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Sur l'axe des ordonnés, le NaHA devrait 
être exprimé en pg/ml. ... la concentration en polysaccharide 
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NaHA pendant les 18 premières heures est 
proportionnel à la quantité injectée. 
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Donc la vitesse de diffusion dépend seulement 
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pas du volume du solvent dans lequel il e s t  
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INTRODUCTION 

Les articulations et l'oeil ont en commun un caractère 

structural et biochimique très particulier: les deux 

possède un compartiment central liquide, entouré et en 

contact direct (sans aucune séparation membranaire) avec 

la matrice solide de tissu conjonctif. De plus, la prin- 

cipale composante du compartiment liquide de ces deux 

organes est l'hyaluronate de sodium (NaHA). 

Au cours des dernières années, des donnees nouvelles dans 

deux domaines assez différents ont suscité un grand inté- 

rêt dans l'étude du mécanisme de contrôle de métabolisme 

de NaHA dans différents tissus. De nombreuses études 

cytologiques et embryologiques ont montré que les molé- 

cules de NaHA seul-es ou en conjonction avec des protéines 

(fibronectine) ou d'autres glycosaminoglycannes~héparane 

sulfate et héparine) sont impliquées dans le contrôle de 

l'adhésion des cellules aux substrats ou à d'autres cel- 

lules. Il est également devenu clair, que le NaHA stimule 

ou inhibe, selon la concentration, beaucoup de fonctions 

des cellules lymphomyeloides. D1a.utre part, du NaHA 

hautement purifié est devenu disponible pour l'utilisation 

thérapeutique et est largement employé dans la chirurgie 

optique et dans les essais de traitement de pathologies 

articulaires variées. En conséquence il nous a paru 

important, d'approfondir nos connaissances sur la mani6re 

dont le NaHA contenu dans l'articulation et dans l'oeil 

est modifié au cour de processus inflammatoires induits 

expérim?ntalement, et comment l'excédent de NaHA introduit 

dans les compa~timents des tissus est métabolisé. 



Pour cette étude nous avons utilisé des fractions de NaHA 

apyrogene et très purifié, (NIF-NaHA) à la place de NaHA 

marqué radioactif. L'intérêt principal etait d'accroitre 

et non de ii-iarquer le NaHA des compa.rtiments des tissus et 

donc de simuler les situations pathologiques et thérapeu- 

tiques. De plus, même si, les travaux de Laurent et 

Fraser ( 1 9 8 2 )  ont démontré le succ6s de l'utilisation de 

NaHA radioactif pour determiner le renouvellement de 

l'hyaluronate dans l'humeur aqueuse et le vitré du lapin, 

nous n'avons pas pu disposer de suffisamment de NaHA 

marque assez pur et stable pour mener à bien nos ktudes. 

Nous nous somines proposés d'étudier le métabolisme de cette 

molécule dans ces deux tissus et d'examiner les moyens par 

lesquels sa. synthèse pourrait être altérée. 

La taille nol~culaire du NaHA a été étudike par viscoinetrie. 

Les qlycosam-noglycannes (keratane sulfate, chondroiti;:r- 

sulfate et NaHA) des échantillons de cartilage et de tissu 

synovial ont été estimés quantitativement après fraction- 

nemeqt, en utilisant un microdosage spécialement élaboré 

pour de petits échantillons. Des billes de verre poreux 

ont &té utilisées pour la colonne de fractionnement du NaHA, 

selon sa taille moléculaire. 

!,2 singe nocturne (Aotus trivirgatus), qui. possede un vitré 

presque entj-Grement liquide, a étk choisi comme animal 

d'exphrience pour les recherches portant sur le nétaboli.sme 

de N a K A  dans 1.e vitré. L 'articulation du genou ;? lapfn a 

égalenient été utilisée pour l'étude -- in vivo du métabolisme 

et de la stimulation de In production d'acide hyaluronique 

par les cellules synoviales. Un autre primate, le macaque 

rhésus (Macaca mulatta) sélectionne po,ur son vitré très 

similaire à celui de l'homme, nous a servi pour quelques 

experiences sur le métabolisme du NaHA. Xous avons égale- 

, L ~ L  les art<-culations des chevaux, le metabo- ment étualé, 

lismo du NaHA exogène. :,a taille élevée de ces articula- 

tions et le grand nombre de pr6lèvernents ont permis d'une 

part de suivre l'expérience de très près et d'autre part de 

fractionner le KaHA selon sa tail-le rnol6culaïre. 



Deux types d'expérience de remplacement du vitré nous ont 

servi pour l'étude de l'importance du gel antérieur corti- 

cal dans le métabolisme du NaHA de l'oeil: dans la première 

nous avons brisé la barrière et dans la deuxième nous 

l'avons laissée intacte. Dans le premier cas, la moitié 

de vitré ( 1  ml) du singe nocturne a été remplacée par une 

solution de 1% de NaHA non phlogogène (NIF-NaHA). La con- 

centration en NaHA qui était ainsi élevée à cent fois au- 

dessus de la normale par le NaHA exogène, est revenue au 

niveau normal au bout de sept jours. Dans le second cas, 

le retour à la normale ne s'est fait qu'au bout de 90 jours 
après l'injection. Chez le singe rhésus le gel cortical 

antérieur au vitré est très épais. Il ne peut être altéré 

facilement sans dommage grave pour l'oeil. Le NaHA injecté 

s'élimine du vitré par diffusion à travers le gel cortical 
antérieur et par la chambre postérieure, d'où il passe dans 

l'humeur aqueuse par le canal de Schlemm, qui peut être 

considéré pour l'oeil comme un système de drainage lympha- 

tique et le retour à la normale ne se fait qu'au bout de 

90 jours. 

Etant donné que par aspiration directe avec une aiguille, on 

ne récupère que très peu de liquide synovial de l'articula- 

tion du lapin, nous avons mis au point une technique de 

lavage permettant d'obtenir de l'acide hyaluronique de 

l'articulation. Nous avons controlé cette technique par des 

expériences de récupération du NaHA et la nature du NaHA 

récupéré a été étudiée à l'aide d'enzymes spécifiques 

(hyaluronidase testiculaire et de sangsue). Nous avons 

également mis au point une méthode pour étudier la couche 

superficielle du cartilage articulaire selon un protocole 

d'épongeage suivi de l'élution des éponges, de la détermi- 

nation de la concentration de NaHA dans l'éluat et enfin du 

contrôle avec la hyaluronidase de sangsue. 

Les études de renouvellement avec les articulations du lapin 

et du cheval montrent qu'il faut de 3 à 7 jours pour que le 
NaHA injecté s'élimine. Cette différence dans le temps 



dlél.imination de NzHA dans ces deux tissus conjonctifs est 

sans doute due aux forces mis en jeu par les mécanismes 

d'élimination. Les mouvements de mixage dans l'oell sont 

très limités, en conséquence l'acide hyaluronique s'éli- 

mine du vitré par diffusion, ce qui est parfois faciltté 

quand le gel cortical antérieur est "disl.oqué". Pour 

l'articulation, au contraire, le liquide synovial est sujet 

à brassage à la suite des grands mouvements de l'articula- 

tion el-le-même. L'acide hyaluronique slé.limine du tissu 

et du liquide svnovial par écoulement et passe dans les 

vaisseaux lymphatiques. Il n'y a aucune trace d'enzymes 

extracellulaires ou de phénomène dloxydo-réduction suscep- 

tibles d'altérer la molécule de NaHA. Nous n'avons trouvé 

aucun catabolisme du NaHA injecté dans aucun de ces com- 

partiments. La taille moléculaire de la substance injectée 

reste la meme dans le vitré, dans la chambre antkrieure 

de l'oeil et dans les échantillons des lavages synoviaux. 

Des expériences effectuées sur des articulations immobilisées 

nous ont permis dlktablir l'influence des mouvements de 

1 ' articulation sur 1 ' 6limlnatj.on ! "exportation" ) du NaHA 
des tissus conjonctifs (vers l1ext6rieur). J,e NaHA a & t é  

injecte dans les articulations non irnmobil-lsées. Nous avons 

trouvé une différence du simule au double dans le taux de 

renouvellement de NaHA entre les articulations du qenou 

immobilisées et non immobilis&es. 

Nous avons egalement étudlf? la pbnétration du NaHA exog6rie 

dans la couche superf<.cielle du cartilage et dans la mem- 

brane synoviale. Il s'avere qu'il est posslble de provo- 

quer une elévation du taux de NaHA de ces tissus de plusieurs 

fois leur concentration normale, et plusieurs jours.sont 

nécessaires avant que la concentration revienne à la 

normale. 



Afin de recréer les conditions dans lesquelles se déve- 

loppe l'arthrite, nous avons fait subir aux articulations 

quelques traumatismes dans le but de stimuler la produc- 

tion de NaHA. Habituellement la crise d'arthrite inflam- 

matoire provoque une surproduction de NaHA par les cellules 

synoviales. L'hyaluronate est en général de taille molé- 

culaire plus petite que l'hyaluronate présent dans des 

articulations normales. Nous avons montré que toute sti- 

mulation de la membrane synoviale, même la moins agressive, 

telle que l'insertion d'une aiguille stérile, deux fois par 

semaine, provoque une stimulation de la production de NaHA. 

Les stimuli chimiques tels que la concanavaline A et l'oval- 

bumine, injectées dans l'articulation provoquent tous une 

augmentation de la production d'hyaluronate. Par ailleurs, 

des traumatismes mécaniques du cartilage et de la membrane 

synoviale tels que des entailles, de même que l'immobilisa- 

tion de l'articulation, provoquent un accroissement de la 

synthèse du NaHA par les cellules synoviales. 

Il apparait que l'élément principal des états inflamma- 

toires aussi bien dans l'oeil (vitré) que dans les articu- 

lations (synovial) est l'invasion cellulaire: l'interposi- 

tion des cellules (habituellement phagocytes mononucléaires) 

entre les molécules de NaHA et les matrices des tissus . 

conjonctifs. A la suite de la constatation d'une concen- 

tration plus élevée-de fibronectine(FN1 dans le liquide synovial 

que dans le plasma de patients atteints dlosteoarthrite 

et d'arthrite rhumatoide, il a été suggéré que dans de telles 
conditions les cellules synoviales synthétisent la FN. 

De plus de la FN a été trouvée dans la matrice du cartilage 

régénéré et dans la matrice du cartilage d'embryon. Alors 

que la FN est localisée dans le liquide vitré de l'embryon 

de poulet, sa présence dans le liquide vitré de l'adulte 

n'a pas été observée. L'un des buts de cette thèse était 

d'établir la présence ou l'absence de FN liée ou libre dans 
le liquide vitré de l'adulte normal et en cas de présence 

de définir sa relation avec le réseau de collagène et avec 



le KaHA pour ces deux compartiments du tissu conjonctif. 

L'un des principaux objectifs de cette thèse a été de 

determiner la présence ou l'absence de fibronectine dans 

le vitré et la couche superficielle du cartilage articu- 

laire (pannus ) .  L'explicati.on du rôle éventuel du NakIA 

dans le contrôle de l'invasion cellulaire doit se faire 

en fonction de la prksence et de la répartition de fibro- 

nectine dans ces tissuç et de son interaction avec les 

fibrilles de collagène et les molécules périfibrillaires 

du NaHA. Cette thèse fait donc état de la localisation 

par immunoÇluorescence de fibronectine insoluble et de la 

détermination quantitative de fibronectine soluble dans 

ces tissus. 



1. Structure et fonction du vitré et de l'articulation 

Les matrices intercellulaires de l'espace vitré et de 

l'articulation ont plusieurs structures et fonctions 

communes importantes. En premier lieu, les deux sont 

constituées à la fois d'une partie solide et d'une 

partie liquide. Dans l'articulation, le cartilage arti- 

culaire, le tissu synovial et les ligaments intra- 

articulaires représentent les parties solides, et le 

liquide synovial, la partie liquide. Dans l'espace 

vitré des yeux des primates qui ont servi pour cette 

expérience, c'est à dire le macaque rhésus (Macaca 

mulatta) et le singe nocturne [Aotus trivirgatus), les 

compartiments solides et liquides sont représentés 

respectivement par le gel vitré et le liquide vitré. 

Par ailleurs, dans ces deux compartiments la matrice 

intercellulaire, les matrices solides et liquides sont 

en contact direct les unes avec les autres, ce qui 

signifie qu'elles se sont pas séparées par des 

lames basales ou des couches de cellules. L'arti- 

culation et le corps vitré ne sont pas uniques de ce 

point de vue; nous citerons à titre d'exemple d'autres 



syst&mes matriciels solides et liquides en contact 

les uns avec les autres comme le tendon et le liquide 

qui entoure à llintCrieur des capsules tendineuses ou 

l'espace articulaire et le liquide séparant les fascia 

( Balazs 1 9 7 4 ) .  Ces interfaces matricielles solides et 

liquides sont très différentes des tissus contenant des 

composants liquides comme le péricarde, le péritoine et 

la plève. Ici les liquides péricardial, péritoneal et 

pleural séparent deux compartiments de tissu conjonctif, 

solide, qui sont tous les deux bordés de cellules endo- 

théliales et épithéliales sous la lame basale. Une 

. troisième caractéristique commune importante de ces 

compartiments consiste en l'existence de cellules spécia- 
1 

lisées. Dans des conditions normales les matrices liqui- 

des ne contiennent pas d'éléments cellulaires. Le tissu 

conjonctif solide qui l'entoure, le tissu synovial dans 

llarticulation,le gel vitré cortical dans le vitre, 

contiennent des phagocytes mononucléaires tr&s.spécia- 

lisés. Dans le .gel vitré cortical ces cellules sont 

appelées des hyalocytes (Ralazs, 1 9 5 9 )  et sont respon- 

sables de la synthèse de Nd-hyaluronate à haut poids 

mol~culaire (Salaz.~, Sundblad and Toth, 1 9 5 8 ;  Hultsch 

et Balazs, 1973 ) . Des cel.lules de morphologie similaire 

bordent 1.a couche interne de la membrane synoviale et 

sont également responsables de la synthèse de l'hyaluro- 

nate de Na. 

La similarité la plus importante entre le vitré et 

l'articulation, celle qui a retenu notre attention au 



cours de ces expériences, c'est la présence de NaHA 

dans les matrices liquides et la couche supérieure de 

cellules qui entourent les matrices solides.Cette présence 

de NaHA de haut poids moléculaire confere l'unique carac- 

téristique de viscoélasticité à ces matrices liquides. Ce 

travail a été grandement stimulé par les propriétés rheo- 

logiques inhabituelles de ces deux matrices liquides et 

par leur importance biologique et médicale. 

A. Vitré- 

Dans toutes les espèces, le vitré est ou bten solide, ou 

.bien une combinaison de liquide et de solide. Le liquide 

vitré, s'il est présent est entouré par une couche de gel 

vitré qui est attaché à la .lame basale de la rétiié 

au corps ciliaire et au cristallin.  épaisseur de la 

couche de gel varie non seulement en fonction de l'espèce 

mais également en fonction de l'âge de l'individu de 

l'espèce considérée. Chez la plupart des singes étudiés, 

et chez les chevaux, les bovidés, les moutons, les chiens, 

les chats, les lapins et rongeurs l'espace vitré entier 

est rempli, pendant toute la vie de l'animal, de gel vitré. 

Chez l'homme, le macaque rhésus, le singe nocturne, le 

galago, chez tous les oiseaux et tous les poissons, 

seulement une partie du vitré adulte est rempliede gel. 

Le vitré de ces animaux se forme à l'état embryonnaire 

comme un gel, mais pendant le développement postnatal 

l~accroissement du volume du gel ne se fait pas à la même 

vitesse que l'augmentation du volume du globe de l'oeil 

- 9 - 



et de l'espace vitré . Par conséquent l'espace est 

rempli de liquide vitré. 

1 .  Gel vitré. 

Le gel vitré est caractérisé par la présence de fibrilles 

de collagène insoluble dans l'eau, qui sont responsables 

de l'état du gel. Ces fibres de 10 - 20 pm de diamètre 

forment un réseau d'orientation quasi complètenent au 

hasard et ne sont pas pontées les unes avec les autres. 

Elles sont similaires au collagène du type II, ce qui 

Signifie que la macromolecule de tropocollagene est faite 

de trois chafnes d'a (II), comme les fibrilles de la 1 

matrice du cartilage. Les similitudes des fibrilles de 

collagène de ces deux tissus ont été iémontrées par la 

composition en amino acides (Swann, Constable et Harper, 

1972), par la longueur des régions hélicoidales (Olsen, 

1965) et par la distribution des amino acides polaires le 

long de ces séquences hélicoidales !SwSnn e t  Sotman,l980). Il a é té  

égalenient dhntré(snowden et Swann, 1980) que la structure des 

fibrilles du cartilage et du vitr5 sont tres similaires. 

Les fibrilles du vitr4 ont été parmis les premigres à 

être identifiées grâce à la microscople électronique 

(Matoltsy, Gross et Grignolo, 1951 ; Schwarz, i 951 a. 

1951 b). Conme il n'est pas possible de distinguer les 

terminaisons et que les fibres ne sont pas branchées, 

nous pouvons supposer que chaque fibre est ancrée dans 

la lame bascle de la rétine, de l'épithélium ciliaire, 

ou du cristallin (Balazs, 1960, 1973). 



Balazs (1954) a introduit le concept d'une variation 

topographique dans les composants du vitré qui a, plus 

tard été reconnu dans les matrices de beaucoup de tissus 

(cornée, sclérotique, cartilage, peau, aorte). Les 

fibrilles de collagène sont plus denses dans le gel cor- 

tical autour de l'épithélium ciliaire et près de la 

rétine à l'ora serrata. La concentration est moins dense 

dans d'autres secteurs de la rétine, de la chambre posté- 

rieure, et du cristallin, de même qu'au centre et à côté 

du gel cortical antérieur (Balazs, 1954; 1960; Balazs, 

Laurent, Laurent, DeRoche et Bunney, 1959; Balazs, Toth, 

Jutheden et Collins, 1965; Bettelheim et Balazs, 1968; 

Balazs et Flood, 1978). 

Les régions postérieures du gel vitré cortical con- 

tiennent également des cellules du vitré ou des hyalocytes 

( Balazs, 1959 ) ,  qui sont des histiocytes ( phagocytes mono- 

nucléaires) situés en permanence dans le tissu conjonctif. 

Du point de vue morphologique et fonctionnel elles sont 

similaires à quelques unes des cellules du tissu 

synovial (Balazs et Denlinger, 1979). Le nombre de 

cellules de la surface du gel cortical varie avec l'espèce, 

l'âge et la localisation (Balazs, Toth, Eck1 et Mitchell, 

1964). 

Un autre composant qui varie avec la localisation est le 

Na-hyaluronate ( Balazs, 1954, 1960, 1965 ; Balazs , 

Laurent, DeRoche et Runney, 1959; Schweer et Karell, 

1956; Schweer, Grunkorn et Michalik, 1956; Berman et 



Michaelson, 1964; Osterlin et Ralazs, 1968). Sa con- 

centration est la plus forte là où se localisent les 

hyalocytes (gel cortical postérieur). Sa concentration 

varie selon un gradient qui va du centre vers la péri- 

phérie l'espace retro-cristallinien, ce qui est d; 

principalement, à la sécrétion de Na-hyaluronate par les 

hyalocytes dans la matrice entourant les cellules, et en 

second lieu par les barrières s'opposant au passage du 

Ma-hyaluronate, que représentent les lames basales 

entre le gel vitré et l'espace intercellulaire de la 

rétine, le corps ciliaire et le cristallin, et enfin à la 

relative facilité du passage de la molécule de Na-hya1.u- 

ronate du gel vitré cortical antérieur exempte de 

lame basale, vers la chambre postérieure (Balazs et 

Denlinger, 1982 ) .  

La concentration en protéines varie également en fonction 

de la localisation et son schéma de distribution est pour 

l'essentiel similaire à celui du Na-hyaluronate (Balazs, 

1954, 1960). Ces protéines proviennent principalement 

des vaisseaux sanguins de la rétine et du corps ciliaire. 

Une petite partie des protéines proviennent des cellules 

vitré et des cel-lules des tissus voisins. 

Des glycosaminoglycannes contenant du sulfate de galac- 

tosamine (chondroitine-+sulfate et heparane-sulfate 

sous sulfatée) ont été identifiés dans le vitré humain et 

chez les bovins iBalazs, Sundblad et Toth, 1958; green, 

Rizzell et Wei-nstein, 1977; Allen, Otterbc'jn et Wardl, 



1977). La concentration de ces galactosamino~lycannes 

dans le vitré de l'adulte représente moins de 5% de la 

teneur totale en NaHA. 

2. Liquide vitré. 

La partie liquide du vitré est un fluide visqueux qui se 

trouve entre les fibres de collagène. Il contient de 

lthyaluronate de Na et une faible concentration en 

protgines , surtout des protéines seriques. Quand cette 

phase liquide du vitré est présente, comme dans les 

yeux des humains adultes, des singes rhésus, des singes 

nocturnes, des oiseaux et des poissons il est toujours 

emprisonné dans une couche de gel vitré d'épaisseur 

variable. Autrement dit, il ne touche jamais la mem- 

brane basale du cristallin, le corps ciliaire, ou la 

rétine. Chez les trois primates mentionnés, le liquide 

vitré n'est pas présent à. la naissance mais apparaît 

pendant le développement postnatal du globe oculaire. 

Chez la plupart des espèces animales telles que le lapin, 

le chien, le chat, la vache, le mouton, et les rongeurs, 

le liquide vitré n'apparait jamais (Balazs, Laurent,Laurent, 

DeRoche et Bunney, 1959). 

Le liquide vitré ne contient pas de fibrilles de col- 

lagène et ne ressemble pas à l'humeur aqueuse et au 

plasma sanguin, ni chimiquement ni rhéologiquement 

(Osterlin et Balazs, 1968; Balazs et Flood, 1978; 

Denlinger, Eisner et Balazs, 1980). Il est plus 

visqueux que ces deux liquides et cette viscosité est 



dûe entièrement à la présence du Na-hyaluronate. 

La concentration en protéines solubles non-collagéniques 

du liquide vitré du singe nocturne est plus basse que 

dans le gel vitré, et montre une distribution localisée 

avec la concentration la plus faible dans l'aire cen- 

trale (osterlin et Balazs, 1968 ) .  Comme nous l'avons 

trouvé (résultats non publiés) la ~oncentrat~on en 

protéines du liquide vitré du macaque rhésus est plus 

basse que celle du gel vitré. Une petite quantité de 

polysaccharides est probablement présente dans le 

liquide vitré mais celà n'a pas été encore étudié ni 

chez l'homme ni chez les deux espèces de singe mention- 

nées plus haut. 

B. Tissu synovial 

La surface interne de l'articulation diarthrodiale 

à l'exception de la surface du cartilage, estrecou- 

vertede tissu synovial. La fonction de ce tissu est de 

métaboliser le liquide synovial et d'agir comme unevstruCture 

barrière" qui médie à l'inflammation. Le tissu synovial 

est divisé en deux parties: une couche intérieure de 

bordure adjacente à la cavité articulaire (l'intima syno- 

viale ou bordure synoviale) et une couche de tissu conjonc- 

tif de support appelée habituellement tissu subsynovial. 

Cette couche de support est continue avec le tissu conjonc- 

tif dense de la capsule fibreuse (Ghadially, 1978 ) .  



Les caractéristiques microscopiques et ultrastructurelles 

du tissu synovial ont déjà été étudiées en détail (Castor, 

1960; ~arland, Novikoff et Hamerman, 1962; Ghadially et 

Roy, 1966; Roy et Ghadially, 1967a; Schumacher, 1975; 

Ghadially , 1 978 ; Hasselbacher, 1981). 

L'intima synoviale est faite de cellules mélées de façon 

assez lâche à la matrice. Il n'y a pas de membrane 

basale qui séparerait l'intima synoviale de l'espace syno- 

vial ou du tissu subsynovial (Barland, Novikoff et Hamer- 

man, 1962; Coulter, 1962. Ghadially et Roy, 1966, 1969; 

Roy et Ghadially, 1967a; Roy, Ghadially et Crane, 1966). 

Key en 1928 a classé les tissus subsynoviaux comme fibreux, 

adipeux et aréolaire, mais a souligné qu'il s'amalgamaient 

sans arrêt les uns avec les autres. 

Deux types principaux de cellules ont été identifiés dans 

1 ' intima synoviale ( Barland, Novikof f et Hamerman, 1 962 ) . 
Le type de cellules que l'on rencontre les plus fréquemment 

est le type A caractérisé par de nombreuses et larges 

vacuoles, microvillosités et des mitochondries, des fibrilles 

intracellulaires, un appareil de Golgi important et une 

pynocytose évidente. Ces cellules contiennent peu de 

réticulum endoplasmique rugeux. Les cellules de type B, 

plus rares, sont caractérisées par un réticulum endoplas- 

mique rugeux abondant, un nombre peu élevé de vacuoles, de 

microviilosités et microvésicules et par un appareil de 

Golgi moins important . Il existe aussi un type de 



cellules intermédiaires qui possèdent à la fois un réti- 

culum endoplasmique rugueux important et un appareil de 

Golgi important. 

Par leurs fonctions, les cellules de type A ont générale- 

ment été classées comme cellules phagocytiques alors que 

les cellules de type B l'ont été comme cellules sécré- 

trices. Toutefois il est nécessaire de souligner que ce 

sontseulsles macrophages au repos qui présentent moins 

de réticulum endoplasmique; les macrophages stimulés pré- 

sentent au contraire, une hyperthrophie du réticulum endo- 

plasmique rugeux (Ghadially, 1 9 7 5 ) .  Dans le tissu synovial 

pathologique, où l'activité phagocytique est accrue, on 

trouve un nombre accru de cellules intermédiaires et de 

cellules de type B .  Ceci semble être le résu1ta.t d'un 

accroissement du reticulum endoplasmique des cellules de 

type A mais non une substitution de ces cellules par les 

cellules intermédiaires et les cellules de type B. 

( Ghadially, 1978 1.  

Les cellules de type A et de type B possèdent les fonc- 

tions de phagocytose et de sécrétion, mais ce sont les 

cellules de type A qui sont les plus actives en phagocy- 

tose (Mitnick, Hoffstein et Weissrnann, 1978 ) .  Ce sont 

aussi probablement les cellules de type A qui sont respon- 

sables de la synthèse du NaHA identifié par autoradio- 

graphie dans l'appareil de Golgi et les grandes vacuoles 

sécrétrices (Roy et Ghadially, 1 9 6 7 b ) .  Les cellules de 

type B riches en réticulum endoplasmique rugueux produisent 



probablement les pmtéiries spécifiques du tissu. Quand 

il y a un accroissement de la concentration en protéines 

dans le liquide synovial il y a aussi un accroissement 

des cellules de type B et des cellules intermédiaires. 

( Roy et Ghadially, 1 967a). Il a déjà été souligné 

(Balazs et Denlinger, 1979), qu'il existe des similarités 

morphologiques entre les hyalocytes du liquide vitreux 

et les cellules de l'intima (surtout en ce qui concerne 

les cellules de type A). 

C. Liquide synovial 

Le liquide synovial est en fait une matrice intercellu- 

laire très similaire au liquide vitré de l'oeil. Ces 

deux liquides contiennent principalement un seul GAG, 

l'hyaluronate de sodium, et leur viscosité est due à 

leur contenu en NaHA. Ces deux compartiments liquides 

sont entourés par un réseau fibrillaire de collagène de 

type II, contenant un petit nombre de cellules très spé- 

cifiques, (hyalocytes ou cellules synovial de bordure 

(A et B). Dans les deux cas les compartiments ne sont 

pas séparés des compartiments voisins solides par des 

1 ame s basales. La fonction principale du liquide 

synovial est de protéger la surface du cartilage et 

d'assurer le transport des métabolites à partir et vers 

le cartilage (pour compte rendu, voir Sundblad, 1965; 

Balazs, 1974; Swann, 1978). Le liquide synovial a été 

décrit un plasma dialysé (Nettelblladt, Sundblad 



et jonsson, 1963 ) .  Pour toutes les espèces étudiées, le 

contenu en protéines du liquide synovial est moins impor- 

tant que celui du sérum (Schubert et Hamerman, 1968). Pour 

les genoux d'humains normaux et pour les articulations de 

bétail, la concentration en protéines ne change pas avec 

l'âge (Balazs,1968b), mais s'accroit dans les cas 

inflammatoires. Dans ces conditions, la présence de 

protéines d'abord absente du liquide synovial mais présentes 

dans le plasma (telles les fibrinogènes) devient évidente 

(Balazs, 1974). Dans les maladies de dégérescence arti- 

culaire la concentration des protéines staccroit, mais le 

liquide qui en résulte ne ressemble pas nécessairement au 

plasma comme dans les cas d'inflammation articulaire. De 

plus,les concentratiomen enzymes et en complexes immuns 

s'accroient également dans les cas d'inflammation du liqui- 

de synovial-. La présence de NaHA dans le liquide syno- 

vial ayant déjà été étudié en détail (voir Sundblad, 1965; 

Balazs, 1974; Swann, 1978), nous n'allons donc qu'en parler 

brièvement ici. La concentration varie selon les articula- 

tions, selon les espèces et selon l'âge. La taille molé- 

culaire du NaHA ne change pas avec l'âge, du moins en ce 

qui concerne l'articulation du genou humain (Balazs, Watson, 

Duff et Roseman, 1967). Le liquide synovial normal est 

élastique et visqueux, propriétés qui changent rapidement 

avec l'âge et dans des conditions pathologiques (Balazs, 

1968b, Balazs et Gibbs, 1970; Balazs, 1974 ) .  Le liquide 

synovial normal est visqueux, surtoutpour des contraintes 



à faible fréquence et elastique pour des contraintes à 

haute fréquence. Les propriétés rhéologiques du NaHA du 

liquide (élastique et viscosité) changent avec l'âge et 

si l'articulation est atteinte d'arthrite. Le liquide 

synovial devient progressivement moins rigide et moins 

visqueux. Il a eté suggéré que le liquide synovial 

altéré n'est pas capable de protéger efficacement la 

surface du cartilage des contraintes mécaniques (Seppala, 

1965; Balazs, Watson, Duff et Roseman, 1967; Seppala et 

Balazs, 1969; Balazs et Gibbs, 1970; Balazs, 1974, 1977). 

D. Cartilage articulaire 

La surface du cartilage qui se situe vers l'espace syno- 

vial, ne contient pas de cellules et n'est pas recouvert 

de membrane basale. Plusieurs auteurs ont appelé cette 

couche supérieure "zone tangentielleu, "zone superfi- 

cielle", ou "couche de surface" (pour le compe rendu 

voir Clarke, 1971 1.  Pour 1 ' aspect structural, cette 

couche superficielle est comparable au gel vitré: pour 

les deux tissus le NaHA est le seul GAG présent, et le 

NaHA imbibe un réseau de collagène. Dans le cartilage 

cette couche de collagène est mieux organisée(~room et 

Myers, 1980), que dans le gel vitré où le réseau est 

relaché, avec quelques fibres parallèles à la surface. 

Les histologistes utilisant également le terme de "lamina 

splendensu pour décrir cette partie du cartilage qui se 

colore de façon différente des couches cellulaires 



profondes. Cette couche se colore moins bien avec les 

colorants cationiques que les couches profondes. Dans 

l'articulation bovine adulte, (métacarpe ou métatarse) 

cette couche superficielle a une épaisseur approximative 

de 10 pm et est divisée en deux parties. La partie 

supérieure a une épaisseur de 1 pm et présente après 

fixation au glutaraldhéyde un précipité amorphe à la 

surface qui pénètre partiellement un fin réseau de 

filaments. Ces filaments épais de 6 à 9 pm forment une 

structure feutrée qui s'interpénètre avec les particules 

amorphes (Balazs, Bloom et Swann, 1966). La surface 

humide du cartilage articulaire bovin a également été 

étudiée parmicroscopie optique interférentielle (Broom 

et Myers, 1980). Avec un agrandissement maximal utili- 

sable d'approximativement 2000X, une structure fibreuse 

a été observée sur la surface humide. Ces fibres sont 

parallèles à la surface et ne sont pas orientées au 

hasard. Les auteurs insistent sur la nature "discipli- 

néew de cet arrangement fibreux qui ne peut être décrit 

comme possédant "une forme d'onde géométrique". Cette 

forme peut être en rapport avec la fonction du cartilage 

sous jascent (supporter un poids). 



II. Structure chimique et physique du NaXl 

A. Structure chimiaue 

Le VaHA est un polysaccharide contenant une 

unité rép6titive de disaccharide composé de 

D-glucuronate -Na et de N-acetylglucosamino-2- 

acetamido-2-desoxy-D-glucose liés ensemble par une liaison 

0133 glucosidique. Ces disaccharides liés par une liai- 

son 0 1 3 4  glucosidique forment une longue chaine de poly- 

saccharide non branchés. 

No+-OOC CH,OH 

- - ~ O ~ o ~ o ~ ~ '  OH HNCOCH, • O 

Not-ooc C Y O H  

Tetrasaccharide de NaHA 

- (  t + 4 1-0-1 8 - ~ - ~ ~ 1 ~ c o p y r a n u r o n o s y l - : i a  1 - <  1 -f 3 :-a-! 2-acetamido- 

2-daoxy-a-3-gl copyranosy l  1-(  1 -r 4 1-0-ia -5 -g lucopyranuronosy l -  

Na 1-i  1 + 3 )-O-; 2 - a c e c a m l d o - 2 - d e o x F D - g l u c o p y r a n o s y l  1- 

Le hyaluronate de sodium (NaMA) appartient au groupe de 

polysaccharides appelés glycosaminoglycannes (GAG), c'est 

à dire des polysaccharides contenant des amino -sucres. 

Deux différences fondamentales existent entre la struc- 

ture des autre GAG du tissu animal (chondroitine 6-S et 

4-S, dermatane sulfate, heparzne sulfate, heparine, keratane 

sulfate et chondroitine)et le NaHA. Les autres GAGS 



sont de relativement petites molécules de polysacch-aride 

liés aux protéines avec des liaisons de covalence 

4 (MW : 1-4 x 10 . En conséquence, les molécules natives 

ne sont pas des polysaccharides purs , niais des polysac- 

charides (parfois de différents types) accrochés à une 

chaine peptidique. La molécule résultante est appelée 

un protéoglycanne. Au contraire, le NaHA est une très 

6 grande molécule de polysaccharide (MW : 2,6 x 10 ) qui 

pour autant que nous le sachions aujourd'hui n'a pas de 

liaison covalente avec des peptides ou des protéines. 

En tout cas des molécules de très grande taille ont é t é  

préparées à partir de tissus différents avec seulement 

de faibles traces d'amino acides (Balazs et Sundblad, 

1959; Balazs, 1979 ). 

La structure primaire du NaHA a d'abord été rapportée 

par Meyer et Palmer (1934, 1936) et finalement établie 

par Meyer et ses collègues, par digestion enzymatique 

et hydrolyse acide (Rapport,Weissmann, Linker et Meyer, 1951; 

Weissmann et Meyer, 1954; Weissmann, Rapport,Linker et Meyer 

1953; Weissmann,Meyer, Sampson et Linker, 1954;Linker,Meyer 

et Weissmann,l955; Linker, Meyer et Hoffman, 1956; Hoffman, 

Linker , Sampson, Meyer et Korn, 1957 ). L 'hydrolyse acide 

coupe préférentiellement la liaison N- acetyglucosamidique 

( 1  4 ) .  L 'endohexosamidase hyaluronidase testiculaire 

(un mauvais terme car elle n'est pas seécifique de l'acide 

hyaluronique), coupe exclusivement cette liaison. D'un 

autre côté, l'hyaluronidase de sangsue (une endoqlucuronidase) 



hydrolyse exclusivement la liaison glucuronidique 

(111j3). A cause de sa spécificité cette enzyme est 

appelé l'acide hyaluronique B 1-93 hydrolase. 11 y a 

des endohexosaminidases bactériennes (streptocoque, 

streptomycète, staphylocoque, clostridium) qui dégra- 

dent le NaHA et produisent des disaccharides non-saturés 

avec des doubles liaisons entre le C et le C de l'acide 4 5 
hexuronique. D'autres chercheurs ont rapportés la 

présence d'autres sucres (arabinose, fucose) dans les 

préparations de NaHA (Montgomery et Nag, 1963; Varma, 

Varma, Allen et Wardi, 1974). De récentes et soigneuses 

analyses des produits de dégradations mono-et oligosaccha- 

ridiques de NIF-NaHA hautement purifié et de poids molé- 

culaire élevé n'ont pas confirmé cette hypothèse (même 

préparation que celle utilisée dans cette thèse) (Longas 

et Meyer, 1981 ) .  L 'analyse du produit ou dégradation 

enzymatiqne du NaHA (99,6% derendement) confirme que 

ce polysaccharide est un polymère non branché de Na- 

glucuronate et de N-acétylglucosamine dans un rapport 

molaire de 1 à 1 ( à  1% près ) .  S'il contenait des sucres 

neutres (arabinose, fuoose, galactose, glucose, mannose, 

rhamnose, ribose et xylose) la concentration de chacun 

d'entre eux devait être inférieure à <0,02% de la somme 

des d.eux composants majeurs. 



B. Taille moléculaire 

La taille moléculaire du NaHA a été évaluée par plusieur 

méthodes: diffusion' de la lumière, viscornétrie, 

par sédimentation et diffusion, et toutes ces mesures 

ont montré de façon incontestable que cette molécule est 

la plus grande molécule du tissu animal. Les études 

dtOgston, Sundblad, Varga, Laurent, Balazs, Cleland et 

de leurs collègues ont clairement montré que le NaHA, 

hautement purifié à partir de tissus animaux différents 

(liquide vitré, cordon ombilical, crête de coq, liquide 

synovial, liquide de mesothelioma) est polydisperse et que 

son poids moléculaire est compris entre 1 ,O et 6,O x lob . - 
(Ogston et Stanier, 1950, 1951, 1952; Sundblad, 1953; 

Varga, 1955; Varga et Gergely, 1957, Varga, Pietruszkiewiez 

et Ryan, 1959; Laurent, 1957, 1970; Laurent et Gergely 

1955; Balazs et Laurent, 1951 ; Balazs, 1958; Balazs et 

Sundblad, 1959; Cleland, 1970, 1971 , 1977, 1979; Cleland et 

Wang, 1970). 

Ces auteurs ont également souligné que plusieurs facteurs 

peuvent causer la dégradation de la chaine pendant l'extrac- 

tion et la purification de la molécule ou pendant les 

mesures des paramètres moléculaires. Cette dégradation 

artificielle et partielle, donne une plus grande poly- 

dispersité des molécules, et Par conséquent une valeur 

plus faible de la taille moléculaire. Les agents produisant 

cet effet sont: les systèmes d'oxydo-réductions présents dans 



les tissus (riboflavinetacide ascorbique, produits de la 

dégradation de l'hémoglobine),le~ radicaux libres produits 

dans l'eau (radiation ionisante),les ions métalliques 

(Fe et Cu),les forces de cisaillement et lachaleur (>40°c). 

Donc la difficulté résidait dans le prélèvement, la puri- 

fication et les mesures des molécules sans causer de 

dégradation artificielle. 

Le NaHA n'est pas seulement la macromolécule la plus grande, 

mais également la plus importante en volume. Dans le 

milieu ionique pSysiologique ( force ionique % 0,15 et 

pH 7,0-7,5) cette molécule occupe un large domaine (volume 

hydraté spécifique ) dans lequel le volume d'eau est 1 à 4 x 10 3 

fois supérieur au matériel organique. Ce concept hydrodyna- 

mique d'un large domaine moléculaire sphérique rempli une- 

grande majorité d'eau, s'accorde bien avec le concept d'une 

pelotte statistique quelque peu rigide, volumineuSef CO-k d'un 

polyme r e linéaire anionique et non branché. 

A cause du grand volume spécifique hydraté de la molécule 

de NaHA dans les solvants physiologiques, les molécules 

individuelles (dans des solutions de relativement basse 

concentration; > 0 , l  mg/ml) s'interpénètrent et se mélangent 

Ceci créé des interactions moléculaires qui déterminent le 

caractère rhéologique des liquides biologiques contenant 

du NaHA tels le liquide vitré et le liquide synovial. Les 

deux qualités rhéologiques sont la thixotropie et la visco- 

élasticité. 



C. propriétés rhéologiques 

La dépendance de la viscosité du cisaillement et le bire- 

fringence d'écoulement des solutions contenant du NaHA a 

donné lieu à de nombreuses investigations (Ogston et 

Stanier, 1950, 1951, 1953; Sundblad, 1953; Varga et 

Gergely, 1957; Ralazs, 1958 - voir compte rendu, Sundblad, 

1965). La thixotropie indique une interpénétration des 

chaines non spécifique qui peut être mieux mesuré. Par 

exemple la viscosité d'une solution de NaHA à 1 mg/ml 

(MW 1 ,6 x Io6 force ionique physiologique et pH à 25OC) 

deviendra indépendante de la force de cisaillement à moins 
- 1 

de 300 sec . Avec l'augmentation de la concentration les 

interactions interchaines (inter- et intramoléculaire) 

augmentent et la dépendance de la viscosité de la force 

de cisaillement croit rapidement. A une concentration de 

5,5 mg/ml le meme NaHA dans le même solvant aura une vis- 

cosité indépendante des forces de cisaillement à seulement 
-1 

3 sec (Korris, Rees et Welsh, 1980 ) .  Un accroissement 

de 5 fois d.e la viscosité donne une solution 100 fois plus 

dépendante des forces de cisaillement. 

Le comportement viscoélastique des solutions de NaHA a 

également été htudié (Ogston et Stanier, 1950, 1953; Balazs, 

1966, 1968b; Gibbs, Merrill, Smith et Ralazs, 1968; Ralazs 

et Gibbs, 1970; Lai, Ituei et Xow, 1977, 1978; Anadere, 

Chemeil et Laschner, 1979). Les solutions de 



6 NaHA de haut poids moléculaire (MW > 1 XI 0 ) à une con- 

centration de 0,5 - 4,O mg/ml dans un milieu ionique 

physiologique sont de prédominance visqueuses quand elles 

sont exposés à des forces de cisaiilement de basse fré- 

quence et deviennent à prédominance élastique quand elles 

sont exposés à des forces de cisaillement de haute fré- 

quence. Cette transition se passe sur un relativement 

court intervalle de fréquence (1 - 10 radians sec-' ) .  

Pour le caoutchouc naturel et les élastomeres synthétiques, 

cette transition se produit dans un intervalle de fréquence 

de plusieurs décades. La transition viscoélastique de la 

solution de NaHA purifiée du liquide synovial (humain et 

bovin) a été expliqué par la dislocation et la reformation 

rapide d'un réseau moléculaire à interaction hydrogène. 

Les chaines moléculaires subissent sous basse fréquence, 

progressivement, et de plus en plus fort un déroulement 

segmentaire et une relaxation. Sous haute fréquence, la 

réassociation des pelottes n'est pas complet- , et la 

déformation qui en résulte signifie que l'énergie mécanique 

est stocké sous forme d'élasticité. 

Il a été sauligné (Balazs et Gibbs, 1970) que le rapport 

de l'énergie emmagasiné et dissipé par le NaHA dans le 

liquide synovial bovin et humain dépend de la concentra- 

tion et de la taille de la molécule et de la fréquence. 

La fréquence à laquelle un tel fluide passe d'un état à 

prédominance visqueuse à un comportement à prédominance 

élastique est comprise dans un intervalle comparable à la 



fréquence de tension subie par exemple par l'articulation 

du genou humain pendant la marche ( 0 , 2  cycles sec-' ) et 

la course ( 2,5 cycles sec-' 1. Dans Le liquide synovial 

du genou d'un jeune homme ( 18 à 24 ans 1 à 2,5 cycles sec-', 

70-80 % de l'énergie dépens& est gardée, stockée sous la forme 

dlélasticité. Avec le vieillissement les propriétés élas- 

tiques du liquide d'articulation normale diminuent, et dans 

les liquides agés ( > 40 ans) seulement 40-50% de l'énergie 

est mis en réserve. Pour tous les liquides pathologiques 

étudiés pour leur viscoélasticité, le changement le plus 

dramatique était souvent la diminution et souvent la dispa- 

rition complète du comportement élastique. Le comporte- 

ment viscoélastique du liquide synovial et des solutions 

pures de NaHA a été directement relié au paramètre de 

recouvrement des pelottes (concentration de NaHA x [ r l I o ;  

Balazs,1968b; Morris, Rees et Welsch, 1980), ce qui con- 

firme l'hypothèse selon laquelle l'association moléculaire 

(chaine à chaine) est le principal responsable du 

comportement viscoélastique. Il a été souligné que les 

solutions de NaHA sont plus sensibles à . c e t t e  association 

chaine à chaine que les polymeres synthétiques (Morris, Rees 

et Welsh, 1980). 

Dans la plupart d e ~ p o l y m e r e ç i n d u s t r i e l ~ ,  la valeur du 

paramètre de recouvrement (c X C r i ] , )  est comprise entre 

10 et 30 au début de l'association. Pour le NaHA les 

valeurs sont comprises entre 2 et 3. Elles sont proches 

des valeurs calculées pour les paramètres moléculaires du 



NaHA (c X [ r l ] , ,  = 1 , 5 )  en admettant que la configuration 

de la pelotte statistique cccupe un large domaine sphé- 

rique. Tout ceci indique que la taille moléculaire et 

la concentration en NaHA des dirferenres matrices de 

tissu conjonctif (liquide vitré, tissus articulaires et 

tissu conjonctif souscutané) sont comprises dans un inter- 

valle tel que les propriétés rhéologiques uniques de ses 

solutions peuvent être d'une grande importance pour leur 

fonction biologique (Comper e t  L a u r e n t ,  1 9 7 8 ) .  



III. Métabolisme du NaHA 

Le NaHA est le seul GAG a être non seulement un compo- 

sant ubiquitaire de la matrice du tissu conjonctif des 

vertébrés et a être présent également dans la capsule 

de quelques bactéries. La production bactérienne du 

NaHA a été démontré assez tôt (Kendall, Heidelberger 

et Dawson, 1937; Seastone,l939). La biosyntèse bacté- 

rienne (streptocoque groupe A) du NaHA dans les systèmes 

acellulaires a été réalisée par Dorfman et ses collegues 

(Markowitz, Cifonelli et Dorfman, 1959): Markowitz et 

Dorfman, 1962; Stoolmiller et Dorfman, 1969). Dans cette 

brève revue nous allons résumer le métabolisme du NaHA 

chez les vertébrés. 

A. Synthèse intracellulaire 

Depuis que Glaser et Brown (1955) ont décrit les premiers 

la synthèse acellulaire de NaHA par des enzymes particu- 

laires des cellules de poulets atteints du sarcome de 

Xous, plusieurs chercheurs ont contribué à approfondir 

nos connaissances sur les étapes de cette synthèse (voir 

pour compte rendu, Jacobson, 1970). L'on sait que deux 

sucres- l'acide UDP-glucuronique (UDP-GlcUA) 

et ~'UDP-N-acétylglucosamine (UDP-GlcNAc) - sont les deux 

constituants de base. La liaison 0 1 3 3  entre l'extrémité 

réductrice du GlcUA et l'extrêmité non réductrice du 

GLcNAc peut être établie par addition de résidus d'acide 

glucuronique à une longue chaine non définie d'accepteurs- 

NaHA (Stoolmiller et Dorfman, 1969). La manière dont la 



liaison 8 1 3 4  est établie n'est pas très claire. Plu- 

sieurs auteurs (Jacobson, 1970; Rodén, 1980) ont souligné 

que les expériences de synthèse du chondroitine- 

sulfate ne permettent pas de comprendre celle du NaHA. 

Par exemple les hexa et penta saccharides du NaHA n'ont 

pas de fonction d'accepteur des nucléotides sucres en 

présence de glycosyl transférases par opposition à ce 

qu'on sait de la synthèse du chondroitine sulfate. Ceci 

peut naturellement faire penser à la participation d1inter- 

médiaire lipidiques comme dans la synthèse. de quelques 

polysaccharid~ bactériens ( Rodén, 1980 ) . Toutefois une 

étude sur les intermédiaires lipidiques n'a pas donné 

de résultat à ce jour (Stoolmiller et Dorfman, 1969). 

