
de contamination pourrait provenir de certains constituants du milieu défini
comme la transferrine, I'albumine ou la fibronectine. Mais le dosage radioimmu-
nologique de ce milieu, défini non incubé avec les cellules, ne met en évidence
gu’une activité Sm-C/IGF, a la limite du détectable.

L’activité. Sm-C/IGF, mesurée dans le milieu de culture des chondrocytes
pourrait provenir d'une contamination de la culture par des fibroblastes. En effet,
une activité Sm-C/IGF, est retrouvée par plusieurs auteurs dans les cultures de
fibroblastes WI38 (Atkison et al.,, 1981), et de fibroblastes de derme humain
(Clemmons et al., 1981 ; Adams et al., 1983 et 1984). Toutefois, le présent travail
a été réalisé de facon a écarter cette hypothése : — lors de la mise en culture la
préparation cellulaire est faite sous loupe binoculaire pour éliminer soigneusement
muscles, tendons, aponévroses et autres sources de fibroblastes ; — au cours de
la culture, la caractérisation du collagéne néosynthétisé a permis de vérifier qu’il
est composé & plus de 80 % par du Type |i (spécifique du cartilage) et non du
Type | (< 10 %).

Le taux de Sm-C/IGF, mesuré dans le milieu de chondrocytes en culture,
sans addition de sérum ou d’hormone, ne varie pas entre le jour 6 et le jour 10 de Ia
culture.

Ce taux est augmenté par I’'addition de hGH, mais cette augmentation n’est
observée qu’au 6¢ jour. Elle n'existe pas au 10¢ jour. Il ne semble pas que cet effet
soit lié a la durée d’incubation en présence de I'hormone ou au nombre d’injec-
tions recu par les cellules. Dans les 2 cas, le milieu étudié correspond a 48 h
d’incubation et a 10 jours, les cellules ont recu 4 injections d’hormone alors
qu’elles n‘en ont recu que 2 a 6 jours.

On peut émettre I’hypothése que la réponse a8 hGH dépend de la réceptibilité
particuliére des chondrocytes au jour 6. Ce qui caractérise les cellules a ce stade
de culture par rapport au jour 10, c’est qu’elles sont en phase de multiplication
cellulaire intense. Le processus de division cellulaire est méme particulierement
important en milieu sans sérum gréce a la présence de FGF. Ce facteur est en
effet connu pour stimuler la multiplication des chondrocytes en culture (Kato and
Gospodarowicz, 1984} et non leur différenciation. Une modification de I'expres-
sion phénotypique des chondrocytes en phase de division est d‘ailleurs observée
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dans ce travail. Les chondrocytes expriment a plus de 80 % le géne de collagéne
de type |l spécifique du cartilage, mais il existe une production de collagéne de
type | significativement plus élevée pendant la période de division qu’en phase
stationnaire. Or la présence et surtout I'augmentation de la synthése de collagéne
de type | par les chondrocytes sont depuis longtemps considérés comme des cri-
teres de dédifférenciation (Benya et al., 1978 ; Hunter et a/.,, 1984 ; Mayne et 4al.,
1984). Cette tendance transitoire a la dédifférenciation cellulaire pourrait s’accom-
pagner d’'une capacité a répondre a certaines hormones, comme la GH, qui accé-
lereraient le processus de différenciation. Dans nos conditions expérimentales,
aucun effet de hGH n’est observé sur le DNA des chondrocytes, ni a 6 jours ni a
10 jours. La GH n'agit-donc pas comme « facteur de multiplication » sur les chon-
drocytes mis en culture sans sérum. En revanche, la stimulation transitoire de
I'activité Sm-C/IGF, des chondrocytes par hGH pendant la période de division cel-
lulaire, pourrait avoir pour conséquence une stimulation de la synthése des protéi-
nes spécifiques telles que les protéoglycanes soufrés et accélérer ainsi la survenue
de la maturation des chondrocytes. C'est par ce mécanisme que pourrait se mani-
fester I'effet direct de GH sur le cartilage suggéré par Isaksson {1982).
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