La différence entre la synthèse du chondroitine sulfate 

et celle du NaHA a également été mise en évidence grâce 

à l'effet des inhibiteurs de la synthèse des protéines 

(puromycine et chloramphénicol) sur la formation d.e ces 

deux GAGS. Ces inhibiteurs préviennent complètement la 

synthèse du chondroitine sulfate mais n'affecte que 

légèrement la synthèse du NaHA (Matalon et Dorfman, 

1968; Smith et Hamerman, 1968; Stoolmiller et Dorfman, 

1969). Il est intéressant de noter que les inhibiteurs 

de la synthèse des peptidoglycannes(Bacitracine) n'ont 

aucun effet sur la synthèse du NaHA (Siewert et Stominger, 

Des études relativement récentes réalisées par Jacobson 

(1978a,b,) sont intéressantes surtout parce que 



les enzymes de la synthèse du NaHA utilisés, les glycosyl 

transferases, ont été préparés à partir des hyalo- 

cytes du liquide vitré du bétail. Il a trouvé que 1'UDP- 

3 3 [ Hl-GlcNAc et ~'UDP-! H]G~CUA s'incorporent dans un NaHA 

de poids moléculaire élevé en présence 'des enzymes marqués 

au cours de ce processus, il pense que celà peut repré- 

senter un complexe enzyme-substrat à partir duquel la 

chaine de NaHA est libéré lorsque le processus de polymé- 

risation est complet. On suppose que la synthèse du NaHA, 

ou au moins l'initiation de la chaine, se passe dans 

l'appareil de Golgi (Barland, Smith et Hamerman,l969). 

On ignore comment cette grande molécule, à volume hydraté 

de 50,3 x 0,1 vm, réussit à contenir dans le netit espace 

de ltappareF1 de Golgi, ou dans n'importe quelle organelle 

intracellulaire. Naturellement on peut supposer qu'au 

cours de la synthèse intracellulaire, la molécule n'est 

pas sous sa forme hydratge désordonnée mais qu'elle est 

arrangée d'une maniere plus dense en helices parallèle 

d'une manière similaire à celle que l'on trouve dans les 

solutions concentrées et dans les couches de NaHA purifié 

(Morris, Rees et Welsh, 1980). Le NaHA peut être attaché 

aussi aux protéines (selon toute vraisemblance au système 

transférase pendant la synthèse intracellulaire 'Jacobson, 

1978a). Il a été suggéré (Mlkuni.-Takagak- et Tool-e, 1 981 ) 

qu'une protéine transporteur du NaHA lui est attachée 



jusqu'à ce que la grande molécule atteigne la surface de 

la cellule. Alors, le polyssacharide est rejeté et éven- 

tuellement détaché de la protéine libérant le NaHA vers 

la matrice extracellulaire. Ceci expliquerait que la 

majeure partie de la grande molécule de NaHA extracellulaire 

est exempte de protéines. 

B. Transport dans la matrice 

Le mouvement extracellulaire des grandes molécules de NaHA 

est controlé soit par diffusion, comme dans le liquide 

vitré ou par masse d'écoulement d'eau comme dans l'humeur 

aqueuse, ou encore par des méchanismes compliqués de mou- 

vements et de pressions présents dans les tissus comme 

dans les articulations diarthroidiales ou synoviales. Le 

méchanisme de transport qui prévaut dans la matrice dépend 

de la physiologie du tissu. Excepte pour l'oeil 

(vitrée et humeur aqueuse) et pour l'articulation (liquide 

synovial et tissu synovial) le transport de NaHA d.ans un 

compartiment donné de la matrice et entre deux comparti- 

ments de cette matrice n'a pas été étudié. Comme le thème 

principal de cette thèse porte sur la diffusion du NaHA 

exogene de l'oeil et de l'articulation, l'origine cellulaire 

et le transport du NaHA dans ces deux organes sera étudié 

séparément ( voir Section IV). 

Dans la matrice normale, non-perturbée, les grandes molécules 

de NaHA ne sont pas dégradées pendant le transport. Ceci 

est évident, car le liquide synovial des articulations 



normales de l'homme, au cheval ou des bovins, prélevées 

stérilement et sans contamination sanguine, est stable 

à 4 - 37OC. C'est à dire qu'aucun changement de la taille 

moléculaire du NaHA endogène n'a pu être observé. Nous 

n'avons pas trouvé non plus dans ces liquides d'éléments 

qui ajoutés au grandes molécules de NaHA pourraient causer 

leur dégradation. La même chose a pu être observée pour 

le liquide ou le gel vitré des yeux d'homme, de moutons 

ou de singes en l'absence de hyalocytes. Le liquide vitré 

des bovins semble être une exception car quand l'oeil est 

ouvert à l'oxygène atmosphérique et exposé à la lumière, 

12 viscosité du NaEA endogène baisse rapidement. Cette 

baisse ne commence pas zvant l'ouverture ae l'oeil, ou 

avant 1.a cytolyse postmortem des hya.locytes et des autres 

cellules avoisinantes (voir pour revue, Salazs, 1965 

et Sundblad et Ralazs, Î 966 1. 

C. Transport dans le lymphe et le sang 

Il a été suggéré que le NaEA de la matrice du tissu con-. 

jonctif de llarticul.ation passe dans les nod.ules ly~~pha- 

tiques. Cette suggestion a été basé prerrierement sur les 

changements observGs dans les nodules lympha- 

tiques phriarticulaires zprès injection de NaHA dans les 

articulations (Curri et Campa.?.lla, 1967; Tischenciorf et 

Curri, 1958 ) .  Plus tard, àe la radioactivité a été 

observé dans les nodules lymphatiques avoisinants après 

injection de [ I4C 1 NaEA dans les articulations ( Antonas, 

Fraser, et Kuirden, 1973 ) . Des recherches récentes 



(Laurent et Laurent, 1981 ) ont $ayé cette suggestion en 

montrant que la concentration en NaHA de la lymphe intes- 

tinale et poplitée est beaucoup plus importante que celle 

du plasma du même animal. Ces auteurs ont trouvé une con- 

centration en NaHA de la lymphe intestinale des agneaux 

de 40 w/ml et du plasma de 0,7 pg/ml. Chez le mouton 

adulte la lymphe poplitée présente une concentration de 

1 1  pg/ml et le sang de 0,4 pg/ml. 

La présence de HA dans le plasma de l'homme normal et au 

cours d'états pathologiques a été discuté par plusieurs 

auteurs (Deutsch et Mortan, 1956; Shiller et Dewey, 1956 ) .  

Deutsch (1957) a purifié le NaHA du sérum de patients 

porteur de tumeurs et a trouvé un poids moléculaire de 

58,000 par sédimentation et diffusion. L'analyse électro- 

phorétique des GAGs du plasma humain a également suggéré 

la présence de petites quantités de NaHA (Friman et 

Brunish, 1966; Taniguchi, Moriya at Nanbo, 1974). Murata 

et Horiuchi (1977) ont trouvé qu'à peu près 10% de la 

teneur en GAGs totaux isolés du plasma est du NaHA (%0,9 g/ml). 

Le récent développement d'une méthode de dosage du NaHA 

dans de petits échantillons de liquides tissulaires et de 

sang va permettre dl importantes études ( Tengblad, 1980 1 .  

Cette méthode utilise l'affinité spécifique de la protéine 

de cartilage marquée à 1' [1251 ] pour le NaHA. Il a été 

possible de déterminer avec précision pour la première fois 

la concentration en NaHA du sang (0,21 ,g/rnl de sérum 

humain ) ( Laurent et Tengblad, 1980 ) .  Des analyses plus 



détaillées ont montré qu'il n'y a aucune différence dans 

la concentration en NaHA de l'homme normal en fonction du 

f sexe (0,32 - 0,02 pg/ml pour les sujets de sexe masculin et 

0.33 f 0.02 ~g/ml pour ceux du sexe féminin). Il n'y a eu de 

même aucune différence en fonction de l'âge entre 20 et 

54 ans ( Laurent et Laurent, 1981 1. 

D. Catabolisme 

 idée que, le système endothélial réticulaire est respon- 

sable de la clairance des particules chargées négativement 

et des grandes molécules polyanioniques des liquides tissu- 

laires est généralement acceptée. Les cellules de ce 

système exercent cette fonction par phagocytose et par 

pynocytose. Comme le NaHA est la plus grande molécule 

polyanionique de la matrice extracellulaire il est possible 

de supposer qu'elle est pynocytosée par les phagocytes mononu- 

cléaires, par les granuiocytes ou par des cellules endo- 

théliales. Il n'y a aucune preuve directe que ces cellules 

prennent le NaHA dans leur environnement. Toutefois il a 

été montré que du ['HI-NaHA injecte par voie intraveineuse 

disparait rapidement principalement au niveau du foie (80%) 

(Fraser, Laurent, Pertoft et Baxter, 1 9 8 1 ) .  La radioactivité 

a été observée principalement dans les cellules non-paryn- 

chymateuse. On se serait attendu à ce que les macrophages 

du foie (cellules de Kupffer) soient responsables de la 

pynocytose du NaHA du sang. 



Le NaHA pynocytosé dans ces cellules est rapidement dégradé. 

3 Le H du groupe acetyl marqué apparait dans le plasma sous la 

3 -- forne de H O en 20 minutes. Cette dégradation est rapide et 
2 

3 complète. Une petite quantité de [ H I - N ~ H A  a également 

été captée par la rate. Les macrophages des nodules 

lymphatiques peuvent également capter un peu du NaHA qui 

passe par le système lymphatique (Antonas, Fraser, et 

Muirden, 1973). Il a également été suggéré que les macro- 

phages du liquide vitré (hyalocytes) pynocytent le NaHA 

de leur environnement extracellulaire (Freeman, Jacobson et 

Balazs, 1979). ~lexcrétion rénale de NaHA représente pro- 

bablement moins de 10% du NaHA total éliminé du sang jour- 

nellement dans des conditions normales. Pour le lapin et 

pour l'homme le poids moléculaire limite supérieur des molé- 

cules de NaHA excrétées par le rein est inférieur à 25,000 

(Fraser, Laurent, Pertoft et Baxter, 1981; Laurent et 

Laurent, 1981 1. 

3 Le temps de demi-vie du [ Hl -NaHA injecté par voie intra- 

6 veineuse(Mv = 1 ,2 - 4,7 x 10 ) était de 2,5 - 4,5 minutes 
pour les lapins et de 2,4 - 4,5 minutes pour 4 volontaires 

humains en bonne santé (Fraser, Laurent, Pertoft et Baxter 

1981 ; Fraser, Laurent, Engstrom, Laurent et Laurent, 1982 ) .  

Ces auteurs ont conclu que si la concentration en NaHA 

du sang humain est de 0,3 ~g/ml, ceci signifie que chaque 

jour 300 - 400 mg de NaHA passe par la circulation sanguine. 

Chez le lapin cette vitesse de renouvellement est de 10 mg 

par kg par jour. Mais après avoir rempli le système avec 



du NIF-NaHA non-marqué la capacité de clairance a été 

triplée (Fraser, Laurent, Pertoft et Baxter, 1981). 

Les systèmes enzymatiques intracellulaires responsables 

de cette dégradation complètecles grandes molécules de 

NaHA dans les macrophages sont le plus certainement 

situés dans les lysosomes des cellules phagocytes. 

L1endo-0-N-acetylhexosaminidase est présente dans ces 

organelles (pour une revue voir - Davidson, 1970). 

Les deux exoglucosidases B-D-glucuronidase et 6-D-acety- 

hexosaminidase se trouvent également dans le système 

lysosomal (pour une revue, voir Rodén, 1980).  activité 

catabolique combinée de ces enzymes du NaHA n'est pas 

connues mais de récentes études deT.C.et de U. Laurent 

et de leurs collaborateurs ont permis de mieux comprendre 

les voies cataboliques du NaHA dans le corps entier. 



IV. Métabolisme de l'hyaluronate de sodium dans l'oeil 

et l'articulation 

Le NaHA est synthétisé par les hyalocytes du vitré (Balazs, 

Sundblad et Toth, 1958; Balazs, 1965) ou par les glycosyl- 

transférases qui en ont été isolées. (osterlin et Jacobson, 

1968; Jacobson, 1975). Les hyalocytes sont des phagocytes 

mononucléaires (histiocytes) localisés dans le gel cortical 

du vitré, qui possède des granules basophiles contenant le 

NaHA (Szirmai et Balazs, 1958; Freeman, Jacobson et Balazs, 

1979) et des glycosyl-transférases nécessaire à la syn- 

thèse du NaHA ( Jacobson, 1978 b; Osterlin et 

Jacobson, 1968). Le NaHA du vitré est radioactivement 

marqué lorsque le gel vitré contenant les hyalocytes a été 

14 incubé in vitro avec du [ l4cI glucose ou de la [ C I  

glucosamine (Balazs, Sundblad et Toth, 1958; Balazs, 1965; 

Berman et Gombos, 1969). 

Le métabolisme du NaHA exogène a été également étudié dans 

le vitré. Du NaHA ( : 1200 cc/g)a été injecté dans le 

vitré du lapin et du mouton. Dans ces deux espèces la dif- 

fusion a été très lente, puisque 8 jours plus tard, 

65 - 75% du NaHA injecté était encore présent dans le 

vitré (Widder, 1962). 

Toutefois, la pluspart des études du métabolisme de NaHA 

dans le vitré ont été conduites sur les yeux du singe 

nocturne (Aotus trivirgatus)). Le vitré de ce primate 



comprend un grand volume ( ~ 2  ml) de liquide vitré (98% 

du volume total) et une concentration élevée en NaHA 

( 300-600 pg/ml ) .  Quand des enzymes dégradant le NaHA 

(hyaluronidases de sangsue ou de testicule sont injectes 

dans le vitré de cet animal, le poids moléculaire et la 

concentration en NaHA tombe à un niveau très bas. Les 

conditions ne reviennent à la normale que 60 à 90 jours 

plus tard ( Balazs, 1968a; Algvere et Balazs, 1974; 

Hultsch, Freeman et Balazs, 1974). un temps aussi long 

est nécessaire pour obtenir une concentration normale en 

NaHA dans le vitré, après remplacement de la moitié de 

son volume par de la solution physiologique tamponné 

stérile, (Sweeney et Balazs, 1964; osterlin, 1968a,1969; 

Swann et Constable, 1972 1. Quand de la [ I4c] glucosamine 

a 6th injecté par voie intramusculaire, le NaHA extra- 

cellulaire de poids moléculaire élevé est radioactif, 

toutefois il n'y a pas de renouvellenent significatif en 

72 jours (osterlin, 1968b). ~lenlèvement de la moitié 

du vitré et donc de la moitié du NaHA de ce compartiment 

et son remplacement par du SPT provoque un accroissement 

significatif du NaHA radiomarqué suggérant ainsi une 

stimulation de la synthèse (osterlin, 1968a). 

11 est important d'observer que dans les yeux aphaques la 

concentration en NaHA est très basse compare6 à celle de l'oeil 

normal. Cette baisse de la concentration en NaHA peut 

être observée après extraction intracapsulaire du cris- 

tallin mais pas après l'extraction extracapsulai.re 



( osterlin, 1977a). Chez les singes nocturnes 1 le-xtrac- 

tion extracapsulaire du cristallin provoque le même 

effet. Il a été suggéré que le prélèvement de la capsule 

lenticulaire et le dommage concomittant du gel cortical 

antérieur du vitré provoque une plus grande ~ection trans- 

versale dans la partie antérieure du vitré à travers 

laquelle le NaHA peut diffuser dans la chambre anté- 

rieure. Ceci aura pour résultat une concentration plus 

faible et stable du NaHA dans le vitré sans aucun change- 

ment dans la vitesse de synthèse (Osterlin, 1977b, 1978). 

Une vitesse de diffusion très rapide du NaHA exogène à 

partir de l'espace du liquide vitré de ltoeil.du singe 

nocturne a tout d'abord été décrite (temps de demi-vie, 

1.36 heures; Sweeney et Balazs, 1964; Balazs, 1965; 

Balazs et Sweeney, 1966; Balazs, Freeman et Regnault, 

19731. Plus tard un temps de demi-vie plus lent 

(1. 15 jours) a été observé pour la même espèce de singe, 

ce qui était probablement dû à une variation technique 

de l'échange de la moitié du liquide vitré par le même 

volume de NaHA exogène (Hultsch et Balazs,l975; Balazs 

et Hultsch, 1976). Un des buts des études présenté dans 

cette thèse, a été de suivre la vitesse de diffusion du 

NaHA exogène 2 partir du liquide vitré des yeux de 

primate et de trouver une explication à la grande varia- 

tion des temps de demi-vie reportés précédemment. 



B. Humeur aqueuse 

La présence de NaHA dans l'humeur aqueuse des yeux d u  

bétail a été décrite pour la première fois par Meyer et 

ses collaborateurs (Meyer et Palmer 1936; Meyer, Smith 

et Gallardo, 1938). Auparavant, une substance visqueuse 

et acidoprécipitable avait été découverte dans la chambre 

antérieure de plusieurs espèces de hiboux (Abelsdorff et 

Wessely, 1909) qui comme on a pu l'observer plus tard 

pouvait être attaquée par les hyaluronidases (~arany, 

Berggren et Vrabec, 1957). Les analyses chimiques ont 

montré que cette substance visqueuse était du NaHA qui 

était inégalement distribué dans la chambre antérieure 

de ces espèces. Il existe une concentration graduelle- 

ment décroissante de l'endothélium de la cornée au cris- 

tallin. Plus tard du NaHA a été découvert dans l'humeur 

aqueuse de beaucoup d'autres espèces (Balazs, Laurent et 

Laurent, DeRoche et Bunney, 1959; Laurent, Barany, Carl- 

sson et Tidare, 1969 ) .  

Dans l'oeil du singe macaque une fine couche de substance 

visqueuse a été trouvée sur l'endothélium de la cornée 

(Wolf, ,1968). Les cellules endothéliales de la cornée 

produisent entre autre GAGS, du NaHA (Yue, Baum et 

Silbert, 1976, 1978). Des méthodes histochimiques et la 

microscopie électronique à balayage ont également 

montré la p r é s e n c e  d e  s u b s t a n c e s  v i s q u e u s e s  polyanioniques 
- 
a la surface de l'endothélium de la cornée de plusieurs 

espèces ( Vrabec, 1958, 1961 ; Kloucek, 1967 ; Jacobsen et 



Sperling , 1978 ) .  

Tous ces résultats suggèrent que l'endothélium de la 

cornée produit tout ou une partie du NaHA présent dans 

l'humeur aqueuse. Cette hypothèse a été renforcée par 

des travaux récents (Laurent et Granath, 1982) qui ont 

montré que la distribution du poids moléculaire du NaHA 

du vitré et de l'humeur aqueuse du bétail et du lapin 

était différente. Dans les deux espèces, les poids molé- 

culaires moyens (Ew et fin) sont plus élevés dans l'humeur 

aqueuse que dans le vitré. 

Il semble, d'après la littérature, que le NaHA du liquide 

vitré passe dans la chambre antérieure. Il a été montré 

que dans les yeux enucléés du bétail, la concentration en 

NaHA de la chambre antérieure s'accroit énormément avec 

le temps post-mortem ( Balazs, 1965; Laurent, 1982 ) . Quand 
la concentration en NaHA du liquide vitré du singe nocturne 

est augmentée par injection de NIF-NaHA exogène,la concen- 

tration en NaHA de la chambre antérieure augmente jusqu'à 

un maximum 48 heures après l'injection (Balazs, Freeman 

et Regnault, 1973;Denlinger et Balazs, 1980). Du NaHA 

radiomarqué injecté dans le liquide vitré apparait rapi- 

dement dans l'humeur aqueuse (Hultsch, Freeman et Balazs, 

1974). Quelques recherches décrites dans cette thèse 

ont eu pour but de mieux expliquer la relation entre le 

NaHA dans le vitré et l'humeur aqueuse en injectant du 

NIF-NaHA dans le vitr6 des primates et en suivant les 

changements de concentration en NaHA de la chambre antérieure. 



C. Tissu synovial 

Il est généralement supposé que le NaHA, produit par les 

cellules synoviales superficielles, passe non seulement 

dans le liquide synovial mais aussi imprègne le tissu 

(voir diagramme schématique au-dessous). Aucune preuve 

expérimentale n'a toutefois jamais été fournie. Les 

travaux dlAntonas, de Fraser et de Muirden ( 1 9 7 3 )  ont 

montré que deux heures après injection de. NaHA (I4c ) dans 

l'articulation du genou du lapin, la radioactivité appa- 

raît dans le tissu synovial et se maintient pendant 

quarante-huit heures. Elle n'est plus visible après sept 

jours. En supposant que cette radioactivité représente 

du NaHA (nondégradé), les résultats obtenus indiquent un 

déplacement relativement rapide des molécules de NaHA 

injectées. 

Diagramme schématique de la voie métabolique 
de NaHA dans l'articulation 

f i b r o c y t e  

I 
l i q u i d e  synovial 

( N ~ H A  - c o l l a g è n e )  ( p o i n t : N a H ~ )  

v a i s s e a u x  d u  

sang e t  d e  l a  lymph 
t issu synov ia l  

l i q u i d e  s y n o v i a l  
s e m b l a b l e  a 
h y a l o c y t e s  

m e t a b o l i q u e  d u  NaHA 

( a c e l l u l a i r e )  
\ 

l i q u i d e  synovial 

( p o i n t s : N a H A )  



D. Liquide synovial 

La durée de rétention et la vitesse derenouvellement ("+urr,ove$) 

du NaHA dans le liquide synovial n'a pas été rapportée. 
14 

 près injection de NaHA ( C )  dans l'articulation du genou 

du lapin, la radioactivité a été observée quinze minutes 

plus tard dans les ganglions lymphatiques poplitéaux. 

Trois heures après l'injection, la radioactivité a atteint 

1 
son plus haut niveau dans le plasma. Après cinq heures, 

elle n'est qu'à 4% de son niveau le plus élevé (Antonas, 

Fraser et Muirden, 1973).  après les auteurs de ces 

travaux, il n'est pas certain que cette radioactivité soit 

représentative du NaHA de haut poids moléculaire injecté. 

Il n'existe aucune information sur l'origine, la progres- 

sion ou la régénération du NaHA sur la surface cartila- 

gineuse. Dans l'endo-couche la plus profonde du cartilage 

articulaire, le temps de progression du NaHA a été estimé 

à cent vingt heures, soit près de deux fois le temps néces- 

saire (70 h )  au déplacement de ChS dans le même tissu 

(Handley et Phelps, 1972). L'un des objectifs des études 

mentionnées dans cette thèse a été de tenter d'expliquer 

les mouvements et la progression du NaHA injecté dans les 

articulations. 



E. Surface du cartilage 

Comme il a été décrit précédemment dans cette thèse 

(Section 1 )  la surface du cartilage articulaire est un 

réseau de collagène acellulaire pénétré par du NaHA. La 

relation entre le liquide synovïal et la quantité de NaHA 

dans cette surface, dans des conditions normales ou patho- 

logiques, n'est pas entièrement comprise.Si la surface du 

cartilage est traitée avec de la hyaluronidase de sangsue 

avant la fixation, une épaisseur de l P m  de la surface totale 

disparait. La partie la plus profonde de cette couche 

superficielle (épaisseur - 9 p m )  se réduit après un traite- 
ment à la hyaluronidasede sangsue à une épaisseur de 

5 - 6 Pm (Balazs et Gibbs, 1970). Des analyses micro- 

chiniques de la surface épaisse d'l Pm, prélevée par 

suctiion indiquent qu'elle contenait principalement du 

NaHA et des protéines. La partie la plus profonde de cette 

couche superficielle, prélevée par grattage, a montré que 

la moitié de sa teneur en GAGS était composée de NaHA et 

que l'autre moitié était probablement du chondroitine sul- 

fate (Balazs, Bloom et Swann, 1966). Ces observations 

suggèrent que le NaHA du liquide synovial adhère ou même 

pénètre au moins les premiers 10 Pm de la surface du car- 

tilage. Une partie de ce NaHA de la surface est laissée 

par le liquide synovial qui n'a pu être enlevé même par des 

lavage extensifs. Des études au microscope électronique 

à balayage même sur des surfaces de cartilage lavées ont 

montré des précipités en flocons ou fibreux qui ont été 

interprétés comme étant des composants dgsséchés de 

- 4 6  - 



de liquide synovial (Walker, Unsworth, Dowson, Sikorski 

et Wright, 1970 ; Ghadially, 1978 ) .  

Cette fine couche de surface a également été décrite 

dans les cartilages humains (Weiss, Rosenberg, et 

Helfet, 1968; Mital et Millington, 1971 ) et dans les 

cartilages de lapins adultes (Davies, Barnett, Cochrane 

et Palfrey, 1 9 6 2 ) .  Il est interessant de voir qu'après 

deux semaines d'immobilisation de l'articulation du 

genou du lapin, cette couche avait complètement disparu 

( Finterbush et Friedman, 1973 ) .  

Ces résultats suggèrent que la surface acellulaire du 

cartilage ( d O p )  a quelques liaison directes avec le 

NaHA contenu dans le liquide synovial. Pour cette 

raison, une méthode a été mise au point et décrite dans 

cette thèse afin de déterminer semiquantativement la 

quantité de NaHA attachée à la surface du cartilage. 

L'effet du NIF-NaHA exogène sur cette couche a également 

été étudié. 



V. La fibronectine et son interaction avec les composants 

de la matrice 

Il n'est pas dans notre intention de donner une revue com- 

plète de la littérature sur la fibronectine (FN). En guise 

d'introduction pour les expériences qui seront rapportées 

dans cette thèse, nous allons passer en revue quelques 

sujets spécifiques seulement, c'est-à-dire la distribution 

de la fibronectine dans la matrice intercellulaire du vitré 

et de l'articulation et son interaction avec le collagène 

et le NaHA. 

La fibronectine est présente dans le plasma humain sous la 

forme d'une glycoprotéine de 4.5 x 105 dalton composée de 

deux sous-unitcs de 2.2 - 2 . 3  x 105 daltons. Elle forme 

facilement des agrégats de haut poids moléculaire, surtout 

aux faibles températures ( 4  - 1O0C ) .  La fibronectine 

plasmatique est probablement produite par le foie (pour 

une revue, voir Pearlstein, Gold et Garcia-Pardo, 1980) 

bien que d'autres sources restent à envisager. 

La fibronectine est aussi présente dans la matrice extra- 

cellulaire, surtout liée à des éléments structuraux tels 

que le collagène, la lame basale, et c'est pourquoi on peut 

la considérer comme appartenant à la classe des substances 

dénommées "glycoprotéines de structures" (Robert, Robert et 

Robert, 1970 ) . Cette forme de fibronectine est produite 

par les cellules épithéliales, endothéliales, les cellules 

musculaires lisses et fibrocytes (pour une revue, voir 



Labat-Robert, 1 9 8 1 ) .  Sa fonction majeure dans la matrice 

intercellulaire dans les tissus normaux et pathologiques 

est en rapport avec la médiation de l'interaction entre 

cellules et des structures de support telles que lame 

basale, collagène fibrine. 

La fibronectine plasmatique est aussi une opsonine: elle 

est capable de moduler le processus inflammatoire en enro- 

bant les bactéries et les débris cellulaires ou d'autres 

particules facilitant ainsi leur phagocytose. Ainsi, la 

fibronectine est un facteur important dans le fonctionne- 

ment du système réticulo-endothélial (pour une revue, voir 

Mosher, Proctor et Grossman, 1981 ) .  

Récemment, d'autres glycoprotéines de structure ont été 

obtenues à partir du tissu conjonctif: la chondronectine 

qui médie l'interaction entre les chondrocytes et le 

collagène du type II dans le cartilage (Hewitt, Kleinman, 

Pennypacker et Martin, 1980); la laminine qui médie l'inter- 

action entre les cellules de l'épiderme et la lame basale 

(collagène du type I V )  ( Terranova, Rohrbach et Martin, 1 9 8 0 ) .  

Ainsi, au niveau de la plupart des lamesbasales il existe deux 

glyco-protéines de structure: la fibronectine et la laminine, la 

première n'en faisantvraisemblablementpas partie intégrante. 

Cette fibronectine polyfonctionnelle a été le sujet 

d'études intensives pour identifier les domaines de fixa- 

tion des membranes cellulaires de l'héparine, du collagène, 

de la fibrin et des cellules bactériennes (pour 

revue, voir Pearlstein, Gold et Garcia-Pardo, 198D). 



A. Interaction entre fibronectine et collagène 

1. Collagène dénaturé 

Les fibronectines plasmatique et cellulaire (FN) se 

lient avec la gélatine (Hooper, Adelmann, Gentner et Gay, 

1976; Dessau Adelmann, Timpl et Martin, 1978; EnWall, 

Ruoslahti et Miller, 1978). Cette interaction a été uti- 

lisée pour la purification de cette molécule sur des billes 

recouvertes de gélatine (Sephadex, agarose) (Engvall et 

Ruoslahti, 1977). Les collagènes solubles de type 1 et 

type III (peau de foetus de veau) dénaturés par la chaleur 

(60° dans l'acide acétique) forment des complexes 

avec la FN du plasma humain. L'héparine à une concentra- 

tion de l'ordre de (0,2 - 100 ri g/ml) augmente légèrement 

( 20%) la quantité de précipité (Jilek et Hormann, 1979). 

Il a été montré que du collagène de peau de rat dénaturé 

par la chaleur et attaché à des grains de Séphadex 

retient la FN du plasma humain ( Johansson et H ook, 1980 ) . 
La vitesse de liaison était plus rapide en présence d1hépa- 

rine. Des types génétiques de collagène dénaturés, les 

type 1, II et III lient la FN à peu près au même degré. 

La liaison par les chaines A et B des lames basales 

(collagène type IV) est plus faible (Kleinman, McGoodwin 

et Klebe, 1976 ) .  

2. Collaaène natif 

Le collagène natif est appelé dans la littérature: 

collagène soluble purifié, qu'il soit marquP à 1'[125~] ou 



attaché aux grains de ~é~hadex. L'adjectif natif signifie 

que le collagène n'était pas dénaturé par la chaleur. Il 

a été clairement établi par plusieurs chercheurs que le 

collagène dénaturé par la chaleur (Types 1, II et III) et 

que la gélatine se lient plus facilement à la FN et d'une 

manière plus napide que le collagène natif (Jilek et Hormann, 

1979; Ruoslahti, Hayman et Engvall, 1979; Ruoslahti et 

Engvall, 1980; Johansson et Hook, 1980). L'héparine accé- 

lère la liaison et accroit la quantité attachée. 

Des types variés de collagène natifs, le type III a l'acti- 

vité de liaison la plus forte avec la FN. La liaison par 

les types 1 et II est 100 fois plus faible et la liaison 

par le type IV est 70 fois plus faible (Kleinman, McGoodwin 

et Klebe, 1976; Engvall, Ruoslahti et Miller, 1978). Par 

comparaison la liaison du fibrinogène et de la fibrine 

avec la FN est plus faible (1000 fois) que la liaison du 

collagène type III (Engvall, Ruoslahti et Miller, 1978). 

3. Collagène fibrillaire 

La liaison in vitro de la fibronectine au collagène fibril- 

laire c'est à dire aux fibres de collagène natif séparées 

des tissus et non-solubilisées n'a pas été étudiée. La FN 

absorbé au collagène dans des tissus qui ont été congelés, 

sectionnés et fixés, a par ailleurs été établie. 

Des méthodes dtimmunofluorescence avec de ltantisérum 

antifibronectine marqué à la fluorescéineontété utilisées 

pour visualiser la FN dans les tissus. Chez ltembryon,la 



FN est largement distribuée dans la matrice mésenchyma- 

teuse. Au cours du développement et de la différentiation 

du mésenchyme la FN devient abondante. Dans le t;ssu 

conjonctif de l'adulte les lames basales présentent la 

coloration la plus forte (Linder, Stenman, Lehto et Vaheri, 

1978; Stenman et Vaheri, 1978; Bray, 1978). Des études 

récentes ont cependant montré que la FN est seulement 

associée aux lames basales (Mar t inez-He . rnandez ,Marsh ,  Clark, 

Macarak et Brownell, 1981; Boselli, Macarak, Clark, Brownell, 

et Martinez-Hernandez, 1981 ) .  Il n'y a pas d'étude détaillé 

de la relation entre les fibres matures de collagène dans 

les tissus adultes et la fibronectine. Il y a une très 

bonne corrélation entre la localisation microscopique de la 

FN et de la réticuline, mais pas entre FN, fibres de colla- 

gène et élastine (Linder, Stenman, Lehto et Vaheri, 1978). 

Les fibres de réticuline sont définies comme des éléments 

fibrillaires ténus de la matrice qui croit-on sont des 

filaments ténus de collagène (Vageotte et ~uyon,l930)poss6dant 

une grande affinite pour l'or colloidal et les particules 

d'argent. C'est pourquoi ils ont été également appelé 

fibres argyrophyles. Il a été souligne que pour mettre ces 

fibres en évidence le tissu devait être fixé par l'acétone 

et des fixateurs acides, conditions dans lesquelles le NaHA 

précipite dans la matrice (Balazs, communication personelle). 

 affinité de la réticuline pour l'or collidal et l'argent 

est due à la réduction de ces métaux collidaux en particules 

insolubles sur des surfaces. Toutes les matrices ectra- 

cellulaires qui ont été décrites comme riches en 



réticuline contiennent des fibrilles de collagène très 

fines et non agqégés (diamètre 5 - 15 ~im) avec du NaHA 

entre elles. De tels tissus sont: la matrice mésen- 

chymateuse embryonaire, la fine matrice du tissu conjonctif 

entourant les alvéoles du poumon, les cellules glandulaires 

et les parois capillaires, le vitré et le tissu synovial. 

Plus important encore, les fibres de réticuline ont été 

décrites dans les premières étapes des tissus en voie de 

cicatrisation, dans la matrice entourant les tumeurs et 

dans les cultures de fibroblastes sur collagène soluble 

dénaturé (Huzella,1932,1937,1939; Huzella et Lengyel, 1932; 

&ngye1,1939). Linder, Stenman,Lehto et Vaheri (1978) utilisant des 

sections fixées par l'acétone ont trouvé une bonne corré- 

lation entre FN et réticuline dans la matrice conjonctive 

entourant les tumeurs solides et dans les tissus atteints 

de réactions inflammatoire chroniques. 

Les fibres de réticuline du gel vitré et des tissus syno- 

viaux de beaucoup d'espèces ont été décrites (Szent-~yorgyi, 

1914, 1917). La localisation de FN dans ces tissus n'a 

pas été reportée. C'était l'un des buts de cette thèse 

d'établir si de la FN libre ou liée était présente dans 

le vitré normal et dans l'articulation et comment elle 

est reliée à la teneur en NaHA. 

B. Effet et absence d'effet du NaHA sur les 

interactions de la fibronectine 

.1. Interaction entre NaHA et FN 

Les expériences suivantes ont été reportées dans la 



littérature qui indiquaient quelques interaction entre 

NaHA et FN et quelques effets du NaHA sur l'inter- 

action du FN avec d'autres macromolécules. 

NaHa provoque l'agglutination de billes de 

plastique recouvertes de gélatine en présence 

de FN (Ruoslahti et Engvall, 1 9 8 0 )  

Des billes copolyrnérisés de styrene et de colorant fluo- 

rescent recouvertes de gélatine ( 2 v m de diamètre ) ne 

s'agrègent pas en présence de FN. L'agrégation apparait 

toutefoi en présence d'héparine, NaHA ou d'héparine arti- 

ficiellement sur-sulfatées (17%S). Des GAGS à teneur 

en sulfate moins élevé étaient moins efficaces (dermatane 

sulfate, chondroitine 4 et 6 S,heparane sulfate 9%S) .  

NaHA inhibe la précipitation du collagène 

natif de type 1 et III par l'héparine- 

fibronectine ( Jilek et Hormann, 1979 ) 

La FN du plasma en présence d'héparine précipite le col- 

lagène soluble natif de type 1 et III. Le NaHA et la 

putrescine inhibent cette précipitation à la même concen- 

tration (90% d'inhibition avec 4 mg/ml). 



3 [ H] - N ~ H A  du milieu de cultures de fibroi:lastes 

d'embryon de poulet est retenue par le réseau de 

FN insoluble cellulaire (Yamada, Kennedy, Kimata 

et Pratt. 1980) 

3 Quand la fibronectine cellulaire est incubé avec [ H] NaHA 

puis filtrée, les deux sont retenus par le filtre. La 

liaison est totalement inhibée par addition de NaHA non 

marqué mais ron pas d'autres GAGS. 

3 [ H 1 - N ~ H A  obtenii & partir de fibroblaste 

d'embryon de poulet est retenu par le résidu 

de filtration de fibronectine cellulaire 

insoluble i Latterra et  cul^, 1 982 ) 

Si la fibronectine cellulaire (du poulet) est incubée 

3 avec [ H 1-NaHA et ensuite filtrée, la radioactivité 

demeure sur le filtre. NaHA non marqué (poids molé- 

culaire: 100 000 et 20 000) ajouté au milieu d'incu- 

bation à la concentration de 1 mg/ml diminue la réten- 

tion de la radioactivité de 65%. NaHA dégradé par 

l'hyaluronidase testiculaire ou l'héparine n'a pas eu 

d'effet. 

2. Absence d'interaction entre NaHA et FN 

Les expériences suivantes ont été publiées et montrent 

l'absence d'interaction entre NaHA et FN et l'effet de 

NaHA sur l'interaction de FN avec d'autres macromolécules. 



NaHA n'inhibe pas l'interaction entre FN et 

et 1 'héparine [ 3 5 ~  1 ( Ruoslahti et Engvall, 

1980 

La FN humaine liée à de la gélatine-sepharose ou du 

collagène-sepharose adsorbe la [ 3 5 ~  ] héparine. La 

présence d'héparine froide ou d'héparine sulfate prévient 

cette adsorption mais pas celle du dermatane-sulfate ni 

de NaHA. 

NaHA n'a pas d'effet sur la précipitation de 

FN du plasma humain causé par l'héparine 

(Jilek et Hormann, 1979) 

La fibronecti-ne et l'héparine après 18 heures d'incuba- 

tion à 4 O C ,  formenent un précipite. La presence de NaHA 

n'affecte pas la formation du sédiment de centrifugation. 

NaHA n'a pas d'effet sur le précipité du 

[' "1 1 collagène causé par FN ( Jilek et 

Hormann, 1979) 

Quand du [l 2 5 ~  ] collagène (type 1 et III danaturé ) est 

O mélangé à FN, un précipité se développe à 4 C. Ce précipité 

contient ~ 6 0 %  de radioactivité. Du NaHA ajouté à ce 

mélange n'enlève ni ne réduit la radioactivité du préci- 

pité. Toutefois, au cours d'une seule expérience, le 

NaHA a totalement éliminé la radioactivité du précipité. 



NaHA n ' i n f l u e n c e  p a s  l a  l i a i s o n  d e  FN du 

plasma humain a v e c  l e  c o l l a g è n e  ( J o h a n s s o n  

e t  Hook, 1 9 8 0 )  

[ l  2 5 ~ ~  -FN a  é t é  a b s o r b é  s u r  d e s  b i l l e s  d e  Séphadex 

r e v ê t u  d e  c o l l a g è n e  d e  t y p e  1 n a t i f  ou d é n a t u r é  p a r  l a  

c h a l e u r .  La p r é s e n c e  d e  l @ / m l  e t  d e  25 N g / m l  d e  NaHA 

n ' a  p a s  i n h i b é  n i  é l e v é  l a  l i a i s o n  d e  l a  f i b r o n e c t i n e .  

NaHA n e  r e n f o r c e  p a s  l a  l i a i s o n  e n t r e  l a  g é l a -  

t - n ?  e t  la FN ( R u o s l a h t i .  Havman e t  E n a v a l l ,  

FN du p lasma humain a  é t é  a b s o r b é e  p a r  d e s  c o l o n n e s  d e  

g é l a t i n e s é p h a d e x .  Ces c o l o n n e s  a v a i e n t  é t é  l a v é e s  a v e c  

d e s  s o l u t i o n s  c o n t e n a n t  du  GAGS.  P u i s  FN a  été é l u é e  

p a r  l a v a g e  d ' a b o r d  a v e c  d e  l ' u r é e  3M p u i s  a v e c  d e  l ' u r é e  

4 M .  L a  q u a n t i t é  FN r e t e n u e  s u r  chacune  d e s  2  c o l o n n e s  a  

é t é  d é t e r m i n é e .  L ' h é p a r i n e  e t  l e  s u l f a t e  d ' h é p a r i n e  

( c o n t e n a n t  17% d e  s u l f a t e  s e u l s  o n t  r e n f o r c é  l a  l i a i s o n .  

[ 3 ~ ~ - ~ a ~ ~  n e  s e  f i x e  Das s u r  l a  f i b r o n e c t i n e  

c e l l u l a i r e  f i x é e  s u r  c o l o n n e  d e  g é l a t i n e  

S é p h a r o s e  ( L a t t e r r a  e t  C u l p ,  1982  1 

La g é l a t i n e  S é p h a r o s e  s u r  l a q u e l l e  l a  f i b r o n e c t i n e  

p l a s m a t i q u e  ou c e l l u l a i r e  ( c e l l u l e s  de s o u r i s  3alb/ c ~ T ~ )  

3  a é t é  a b s o r b é e ,  n ' a  p a s  f i x é  [ Hl-NaHA o b t e n u  d e  c u l t u r e s  

d e  g l i o m e .  



3 [ H I - N ~ H A  ne se fixe pas sur la fibronectine 

plasmatique dans les tests de rétention sur 

membrane ( Latterra et Culp, 1 982 ) 

Si on incube la fibronectine plasmatique du poulet avec 

3 [ Hl-NaHA et on la filtre ensuite, la fibronectine est 

retenue sur le filtre mais la radioactivité ne l'est pas. 

C. La fibronectine dans l'articulation, le 

vitre et dans l'humeur aqueuse 

1 .  Tissu et liquide synoviaux 

Le liquide synovial humain patkolo!~ique provenant de 

- .  malades souffrant d'arthrites civeTses contient de la 

fibronectine ( Carsons , Mosesson et Diamond , 1 981 ; 

Iammartino, Ande.rson, Donakowski et Schmid, 1980; Scott, 

Wainwright, Walton et Williar~son, 1981 ) .  La concentration 

en fibronectine a été la plus élevée dans l'arthrite 



rhumatoïde (AR) (400 - 900 p g/ml 1. Sa teneur était 

considérablement plus basse dans la goutte, ltostéoar- 

thrite et l'arthrite septique ( 7 4  - 400 pg/ml). Comme 

la concentration en Fibronectine .du-liquide syno- 

vial de malades souffrant de AR a été plus élevéeque celledu 

plasma correspondant (plasma 4 8 2 2 5 0  ug/ml; liquide synovial 

+ 803 - 43 ~g/ml) on a suggéré une synthèse locale ou une 
sécrétion de la fibronectine par le tissu synovial. 

La mise en évidence de la fibronectine par imrnunofluo- 

rescence a été effectuée sur des coupes à congélation de 

biopsies synoviales. Seuls les tissus pathologiques (AR) 

ont présenté de la fibronectine extracellulaire dans 

l'environnement des cellules synoviales et autour des 

vaisseaux sanguins. Les auteurs suggèrent que cette fibro- 

nectine dans les tissus pathologiques est produite par les 

cellules synoviales (Scott, Wainwright, Walton et William- 

son, 1981 ) .  

2. Cartilage 

Par irnmunofluorescence, la fibronectine n'a pas pu être 

démontrée dans le cartilage mature (non-embryonaire) de 

poulet (Linder, Vaheri, Ruoslahti et Wartiovoaara, 1975 1 .  

La biosynthèse de la fibronectine a été étudiée au cours 

de la chondrogénèse dans des expériences in vivo. Dans 

ce modèle, une matrice osseuse déminéralisée de rat a ét6 

implantée sous la peau d'un autre rat. Après une inflam- 

mation transitoire on a observé la prolifération du tissu 



conjonctif, suivie par une chondrogénèse et finalement 

par 1 'ossification. La fibronectine a été présente dans 

ce tissu pendant 21 jours suivant cette période. Il est 

intéressant d'observer que le troisième jour après l1implan- 

tation, la fibronectine a pu être observée et localisée par 

immunofluorescence dans la matrice extracellulaire. Le 7ème 

jour dans la matrice cartilagineuse en voie de différentia- 

tion, il n l y  avait plus de fibronectine détectable, mais 

après digestion par l'hyaluronidase testiculaire on a pu 

détecterunpeudlimmunofluorescence (Weiss et Reddi, 1 9 8 0 ) .  

Selon les données de la littérature actuelle, seulement 

le cartilage en voie de développement ou en voie de régé- 

nération contient de la fibronectine, mais le cartilage 

mature ne contient pas de fibronectine extracellulaire 

(non liée à des membranes ) .  

3. Humeur aqueuse et vitré. 

a. Le vitré. La fibronectine n'a pu être localisée par 

immunofluorescence indirecte dans le vitré de l'embryon 

de poulet (Kurkinen, Alitalo, Vaheri, Stenman et Saxén, 

1979). A toutes les étapes du développement, le corps 

vitré contient des fibres qui se colorent par immuno- 

fluorescence. Par contre, la lame basale entre le vitré 

et la rétine, et le vitré et le cristallin (la capsule 

postérieure du cristallin) reste positive pour la fibro- 

nectine, mais le cristallin lui-même et la rétine ne le 

sont pas. Il est important de souligner que les tissus 



embryonnaires ont été fixés dans l'éthanol froid à 95%, 

déshydratés avec lléthanol,incorporés dans la paraffine 

et sectionnés ( M a r k ,  M a r k ,  R i m p l  et Trelstad, 1977). 

La localisation de la fibronectine dans le vitré adulte 

n'a pas été rapportée. Dans les études décrites dans 

cette thèse, la teneur en fibronectine du vitré bovin 

adulte et son rapport avec le réseaux des fibres 

collagène et avec NaHA ont été étudiés. 

b. Humeur aqueuse Récemment, on a rapporté que l'humeur 

aqueuse bovine adulte contient 2,46 vg/ml de fibronectine. 

Ceci représente 0,38% des protéines trouvées dans l'humeur 

aqueuse. La teneur en fibronectine du plasma bovin est 

de 0,4% des protéines totales. Les auteurs suggèrent 

cependant que la fibronectine de l'humeur aqueuse provient 

de l'endothélium de la cornée ou d'autres tissus du voisi- 

nage ( Reid, Kenney , Waring , 1 982 ) . 



Nous pouvons donc conclure qu'il existe un ensemble de 

données convaincantes en faveur de l'absence d'inter- 

action entre la fibronectine plasmatique (pFN) et du 

NaHA. D'autre part, il semble que NaHA n'interfère pas 

avec l'interaction collagène-fibronectine et héparine- 

fibronectine. 

D'autre part, plusieurs auteurs Ont signalé qu'il existe 

une interaction entre [ 3~ ] -NaHA et la fibronectine cel- 

lulaire (cFN). Si ces rapports peuvent être confirmés 

par des expériences plus probantes, la différence biolo- 

gique entre cFN et pFMseraànouveaucon f i rmée .  Des différences 

dans les séquences polypeptidiques dans les sous-unités 

de ces deux fibronectines ont été déjà rapportées (Ya.mada 

et Kennedy, 1979; Atherton et Hynes, 1981 ) .  D'autre part, 

utilisant des anticorps monoclonaux deux déterminants anti- 

géniques distincts ont pu ëtre identifiés sur cFN et pFN. 

Ces sites sont près d:) bout carboxy-terminal de la protéine 

dans la région contenant le site de fixation cellulaire 

(Atherton et Hynes, 1981 ) .  Latterra et Culp ( 1982 1 ont 

émis l'hypothèse que les différences entre l'affinité de 

ces deux fibronectines pour l'acide hyaluronique signifie 

que ces deux fibronectines sont différentes dans leur 

structure et leur fonctionnement. 



VI. Modifications pathologiques de. la matrice dans les 

modèles d'arthrite ex~érimentale 

~~ostéoarthrose (maladie dégénérative des articulations) 

est une maladie dégénérative des articulations diarthro- 

diales qui peut comporter ou non des étapes inflammatoires 

suivies par une détérioration et abrasion du cartilage 

articulaire. L'ostéoarthrose peut apparaître sans preuve 

évidente d'un traumatisme préalable (ostéoarthrose primaire), 

mais elle peut aussi se surajouter à un traumatisme exis- 

tant de l'articulation ou de nature inflammatoire, ou 

encore de nature non-inflammatoire (ostéoarthrose secondaire). 

Les caractéristiques de l'ostéoarthrose primaire sont 

l'érosion du cartilage articulaire accompagnée par des 

modifications biochimiques qui comprennent une augmentation 

de la teneur en eau, une diminution de la teneur en glycos- 

aminoglycannes ( GAG), 1 'agrégation des protéoglycannes ( PG) 

altérés, la fragmentation du collagène et l'augmentation de 

la teneur en enzymes dégradantes. En ce qui concerne les 

modifications du liquide synovial, sa concentration, son 

indice de viscosité limite, le poids moléculaire de l'acide 
+ 

hyaluronique, sont plus faibles dans les liquides aspirés 

des articulations d'ostéoarthrose ou d'arthrite traumatique, 

dans la goutte, dans la chondrocalcinose et dans l'arthrite 

rhumatoïde (Fletcher, Jacobs et Markham, 1955; Bollet, 

1956; Jebens et Monk-Jones, 1959; Seppala, 1964; Stafford, 

Niedermeier, Holley et Pigman, 1964; Sundblad, 1965; 



Balazs, Watson, Duff et Roseman, 1967; Balazs et Gibbs, 

1970; Balazs, 1974). Par conséquent, les propriétés 

rhéologiques du liquide sont nettement en dessous de la 

normale et le liquide synovial pathologique ne possède 

pas les propriétés qui protègent le tissu synovial et le 

cartilage contre les traumatismes mécaniques. Ceci est 

dû à la diminution de la viscoélasticité du liquide à la 

suite des modifications qualitatives et quantitatives de 

la teneur en acide hyaluronique (Balazs et Gibbs, 1970; 

Balazs, 1 9 7 4 ) .  

Les limitations sérieuses de cette étude quant à l'ini- 

tiation de llostéoarthrose humaine sont dues surtout à des 

restrictions de nature éthique concernznt des études Fortant 

sur des tissus quidoiventêtreprélevés d'une façon sériée au 

cours de la maladie et à son début. Se surajoutent à ces 

difficultés les variations de l'âge, la présence ou 

l'absence de traumatisme précédent ou d'autres maladies, 

qui rendent l'interprétation des résultats difficile. 

A cause de ces complications un modèle de cette maladie 

qui simule la pathogénèse de la maladie humaine, et qui 

permet d'apprécier les évènements précoces au cours de la 

dégénérescence osté~arthrosi~ue, a été recherché dans notre 

laboratoire. Les techniques et les résultats portant sur 

ces modèles ont été passés en revue récemment (Moskowitz, 

1972; Schwartz et Greenwald, 1979-80; Sokoloff, 1979 ; ~a~&~~-1960) 

Les techniques utilisées pour le modèle dlostéoarthrose 

comprennent des traumatismes de nature chimique ou physique 



infligés au cartilage (ce qui affecte aussi la synovie); 

subluxations ou luxations de la patella et de la hanche; 

compression prolongée par surcharge de l'articulation; 

dislocation chirurgicale du ligament croisé ou excision 

partielle des ménisques (ce quiapour résultatuneinstabi- 

lité sévère et d'un 'déraillement de l'articulation); 

abrasion du cartilage par des corps étrangers introduits 

dans l'articulation; immobilisation de l'articulation; 

injection intra-articulaire d'enzymes chondrolytiques. 

Les modèles animauxlesplus utilisés pour la production de 

ces lesions ont été le rat, le lapin, le chien ou lemouton. 

La plupart de ces modèles possèdent des limitations car 

ils n'imitent qu'imparfaitement la maladie humaine. De 

plus, dans la plupart de ces études animales, il y a une 

absence totale de données concernant les modifications qui 

peuvent apparaître dans le liquide synovial. Bien qu'une 

grande quantité de données aient été accumulées sur les 

modifications du cartilage, de l'os, de la capsule con- 

jonctive et de la membrane synoviale, le liquide synovial 

a été pratiquement complètement ignoré au cours de ces 

études. Ceci est probablement dû au fait que l'aspiration 

du liquide synovial en quantité suffisante pour 

les analyses est difficile chez la plupart de ces animaux 

d'expérience. C'est pourquoi il faut être très prudent 

dans l'interprétation des résultats et dans leur applica- 

tion pour la compréhension de la pathologie humaine. 



A. Ostéoarthrite induite chirurgicalement 

1. Blessure du cartilage et Instabilité 
de l'articulation 

On admet généralement qu'une déficience partielle d'&pais- 

seur du cartilage ne guérit pas, mais qu'une déficience 

totale d'épaisseur s'étendant à l'os subchondral guérit 

grace au tissu provenant de la moelle épinière de l'os. 

( Fischer, 1923: Shands, 1931 ; Bennett, Bauer et Maddock, 

1932; Landells, 1957; Calandruccio et Gilmer, 1962; 

Plankin, 1962 ; DePalma, YcKeever et Shubin 1966 ; Campbell, 

1969; Ghadially, Fuller et Kirkaldy-Willis, 1971; Fuller 

et Ghadially, 1972; Ghadially et Ghadially, 1975; Ghadially, 

Ghadially et Ghadially, 1977; Ghadially, Thomas, Oryschak 

et Lalonde, 1977 ) .  Ghadially (1981 ) a identifié ce tissu 

reconstitué, comme du cartilage hyalin, mais a souligné 

qu'à cause de fibrillation consécutive, la fissuration 

et la perte de protéoglycannes, ce cartilage hyalin peut 

ressembler au fibrocartilage et au tissu fibreux. ~ a l g r é .  

une activité accrue des chondrocytes observée autour de 

l'aire endommagée du cartilage arthritique, et également 

à l'endroit de la blessure produite chirurgicalement 

(Meachim et Collins, 1962; Meachim, 1963; Ghadially, Fuller 

et Kirkaldy-Willis, 1971 ) ,  leur activité synthétique est 

insuffisante à réparer les dommages causés (Mankin et Boyle, 

1967). Les études sur les blessures faites chirurgicale- 

ment, ont porté pour la plupart sur l'examen des change- 

ments histologiques et histochimiques qui en résultent. 



Un modèle d'ostéoarthrite a été développé par Bennett et 

Bauer en 1937, qui ont trouvé qu'un simple déplacement 

du patellaire était suffisant pour causer des change- 

ments étendus dans l'articulation du genou de lapin. 

Ce type d'instabilité est resté la base d'autres exemples 

développés postérieurement: le modèle Telhag pour lequel 

le ligament médical collatéral et les ligaments cruci- 

formes étaient divisés puis le ménisque excisé (Telhag 

et Lindberg, 1972; Pond et Nuki, 1973; McDevitt, Muir et 

Pond, 1974; FcDevitt, Gilbertson et Muir, 1977; Mayor et 

Moskowitz, 1974; Muir, 1978); et le modèle avec mensi- 

sectomie partielle développé par Moskowitz et ses colle- 

gues (Moskowitz, Davis, Sammarco, Marten, Baker, Mayor, 

Burstein et Frankel, 1973). Ces deux modèles reprodui- 

sent les changements histologiques progressifs de 

l'ostéoarthrite. 

Il a été suggéré que la dégradation des protéoglycannes 

est un facteur important du développement de l'ostéoar- 

thrite (Mankin, 1974). Pour les chiens et les lapins, 

on a trouvé une diminution des aggrégats de protéoglycannes 

endogènes (Muir, 1977; Moskowitz, Howell, Goldberg, Nuniz 

et Pita, 1 979 ) . Ces protéoglycannes contiennent plus de 
ChS mais présentent une capacité moindre à l'aggrégation 

que ceux originellement présent, mais cette diminutionde 

la capacité à l'aggrégationn'aété observé que chez le chien 

présentant une dysplasie expérimentale de la hanche, et non 

aprèslrinstabilité produite expérimentalement selon le modèle 

de coupe cruciforme antérieur. Les protéoglycannes restant 



dans le cartilage étaient des monomeres de plus petite 

taille avec un rapport acide uronique/protéine plus 

élevé (Inerot, HeinegArd, Audell et Olsson, 1978; Altman, 

Pita et Howell, 1973), et 11 a été observé qu'ils étaient 

plus facilement extractibles avec des échantillons de 

cartilage ostéoarthritique de bovin et d'humain (Brandt, 

1974; Brandt et Palmoski, 1976 ) .  Il a été suggéré que ceci 

était le résultat de la perte d'acide hyaluronique lié au 

monomère de protéoglycanne (Inerot, Heinegdrd, Audell et 

Olsson, 1978 ) .  D'autres changements ont été  observés tels 

que l'accroissement du rapport galactosamine/glucosamine 

pour le modèle de l'instabilité provoquée de l'articula- 

tion cruciforme antérieure ( McDevitt ,. Muir et Pond, 1974 ) 

et une diminution du rapport acide uronique/protélne 

(Altman, Pita et Howell, 1973). Pour le modele de la 

coupe du cruciforme antérieur et pour le modèle de l'ins- 

tabilité de l'articulation il avait observé que le rapport 

acide uroniquernrotéine était plus élevé, que le contenu 

de GAG était plus bas pour les genoux opérés (Inerot et 

Heinegard, 1982a; Bollet et Nance, 1966) et que la teneur 

en eau du cartilage s'était accrue (hlaroudas et Venn, 1977 1 .  

L'effet du vieillissement et des conditions ostéoarthrt- 

tiques sur les protéoglycannes du cartilage articulaire 

ont été récemment étudiées par Inerot et Heinegard (1982b). 



2. L'immobilisation de l'articulation 

 i intérêt dans les recherches de l'effet de l'immobi- 

lisation sur la morphologie et la fonction de l'articu- 

lation remontent à 1874, quand Reyher démontra que 

l'inaction ' causait des changements perceptibles dans 

le cartilage du genou du chien. En 1924, Müller observa 

que les changements dans les cartilages, après immobili- 

sation, demandaient un certain temps pour apparaître, et 

que le mouvement limité de l'articulation était du au 

rétrécissement des muscles et de la capsule articulaire. 

Il nota également qu'il y avait une excroissance appa- 

rente du tissu conjonctif de la périphérie intérieure à 

la surface articulaire, et qu'elle était accompaoné par 

un am~~ncissement du cartilage suivie d'une dégénérescence 

fibreuse et dl une nécrose. Depuis, plus'ieurs études 

ont été faites sur ce thème de l~immobilisatlon du car- 

tilage. Les premières études histologiques sont dues à 

Ely et Mensor, 1933; Scaglietti et Casuccia, 1936; 

Charnley, 1948; Harrison, Schajowicz et Trueta, 1953; 

Crelin et Southwick, 1960, 1964; Collins et McElligott, 

1960; Evans, Eggers, Butler et Rlumel, 1960; Sal-ter et 

Field, 1960; Trias, 1961 ; Hall, 1963; Thaxter, Mann et 

And.erson, 1965; Thompson et Bassett, 1970; Sood 1971 ; 

Enneking et Horowitz, 1972; Gritzka, Fry, Cheesman et 

LaVigne, 1973; Finsterbush, et Friedman, 1973; Wigren 

et Wik, 1974; Wigren, 1975; et Ogata, Whiteside, Lesker 

et Simmons, 1977. 



Ces premières études ont été suivies par plusieurs autres 

études histochimiques et biochimiques tendant à démontrer 

une correlation entre les processus biochi~iques et les 

observations morphologiques (Brooke et Slack, 1959; 

Akeson, 1961, ,?\kesori et LaViolette, 1964; A.keson, Amiel 

et Laviolette, 1966; Akeson, Amiel, Laviolette et Secrist, 

1968; Ginsberg, Eyring et Curtiss, 1969; Akeson, Woo,. 

Amiel, Coutts, et Daniel, 1973; Troyer, 1975; Lagenskiold, 

Michelsson et Videman, 1975; Videmari, Michelsson, Rauhamaki 

et Langenskiold, 1976; Akeson, Amiel, Mechani-c, Woo,, 

Harwood et Hamer,1977; Amiel, Akeson, Harwood, Schimdt et 

Mechanic, 1977; Engh et Chrisman, 1977, Caterson et 

Lowther, 1978; Dekel. et Weissman, 1978, Eronen, Videman, 

Friman et Michelsson, 1978; Palrnoski et Brandt, 1981 ) .  

La rugosité de la surface du cartilaae immobilisé a éte 

une des premières observations microscopiques (Crelin et 

Southwick, 1960). La necrose du cartil-age a 4té observée 

6 jours après l'immobilisation de l'articulation (Salter 

et Field, 1960; Trias, 1961 ) .  Sel-on plusieurs auteurs 

(Müller, 1924; Ely et Mensor, 1933; Scaglrietti et Casuccia, 

1936; Evans, Eggers, Butler et Rlumel, 1960), la pression 

cause par un poids est à l'origine des changements dégé- 

nératifs du cartilage, et si une limitation des mouvements 

accompagne la pression due à un poids(comrne dans le genou 

immobilisé), cette restricti'on de la nutrition du carti- 

lage le rend plus vulnérable aux changements dkgénératifs. 

La prolifération de tissu conjonctif synovial sous- 



capsulaire commence 1 5  jours après l'immobilisation entre 

les condyles du tibia et les condyles fémoraux et sous la 

patella. Des adhérences apparaissent entre les surfaces 

non opposées et les condyles fémoraux, et autour des liga- 

ments cruciaux et les surfaces non articulées dans la ré- 

gion entre les condyles. D'autres modifications du carti- 

lage sont la perte de cellules dans la zone superficielle 

et l'amincissement du cartilage. En général, ces change- 

ments sont similaires à ceux observés par Enneking et 

Horowitz (1972) sur les genoux humains immobilisés, sur- 

tout en ce qui concerne la prolifération de tissu conjonc- 

tif, l'accroissement de l'adhésion et le développement de 

la nécrose de pression du cartilage. Chez les jeunes rats 

(Hall 1963) et les lapins adultes (Engh et Chrisman 1977) 

aucune nécrose du cartilage n'a été trouvée aux points 

d'opposition mais seulement dans les régions ne supportant 

aucun poids. Ceci ressemble plus à la sequence de change- 

ments qui surviennent dans l'ostéoarthrose humaine, dans 

lesquels des lésions du cartilage sont généralement observées 

d'abord dans les régions ne supportant aucun poids (Harrison, 

Schajowicz et Trueta, 1953). 

Thaxter, Mann et Anderson ( 1965 ) ont procédé à une 

étude autoradiographique 3 5 ~  et histologique sur 

des rats adultes afin d'examiner l'effet provoqué 

par les poids sur le processus dégénératif des arti- 

culations immobilisées. Leur conclusion les ont amené 

à émettre l'hypothèse selon laquelle la pression d'un 

poids ne serait pas une d é t e r m i n a n t e i n a j e u r e d e l a d é g é n ~ r e s c e n c e  



du cartilage. Toutefois, une pression statique per- 

manente s'exerçant sur des surfaces limitées de carti- 

lage constamment apposées, aboutissent à la mort des 

chondrocytes et à la dégénérescence de la matrice. Ces 

auteurs ont également montré que pour des périodes 

d'immobilisation allant jusqu'à 90 jours, l'adhésion 

joue un rôle mineur dans la dégénerescence. Ils ont montré 

d'autre part que les surfaces de cartilage péri~hér~que non 

ajustees ne sont pas touchées. Ils ont également sou- 

ligne que malgré de légères ressemblances existant entre 

le processus dégéneratif du genou du rat immobilisé et 

l'ostéoarthrose humaine, ces deux images pathologiques 

ne sont pas similaires. Les études précédentes de 

Collins et McElligot (1960) vont dans le même sens 

puisqu'elles ont démontré que la fibrillation, la dis- 

solution de la matrice et l'activité accrue des chon- 

drocytes sont les caractéristiques majeures de la dégé- 

nerescence ostéoarthrosique. Ce postul-at diffère consi- 

dérablement des conclusions de la plupart des recherches 

ayant eu pour objet Les articulations immobilisées des 

animaux. 

Des études plus rkcentes ont porté sur des animaux de 

taille plus importante que les rats (lapins, moutons, 

chiens). Deux groupes de chercheurs (Grltzka, Fry, 

Cheesman et Lavigne, 1973; Ogata, Whiteside, Lesker et 

Simmons, 1977) ont étudié l'effet de la compression sur 

les articulations partiellement mobj-les de lapins pendant 



des périodes de un à 32 jours. Une de leurs conclusions 

était que pour l'importance des dommages causés au car- 

tilage, la durée de l'immobilisation était plus détermi- 

nante que l'amplitude de la pression. Des études élec- 

tromicroscopiques par Finterbusch et Friedman (1973) sur 

des articulations immobilisées de jeunes lapins (non- 

compressées) ont démontré que le premier symptome apparais- 

sant dans les deux premières semaines est la disparition 

de la couche superficielle amorphe du cartilage. Cette 

couche, décrite pour la première fois par Balazs, Bloom 

et Swann (1966) contient une grande quantité de NaHA. Sa 

disparition précoce lors de l'immobilisation a une grande 

importance pour les études présentées dans cette thèse. 

Des changements plus tardifs observés par ces auteurs, 

sont la dégénérescence des couches profondes, et finale- 

ment leur destruction puis les signes de réparation 6 à 

8 semaines plus tard. On a observé dans les tissus syno- 

vial et périarticulaire, une hypérémie, une prolifération 

capillaire et le développement d'une circulation collaté- 

rale autour de l'articulation. Ces modifications sont 

similaires à celles observéespar Cuthbertson,Siris et G i l -  

fillan (1965). Après quatre semaines d'immobilisation, 

les cellules synoviales de type B prédominaient, indi- 

quant un chanoement dans le tissu synovial similaire à 

celui résultant d'une arthrite traumatique. (Ghadially 

et Roy, 1969 ) .  



Des études histochimiques sur le cartilage des arti- 

culations humaines ostéoarthritiques (Collins et Mc- 

Elliott 1960; Meachim, Ghadially et Collins, 1965) et 

sur une maladie dégénérative de l'articulation induite 

expérimentalement (Thompson et Rassett, 1970) ont montré 

que l'une des premières manifestations de la pathologie 

était la perte de la coloration métachromasique. Il est 

intéressant de noter que la même manifestation apparait 

a p d s  l'immobilisation de l'articulation du lapin. 

Troyer (1975) a observé qu'avant tout changement his- 

tologique observé dans les cellules du cartilage, la 

coloration métachromasique de la matrice diminuait. 

Deux jours apres l'immobilisation la coloration était 

significativement plus faible que la normale et 6 jours 

après elle avait pratiquement comalètement disparu. 

Cette technique de coloration, bien que très sensible à 

la présence de glycosaminoglycarines ne permet pas 

d'apprécier la quantité de ces polyacides dans la matrice 

quand elle est utilisée sur des coupes fixées et incluses 

dans la paraffine ,(Poole, 1970; Troyer, 1974). 

Les études portant sur les mécanismes biochimiques impli- 

qués dans la réponse du cartilage à l'immobilisation 

(Akeson et LaViolette, 1964; Akeson, Amiel et LaViolette 

1966, 1967; Akeson, Amiel, LaViolette et Secrist, 1965 ) 

ont montré que 10 à 12 semaines d'immobilisation 0ntpourrésul- 

tat une concentration réduite en acide hyaluronique et en 

chondroïtine-sulfate dans le tissu conjonctif periarti- 



culaire du genou immobilisé. Il n'y avait pas de change- 

ment apparent dans la teneur en dermatane-sulfate. Les 

études portant sur le collagène soluble et total (Brooke 

et Slack, 1959; Akeson, Arniel, Laviolette et Secrist, 

1968) n'ont pas révélé de modification significative. 

Ginsberg, Eyring et Curtiss (1969) ont étudié la teneur 

en hexosamines du cartilage articulaire du lapin immobi- 

lisé et comprimé. Dans le genou immobilisé, les modifi- 

cations cellulaires ont été minimales et il n'y avait 

pas de modification significative dans la teneur en hexo- 

samines par unité de poids sec du cartilage en 6 semaines. 

Wigren et Wik (1974) ont trouvé une désintégration du 

cartilage après 4 semaines d'immobilisation chez le lapin 

affectant sérieusement les surfaces de contact et aussi 

les surfaces qui ne sont pas en contact. Ceci est en 

faveur de la suggestion que le cartilage articulaire dépend 

pour sa nutrition des mouvements de pompage de l'articula- 

tion (Ekholm, 1951; Gritzlca, Fry, Cheesman et LaVigne, 

1973). Videman, Michelsson, Rauhamaki et Langenkiold 

(1976) ont trouvé une incorporation élevée de sulfate dans 

l'os, dans le cartilage et dans le ligament du genou du 

lapin déjà 4 jours après l~imrnobilisation. 

Caterson et Lowther (1978) ont trouvé une augmentation de 

la teneur en hexosamine et d'acide hexuronique du cartilage 



d'une articulation supportant une charge et une diminution 

correspondante dans les articulations non-porteuses de 

charge quand on les compare avec des pattes postérieurs 

de contrôle. Ils ont admis que les modifications con- 

cernent surtout la teneur en chondroïtine-sulfate. La 

teneur en hydroxyproline n'a pas été affectée d'une façon 

significative dans aucune des expériences rapportées. Ils 

ont utilisé de l'acétate radioactif et son incorporation 

a été étudiée au cours de la biosynthèse des protéogly- 

cannes. Ils ont observé une augmentation de l'incorpora- 

tion dans l'articulation porteuse de poids et une diminu- 

tion de l'incorporation dans l'articulation quine l'estpas. 

Le poids moléculaire des protéoglycannes isolés de ltarti- 

culation non-chargée est environ la moitié de celui trouvé 

dans l'autre groupe. Eronen, Videman, Friman et Michelsson 

(1978) ont immobilisé des genoux de lapin en extension pour 

des périodes de 2 à 30 jours. Ils ont trouvé une augmenta- 

tion de l'activité du 3 5 ~  dans tous les sites du carti- 

lage du genou immobilisé, ce qui indique une augmentation 

de la vitesse de synthèse des GAG sulfatés. 

Dekel et Weissman (1978) ont étudié l'effet d'une friction 

simultanée avec un stress de charge en comparaison avec 

un contrôle qui n'a reçu que la friction en tant que stress. 

Il y avait traumatisme au niveau de la couche superficielle 

du cartilage dans le groupe expérimental et après 2 heures 

d'exercice le groupe expérimental a synthétisé 5 fois plus 

de prostaglandine E dans le liquide synovial. Quand la 



durée de l'expérimentation a été portée à 15 jours, on 

a constaté une dégénérescence cellulaire et une fibrilla- 

tion du cartilage articulaire, épaississement de l'os 

subchondral, tout ceci en accord avec le développement de 

l'ostéoarthrose. Palmoski et Brandt (1981 ) ont trouvé 

une augmentation de la teneur en eau et une diminution 

de llépaisseur, de la coloration avec la Safranine-O, de 

la teneur en acide uronique et de la synthèse nette de 

prostaglandines dans le genou de chien immobilisé pendant 

six semaines. Ils ont également trouvé une anomalie appa- 

rente dans la région de la partie protéique des protéo- 

glycannes fixant l'acide hyaluronique qui provoque une 

absence d'agrégation -- in vitro des protéoglycarines du car- 

tilage du membre immobilisé. Ils n'ont cependant pas 

constaté de modifications morphologiques similaires à 

celles décrites dans l'ostéoarthrose. 

L'immobilisation (pendant plus de 8 semaines) de l'articu- 

lation du lapin, du chien et du mouton provoque des change- 

ments dans les tissus mous périarticulaires, les tissus 

intra-articulaires et les cartilages articulaires, change- 

ments qulAkeson et ses coll$gues ont appelé de façon 

appropriée  vieillissement accéléré" (Akeson, Amiel, 

Laviolette et Secrist, 1968):Ceprocessus est caractéris6 

par uneperted'eaude ces tissus (4 à 574 pour les tissusmous 

et 6 à 7% pour le cartilage) et par un épuisement général 

en GAGS (Wigren, Wi,k et Falk, 1975 ) .  En se basant sur le 



poids de tissu dégraissé, sec et humide, le contenu en 

NaHA , ChS et dermatane sulfate pour les articulations 

immobilisées des genoux de lapins et de chiens étaient 

plus bas que pour ceux des témoins. 

Après 10 à 12 semaines d'immobilisation, le contenu en 

NaHA, ChS et dermatane sulfate des tendons patellaires, 

du quadriceps, de la capsule postérieure, des ligaments 

cruciformes et collatéraux, était significativement plus 

bas que la normale. La membrane synovialeet la capsule 

antérieure présentaient seulement une diminution signifi- 

cative delateneurenNaHA (Akeson, Amiel, LaViolette et 

Secrist, 1968; Akeson, Amiel et LaViolette, 1967. Akeson, 

Woo, Amiel, Coutts et Daniel, 1973). 

La [ r i ] , ,  du NaHA extrait du tissu conjonctif périarticulaire 

a été évaluéedans les articulations du chien après immobi- 

lisation (Akeson, Amiel, LaViolette et Secrist, 1968). 

Aucune différence significative de la [ r i I o  entre les arti- 

culations immobilisées et les articulations témoins n'a 

été observée. Les recherches décrites dans cette thèse, 

ont été centrées sur l'étude des premiers changements 

(1 semaine) survenant après l'immobilisation, ce domaine 

n'ayant pas encore été étudié. Il était également important 

de savoir comment le liquide synovial et la teneur en NaHA 

évoluait pendant cette période initiale d'immobilisation et 

comment la teneur en GAGS du cartilage en était affecté. 



B. Exemples d'arthrite induits immunologique- 

ment et chimiauement 

1.  Exemples d'arthrites induites-par des 
antigènes 

Plusieurs méthodes ont été suggérks pour provoquer des 

arthrite rhumatoidschez les animaux. Comme il était 

évident qur les mécanismes immunologiques jouent un rôle 

important dans ces méthodes (Hollander, McCarty, Astorga 

et Castro-Murillo, 1965; Rawson et Torralba, 1967; Loewi, 

1968; Hollander, 1969), il était raisonable de s'attendre 

à ce qu'une réaction similaire puisse être reproduiteen 

induisant une réaction immune dans l'articulation (Fried- 

berger, 191 3; Bruschwig et Henry, 1933; Odell et Key, 

1956). Il est important de noter que toutes les réactions 

immunologiques n'imitent pas les modifications des compo- 

sants de l'articulation tels que ceux observés dans 

l'arthrite rhumatoide (RA). Par exemple, la polyarthrite 

du rat (Burstein et Waksman, 1964; Pearson et Wood, 1964; 

Putnam, Lubaroff et Waksman, 1969), est l'un des modèles 

les plus utilisé pour tester les médicaments pouvant être 

utilisables dans le RA. Dans ce modèle, ltinfiltrat inflm- 

matoire est riche en cellules à proliférations rapide 

(Jasin, Cooke, Hurd, Smiley et Ziff, 1973). Dans le RA 

toutefois, l'un des traits caractéristiques est la 

synthèse de forte quantité d'immunoglobines par un grand 

nombre de cellules lymphoides(Smiley, Sachs et Ziff, 1968; 

Sliwinsky et Zvaifler, 1970). Ceci n'est pas le cas dans 

la polyarthrite du rat. De même pour ce modèle les 



conditions inflammatoire ne sont pas chroniques comme 

pour la synovite rhumatoide. 

Un autre modèle immunologique a été introduit par Dumonde 

et Glynn en 1962. Ce modèle a probablement le plus de 

caractéristiques en commun avec la maladie actuelle de 

1 )  elle est produite immunologiquement 

2 )  elle possède une synovite caractérisée par 

l'infiltration de lymphocytes et de plasmocytes 

3) une seule injection d'antigène provoque le même 

type d'inflammation chronique que celui observé 

dans le RA (Glynn, 1968, 1969; Consden, Doble, Glynn 

and Nind, 1971 1. 

Pour le modèle original Dumonde et Glynn avaient utilisé 

de la fibrine dans de l'adjuvant complet de Freund comme 

antigène pour immuniser les lapins. Trois semaines plus 

tard l'antigène a été injecté intra-articulairement pour 

provoquer le développement d'une synovite chronique. Plus 

tard d'autres antigènes ont été utilisés tels que la sérum 

albumine bovine, la sérum albumine hurnaii?e,les gamma glo- 

bulines, et l'ovalbumine ( Pearson, 1964; Glynn, 1969; Jasin 

et Ziff, 1969; Consden, Doble, Glynn et Nind, 1971 ; 

Steinberg, McCrae, Cohen et Schumacher, 1973; Lowther, 

Sandy, Santer et Brown, 1978). 

Le modèle utilisé dans cette thèse a été produit en utili- 

sant de l'ovalbumine et la dose déclenchante choisie a été 



d'une façon telle qu'elle pouvait produire une arthrite 

chronique pendant au moins 8 semaines après l'injection 

intra-articulaire (Consden, Doble, Glynn et Nind, 1971). 

Les modifications apparaissant dans le tissu synovial et 

dans le cartilage articulaire dans l'arthrite induite par 

l'antigène ont été bien étudiées (Dumonde et Glynn, 1962; 

Janis et Hamerman, 1969; Consden, Doble, Glynn et Nind, 

1971; Cooke, Hurd, Ziff et Jasin, 1972; Jasin, Cooke, Hurd, 

Smiley et Ziff, 1973; Steinberg, McCrae, Cohen et Schu- 

macher, 1973; Poole et Coombs, 1977; Poole, Oldham et 

Coombs, 1978; Lowther, Sandy, Santer et Brown, 1978). Les 

premiers changements (dans les heures suivant immédiate- 

ment l'injection intra-articulaire) sont l'hémorragie des 

vaisseaux sanguins du tissu synovial et une accumulation 

d'un exsudat synovial visqueux. Le développement d'une 

vasculite sévère n'est que rarement constaté car générale- 

ment la maladie n'était pas étudiée avant que les symptomes 

soient bien apparents. Ce type de réaction est caracté- 

ristique des réactions du type Arthus, dans lesquelles 

les anticorps précipitans doivent se combiner nécessaire- 

ment avec l'antigène en présence de complément. Ce 

complexe est alors concentré dans la paroi des vaisseaux; 

l'ingestion de ce matériel par un nombre croissant de 

leucocytespolymorphonucléaire les obligent à libérer leurs 

enzymes lysosomiales provoquant des lésions des tissus 

adjacents (Levenson et Cochrane, 1964). Des substances de 

cette nature ont été observés au microscope électronique 



dans le modèle à l'ovalbamine (Steinberg, McCrae, Cohen 

et Schumacher, 1973). On peut constater pendant cette 

phase aigue une prolifération des cellules synoviales 

(surtout de type "3") suivie de la nécrose de la membrane 

synoviale. On trouve aussi un nombre élevé de leucocytes 

polymorphonucléaires. 

Cette inflammation aigue laisse la place après environ 

une semaine à une inflammation chronique. Après environ 

un mois la synovie s'épaissit et se décolore. Des 

lymphocytes et quelques macrophages remplacent les leu- 

cocytes polymorphonucléaires observé dans la phase aigue. 

Du tissu fibreux et un pannus commencent à s'accumuler. 

La détérioration du cartilage articulaire qui nlest 

pas observée pendant les premières étapes, devient de 

plus en plus importante. 

Les modifications biochimiques apparaissant dans ce modèle 

n'ont pas été étudiés d'une façon approfondie. Lowther, 

Sandy, Santer et Brown (1978) en utilisant un modèle simi- 

laire d'arthrite induite par un antigène (sérum albumine 

humaire) n'ont pas trouvé de changement significatif dans 

la teneur en collagène mais une diminution marquée des 

proteoglycannes ( PG ) du cartilage pendant une période expéri- 

mentale de 57 jours. La perte des protéoglycannes a été 

corrélÉepositivement avec la durée de l'inflammation. ~ ë s  

cartilages des articulations avec une inflammation soit 

aigue soit chronique ont présenté une inhibition marquée 

de l'activité biosynthétique des PG. La perte de PG est 



due principalement à l'action des enzymes proteolytiques 

libérés par les cellules iriflammatoires (Wood, Pryce- 

Jones, White, et Nuki 1971 ; Muirden, 1972). Il a égale- 

ment été suggéré que la perte de PG est un résultat de 

l'inhibition de la biosynthèse de PG (Lowther, Sandy 

Santer et Brown, 1978). Cette diminution des PG a égale- 

ment été observée dans l'arthrite induite par la carra- 

geenine où il y avait aussi une augmentation des leu- 

cocytes polymorphonucléaires dans le liquide synovial 

( Gillard et Lowther, 1976 ) . 

Les agents responsables de l'inhibition de la biosynthèse 

du PG ne sont pas connus mais l'acide hyaluronique (Bandley 

et Lowther, 1976), les dérivée oligosaccharidiques 

(Wiebkin, Hardingham et Muir, 19751, la prostaglandine Al 
9 

ou les lymphokines, (Eisenbath, Benttel et Liebovitz, 

1974; Herman, Nozoe et Nutman, 1977) en font partie. 

Pour les recherches rapportées dans cette thèse portant 

sur la production de l'arthrite, nous avons utilisé le 

modèle de l'ovalbumine afin d'étudier les effets sur le 

NaHA endogène et exogène. 

2. Arthrite induite Dar les lectines 

La concanavaline A (CON A) et d'autres lectines (Lens 

culinaris lectin(LcL), l'agglutinine du germe de blé: 

(WGA), la lectine de pisum satium ( PsL 1) peuvent induire 

une inflammation quand elles sont injectées dans des 

tissus conjonctifs différents (Kind et Petersen, 1968; 



Shier , Trot ter et Reading, 1 974;  Waldmann,Thoss,~aabe et 14Üller, 

1 9 7 5 ;  Hay, 1 9 7 3 ;  Hall et Pribnow, 1977 ;  Waldmann, 

Henzgen et Thoss, 1 9 7 8 ) .  Une telle inflammation a été 

observée et quantifiée sur le coussinetde la patte du rat 

( Shier, Trotter et Reading, 1 9 7 4 ) .  La CON A (1; O - 100  ~g ) 

produit un oedèmeplus intense et plus durable que la WGA 

ou la PsL. Il a été reporté, qu'une seule injection intra- 

articulaire de CON A, de WGA, ou de PsL dans le genou du 

lapin produit une inflammation aigue suivie d'une phase 

chronique qui peut s'étendre sur 6 mois (Thoss, Raabe, 

et Müller, 1 9 7 6 ;  Waldmann, Henzgen et Thoss, 1978 1. La 

phase aigue qui peut durer de 6 heures à 7  jours pour 

l'arthrite du lapin produite par la CON A ou par le LcL 

était caractérisée par une synovite qui débute par une 

inflammation riche in leucocytes ( réaction qui n ' est pas 

de type Arthus), et à peu près trois jours plus tard les 

lymphocytes et les plasmocytes apparaissent. Les lectines 

marquées à la fluorescéineétait captées par les cellules 

du tissu synovial (Thoss, Raabe et Müller, 1 9 7 6 ) .  

Comme pour l'inflammation du coussinetde la patte du rat, 

la CON A, la WGA et la PSL p r o v o q u a i e n t c h a c u n e ~ d a r i _ ~ l ' a r t h -  

rite du lapin une réaction différente d'intensité. Un 

examen histologique qualitatif a montré que llagentinducteur 

de l'arthrite le plus efficace était la CON A suivie de la 

PsL puis de la LcL, alors que la WGA n'avait qu'un très léger 

effet ( Waldmann, Henzgen et Thoss , 1 978 ) . 



Comme les lectines se lient spécifiquement a certains 

résidus osidiques des glucides complexes (pour un compte 

rendu voir Nicholson, 1974) ,  la liaison peut éventuelle- 

ment etre inhibée par un simple sucre spécifique pour 

une lectine particulière. Dans les recherches relatées 

dans cette thèse, nous avons étudié l'effet de la CON A 

sur la teneur en NaHA de l'articulation du genou du lapin. 

Cet effet a été comparé avec celui produit par la WGA, 

l'agglutinine de soja (SBA) et le méthylmannopyranoside 

a été utilisé en tant qu'inhibiteur de l'effet de la CON A. 



VII. Effet thérapeutique de l'acide hyaluronique injecté 

dans l'articulation et dans l'oeil 

A .  Effet sur l'arthrite 

1. Modèle animal de l'arthrite 

Il a été suggéré depuis plusieurs années que l'acide 

hyaluronique injecté dans l'articulation arthritique peut 

améliorer l'état du cartilage pathologique. Cette sug- 

gestion a été basée sur des expériences au cours desquelles 

l'acide hyaluronique stérile en solution, préparé à partir 

du liquide synovial de boeuf, a été introduit entre les 

bouts fracturés du fémur de rat. L'acide hyaluronique a 

inhibé la formation du callus et accéléré la formation 

d'une pseudo-articulation en provoquant le développement 

d'un cartilage à surface lisse (Balazs, 1942 ) .  Il a 

été trouvé également que des plaies de la surface du 

cartilage articulaire, chez les chiens, cicatrisent mieux 

quand cette même préparation d'acide hyaluronique a été 

appliquée sur la surface traumatisée (Balazs et Piller, 

1943). Ceci a été confirmé ultérieurement par Curri et 

ses collaborateurs (Curri et Maschio, 1959; Curri et 

Campailla, 1966 ) .  Ces mêmes auteurs ( 1967 1 ont décrit 

l'utilisation d'acide hyaluronique en solution ( 3  - 5 mg 

par injection répétée, viscosité 4 - 8 fois supérieure à 

l'eau) en injection intra-articulaire chez le chien, 

et le lapin après induction d'arthrite avec le formal- 

déhyde. Ce type d'arthrite produit un traumatisme très 



sévère du cartilage articulaire avec une très faible 

tendance à la régénération. Les auteurs ont rapporté 

que le traitement répété à l'acide hyaluronique a accé- 

léré la régénération du cartilage, a diminué la réaction 

inflammatoire dans l'articulation et a empêché la for- 

mation d'un pannus important. L'acide hyaluronique NIF- 

NaHA a été utilisé pour la première fois chez le chien 

et le singe nocturne après l'abrasion du cartilage arti- 

culaire. Les articulations traitées avec le NIF-NaHA 

étaient moins douloureuses, moins enflammées et la plaie 

du cartilage a guéri en moins de 6 semaines, tandis que 

chez les témoins l'articulation est restée enflammée, 

douloureuse et a présenté des érosions au niveau du 

ca~tilage même après ce délai ( Rydell et Balazs, 1971 ; 

Rydell, 1970; Rydell, Balazs et Freeman, 1971 ) .  Ces 

mêmes auteurs ont rapporté que le NIF-NaHA injecté par 

voie sous-cutanée, sous-conjonctivale et dans l'espace 

péritendineux ou autour de corps étrangers implantés 

a diminué la formation du granulome, du tissu fibreux et 

les adhésions. Des incisions multiples de la surface 

supportant le poids du cartilage articulaire du genou 

du lapin ont montré moins d'effusion et de gonflement 

et une moindre formation de pannus et ont présenté une 

meilleure guerison de la plaie du cartilage après traite- 

ment au NIF-NaHA que les contrôles (Bland, 1972). Dans 

les articulations du genou du lapin l'injection NIF-NaHA 

a protégé le cartilage d'une perte d'eau pendant 8 semaines 

d'immobilisation. NIF-NaHA injecté a protégé aussi le 



cartilage de l'articulation immobilisée de modifications 

observables par des méthodes histologiques ou par micros- 

copie électronique (Wigren, Wik et Falk, 1975, 1976 ) .  

L'instabilité peut être produite dans l'articulation du 

genou du chien par section du ligament antérieur cruciforme 

( Telhag et Lindberg, 1972; Pond et Nuki, 1973).  près 

la chirurgie, on a injecté dans certaines de ces articula- 

tions du NIF-NaHA ( 2 ml, 10 mg/ml ) ; certaines autres ont 

été injectées avec le tampon (SPT) seul au 5ème, 15ème 

et 21ème jour après la chirurgie. Les chiens traités 

avec le NIF-NaHA ont moins boité et,ont guéri cliniquement 

d'une façon plus rapide. Sept mois après le traumatisme, 

l'évaluation histologique et biochimique des protéogly- 

cannes du cartilage a montré une diminution considérable 

des modifications pathologiques par rapport aux contrôles 

non traités (Lindblad, Ollson, Çchrantz, Heinegard, 

Inerot et Reiland, 1982 1 .  

2. Arthrite traumatique du cheval 

Dans l'arthrite traumatique des chevaux, l'injection 

intra-articulaire de NIF-NaHA a amélioré le fonctionnement 

de l'articulation et a éliminé la douleur (Rydell, Butler 

et Balazs, 1970; Asheim et Lindblad, 1976; Swanstrom, 

1978; Rose, 1979; Phillips, 1980; Irwin, 1980; Langlois, 

1981 ) .  Il a été montré que dans les conditions arthritiques 

quand la taille moléculaire de l'acide hyaluronique dans 

l'articulation est inférieure à la normale, la taille 



moléculaire retourne vers sa valeur normale après l'injec- 

tion de NIF-NaHA. Ceci apparaît seulement dans les cas 

qui montrent une amélioration clinique, comme cela a été 

noté par Balazs, Briller et Denlinger (1981 1 .  

3. Ostéoarthrose humaine 

Encouragés par l'effet bénéfique de NIF-NaHA injecté dans 

les articulations du cheval souffrant d'ostéoarthrose 

traumatique, plusieurs chercheurs ont engagé des études 

humaines ( Rydell , 1 972 ; Helfet , 1974; Peyron et Balazs , 

1974; Weiss, Balazs, St. Onge et Denlinger 1981). Une 

ou deux injections intra-articulaires de NIF-NaHA ont 

diminué la douleur, la rigidité et en général a amélioré 

le fonctionnement de l'articulation. Dans ces études, 

environ 200 articulations du genou ont été étudiées sans 

que l'on puisse constater d'effetnuisible. Bien qu'on ai 

pu constater un effet placébo élevé et malgré l'effet 

apparemment bénéfique d'injections de SPT ou du solvant 

utilisé pour la préparation de NIF-NaHA, une ou deux 

injections de NIF-NaHA ont considérablement amélioré le 

fonctionnement de l'articulation pendant 3 - 6 mois. 

 évaluation en double aveugle du fonctionnement de 

l'articulation chez les patients a clairement montré une 

différence significative en faveur des articulations 

traitées par NIF-NaHA par rapport aux articulations 

traitées avec le placébo ou par le SPT pendant une période 

de trois mois. Dans quelques cas avec présence d'effusion 

précédant ou 1 ou 2 semaines après l'injection de NIF-NaHA, 



la taille moléculaire de l'acide hyaluronique dans le 

liquide synovial a été analysée; on a trouvé qu'elle 

était en-dessous de la valeur normale observée avant le 

traitement. Après le traitement avec le NIF-NaHA, la 

taille moléculaire a augmenté et a atteint des valeurs 

normales ou presque normales (Peyron et Balazs, 1974). 

Il faut insister sur le fait que le NIF-NaHA injecté 

a amélioré la fonction de l'articulation seulement dans 

les cas ou l'arthrose a été dans sa phase aiguë avec une 

douleur forte et persistante. 



MATERIELS ET METHODES 

1. Animaux expérimentaux. 

A. Singes nocturnes (Aotus trivirgatus). 

Nous avons utilisé pour cette expérience, des animaux 

adultes, mâles et femelles de 700 à 1 000 g. Nous les 

avons gardés pendant plusieurs années, séparés ou par 

couples (mâle/femelle), dans notre animalerie. Nous 

les avons nourris avec de la nourriture pour singe 

(Purina 25, haute teneur en protéine, Ralston Purina 

Co., St. Louis, MO) additionnée de fruits frais (orange, 

pomme ou banane) et d'eau - ad libitum. 

B. Macaque rhésus (Macaca mulatta) 

Seule des femelles adultes ont été utilisées pour cette 

expérience: leur âge moyen était de 12 ans et elles 

pesaient de 6 à 8 kg. Ces femelles avaient subi une 

ovariectomie bi-latérale, ou bien avaient été immunisées 

contre llestrogène, 10 ans auparavant. Elles avaient 

séjourné dans notre animalerie plusieurs mois avant 

d'être utilisées pour cette étude et nourries de la 

même façon que les singes nocturnes. 

C. Lapins. 

Nous avons utilisé des lapins blancs adultes, mâles et 

femelles de 3 à 5,2 kç de Nouvelle   élan de. Nous les 

avons nourri-s avec de la nourriture pour lapin 



(Ralston Purina Co., St. Louis, NO 1 et de l'eau - ad 

libitum. Nous les avons gardé séparément dans notre 

animalerie. 

D. Chevaux . 
Nous avons utilisé 5 chevaux ( 3  mâles castrés, 2 fem- 

elles) (voir tableau ci-dessous). Tous ces animaux 

étaient normaux, en bonne santé, et leurs articulations 

ne présentaient aucune particularité pathologique. Ils 

ont été gardés dans leurs boxes pendant toute la,durée 

de l'expérience. 

. ' 
Nom du cheval Race Sexe Aye Poids 

( ans ) ( kg 

Gay Commander Pur sang C 5 390 

Apples Appaloosa F 1 O 340 

Dus ty Buckskin C 7 360 

Blnding Agent Pur sang C 7 430 

Truly Yours Pur sang F 1 1  390 

E. Bétail. 

Les yeux ont été prélévés immédiatement après l'abbatage 

et gardés à  OC juçqu'à ,leur utilisation. Du cartilage 
articulaire des metacarpes de veau ( 2  - 4 mois) et de boeuf 

ont été prélevé. 



II. Produits chimiques et réactifs . 

A. NaHA. 

1 . NaHA non inflammatoire ( NIF-HaHA ! . 
Nous avons obtenu de Pharmacia AB, Uppsala, Suede 

(Healon ) ,  et de Biomatrix, New York, N.Y. de lthyalu- 

ronate de sodium stérile, apyrogène, hautement purifié 

et non inflammatoire, extrait de crêtes de coqs d'après 

Balazs (1979). Le NIF-NaHA a été dissous dans une solu- 

tion physiologique tamponnée (SPT), sans conservateur et 

contenant (pour un litre d'eau bidistillée à pyrogène), 

Na2HP04 ; 2H20. La concentration du NaHA de la solution 

utilisée était de 10,O 2 0,2 mg/ml. Le pH de cette 

+ solution de NIF-NaHA à 1 %  était de 7,2 - 0,2 mg/ml, et 

a. Pureté, La pureté du NIF-NaHA 

utilisé dans cette expérience a été évaluée selon les 

critères décrits dans le tableau ci-dessous, qui 

présente les variations de la pureté des lots de NIF- 

NaHA. 

La préparation de NIF-NaHA a été aussi analysé pour 

mettre en évidence la présence possible de sucres 

neutres (arabinose, fucose, galactose, glucose, mannose, 

rhamnose, ribose et xylose). La concentration de ces 

sucres doit être inférieur à 0,02% de lthyaluronate de 

sodium (Longas et Meyer, 1981 ) .  



( 1  ) L'absorp t ion  é l e v é e  à 257 nm e s t  due aux a c i d e s  
nuc lé iques .  La t eneur  en c e t t e  impureté v a r i e  de 
0 ,1% à 0,3% de l a  t eneur  en NaHA. 

b. Immunogénicité. ~'immunogénicité du 

NIF-NaHA a été testé chez les lapins et chez les humains 

par des tests cutanés passifs anaphylactiques (Richter, 

1974, Richter, Ryde et Zetterstrom, 1979). Ces études 

ont prouvé qu'aucune immunoqénicité n'a pu être rise en 

évidence avec ces préparations hautement purifiées. 

u n i t é ;  méthode; 
d é f i n i t i o n  

% de l a  t eneur  en  
PlaHA . 
% de l a  t eneur  
t o t a l e  en hexo- 
samine. 

Cuve t t e  de 1 cm, 
s o l u t i o n  de 
NaHA a 1%. 

Cuvet te  de  1 cm, 
s o l u t i o n  de NaHA 
à 1%. 

Temperature : 
25OC. 

PPm 

P Pm 

c c / ¶ ;  temp. 25OC 
v i t e s s e  de c i s a i l l e -  
ment moyenne : 1700 
sec-1 ; s o l v e n t  
0.15N NaCl. 

l y s a t e  de l imulus  
e t  t e s t  de l a  
temperature  du 
l a p i n .  

Selon l e s  méthodes 
r é f é r e n c e s  de  

l a  Pharmacopie des  
U . S . A .  

Paramètre 
é t u d i é  

Teneur en  amino a c i d e  

Teneur en  galactosamine 

Absorption à 257 nrn 

~ b s o r p t i o n  à 400 9 m  

Rotat icn  o p t i q u e  
s p é c i f i q u e  A 436 n m 

Fer 

Cuivre 

~ i s c o s i t é  l i m i t a n t e  

Pyrogenési t é  

s t é r i l i t é  

~ é s u l  t a t  

0.04-0.05 

0.25-0.39 

0.500-0.970 

0.008-0.013 

-1 59.00 à 
-1 66.00 

< 2 

< 2 

2800-4080 

exempt de  
pyrogène 

ne c o n t i e n t  
pas de micro-de 
organismes 
v i v a n t s  n i  
de s p o r e s .  



De même, les tests de longue durée répétés sur l'oeil 

du singe nocturne et du macaque rhésus n'ont pas permis 

de déceler une immunogénicité quelconque avec ces prépa- 

rations (Denlinger et Balazs, 1980; Denlinger, El-Mofty 

et Balazs, 1980). 

c. ~mpuretés causes d'inflamation. 

Tous les lots de NIF-NaHA utilisés au cours de ce travail 

ont été testés pour détecter la présence d'impuretés sus- 

ceptibles de provoquer une réaction inflammatoire dans 

l'oeil, l'articulation, ou la cavité péritonale. Ce test 

réalisé sur l'oeil du singe nocturne a été décrit par 

Denlinger et Ralazs (1980) et par Denlinger, El-Mofty et 

Ralazs (1980). Les critères qui déterminent l'absence 

d'impuretés, causes d'inflammation, sont les suivants. 

Un ml de liquide vitré est remplacé par le même volume de 

solution de NaHA à 1%. Quarante-huit heures plus tard, 

la réaction inflammatoire de l'humeur aqueuse est évaluée 

semi-quantitativement par une lampe à fente et par un 

examen ophtalmoscopique, et quantitativement en dénombrant 

les leucocytes sur un échantillon d'humeur aqueuse. 

L'humeur aqueuse normale ne contient pas de cellules. La 

substitution du liquide vitré par une substance à tester 

peut créer un trauma chirurgical qui peut augmenter le 

nombre de leucocytes dans l'humeur aqueuse jusqu'à 200 

3 cellules par mm . C'est pourquoi le NIF-NaHA non infla- 

mmatoire a été défini comme une préparation de moids 

moléculaire élevé ( [ r i 1 , > 1 5 0 0  cc/g; stérile; apyrogène 

qui à une concentration de 10 mg/ml dans une solution 



physiologique tamponnée, ne provoque pas l'apparition de 

plus de 200 cellules par mm3 dans l'humeur aqueuse dans 

le test sur l'oeil du singe. 

Les lots de NIF-NaHA utilisés dans cette étude provo- 

quaient une réaction cellulaire comprise entre O - 135 

cellules par mm3 dl humeur aqueuse. 

d. Solutions de concentrations supé- 

rieures à 1%. Ces solutions ont été préparées à partir 

des solutions de NIF-NaHA décrites ci-dessus, en prkzi- 

pitant dans des conditions stériles le NaHA de la solu- 

tion à 1 %  avec de l'éthanol stérile. Le précipité a été 

lavé à plusieurs reprises par un mélange dVéthanol/ether, 

séché sous vide stérilement. Ce NaHA sec a été redissous 

+ + à la concentration désirée (15,O - 0,4 mg/ml et 20,O - 

0,4 mg/ml) dans la même solution physiologique tamponnée 

que celle décrite plus haut. Le pH de ces solutions était 

f de 7,2 - 0,2 . La concentration en NaHA a été déterminée 

par dosage de l'acide hexuronique, et les tests de stéri- 

lité ont été pratiqués selon des normes de la Pharmacopée 

américaine. 



2. Hyaluronate de sodium ( NaHA). 

A cours de quelques expèriences sur les yeux des singes 

nocturnes; la vitesse de diffusion du NIF-NaHA a été 

comparée avec celle d'une préparation étalon de NaHA. 

La préparation de NaHA a été obtenue auprès de Biomatrix, 

Inc., et ses caractéristiques chimiques et physico- 

chimiques étaient dans les limites décrites plus haut 

pour le NIF-NaHA. Elle contenait 10 mg/ml de NaHA dis- 

sous dans la même solution physiologique tamponée (PH 7,2), 

stérile et apyrogène. La seule différence était 

qu'elle contenait des impuretés capables de provoquer une 

infiainmation et, par conséquence, donnait une réaction de 

plus de 500 cellules par mm3 dans 1' humeur aqueuse lors 

da test sur l'oeil du singe nocturne. 

B. Solution physiologique tamponnée (SPT). 

Cette solution contenait (par litre d'eau bidistillée 

apyrogène ) 8 mg de NaCl, 0,04 de NaH2P04; H20 et 

+ 0,28 mg de Na2HP04.2H20. Son pH était de 7,2 - 0,2. 

Elle a 6th stérilisée par filtration (Filtre Millipore, 

taille des pores 0,22~im) dans notre laboratoire. C'est 

dans cette solution que le NIF-NaHA et le NaHA ont 6th 

dissous. 

C. Ovalbumine , 

Albumine d'oeuf, cristallisée, Catalogue * 100132, 
lot # 4561 , ( ICN Pharmaceuticals, Plainview, N.Y. 1. 



D. ~d,juvant complet bacto de Freund. 

Contrôle no 518843, no 0638-59 (Difco Laboratories, 

Detroit, MI. ) .  

E. Lectines 

(Miles Laboratories, Elkhart, IN. ) Concanavaline A: 

3X cristallisée, poudre lyophilisée, exempte de sels, 

catalogue no 79-003, lot no 121, exempte de carbohy- 

drates, en solution dans la solution physiologique tamp- 

onnée, stérilisée par filtration. Agglutinine de germe 

de blé : catalogue no 79-016, lot 23 fournie dans 0,OlM 

de tampon phosphate, pH 7,4 en solution dans de la solu- 

tion physiologique pour corriger la concentration en 

phosphate, stérilisée par filtration. Agglutinine de 

soja: catalogue no 79-018, lot SR 21, en solution dans 

la solution physiologique et stérilisée par filtration. 

Lot no M6882, (Sigma Biochemicals, St. Louis,MO . ) .  

G. Hyaluronidase de sangsue. 

Specific 8-1-3 hyaluronate hydrolase a été obtenue de Bio- 

matrix, N Y , N - f ) .  Cette ensyme, ne dégrade pas d'autres gly- 

cosaminoglycannes. Son pH optimum est compris entre 6 

et 7 (Hahn, 1945; Linker, Meyer et Iioffman, 1960; Yuki 

et Fishman, 1963). Elle a été dissoute dans du tampon 



H. Hyaluronidase testiculaire 

Une endo-hexosaminidase 81 - 4 non spécifique, dégra- 

dant NaHA et les ChS, a été obtenue des Laboratoires 

WYETH lab, Philadelphia, P.A. .Cette enzyme est dissoute 

dans du tampon McIlvaine'sà pH - 5 , 5 .  

1. Fibronectine plasmatique et ses anticorps - -- 

La fibronectine du plas!m humain { F N )  a été purifïee 

selon Vuento et Vahcri ( 1 9 7 4 ) .  La FN purifiée donné 

ilne seule ligne en immunodiffusion et immunoelectropho- 

reses contre un antisérum antiprotéines plasmatiques 

humains (Institut Pasteur, Paris). . . 
Les anticorps ont été préparés en immunisant des lapins 

par FN purifiée. ~'antisérum anti-FN a été purifié par i !:: 
passage à travers une colonne de gelatine de CNRr- 

3 
Sepharose pour absorber la FN présente dans le skrum du 

lapin. Ensuite il a été passe à travers une colonne de 

protéines plasmatiques humaine-Sepharose, privées des 

FN, pour absorber tous les anticorps non diriges contre FN. 



I I I .  Méthodes  u t i l i s é e s  d a n s  l e s  e x p é r i e n c e s  s u r  l e  

1 - i q u i d e  v i t r é ,  

A .  S u b s t i t u t i o n  du  l i q u i d e  v i t r é :  s i n g e  

n o c t u r n e .  

Nous a v o n s  u t i l i s é  d e u x  g o u t t e s  d e  s o l u t i o n  o p h t a l m i q u e  

c y c l o p e n t o l a t e  HC1 à 1 %  ( C y c l o g y l ,  S c h e i f f e l 3 - n  a n d  C o . ,  

N e w  Y o r k ,  N . Y . )  p o u r  i n d u i r e  l a  m y d r i a s e  a v a n t  l ' o p é r a -  

t i o n  c h i r u r g i c a l e .    près d i l a t a t i o n  t o t a l e  d e  l a  pu- 

p i l l e  ( a p p r o x i m a t i v e m e n t  2 0  m i n u t e s ) ,  l e  s i n g e  a é t é  

c a l n é  p a r  u n e  i n j e c t i o n  i n t r a m u s c u l a i r e  d e  c e t a m i n e  HCI, 

1 2  mg/kg d e  p o i d s  c o r p o r e l  (Ve t a l a r  1 0 0  mg/ml ,  P a r k e ,  

D a v i s  a n d  C o . ,  D e t r o i t ,  M I ) .  Nous 2 v o n s  a p p l i q u é  à l a  

s u r f a c e  d e  l a  c o r n é e  d e  l a  p r o p a r a c a i n e  HC1 ( A l c a i n e ,  

0 , 5 % ,  Alcon  L a b o r a t o r i e s ,  F t .  W o r t h ,  TX,  comme a n e s -  

t h é s i q u e  t o p i q u e .  Chaque o e i l  a d ' a b o r d  é t é  e x a m i n e  

a v e c  une  l a m p e  à f e n t e .  P o u r  p o u v o i r  ê t r e  s é l e c t i o n n é s  

p o u r  c e t t e  é t u d e ,  l a  c h a m b r e  a n t e r i e u r e  e t  l e  l i q u i d e  

v i t r é  d e v a i e n t  ê t r e  d é p o u r v u s  d e  c e l l u l e s  e t  d e  f l o c o n s  

q u i  i n d i q u e n t  une  c o n c e n t r a t i o n  e n  p r o t é i n e s  e x c e s s i v e ) ,  

e t  l e  c r i s t a l l i n  n e  d e v a i t  p r é s e n t e r  a u c u n e  o p a c i t é .  

De p l u s ,  l a  c o r n é e  e t  l ' i r i s  d e v a i e n t  ê t r e  n o r m a u x .  L e  

l i q u i d e  v i t r é  e t  l a  r é t i n e  d e v a i e n t  ê t r e  normaux à 

l ' o p h t a l r n o s c o p e  i n d i r e c t  ( à  l ' e x c e p t i o n  d e  q u e l q u e s  c a s  

où  l a  p a t h o l o g i e  f a i s a i t  p a r t i e  d u  p r o t o c o l e  e x p é r i m e n -  

t a l  ) .  



Afin de préparer l'aire orbitale latérale pour l'opé- 

ration chirurgicale, nous l'avons rasé de près avec un 

rasoir électrique. L'aire périorbitale a été nettoyée 

à l'iode à 1%. L'oeil (y compris les culs de sacs) a 

alors été lavé avec une solution saline stérile, 

puis séché avec du coton stérile. De ce moment et 

pendant l'opération, nous avons utilise des larmes 

artificielles (Isopto Tears, alcon Laboratories, Ft. 

Worth, TX) afin de maintenir la cornée humide. La 

surface nettoyée a alors été recouverte de plastique 

stérile découpé spécialement pour découvrir uniquement 

la partie à opérer. A partir de ce moment, les 

différentes étapes ont été conduites stérilement. 

Nous avons pratiqué une canthotomie temporale, et 

incisé la peau sur 5 à 8 mm. nous avons dégagé l'os 

orbital latéral de la peau et du tissu sous-cutané. 

Une pièce d'os triangulaire (5 x 5 mm) a été excisée 

et libérée de la sclérotique en direction du limbe 

afin que l'intégrité de la jonction tissu conjonctif 

- limbe ne soit pas altérés, diminuant ainsi le risque 

d'infection post-opératoire. Ensuite, nous avons 

libéré une petite surface de la sclérotique, en étendant 

l'incisionlatérale du tissu conjonctif; puis la scléro- 

tique a été cautérisée à 5 mm du limbe à l'aide d'une 

baguette de verre stérilisée à la flamme. Nous avons 

placé à cet endroit deux sutures sans perforer le globe 



oculaire. Une aiguille de 0.5 mm reliée à un tube flex- 

ible (Abbot Laboratories, Meedham Heights, MA) attachée 

à une seringue stérilisée de 2 , 5  ml a été insérée à travers 

l'espace cautérisé de la sclérotique (par plan ciliaire, 

5 mm derrière le limbe) dans le liquide vitré. Pendant 

cette opération l'aiguille doit être tenue sans bouger dans 

un angle dirigé vers la partie périphérique de la cavité 

du liquide vitré (afin de ne pas tirer le canal de Cloquet) 

mais sans toucher la rétine. Nous avons alors extrait len- 

tement 0 , 9  - 1 , l  ml de liquide vitré (approximativement la 

moitié du volume total). Ce liquide vitré a été remplacé 

par un volume égal de NIF-NaHA ou de NaHA ( 10,O 2 0,2 mg/ml ) 

Nous avons refermé la sclérotique immédiatement aprGs avoir 

retiré l'aiguirle en tirant fermement la suture et en la 

complétant par un noeud carré. 

L'espace autour de la blessure a ét'é lavée avec une solu- 

tion saline stérile et la blessure séchée avec un coton 

stérile. La blessure conjoncti.vale a alors été fermée par. 

2 sutures au fil de soie 7 - O. Nous avons, alors examiné 

l.'oeil à l'aide d'un ophtal-moscope indirect et d'une lampe 

à fente pour détecter une hémorragie éventuelle dans le 

liquide vitré. Quand une telle hémorragie fut décelée 

nous n'avons pas utilisé l'oeil pour l'expérience.   près 

l'examen, nous avons déposé sur la cornée une goutte de 

sulfate d'atropine opntalmique ( 1 %  Alcon ~aboratories, Inc., 

Ft. Worth, ?'X) et nous avons placé dans les culs de sac 

oculaires une pommade à l'érythromycine ophtalmique 

(Ilotycine, 5 mg/g, Dista Products Co., Eli Lilly, India- 

napolis, LN). 



B. Substitution du liquide vitré: Macaque 

rhésus. 

Le protocole était à peu près le même que celui décrit 

pour le singe nocturne avec les exceptions suivantes. 

Le macaque rhésus a été calmé avec une solution de ceta- 

mine HC1 à 20 mg/kg. Après avoir réalisé les contrôles 

biomicroscopiques et anesthésié topiquement la cornée par 

le proparacaine HCI, le tissu conjonctif latéral a été 

coupé à 5 mm du limbe, une petite surface de la scléro- 

tique exposée, cauterisée, et deux sutures ont éte placées 

à cet endroit. Une aiguille de 0.5 mm reliée à un tube 

à infusion pédiatrique flexible, comme celui décrit pré- 

cédemment, lui-même rattachée à une seringue de 2,5 ml 

stérile et insérée entre des sutures sur la surface cau- 

térisée. La pointe de l'aiguille a été soigneusement 

redirigée dans le liquide vitré, pour extraire lentement 

par succion 0,5 ml de liquide vitré et y substituer un 

volume égal de solution physiologique tamponnée stérile 

ou de NIF-NaHA. 

C. Prélèvement d'échantillons de liquide vitré, 

Nous avons prélevé des échantillons de liquide vitré à 

différents temps après l'opération, en utilisant le même 

procédé que pour la première opération de substitution du 

liquide vitré. Nous avons utilisé de la solution saline 

tamponnée pour remplir la chambre vitrée. 



D. Prélèvement d'échantillons alhun:eur 

aqueuse. 

Les singes ont été calmés par une injection intramuscu- 

laire de cetamine HC1 comme décrit précédemment. 11- n'a 

pas été nécessaire de redilater les pupilles puisque-les 

yeux avaient été traités à l'atropine après l'opération 

de substitution et que l'effet de cette drogue dure 

plusieurs jours. Les culs de sacs oculaires ont été lavés 

avec une solution saline stérile et du proparacaine HC1 

appliqué comme anesthésique topique. Nous avons séché la 

cornée avec du coton stérile pour la préparer au prélève- 

ment d'humeur aqueuse. Le prélèvement est fait dans des 

conditions stériles au moyen d'une aiguille de 0.4 mm 

rattachée à une seringue en plastique de type tuberculine, 

à travers la cornée jusqu'au limbe dans la chambre anté- 

rieure. Nous avons fait attention à ce qu'il n'y ait 

aucun contact avec l'iris, le cristallin ou l'endothélium 

de la cornée. Après prélèvement de l'humeur aqueuse, 

nous avons reformé la chambre antérieure avec de l'air 

stérile. 

E. Eiomicroscopie et ophtalmoscopie. 

Une biomicroscopie détaillée (lampe 2. fente Zeiss 900) 

du segment antérieur et du liquide vitré a été utilis&e 

pour l'évaluation clinique des yeux du singe nocturne 

et du macaque rhésus. Les résultats ont ét& enregistrés 

sur le graphique Tolentino. Les réactions vasculaires 

de l'iris, la transparence de la cornée, la présence 



de précipités et de cellules dans la chambre antérieure 

ont été relevées si elles étaient observées. La bio- 

microscopie à la lampe à fente co~nprenait l'examen de 

l'intégrité du gel vitré antérieur et sa relation avec 

la capsule du cristallin postérieur. La position et la 

configuration du canal de Cloquet ont également été 

reportés. Après l'opération, la biomicroscopie du liquide 

vitré a également compris l'évaluation de la position du 

NIF-NaHA ou du NaHA injecté. 

Tous les yeux ont été examinés ainsi par ophtalmoscopie 

indirecte (Schepens Indirect Ophtalmoscope, Mira, Inc., 

Boston, MA) avant le remplacement chirurgical du vitré, 

puis 48 heures et une semaine plus tard. 



IV. ~éthodes utilisées pour les expériences sur les 

articulations 

A. Injection intra-articulaire. 

1 .  Injection dans l'articulation du 
la~in. 

Les lapins ont été anesthésiés par une injection intra- 

veineuse de pentobarbital de sodium (30 mg/kg de poids 

corporel). Le genou a alors été rasé et nettoyé avec de 

l'alcool à 70%. La patte postérieure du lapin maintenu 

en position pliée, nous avons inséré une aiguille de 

0.5 mm entre les condyles fémoraux latéraux et du tibia, 

au dessous du quadriceps dans l'espace intra-articulaire, 

à une profondeur d'environ 8 mm. L'injection a été 

effectuée le plus lentement possible. Aucune perte n'est 

observée, si l'on suit ce procédé. 

2. Injection dans l'articulation du 
cheval. 

Les articulations étudiées furent celles du carpe et du 

jarret. Avant les injections, la peau a été soigneuse- 

ment rasée, lavée et désinfectée. Une anesthésie locale 

sous cutanée a été pratiquée en faisant extrèmement 

attention à ce que l'anesthésie ne soit pas introduit 

dans l'articulation. Une aguille stérile attachée à une 

seringue stérile de 5 ml, a été introduite dans l'espace 

articulaire pour le prel6vement d'un volume de liquide 

synovial égal au volume de solution saline tamponnée ou 

de NaHA injecté par la suite. La quantité de volume à 



prélever a été sélectionnée par un procédé de randomi- 

sation. Les solutions salines tamponnées ou de NIF-NaHA 

ont été injectées en remplaçant l'aiguille de 5 ml avec 

laquelle le liquide synovial avait été prélevé par une 

aiguille contenant la solution à injecter. Ceci a été 

réalisé en tenant l'aiguille aussi fermement que possible 

et en échangeant les seringues sans contamination. Après 

l'injection, l'aiguille a été retirée, et dans aucun cas 

nous n'avons observé de perte de liquide à l'endroit de 

l'injection. 

Après l'injection, les chevaux n'avaient pas l'air de 

ressentir de douleur, et continuaient à se tenir debout 

normalement. 24, 48, 72 heures et 7 jours plus tard, 

les articulations ont été reponctionnées selon le même 

méthode que celle décrite précédemment et l , &  à 1,5 ml 

de liquide synovial ont été recueillis. Avant le pré- 

lèvement, les articulations ont été examinées clinique- 

ment afin de rechercher des signes possibles d'inflam- 

mation, corme un accroissement de la température de la 

peau autour de l'articulation, ou des enflures. Quand 

de tels symptomes ont été relevés ils ont été reportés 

sur le graphique. Pendant ces 7 jours les chevaux 

avaient été maintenus au repos dans leur box mais après 

le dernier prélèvement de liquide synovial ils ont été 

libérés dans un pré où un exercice normal leur a été 

permis. Nous avons procédé à 4 expQriences successives sur 

les mêmes articulations de ces chevaux. 



Entre chaque série, nous laissions les chevaux se re- 

poser .pendant 2 à 3 semaines pendant lesquelles ils 

étaient autorisés à se mouvoir librement dans le pré. 

B. Exemples d'arthrites induites chirur- 

gicalement . 

1 .  Coupe de cartilage sur des zones 
portantes. 

+ Des lapins ( 2 , 3  - 3,7 kg; moyen: 3,2 - 0,l kg) ont été 

anesthesiés par une injection intraveineuse de pentobar- 

bital (Diabutal, Diamond Laboratories, Inc., Des Moines, 

Iowa) à 30 mg/kg. Les deux genoux ont été rasés, .lavés 

avec une solution d'alcool à 70% puis de mercurochrome. 

Dans des conditions stériles, nous avons procédé à 

l'opération suivante. Chaque genou a été maintenu dans 

une position fléchie, le côté ventral nous faisant face. 

Un scalpel stérilise no 1 1  a été inséré à travers la 

peau du côté médian de l'articulation jusque dans la 

cavité articulaire, puis avec la pointe de la lame nous 

avons fait une petite coupe en pleine épaisseur sur .le 

condyle fémoral médian de chaque genou. Une étude pré- 

liminaire avait démontré que cette technique produisait 

des coupes en pleine épaisseur reproductibles. Nous 

avons utilisé des sutures dermiques (0-0) pour refermer 

les incisions, et vaporise sur les plaies du Rézifilm 

chirurgical ( Squibb ) . 



Apres les sutures, nous avons injecté dans le genou d.roit 

+ Ge chacun des animaux 0,3 ml de NIF--NaHA (Cg5 15 ,O - 0,2 

mg/ml, Biomatrix Inc., New York, N.Y.). Les genoux 

gauches des lapins ont été injectés de 0,3 ml de la solu- 

tion physiologique tamponnée. Nous avons poursuivi les 

injections deux fois par semaine pendant 5 semaines et 

demie, 12 semaines et 17 semaines. Nous avons laissé 

passer 5 jours entre la dernière injection et le jour du 

sacrifice; nous avons prélevé des échantillons de carti- 

lage et de lavages de liquide synovial pour les analyser 

comme il est décrit en page 172. Un morceau de cartilage 

de la surface coupée a été inclus et étudié en histologie 

pour évaluer sa souffrance; un autre morceau a été utilisé 

pour une évaluation de l'incorporation de proline et sul- 

fate radioactif. La teneur en GAG a été determinée sur 

le morceau restant. 

2. Production d'articulations instables 
chez le lapin, 

L'instabilité dans 28 articulations de genoux de lapins, 

fut réalisée selon la méthode de Telhag et Lindberg 

(1972). L'articulation a été ouverte dans des conditions 

stériles par une incision médiane parapatellaire. Le 

ligament collatéral médian a été disséqué, et nous en 

avons excisé 3 - 4 mm; le ménisque médian a été enlevé 

et les ligaments cruciaux antérieur et postérieur divisés. 

Après fermeture de la plaie, nous avons injecté dans 

l'espace intra-articulaire de 14 genoux du NIF-NaHA, 

O , 5  ml à 20 mg/nil (C2112, Biomatrix, Inc., New York, N.Y) 



Dans 10 a u t r e s  g e n o u x :  0 , 5  m l  d e  l a  s o l u t i o n  p h y s i o l o g i q u e  

t a m p o n n é e ,  e t  d a n s  l e s  4 a u t r e s  g e n o u x  r e s t a n t s :  r i e n .  

L ' a u t r e  g e n o u ,  n o n - o p é r é  a  s e r v i  d e  c o n t r ô l e  d a n s  c h a q u e  c a s .  

Les a n i m a u x  o n t  é t é  s a c r i f i é s  1 4  s e n a i n e s  a p r è s  l ' o p é r a -  

t i o n .  P e n d a n t  ce t e m p s  i l s  o n t  r e ç u ,  d e u x  f o i s  p a r  

s e m a i n e ,  d e s  i n j e c t i o n s  i n t r a - a r t i c u l a i r e s  d e  NIF-NaHA 

( 0 , 3  m l  ) d a n s  l a  s o l u t i o n  p h y s i o l o q i q u e  t a m p o n n é e  ! SPT). 

T o u s  les  a n l m a u x  o n t  é t é  s a c r i f i é s  8 j o u r s  a p r è s  ia 

d e r n i e r e  i n j e c t i o n .  Nous a v o n s  prélevs d e s  é c h a n t i l l o n s  

d e  c a r t i l a j e ,  e t  d e s  l a v a g e s  de 1 - i q u i d e  s y n o v i a l  a f i n  d e  

l e s  a n a l y s e r .  

3 .  I m m o b i l i s a t i o n  d e  l ' a r t i c u l a t i o n  du  
l a p i n  . 

T r e n t e - t r o i s  ( 3 3 )  l a p i n s  a d u l t e s ,  m â l e s  o u  f e m e l l e s ,  

p e s a n t  d e  3 . 2  à 5 , 2  kg ( p o i d s  moyen:  3,9 f 0,1 kg ) o n t  

é t é  u t i l i s é s  p o u r  c e t t e  p a r t i e  d e  I . ' e x p é r i e n c e .  Le 

t y p e  d e  t r a T t e m e n t  p o u r  chaqu-e  l a p i n  a  @ t é  s i l e c t - L o n n k  

a u  h a s a r d ,  e t  l a  c o ~ n p o s i t j . o n  d e  c h a c u n  d e s  4 g r o u p e s  

é t a i t  l a  suivante: 



1. 1 genou : CONTROLE (aiguille insérée 
puis retirée ) 

1 genou : I m m o b i l i s ~ / C 0 ~ ~ R 0 ~ ~  

II. 1 genou : Injection de NIF-NaHA (0,3 ml) 

1 genou : I m m o b i l i s é / ~ O ~ ~ ~ O ~ E  

III. 1 genou : contrôle 

1 genou : Immobilisé/injection de 
NIF-NaHA 

IV. 1 genou : Injection de NIF-NaHA 

1 genou : Immobilisé/injection de 
NIF-NaHA 

En conséquence, chaque lapin n'a eu qu'un genou immobi- 

lisé, le protocole a été conduit de la manière suivante. 

Sous anesthésie au pentobarbital, les pattes arrières des 

lapins ont été soigneusement rasées. Les genoux ont été 

ont été traités comme il est décrit en page 106 soit comme 

+ CONTROLe, soit avec du NIF-NaHA, lot 1427, 10,O - 0,2 mg/ 

ml (Pharmacia AB, Uppsala, Suède). Le genou a alors été 

enveloppé avec un bandage surgitube, (Carlton Corp., 

Tenfly, N.J.), ouate Hexcelite et recouvert avec du ruban 

Hexcelite Orthopedic (no 103, platre 2 pouces, Hexcel 

Medical Products, San Francisco, CA). La patte a été 

plâtrée en extension, de l'aine à l'extrimité de la patte. 

Nous avons fait attention à ce que le plâtre soit suffis~m- 

ment ajusté pour que les mouvements soient limités, mais 

sans gêner la circulation du sang. Après 7 jours, les 

lapins ont été sacrifiés et les plâtres retirés. Les 



l a v a g e s  d e  l i q u i d e  s y n o v i a l  o n t  é t é  t r a i t é s  comme il e s t  

d é c r i t  d a n s  l e  c h a p i t r e    résulta?^", p a g e  1 7 2 .  Nous a v o n s  

p r é l e v é  d e s  é c h a n t i l l o n s  d e  c a r t i l a g e ,  n o u s  l e s  a v o n s  p e s é s  

e t  c o n g e l é s  a f i n  d e  les  a v o i r  à n o t r e  d i s p o s i t i o n  p o u r  d e s  

a n a l y s e s  m i c r o c h i m i q u e s  d u  NaHA, ChS e t  KS. 

C .  Exemples  d ' a r t h r i t e s  i n d u i t e s  immuno- 

l o g l q u e m e n t  e t  c h i m i q u e m e n t  . 

1  . Jd ' a r t h r i t e  i n d u i t e  p a r  1 ' o v a l b u m i n e  
d a n s  d e s  a r t i c u l a t i o n s  d e  l a p i n s .  

Nous a v o n s  u t i l i s é  p o u r  c e t t e  e x p é r i e n c e  v i n o t  l a p i n s  

b l a n c s ,  a d u l t e s ,  du  s e x e  m â l e  d e  N o u v e l l e  Z é l a n d e  ( 3 , 3  

à 5 , 2  k g ,  p o i d s  moyen:  3 . 9  2 0 , 2  k g ) .  H u i t  d e  ces a n i -  

maux o n t  é t é  s e n s i b i l i s é s  à l ' o v a l b u m i n e  ( O v a l b u m i n e ;  O A )  

p a r  l a  t e c h n i q u e  d e  S t e i n b e r g ,  McCrae,  Conen e t  S c h u m a c h e r  

( 1 9 7 3  ) .  L ' o v a l b u m i n e  ( 2 Y ,  c r i s t a l l i s é e  ) a é t é  d i s s o u t e  

d a n s  d e  l a  s o l u t i o n  p h y s i o l o g i q u e  t a m p o n n é e  s t é r i l e  à u n e  

c o n c e n t r a t i o n  d e  20 mg/ml ,  p u i s  s t é r i l i s é e  p a r  f i l t r a t i o n  

2 t r a v e r s  un  f i l t r e  M i l l i p o r e  ( t a i l l e  d e s  p o r e s :  0 , 2 2  p m ) .  

Le f i l t r a t  a é t é  ému]-s ionne a v e c  un vo lume  é g a l  d ' a d j u v a n t  

c o m p l e t  d e  F r e u n d  p o u r  a t t e i n d r e  une  c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  

d e  I O  mg/ml.. Le p r e m i e r  j o u r  c h a q u e  l a p i n  a r e ç u  5 i n -  

j e c t i o n s  i n t r a d e r ~ ~ i q u e s  d e  0 , 2  m l  d e  c e t t e  é m u l s i o n ,  

( i n j e c t i o n  e f f e c t u é e  s u r  l a  s u r f a c e  r a s é e  e n t r e  l e s  s c a -  

p u l a i r e s ) .  C e t t e  s e n s i b j - l i s a t i o n  a  é t é  r é p é t é e  t r o i s  

s e m a i n e s  p l u s  t a r d .  A p r è s  t r o i s  a u t r e s  s e m a i n e s ,  d e s  

t e s t s  c u t a n é s  o n t  é t é  r é a l i s é s  p a r  i n j e c t i o n  de 1 0  mg 

d ' o v a l b u m i n e .  Les t e s t s  o n t  é t é  é v a l u é s  l e  j o u r  s u i v a n t ;  



tous les animaux ont donné une réponse positive. 

Le jour suivant les évaluations des réponses positives, 

nous avons procédé à des injections intra-articulaires 

dans les genoux des lapins de la façon suivante: 

Le premier jour: Sensibilisation -0A. 5 animaux ont 
+ reçu 0,3 ml de NIF-NaHA (10,O - 0,2 mg/ml) injecté 

intra-articulairement. Les genoux opposés n'ont reçu 

aucune injection. 5 animaux ont reçu 0,3 ml de solu- 

tion physiologique tamponnée dans un genou et 10 mg 

d'ovalbumine dans 0,3 ml de solution physiologique 

tamponnée dans le genou opposé. 

Le second jour: tous les genoux du premier groupe de 

5 animaux ont reçu 10 mg OA dans 0,,3 ml de solution 

physiologique tamponnée. Tous les animaux ont été 

sacrifiés 28 jours après l'injection intra-articulaire 

d'OA ou SPT par section des veines jugulaires. Les 

lavages de synovie ont été prélevés. 

2. L'arthrite induite Dar les lectines 

Dans la première partie de cette expérience, la conca- 

navaline A (CON-A) a été étudiée pour son effet inflam- 

matoire après une injection intra-articulaire. La 

concanavaline A (3 x cristallisée) a été dissoute dans 

du SPT à une concentration de 6 , 7  mg/ml et stérilisé par 

filtration à travers un filtre Millipore (taille des 

pores 0,22 m) . Nous avons préparé douze ( 12 ) lapins à 

une injection intra-articulaire, en rasant leurs genoux 



et en les nettoyant avec de l'alcool à 70% et avec du 

mercurochrome. A ce monent là nous avons mesuré le 

diamètre de l'articulation avec un compas, puis nous 

avons procédé aux injections (,0,3 ml contenant 1,5 mg 

de CON-A). Chaque lapin a reçu dans un genou, 0,3 ml 

de solution de CON-A, et dans l'autre genou la même 

quantité de SPT stérile. 

18 heures plus tard, les animaux ont été sacrifiés et 

saignés. Le diamètre d'articulation de leur g,enou a été 

mesuré, et les lavages de synovie prélevés pour le dosage 

du NaHA et de la teneur en protéines. 

La seconde partie de cette expérience a .consisté à 

étudier le temps que met la réaction inflammatoire pour 

apparaître après l'injection de 1,5 mg de CON-A dans 

0,3 ml par genou. Pour cette expérience, nous avons 

utilisé quatre-vingt-quatorze (94) lapins. Les animaux 

ont été sacrifL4s à des periodes différentes: 6, 18, 24, 

48, 96 et 168 heures après l'injection. En pl-us du 

dosage de NaHA et des protéines, la r q ]  dans les lavages 
- O 

de synovie a été mesurke. Nous avons prélevé des échan- 

tillons de cartilage et nous les avons analysé comme 

décrit en page 128 . 

La troisième partie de cette expérience a consisté à 

évaluer l'effet de l'inhibiteur de la concanavallne A ,  

1' a-méthyl-D-mannopyranoside sur l'inflammation produite 

par la CON-A. Nous avons procédé à des injections sur 



trente-deux ( 32 ) lapins, et chaque genou ( 64) a été 

traité de la façon suivante: 

1. contrôle, pas de traitement 

2. 0,3 ml de SPT 

3,. 1,5 mg de CON-A dans 0,3 ml 

4. 0,5 pg dl a-methyl-D-mannopyranoside 
dans 0,3 ml 

5) 1 ,5 mg de CON-A + 3,5 ,g d'a-methyl- 
D-mannopyranoside dans 0,3 ml. 

Ces cinq différents traitements ont été assignés au 64 

genoux au hasard, avec la restriction suivante, la solu- 

tion contenant de la CON-A n'était injecté qu'à un seul 

genou de chaque lapin. 18 heures plus tard les lapins 

ont été sacrifiés et saignés, les lavages de synovie 

prélevés, leur teneur en NaHA déterminée. 



V. Méthodes cytologiques 

A. Numération cellulaire dans 1' humeur 

Quelques gouttes de l'humeur aqueuse sont obtenues soit 

du singe nocturne soit du singe rhésus de sa chambre 

antérieure et sont pass4s dans un hématocytomètre sans 

dilution. Les globules blancs ont été comptés sans 

fixation ou coloration et les résultats sont exprimés en 

nombre de cellules par mm3 d ' humeur aqueuse. 

B. Evaluation morphologique du traumatisme 

du cartilage 

Deséchantillons de cartilage fixés dans le formol ont été 

incorporés dans la paraffine et coupés et colorés avec 

"Safranin-O-fast green" selon la méthode de Lillie ( 1 9 6 5 ) .  

L'état du cartilage a été évalué selon des critères mor- 

phologiques en utilisant une grille de quatre paramètres 

avec ,des critères histologiques (trois paramètres) et 

des critères biochimiques (un paramètre). 

L'évaluation biochimique du traumatisme du cartilage est 

effectuée d'une façon indirecte par la mesure de la 

capacité des cellules à incorporer le sulfate radioactif 

ce ~ u i  mesure le mé~abol~isme des GAG 

sulfatés (Bostrom, 1952; Dziewiatkowski, DiFerrante, 

Bonner et Okinaka, 1 9 5 7 )  on a aussi étudié l'incorpora- 

tion de la proline tritiée qui mesure la synthèse du 



collagène. Les modifications histologiques et bio- 

chimiques progressives qui apparaissent pendant l'éta- 

blissement de ltostéoarthrose ont été évaluées dans 

cette étude de la façon suivante: (Weiss, communication 

personnelle 1. 

Grille de la méthode d'évaluation histologique 

Points de re~ère: 

1 .  ~stéoarthrose précoce: 

a) toute irrégularité de surface 
circonscrites à la zone tangentielle 

b) hypercellularité légère 

c) perte minimale de coloration à la safranine-O 
dans une zone de transition 

d) augmentation de ltincorporation de la proline 
et du sulfate 

ostéorthrose modérée: 

a) fissures pénétrant dans les zones de 
transition 

b) agrégats cellulaires (des clones) et 
hypercellularité 

c) perte de la coloration à la safranine-O 
dans des zones de transition et perte légère 
dans la zone radiale 

d) Augmentation de l'incorporation de la proline 
et du sulfate surtout dans les clones cel- 
lulaires. 

Ostéoarthrose modérément avancée: 

a) fissure pénétrant dans la zone radiale 

b) présence de clones cellulaires dans toutes 
les zones (hypercellularité) 

c) perte de la coloration à la safranine-0 dans 
les zones radiales 

d) augmentation de l'incorporation de la proline 
et du sulfate 



Ostéoarthrose avancée: 

a) fissures pénètrant toute l'épaisseur 

b) hypocellularité 

c )  perte de la coloration à la safranine-0 
dans tout le cartilage 

d) diminution de l'incorporation de la proline 
et du sulfate 

C. Echantillons de cartilage pour microscopie 

électroniaue 

Les échantillons de cartilage articulaire sont fixés dans 

le glutaraldéhyde froid à 4% dissous dans le tampon 

physiologique de Earle à pH 7 , 3 .  Après traitement à 

1 ' acide osmique ( 2% pendant 1 heure ) les échantillons 

sont deshydratés et inclus dans 1'Epon. Les coupes fixées 

sont contre colorées à l'acétate diuranyleet l'acétate de 

plomb, observées et photographiées sur microscope Simens. 



V I .  ~éthodes biochimiques 

A. ~étermination du NaHA 

La concentration en NaHA du liquide vitré, l'humeur 

aqueuse, les lavages synoviaux et du liquide synovial 

a été déterminée par une modification automatisée de la 

réaction au carbazole de l'acide hexuronique. La réac- 

tion originale au carbazole (Dische, 1947 ) modifiée pour 

une méthode automatisée (Balazs, Berntsen, Karossa et 

Swann, 1965) possede plusieurs avantages sur la méthode 

manuelle. En premier lieu la détermination n'est plus 

perturbée par la présence de concentratcons assez élevées 

de protéines (jusqu'à 2000 fois plus de protéines que 

d'acide hexuronique), et d'autre part les autres glucides, 

les composants des GAGS et des glycoprotéines n'inter- 

fèrent pas non plus avec la réaction. Il est important 

que les échantillons soient exempts d'amino acides et de 

glucose; en conséquence seuls les échantillons dialysés 

sont utilisés. De plus afin de réduire la concentration 

en protéines à un niveau compatible avec la réaction, 

les échantillons ont toujours été dilués en conséquence 

dans des limites de 5 à 50 pg d'acide hexuronique pour 

1 ml d'échantillon. Les courbes d'étalonnages de l'acide 

hexuronique ont été effectuées avant et après chaque série 

de dosage tous les jours. Cette méthode assure une pré- 

+ cision de la détermination de - 5%. 



Le protocole suivant a été utilisG pour cnaque échan- 

tillon de liquide synovial, de lavage synovial et d'humeur 

aqueuse. Les échantillons ont été dilués avec 0,145 N 

NaCl si la teneur présumée en acide hexuronique le per- 

mettait. C'est à dire que la concentration proposée est 

ajustée approximativement à 10 - 5 0  pg/ml d'acide hexo- 

uronique. Ceci est particulièrement important si la con- 

centration en protéines est élevée car elle reduit cette 

concentration à un niveau tel qu'elle n'intervient plus 

avec la détermination de l'acide hexuronique. Les échan- 

tillons ont alors été centrifugés à 50,000 x g dans une 

centrifugeuse préparative Beckman modèle L pendant une 

heure à 4OC. Le surnageant a ensuite été placé dans un 

sac de dialyse (Union Carbide Corporation, Chicago,IL; 

tubes de dialyse pour MW>12,000 - 14,000). Afin de 

retirer les impuretés des tubes de dialyse avant leur 

utilisation ils ont été lavés en les faisant bouillir 

deux fois dans de l'eau distillée puis lavés encore une 

fois dans de l'eau distillée. Il est important que les 

impuretés dialysables du sac soient retirees car elles 

s'accumulent à l'intérieur et contaminent la solution; 

peuvent même donner une légère coloration à la réaction au 

carbazole. Les sacs de dialyse sont placés dans une solu- 

tion de NaCl de 1,145 N. Le rapport de volume de liquide 

nécessaire à la dialyse est de 1 :IO0 c'est à dire pour 1 ml 

de liquide il faut 100 ml de liquide dialysé. La dialyse 

a été effectuée pendant un minimum de 16 heures à 4 O C  sous 

agitation constante. 



Nous devons souligner que le liquide vitré et le liquide 

synovial se prêtent particulièrement bien à la détermi- 

nation du NaHA par cette méthode par l'absence de toute 

quantité significative de GAGs autre que le hyaluronate. 

Il n'a pas été observé plus de 10% de galactosamine ou 

des GAGs contenant de sulfate dans le liquide vitré nor- 

mal ou pathologique et pas plus de 20% dans 1e.liqui.de 

synovial pathologique. A cause de la possibilité de 20% 

d'erreur dans l'estimation du NaHA par la détermination 

de l'acide hexuronique, le contrôle suivant a,été fait 

de façon routinière. Dans tous les nouveaux processus 

pathologiques observés, la 81 4 3 d'acide hyaluronique 

hydrolase (préparé à partir de la sangsue, hyaluronidase . 
de sangsue) était ajouté à quelques uns des échantillons. 

Cette enzyme dégrade spécifiquement l'acide hyaluronique 

mais n'attaque pas les autres GAGs. L'échantillon était 

alors placé dans un sac de dialyse (pour MW>12,000 - 

14,000, voir précédemment) puis dialysé de nouveau contre 

100 fois son volume de tampon de McIlvaine pH 7,O. 

La dialyse a été faite à 37OC pendant 16 heures sous agi- 

tation constante. Afin d'empêcher une contamination bac- 

térienne, l'incubation de la dialyse s'est faite soit 

sous condition stérile soit en présence de thymol. Les 

échantillons ont été ensuite centrifugés pendant une 

heure à 4OC dans une centrifugeuse préparative Beckman 

modèle L. Après digestion par l'hyaluronidase du sang- 

sue, la concentration en acide hexuronique a été 

comparée avec celles des échantillons non digérés. Si 



moins de 95% de l'acide hexuronique a été retenu dans 

le sac de dialyse après digestion, une correction a été 

faite pour la contribution de l'acide hexuronique prove- 

nant d'autres GAG que l'hyaluronate de l'échantillon. 

Ceci toutefois n'a pas été nécessaire pour les éc3antillons 

utilisés pour cette thèse. A partir des dosages d'acides 

hexuroniques, les teneurs en NaHA des échantillons ont été 

déterminées. 

Nous avons fait un test supplémentaire afin de nous assurer 

qu ' aucun autre GAG que 1 ' acide hyaluronique n ' étai 1 i??,~- 

sent dans les échantillons de liquide synovial et dans 

les lavages articulaires. Des échantillons de liquide 

synovial de cheval après plusieurs injections de NIF-NaHA 

et des lavages articulaires de lapin à teneur élevé en 

NaHA ont été soumis à des analyses par chromatographie 

sur colonne de verres. Nous avons utilisé des colonnes 2 

pores controlés (CPG) (0,9 x 198 cm). Des colonnes de 

glycéryl-CPG 3000 (Electro-~ucléonics, Inc. Fairfield, 

NJ ) ont été calibrks avec des séries d' échantillons de r\!a:IJ. 

6 
de taille moléculaire connues (MW 5,4 - 0,5 x 10 . Les 

colonnes ont été élueés avec le NaCl 0,145N à 20 - 30°C 

Dans ces conditions toutes les molécules de visco- 

sité limite [ 11 1, de 3000 cc/g ont été exclues de la 

colonne. Les molécules de [ 1, supérieureà 2500 c c / g  

forment un pic symétrique au début de 1161ution. Les 

molécules plus petites pénètrent dans le CPG et sont 



résolue dans le profil de l'élution de la colonne en 

plusieurs fractions de petite taille. Tous les GAGS se 

séparent clairement du NaHA de grande taille moléculaire. 

tes PG ne résistent pas à cette méthode de fractionnement 

puisqu'on n'a pas ajouté d'inhibiteurs d'enzymes proteo- 

lytiques. 

Aucun des échantillons de liquide synovial de cheval, 

prélevés à plusieurs périodes après injection de NIF-NaHA, 

ni les lavages d'articulations de lapins n'ont présentés 

de composants contenant de l'acide hexuronique de petite 

taille moléculaire. Ceci prouve que les méthodes analy- 

tiques utilisés mesurent bienlateneur en NaHA des 

échantillons. 

B. Indice de viscosité intrinsèque et taille 

moléculaire 

La viscosité intrinsèque [ ri 1, (fonction de Staudinger) 

est une mesure du volume moléculaire solvaté (dans notre 

cas hydraté). Elle est corrélée avec le poids molecu- 

laire de la molécule dissoute sans être identique avec 

lui. Comme la [ n ] ,  est un paramètre moléculaire facile 

à déterminer, elle est souvent utilisée pour déterminer 

le poids moléculaire du NaHA. Le NaHA en solution de tam- 

pon physiologique ( 0,145 N de NaC1 ; pH 5-7 ) est une 

pelote linéaire statistique et la fonction intrinsèque de 

Staudinger est reliée au poids moléculaire moyen selon 

l'équation 
[ r i l a  = X M ~  . 



K et a sont des constantes obtenues expérinentalement. - - 

Ils dépendent du solvant utilisé, du poids moléculaire 

moyen du polymère, f iw,  de l'interaction entre le solvant 

et le polymère,et dans le cas du NaHA , de la force de 

cisaillement utilisée pendant les mesures de la visco- 

sité. En conséquence, la fonction de Staudinger peut 

être déterminée seulement si le système de solvant et 

le système de mesure sont tenus constants et le poids 

moléculaire est déterminé par une méthode indépendante. 

Comme le %HA est une très grande molécule, la détermi- 

nation du poids moléculaire moyen en poid Ww est la plus 

sûre. Il a été déterminé par plusieurs chercheurs en 

utilisant une méthode de diffusion de la ldmière (Laurent 

et Gergely, 1 9 5 5 ;  Laurent, Ryan et Pietruszkiewicz, 1960; 

Cleland et Wang, 1 9 7 0 ) .  Afin de diminuer l'interaction 

moléculaire, ces chercheurs ont utilisé des solutions de 

force ionique légèrement plus élevée que la valeur phy- 

siologique. Afin d'imiter au mieux possible les conditions 

physiologiques, nous avons utilisé comme solvant le NaCl 

0,15 N (non tamponné). Comme on n'a pas utilisé de tampon 

le pH variait entre 5 et 7. Il a été bien établi que pour 

cette intervalle de pHet de concentration la viscosit~ du 

NaHA est constante (Balazs et Cleland, communication 

personelle). A cause de la différence dans la force 

ionique et la légère différence dans les forces de cisail- 

lement pendant les mesures de la viscosité, les valeurs 

précédemment publisées pour les constantes - K et - a de NaHA 

n'ont pas pu être utilisées. 



Toutefois nous avons pu disposer d'une étude détaillé 

du rapport poids-moléculaire/viscosité (Wik, communica- 

tion personnelle ) étude pour laquelle le solvant ( 0,15 M 

de NaCl) et les mesures viscométriques utilisés étaient 

similaires à ceux utilisés dans notre étude. Wik a 
- 

déterminé le MW en utilisant la diffusion de la lumière 

sous un faible angle (instrument à laser KMX-6, 

chromatix, Mountain View, CA). La viscosité a été 

+ mesur&& 25 - 0,05OC) dans un viscomètre capillaire à 

dilution (Viscornatix MS, FICA, Mesnil Saint Denis - 
France). Dans ce viscomètre la force de cisaillement de 

- 1 
l'eau était de 1100 sec . Dans ces conditions la 

- 
corrélation entre MW et [ Q I ,  (en cc/g) était de 

Nos mesures ont été effectuées sur des solutions qui ont 

d'abord été dialysées à 4OC contre 0,151 N de NaCl (voir 

les conditions de la dialyse dans la description de la 

détermination du NaHA). 

Les échantillons dialysés ont été centrifugés pendant 2 

heures à 50,000 x g à 4OC dans une centrifugeuse Beckman 

modèle L. Nous avons déterminé la concentration en' NaHA 

du surnageant. Si la concentration était supérieur(? 

à 60 ~ig/ml, il était dilué avec le liquide de dialyse ( 0,15 N de 

NaC1 ) jusqu'à atteindre cette valeur. La viscosité été 

+ déterminée pour 4 ou 5 concentrations à 25 - 0,05OC 



(20 à 60 pg/ml) dans un viscomètre capillaire à dilution 

Cannon-Ubbelohde à 25 2 0,05OC. Après la dilution finale 

l'échantillon dilué a été analysé pour déterminer la con- 

centration en NaHA et les deux concentrations ont et6 

comparées. Si la différence était supérieure à 19:4 les 

mesures n'étaient pas utilisees. Sur le oraphique de la 

viscosité réduite ( q S / ~  en fonction d e l  aconcentration (en 

cc/g) la viscosité limite !viscosi.tk réduite à concentra- 

ti-on zéro) a été déterminée par extrapolation de la droite 

la mieux ajustke. La reproductibilité de toute la déter- 

+ mination est d'à peu près - 10%. Les mesures de [ 10 n'ont 

pas 4té transformées en poids moléculai-res puisque ces 

résultats viscornétriques donnaient une bonne estimation de 

la taille de la molécule en tant que MW. Mais surtout cette 

transformation n'a pas éte faite car le solvent n'&tait pas 

exactement le même pour toutes les expériences. Pour les 

mesures de la viscosité nous avons utilisé des liquides 

vitres très dilués ou des liquides synoviaux après dialyse 

pour retirer tous les composants non macrornolkc~lair~s. 

Neanmoins nous avons laissé les protéines et les autres 

molécules depoids moléculaires supérieurs à 12,000 à 

14,000. Alors qu'aucune de ces macromolécules ne pouvaient 

contribuer directement et d'une facon significative par 

interaction avec les nolécules du NaHA, à la viscositk du 

NaHA, elles pouvaient y contribuer indirectement. Autre- 

ment dit la viscosite des molécules du NaHA a été 

mesurœdans un environnement macromol&culaire inconnu. 

Comme l'klimination de ces macromolécules par traitement 

enzymatique ou par cnromatographie pourrait influencer là 



viscosité des molécules de N a H A  dans leur milieu spéci- 

fique, sa purification a été évitée. 

A titre indicatif, un tableau est présenté ci-dessous 

sur lequel nous avons reporté la viscosité limitante des 

molécules étalons d.uNIF-NaHA mesurée dans le système 

viscométrique et comparée avec le poids moléculaire 

mesuré dans les expériences décrites précédemment ( W i k  

communication personnelle). 



C. protéines 

La concentration en protéines du liquide synovial, dans 

les lavages synoviaux, daris !e vitré et dans l'humeur 

aqueuse a été déterminée par 1a.réaction au phénol selon 

Lowry, Rosebrough, Farr et Randall (1951). Les échantillons 

ont été toujours centrifugés à 50 OOOxg pendant 1 heure à 

4 O C .  Le surnageant a été dialysé contre le NaC1 0,15N 

dans les mêmes conditions que celles utilisées pour la pré- 

paration des échantillons pour le dosage de l'acide hexuro- 

nique (voir page 119). La sérum albumine bovine a été 

utilisée comme étalon. 

D. ~étermination des glycosaminoglycannes (GAG) . ' 
dans les échantillons tissulaires 

Cette méthode est basée sur la solubilité des GAGS dans le 

chlorure de cetylpyridinium à des concentrations critiques 

d'électrolytes. Pour les détails de cette méthode, voir 

Scott, 1965 . La méthode actuelle est une modification de 

celle décrite par Gardell et collaborateurs (Antonopoulos, 

Gardell, Szirmai, et de Tyssonsk, 1964 1 .  

1 .  Cartilage 

I ,E tissu ; à  l'état sec ou fr2aio) a et& ?es6 puis traité avec 

2 ml 0,10 M tampon Tris ( pH 8,0,001 M CaCl ) ,  avec de la 
2 

pronase ( 5  mg/ml). Dix gouttes de toluène ont été ajoutées 

à chaque récipient en tant que bactériostatique. Les échan- 

tillons de tissu'ont été digérés pendant 48 heures à 37OC 



sous agitation constante. A la fin de cette période, on 

a enlev-é le toluène par un courant d'air. Les hydrolysats 

pronasiques sont transférles dans des tubes coniques de 

12 ml. Chaque récipient est lavé avec 1 ml d'eau, et l'eau 

de lavage est ajoutée à llhydrolysat. 

Le résidu non digéré est éliminé par centrifugation à 

1500 rpm dans une centrifugeuse Sorvall GLC. Les surna- 

geant~ sont transférés dans des petits tubes à essai et la 

teneur en acide hexuronique total est déterminée. Comme 

la solution de pronase (5 mg/ml) dans le tampon utilisé, 

donne une faible coloration dans cette détermination d'acide 

hexuronique, on applique une correction pour chaque échan- 

tillon. Les GAG et les glycopeptides anioniques dans l1hydro- 

lysat sont précipités en ajoutant 1 ml de chlorure de cétyl- 

pyridinium (CPC ) à 1% contenant 0,02 M Na2SOq 

Echantillon + pronase ' Hydrolysat pronasique de tissu ( acide hexuronique total ) 

1 % 
CPC 

0,5 M Résidu 
NaCl I 

Fraction Fraction Fraction 
1 II III 

( détermination de 1 l acide (Acide hexu- 
hexuronique ) ronique 

total moins 
l'acide hex 
ronique 
fractions 
1 + II 



Les solutions sont agitées vigoureusement avec des 

ba9ettes deverre minces ei: le faible précipité obtenu 

est sédimenté à 1s température ambiante pendant 

1 heure. Les précipités sont séparés par centrifuga- 

tion pendant 1 heure à 1500 rpm dans la centrifugeuse 

Sorvall GLC. Les surnageants sont rejetés et les pré- 

cipités lavés par suspension dans 3 ml de CPC 0,1%- 

Na2S04 (0,02 M )  et recentrifugés pendant 20 minutes comme 

décrit ci-dessus. Les sels de cétylpyridinium des kéra- 

tanes-sulfates, de l'acide hyaluronique et des glycopep- 

tides sont solubilisés comme suit: 

a. 2 ml de 1 %  CPC pendant 1 h à 37OC pour solubiliser 

le kératane-sulfate et les glycopeptides. 

b. 2 ml de 0,5 M NaCl pendant 1 h à 37°C pour solubiliser 

l'acide hyaluronique et les chondroïtines-sulfates 

faiblement sulfatés (chondroïtine). 

La teneur en acide hexuronique des éluats au CPC et au 

NaCl a été déterminée. L'acide hexuronique des zhon- 

droïtines-sulfates a été déterminé par soustraction de la 

quantité d'hexuronate dans l'éluat CPC et NaCl de la 

quantité totale d'acide hexuronique de l'hydrolysat pro- 

nasique. La teneur en chondroïtine-sulfate (forme acide) 

a été obtenue par multiplication de la teneur en acide 

hexuronique calculée par 2 , 7 1 .  Bien qu'il soit possible 

de solubiliser les sels de cétylpyridinium des chondroïtines- 

sulfates, la concentration saline nécessaire ( 1 M  M g C I 2 )  



interfère avec la détermination automatisée des acides hex- 

uroniques; c'est pourquoi nous avons choisi de déterminer 

la teneur en chondroïtine-sulfate par différence. L'acide 

hexuronique n'est présent ni dans les kératane-sulfates ni 

(sauf exception) dans les glycoprotéines; néanmoins, les 

éluats à 1 %  de CPC ont montré souvent la présence de petites 

quantités de substances réagissant au carbazol. Il était 

pour cela nécessaire de tenir compte de cette petite quan- 

tité d' "acide hexuronique" pour obtenir la différence 

d'acide uronique représentant les chondroltines-sulfates. 

La preuve de la présence d'acide hyaluronique dans la frac- 

tion II a été apporté de la façon suivante: 

a) un échantillon de NIF-NaHA, désséché, et traité avec 

la pronase et précipité avec le CPC, exactement comme 

pour lthydrolysat du cartilage a été récupéré dans la 

Fraction II ( récupération de 90% ) ; 

b) la Fraction II a été préparé à partir d'une mise en 
commun de cartilage de genou (contenant toutes les 

trois régions) à partir d'un lapin non traité. Les 
glycosaminoglycannes dans cette fraction ont été 

précipités avec 3 volumes d'éthanol à 95%,  le pré- 

cipité redissous, dialysé contre l'eau distillée et 

traité avec la 8133-hyaluronate hydrolase de sangsue 

dans un tampon de McIlvaine à pH 6,O. Cette enzyme 

digère l'acide hyaluronique mais ne digère pas les 

chondroïtines-sulfates ou la chondroïtine. A la suite 

de ce traitement enzymatique, le mélange réactionnel 

a été dialysé contre de l'eau distillée. Après ce 

traitement l'acide hyaluronique, qui à l'origine n'était 

pas dialysable, est devenu à 100% dialysable, indiquant 



sa dégradation à des poids moléculaires très faibles 

et suggérant son identité avec l'acide hyaluronique. 

La présence de chondroïtine-sulfate dans la fraction III 

a été démontrée par l'expérience suivante: le résidu après 

l'extraction par le cétylpyridinium avec NaCl 0,5 M a été 

solubilisé par le MgCI2 1M et cette solution contenait de 

l'acide hexuronique. Le seul autreGA~nécessitant une telle 

force ionique élevée pour sa ~Qlubilisation de son sel de 

cétylpyridiniurn est l'héparine qui n'est pas présente dans 

le cartilage. Le seul GAG qui n'est pas exclu de cette 

fraction est l'héparane-sulfate. La quantité d'héparane- 

sulfate dans ces tissus très faible, sinon négligeable. 

2. Tissu synovial 

Du tissu synovial de lapin a été prélevé à partir de la 

région inférieur de la rotule ainsi que de la région 

latéral et médiane jusqu'à la rotule. Les échantillons 

ont été séchés in vacuo, lavés et digérés avec du pronase. -- 

Le produit de digestion par la pronase de chaque tissu a 

été analysé, comme il est décrit ci-dessus pour les échan- 

tillons de cartilage, pour l'acide hexuronique. Les liqui- 

des surnageants ont été mélangés pour chaque groupe de tissu 

synovial (non  injecté,^ et 6,18,30 et 72 heures après diges- 

tion) et les GAGS ont été précipités par CPC. Après redis- 

solution du précipité dans MaCl 0 , 5  M ,  la solution a été 

dialysée contre NaCl 0,15N. L'acide hexuronique a été 

déterminé dans le liquide dialysé. Dans tous les cas, il 

y avait moins de 15% de différence entre les valeurs en 

acides hexuroniques/poids de tissu sec obtenus avant et 



apres précipitation au CPC. Le reste du liquide dialysé a 

été traité par la 01 + 3 hyaluronidase (de sangsue) comme 

il a été décrit ailleurs dans cette thèse et après l'acide 

hexuronique a été à nouveau déterminé. Dans tous les cas 

90 à 10076 d'acide hexuronique a été dialysé après traite- 

ment enzymatique, indiquant qu'au moins 80% de l'acide 

hexuronique dosé avait pour origine NaHA. 

E. Prélèvement des couches superficielles du 

cartilage bovin et du lapin 

La couche superficielle du cartilage bovin de l'articu- 

lation du métacarpe a été obtenue de jeune veaux (2 ou 

4 mois ) ,  ou d'animaux adultes. L'articulation est ouverte 

et la surface du cartilage est lavée avec précaution avec 

un jet de tampon Tris. Des tranches sont ensuite coupés 

de la surface du cartilage. La couche superficielle n'est 

pas touchée, afin de la conserver dans son état natif. Ces 

tranches sont ensuite sectionnés au cryostat, sans fixation, 

pour immunofluorescence, ou, sont incubés d'abord avec les 

solutions d'enzymes ci-dessus mentionnées. 

La surface du cartilage de l'articulation du lapin a été 

aussi utilisé pour des études biochimiques et pour des 

études de microscopie électronique. Ces échantillons sont 

récupérés du plateau patellaire, tibia1 et des condyles 

fémoraux. Au cours de cette récupération, on a fait 

attention de ne pas sectionner dans l'os; le maximum de 

cartilage a été obtenu des endroits mentionnés sans con- 

tamination avec le tissu périchondral ou avec l'os sous- 

chondral. Pour des études en microscopie électronique les 

échantillons étaient immédiatement immergés dans du glu- 

taraldehyde tamponné, froid. 



F .  - Détermination du NaHA dans la couche superficielle 

du cartilage 

La méthode ci-après a été utilisée pour récupérer semi- 

quantitativement le N z H A  sur e? dans la couche super- 

ficielle du cartilage articulaire. 

Le lapin ayant été préalablement sacrifié et saigné, l'arti- 

culation du genou a été incisée. Le liquide synovial n'a 

pas été prélevé de l'articulation avant que celle-ci soit 

ouverte. 

Des éponges de cellulose de O,? mm3 tenues à l'aide de 

pinces fines ont été trempées dans du SPT. Ce dernier 

en a été extraite par pressage avant leur dessiccation. 

Trois éponges ont été utilisées pour chaque articulation. 

Chacune d'elles, tenue à l'aide de pinces, a été légère- 

ment frottée contre les surfaces cartilagineuses (plateau 

patellaire, condyles fémoraux et tibiaux). Des précau- 

tions ont été prises pour ne pas détériorer 12s autres 

tissus (ligaments cruciformes et tissu synovial). L'éponge 

a ensuite été placée directement dans un tube à centrifuger 

contenant un mélange de 0,225 mg de hyaluronidase (hydro- 

lase d'acide hyaluronique 6 - 1 - 3  3 de sangsue ) et 3 ml de SPT. 

Cette expérience a été renouvelée avec deux autres éponges 

et toutes les trois ont été placées dans un tube analogue 

contenant la solution enzymatique. Les tubes renfermant 

les éponges ont été incubés à 37OC pendant 18 heures sous 

agitation constante. Ils ont été ensuite centrifugés à 

50 000 X g pendant 30 min. à 40°C puis le surnageant a été 



récupéré. Un échantillon a été prélevé dans chaque tube 

afin de déterminer la teneur en acide hexuronique. Tous 

les échantillons ont alors été dilués pour obtenir l'échelle 

de concentration adéquate. Le reste du surnageant a été 

dialysé contre duSPTpendant18 heures à450C sous agitationcons- 

tante (voir détails de la dialyse au Chapitre VI If~éthodes 

de détermination de l'acide hexuronique). La teneur en 

acide hexuronique a été ensuite déterminée dans le reliquat 

non dilué. Il a été supposé que la différence entre la 

teneur en acide hexuronique des échantillons dialysés et 

non dialysés représentait la quantité de NaHA récupéré sur 

les surfaces cartilagineuses d'une articulation du genou. 

La reproductibilité de la méthode utilisant des articula- 

tions normales du genou s'est avérée être de 20%. 

Dans certaines expériences, cette méthode d'épongeage a été 

utilisée après que le liquide synovial ait été prélevé de 

l'articulation. 



G .  ~éthodes pour les études de fibronectine 

1 .  Préparation des fibrilles de collagène 
du vitré 

Des yeux de boeuf adulte ont été collectés à l'abattoir 

et maintenus sur glace. ~es'vitrés antérieur et posté- 

rieur sont séparés par une incision équatoriale à travers 

la sclère, le choroïde et la rétine, et le vitré posté- 

rieur est nettoyé des débris de la rétine. Le vitré est 

lavé trois fois avec de l'eau distillée, placé dans un 

tube à centrifuger et centrifugé pendant une heure à 4OC 

à 50 OOOxg dans une centrifugeuse Beckman préparative. 

A la suite de cette centrifugation, le volume du gel est 

réduit à environ l/lOème de son volume original et concen- 

tré au fond du tube. Ce gel concentré est sorti du tube 

et séparé du culot plus dense contenant les débris cellu- 

laires et les hyalocytes. Des coupes au cryostat du gel 

pur concentré exempt de débris ont été utilisée pour les 

études par immunofluorescence. Des gels préparés de cette 

façon ont été utilisés directement ou après des traite- 

ments enzymatiques pour étudier son interaction avec la 

fibronectine. 

La préparation des suspensions de fibrilles du collagène 

du vitré a été effectuée de la façon suivante: les gels 



concentrés obtenus comme décrit ont été homogénéisés. 

Alternativement, des yeux entiers ont été séparés du cris- 

tallin, de la sclère, du chorolde et de la rétine, et la 

surface du vitré congelé a été lavée à l'eau distillée 

pour éliminer les impuretés du tissu cortical (zonules, 

hyalocytes, épithélium ciliaire) de sa surface. Le vitré 

encore congelé a ensuite été dégelé à 4OC. 

Le gel concentré ou le vitré dégelé a été traité de la 

façon suivante: d'abord il a été homogénéisé en le forçant 

à travers une aiguille de 0,9 mm, plusieurs fois. Ensuite, 

il a été resuspendu dans un tampon Tris et homogénéisé rapi- 

demment à 4OC avec un homogénéisateur Vortex type X-1020. 

Cette suspension a été centrifugée pendant 10 minutes à 

50 OOOxg et le résidu a été resuspendu dans le milieu 

utilisé pour les expériences ultérieures. 

2. Traitement enzymatique du gel concentré 
ou des fibrilles en suspension 

Le gel concentré ou les fibrilles en suspension ont été 

incubés dans un tampon Tris ou dans le milieu Dulbecco 

avec la 81-3 hyaluronate hydrolase du sangsue, ou avec 

l'hyaluronidase testiculaire ou encore avec la trypsine, 

ou seulement dans le solvant en tant que contrôle. La 

concentration d'enzyme utilisée a été de 0,2 mg/ml pour 

l'hyaluronidase de sangsue, de 0,5 mg/ml pour l'hyaluroni- 

dase testiculaire et de 1,2 mg/ml pour la trypsine. Les 

échantillons ont été incubés dans un bain-marie à 37OC 



pendant 1 à 2 heures sous agitation constante. Le gel 

concentré a été enlevé par décantation, et chaque gel a 

été lavé plusieurs fois avec le solvant utilisé mais sans 

enzyme. Dans le cas de la digestion trypsique, on a 

ajouté un inhibiteur de soja au gel pendant le lavage 

pour arrêter l'hydrolyse enzymatique des protéines. Les 

fibrilles de collagène ont été ensuite centrifugées comme 

décrit ci-dessus. 

3 ~éthode d~immunofluorescence indirecte 
( FN ) 

Les tissus (cartilage o : ~  vitré) sont congelés et coupés 

au cryostat (-24OC), l'épaisseur moyenne des coupes est 

de 6 à 7 microns. Les coupes sont fixées avec une solu- 

tion de formol-sucrose et lavées avec SPT. On dépose 

ensuite sur les coupes le sérum antifibronectine dilué au 

1/20 (10 microlitres/ml), pendant 30 minutes et on 

iave avec du SPT. Les lames sont ensuite mises en 

contact avec un sérum de mouton anti-IgG de lapin marqué 

à la fluoréscéine (dilué au 1/40). Les coupes sont lavées 

dans le SPT puic, de 1  audis distillée. Après elles sont montées 

et sont observées au microscope à fluorescence Polyvar 

(Reichert-Jung); les photos sont prises avec une pellicule 

Ektachrome 160 ASA-tungstene ( L a b a t - R o b e r t ,  B i r e m b a u t ,  R o b e r t  et 

A d n e t  , 1 9 8 1 ) .  



4. Méthode de dosage de la fibronectine 
par irnmunonéphélométrie à laser 

La méthode (Labat-Robert, Derouette, Mercantini, Potazman 

(1981 ) consiste en une dilution appropriée des liquides 

biologiques, plasma ou un surnageant de vitré, avec un 

réactif contenant du polyethyleneglycol à poids molécu- 

laire 2,000 dans du sérum physiologique (réactif PEG). 

Cette solution est mélangée avec de l'antisérum antifibro- 

nectine dilué d'une façon appropriée dans ce même solvant 

de polyethyleneglycol, et après une demi heure on effectue 

une lecture à l~immunonéph~lométre à laser (Hyland). 

Pour les dosages sur le plasma, le sang est prélevé sur 

solution citratée ( 3,6%) 0,5 in1 pour 4,5 ml de sang total. 

Après centrifugation, on clarifie le plasma avec du Frigen 

en mélangeant 300 r-il de plasma et 300 ~1 de Frigen, en 

agitant au vortex et en centrifugeant. Ltantisérum est 

dilué à 1:12,5 dans le solvent de polyethyleneglycol. 

Dans les cuves de l'immunonéphélométre on pipette 980 ~1 

du réactif PEG et 20 pl de plasma ou le liquide biologique. 

Pour le contrôle nous avons mis dans d'autres cuves 48OP 1 

de réactif PEG, 20 r-il de plasma et 500 pl de l'antisérum 

dilué à 1:12,5. On mélange chaque cuve individuellement 

sur un vortex, et apres une heure d'attente on effectue 

la lecture. Un blanc est réalisé au préalable avec le 

réactif PEG seul et aussi en mélangeant 500 ~1 de réactif 

PEG et 500 r-il d'immunsérum. Les courbes d'étalonnages 



sont obtenues soit avec la fibronectine hautement puri- 

fiée par une méthode modifiée à partir de celle de Vuento 

et Vaheri ( 1 9 7 9 ) ;  ou encore avec un plasma humain au 

préalable étalonné contre la fibronectine purifiée. 

Cette méthode donne des courbes d'étalonnages exploita- 

bles pour les dosages entre 1 et 10,g de fibronectine. 

Pour des liquides biologiques autre que le plasma, comme 

par exemple, le vitré, on effectue une dilution appropriée 

avant le dosage pour rester dans cet intervalle de concen- 

tration (Labat-Robert,  Potazman, Derouet te  e t  Rober t ,  1981). 



VII. ~éthodes statistiques 

Les méthodes statistiques utilisées dans cette thèse sont 

celles qui sont couramment utilisées dans les études bio- 

statistiques et ainsi ne seront mentionnées que briève- 

ment. Pour d'autres détails, nous renvoyons au livre de 

Mendenhall, Introduction aux Statistiques et Downie et 

Heath, Basic Statistical Methods. 

A. Moyenne et erreur standard de la moyenne 

Quand il est possible d'étudier un nombre d'échantillons 

assez grand ( n  30) pris au hasard d'une population de > 
taille infinie, la moyenne de ces échantillons représenté 

à une bonne approximation la moyenne de la population 

entière et la déviation standard de ces échantillons autour 

de chaque moyenne partielle sera égale aux déviations stan- 

dard de la population divisée par la racine de N 

Quand la taille de la population est inférieure à 30, la 

distribution des échantillons n'est pas exactement repré- 

sentée par une courbe gaussienne, la déviation standard de 

cet échantillon, appelé l'erreur standard de la moyenne 

(S:) ne peut être calculé avec l'équation ci-dessu mentionnée 

parce que la déviation standard de la population n'est pas 



connue. La déviation standard de cet échantillon (erreur 

standard de la moyenne) est une estimation ae la taille 

de la population ( 0 ) .  Son estimation est entachée 

d'erreur, car les déviations standard des échantillons 

tendent à devenir plus petites que la déviation standard 

de toute la population, et les membres d'un échantillon- 

nage plus petit proviennent souvent du centre de la dis- 

tribution plus large (de toute la population); c'est 

pourquoi la dispersion d'une population réduite sera plus 

faible que celle de la population entière. La déviation 

standard de l'échantillon en tant qu'estimation de celle 

de la population pourrait être obtenue apres correction 

de cette erreure par la formule suivante: 

où s est la déviation standard de llécnantj.llon, N-1  dans 

le dénominateur corrige pour l'erreur de la déviation stan- 

dard dans le numérateur. Il paraît donc évident que plus 

l'échantillonnage de la population est grand, plus petit 

sera l'erreur standard de la moyenne. 

B. Le t statistique 

Quand. on compare les moyennes 6.e petites populations, 

inférieures à 30 échantillons, il faut employer le test 

t de Student: - 
x - P  t =  

s/ 



Le t statistique est plus variable que le z statistique 

utilisé pour tester les différences entre les moyennes 

de larges populations et cette variabilité va diminuer 

au fur et à mesure que n augmente, parce que le calcul 

de s en tant qu'estimation de a sera basé sur davantage 

d'information. Quand n est infiniment grand, t et z 

seront distribués d'une façon identique. Un échantillon 

avec n = 30 sera choisi comme une limite entre un échan- 

tillonnage large et petir, car à cette valeur de n, t 
0,05 

est voisin de z 
O, 05 

( 1 ,699 et 1 ,645, respectivement 1. 

Pour tous les résultats calculés dans cette thèse la 

moyenne et l'erreur standard ont été calculés comme dicrit 

ci-dessus, et comparés ensuite à l'aide du test de Student 

ou en tant que valeur appariée (corrélée) ou non-appariée 

(non-corrélée). Le niveau de signification minimal accepté 

est au moins de 95% (p<0,05) sauf is on le mentionne autre- 

ment. Quand on fait une constatation sur la signification 

de la différence, le taux de alpha (le taux de la signi- 

f ication ) est au moins à 95% ( p < 0,05 ) . Quand les mesures 

sont plus significativement différentes, nous le mentionnons 

en générz.1 <ans le texte ou le notons dans les tableaux. 

 abréviation t fNSt l  représente toujours une signification 

inférieure à p = 0,05 (<95%). 



C. corrélation : le coefficient de corréla- 

tion produit-moment de Pearson (r) 

La taille du coefficient r de Pearson varie entre +1,0 

et -1. Elle renseigne sur deux choses: d'une part 

l'importance du rapport et la direction de ce rapport 

entre deux variables, avec 1,00 représentant une corré- 

lation positive parfaite et -1,OO une corrélation néga- 

tive parfaite et 0,O représente l'absence d'une corré- 

lation. La taille de r reflète ainsi la "quantité" de 

la variance qui peut être représentée par la ligne droite 

indépendamment de la linearité ou la nonlinearité des 

résultats. Le r de Pearson a été calculé par la formule 

brute (ou la formule machine) 

Cependant, il n'est pas suffisant de calculer le coeffi- 

cient r de Pearson. Il faut aussi déterminer sa signi- 

fication pour décider s'il existe véritablement une corré- 

lation entre les deux variables étudiées et non seulement 

une relation due au hasard. Ceci obtenu en effectuant le 

test t selon la formule suivante: 

Le taux de signification (alpha) doit être inférieur à 95% 

( p C 0 , 0 5 )  sauf is on le mentionne autrement dans le texte. 



D. y Régression linéaire 

Les droites de régression, ou droites de meilleur approx- 

imation sont celles autour desquelles la somme des 

carrés des erreurs des prédictions (la différence entre la 

valeur obtenue et prédite) est minimale. Pour ltexpression 

de la ligne droite Y = mx + b, les formules suivantes ont 

été utilisées pour calculer respectivement m et b, pour 

prédire Y à partir de X. 

En substituant des valeurs différentes de X dans ltéquation 

de la droite on peut obtenir les valeurs de Y et la ligne 

de la meilleure approximation. 

E. Test du Chi  carré 

Le test de Chi carré ( X ' )  a été calculé sur des valeurs 

énumératives chaque fois que cela était indiqué par les 

résultats. La statistique de Chi carré est une estimatign 

non-paramétrique (distribution-free) et n'est pas basée sur 

une distribution normale dtune population. Elle est très 

utile pour les résultats qui sont exprimés en fréquence, 



pourcentage ou proportions. La formule générale est: 

2 fréquences observées - fréquences attendues 
= somme des 

fréquences attendues 

Les degrés de liberté sont déterminés par la formule: 

df = (r-1 )(c-1 ) où r = les ~ i ~ ~ ~ e s  dans le tableau 

de contingence 

c = les colonnes dans le tableau 

de contingence 

Utilisant le tableau 2 X 2 de contingence et la formule 

donnée, on peut éviter le calcul des fréquences attendues. 

Une fois la valeur et les degrés de liberté de Chi carré 

connus, la valeur est recherchée sur un tableau de Chi 

carré pour déterminer le taux de signification et pour savoir 

si on peut accepter l'hypothèse qu'il y a une différence 

véritable entre les paramètres étudiés. 



RESIJLTATS 

1. Le métabolisme du Na-hyaluronate dans le vitré 

du singe. 

Nous avons utilisé pour cette étude deux espèces de 

singes: le singe nocturne (Aotus trivirgatus, ou dou- 

roucoulis) et le macaque rhasus (Yacaca mulatta). Le 

Tableau 1 résume les différences entre entre les vitrks 

adultes de ces deux esp6ces. 

Tabl-eau 1. Les différences entre les vitrés du singe 
nocturne et du macaque rhksus. 

Ciest la différence dans l'épaisseur du gel vitré anté- 

rieur et dans la concentration du NaMA du liquide vitré 

qui nous a incités à comparer ces deux espèces. Yous 

voulions étudier premièrement, comment l'épaisseur du 

gel cortical et les trau~?~c.t?smes possibles qui pouvaient 

lui être causés ?endant l'administration du NaHA exogene 

pouvaient affecter la vitesse de dif'usi-on de la molécule 

à l'extérieure ee ce compartiment; et, d'autre part si la 

S i n g e  Macaque . 
n o c t u r n e  r h é s u s  

i 

Volume t o t a l  d e  
l i q u i d e  v i t r é  ( m l  ) 

L i q u i d e  v i t r é  
Volume 

NaHA 
( I1g/rnl 1 

P r o t e i n  

2.0 2.4 

1 . 9  0.9 

470 f 1 2  1 3 4  1 1 

. .. 

7 3  + 3 1 5 4  I 1 3  



c o n c e n t r a t i o n  3 à 4 f o i s  s u p é r i e u r e  d u  N a H A  d a n s  l e  

v i t r é  du  s i n ç e  n o r m a l  a d u l t e  i n f l u e r i c e  l a  v i t e s s e  

d ' e x p o r t a t i o n  d u  NaHA e x o g è n e .  

A .  S lnGe  n o c t u r n e  

1 . Vitesse d ' é l i m i n a t j . o n  r a p i d e  . 

P o u r  213  yeux  ( 7 3 %  d e  t o u s  l es  y e u x  é t u d i é s )  l a  v i t e s s e  

d ' e l i m i n a t i o n  a k t 6  r a p i d e .  C e  q u i  s i g n i f i e  q u ' a p r è s  

l ' o p é r a t i o n  n o n  s e u l e m e n t  t o u t  l e  N a H A  i n t r o d u i t  a  

d i s p a r u  du v i t r é  m a i s  q u e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  NaHA d u  

l i q u i d e  v i t r é  e s t  r e t o m b é e  b i e n  e n  d e s s o u s  d e  l a  n o r m a l e  

! F i g u r e  1 ) .  La t e n e u r  moyer,ne e n  NaHA p e n d a n t  7 , j o u r s ,  

+ d e  20  y e u x  é t a i t  d e  1 0 6  - 26 iig/rril, ce qui- e s t  s i o n i f ? . -  

+ c a t i v e m e n t  j - n f é r i e u r e  à l a  c o n c e n t r a t l i - o n  normal-e (470 - 

1 2  v g / m l ) .  Nous a v o n s  c a l c u l é  q u ' e n  r a i s o n  d e  c e t t e  

v i t e s s e  d l é l - i - m i n a t i o n  r a p i d e  l e  t e m p s  d e  d e m i e - v i e  é t a i t  

d e  3 j o u r s .  A p a r t i r  d u  8ème j o u r  a p r è s  l ' o p e r a t i o n  l a  

c o n c e n t r a t i o n  e n  NaHA a a u g m e n t 6  l e n t e m e n t  m a i s  e s t  r e s t+e  

e n  d e s s o u s  d e  l a  n o r m a l e  p e n a a n t  1 4 0  - 1 6 0  j o u r s .  

P e n d a n t  d e s  p é r i o d e s  v a r i a b l e s  zpLq+s l ' o p é r a t i o n ,  i l  n ' y  

a  p a s  e u  d e  d i f f é r e n c e s  s i g n i f i c a t i v e s  e n t r e  l a  v i t e s s e  

d 1 6 l i m i n a t i o n  r a p i d e  d u  NIF-NaHA e t  du  MaHA. 
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Figure 1 .  Vitesse de diffusion lente et rapide du NIF-NaH4 
dans le liquide vitré du singe nocturne. La ligne horizontale 
centrale et l'aire pointillée présentent la moyenne (2) et la 
déviation standard ( a )  de la concentration en,NaHA du liquide 
vitré de 233 yeux de singes normaux, non opéres. Les rectangles 
représentent des échantillons individuels ou des échantillons 
à des périodes différentes après l'opération (dimension horizon- 
tale du rectangle) avec la moyenne (ligne horizontale au centre 
du rectangle) et l'écart standard A la moyenne (dimension verti- 
cale du rectangle). Le nombre d'échantillons représentés par 
chaque rectangle est indiqué à côté. Les résultats obtenus 
avec les yeux à vitesse de diffusion lente sont indiqués au 
dessus de l'aire centrale pointillée, et ceux des yeux à vitesse 
de diffusion rapide, au dessous. Les points noirs (moyenne) 
traversées par une ligne verticale (écart standard à la moyenne) 
montre les résultats obtenus au cours d'une expérience plus 
courte et plus ancienne réalisée dans notre laboratoire (Hultsch 
anà Balazs, 1975 ) .  
L'encadré représente un aggrandissement de la figure principale, 
présentant les résultats obtenus avec 33 yeux à diffusion lente 
(valeurs individuelles) et la ligne de régression calculée 
pendant les sept premiers jours post-opératoires. 



Tableau II Concentratj-on en hyaluronate de sodium 
( ~ g / m l )  du liquide vitré du singe nocturne 
à des temps divers (en jours) aprt?s l'intro- 
duction de N I F - M a H A  et de NaHA 

2. Vitesse d'élimination lente. 
, 

Une vitesse d'élimination lente a été observée Dour ' ! '  

yeux (26%). Pour ces yeux la vitesse d'élimination a 

kt6 plus rapide au cours des 7 premiers jours (Figure 1 ,  

Insertion). La ligne de régression calcul-6e ( r = - 0 , g C i  j 

montre que la demie-vie pour le NaHA introduit est de 

7 Jours; en conséquence la vitesse d'élimination est 

deux fois plus leilte que pour le groupe prGcédent. Après 

le 76me jour la vitesse se ralentit encore plus 

(r = -0,71), à un niveau qui correspond à une d-emie-vie 

d'approximativement 63 jours. Ceci signifie que la 

concentration en NaHA atteint son niveau norrr,al dans le 

liquide vitré 100 à 120 jours apr6s son introduction. 



Des vérifications poursuivies pendant trols ans ont 

montré qu'il n'y a pas eu de changement dans le niveau 

normal du NaHA dans le vitré ( Figure 1 ) . 

Il n'y a pas eu de différence significative entre la 

vitesse d'élimination lente du NIF-NaHA et du NaHA 

déterminée à des périodes variables après l'opération. 

Tableau III Concentration en hyaluronate de sodium 
(pg/ml) Gu liquide vitré du singe noc- 
turne à des temps différents (en jours) 
après l'introduction de NIF-NaEA et de 
NaHA 

Vitesse d'élimination lente 

3. Taille moléculaire ([ ri],),du Na- 
nyaluronate introduit 

101-600 

581 I 36 

141 

15 

618 f 36 

103 

8 

NS - 

Quand la vitesse d'elimination était rapide la[ri],du 

Na-hyaluronate du vitré pendant les 22 premiers jours 

après l'introduction était là même que celle du poly- 

saccharide introduit ( Table III ) .  Après 84 jours la [ ri 1 ,  

était la même qu'avant l'introduction. 

61-90 

1008 f 155 

411 

7 

897 f 165 

368 

5 

NS 

31-50 

1382 f 226 

677 

9 

1019 i 184 

487 

7 

NS 

1-5 

2499 f 286 

,572 

4 

3208 4 324 

1025 

10 

NS 

- 
JOURS 
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K f S . E .  
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NaHA 

Ii f S . E .  
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S i g n i f i c a t i o n  



Quand  l a  v i t e s s e  d l ( t l i n i i n a t i o n  é t a i t  l e n t e ,  l a  [ n  I o  

p e n d a n t  l es  8 3  p r e m i e r s  j o u r s  é t a i t  l a  m ê m e  q u e  p o u r  

l e  p o l y s a c c h a r i d e  i n t r o d u i t  ( T a b l e a u  I ' J ) .  E n t r e  84 e t  

217  j o u r s ,  u n e  a u g m e n t a t i o n  d e  30% d e  ce p a r a m è t r e  a é t é  

o b s e r v é  ce q u i  e s t  s i g n i f i c a t i v e m e n t  ( p < 0,01 ) s u p é r i e y r  

a u x  v a l e u r s  p o s t o p é r a t o i r e s  ( c e l l e s  d u e  1 i e r  a u  2 2  éme 

j o u r ) .  P e n d a n t  l e s  2 1 7  j o u r s  s u i v a n t s  e t  p e n d a n t  l e s  

t r o i s  a n s  q u i  o n t  s u i v i ,  l e  NaHA d u  l i q u i d e  v i t r é  a  g a r d é  

1.a m ê m e  v i s c o s i t é  [ r i ] ,  q u e  c e l l e  p r 6 s e n t e  d a n s  l e  v i t e 6  

a v a n t  l ' o p e r a t i o n .  

T a b l e a u  I V .  [ n ] ,  ( c c / g j  d u  l i q u i d e  v l t r . 6  d u  s i n g e  
n o c t u r n e  à d i f f é r e n t e s  p 6 r i o c . e ~  a p r è s  
i n j e c t i o n  d e  NIF-NaHA e t  NaHA 

V i s c o s i  Li .  l iini t a t i t c  <le NnllA (riori op6r.i.) 
daiis I p v i t i i .  riormal : 4 V 5 O  1 8 6  < . r - / ' ~ !  

4 .  R ô l e  d u  g e l  v i t r é  c o r t i c a l  a n t b r l e u r  
d a n s  l ' e l i m i n a t i o n  du  NaHA 

V i t.esse de 
il i f fins i on 
r n f > i d c  

V i t c s s o  d r  
il i f f'iis i on 
I riit<' 

A f i n  d ' é v a l u e r  l ' i m p o r t a n c e  du  g e l  c o r t i c a l  a n t é r i e u r  

d a n s  l e  c o n t r ô l e  e.e l a  d i f f u s i o n  du NaHA e x o g è n e  i n j e c t é  

. ?ans  ? ' e s p a c e  v i t r e ,  1 ' a i r e  a n t é r i e u r e  p o s t - c r l s t a l ? ~ i n e  

NS P ' O ~ O O 1 p < O ~ O O 1  

S i t : i t i  lCir..~1 ~ t > i i  

3 u  v i t l - 6  a e t 6  s o i g n e u s e m e n t  examj-n6e a u  b l o - m i , c r o s c o p e  

N b r r  <le ,jotir.s ;rl>i.i.s I ' impl  nntnl .  i < t i ~  

1-22 J < t i i r . s  

c u ~ ~ t . r ' r  
2 . 7 - 8 3  ,iotir.s 

p 0.001 

p 0.1 

1-22 

27601260 

(n:ll) 

2410t110 

(n:29) 

2.1-8 3 , joi i i . . ;  
,-<>tt(.i.<. 

8 4 - 2  17 j<> i i i -s  

p r 0.01 

p ' 0.1 

23-83 

4240i240 

(n:33) 

2770'150 

in:19) 

1-22 ji>iil.-i 

c<>rl t 1.t. 

8 1 - 2  17,j<>iir..; 

p .? 0.001 

p 6 0.01 

84-217 

4980i160 

(n:53) 

345OI320 

in:ll) 

217-1095 

4810+250 

(n: 22) 



(voir méthode) dans 24 yeux, à des périodes variées, 

avant et apr6s la substitution d l 1  ml de liquide vitré 

par du NIF-NaHA. Pour kvaluer l'effet possible sur 

l'attachement vitréo-lenticulaire de précédentes substl- 

tutions du liquide vitré, nous avons comparé deux groupes 

d'yeux: un groupe de 1 1  yeux ayant subi une substitution 

vitrée chirurgicale au moins 4 mois plus tôt, et un autre 

groupe de 13 yeux n'ayant subi aucune expérimentation. 

Les observations biomicroscopique ont montré un 

attachement vitréo-lenticulaire normal, à l'exception 

de 3 yeux qui présentaient une séparation partielle du 

gel vitré cortical antérieur de la capsule cristalli- 

nienne postérieure. De plus, le gel vitré antérieur 

était clair, exempt d'opacités ou de fibres, et la 

capsule cristallinienne postérieure ne présentait aucune 

condensation, ni épaississement, ni anomalies. 1 ml du 

liquide vitré fut remplacé dans les 24 yeux par 1 ml de 

solution à 10 mg/ml ou NIF-NaHA comme il a été écrit 

précédemment. 7 jours plus tard 1 ml du liquide vitré 

a ét4 enlevé et la concentration en NaHA déterminee. 

Nous avons trouvé dans 13 yeux une concentration en 

NaHA très élevée. ( 21 34 -f 1 1  5 ii g/ml ) alors que dans 1 1  

yeux elle était çignlficativement plus basse que la 

+ normale ( 62 - .9 Fig/ml ) ( Tableau V). La différence, 

entre ces deux groupes, de la concentration. en NaHA est 

très significative. Etant donné qu'avant l'injection 

la concentration en NaHA était la meme dans les deux 

groupes, il est possible de conclure que la différence 

de concentration est due à la vitesse à laquelle le 

NIF-HA exog&ne a été élimine du liquide vitré en 7 jours. 



Tableau V. Concentration en NaEA du liquide vitré et 
l'humeur aqueuse avant l'injection de NIF- 
NaHA dans le liquide vitré et sept jours 
après. 

Des échantillons d'humeur acqueuse ont été collect6s à 

partir de ces yeux au même moment. La concentration en 

NaHA $ta?.t significativemen; plus forte que la valeur 

normal-e ( 11  , C )  p g / n ? l )  poür les deux groupes, mais le 

groupe à vitesse d'élimination lente a montré une con- 

centration en NaHA significativement plus élevée dans 

l'humeur acqueuse que celle des yeux du groupe à 

vitesse d'élimination rapide (Tableau V). 

Nous avons procédé aux examens biom.croscopiques irrimé- 

diatement après l'opération, 2 à 3 jours après et 7 jours 

plus tard avant le prklevement d'échantillons de liquide 

vitre ou d'humeur aqueuse. Les études biomicroscopiques 

détaillées ont montré que dans le groupe présentant une 

vitesse dlélimri.nation lente, 10 yeux sur 13 avaient Lin 

NaIItI de 1 ' lii~meiii 
oqLietise ( ~ g / m l )  

7 
jo~~r-s après 

l'injection 

1 6 4  i 27 

( 59-389)  

25  * 6  

( 9 - 6 3 )  

< O .  0 0 1  

NnliA (11' vitré ( pg/rnl)  

Avant 
7 

jot~t~s apr-ès 

Groiipe à d'yeux 

Vitesse de 
di f Pus i ori 1 3  
lente de NallA 

Vitesse de 
dif fitsion 11 
ral>i<le di1 
NallA 

Signification 
( P I  

l'injection 

377 * 28 

( 1 8 6 - 5 6 5 )  

3 6 1  34 

( 2 2 4 - 5 1 4 )  

N S 

2134 f 1 1 5  

( 1 5 4 4 - 2 9 8 0 )  

62 î 9  

( 1 7 - 1 2 0 )  

< O .  0 0 1  



attachement vitrée-articulaire normal, contre 3 yeux 

sur 1 1  dans le groupe à vitesse d'élimination rapide 

(Tableau VI). Toutefois il était possible de voir 

clairement, pour trois yeux du premier groupe et huit 

du deuxième, un espace entre le gel cortical antérieur 

et le cristallin postérieur, autrement dit une sépara- 

tion de l'attachement vitréo-lenticulaire. Cet espace, 

après l'opération, Stait rempli d'une solution diffu- 

sant fortement la lumière, plutôt opaque, probablement 

le NIF-Naha 10 mg/ml injecté. Ce phénomène était par- 

ticulièrement visible immédiatement et un jour ou deux 

apres la substitution. Sept jours plus tard la sépara- 

tion entre le gel cortical antérieur et le cristallin 

postérieur était encore clairement visible, mais l'espace 

était occupé par un liquide sans aucune opacité ou dif- 

fusion de la lumière. Les analyses statistiques selon 

le test de Chi carré ont montré une corrélation positive 

et tres sionificative (p<0,02) entre le groupe à vitesse 

d'élimination lente et l'attachement vitréo-lenticulaire 

normal et le groupe à vitesse d'élimination rapide et 

séparation de l'attachement vitréo-lenticulaire. 



T a b l e a u  V I .  C o r r é l a t i o n  e n t r e  l e s  v i t e s s e s  d ' é l i m i n a t i o n  
l c n t e  e t  r a p i d e  e t  l a  p r é s e n c e  o u  l ' a b s e n c e  
d ' a t t a c h e m e n t  v i t r é o - l e n t i c u l a i r e .  

N O U S  a v o n s  d é t e r m i n é  l e  c h i f f r e  d e  v i s c o s i t é  l i m i t a n t e  [ r i I o  

d u  NaMA 8 a n s  l e  l i q u i d e  v i t r 6  d a n s  t o u s  l e s  6 c h a n t j . l . l o n s  

p r e l e v é s  a u  c o u r s  Se 1 ' o p é r a t i o n  d e  s u b s t i t u t i o n .  i . , ~  

v a l e u r  rcio)lenrie p o u r  l e s  1 î ).eux q u i  p l u s  t a r d  o n t  p r é -  

+ ç e n t é  u n e  v i t e s s e  d ' é l i m i n a t i o n  l e n t e ,  é t a i t  d.e 4710 - 

4 4  c c / g  ( T a b l e a u  VII). S o u s  a v o n s  d e  n o u v e a u  d é t e r m i n e  

s e p t  j o u r s  p l u s  t a r d  l a [ r i ] ,  du  NaHA d a n s  l e s  i i . c h a n t i l l o n s  

d e  l i q u i d e  v i t r é  ( 1  m l )  p r é l e v é  d a n s  ces  y e u x .  La 

v a l e u r  moyenne é t a i t  d e  2460  2 1 7 0  c c / g  ce q u i  n ' e s t  p a s  

-t 
t r è s  d i - f f é r e n t  d e  c e l l e  d u  NIF-NaHA i n j e c t é  ( 2 6 7 0  - 

160 c c / g ) .  I l  e s t  d o n c  p o s s i b l e  d e  c o n c l u r e  q u e  l e  NaHA 

t r o u v é  d a n s  l e  l i q u i d e  v i t r é  s e p t  j o u r s  a p r è s  l ' o p é r z t i o n  

é t a i t  p r i n c i p a l e m e n t  d u  NIF-NaHA i n j e c t é  e t  non pa-s  du 

NaEA n o r m a l e m e n t  s y n t h é t i s é  p a r  l e  l i q u i d e  v i t r é  d u  s i n g e  

n o c t u r n e .  11 n o u s  a é t é  i m p o s s i b l e ,  à c a u s e  d e  l a  f a i b l e  

c o n c e n t r a t i o n  e n  NaHA ( c l 2 0  ~ g / m l )  .du 1 i q u i . d e  v i t r é  e t  

d e  l ' h u m e u r  a c q u e u s e  du  g r o u p e  d ' y e u x  à v i t e s s e  

V i t e s s e  de  
d i f f u s i o n  d e  N a H A  

],ENTE 

RAPIDE 

S i g n i f i c a t i o n  ( p ) 

1 r 

% d e  cas où l e  
l i q u i d e  v i t r é  
e s t  a t t a c h é  a u  
c r i ' s t a l l i n .  

7 9 

2  7 

< 0 . 0 2  

7; d e  c a s  où l e  
l i q u i d e  v i t r e u x  
e s t  d é t a c h é  d u  
c r i s t a l l i n .  

2 1 

7 3 

c 0 . 0 2  



d'élimination rapide, de procéder à la fois à la déter- 

mination de la concentration et de la viscosité limi- 

tante de ces échantillons; et pour cette étude la 

détermination de la concentration était la plus impor- 

tante. 

Tableau VII. ~iscosité limitante du NaMA dans le liquide 
vitré du singe nocturne avant et après in- 
jection de NIF-NaHA ou de NaHA. 

Les valeurs représentent la moyenne et l'erreur standard 
des 1 1  implantations. 

Il existe une corrélation positive entre la séparation 

post-opératoire du gel vitré antérieur et le cristallin 

postérieur, et le fait que ces yeux ont été utilisé 

antérieurement pour plusieurs expérimentations (Tableau 

VIII). 73% des yeux précédemment opérés présentaient 

NaHA dans le 
liquide vitré 

une séparation vitréo-lenticulaire après la dernière 

opération. D'autre part, 77% des yeux qui n'avaient 

jamais été utilisés présentaient après le dernier 

échange de liquide vitré, un attachement vitréo-lenti- 

culaire normal. Les analyses statistiques selon le 

test de Chi carré ont démontré que les corrélations 

étaient positives et significatives (p<0.02). 

viscosité 
limi tante 

cc/g 

4710 + 400 

2460 f 170 

2670 f 160 

Avant 
l'injectjon 

1 semaine après 
implantation 

Signiflcance 
( P )  

cO.01 

NS NIF-NaHA injecté 



Tableau VI11 Corrélation entre des yeux opérés 
précéeemment ou non opérés et la 
présence ou l'absence d'attachement 
vitrko-lenticulaire 

5. Influence de la pathologie du vitré 
sur 2- ' él.imination du MaHA 

Précédente 
substitution 
du liquide vitré. 

OUI 

NON 

Signification ( p )  

Afin de savoir si le gel cortical antérieur est llélé- 

ment structural le plus important dans le contrôle de la 

diffusion du NaHA exoaène i partir du vitré, nous avons 

étudié 3 yeux à pathologie étendue du vitré. Deux de ces 

yeux avaient d k j à  été utilisés une fois et le dernier avait 

été utilisé 4 fois pour des études de substftution du 

liquide vitré. Pour l'un des deux yeux utilise dkjà une 

fois, l'opération avait créé une pathologie qui eut pour 

résultat un détachement total de 1-a rétine. Trois mois 

après le développement de ce détachement, ]-'oeil ne mon- 

trait aucune inflammation aigue et le gel vitré antérieur 

était inaltéré. Quand 1 ml de liquide vitré était 

extrait et remplacé par 1 ml de NIF-NaHA à 10 mg/ml, 

l'attachenent vitréo-lenticulaire n'était pas pertubé. 

Après une semaine le gel vitré antérieur était toujours 

attaché au cristallin et les concentrations en Na!<!, du 

liquide vitré et de lltlumeur aqueu-se 4tait &levées 

% de cas pour les- 
quels le liquide 
vitré était attaché 
au cristallin. 

2 7 

7 7 

< 0.02 

Z de cas pour les- 
quels le liquide 
vitré était détaché 
du cristallin. 

7 3 

2 3 

< 0 . 0 2  



:.ndiquant une diffusion très lente à partir de l'espace 

vitre. Les deux autres yeux, après respectivement, une . 
et quetre opérations, ont développé une lourde conden-' 

sation et un épaississement du oel cortical antér-eur. 

Ce gel cortj-cal &paissi était toujours attaché 'au cris- 

tallin dans l'un des cas, mais non dans l'autre. Immé- 

diatement après et sept jours plus tard, ce gel vitré 

cortical antérieur pathologiquement épaissi et condensé 

était détacne, dans les deux yeux, du cristallin posté- 

rieur, toutefois la concentration en MaHA du liquide 

vitré et de l'humeur acqueuse était très élevée indiquant 

que le uel vitré antérieur avait exercé sa fonction nor- 

male de barrière (Tableau 1x1. 

Tableau IX Concentration en NaHA du liquide vitré et 
de l'humeur aqueuse avant et après l'injec- 
tion de NIF-NaHA et de NaHA: yeux patholo- 
giques 

. . 

Détachement 
rétinal 
total 

Gel vitré 
i rg/ml) attaché au 

Injection 

Condensation du 
gel vitré corti- 
cal antérieur 

Pathologie 

6. Effet de SPT au liquide vitré sur la 
concentration de NaHA de l'humeur 
acoueuse 

A 1 ml de liquide vitré, nous avons substitué le ~nGme 

volume de SPT dans sept yeux non utilisés précédemment 

et dans 13 yeux qui. avaient été utilFsés lors d'études 

de substitution du liquide vitré 6 à 7 mois plus tôt. 



A f i n  d e  s a v o i r  s i  l e  d e t a c h e m e n t  v i - t r é o - l e n ~ i c u l a i r e  

é t a i t  d û  à l ' o p é r a t i o n  c h i r u r g i c a l e  elle-xême o u  à 

l ' u t i l i s a t i o n  d e  NIF-NzHA v i ç c o é l ~ s t i q u e ,  n o u s  a v o n s  

p r o c é d é  à d e s  e t u d e s  b ï o m i c r o s c o p i q u e  a p p r o f o n d : . e s  s u r  

t o u s  l e s  y e u x .  p o u r  c e u x  e n c o r e  n o n  u t < l i s @ ç  P O U S  

avons  t r o u v e  q u e  1.e ce ;  c o r z i c a l  a n t é r i e u r  6 t z . L ~  i é t a -  

ch2 d u  c r < . s t a i l i n  p o s t e r i e u r  48 h e u r e s  a p r & s  la s u b s -  

t i t u t i o n  d u  l i q u i d e  v i . t r é  p a r  l a  SPT .  ~ a r a l l è l e m e n t  

l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  NaHA d e  l ' h u m e u r  a q u e u s e  é t a i t  d e  

+ 41 - 8 pg /ml  ce q u i  e t a i t  s i g n i f i c a t i v e m e n t  p l u s  é l e v é  

( p < 0 . 0 1 )  q u e  c e l l e  d e  l ' h u m e u r  a q u e u s e  n o r m a l e  d e  ces 

+ s i n g e s  ! 11 - 2 ~ i g / m l ) .  Les t r e i z e  y e u x  qui.  a v a i e n t  

d é j à  é t é  u t i l . i s é s  p r h s e n t a j - e n t  h p a l e n e n t  u n e  s é p a r a t i o n  

v i  t r é o - 1 e n t l c u l . a i r e  a p ~ c ? c  l a  d e r n i + r e  s u b s t i t u t 5 . o n  c?,u 

I f q u i d e  v i t r é  p a r  l a  S P T ,  e t  l a  c o n c e n t r a t i o n  Ce NsH-4 

d e  I ' h u n e u r  z - u e u s e  4.8 n e u r e s  aprc'?s 1a ç i ; b s t i t u t i o n  
A. 

é t a i t  d e  4.9 - Î ?  va/n?l ,  ce GU;- n ' e s t  p a s  r;i.anli.f?.c(.itj.ve- 

~ . e n t  d i f f é r e n t  qu.e d e s  r k s u l t a t s  o b t e n u s  a v e c  l e  g r o u p e  

Ges s e p t  y e u x  d é c r j t s  p 1 . u ~  h a u t  m a i s  e s t  s i u n < f i c a t i v e -  

m e n t  ( p c 0 . 0 1  ) s u p k r i e u r  à l a  n o r m a l e .  

7 .  P r o t é i n e s  e t  l e u c o c y t e s  d a n s  l e  
l i ~ u i d e  v i t r e  e t  d a n s  l ' h u m e u r  
a o u e u s e  a ~ r è s  i n t r o d u c t i o n  " i n t r a v i -  
- A  - - 

t r é a l e "  d é  MIF-NaEA e t  d e  NaHA 

Chez  l e  s i n a e  n o c t u r n e ,  comme d a n s  t o u t e s  les  a u t r e s  

e s p i ' c e s ,  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e s  p r o t é i n e s  s o l u b l e s  i n o n -  

c o l l a g 6 n i q u e s )  d 2 . n ~  l ' h u m e u r  a q u e u s e  e s t  s i g n i f l c a t i v e -  

m e n t  p l u s  e l e v 6  q u e  c e l l e  d u  l i q u i d e  v i t r é .  A u  c o u r s  

d ' u n e  é t u d e  a n t é r i e u r e  ' D e n l i n g e r ,  E l - K o f t y  e t  B a l a z s ,  



l 9 E O ) ,  i l  a  é t é  t r o u v é  d a n s  166  yeux  une c o n c e n t r a t i o n  

-+ e n  p r o t é i n e s  Gu l i q u i d e  v i t r é  d e  0 , 0 7 1  - 0 , 0 0 3  mg/ml. 

Chez 1 6  s i n g e s  n o c t u r n e s  l a  t e n e u r  e n  p r o t é i n e s  d e  

l ' h u m e u r  a q u e u s e  é t a i t  p r a t i q u e m e n t  l e  d o u b l e ,  s o i t  

é t a î t  d e  0 , 1 2 0  2 0 , 0 1 0  rr.g/rril. C e  r é s u l t a t  e s t  l é s è r e m e n t  

p l u s  é l e u k  quand l a  s u b s t l . t u t i o n  l u  l i q u i d e  v i t r i !  s . v a i t  

é t é  r é a l i s é e  a u  p r é s . l a b l e  s u r  l e s  rn6rr.e~ y e u x .  Dans l a  

p r k s e n t e  é t u d e ,  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  p r o t é i n e s  du l i q u i d e  

v i t r é  a  é t 4  d é t e r m i n é  d a n s  24 y e u x  ( T a b l e a u  X). Onze 

Ze ces yeux  ( 6  d a n s  l e  g r o u p e  à v i t e s s e  d e  d i f f u s i o n  

r a p i d e  e t  5 d a n s  l e  g r o u p e  à v i t e s s e  d e  d i f f u s i o n  l e n t e )  

a v a i e n t  & te  u t i l i s é  p r é c é d e n ~ ~ e n t  ( 4  à 5  n o i s  p l u s  t ô t )  

pou r  d e s  é t u d e s  d e  s u b s t i - t u t i o n  du  v i t r é .  P a r  c o n s é q u e n t  

l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  p r o t e i n e  d u  l i q u i d e  v i t r é  a v a n t  c e t t e  

o p k r a t i o n  é t a i t  c o n s i d é r a b l e m e n t  p l u s  é l e v é  d a n s  l e s  d e u x  

+ + g r o u p e s , ( 0 , 2 2  - @,O5 e t  @ , 1 4  - 0 , 0 3  mg/ml)  que  c e l l e  

t r o u v é e  a u  c o u r s  d ' é t u d e s  a n t é r i e u r e s  c o n d u i t e s  s u r  d e s  

yeux  p a s  e n c o r e  o p é r é s .  

T a b l e a u  X . C o n c e n t r a t i o n  e n  p r o t é i n e  du  l i q u i d e  v i t r é ,  
comptaqe  d e s  l e u c o c y t e s  e t  c o n c e n t r a t i o n  e n  
p r o t é i n e  d e  l ' h u m e u r  a q u e u s e  a v a n t  e t  a p r è s  
l ' i n j e c t i o n  i n t r a v i t r é a l e  d e  NIF-NaHA e t  NaHA 

N o  

13 

11 

, Croupe 

V i t e s s e  d e  d i f f u s i o n  
du NaHA l e n t e  

s i g n i f t c a t i o n  ( P )  

v i t c s ~ e d e d i f f u s i o n  
du WaHA rap ide  

S i g n i f i c a t i o n  ( p l  

V i t r é  

Prote ine  (mg/ml) 

Avant i sem. a p r e s  

i n j e c t i o n  

Humeur aqueuse 

0.22 ' 0.05 0.76 0.17 

~ e u c o c y  tes/nun5 
48 heures  
aprCs 
l ' i n j e c t i o n  

42 2 ,15 

26 2 8 

WS 

p r o t e i n e  (mg/ml) 

e u r e s  1 sem. 48 h 

apres  l ' i n j e c t i o n  

'0.01 

0 . 1 4 ' 0 . 0 3  1.09 ' 0.24  

~ 0 . 0 1  

1.10 ' 0.29 3.69 = 0.90  

' 0.02 

4 -30  ' 1 .O9 3-26 ' o.6n 

NS 



La figure 2 montre l'augmentation de la concentration 

en protéine à différents temps après substitution du 

liquide vitré par du NIF-NaHA, du NaHA et du SPT. Il 

y a une différence très significative entre la concen- 

tration en protéine du vttré après substitution du NaHA 

de celle trouvée après la substitution par du NIF-NaHA. 

Dans 12 yeux la concentrati.on protéine apres substitu- 

tion du liquide vitré par duSPT n' était pas différente 

de celle trouvée apr6s la substitütion par du NIF-Na!jA. 

30 jours après l'opération la concentration en protéine 

est revenue pratiquement au niveau normal et aucune 

différence n'a pu être observée entre les concentrations 

en protéines pour les substitutions par du NIF-NaHA et 

par du NaHA. Le temps postopératoire nécessaire au 

retour à un niveau normal de la concentration en protéine 

était supérieure à 70 jours. 

Une semaine après la substitution du liquide vitré par 

du NIF-NaHA la concentration en protéine du vitré a été 

déterminée. La valeur moyenne obtenue avec le groupe à 

vitesse de diffusion lente était plus basse que celle du 

groupe à vitesse de diffusion rapide, mais la différence 

n'était pas significative. Toutefois, dans les deux cas 

l'autmentation de la concentration en protéine était 

significativement plus élevée que la normale, et dans 

le même ordre de grandeur que celle de l'expérience 

présenté dans la Figure 2. 



O NaHA 
NIF-NaHA 

x SPT 

\ NaHA 

Figure 2. Concentration en protéine du liquide vitré du 
singe nocturne à des périodes différentes après l'introduction 
de NIF-NaHA ( ) , NaHA( O )  et de RSS (x). Les barres verticales 
représentent l'écart standard à la moyenne et les nombresinscrits 
à côté, le nombre d'yeux dans chaque groupe. Les rectangles, 
droite de la figure, représentent la moyenne (ligne horizontale) 
et l'écart standard à la moyenne (dimension verticale du rectangle) 
d'yeux examinés 1 a 2 ans après l'introduction.de NIF-NaHA, de 
NaHA et de B S S ,  et les valeurs précédent l'opération (PRE-OP). 
Les nombres inscrits sous les rectangles indiquent le nombre 
d'yeux dans chaque groupe. 

La concentration en proteine de l'humeur aqueuse a été 

analysée dans 24 yeux, 48 heures puis une semaine après 

la substitution du liquide vitré par du NIF-NaHA. Les 

leucocytes de l'humeur aqueuse ont été également comptés 

au même noment. 48 heures après l'opération les groupes 

à vitesse de diffusion lente et rapide présentaient des 

différences significatives de la concentration en 



p r o t é i n e  d e  l ' h u m e u r  a q u e u s e ,  m a i s  u n e  s e m a i n e  a p r è s  i l  

n ' y  a v a i t  p l u s  a u c u n e  d f f f é r e n c e  ( T a b l e a u  X). 48 h e u r e s  

a p r è s  1 1 0 p 6 r a t i o n  l e  nombre  d e  l e u c o c y t e s  d e  l ' h u m e u r  

a q u e u s e  é t a i t  b a s  d a n s  l e s  d e u x  g r o u p e s  ( 4 2  e t  26 

c e i l u l e s / r n m 3 ) .  P o u r  c h a q u e  g r o u p e  une  s e m a i n e  a p r è s  

l ' o p é r a t i o n ,  il n ' y  a v a i t  a u c u n e  c e l l u l e .  L e  g r o u p e  à 

v i t e s s e  d e  d i f f u s i o n  l e n t e  p e n d a n t  l e s  5 j o u r s  s u i v a n t  

l ' o p é r a t i o n  p r é s e n t a i t  u n e  a u g m e n t a t i o n  s i g n j - f i c a t i v e  

d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  p r o t é i n e ,  p e n d a n t  q u e  p a r a l l è l e -  

m e n t  l e  g r o u p e  à v i t e s s e  d e  d i f f u s i o n  r a p i d e  p r é s e n t a i t  

u n e  d é c r o i s s a n c e  ] .kgè re  mais non s i g n i f i c a t i v e .  

B .  Macaque r h e s u s  

P u i s q u e  l ' i n t é g r i t é  d u  g e l  v i t r é  c o r t i c a l  a n t é r i e u r  j o u e  

un r ô l e  i m p o r t a n t  d a n s  l a  r é g u l a t i o n  d e  l a  d i f f u s i o n  d e  

N a H A  e x o g è n e  i n j e c t é  d a n s  l e  l i q u i d e  v i t r é ,  n o u s  a v o n s  

p r o c é d é  c h e z  l e  macaque  r h é s u s  à une  é t u d e  s i m i l a i r e  à 

c e l l e  d e c r i t é  p r é c é d e m m e n t  c h e z  l e s  s i n g e s  n o c t u r n e s .  

L,e g e l  v i t r é  d e  ce s i n g e  e n  cor i !pa ra i son  a v e c  c e l u i  du  

s i n g e  n o c t u r n e  p r é s e n t e  un r a p p o r t  g e l  - l i q u i d e  b e a u c o u p  

p l u s  é l e v é ,  e t  p a r  c o n s é q u e n t  l ' é p a i s s e u r  d u  g e l  c o r t i c a l  

v i t r é  e s t  p l u s  i m p o r t a n t e  ( D e n l i n g e r ,  E i s n e r  e t  B a l a z s ,  

1 9 8 0 )  e t  s a  r é s i s t a n c e  a u x  dommages m é c a n i q u e s  c a u s é s  p a r  

l ' o p é r a t i o n  d e  s u b s t i t u t i o n  e s t  p l u s  g r a n d e .  P o u r  c e t t e  

é t u d e  s e u l e  l e  N I F - N a H A  a  éte u t i l i s é  p o u r  r e m p l a c e r  l e  

v i t r é .  



1. Diffusion du NIF-NaHA à partir du 
7 

liquide vitré du macaque rhésus 

Dans les 43 yeux de macaques rhésus, la vitesse totale 

de diffusion était lente. Ceci signifie qu'aucun des 

yeux à aucun moment après l'injection de 5 mg de NIF- 

NaHA dans le liquide vitré n'a présenté une concentra- 

tion en NaHA plus basse que la normale (Figure 3). La 

concentration en NaHA a baissé rapidement pendant les 

premières 48 heures après l'injection, puis la vitesse 

de diffusion s'est ralentie. La ligne de régression 

calculée à partir des résultats obtenus 3 à 90 jours 

après l'injection, puis la vitesse de diffusion s'est 

ralentie. La ligne de régression calculée à partir des 

résultats obtenus 2 à 90 jours après l'injection avait 

de r = -0,81. Le temps d'une demie-vie pour le NIF-NaHA 

dans le liquide vitré du singe macaque rhésus était donc 

approximativement de 21 jours. 

0.05 1 I I I I 4 
O 20 4 0 60 80 1 O0 

jours 

Figure  3 .  Diffus ion  du NIF-NaWA I p a r t i r  du l i q u i d e  vitI-6 du 
maca ue r h i s u s .  La l l g n e  horizontale e t  l ' a l r e  p o l n t l l l t e  
mantrant la movennt tI)  s r  l ' é c a r t  s tandard  A l a  moyenne (' ) ... - . . . . . . . . - - 
de l a  concen&itiin ;n.~al(A-du l i q u i d e  v i t r 6  de 38 yeux de 
s i n g e s  nornaux e t  prk6dsmment non-op6r6s. Les poin ts  n o i r s  
e t  l e s  l i g n e s  v e r t i c a l e s  (kart s r a n d u d  A l a  moyenne1 
montrent des k h t i l l o n s  i n d i v i d u e l s  e t  des  k h a n t i l l o n s  
de groupe r e c u e i l l i s  l e  mima jour a p d s  l ' i n e r o d u c t i o n  de 
NIF-NU. Les c h i f f r e s  i n s c r i t s  A c e t 6  de chaque poin t  
ind iquent  l e  nombre d ' é c h a n t i l l o n s  pour chaque groupe. La 
l i g n e  de + g r e s s i o n  ca lcu l6e  A p a r t i r  de c e s  r 6 s u l t a t s  
prbsente  un c o e f f i c i e n t  de c o r r 6 l a t l o n  ( r )  d e  4 . 8 1 .  



2. Equilibre du NIF-NaHA injecté entre le 
ael et le liauide vitré 

Nous avons sacrifié 4 singes 1 ,  3 ,  18 et 20 jours après 

la substitution de O,? ml de liquide vitré par le même 

volume de NIF-NaHA à 10 mg/ml. Le liquide et le gel vitré 

ont été soigneusement recueillis séparément et nous avons 

déterminé la concentration en NaHA de chacun d'eux. Le 

tableau XI montre qu'en 24 heures la plupart de NIF-NaHA 

injecté dans le compartiment du liquide vitré a diffusé 

dans le gel vitré augmentant la concentration originale 

de 16 à 24 fois. A ce moment la concentration en NaHA 

était toujours de 30% plus basse que celle du gel. Au 

troisième jour ce cette différence significative n'a pu 

être décelée. 

Tableau XI Différences dans la concentration en NaHA du 
qel et du liauide vitré du macaque rhésus 
aprPs la substitution de 0,5 ml de liquide 
vitré par le même volume de 10 mcy/ml Ge 
NIF-NaHA 

KaHA vg/ml 1 
dans l e  l i q u i d e  v i t r  Nb. d e  jours aprG 

/ a v a n t  l a  s ~ ~ b s t i t u t i c ~ ~  l a  s u b s t i t u t i o f i  ' 
117 1 

N a H A  rq/ml dans  . 

v i t r é  le 

1885 1272 

% d e  
d i f f é r e n c e  

3 3 

2 9 1 7 6 1 1 2236 1 5 7 9  

181 3 1488 

121 
I 
i 18 866 

195 ï 20 1299 1448 
i 

150 20 1681 1681 

16 

2 

1  O 

O 
L 



3. Taille moléculaire ( [ r i I o )  du NIF-NaHA 
injecté 

La [ r i I o  de NaHA naturellement présent dans le liquid vitré 

des macaques rhésus utilisés pour cette étude était de 

+ 3110 - 190 cc/g. Comme le NIF-NaHA injecté possédait 

une viscosité intrisèque de 2920 cc/g la difference 

n'était pas assez grande pour pouvoir utiliser ce NIF- 

NaHA comme marqueur moléculaire. Ainsi que le montre le 

Tableau XII, pendant 35 jours d'observation suivie, le 

poids moléculaire du NaHA dans le liquide vitré n'était 

pas significativement différent de celui du NIF-NaHA 

naturel. Après l'opération la viscosité moyenne pour 

+ les 18 yeux était de 2700 - 110 cc/g. 

Tableau 'XII [ r i ] ,  de NaHA dans le liquid vitré du macaque 
rhésus avant et après l'injection de NIF- 
NaHA 

4. Effet sur la concentration en NaHA de 
la substitution du liquide vitré par 
par la SPT 

Avant. . 
l'injection 

3110 t 190 

(n=17) . 

Nous avons, dans 12 yeux, remplacé 1,O ml de liquide 

Nb. de jours aprèl; l'injection. 

2 3 6 23 3 O 35 

2450 2860 2370 2000 3240 2985 2860 

2730 2340 2610 2000 2600 2820 2200 - 
2600 3500 2700 

3650 

vitré par le même volume de NIF-NaHA. Dans ces yeux le 



volurne de liquide vitré était de 1 ,O ml ou plus car ces 

yeux avaient été utilisés 4 à 5 mois plus tôt pour des 

études de substitution par du NIF-NaHA. Toutefois au 

moment où nous avons commencé cette expérience, la 

concentration en NaHA, pour tous les yeux était revenue 

+ à la normale ( 138 - 16; = 56 ) .  Le remplacement par SPT 

a diminué la concentration originale en hyaluronate de 

sodium du vitré, apres l'équilibre de la teneur en 

hyaluronate de Na du gel et du liquide vitré, de 42%. 

Le Tableau XIII montre comment pendant 90 jours la 

concentration originelle de NaHA a lentement atteint le 

niveau du départ ( 100% 1 .  

Tableau XIII Effet de la substitution d'l ml de liquide 
vitré par 1 ml de SPT sur la concentration 
en NaHA des yeux du macaque rhésus 

Afin d'étudier l'effet de 1'SPT sur la concentratj-on en 

NaHA artificiellement élel~ée dans le liquide vitré, nous 

avons procedé sur 4 yeux à l'étude suivante. Première- 

ment, nous avons substitué à 0,5 ml de liquide vitré, 

1 %  de NIF-NaHA. Quarante-cinq jours plus tard nous avons 

itb. de jours 
a?rès la 
substitution 

2-15 

30-45 

5 9 - 9 0  

Nb. d' 
Yeux 

3 

5 

4 

l 

NaHA, % de la 
concentrction 

orisinale 

6 6  5 2  

O =  3 

8 0  * 9 

O = 2 0  

9 8  _+ 1 6  

O = 3 2  



substitué à 1,O ml de liquide vitré, 1,O ml de SPT. 

La concentration en NaHA du vitré retiré à ce moment 
+ était de 875 - 51 Fig/rnl (r = 102, n = 4). L'injection 

de SPT diluait la concentration en NaHA rapidement 

+ jusqutà un taux approximatif de 510 - 30 ~g/ml. Ceci 
signifie que pendant les 75 jours qui ont suivi, la 

concentration est tombée de 64% à un niveau pratique- 

ment normal (148 5 27 ,,g/ml). Cette baisse de la con- 

centration durant cette période de 75 jours, après 

l'injection de SPT correspond à un temps de demi-vie 

de NaHA de 26 jours. 



5. Concentration en NaHA de l'humeur 
aqueuse - 

Avant l'introduction intravitréale de NIF-NaHA, la 

concentration en NaHA de l'humeur aqueuse de ces singes 

+ était de 10,8 - 1,5 pg/mi. Le ~remier jour après 

l'opération, cette concentration est demeurée approxl 1 ma- 

tivement au même niveau (Figure 4). Toutefois le jour 

suivant, la concentration en NaHA était 5 fois plus 

élevée. 23 à 35 jours après l'opération cependant elle 

était revenue à la normale dans ce compartiment. 

I 1 I I l l  
1 2 3 4 5  10 15 2 0  2  5 30 35 

jours a p r e s  inject ion 

Figure 4. Concentration en NaHA de l'humeur aqueuse des macaques 
rhésus à des temps variables après introduction de NaHA dans le 
liauide vitré. Les  oints noirs re~résentent les dosages indivi- -- ~ - -  - - 

duels de l'humeur aq;euse et les points noirs traversés d'une 
barre verticale, la moyenne, l'écart standard à la moyenne de 
plusieurs déterminations (le nombre d'individus par groupe est 
marqué) examinés au méme moment après l'opération. La ligne- 
horizontale et la surface hachurée représentent la moyenne ( x )  
et l'écart standard ( 0 )  des valeurs trouvées pour les 16 
échantillons d'humeur aqueuse, avant l'introduction intravitrale 
de NaHA. Le coefficient de corrélation de la ligne de régression 
calculée du 2ème au 35ème jour est de - 0 , 7 0 ,  par conséquent le 
temps de demi-vie du NaHA est de 22 jours. 



6. Concentration en protéines du vitré 
et de l'humeur aqueuse a ~ r è s  l'intro- 
duction intravi tréale deA NIF-NaHA 

La concentration en protéines du vitré de l'oeil du 

macaque rhésus est normalement de 154 -f 1 3 p g/ml 

(n = 28; Denlinger, Eisner et Balazs, 1980). A partir 

du second jour après l'opération, la concentration en 

portéine du liquide vitré augmente et demeure au dessus 

de la normale pendant 30 jours. Il y a des différences 

considérables; pour quelques uns des animaux la concen- 

tration en protéines est restée relativement proche de 

la normale (160 - 260 pg/ml); dans quelques autres cas 

la concentration etait très élevée (1 000 - 5000 pg/ml). 

La valeur moyenne toutefois, pendant les 30 jours pendant 

lesquels les yeux ont été suivis, a été pour 29 d'entre 

eux de 500 * 100 pg/ml. A partir du trentiéme jour aucun 

des yeux étudiés (10) n'a montré une concentration en . 
protéines plus élevée que la normale. 

La concentration normale en protéines de l'huiieur aqueuse 

du macaque rhésus est de 1 1  4 A 1 3  vg/ml)( n = 28; Denlinger, 

Eisner et Ralazs; 1980). Après que le NIF-NaHA ait été 

utilisé comme substitut d'une partie du liquide vitré, 

la concentration en protéines de l'humeur aqueuse s'est 

rarement élevée au dessus de la normale. Seuls 4 des 18 

échantillons d'humeur aqueuse recueillis 3 à 35 jours 

aprés l'opération, montraient une concentration plus élévée 

que la valeur normale. Pour les 18 échantillons, la 

valeur moyenne était de 143 I 32 vg/rnl <a = 134). 



LI. Prélèvement quantitatif de b!aHA à partir des 

genoux de lapins. 

A. Technique de lavage de l'articulation. 

Dans toutes les expériences sur les lapins, 1-e volume 

total du liquide de lavage était de 6 ml. Nous avons 

étudié trois types de lavages différents les uns des 

autres par le volume injecté à chaque fois: 0 , 3  ml, 

0 , 5  ml, et 1,O ml. AprGs ,avoir sacrifie le lapin par 

une overdose de pentobarhital de sodium (Diabutal, 60 mg, 

1 ml., Diamond Laboratories, Inc., Des Moines Iowa) et 

1 'avoir sa.ign6 par section des verines jiigulaires, 

nous avons lavé les articulations avec de la solution 

physiologique tamponnée ( S P r r ) .  Nous avons injectk 0 , 3 ,  

0,5 ou 1 r.1 de solution physiologique tamponnée dans 

l'espace intra-articulaire en utilisant une aiguille de 

0 , 5  mm. La patte du lapin étant maintenue en position 

fléchie, nous avons introduit l'aiguille entre les 

condyles du f6mur et du tibia juste au dessous du tendon 

quadriceps, soit de façon médiane soit latéralement. 

Nous avons fait attention à ce que l'aiguille n'entre 

pas en contact avec la surface du cartilage. ~ p r 5 s  

avofr enlevé l'aiguille, l'articulati.on a &té bougée 

pour assurer le mklange du ilquide physiologique et du 

liquide synovial. Une autre aiguille de 0 , 5  mm rattachée 

à une seringue de 1 ml a $té alors Insérée dans l'arti- 

culation de façon à ce qu'elle pénetre soit dans la 

cavité bursale médiane soit dans la cavité hursaie 

latérale de chaque côté du fémur distal. Nous avons 



placé l'aiguille de façon à aspirer le plus de liquide 

possible au moyen de la seringue. Le liquide de lavage 

ainsi prélevé a été placé sur de la glace dans un tube 

d'essai en plastique. Ce procédé a été repété plusieurs 

fois jusqu'à ce que nous ayons utilisé approximativement 

5 ml de liquide physiologique tamponné pour laver 

l'articulation et les liquides de lavage mélangés. 

Les derniers 0 , 9  - 1 , O  ml de solution physiologique 

tamponnée ont été conservés afin que le dernier lavage 

soit operé sur l'articulation en partie disséquée. 

L'articulation a été soigneusement ouverte par une 

incision longitudinale à travers la peau et le fasciae 

afin d'exposer le quadriceps. Une incision transversale 

a été faite à travers le tendon juste en dessous de la 

patelle. L'articulation a été doucement comprimée et 

tout liquide de lavage restant a été recueilli par 

aspiration avec une seringue comme décrit précédemment. 

Le tendon et la patelle ont été alors légèrement soulevés 

au moyen d'un forceps. Le tissu synovial et la capsule 

de l'articulation ont été coupés latéralement sur le plan 

médian pour exposer le plateau platellaire. Nous avons 

de nouveau prélevé par aspiration ce qui restait de 

liquide en faisant attention à ne pas toucher la surface 

du cartilage, et à ne pas laisser le tissu se désècher. 

Puis ltarticulation ouverte a été soigneusement lavée 

avec le restant du liquide physiologique, par petite 

quantités et le liquide prélevé à chaque fois a été 

mélangé au liquide déjà conservé dans le tube d'essai. 



Nous a v o n s  a l o r s  m e s u r é  l e  volume de ce l i q u i d e  d e  

l a v a g e .  Chaque é c h a n t i l l o n  d e  l a v a g e  a  é t 4  c e n t r i f u g é  

à 5 0 , 0 0 0  x  g p e n d a n t  u n e  h e u r e  à 4 O C  e t  d i a l y s é  u n e  

n u i t  ( > 1 6  h e u r e s )  c o n t r e  une  s o l u t i o n  d e  NaCl 0 , 1 5  N 

à 4 O C  s o u s  a g i t a t i o n  c o n s t a n t e .  

B .  ~ é c u p é r a t i o n  d e  l i q u i d e  d e  l a v a g e .  

P o u r  d é t e r m i n e r  l a  q u a n t i t é  d e  l i q u i d e  d e  l a v a g e  q u i  

d o i t , ê t r e  u t i l i s k e  d e  m a n i è r e  à p r é l e v e r  t o u t  l e  NaHA d e  

1 ' e s p a c e  a r t i c u l a i r e ,  n o u s  a v o n s  u t i l i s é  149  a r t i c u l a -  

t i o n s  n o r m a l e s  d e  l a p i n s .  Au c o u r s  d e s  d e u x  e x p é r i e n c e s ,  

n o u s  a v o n s  p r é l e v é  6 m l  d e  l i q u i d e  d e  l a v a g e  p a r  p o r t i o n  

d e  1  m l  (84 a r t i c u l a t i o n s )  ou p a r  p o r t i o n  d e  0 , 3  m l  

( 6 5  a r t i c u l a t i o ~ s ) .  Nous a v o n s  d é t e r m i n é  d a n s  l e s  d e u x  

e x p é r i e n c e s  l e  vo lume  t o t a l  d e  1 i q . u i d e  d e  l a v a g e  r é c u p é r é  

e t  l e  c o n t e n u  t o t a l  d e  N a H A .  Les r e s u l t a t s  o n t  é t é  

r a s s e m b l 6 s  e n  % p a r  d é c a d e s  e n t r e  O e t  1 0 0 %  d e  1,rolume 

r é c u p é r é .  Nous a v o n s  r e p o r t é  s u r  l e s  t a b l e a u r  XIV e t  

X V  l e s  moyennes ,  l e s  é c a r t - t y p e s  d e  l a  moye:.ine, l e  

nombre  d ' a r t i c u l a t i o n s  d a n s  c h a q u e  g r o u p e ,  e t  l a  s i g n i -  

f i c a t i o n  e n t r e  l a  moyenne d e  c h a q u e  g r o u p e .  Dans  l e s  

d e u x  e x p é r i e n c e s ,  l a  t e n e u r  e n  NaHA d e s  l i q u i d e s  d e  

l a v a g e ,  où 40% o u  p l u s  d e  l i q u i d e  a v a i t  é t é  r é c u p é r é ,  

n e  p r e s e n t a i t  a u c u n e  d i f f é r e n c e  s i g n i f i c a t i v e .  Au 

d e s s o u s  d e  40% d e  r é c u p é r a t i o n ,  i l  y  a v a i t  s i g n i f i c a t i -  

vement  bea.ucoup m o i n s  d e  NaH.4 d a n s  l e  l i q u i d e  d e  l a v a g e .  

Dans  ces c o n d i t i o n s ,  l o r s q u e  l e s  v o l u m e s  d e  l i q u i d e  d e  

l a v a g e  r é c u p é r é s  r e p r $ s e n t a i e n t  n io ins  d e  40% du  vo lume  t o t a l  
. -, 

d e  1-avaqe r é c u p é r é ,  i l s  n e  p o u v a i e n t  ê t r e  r e t e n u s  p o u r  l e s  

c a l c u l s .  



'Tableaux x I V  Comparaison du  volume e t  d e  l a  t e n e u r  e n  
e t  X V .  NaHA d e s  l i ~ u i d e s  d e  l a v a g e .  Les  volurr,es 

r é c u p é r é s  s o n t  e x p r i m é s  e n  7; du volume 
t o t a l  u t i l i s é  p o u r  l e  l a v a g e .  I l s  s o n t  
r e p o r t é s  p a r  d é c a d e s .  

T a b l e a u  X I V .  Dans c e t t e  e x p é r i e n c e ,  84 a r t i c u -  
l a t i o n s  o n t  é t é  u t i l i s é s  e t  l a v é s  
s i x  f o i s  p a r  p o r t i o n  d e  1 m l .  

T a b l e a u  XV.  Dans ce t t e  e x p é r i e n c e ,  64 a r t i c u -  
l a t i o n s  o n t  é t é  u t i l i s é s  a v e c  1 8  
l a v a g e s  d e  0 , 3  m l  c h a c u n .  



Lz  figure 5 présente, pour les deux expériences, la 

fréquence de distribution pour plus de 40% de volume de 

liquide de lavage récupéré (r, = 123 3) et pour nioins de 40% 

de volume de liquide de lavage récupéré !n = 2 5 ) .  La 

fréquence de distribution des valeurs reprksentant plus 

de 40% de récupkration, montre presque une distribution 

Gaussienne avec une lkcjère distorssion scr la gauche. 

Par contre, 84:; des figures reprksentant rriolns d e  40% de 

récupérztion de liquides de lavage sont en dessous de la 

moyenne de la teneur en NaHA pour 1'ensev.ble des lavages 

des deux expériences. Ces r4sultats confirment le fait 

qu'il convient d'exclure les échantillons représentant 

rrioins tie 4.07:; de recuperation de !.icuj.de 6.e lavage 

utilisé. 

iigure 5. Fréquence de distribution du NaHA contenu 
ans les lavages réunis. Lavages réunis avec moins de 
40% de récupération de liquide de lavage (colonnes en 
noir). et avec plus de 40% de liquide de lavage récupéré 
! colonnes rayées 1 .  



A i n s i ,  l e  NaEA t o t a l  r é c u p é r é  d a n s  l es  l i q u i d e s  d e  

l a v a g e  dépend  du v o l u n e  l i q u i d e  r é c u p é r é .  T a n t  q u e  

p l u s  a e  40% d e  ce l i q u i d e  e s t  récupéx-6,  l a  v z r l a t i o n  

e n  NaFA t o t a l  d e s  l a v a g e s  res te  i n f é r i e u r e  à 2 0 % .  

C .  E f f e t  du volume d e s  l a v a g e s  i n d i v i d u e l s  

Au c o u r s  d e  d e u x  e x p é r i e n c e s  nous  avons  u t i l i s é s  Ges 

l z v a g e s  s i ? q u e n t i e l s  d e  6  x  1 r r , l  ou 1 8  x 0 , 3  m l .  Dans 

l e s  deux  cas !.e vo!.ume t o t a l  de l i q u i d e  l e  l a v a g e  u t i l i s é  

é t a i t  d e  6 m l .  S i  l ' o n  compare l a  c o n p o s i t i o n  d e s  l a v a -  

g e s  i é c u p é r é s  d a n s  l e s  deux  c o n d i t i o n s ,  T a b l e a u  XVI, on 

p e u t  v o i r  que  l e s  v a l e u r s  moyennes e t  l e s  e r r e u r s  s o n t  

t r è s  s i m i l a i r e s  pou r  les  deux  t y p e s  d e  l a v a g e s  p o u r  les- 

q u e l s  p l u s  d e  40% ou moins  d e  40% d e  l i q u i d e  d e  l a v a g e  

a  é t é  r é c u p é r é .  I l  e x i s t e  t o u t e f o i s  une d i f f é r e n c e  s i g n i -  

f i c a t i v e  e n t r e  l e s  v a l e u r s  o b t e n u e s  a v e c  p l u s  d e  40% d e  

l i q u i d e  d e  l a v a g e  r é c u p é r é  ( 2 8 7  e t  289 ,,g) e t  a v e c  moins  

d e  40% r é c u p é r é  ( 1 6 8  e t  1 6 5  ,g  ) .  

T a b l e a u  X V I .  E f f e t  du volume ( e n  % )  du l i q u i d e  d e  l a v a g e  
r é c u p é r é  s u r  l e  NaHA t o t a l  du  l a v a g e .  

x volume moyen récupéré. 

% 
> 

Volumes des lavages individuels 
Volume du lavage 
total récupéré. 0.3 ml 

> 40% 

< 40% 

1.0 ml 

NaHA(rg) 

287 

I 3  

5 2 

168 

t13 

12 

X 

?r S- X 

n 

- 
x 

f SE 

n 

NallA(rg) 

289 

f 2 

7 1 

165 

Il4 

13 

vol.(mi)* 

3.4 

fO.l 

1.9 

fO.2 

vol.(rnl)* 

3.6 

f0.1 

1.7 

*O. 1 



Par conséquent, Il est possible de conclure, que la 

manière aont les 6 rnl de liquide de lavage (0,3 - 1 ,O al) 

sont récupérés n'entre pas en lione de compte, tant que 

plus de 40% du liquide de lavage sont récupérés. 

D. Erreur de la méthode . 

Comme nous avons procédé aux expériences avec trois cher- 

cheurs, il a été possible d'évaluer l'erreur due à cette 

variable. Le Tableau XVII présente la teneur en NaHA 

(,, g )  de 71 lavages prélevés avec plus de 4 0 W e  récupé- 

ration par les trois chercheurs. Les trois valeurs 

moyennes ( 281 g ,  2 7 5  g ,  et 31 5 Fi g ) ne présentent pas de 

différence significative, et l'erreur est approximativement 

la même pour les trois chercheurs. L'experience n'utili- 

sant que 0 , 3  ml de liquide de lavage n'a été utilisée que 

par uri seul- chercheur; par conséquent il était impossible 

de procéder à une évaluation similaire du résultat. 

'Tableau XVII. NaHA total récupéré par lavage d'articu- 
lations normales de lapin utilisant 6 
lavages d'uri 1 ml chacun. 

3 

3 1 5  i 2 4  

1 7  

Inves t iga teur  

NaSA ( v g )  

>E * S.E. 

n 

i 

I 

281 * 1 8  

4 5  

2 

2 7 5  f 2 7  

9 



Nous avons déterminé l'erreur de la méthode entière, de 

l'étape du lavage dans l'espace Intra-articulaire (avec 

plus de 40% de lique de lavage récupéré), à la détermi- 

nation du NaHA total dans les liquides de lavage. Nous 

avons utilisé pour ces calculs le plus grand nonbre 

d'échantillons (45) du chercheur Nol. Nous y avons 

sélectionn6 par la méthode des "chiffres au hasard" 

4 groupes de 10 &c!lantill-ons chacun. Nous avons calculé 

l'erreur Dour chaque groupe et nous avons trouvé respec- 

+ tivernent - 8,l ; 9,9; 12,5 et 15,6% du NaHA total pour 

chaque cas. Par conséquent, l'erreur de la méthode, à 

condition qu'au moins 10 genoux soient étudiés pour 

chaque groupe, est estimée à 8 - 16%. Si le nombre des 

genoux par groupe n'est que de 5, l'erreur varie entre 

6 à 23% et pour 3 genoux, de 7 à 32%. 

E. Taille moléculaire de l'acide hyaluronique 

endogène 

La viscosité intrisèque ( [ ri I o  )de 1 'acide hyalirronique des 

lavages articulaires de lapins normaux non traités a été 

déterminée. Dans 15 articulations, la valeur moyenne de 

( [  ri 1.) a été de 4060 cc/g. 

F. Récupération du NaHA injecté. 

Afin de déterminer le rendement de la r6cupération du 

NaHA injecté dans les articulations de genoux, nous avons 

injecté dans les genoux de 81 lapins, 0,05; 0,l; 0,2 et 

0,3 ml de NIF-NaHA. Etant donnh que la solution était de 



10 mg/ml, les articulations ont reçu 0,5; ],O; 2 , O  et 

3,s mg de NaHA. En conséquence la teneur nominale en 

NaHA de l'articulation (286 2 3 ~ g / m l ;  n=68) a été mul- 

tiplié par un facteur de 2,5 à 10. ~mmédiaternent après les 

fnjections, les lapins ont été sacrifies par overdose de 

pentobarbital et par saignement.Les articulations ont été 

lavées avec la solution physiologique tamponné. Pour une 

des exphriences le lavage a été fait avec 20 portions de 

liquide de 0,3 ml. Pour cette expérience nous avons 

utilisé 31 articulations et les résultats ont été reportés 

sur la figure 6. Nous avons reporté sur la même figure 

les résultats de la seconde expérience pour laquelle les - 

6 ml de liquide physiologique tamponné ont été utilisés 

par 6 portions de 1 ml sur 53 articulations. Les résul- 

tats montrent clairement que le rendement de la récupé- 

ration du NaHA injecté est bon jusqu'à 0,15 ml de NIF- 

NaHA injecté (1,5 g de NaHA), et qu'il n'y a pas de 

différence significative selon que les lavages se fassent 

avec 0,3 ou 1,O ml de liquide. Pour des volumes plus 

importants la récupération n'est pas complète. Ceci 

suggère que cette méthode n'est pas utilisable que pour 

une quantité de NaHA inféri-eure ou kgale à 1 ,5 mg. 
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Figure 6. Quantité (mg) de NIF-NaHA injectée dans l'ar- 
ticulation reportée contre la quantité (mg) de NaHA 
récupérée de l'articulation immédiatement après l'injec- 
tion. Les articulations ont été lavées avec 6 ml de 
liquide physiologique tamponné avec 6 portio~s de 1 ml 
(O et avec 20 portions de 0.3 ml ( O ) .  La moyenne et 
la déviation standard (barres verticales) sont reportées 
pour chaque point comme le nombre d'articulations 
(représenté à côté de chaque point). Les barres hori- 
zontales représentent la moyenne et la dkviation stan- 
dard du NaHA des articulations du genou des l i c i n s  nor- 
maux, non-trai tés ( n=68 ) . 



III. ~&tabolisrne du NaHA exog6ne dans l'articulation 

à u  genou du la-pin. 

Pour connaître le temps pendant lequel le NIF-NaEA 

exogène reste dans l'articulation du genou du lapin, 

nous avons procédé à plusieurs séries d'expériences pour 

lesquelles le volume et la concentration de polysaccaride 

étaient variables. La plupart des articulations ont été 

examiné 18 neures après l'injection de RIF-NaHA. Toute- 

fois les expériences ont été conduites jusqu'i 96 heures 

aprCs l'injection. 

A. Effet de la quantite .de NIF-NaIiA injecté 

sur la vitesse de diffusion. 

Afin de déterminer l'effet de la quantite de NIF-NaHA 

injecté dans  les zrticulations du lapin sür la vitesse 

de sa diffusion, quatre volumes différents (0,25; 0,5; 

0,75 et 1 ,O ml ) de solution de NIF-NaHA à 10 mg/inl ont 

6té injectés dans 39 articulations de lapins. ~ p r e s  les 

injections nous avons laissé les lapins bouger normale- 

ment dans leurs cages. Dix-huit heures plus tard, les 

articulations ont été lavées et nous avons évalue la 

teneur en NaHA. Les résultats sont représentés dans la 

figure 7. 



Fi ure 7. Quantité de NIF-NaHA (mg) injecté dans l'arti- 
cu?anon reporté contre la vitesse de diffusion (rl ) du 
NaHA de l'articulation du genou. calculé à partir du 
résultat obtenu 18 heures après l'injection. La vitesse 
de diffusion (r ) est exprimée en perte do NaHA (mg) de 
l'espace intra-articulaire entier pour la première heure. 
Les barres verticales représentent l'erreur standard de 
la moyenne. et les nombres a côté de chaque point le 
npmbre d'articulations utilisés pour cette expérience. 
La croix et les barres horizontales ( -x-1 dpns le coin 
inférieur gauche represente la moyenne et 1 erreur stan- 
dard du NaHA (mg) dans l'articulation ( 10) 18 heures 
après l'injection de 0.3 ml de liquide physiologique 
tamponné . 



La quantité de NIF-NaHA injecté est reporté en fonction 

de la vitesse de diffusion ou la perte du NaHA pendant 

18 heures. La vitesse est exprimée par 1.a quantité cie 

NaHA diffusée par articulation et par heure. La 

vitesse a été calculée par l'kquation suivance: 

+ m end ) - 8 

r 
1 

= vitesse de diffusion en mg par heure par 

articulation 

mi = quantité de NaHA injecté (mg ) 

m end = valeur moyenne du NaHA endog6ne dans 

l'articulation du genou du lapin déterminée 

pour 68 articulations (0,28 mg/articulation) 

m18 = quantité de NaHA (mg) dans l'articulation 

détermine.18 heures après l'injection. 

La figure 7 montre qu'il y a une très bonne corrklation 

linéaire (r = 0,97) entre la quantité de NIF-NaHA injectée 

et sa vitesse de diffusion. A partir de cette corrklatlori 

linéaire il est possible de calculer la quantité de NaHA 

diffusée par mg de NIF-NaHA injecté. Le résultat est de 

0,046 mg. Ceci signifie que pour chaque ml de NIF-NaHA 

injecté dans l'articulation du genou du lapin, 0,046 mg 

sont perdus par diffusion toutes les heures apres l'injec- 

tion. Celà signifie également que pour 10 mg I~jecté, 4,6% 

est perdu au cours de la première heure. Les limites de 



validité de ce postulat sont déterminées par les con- 

ditions de l'expérience, c'est à dj-re ces résultats 

concernent les premières 18 heures après l'injection 

utilisant 0,25 à 1,O ml de NIF-NaHA à 10 mg/ml. Il est 

important que cette vitesse de diffusion soit déterminée 

en injectant du NIF-NaHA exempt de pyrogène et stérile 

dans des conditions d'aseptie absolue. Par conséquent 

les apparitions de réactions inflammatoires suivant 

l'injection ont été minimisées. Il peut arriver néan- 

moins de rencontrer une stimulation de l'articulation 

due au trauma de l'injection, les contrôles doivent 

alors être fait par injection dans 10 genoux de lapins 

de 0,3 mlde solutionphysiologique tamponné, le solvent 

du NIF-NaHA 18 heures plus tard, la valeur moyenne de 

la quantité de NaHA dans ces articulations était de 

+ 0,426 - 0,037 mg. Comme les articulations non traitées 

contenaient 0,286 2 0,003 mg de NaHA la différence est 

hautement significative (p< 0,001). Ceci signifie que 

la ligne de la figure 7 devrait être extrapolée jusqu'à 

cette valeur sur l'abscisse ce qui a été fait, compte 

tenu de l'erreur experimental. 

En injectant 0,25 à 1,o ml de NIF-NaHA, on augmente 

l'espace du liquide de l'articulation de 1,8 à 4,3 fois 

par rapport à son volume normal. En injectant ces 

volumes à une concentration de 10 mg/ml de NIF-NaHA, on 

en élève également la quantité de NaHA de 1,8 à 34,3 fois. 

Pourtant, entre ces limites, la vitesse de diffusion de 

NaHA pendant les 18 premières heures est constante. 



E. L ' e f f e t  d u  vo lume  e u  KIF-K?.Ef i n j e c t k  

s u r  s a  v i t e s s e  d e  s o r t i e  - 

Comme l e  vo lume  d e  l ' e s p a c e  a r t i c u l a i r e  du  g e n o u  du  

l a p i n  a d u l t e  ( e s p a c e  s y n o v i a l )  a é t é e s t i m é  à 0 , 3  m l p a r ~ i g r e n ,  

W i l c  e t  F a l k  ( 1 9 7 5 )  e t  c o m m e  n o u s  a v o n s  i n j e c t e  des v o l u m e s  

s i m j . l a ~ . r e s  ( 0 , 2 5  m l  ) e n  t r o i s  f o i s  p l u s  i m p o r t a n t e s  ! 1 m l  ) 

d e  l i q u i d e ,  l a  q u e s t i o n  é v i d e n t e  q u i  se p o s a i t ,  é t a i t  d e  

s a v o i r  s i  c e t t e  r e l a t i v e m e n t  g r a n d e  d i f f é r e n c e  d a n s  l e s  

v o l u m e s  i n j e c t é s  a v a i e n t  u n e  i n f l u e n c e  s u r  l a  v i t e s s e  d e  

d i f f u s i o n  p e n d a n t  l e s  1 8  p r e m i è r e s  h e u r e s  a p r è s  1 ' i n  jec- 

t i o n .  A f i n  d ' o b t e n i r  u n e  r é p o n s e  à c e t t e  q u e s t i o n  n o u s  

a v o n s  p r é p a r é  d e s  s o l u t i o n s  d e  NIF-NaHA à 2 0  mg/ml .  Dans  

d e s  c o n d i t i o n s  s t é r i l e s ,  e n  u t i l i s a n t  d u  l i q u i d e  p h y s i o -  

l o g i q u e  t amponné  s t é r i l e  e t  a p y r o g è n e  comme d i l u a n t ,  

n o u s  a v o n s  d i l u é  du NIF-NaHA à 2 , 2 5 ;  4,5;  9 , O  e t  1 8 , O  

mg/ml.  A p a r t i r  d e  ces s o l u t i o n s ,  e t  à p a r t i r  d e s  s o l u -  

t i o n s  n o n - d i l u é e s ,  n o u s  a v o n s  i n j e c t é  d a n s  5 0  a r t i c u l a -  

t i o n s  0 , 2 ;  0 , 3 ;  0 , 5  e t  1 , O  m l .  1 8  h e u r e s  p l u s  t a r d  le.; 

l a p i n s  o n t  é t é  s a c r i f i é s ,  l ' e s p a c e  a r t i c u l a i r e  l a v é  e t  

l a  t e n e u r  e n  N a H A  du  l a v a g e  r é u n i s  é v a l u é .  Les 5 0  r é s u l -  

t a t s  r e p r é s e n t a n t  1 3  q u a n t i t é s  t o t a l e s  d i f f é r e n t e s  d e  NIF- 

N a H A  s o n t  r e p r é s e n t é s  s u r  l e s  F i g u r e s  8  e t  9 .  

S u r  l a  F i g u r e  8 ,  l a  c o n c e n t r a t i o n  d u  N I F - N a H A  i n j e c t e  e s t  

t r a c é e  e n  f o n c t i o n d e  l a  v i t e s s e  d e  d i f f u s i o n .  Les q u a t r e  

v o l u m e s  d i f f é r e n t s  s o n t  r e p o r t e  s é p a r k m e n t  ! 1 , 0 ;  0 , 5 ;  

0 , 3  e t  û , 2  r n l  ) .  Les  c o e f f i c i e n t s  d e  c o r r é l a t i o n  ( Y )  

d e s  l i g n e s  d e  r é g r e s s i o n  s o n t  hau temer i t  s i g n i f . c a t i . f s  



pour les trois volumes ( 1  ml : r=0,99; 0 , 5  ml : r=0,98; 

0,2 ml : r=0,93). Les échantillons de 0,3 ml n'ont été 

utilisé que pour 2 concentrations et par conséquent la 

ligne de régression n'a pas pu être calculée. Ces 

résultats montrent clairement qu'en utilisant la même 

concentration de solution de NIF-NaHA, plus grand est le 

volume injecté, plus rapide est la vitesse de diffusion. 

Il est également évident que les lignes calculées extra- 

polent bien aux valeurs calculées pour les controles. 

Figure 8. La concentration (mg/ml) du NIF-NaHA injecté 
est reporté contre la vitesse de diffusion (r ) du NaHA 
de l'espace intra-articulaire. r est exprim& comme 
NaHA en mg perdu en une heure. dell'espace articulaire 
entier. Ce symbole représente la valeur moyenne du 
NaHA obtenu pour quatre articulations dans lesquels des 
volumes différents avaient été injectés: cercle ouvert 
(O). 1 ml; cercle plein ( 0 ) .  0.5 ml; triangle plein (A) 
0.3 ml: étoile ( * ) ,  0.2 ml. Les barres verticales re- 
présentent l'erreur standard de la moyenne. (n=4 pour 
chaque point). La croix et les barres horizontales ( - X - )  
représentent la moyenne et l'erreur standard du NaHA (mg) 
dans l'articulation 18 heures après l'injection de 0.3 
ml de liquide physiologique tamponné ( n=10 ). 



Dans la Figure 9, les mêmes 13 résultats sont représentés 

comme la quantité totale de NIF-NaHA (mg) inject6,tracée en 

fonctj-on de la vitesse de diffusion. Tous les rksul- 

tats s'aliynant bien sur la droite de corrélation calculée 

(r=0,99) que l'on peut extrapoler aux valeurs des contrôles. 

Donc la vitesse de diffusion ne dépend pas seulement 

de la quantité totale de NIF-NaHA injecté mais aussi du 

volume du solvent dans lequel il est dissout. Ceci est 

vrai au moins pour les concentrations comprises entre 

2 , 2 5  et2,O mg/rnl de NIF-NaHA et pour les volumes compris 

entre 0,2 et 1,O ml. La quantité calculée de NaHA diffusé 

pendant une heure à partir de l'articulation par mg de 

NIF-NaHA injecté est de 0,046 mg. Ce résultat est exac- 

tement le même que celui obtenu dans toutes les expé- 

riences indépendantes au cours desquelles à des périodes 

différentes des dilutions et des vol.umes de solution de 

NIF-NaHA différents avaient été injectés. Cette constance 

dans les résultats obtenus confirme la validité des con- 

clusions présentées. 



Fi ure 9. Quantité de NIF-NaHA (mg) injecté dans les articulations reportés contre la vitesse de diffusion 
(r ) du NaHA de l'articulation du genou. r est Cal- 
culé après injection de volumes différents he NIF-NaHA 
à 10 mg/ml et après lavage à 18 heures de l'espace 
synovial. r est exprimé en mg NaHA perdu pendant une heure 
de tout ïlesbace intra-articulaire. Les différents 
symboles représentent des volumes différents injectés: 
cercle ouvert( 0 i ,  7 ml; cercle plein ( ) .  0.5 ml; 
triangle plein (A), 0,3 ml; étoile (*) 0.2 ml. Chaque 
point représente le résultat de quatre genoux (4). 
La croix et les barres horizontales ( - X - )  représentent 
la moyenne et l'erreur standard de la teneur en NaHA 
(mg) dans l'articulation après l'injection de 0.3 ml de 
liquide physiologique tamponné ( n-10 1. 



C .  Temps d e  5eml  - v i e  d u  N I F - N ~ H A  i n j e c t é  

d a n s  l e s  a r t i c u l a t i o n s  d e  l a p i n s .  

P l u s i e u r s  e x p é r i e n c e s  o n t  é t é  e f f e c t u é e s ,  a f i n  d e  d é t e r -  

m i n e r  l e  t emps  d e  demi - v i e ,  c ' e s t  à d i r e  l e  t e m p s  q u e  

demande l a  m o i t i é  d u  N I F - N a H A  i n j e c t é  à d i f f u s e r  e n  d e h o r s  

d e  l'articulation. P o u r  ces e x p é r i e n c e s ,  n o u s  a v o n s  u t i l i -  

sé 38  a r t i c u l a t i o n s  d a n s  l e s q u e l l e s  n o u s  a v o n s  i n j e c t é  1 m l  

d e  s o l u t i o n  d e  NIF-NaHA à 1 0  my/ml ,  34 a r t i c u l a t j . o n s  d a n s  

l e s q u e l l e s  n o u s  a v o n s  i n j e c t é  0 , 3  ml. d e  l a  m ê m e  s o l u t i o n ,  

e t  e n f l n  2 0  articulations d a n s  l e s q u e l l e s  n o u s  a v o n s  i n j e c t é  

u n e  s o l u t i o n  à 20  mg/ml.  Donc,  p o u r  ces t r o i s  e x p é r i e n c e s ,  

l e s  a r t i c u l a t i o n s  o n t  r e ç u  r e s p e c t i v e m e n t ,  1 0 ,  3 e t  6 mg 

d e  NIF-NaHA. A p r è s  a v o i r  p r o c é d é  a u x  i n j e c t i o n s ,  n o u s  a v o n s  

remis l e s  l a p i n s  d a n s  l e u r s  c a g e s ,  o ù  n o u s  les  a v o n s  l a i s s é  

b o u g e r  l i b r e m e n t  e t  n o u s  l e u r  a v o n s  f o u r n i  d e  l a  n o u r r i t u r e  

e t  d e  l ' e a u  a d  l i b i t u m .  A d e s  p é r i o d e s  d i f f é r e n t e s  e n t r e  

6 e t  96 h e u r e s  a p r è s  l ' i n j e c t i o n ,  l e s  l a p i n s  o n t  é t é  s a c r i -  

f i é ,  l e u r s  a r t i c u l a t i o n s  i m m é d i a t e m e n t  l a v é e s  e t  l e  NaHA 

c o n t e n u  d a n s  l e s  l a v a g e s  s y n o v i a u x  d é t e r m i n é .  Les r é s u l -  

t a t s  sont: r e p o r t é s  s u r  l a  F i ~ u r e  1 0 .  Ce t t e  f i - g u r e  p r i - s e n t e  

e n  l o g a r i t h m e  1-a q u a n t i t é  d e  N z H A  r é c u p é r é e ,  e n  f o n c t i o n  d u  

t e m p s  a p r è s  l V i n j e c t : i o n  d e  NIF-NaHA à t r o i s  d i f f é r e n t e s  

c o n c e n t r a t i o n s  s o u s  d e u x  v o l u m e s  d i f f é r e n t s .  Les c o e f -  

f i c i e n t s  d e  c o r r é l a t i o n  ( r )  p o u r  l e s  d r o i t e s  s t a t i s t i q u e m e n t  

a j u s t é e s  a u x  r é s u l t a t s  d e s  g r o u p e s  d ' i n j e c t i o n s  d e  3 ,  6 

e t  10  mg s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  d e : - 0 , 9 1 ,  -0,961 e t  - 0 , 7 9 .  

Ces r é s u l - t a t s  s o n t  t o u s  s i g n i f l c a t j - f s  à un n i v e a u  d e  p r o b a -  

b i l i t é  d e  997:. Chacune d e  ces d r o i t e s  a  u n e  p e n t e  d i f f é -  
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Figure IO., Le logarithme de la quantité de NaHa dosée 
ans l'articulation a été reporté contre le temps (heures) 
après les injections de 3 mg (cercle ouvert), 6 mg 
(cercles pleins) et 10 mg (astérix) de NIF-N~HA. Deux 
différentes concentrations de solution de NIF-NaHA ont 
été utilisées. Pour les doses de 3 et 10 mg nous avons 
utilisé une solution à 10 mg/ml et pour la dose de 6 mg 
une solution à 20 mg/ml. Dans tous ces cas, le volume 
injecté était de 0,3 ml. Les barres verticales repré- 
sentent l'erreur standard de la moyenne et les figures 
jouxtant chaque point. La ligne horizontale et l'aire 
rayée représente le contenu de NaHA (moyenne et erreur 
standard de la moyenne) des articulations avant l'injec- 
tion. Nous avons calculé les lignes les mieux ajustées 
pour chaque groupe de résultats et le coéfficient de 
corrélation r de Pearson étaient de -0.91 (3 mg). -0,90 
( 6  mg) et -0.79 (10 mg). 



rente indiquant ainsi des vitesses de diffusion différentes 

 ordonnée de ce tracé correspond à l'ordonnée d'une réac- 

tion de premier ordre, c'est à dire au rapport de la con- 

centration à un temps donné sur la concentration initiale 

( CL), si 1 'on suppose que 1 'on crke un nouveau compartiment 
Co 

synovial en injectant un volume plus important que le vol- 

ume normal de l5quide synovial. Si l'on suppose de plus que 

ce nouveau volume créé reste constant,alors les changements 

dans la quantité de NaHA de ce nouvel espace, avec le 

temps peuvent être rendus équivalents aux changements de 

la concentration comme il est fait normalement dans les 

réactions de premier ordre. Par la suite, la différence 

dans les pentes des lignes indiquent une vitesse de diffu- 

sion différente pour chacun de ces compartiments nouvelle- 

ment crées (Figure 10). 

Le temps de demi -vie a 6th calculé pour chacune de 

ces doses à partir de la pente de ces lignes et les résul- 

tats sont respectivement 24, 16 et 12 heures. Ceci signi- 

fie que la vitesse de diffusion s'accroit, donc le temps 

de demi -vie raccourcit avec l'augmentation de la 

quantité de NIF-NaHA exogène injecté. 

Afin de comparer le temps de demi -vie du NIF-NaHA 

injecté pendant cette longue périocle (18 - 96 heures), 

avec le temps de demi -vie de la période plus courte 

suivant l'injection ( 1 8  heures), nous avons procédé aux 

expériences suivantes. Nous avons injecté dans 48 arti- 

culations de lapins 0,25; 0,50; 0,75 et 1 ml de NIF-NaHA 



à 1 0  mg/ml. Q u e l q u e s  u n s  d e s  an imaux  o n t  é t é  s a c r i f i é s  

d a n s  l e s  10  m i n u t e s  s u i v a n t  l ' i n j e c t i o n  ( r é s u l t a t  O 

h e u r e  e t  l e s  a u t r e s ,  1 8  h e u r e s  p l u s  t a r d .  Les a r t i -  

c u l a t i o n s  o n t  é t é  l a v é e s  e t  l a  t e n e u r  e n  N a H A  é v a l u é e .  

Les  r é s u l t a t s  s o n t  r e p o r t é s  d a n s  l e  T a b l e a u  X V I I I .  Dans 

deux  cas ( I n j e c t i o n s  d e  0 , 2 5  e t  d e  0 , 7 5  m l )  l a  v a l e u r  

d e  O-heure a é t é  é v a l u é e  à p a r t i r  du r é s u l t a t  o b t e n u  

d a n s  l e s  a u t r e s  g r o u p e s ,  e n  s u p p o s a n t  q u e  l e s  pou rcen -  

t a g e s  d e  p e r t e  d u  NIF-NaHA i n j e c t é  é t a i e n t  s imilaires .  

Le temps d e  demi-v ie  a é t é  c a l c u l é  e n  s u p p o s a n t  q u e  l a  

d i f f u s i o n  du N a H A  à p a r t i r  d e  l ' a r t i c u l a t i o n  s u i v a i t  une  

r é a c t i o n  d  p r e m i e r  o r d r e ,  comme il a é t é  démon t r é  p o u r  

l e s  r é s u l t a t s  d e s  6 - 96 h e u r e s  ( F i g u r e  1 0 ) .  Les temps  

d e  demi - v i e  s o n t  r e p o r t é s  s u r  l e  t a b l e a u  X V I I I ,  

m o n t r a n t  e n c o r e  q u e  p l u s  l es  d o s e s  s o n t  l a r g e s  p l u s  l e  

temps d e  demi - v i e  e s t  c o u r t .  

T a b l e a u  X V I I I .  Temps d e  demi-v ie  du  NIF-NaHA e x o g è n e  
d a n s  l ' a r t i c u l a t i o n  du g e n o u d u  
l a p i n  p e n d a n t  l e s  1 8  p r e m i è r e s  h e u r e s  
s u i v a n t  l ' i n j e c t i o n .  

* Valeurs calculées. 
( ) &kSelparenthèse - No d'articulations. 



Figure 11;. Quantité de NaHA (mg)présent dans l'a~ticula- 
tlon imme iatem-nt après l'injection de NIF-NaHA reporté 
contre le temps d'une demie-vie en logarithme. Les cer- 
cles pleins représentent une expérience avec 3,O. 6,O 
et 10,O mg de NIF-NaHA injecté dans les articulations.; 
les cercles ouverts, une expérience avec 2.5; 5.0; 7.5 
et 10.0 mg de NIF-NaHA injecté. Le tmps d'une demie- 
vie pour la première expérience a été calculée (cercles 
ouverts) à partir des résultats présentés en Figure IO., 
Le temps d'une demie-vie pour la seconde expérience a 
été calculé (cercles pleins) à partir des résultats 
présentés en Figure 7. Dans tous les cas nous avons 
utilisé une solution de NIF-NaHA à 10  mg/ml. Le coéf- 
ficient de corrélation r de Pearson pour la ligne la 
mieux ajustée était de -0.99 (significatif à un niveau 
de 99%). 

Dans la Figure 11 les logarithmes des temps de demi-vie 

calculées pour les expériences précédentes sont repor- 

tées en fonction des quantités de NIF-NaHA injectées dans 

les articulations. Il existe une très bonne correspon- 



dance entre les deux groupes de temps de demi-vie, i.e., 

celui calculé à partir des résultats pendant les 18 pre- 

mières heures (cercles ouverts) et celui obtenu entre 6 et 

96 heures après l'injection (cercles pleins). La ligne la 

mieux ajustée a été calculée à partir de ces résultats et 

possède un coefficient de corrélation extrèmement élevé 

et significatif (r= -0,953) indiquant une corrélation 

hautement significative entre les doses et les temps de 

demi -vie. La limite la plus élevée de cette ligne est 

la valeur extrapolée de 32 heures correspondant à aucune 

injection de NIF-NaHA exogène. 11 est possible de supposer 

que c'est le temps de demi -vie du NaHA endogène dans 

l'articulation. La limite la plus basse de la courbe 

% I l  heures, représente probablement la vitesse de renou- 

vellement la plus rapide (temps d'une demie-vie le plus 

court) dans l'articulation. Ce temps de demi -vie 

prévaut apparamment quand l'articulation est si l'on peut 

dire "saturéeM avec 1'NIF-NaHA exogene. 

Le temps de demi -vie a également été calculée à 

partir des résultats présentés sur la Figure 9. Ce 

calcul a été basé sur la vitesse de diffusion au cours 

des 18 premières lieures suivant l'injection, en supposant 

que c'était une réaction du premier ordre comme il a été 

démontré pour les vitesses de diffusion évaluées pour 

les longues périodes étudiées (Figure 1 0 ) .  Ces temps 

de demi -vie sont reportés (Figure 12) en fonction de 

quantité de NaHA (mg) présent dans l'articulation au 

temps 0, c'est à dire immédiatement après l'injection 



d e  NIF-NaHA e x o g è n e .  P a r  c o n s k q u e n t  c e t t e  f i g u r e  

comprend  é g a l e m e n t  l a  q u a n t i t h  ( 0 ,  mg) d e  NaHA endo-  

g è n e .  La r e l a t t o n  e n t r e  l a  q u a n t i t é  d e  NIF-NaH/\. i n j e c t é  

e t  l e  l o g a r i t h m e  d e  t e m p s  d e  d e m i - v i e  e s t  r ~ p r é s e n t é e  

p a r  l a  d r o i t e  s t a t i s t i q u e n i e n t  a j u s t e e .  L e ' c o e f f i c i e n t  

d e  c o r r é l a t i o n  (r = -0,89) q u i  e s t  s i g n i f i c a t i f  à u n  

n i v e a u  d e  99% i n d i q u e  q u e  l e s  1 1  r é s u l t a t s  c o r r e s p o n -  

d e n t  é g a l e m e n t  à c e t t e  l i g n e .  La l i m i t e  s u p é r i e u r e  d e  

c e t t e  l i g n e  e s t  l a  valeur e x t r a p o l e e  d e  27 h e u r e s ,  ce 

1 // 
l l l l l l l l l i ~  I  
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mg N a H A  

Fi ure 12. ~uantité de NaHA i.-!~g) présent dans l'arri-, 
cu?atlon ï'mmédin:ement après 1'in;ection de NIF-NaHA 
est reporté contre le teir.ps d'une demie-vie en loça- 
rithme. Chaque point reprise,;re 1.e temps d'une  demie^ 
vie moyen déterminé pour trcis ou quatre articclations. 
La concefltrztion des solutiocs et des volumes injectts 
sont varirbles. Ces variations sont présentées en 
detzil dans les Figures 8 et 9. Le point corrésponCant 
à 18.3 mg de NaEA contenu dans l'srticulatign ' a  pas été 
inclu dans le cslcul de la droite la mieux ajustée. Le 
coéfficient de corrélation r de Pearsor. pour cette ligne 
est de -C.69. 



qui peut être interprété comme le temps de demi-vie 

du NaHA endogène. Cette valeur s'accorde bien avec 

celle obtenue sur la Figure l i  ( -32 heures). Etant 

dans les limites de l'erreur expériemntale qui est 

particulièrement élevée pour la Figure 12, ces deux 

temps de demi-vie ne sont pas significativement dif- 

férents. 

En conclusion, le temps de demi-vie calculée montre 

qu'avec l'augmentation de NIF-NAHA injectée, le temps 

de demi-vie décroit jusqu'à une valeur limite de 

"saturationrr de 1 1  heures. En augmentant dans 1 'arti- 

culation normale la teneur en NaHA à peu près 3 à 4 

fois au dessus du niveau normal, on obtient un temps de 

demi-vie du NIF-NaHA de 23 à 27 heures. Le temps de demt- 

vie du NaHA endogène est estimé à 27 -32 heures. 

D. Temps de récupération du contenu en NaHA 

de l'articulation du genou du lapin après 

l'injection de NIF-NaHA. 

Le temps que met le NaHA dans l'articulation pour retour- 

ner à son niveau normal a été calculé à partir des résul- 

tats présentés plus haut. Le temps de récupération est 

le laps de temps (en heures) compris entre l'injection et 

le temps que met le NaHA dans l'articulation à rejoindre 

le niveau précédant l'injection. Ce temps a été évalué à 

partir des résultats présentés dans la Figure 10. Pour 

3 mg de NIF-NaHA, le NaHA avait atteint son niveau normal 

- 197 - 



96 neures plus tard. Pour 6 mg de NIF-NaHA injecté, le 

niveau normal avait été obtenu 72 heures plus tard. En 

conséquence la val-eur interpoiée utiliske a et& de 64 

heures. Pour 10 :-n.g comme pour 6 mg de NIF-NaHA injecté 

le NaHA avait &-?.:?ment retrouvé son niveau normal 72 

heures plus tard. .Il a été supposé que le niveau normal 

du NaHA peut être atteint plus tôt. Ce temps a été 

évalué en extrapolant la droite de la réaction du premier 

ordre jusqu'au point ou les valeurs correspondant au niveau 

normal de NaHA était atteintes, c'est à dire apres 47 

heures. Dans la Figure 13 ces résultats (cercles pleins) 

sont reportés en fonction de la q.uantité de NIF-NaHA 

injecté dans l'articulation. Les autres résultats 

(cercles ouverts) représentent le temps de récupération 

calculés à partir des expériences représentées sur la 
\. 

'. Figure 1 1  (cercles ouverts ) .  Connaissant la quantité de . 
NaHA dans l'articulation au temps O et son temps de demi- 

vie, il a été obtenu le temps de récupération en extra- 

polant le niveau de la droite de la réaction du premier 

ordre au niveau normal de la teneur en NaHA dans 1-'arti- 

culation. Dans la Figure 13 il a été également repré- 

senté la droite la mieux ajustée calculée à partir des 

sept résultats. Cette droite montre une bonne concor- 

dance avec les points expérimentaux (r = -0,97). Les 

résultats présentés sur la Figu,re 13 montrent clairement 

qu'en augmentant les doses de NIF-NaHkinjectés on rac- 

courcit le temps nécessai~e au NaHA 2 atteindre son 

niveau normal d'avant l'injection. 



F i ç u r e  13. Q u a n t i t é  d e  (mg)  NIF-YaF!!. i n j e c t é  Cans l e s  
articulations r e p o r t é s  en fonction de r é c u p é r a t i o n  
en logar i thme ( h e u r e s ) .  Les deux syrr.boles r e p r é s e n t e n t  
l e s  r k s u l t a t s  montrés s u r  l a  F igure  1 1 .  Le coéf , f i , c len t  
de c o r r é l a t i o n  r Pearson pour l a  d r o i t e  l a  mieux a j u s t é e  
e s t  de -0 ,97 .  La courbe  i n f é r i e u r e  a é t é  c a l c u l é e  à 
p a r t i r  Ge l a  courbe  1a.ir.ieux a j u s t é e  Ce l a  F igure  1 2  
( v o i r  l e  t e x t e  pour l e s  d é t a i l s  ). 

\ L ~ L ~  

La c o u r b e  d e  l a  F i g u r e  1 3  a  é t é  c a l c u l é e  à p a r t i r  d e s  -. 

r é s u l t â t s  p r é s e n t é s  s u r  l a  F i g u r e  1 2  d e  l a  m a n i è r e  s u i -  

v a n t e .  Les temps d e  demi -v i e  d e s  d o s e s  v a r i é e s  d e  NIF- 

NaHA o n t  é t é  c a l c u l é e s  à p a r t i r  d e  l a  l i g n e  l a  mieux  

a j u s t é e  d e  l a  F i g u r e  1 2 ,  e t  l e  temps d e  r é c u p é r a t i o n  a 

é t é  c a l c u l é  à p a r t i r  d e  ces p o i n t s .  La c o u r b e  p l e i n e  

i n f é r i e u r e  d e  l a  F i g u r e  1 2  r e p r é s e n t e  ces temps d e  r é c u -  

p é r a t i o n  c a l c u l é s .  I l  f a u t  n o t e r  que  ce t t e  l i g n e  e s t  

p a r a l l è l e  à l ' a u t r e ,  m a i s  donne  d e s  temps d e  r é c u p é -  

r a t i o n  l é g è r e m e n t  i n f é r i e u r s  ( - 2 3 % ) .  Le p a r a l l é l i s m e  

d e  ces deux  l i g n e s  i n d i q u e n t  q u ' i l  s ' a g i t  d ' u n  même 

mécanisme.  C e  q u i  e s t  p l u s  i m p o r t a n t  e n c o r e  c ' e s t  que  

c e t t e  c o u r b e  a t t e i n t  s a  v a l e u r  maximale ( 5 8  h e u r e s )  



pour une injection de NIF-NaHA c:omprise entre 2 - 3 mg. 

Au delà, elle descend vers les doses inférieures et par 

extrapol'ation à la dose O elle donne un temps de demi- 

vie de 27 heures. Cette valeur bien sûr, est la même 

valeur extrapolée obtenue à partir de même résultats 

dans la Figure 12. Ceci signifie que par définition 

le temps de demi-vie du NaHA endogène et le temps de 

récupération sont les mêmes à la dose 0. 

Ces résultats indiquent clairement qu'une injection de 

2 à 3 mg de NIF-NaHA dans l'articulation du genou du 

lapin produit un accroissement de la teneur en NaHA de 

l'articulation qui durera plus longtemps que pour des 

doses plus ou moins élevées (temps de récupération le 

plus long: % 5 8  heures). Cette j-njection de 2 à 3 mg de 

NIF-NaHA représente une augmentation de sensiblement 

10 fois la teneur en NaHA de l'articulation. 



IV. Métabolisme du NaHA exogène dans. les articulations 

du carpe et du jarret des équidés 

La différence existant entre les articulations des 

lapins et celles des équidés réside non seulement dans 

la taille mais aussi dans la teneur en NaHA. Le liquide 

synovial du carpe des équidés et des articulations du 

jarret contient de 0,2 à 1,O mg de NaHA par ml, alors 

que la teneur en NaHA de l'articulation du lapin est 

de 3 à 4 mg/ml de liquide. C'est parce qu'il existe une 

grande différence dans le volume des espaces articulaires 

de ces deux espèces que la teneur tcrale en NaHA de ces 

articulations est également très différente. Ces dif- 

férences permettent une étude comparative du métabolisme 

du NaHA exogène chez ces animaux. L'avantage le plus 

important de l'articulation du cheval réside dans le 

fait qu'il contient un volume élevé de liquide synovial 

(15 à 25 ml) qu'il est possible, relativement facilement, 

de ponctionner plusieurs fois sans causer trop de dommage 

à l'articulation et sans influencer le processus rnétabo- 

lique. Son désavantage est que la teneur totale en NaHA 

de l'articulation peut seulement être esti-m& mais non 

directement déterminée comme c'est le cas Sour l'articu- 

lation du genou du lapin. 

L'étude sur les articulations des équidés a été limitée 

à la détermination de la vitesse de diffusion et à la 

détermination du temps de demi-vie du NIF-NaHA exogène. 



Comme les chevaux ne pouvaient être sacrifiés, le NIF- 

NaHA total contenu dans les articulations a été estimé 

à partir de la détermination Ges concentration des 

liquides synoviaux et du volume du liquide synovial 

total de l'articulation comme il est reporté dans la littéra- 

ture. Les résultats sont donnés soit en concentration 

de NaHA dans le liquide synovial ou en teneur total en 

NaHA de l'articulation. 

A. Concentration en NaHA endoqène des 

articulations du carpe et du jarret 

Dans cette expérience (voir page 106), 5 chevaux ont eté 

utilisés et les articulations du carpe et du jarret ont 

été étudiées. Comme la même articulation a été utilisé 

deux ou trois fois il était important d'établir les 

changements, s'il y a avait lieu, de la teneur en NaHA. 

L'NIF-NaHA a et6 injecté dans les articulations seule- 

ment le premier, le quinzième et le trente-sixième jour 

de cette expérience. Après la lernière injection deux 

investigations ont été menées à bien: la première, cinq 

semaines plus tard, et la deuxi&;~e, 10 semaines plus 

tard. La concentration en NaHA a été déterminée à 

cha ue fois que des échantillons de liquide synovial ont 

été prélevés. Les résultats sont présentés dans le Tableau 

XIX pour le carpe et dans le Tableau XX pour le jarret. 

Ces tableaux présentent également la programmation des 

injections de NIF-NaHA et des injections de SPT. 







Les résultats de ces deux tableaux montrent clairement que 

a) la concentration en NaHA dans les articulations varie 

considérablement d'un animal à l'autre. Il existe 

une certaine constance dans la concentration en NaHA 

d'une articulation donnée d'un bout à l'autre de 

de l'expérience. Par exemple la première expérience 

a montré que la concentration e n  NaHA était la plus 

basse pour les articulations du carpe et du jarret de 

Gay Commander, et que cette concentration est restée 

peu élevée par rapport aux autres articulations Pen- 

dant toute la durée de 1 'expérience. De même un 

autre cheval, Dusty a présenté les valeurs les plus 

élevées pour ses deux articulations du jarret Pen- 

dant toute la durée de l'expérience. Ce même cheval 

a présenté également, les valeurs les plus élevées 

la plupart du temps, pour l'articulation du carpe. Il 

est donc possible de conclure que la concentration de 

NaHA bien controlée pour une articulation donnée 

n'est pas affectée par des injections répétées dlNIF- 

NaHA exogène. 

b) La concentration en NaHA pour l'articulation du carpe, 

dans la majorité des cas est plus élevée que celle de 

l'articulation du jarret. La teneur en NaHA de ces 

deux articulations a été analysée au même moment 43 

fois. Pour 8 cas seulement (18%) une teneur en NaHA 

a été trouvée moins élevée dans l'articulation du 

carpe que dans celle du jarret. Le premier jour , ,  , . 



(jour 1 ) les échantillons prélevés des articulations 

de jarret et des 10 articulations du carpe ont donnés 

+ respectivement une valeur moyenne de 0,41 - 0,06 et 

0,57 5 0,07 mg/ml. A cause de la grande variété des 

valeurs, cette différence n'est pas significative (voir 

Tableau XIX et XX). En co~séquence les différences des 

teneurs en NaHA ont été analysées entre les articulations 

des carpes droits et gauches et entre les arti-culations 

des jarrets droits et gauches du même cheval. Seulement 

pour une des paires d'articulations une concentrationen 

NaHA a été trouvée moins élevé dans l'articulation du 

carpe que dans l'articulation du jarret: ellen'apasété 

incluse dans l'analyse. Les 9 autres paires d'articulations 

présentaient entre les deux articulations une valeur 

diférentielle de 0,20 2 0,04 mg/ml. Cette différence 

est très significative ( p  < 0,01 ) .  Par conséquent il est 

possible de dire que pour le même animal, la teneur en 

NaHA de l'articulation du carpe est approximativement plus 

élevée de 50% que celle de l'articulation du jarret. 

c )  Le poids de ces chevaux ne présentaient aucune corréla- 

tion avec la teneur en NaHA des articulations. Il n'y 

avait aucune corrélation entre l'âge et le sexe et la 

teneur en NaHA. Toutefois la taille des échantillons est 

trop petite pour qu'il soit possible de tirer une conclu- 

sion définitive sur l'absence de corrélation. 



B. Effet de la quantité de NIF-NaHA injecté 

sur la vitesse de diffusion 

La quantité 6e NaHA de l'articulation diffusée (perdue) 

pendant les premières 24 heures a été calculée en esti- 

mant la quantité totale (mg) de NaHA immédiatement après 

l'injection de NIF-NaHA et 24 heures plus tard. Ceci 

était possible puisque: 

a) la concentration en WaHA de l'articulation avant 

l'injection a été déterminée pour un échantillon de 

liquide synovial prélevé dans l'articulation. 

b )  la quantité de NIF-NaHA injecté était connue. 

c) le volume de liquide synovial prélevé dans l'arti- 

culation avant l'injection était connu. 

d) la concentration en NaHA de l'échantillon de liquide 

synovial préleve 24 heures après l'injection de NIF- 

NaHA a été déterminée. 

e) le volume total de liquide synovial dans les articu- 

lations du jarret et du carpe était connu (Ekman, 

Nilsson et Persson, 1980). 

En basant sur ces connaissances, la quantité totale de 

NaHA dans l'articulation immédiatement après l'injection 

de quantité variées de NIF-NaHA a &té déterminée par 

l'équation suivante: 



xH = quantité (mg) de NaHA dans l'articula- 
tion immédiatement après l'injection de 
de NIF-NaHA; 

m. = quantité (mg) de NaIiA injecté comme 
1 NIF-NaHA 

Co = concentration de NaHA dans l'articula- 
tion avant l'injection 

vo = volume de liquide synovial (ml) dans 
1 'articulatj.on ( 1  5 ml dans le carpe 
et 2 5  ml dans le jarret) 

'a = volume de liquj.de synovial (ml ) prélevé 
dans l'articulation avant l'injection. 

La quantité de NaHA dans l'articulation 24 heures après 

l'injection de NIF-N~HA a été calculée par l'équation 

suivante: 

m24 = quantité (mg) de NaHA dans l'articu- 
lation 24 heures après l'injection de 
NIF-NaHA 

'24 = concentration de NaHA dans l'articula- 
tion 24 heures après lli.njection de KIF- 
NaHA. 

Ce calcul suppose que pendant les 24 prenières heures le 

vol1.1rne total de liquide synovial ne change pas. Il 

suppose de plus qu'il existe un état d'équilibre entre le 

NaHA synthétisé normalement dans l'articulation et le 

catabolisme du NaHA dans l'articulation. Autrement dit 

nous supposons par ce ca.lcu1 que l'injection de NIF-NaHA 

n'affecte pas le métabolisme normal du NaHA. Nous supposons 



qu'il se produit pendant les premières 24 heures un 

mélange complet entre le N a W  exogène et le NaHA endo- 

gène, et par conséquent que l'echantillon de liquide synovial 

prélevé après l'injection est représentatif de la concen- 

tration totale en NaHA du liquide comme pour l'échantillon 

prélevé avant l'injection. 

La vitesse de diffusion ou perte en NaHA pour les premieres 

24 heures est exprimée en mg de NaHA diffusé en une heure 

par articulation. Elle a été calculée d'après l'équation 

suivante : 

r -  m - m  
1 -  H 24 

Dans la Figure 14, r est tracé en fonction de la quantité 

(mg) de NIF-NaHA injecté. Pour toutes les injections, 

des solutions de NIF-NaHA à 10 mg/ml ont été utilisées. 

Dans l'articulation du carpe 5, 10 et 20 mg de NIF-NaHA 

ont été injectés et dans l'articulation du jarret 10, 20 

et 40 mg de NIF-NaHA. Cette Figure montre que les vites- 

ses de diffusion pour les deux articulations ne sont pas 

significativement différentes quand elles sont comprises 

dans les limites des quantités de NIF-NaHA injecté, c'est 

à dire moins de 20 mg pour le carpe et moins de 40 mg 

pour le jarret. En fait 40 mg de NIF-NAHA ont été injec- 

tés dans les cinq articulations du carpe et 60 mg dans 

les cinq articulations du jarret. 



Figure 14 : La vitesse de diffusion (r ) du NIF-NaHA 
à partir des articulations du carpe et hu jarret du 
cheval est tracée en fonction de la quantité injectée. 
Les articulations du carpe sont représentées par les 
cercles ouverts et les articulations du jarret par les 
cercles pleins. La vitesse de diffusion est exprimée 
en mg de NaHA perdu pour l'articulation en une heure 
et pour le premier jour suivant l'injection de doses 
variées de NIF-NaHA. Le coefficient de corrélation 
pour la ligne la mieux ajustée est de 0,92 ( p < 0,01 1. 

Le résultat obtenu pour l'articulation du carpe était 

+ de 0,96 - 0,23 mg (écart des résultats individuels: 

0,71 - 1 ,50 mg). Le résultat obtenu pour 1 'art-culation 

du jarret était de 1 , 8 8  2 0,14 mg (écarts des résultats 

Individuels 1 , 6 0  - 2,30 mg). L'erreur élevée fait qu'il 

est difficile d'évaluer correctement la relation des 

valeurs des deux doses élevées aux vitesses montrées sur 

la Figure 14. Néanmoins, il faudrait souligner qu'ils 

représentent une tendance évidente vers des vitesses de 

diffusion lente. Cela a été interprété comme un signe 

de saturation de l'articulation et par conséquent les 

deux résultats correspondants aux doses les plus élevées 



n'ont pas 6th inclus dans la Figure 14. 

Comme il n'y avait pas de différence significative entre 

les vitesses de diffusion des deux articulations, la 

ligne la mieux ajustée a été calculée à partir des deux. 

Le coefficient de corrélation (r = 0,92) indique une 

corrélation très significative (p <0,01) entre la dose 

injectée et la vitesse de diffusion. 

La relation linéaire entre la dose et la vitesse de dif- 

fusion montre également qu'en fonction de la dose injectée, 

0,022 à 0,033 mg de NaHA diffuse en une heure et par 1 mg 

de NIF-NaHA injecté. Ceci signifie que 2,2 à 3,3% de la 

dose injectée est diffusée, ou perdu, chaque heure dès 

le premier jour suivant l'injection. Ce problème sera 

discuté ultérieurement et ces résultats seront comparés 

aux calculs similaires résultant d'études portant sur les 

lapins. 

C. Taille moléculaire du NaHA dans le liquide 

synovial avant et après l'injection de NIF- 

NaHA exogène 

La taille moléculaire du NaHA a 6th évaluée en déterminant 

la fril,,du NaHA à 40 rig/ml (0,0004 d/dl), 

Pou2 czlà des échantillons de liquide synovial prélevé 

avant et à divers temps après l'injection de NIF-NaHA 

ont été utilisés. Le programme des opérations et les 

résultats sont reportés sur le Tableau XXI. 



Tableau XXI. vj scosité tr~]~, du NaEA dzns le liquide 
çynovi-21 du cheval avant et à 2ivers temps 
après l'injection intra-articulaire de 
KIF-Ka'iIA 

La signification est calcul6e en comparant un echantillon avec la valeur 
de la pre-injection. 

Il y a eu toutefois deux exceptions. A la fin de l'expé- 

rience (73 jours) et 37 jours après le premier traitement, 

ilrie diminution de la viscosité de 17 à 23% a indiqué un 

changement léger mais sig~ificatif. (p' 0 , 0 5  et < 0,01 ) .  

La seconde exception est présentée sur le Tableau XXII. 

Tableau XXII ~iscosité InIbodu NaHA dans le liquide synovial 
du cheval avant le 1 et 7 jours après l'injec- 
tion de NIF-Na.HA 

La signification est calculee en comparant un 
echantillon avec la valeup de la preinjection. 



Dans les 24 heures après l'injection de 1 à 6 ml de NIF- 

NaHk dans l'articulation du jarret, les valeurs noyennes 

de la viscosité ont diminué. Sept jours plus' tard elles 

sont revenues à la normale. Les articulations gauches et 

droites du même animal ont présenté les mêmes valeurs 

avant et 7 jours après l'injection. 

Le degré de dlminuti.on de la viscosité dans l'articula- 

tion 24 heures après l'injection de 10 à 60 rrig de NIF- 

NaHA a 6th analysé en supposant que cette baisse était 

causée par un effet de dilution du NIF-NaHA injecté dont 

la viscosité est plus basse (3200 cc/g) que celle du 

NaHA endogène. Comme la quantité de NaHA endogène varie 

dans les cinq articulations entre 3, 91 et 17,25 mg par 

articulation, les 10 à 60 mg de NIF-NaHA exogène injecté 

produissent de grandes diffkrences dans la dilution. 

L'effet de dilution (Am dans la Figure 15) a été calculé 

m - par la formule 1 mend où m est la quantité de NIF- 1 

"end 

NaHA exogène en mg, et mend le NaKA endogène en mg. Le 

changement de la viscosité (~[ri],,,dans la Figure 15) a été 
end 

calculé sur les mêmes bases par la formule[ri] 40 - [ n ]  
24 
40 

où [ 1 4gd est la viscosité du NaHA endogène ( à  40 1.1 g/ml) 

et [ri] 40 24 la viscosité ( à  40 ~g / m l )  du NaHA endogène et 

exogène mélangée 24 heures après l'injection. 



Figure 1 5  : Relation entre les logarithmes du changement 
de la teneur en NaHA de l'articulation du jarret après 
l'injection de NIF-NaHA et les logarithmes du changement 
de la viscosité du NaHA du liquide synovial. Les cinq 
points représentent les articulations des jarrets droits 
de cinq chevaux qui ont tous reçu des quantités différentes 
de NIF-NaHA, quantité inscrite à côté de chaque240int. 
Voir texte pour l'explication de dm et d e ~ [ r i ] ~ ~ .  

La F i g u r e  1 5  m o n t r e  q u e  l e  l o g  d e  A m  t r a c é  u n e  f o n c t i o n  

d e [ n ? + o  p r é s e n t e  ufie r e l a t i o n  l i n é a i r e  a v e c  l a  l i g n e  l a  

rr.ieux a j u s t é e  u o n t  r = 0 , 9 2  ( s i . g n i f i c a t i o n :  < 0 , 0 2  ) .  

Par c o n s é q u e n t  l a  ba i s se  momentanée  d e  l a  v i s c o s i t é  2 4  

h e u r e s  a p r è s  l ' i n j e c t i o n  cie NIF-NaHA à a n s  l t a r t j . c u l a t i o n  



est probablement causée par la dilution de NaRA enCogène 

avec la solution 6.e KIF-KaEA dont la viscosité est plus 

basse. 

D. Teneur en ~rotéine du liouide svnovial 

avant et aprés l'injection intra- 

articulaire de solution physiologique 

tamponnée de NIF-NaHA 

La teneur en protéine du liquide synovial des articula- 

tions du carpe et du jarret des cinq chevaux a été 

évaluée avant le traitement intra-articulaire.  alg gré 

de larges variations individuelles (carpes: 13,6 à 

39,7 rng/ml, jarrets: 5 , l  à 2 5 , 5  mg/ml) les moyennes 

étaient significativement différentes (p < 0.05 1. Les 

articulations du carpe contenaient approximativement 

une teneur en protéines double de celles des jarrets. 

(Tableau XXIII) Le même tableau présente également la 

teneur en protéine du liquide synovial après l'injection 

de 2,4 ml de solution physiologique tamponnée ou de O,? 

à 6 ml de KIF-NaHA (10 mg/ml). Dans les deux cas, les 

échantillons de liquide synovial ont été prélevés 1,2, 

3 et 7 jours après l'injection et les teneurs en pro- 

téines évaluées. 



Tableau XXIII Corparaison des teneurs en protéines (mç/rnl) 
des liquiees synoviaux des chevaux apr&s 
l'injection de solution physiologique tarrL- 
ponnée et de NIF-NaHA 

Les résultats montrent clairement que les manipulations 

intra-articulaire (arthrocenteses) et que les injections 

soit de SPT soit de NIF-NaHA produisent une augmentation 

de la teneur en protéines-. , Il est impossible de dire à 

partir des résultats disponibles, si un maximum dans 

l'accroissement a été atteint. Mais l'on doit se rap- 

peler que chaque prélèvement d'échantillon constitue une 

nouvelle manipulation intra-articulaire. A cause des 

larges variations individuelles, les Groupes, tels qu'ils 

sont présentés sur le Tableau XXIII, ne présentent aücune 

différence significatj-ve entre le premier et le septième 

jour suivant l'injection. 

Articula- 
tlOn du 
carpe. 

tien du 
jartaet. 

Le 15ème jour de l'expérience, de nouveau, des injections 

de différents volumes du NIF-NaHA ont été faites dans 8 

articulations du carpe et du jarret. La teneur en pro- 

téines s'est de nouveau élevée au dessus du nivedu pré- 

cédant l'injection (Tableau XXIV) 

Injection 

0 . 5  - 4 ml 
NIF-NaHA 
n = 8-10 - 
2 ml 
S PT 
n = 4  

1 - 6 ml 
NIF-HaHA 
n = 8-10 

4 ml 
S PT 

n = 4 

Pr&- 
injection 

24.7 2 2.9 

21.9 f 3.0 

12.8 f 2.0 

18.3 5.2 

No de jours après l'injection 

7 

36.7 f 3.7 

25.8 f 5.5 

19.5 3.4 

26.8 f 8.8 

3 

31.9 f 3.8 

38.4 f 12.8 

26.2 4.4 

34.9 f 6.3 

1 

34.9 f 3.0 

45.4 f 5.6 

22.9 f 4.7 

20.2 f 7.2 

2 

29.3 f 3.0 

31.9 f 7.8 

31.9 5.3 

35.0 f 8.2 



Tableau XXIV Teneur en protéine des échantillons de 
liquide synovial des articclati-ons du. 
carpe et du jarret, prklevés après la 
deuxième et troisième Injecthon de NIF-NaEA 

H Pour cette articulation nous avons injecté 2 à 6 ml de NIF-NaHA 
( 1 0  mg/ml). L'échantillon de liquide synovial a été prélevé 
avant l'injection. 

Cette augmentation est significative pour les deux arti- 

culations (p<0,01). La semaine suivante, la teneur en 

protéine est restée élevée, et les articulations ont été 

ponctionnées 5 fois. Deux semaines se sont écoulées 

avant de recommencer les injections. Pendant cette 

période de deux semaines, la teneur en protéine est re- 

descendue significativement (p < 0,01 pour les deux arti- 

culations) à- un niveau similaire au niveau normal 

T- 

N o  de 
jours 
suivant 
début de 
1 'expée- 
rience. 

r 

15 * 

15 

17 

18 

22 

36 * 

37 

38 

39 

43 

Articulation du jarret 
- protéine ma/ml. 

19.8 

37.1 

38.3 

32.9 

32.0  

17.9 

20.4 

35.4 

31 .6 

23.8 

Articulation du cerpe 
- proteine mg/mL. 

Erreur 
stanàard 

2.4 

5 .9  

4 . 4  

5.3 

4 . 4  

2.8 

7.9 

6.2 

6 .4  

8.3 

No d'art-. 
s t a n d a r d i c u l a t i o n s ~ o y e n n e  

8 

8 

8 

8 

8 

5 

5 

5 

5 

5 

Xoyenne 

41 .1 

I 
6 0 . 0  

42.3  

32.6 

37.2 

25.0  

53.4 

50.0 

41 .9  

47.2  

N o  d ' art- 
iculation: 

8 

8 

8 

8 

8 

4 

4 

4 

4 

4 

Erreur 

3.2 

4 .3  

4.4 

3.5 

3 .9  

4.'3 

8 .9  

5.5 

6 .6  

3.2 



(Tableau XXIV - 36 jours). Cette fois, cinq articula- 

tions de carpe et 5 articulations de jarret ont été 

uti-lisées pour y injecter 1 à 4 ml (carpe) et 2 à 6 ml 

(jarret) de NIF-NaHA. 24 heures après l'injection, la 

teneur en protéines s'est considérablement élevée, même 

si la signification n'a pu être prouvée à cause du 

nombre peu élevé d'échantillons et des grandes variations 

individuelles. Pendant 7 jours suivant cette période 

(36 - 43 jours) comme dans les deux cas précédents, cette 

augmentation de la teneur en protéine ne présentait aucune 

variation significative. 

Tableau XXV Teneur en protéines du liquide synovial 
de 5 articulations de jarret de cheval 
au cours d'une expérience de 43 jours 

- La concentration en protéine a Pte détermin& sur des échantillons 
prélevés avant l'inject~~ii. 

P - indique des échantillons prélevés avant l'injection. 
H - indique une injection de ;;IF-IiaHA ( 1 0  mg/ml); chiffre = les mis 

B - indique une injection de SPT; chiffre = les mis injectés 

injectés. 



Quelques informations additionnelles ont été obtenues 

en étudiant la séquence des variations de la teneur en 

protéine pour une articulation particulière. Les études 

de 5 articulations du jarret pendant les 43 jours de 

l'expérience sont reportés sur le Tableau XXV. 

De l'analyse de ces cinq cas nous avons tiré les con- 

clusions suivantes: 

1 ) Que ce soit des injections de solutions physiolo- 

gique tamponnée ou de NIF-NaHA le résultat est le 

même: il ne reste dans l'articulation qu'une con- 

centration très basse de protéine (Binding Agent 

et Truly Yours ) .  

2) Il ne semble pas y avoir de corrélation entre la 

concentration en protéine et le nombre d'injections. 

Par exemple, pour Apple la concentration était plus 

basse après la troisième injection qu'après la 

première ou la seconde. Alors que pour Binding 

Agent la concentration en protéine était plus basse 

après la seconde injection qu'après la première. 

3 )  Dans la plupart des cas, le laps de temps de deux 

semaines, entre le'dernier échantillonage ( 7  et 22 

jours) et l'injection suivante ( 1 5  et 36 jours) a 

produit une baisse considérable de la concentration 

en protéine. 



4) Même après 1 5  manipulations intra-articulaires sur 

une période de 6 semaines (qui incluait 3 injections), 

la concentration en protéine est restée normale (Apple 

et Truly Yours ) .  

Il est nécessaire de souligner finalement que l'articu- 

lation du jarret n'a pas seulement une concentration en 

protéine moins élevée mais présente également moins sou- 

vent que l'articulation du carpe, une augmentation de la 

concentration. Ceci est probablement du au fait que 

l'articulation du jarret est plus large et plus facile- 

ment accessible, et ressent moins le traumatisme de 

llarthrocentèse. 

E. Temps de demi-vie du NIF-NaHA injecté dans 

1 ' articulation du cheval 

Afin d'évaluer le temps de demi-vie du NIF-NaHA injecté 

dans l'articulation, il faudrait d'abord établir dans 

quelles conditions, si conditions il y a, la diffusion 

du NaHA exogene suivait une cinetique du premier ordre. 

La Figure 16 montre les changements de concentration en 

NaHA dans l'articulation du carpe en fonction du temps 

après l'injection de différents volumes de solution de 

'NIF-N~HA à 10 mg/ml. 



hey res après iaj ect i ~ n  

Figure 16 : Articulation du carpe. Concentration 
lmg/ml) en NaHA à des périodes différentes après 
l'injection de NIF-NaHA dans l'articulation. Les 
différents symboles représentent la quantité injectée 
dans l'articulation : astérisque,40 mg (4 ml) ; cercle 
ouvert, 20 mg ( 2 ml ) ; cercle plein, 10 mg (1 ml) ; 

- croix 5 mg (0.5 ml). Les symboles montrent la valeur 
moyenne à chaque point avec l'erreur standard de l a  
moyenne (barres verticales 1 ( n = 4-6 1. La concentration 
en NaHA dans les articulations avant l'injection de 
NIF-NaHA est indiquée par les lignes horizontales à 
gauche du graphique (ligne centrale : moyenne, aire 
rayee :erreur standard de la moyenne). 

les  d i f f é r e n t s  g r o u p e s  r e p r é s e n t a n t  d i f f é r e n t e s  d o s e s .  

~ é a n m o i n s  deux  d r o i t e s  l e s  mieux  a j u s t é e s  o n t  é t é  

c a l c u l é e s ,  l a  p r e m i è r e  p o u r  5 ,  10 e t  20  nig de  NIF-NaHA 

i n j e c t é  ( l i g n e  i n f é r i e u r e  s u r  l a  F i g u r e  1 6 )  e t  l a  



deuxièrrie pour 40 mg injecté (ligne supérieure de la 

Figure 16). Ces deux lignes droites ont des pentes 

légèrement différentes mais la différence n'est pas 

significative. 

Figure 1 7  : Articulation du jarret. Concentration 
(mg/ml) en NaHA à des périodes différentes après 
l'injection dans l'articulation de NIF-NaHA. Les 
différents symboles représentent les quantités 
injectées dans l'articulation ; astérisque, 60 mg 
( 6 ml 1; croix, 40 mg ( 4 ml ) ;  cercle ouvert, 20 mg 
( 2 ml 1; cercle plein, 10 mg ( 1 ml ) .  Les symboles 
montrent la valeur moyenne à chaque point avec l'erreur 
stalaard de la *noyenne( barres verticales ) ( n = 4-6 1. La 
concentration en NaHA dans les articulations avant 
l'injection de NIF-NaHA est indiquée par les lignes 
horizontales à la gauche du graphique. (Ligne centrale : 
moyenne ; aire rayée erreur standard de la moyenne). 



La Figure 17 représente un tracé similaire pour les 

résultats obtenus avec les articulations des jarrets. 

Ici aussi'la droite la mieux ajustée pour 60 mg a été 

calculée séparément des trois autres, 10, 20 et 40 mg. 

Les pentes de ces deux droites ne présentent pas de dif- 

férences significative. 

Le temps suivant l'injection de NaHA exogène a été 

également été tracé en fonction du logarithme de 

't''end , où Ct est la concentration à un temps donné 

après l'injection, et Cend la concentration de NaHA 

endogène dans l'articulation avant l'injection. Les 

graphiques qui ne différaient pas substantiellement 

des Figures 16 et 17 ne sont pas représentés. 

Le log Ct/Cend en fonction de t montrait une relation 

linéaire avec un très bon coefficient de corrélation 

(r = -0,97 pour le carpe et r = -0,96 pour le jarret), 

mais les valeurs légèrement plus élevées et les pentes 

quelque plus importantes pour les doses les plus élevées 

(60 mg pour le jarret et 40 mg pour le carpe) n'étaient 

pas significativement différentes de celles des doses 

moins élevées. 

Il a été conclu, que pour ces deux articulations la 

diffusion (perte) du NaHA exogène suit une cinétique 

du premier ordre. Les constantes de vitesses sont les 

mêmes pour les doses les moins élevées des deux arti- 

culations. Les temps de demi-vie calculées à partir de 

ces résultats pour les deux articulations en utilisant 

les trois doses les moins élevées, étaient de 60 + 10 heures. - 



Il est nécessaire de souligner, que pour les 24 premières 

heures suivant l'injection de NIF-NaHA exogène, la concen- 

tration en NaHA du carpe était de l'ordre de 0,6 - 0,8 mg/ 

ml et celle du jarret, de 0,4 - 0,8 mg/ml. Ce sont les 

valeurs moyennes pour les trois doses les moins elevées. 

La concentration calculée immédiatement après l'injection 

(Ci) de ces trois doses dans l'articulation du carpe était 

de 1 - 3 mg/ml et dans le jarret de 0,7 - 2,7 mg/ml. 

Comme le liquide synovial n'a pu être pr6levé pendant 

ces premières 24 heures, nous ne savons pas ce qui s'est 

passé pendant cette période initiale. Nais en supposant 

que le processus de diffusion suit également une cinétique 

du premier ordre, il est possible pour cette période de 

calculer le temps de demi-vie. Ce calcul a 6té fait 

pour les deux articulations en utilisant les trois doses 

les plus élevées c'est à dire 10, 20 et 40 mg pour le 

carpe et 20, 40 et 60 mg pour le jarret. Le temps de 

demi-vie varie entre 12 et 14 heures. Ceci signifie que 

pendant ce temps, la moitié du NIF-NaHA injecté disparait 

de l'articulation. Celà signifie également que le meca- 

nisme responsable de la diffusion est différent pendant 

les premières 24 heures de celui des jours suivants. 



V. Hyaluronate de sodium exogène à la surface du car- 

tilage et dans le tissu synovial du lapin 

Pour décider combien de NIF-NaHA exogène peut pénétrer 

dans ou peut être absorbé par les tissus limitant l'espace 

synovial, la surface du cartilage et le tissu synovial ont 

été analysés à des temps différents après injection intra- 

articulaire de NIF-NaHA. 

A. Surface du cartilase 

Dans cette expérience, 110 genoux de lapin ont été étudiés. 

L'épongeage de la surface du cartilage a été effectué comme il est 

décrit dans ~éthodes. Les différences morphologiques entre 

les cartilages non-traités, épongés et lavés sont montrées 

dans la Figure 18, 19 et 20. Les sections de la surface 

articulaire du cartilage non-traité (condyle fémoral) ont 

montré une zone superficielle d'l Pm d'épaisseur contenant 

une surface amorphe granulaire entourée et attachée par un 

réseau de collag'ène (Figure 18). En-dessous de cette couche 

superficielle, il y a une deuxième couche de 2 pm, contenant 

des filaments de collagène plus minces que ceux qu'on 

trouve dans les zones plus profondes. Cette deuxième couche 

contient aussi quelques particules granulaires (Figure 18). 

Après le lavage de l'articulation avec SPT par la méthode 

décrite afin de recueillir le NaHA de l'articulation, la 

morphologie de la surface du cartilage s'est trouvée 

légèrement modifiée. La Figure 19 montre un échantillon 



représentatif d'un condyle fémoral fixé de la même 

façon que les tissus représentés sur la Figure 18. 

La différence essentielle est la couche supérieure d'l Pm 

d'épaisseur, qui est plus lâche jusqufà environ 1 , 5  pm de 

profondeur. Cette couche détachée contient toujours du 

matériel granu,laire, qui semble être attaché à de fins 

filaments. En-dessous de cette couche, la deuxième couche 

de 2 rn apparait essentiellement identique mais ne contient 

pas de matériel granulaire entre les fins filaments de 

collagène. Les fibrilles de collagène apparaissent légère- 

ment plus épaisses. La différence dans l'épaisseur des 

fibrilles de collagène dans cette deuxième couche et dans 

les couches plus profondes n'est pas aussi nette que l'image 

représentée sur la Figure 18 le suggère. Les différences 

morphologiques entre la Figure 18 et 19 montrent que le 

lavage articulaire n'a pas éliminé la couche supérieure de 

1 pm, mais l'a altéréesuffisamment pour que l'on soit obligé 

d'admettre qu'une substance a été éliminée au cours du lavage 

de cette couche. 

La Figure 20 montre une coupe transversale représentative 

d'un condyle fémoral épongé. La couche supérieure de 1 vm 

n'est pas visible. Une observation attentive des fibrilles 

de collagène indique que la plupart des fines fibrilles de 

collagène de cette deuxième couche ont été éliminées. Il 

faut conclure que l'épongeage enlève certainement la couche 

supérieurede 1 pm etune bonnepartiede la deuxième couche 

de 2 p. .Fiinsi, les éponges doivent contenir toutes les 



F i g u r e  1 8 .  S u r f a c e  s y n o v i a l e  ( à  d r o i t e )  du  c a r t i l a g e  
r e c o u v r a n t  l e  fémur d u  genou du  l a p i n ,  f i x t e  d a n s  l e  
g l u t a r a l d é h y d e  tamponné s a n s  t r a i t e m e n t  p r é a l a b l e .  

F i g u r e  1 9 .  Même zone  q u e  c e l l e  m o n t r é e  s u r  l a  F i g u r e  18,mais 
f i x a t i o n  e f f e c t u é e  a p r è s  q u e  l ' e s p a c e  s y n o v i a l  a i t  
é t é  l a v é  p o u r  d é t e r m i n e r  l e  t a u x  d e  NaHA d a n s  l a  c a v i t é  
a r t i c u l a i r e .  

F i g u r e  20 .  S u r f a c e  s y n o v i a l e  d u  c a r t i l a g e  é p o n g é  s a n s .  
l a v a g e  p r é a l a b l e .  Même zone e t  même f i x a t i o n  q u e d a n s  les 
f i g u r e s  p r é c é d e n t e s .  



substances qui sont présentes dans ces 2 - 3 p r n  d'épais- 

seur de surface de cartilage. Les éponges ont été ana- 

lysées seulement pour leur teneur en hyaluronate, et 

c'est pourquoi nous ne pouvons pas émettre des hypothèses 

sur d'autres substances qui pourraient être présentes 

dans ce matériel éliminé par épongeage. Des expériences 

sont encore en cours pour éclaircir ce point. 

Il est intéressant de comparer la section du même cartilage 

après action de l'hyaluronidase ( 6 -  1-3 hyaluronate hydro- 

lase de sangsue). Le bout distal du fémur a été libérb 

par section du reste du fémur et a été suspendu avec les 

condyles vers le bas dans une solution contenant l'enzyme 

( S P T  contenant 0,2 mg/ml d'enzyme) d'une façon telle 

qu'environ 3 mm du bout du fémur a été immergé dans la 

solution. On a fait attention à ce que la surface à fixer 

pour l'étude au microscope électronique ne soit jamais 

touchée. Après deux heures d'incubation à 3 7 O  dans une 

chambre humide, avec une douce agitation sur agitateur 

magnétique de la solution d'enzyme, la surface a été lavée 

par immersion du cartilage dans du SPT. Ensuite, le carti- 

lage a été fixé pour des études de microscopie électronique. 

La Figure 2: a et b montre clairement la çimS.litude de 

la morphologie de cette coupe de cartilage traitéeavec 

celie, .. .. ob-tenue . après épongeage (Figure 20). La couche 
l * . .  - 

supkrieure de 1 d'épaisseur et la plus grande partie 

de la deuxième couche ont disparu pendant l'incubation 

avec l'enzyme (Figure 21 a), et au cours du lavage qui 

l'a suivi (Figure 21 b ) .  Il faut souligner que les contrôles, 



F i g u r e  2 1 a .  Les s u r f a c e s  n o n - t r a i t é e s  s o n t  p l o n g é e s  
d a n ç d e  h y a l u r o n i q u e  h y d r o l a s e  ( v o i r  d é t a i l s  d a n s  
l e  t e x t e ) .  C e t t e  f i g u r e  m o n t r e  une  s u r f a c e  r e p r é s e n t a -  
t i v e  a p r è s  t r a i t e m e n t  e n z y m a t i q u e  e t  s a n s  l a v a g e s .  Même 
z o n e  e t  même f i x a t i o n  q u e  les f i g u r e s  p r é c é d e n t e s .  

F i g u r e  21b.  Même t r a i t e m e n t  q u e  c e l u i  s u r  l a  F i g u r e  2 l a , m a i s  
l a  s u r f a c e  d u  c a r t i l a g e  a é t é  l a v é e  i n t e n s é m e n t  a v e c  SPT 
a p r è s  t r a i t e m e n t  e n z y m a t i q u e .  Même zone  e t  m ê m e  f i x a t i o n  
q u e  l es  f i g u r e s  p r é c é d e n t e s .  

RU) 
LILLE O 



c'est-à-dire l'incubation et le lavage effectués de la 

même façon mais en absence d'enzyme, ont donné des images 

tout à fait similaires à celle des contrôles montrés dans 

la Figure 19. Ainsi, nous devons conclure que l'enzyme 

hydrolysant spécifiquement l'hyaluronate enlève la couche 

superficielle d'une façon comparable à l'épongeage. Dans 

ces images de microscopie électronique, on ne peut pas 

voir l'hyaluronate ou les protéogiycannes, .parcequfils 

ne se colorent pas avec les colorants métalliques utilisés 

pour la microscopie électronique. La substance filamen- 

teuse granulaire à la surface du cârtilage n'est pas de 

l'hyaluronate ou des protéoglycannes, mais plutôt une 

protéine qui est retenue dans les mailles de l'hyaluronate. 

La constatation que la couche de 2 - 3 Fim à la surface du 

cartilage peut être sélectivement enlevée avec une enzyme 

clivant spécifiquement l'hyaluronate suggère que cette 

structure est stabilisée et retenue par un réseau de NaHA. 

Quand on enlève le NaHA par une digestion enzymatique, 

toute la couche est éliminée. Nous ne pouvons pas encore 

dire si le collagène est aussi éliminé en même temps ou 

s'il reste sur place dans une conformation quelque peu 

contractée. 



T a b l e a u  X X V I  Teneu r  e n  NaHA d e s  a r t i c u l a t i o n s  e t  d e  l a  
s u r f a c e  d u  c a r t i l a g e  à d e s  temps d i f f é r e n t s  
a p r è s  i n j e c t i o n  d e  NIF-NaHA 

Les chiffres indiquent rig NaHA / articulation. 

Articulation 
lavée avant 
1 'épongeage. 

non 

( n )  

oui 

( n  ) 

0 ,5  ml du NIF-NaHA ( 1 0  mg/ml) injecté 

( n )  indique combien de genoux ont été utilisés dans chaque groupe. 

Avant 

1 'in 

66 2 6 

( 20 ) 

1 8  2 4 

( 1 5 )  

L a  t e n e u r  e n  N a H A  d e  l a  s u r f a c e  du c a r t i l a g e  es t  i n f é r i e u r e  

a p r è s  l a v a g e  d e  l ' e s p a c e  s y n o v i a l  à l a  v a l e u r  a v a n t  l a v a g e  

( T a b l e a u  X X V I ) .  l a  d i f f é r e n c e  e s t  d e  4 6 , 6  , g  p a r  a r t i c u -  

l a t i o n .  C ' e s t - à - d i r e  q u e  l e  l a v a g e  a r t i c u l a i r e  e n l è v e  

l e s  deux  t i e r s  d e  l l h y a l u r o n a t e  q u i  a d h è r e  à l a  s u r f a c e .  

Après  i n j e c t i o n  d e  5 mg d e  NIF-NaHA e x o g è n e ,  l e  NaHA 

a d h é r a n t  à l a  s u r f a c e  du  c a r t i l a g e  a  é t é  c o n s i d é r a b l e m e n t  

augmenté  - Avant l a v a g e  l a  t e n e u r  e n  N a H A  du  c a r t i l a g e  

a r t i c u l a i r e  e s t  3 à 5 f o i s  s u p é r i e u r e . &  ce l l e  a v a n t  

l ' i n j e c t i o n .  

Après l'injection 

jectioriinrnédiatement 

- 

112 2 24 

( 8 )  

6 heures 

529 2 39 

( 1 0 )  

153  + 17 

( 8  ) 

18 heures 

290 2 115 

( 1 0 )  - 
51 2 15 

( 1 2 )  



Tableau XXVII A Teneur en NaHA de l'articulation et de la 
surface du cartilage 18 heures après 
l'injection de quantités variables de 
NIF-NaHA 

lin* f o i s  qiie In liquide synovial n bté ln116 d ~ .  I'articulation. 

Articuiation 

Silrface d u  
cartilage t 

n 

Tous l e s  chiffres cités ci-dessus r e p r b s e n t ~ n t  u g  NaHA pr'levé 
d u  lavage de l'articiilation o u  par épongeage d u  cartilage 

d e  1' articulation d'un genou. 

Dans d'autres expériences, le NaHA de la surface du carti- 

lage a été collecté après lavage de l'articulation. Ceci 

a été effectué 18 heures après l'injection intra-articulaire 

de quantités variables de NIF-NaHA ( 2,5 à 10 mg ) .  La teneur 

en NaHA des lavages articulaires (Tableau XXVII A) indique 

une vitesse d'exportation similaire à celle montrée sur la 

Figure 7. La quantité de NaHA collectée à la surface du 

cartilage après lavage de l'espace synovial est la même 

après injection de 2 , 5 ,  5 ou 7,5 mg de NIF-NaHA.  près 

l'injection de 10 mg de NIF-NaHA, la valeur moyenne a été 

-t plus élevée (130 - 40 ~ g ) ,  mais ceci n'est pas significa- 

tivement différent des autres échantillons. Ainsi la 

surface du cartilage est saturée déjà après l'injection de 

2 , s  mg de NIF-NaHA. C'est-à-dire que les quantités supé- 

rieures à 2,5 mg de NIF-NaHA injecté dans l'articulation 

n'augmentent pas davantage la teneur en NaHA de cette couche 

Avallt 

l'injection 

250  + 2 0  

1 8  i 4 

1 5  

1 

1 8  h. aprés I 'ii~j~.ction dii N I F - N ~ H A  :ma par artic. 1 

2 . 5  

1200  i 200 

6 0  20  

4 

7 . 5  

1880 270  

6 0  + 30  

4 

5 .  O 

1 5 8 0  f 250 

51 ? 15  

12  

1 0 . 0  

1700 2 190 

1 3 0  4 0  

1 9  





superficielle du cartilage. Ceci est vrai pour les 18 

heures au moins pendant lesquelles le phénomène a été 

étudié. 

En conclusion, l'injection intra-articulaire de NIF-NaHA 

a augmenté d'une façon significative la teneur en NaHA de 

la surface du cartilage; cette augmentation a atteint une 

saturation déjà à 2,5 mg de NIF-NaHA injecté par articula- 

tion. 

B. Tissu svnovial 

La teneur en NaHA du tissu synovial (voir Méthodes, page 132) 

avant et après injection de NIF-NaHA a été étudiée sur 27 

genoux de lapin. La teneur en NaHA dans l'articulation du 

genou normal dans ce groupe a été de 0.43 2 0,04% de poids 

sec de tissu (Tableau XXVII B).  près une injection de 

NIF-NaHA ( 1 ml d'une solution de 10 mg /ml ) , le tissu syno- 

vial entre 6 et 30 heures contient des quantités de NaHA 

significativement supérieures à celles trouvées avant 

l'injection. 72 heures après injection, la teneur en NaHA 

est revenue à la normale. Ceci indique que l'injection de 

NIF-NaHA entre dans le liquide synovial et reste présent 

au moins pendant trente heures. 



Tableau XXVII B Teneur en NaHA ( %  de poids sec) du 
tissu synovial du genou du lapin après 
injection intra-articulaire de 10 mg 
( 1  m l )  NIF-NaHA 

' La Moyenne 5 l'erreur standard de la moyenne. 

NaHA 

% du 
poids sec 
du tissu 

n 

f 

Délai après l'injection (heures) 

72 

0 . 5  

2 0.04 

4 

Témoin 

0 .43  ': 

18 

1 .O3 

6 

1  .14 

3  0  

1  .O5 

+ - 0.21 

4  

2 0.04 

8 

+ - 0.23 

4 

+ - 0.21 

7 



VI. Effet d'une pathologie induite chirurgicalement sur 

le métabolisme du NaHA endogène et exogène 

A. Introduction d'une aiguille dans l'espace 

intra-articulaire 

Comme contrôle le plus simple de toutes les expériences 

comportant des injections, une aiguille stérile a été 

introduite dans l'articulation mais sans faire d'injec- 

tion. Cette expérience a été conçue pour servir d'expé- 

rience-témoin à deux types de modèles expérimentaux: la 

lésion aigüe, dans ce cas l'aiguille n'a été insérée 

qu'une fois, et la lésion chronique, pour laquelle 

l'aiguille a été insérée deux fois par semaine pendant 

une période prolongée. Les deux expériences-témoin 

suivantes ont donc été faites. Dans la première, 16 

genoux de lapins ont été utilisés dans lesquels qu'une 

seule insertion a été faite avec une aiguille stérile 

dans des conditions aseptiques. Toutes les aiguilles 

utilisées ont été de la même taille (0.5 mm) au cours des 

études comportant des injections de NIF-NaHA de NaHA ou 

de SPT. Dans la seconde, les genoux de 10 lapins ont 

été traités par voie intra-articulaire deux fois par 

semaine sur une période de 5 semaines et demie. Dans 

les deux cas, les lapins ont été sacrifiés une semaine 

après la fin du traitement, par saignée et les espaces 

articulaires lavés. La teneur en NaHA et en protéines 

des articulations font l'objet du Tableau XXVIII. 



Tableau XXVIII Teneur en NaHA et en protéines des arti- 
culations normales du lapin et des arti- 
culations traitées une fois ( l x )  ou 11 
fois ( 1  l x )  par une seule insertion d'une 
aiguille stérile 

* comparé au lapin normal, valable pour le 
NaHA et les protéines. 

Dans les deux séries, la teneur en NaHA des articulations 

était significativement plus élevée que la normale. 

L'augmentation du nombre des ponctions et de la durée de 

l'expérience n'a pas augmenté davantage la teneur .en NaHA 

de l'articulation. La teneur en protéine était également 

significativement plus élevée que la normale. De plus, 

des insertions répétées sur plusieurs semaines ont eu pour 

effet d'accroitre la teneur en protéine des articulations 

au cours de l'expérience chronique ( I l x )  d'une manière 

significative par rapport à celle obtenue lors de l'expé- 

rience aigue ( 1 x) ( p < 0 , 0 2  1. Ces résultats suggèrent 

qu'une inflammation causée par des conditions traumati- 

santes chroniques a plus facilement raison de la barrière 

liquide sang-synovie qu'un traitement unique. Il est 

P 

<0.001* 

<0.001* 

Protéine 

mg/artic. 

3.0 * 0.2 

5 . 1 1 0 . 6  

10.3 f 1.8 

Témoin 

Aiguille 
1 X 

Aiguille 
1 l X  

Nbre. d r  
3rticulationç 

6 8 

16 

1 O 

NaHA 

W/ artic. 

286 I 3 

5 7 5 1 6 8  

457 f 43 



toutefois intéressant de voir que lors d'un traitement 

unique, l'articulation n'avait toujours pas récupéré son 

état normal au bout de 5 jours. Comme aucune exsudation 

n'a été trouvée (quantité de liquide synovial prélevable, 

>0,1 ml) dans aucune des articulations, l'intensité de 

ltinflammation 5 jours après la dernière (ou unique) 

insertion était modérée mais suffisante pour maintenir un 

taux élevé en NaHA et en protéine dans l'articulation. 

Comme ces deux paramètres étaient plus élevés après 1 1  

insertions d'aiguilles, le degré d'inflammation était 

proportionnel à ces traumatismes expérimentaux. 

B. Coupes de cartilage sur une zone Portante 

Afin d'évaluer l'effet d'une atteinte relativement simple 

du cartilage sur l'effet du métabolisme du NaHA et sur la 

teneur en GAG du cartilage endommagé, l'expérience suivante 

a été effectuée. Des coupes pleine épaisseur du cartilage 

du condyle fémoral médian ont été pratiquées sur les deux 

genoux de 31 lapins (voir page 108 1 .  Dix articulations 

n'ont pas été opérées, mais traitées seulement avec des 

injections intra-articulaires de SPT. Ces animaux ont servi 

de témoins. Immédiatement après l'opération, et deux fois 

par semaine pendant toute la durée de l'expérience, les 

genoux droits de chaque lapin ont reçu 0,3 ml de NIF-NaHA 

et les genoux gauches le même volume de SPT. A la fin de 

5 semaines et demie puis après 12 et 17 semaines, et 

toujours 5 jours après le dernier traitement, les lapins 



o n t  é t é  s a c r i f i é s  p a r  s a i g n é e  e t  l e s  l a v a g e s  s y n o v i a u x  

p r é l e v é s  e t  a n a l y s é s ,  p o u r  l e u r  t e n e u r  e n  N a H A  e t  p r o t é i n e .  

P u i s  d e s  é c h a n t i l l o n s  d e  c a r t i l a g e  o n t  é t é  p r é l e v é s  e n  v u e  

d ' a n a l y s e s  m i c r o c h i m i q u e s  d e  l e u r  t e n e u r  e n  NaHA e t  e n  ChS. 

L e  T a b l e a u  X X I X  m o n t r e  l e s  t e n e u r s  e n  NaHA e t  e n  p r o t é i n e s  

d e s  l a v a g e s  s y n o v i a u x  d e s  l a p i n s  t é m o i n s  e t  d e s  l a p i n s  

t r a i t é s  s o i t  a v e c  d u  SPT s o i t  a v e c  du  NIF-NaHA pendan t  5 

s e m a i n e s  e t  demies  e t  1 2  e t  1 7  s e m a i n e s .  

T a b l e a u  X X I X  T e n e u r  e n  N a H A  e n  p r o t é i n e  d e s  a r t i c u l a t i o n s  
a p r è s  d e s  .coupes  p l e i n e  é p a i s s e u r  du c a r t i -  
l a g e  du  c o n d y l e  f é m o r a l  méd ian .  

1 

g T r a i t é  une f o i s  avec  d e  l a  S P I  ( 0 . 3  m l  ) e t  s a c r i f i é  5 j o u r s  p l u s  t a r d .  

? 15mg/ml .  

;? p compare l e s  r é s u l t a t s ' d e s  groupes  tkmoins a v e c  l e s  g r o u p e s  o p é r 6 s .  

- Témoins 

848' 182 

( 6 )  

~ 0 . 0 5  

NaHA 
,, g /  genou 432: 33 396I 62 

( n )  ( 4  

P** NS 

P r o t é i n e  
mg/ genou 

P** 

P endan t  l e s  1 7  s e m a i n e s  d e  t r a i t e m e n t  a u  SPT l a  t e n e u r  e n  

NaHA d e s  a r t i c u l a t i o n s  s ' e s t  é l e v é e  s i g n i f i c a t i v e m e n t  a u  

d e s s u s  d e  c e l l e  d e s  a r t i c u l a t i o n s  n o r m a l e s ,  m a i s  e l l e  n e  

d i f f é r a i t  p a s  d e  c e l l e  d e s  a r t i c u l a t i o n s  t é m o i n s .  I l  n ' y  

a p a s  e u  non p l u s  d e  d i f f é r e n c e  s i g n i f i c a t i v e  d e  l a  t e n e u r  

e n  N a H A  p e n d a n t  les  1 7  s e m a i n e s  q u i  o n t  s u i v i .  P a r  c o n t r e  

793'236 

( 4 )  

NS 

6.120.7 
( 1 0 )  

\ 

Opérés t r a i t é s  b l a  SPT. - O p é r é s  t r a i t é s  au NIF-NaHA 

440'125 

( 4 )  

NS 

5.2'0.5 
( 4 )  

NS 

17 sem. 54 sem. 17  sem. 54 sem. 

I l 

1 2  sern. . 

544' 61 

( 7 )  

NS 

10 .3I0 .8  
( 4 )  

<0 .01  

l I 

1 2  Sem. 

1116' 241 

( 6 )  

< 0.02  

- 9.821 .O 
( 7 )  

< 0 . 0 1  

17.6'3.4 
( 6 )  

<0 .01  



le traitement répété au NIF-NaHA a produit après 12 et 

1 7  semaines un accroissement significatif de la teneur en 

NaHA des articulations par rapport aux articulations 

témoins.  près un traitement répété au SPT (12 semaines) 

la teneur en protéine des articulations s'est élevée au 

dessus du niveau de celle des articulations témoins. . Le 

traitement du NIF-NaHA a provoqué une augmentation encore 

plus forte de la teneur en protéine. Dans les deux cas, 

le traitement le plus long (injections les plus fréquentes) 

a provoqué une plus grande élévation de la teneur en pro- 

téines. 

En résumé, le traitement répété au SPT augmente l'inflam- 

mation par élévation de la teneur en protéines de l'arti- 

culation. Cette inflammation n'a jamais été suffisamment 

sévère pour provoquer des exsudations. Par comparaison 

avec les articulations témoins, l'effet du NIF-NaHA 

exogène sur le métabolisme du NaHA a été évalué. Comme 

l'articulation est analysée (lavée) 5 jours après la 

dernière injection, la possibilité de rétention du NIF- 

NaHA est très faible. Après l'injection du NIF-NaHA 

( 3  mg) au moins dans les articulations non opérées, la 

teneur en NaHA revient à la normale après 4 jours. En 

conséquence, pour ces articulations, une teneur en NaHA 

pl.us élevéeque la normale indique un changement métabo- 

lique, c'est à dire un accroissement de la synthèse ou 

une diminution du catabolisme. Par l'un ou l'autre de ces 

mécanismes, les injections répétéesde NIF-NaHA provoquent 



une augmentation de la teneur en NaHA de l'articulation 

après 12 et 17 semaines. 

Dans ces expériences la teneur en NaHA et en ChS du car- 

tilage n'a pu être déterminée à cause du manque d'échan- 

tillons de taille suffisante. C'est pour la même raison 

que la teneur en eau des échantillons de cartilage n'a pu 

être déterminée, et par conséquent la teneur en GAG a été 

exprimée en % de poids sec. Il est important de se rendre 

compte que les échantillons de cartilage ne représentent 

pas uniquement l'aire endommagée (coupe). La seule coupe 

sur le condyle fémoral ne touche directement qu'une rela- 

tivement petite surface du cartilage, mais affecte indirec- 

tement le reste du cartilage. L'échantillon obtenu à 

partir de chaque articulation dans cette expérience repré- 

sente le cartilage de la surface coupée, aussi bien que 

le cartilage du reste de l'articulation. C'est pourquoi, 

lors de l'évaluation des résultats obtenues à partir 

dféchantillons de cartilage, l'on doit réaliser que c'est 

un effet total dû à une inflammation généralisée plutôt 

qu'une lésion spécifique qui exerce une influence sur la 

teneur en GAG du cartilage. Le Tableau XXX résume les 

résultats des analyses de cartilages. 



Tableau XXX Teneur en NaHA et en ChS ( %  de poids sec) du 
cartilage d'articulations lésées par des inci- 
sions pleine épaisseur sur une zone portante 

I 6 T r a i t é s  une f o i s  par SPT ( 0 . 3  ml 1 et s a c r i f l é s  5 Joilrs  p l u s  t a r d .  . 15 m g h i .  
S .  p compare l e s  r é s u l t a t s  du groupe témoins (non-opérés1  avec  ceux d e s  groupes uperés  

Dans les deux groupes opérés'la teneur en sulfate chon- 

droitine du cartilage était significativement plus faible 

que celle des groupes témoins. Il n'y avait pas de dif- 

férence entre les groupes traités par SPT et ceux traités 

par NIF-NaHA. La teneur en ChS est resté faible pendant 

toute la période du traitement. Ainsi le double trauma- 

tisme due à l'entaille et aux injections répétées de SPT 

ou de NIF-NaHA a produit une inflammation qui s'est pro- 

pagée au reste du cartilage. Ce dommage a produit une 

baisse considérable (approximativement 50%) de la teneur 

en ChS, sur la base de la teneur en poids sec du cartilage 

Si l'on suppose que dans tout processus inflammatoire la 

teneur en eau du cartilage s'accroit légèrement, la baisse 

de ChS par poids de tissu humide serait encore plus 

marquée. 

Témoins - 
§ 

1 non-opérés 1 

0 .  6 t 0 . 0 4  

( 1 5 )  

h\\\\R 
9 . 8 1 0 . 4  

( 1 5 )  

.- .. ~ 

Opérés - r r a ,  t é s  pai. :;l'l' 1 tnr,*rsr - t r a i t é s  par FIIF- Nam 

w 

4 

r: 
I- 

2 v 

Dans deux cas suivant un traitement du SPT (5 semaines et 

NatlA 
Y du 
po ids  s e c  

P.. 

ChS 
:: d u  
poids  s e c  

1 : sr.inai ne* 

1 . o h . ?  

( 5 1  

NS 

4 . 9 ' 1 . 1  

' 5 1  

,. 0 . 0 1  
- 

5 ;  semalrie5 

2 . 8 ~ 0 . 8  

141 

< 0 . 0 2  

2 . 6 i 0 . 9  

( 4 1  

r 0 . 0 1  

- -p 
12 seinaines 17  s~nta lr i r s  

0.01 

- .- 

' > f  sema rit s I ?  s r m d i n t s  

' 0 . 0 1  

0 .4 '0 .1  

1 4 )  

N S 

5 . 7 ' 0 . 9  

: O 1  

1 0 . 0 1  

2 .1 '0 .2  

16 ) 

< 0 . 0 1  

5 . 1 z 0 . 7  

171 

< 0 . 0 1  

0 . 9 f 0 . 1  

131 

' 0 . 0 1  

h . 1 ' 0 . 1  

( 3 1  

0 .4 '0 .1  

( 7 1  

N S  

4 . 0 ' 0 . 6  

171 



et demies) la teneur en NaHA des échantillons de carti- 

lage montrait une augmentation significative par rapport 

à celle des échantillons témoins. Cet accroissement 

était substantiel, 180 - 480% au dessus de la valeur 

témoin ( 0,9; 2,l ; 2,8% par rapport à 0,58% valeur témoin ) .  

En supposant qu'il y a 65,8% d'eau dans les cartilages 

normaux (Wigren, Wik et Falk, 1975) et 72,4% (augmentation 

de 10%) dans les cartilages inflammés, la différence entre 

la concentration en NaHA dans les conditions normales et 

pathologiques serait plus faible. Toutefois, après 5 

semaines et demies de traitement de solution physiologique 

tamponnée et de NIF-NaHA, les différences par poids de 

tissu humide seraient encore significatives: témoins: 

0,20%, NIF-NaHA: 0,50% et SPT: 0,66%. 

Le surplus de NaHA dans le cartilage ne peut pas provenir 

du NIF-NaHA injecté puisqu'il n'y a pas de différence 

significative entre les résultats après traitements au 

NIF-NAHA et au SPT. Par conséquent on doit supposer que 

ce surplus est la cause d'une pathologie générale due au 

traumatisme. 



C. Instabilité de l'articulation 

Afin d'étudier l'effet de l'instabilité de l'articulation 

et de la pathologie qui en découle sur le métabolisme du 

NaHA endogène et exogène, une instabilité a été induite 

dans 28 articulations de lapins selon la méthode décrite 

page 109 . 

Seul le genou droit de chaque animal a été opéré. Nous 

avons injecté dans l'articulation deux fois par semaine 

dans les genoux opérés, soit du NIF-NaHA ( 0 , s  ml de 20 

mg/ml) soit du soluté physiologique tamponné ( 0 , 5  ml). 

Un troisième groupe n'a reçu aucune injection. Huit 

jours après la dernière injection et 2 semaines après 

l'opération, les lapins ont été sacrifiés et leurs arti- 

culations lavées. Nous avons alors déterminé la teneur 

en NaHA,en protéines et la viscosité intrinséque du N a H A .  Les 

échantillons de cartilage ont été prélevés sur les condyles 

fémoraux (supportant le poids) qui ont été inclus dans la 

paraffine et évaluéshistologiquement. 

Le Tableau XXXI présente la teneur en N~HA,~~[II], du NaHA 

et la teneur en protéines des articulations instables. 

Les valeurs des mêmes paramètres pour l'articulation non 

opérée sont reportées en référence. 



Tableau XXXI Modification de la teneur en NaHA, de sa 
viscosité [q], et de la teneur en protéines 
des articulations artificiellement désta- 
bilisées 

** P 1 compare l e s  r é s u l t a t s  du groupe "témoins (non-opérés 1" avec 
ceux de tous l e s  groupes opérés. 

compare l e s  r é s u l t a t s  du groupe "opérés .-  pas de traitement" 
2 avec ceux des groupes "operes - t r a i t é s  . . . ". 

MaHA en 
i i q / a r t i c .  

1 

P ** 
2 

[ n 1 0  

cc/g 

+ x  1 
P 

Protéine 
mg / m l  

* * 1 P 

( ) En l e  nombre dtar? ' i~culat ions dans chaque groupe. 

Opérés - pas de 

t rai tement  

8085 90 

(4) 

< 0.01 

47602520 

( 4 )  

N S 

9.92 0.9 

(4) 

<0.01 

Témoins 

( non-opérés 

345' 55 

(10) 

y 

43452340 

( 1 0 )  

A\\\\\\\\\\\\\\\' 
4.8 + 

(10) 

La teneur en NaHA est significativement plus élevée pour 

2 

tous les groupes opérés. Le traitement au NIF-NaHA 

accroit d'une façon significativement la teneur en NaHA 

de 1' articulation (pC0, 01 ) plus que le traiternent à la solu- 

tion physiologique tamponnée etest supérieure à celle 

Opérés - t r a i t é s  
par SPT - 

2 f o i s  / semaine 

85221 07 

(10) 

N S 

N S 

581 42420 

(10) 

< 0.02 

N S 

1 1  .62 1 .4 

(10) 

c0.01 * 

des articulations non traitées. La [ r i ] ,  des articula- 

Opérés - t r a i t é s  
par NIF-NaHA - 
2 f o i s  / semaine 

124921 86 

(14) 

N S 

0.05 

5724221 O 

(14) 

< 0.01 

NS 

17.12 1 . 9  

(14) 

< 0.01 

< 0.01 

tions instables était . légèrement mais non significati- 

vement plus élevée que ceïïedzs articulations normales. 

Toutefois il n'y avait pas de différence significative 

< 0.01 



entre les groupes opérés/traités. Les valeurs moyennes 

de [ Q I .  pour les deux groupes traités étaient 20% plus 

basses que celles du groupe opéré et non traité. Cette 

différence toutefois n'était pas significative probable- 

ment à cause du nombre peu élevé des articulations de ce 

dernier groupe. 

La teneur en protéines était significativement plus 

élevée pour toutes les articulations instables (p<0,01 ) .  

Il est intéressant de voir que les deux traitements dif- 

férents provoquent un accroissement significatif de la 

teneur en. protéine (p<0,01 1. C'est le NIF-NaHA qui pro- 

voque la plus grande augmentation ( différence non 

significative). Cette augmentation importante de la 

teneur en protéines des articulations instables indiquent 

clairement qu'un état inflammatoire continu se maintient 

dans ces articulations. Cet état induit un accroissement 

de la teneur en NaHA des articulations pour tous les 

groupes. Mais il faut remarquer que cette inflammation 

/'chronique ne provoque pas une diminution de la [,Io du 

/ NaHA. De ce point de vue, 1 'arthrite chronique chez 

( l'homme et les chevaux diffère. de l'articulation instable 

( du lapin; en effet dans ces conditions la teneur élevée 

\ en NaHA va toujours de pair avec une diminution de la [ n 1,. 

&ontraire la tendance de la [ r i I o  du genou du lapin 

pendant cette arthrose induite artificiellement est 2 - 
l'augmentation. Le traitement à la solution physiologique 

tamponnéene provoque pas une augmentation de la teneur 



en NaHA au dessus du niveau déjà atteint par l'instabi- 

lité contrairement à ce qu'on constate avec le traitement 

au NIF-NaHA. Comme la [ r l l o  trouvée 8 jours après la 

dernière injection de NIF-NaHA est beaucoup plus élevé que 

celle de la solution de NIF-NaHA injecté (3000 cc/g), nous 

devons supposerque cette augmentation n'est pas due à 

l'accumulation du NIF-NaHA. La [ r i I o .  est également plus 

élevée dans les articulations normales après le traite- 

ment au NIF-NaHA, en conséquence ce traitement peut 

déclencher un changement dans la synthèse du NaHA. 

Nous présentons dans le Tableau XXXII l'évaluation histo- 

logique du cartilage et de la radioactivité des échantillons 

de cartilage après incubation avec de la 3~-proline et du 

Tableau XXXII Evaluation histologique et incorporation 
de la proline et du sulfate dans les échan- 
tillons de cartilage prélevé sur une surface 
ne supportant pas de poids (condyle fémoral) 
dans les articulations instabilisées chirur- 
gicalement 

I 

NIF-NaHA 2x '/semaine 1 
7 - 3  

f 

Pas de traitement 

2 - 3  
Evaluation 
histologique 
du cartilage 

P 

SPT 2x 'semaine 

1 - 3  

5 
3~-proli?e 
incorpore 

P 

( ) les chiffres en parenthèse indiquent le nombre de genoux. 

( 5 )  

35~-~uïfate 
incorporé 

P 

§ cprn/mg du poids sec du tissue ( témoin 2,500. proline 3~ ; 

1,200 sulfate 3 5 ~ .  

7750 2 221 5 

(10) 

N S 

5290 ' 1755 

(13) I 
N S 

12750 2 2340 

NS 

6270 f. 1270 

NS 

0805 2 1670 

N S 

4240 2 940 

NS 



 évaluation histologique ne montre qu'une ostéoart.hrose 

modérée sans différence significative entre le groupe non 

traité et les deux groupes traités. Les teneurs en 3 5 $  

et 3~ du cartilage sont plus élevées que la valeur normale 

ce qui correspond à une détérioration du cartilage. Ceci 

signifie que l'instabilité qui a provoquée l'inflammation 

chronique (synovitis) a également provoqué une ostéoar- 

throse modérée. Il apparait que la solution ~h~siologique 

tamponnéeà tendance à aggraver cette condition comme le 

montre l'augmentation de l'incorporation de la proline 

et du sulfate, toutefois l'augmentation de la radioacti- 

vité exprimée en CPm/mg de poids sec n'était pas statis- 

tiquement significative. 

D. Immobilisation de l'articulation 

Nous avons fait cette expérience pour rechercher l'effet 

de l'immobilisation sur le métabolisme du NaHA endogène 

et exogène. Nous avons inséré une aiguille (Voir 

page 1-10 ) dans le genou gauche ou droit sélectionné au 

hasard des 33 lapins. Dans l'autre genou en utilisant une 

aiguille demême taille,nous avons injecté 0,3 ml de NIF- 

NaHA ( 10 mg/ml ) .  Après ce traitement, la moitié des 

genoux sélectionnés au hasard a été immobilis& en 

extension pendant sept jours.Après le sacrifice des animaux 

sept jours plus tard, nous avons trouvé dans quelques unes 

des articulations des exsudats. Ces articulations ont étS 

ponctionnées avant de procéder aux lavages des articulations 

et nous avons recuillis le maximum d'exsudats. Nous avons 



mesuré le volume de l'exsudat et déterminé la teneur en 

NaHA et en protéines. Puis les espaces intra-articulaires 

ont été lavés et les teneurs en NaHA et en protéines des 

lavages articulaires ont été déterminées: Les échantillons 

de cartilage ont été prélevksur le plateau platellaire, 

les condyles fémoraux et les condyles du tibi.a. Nous avons 

également prelevé des échantillons de tissu synovial, et 

ces tissus et les échantillons de cartilage ont été pesés 

et immédiatement congelés pour analyse des GAGS. 

Le Tableau XXXIII présente la détermination de la teneur 

en NaHA et en protéines de l'articulation. 

Tableau XXXIII Teneur en NaHA et en protéines 
des articulations immobilisées et des 
articulations non immobilisées après la 
seule insertion d'une aiguille ou après 
traitement au NIF-NaHA. 

Il n'y a pas de différence significative entre les valeurs 
du NaHA et celles du protéine pour les deux groupes immobilisés. 

r 

NaHA 
p q  1 articulation 

P 

Protèine 
mg / articulation 

P , 

( 1 chiffres en parenthèse indiquent le nombre de genoux. 

La teneur en NaHA de toutes les articulations était 

significativement plus élevées que w l ~ e  des articulations 

normales. ~ ê m e  l'insertion de l'aiguille dans les 

articulations non immobilisées provoquait un accroisse- 

ment de la teneur en NaHA. Les articulations non 

non-immobilisés immobilisés 
Témoins 

(aiauille 
introduite) 

575 6 8  

(16)' 

5.1 -f 0.6 

(151 

Témoins 
(aiguille 
introiui te) 

1260 2 185 

Il51 

' 0.01 

37.0 -f 7.0 

(14) 

' 0.001 

NIF-NàHA 
injecté 

550 2 76 

(14) 

NS 

6.5 -* 2.1 
( 1 2 )  

NS 

NIF-NaHA 
injecté 

846 2 106 
(161 

< 0.05 

18.6 2 2.2 
(15 )  

< 0.001 
4 



immobilisées ayant reçu du NIF-NaHA avaient la même 

teneur en NaHA que les articulations dans lesquelles 

seule une aiguille avait été insérée. L'immobilisation 

provoque une augmentation significative dans les 

articulations opposées. Il est important de noter 

que les valeurs les plus élevées ont été trouvées dans 

les articulations immobilisées et ayant reçu une seule 

insération d'une aiguille et non pas dans les articula- 

tions immobilisées et ayant reçu des injections de NIF- 

NaHA. 

Curieusement 7 jours après l'insertion de l'aiguille ou 

après l'injection de NIF-NaHA la teneur en NAHA des 

articulations non immobilisées était encore au dessus du 

niveau normal. La teneur en NaHA des articulations ayant 

reçu dans une expérience précédente la même quantité de 

NIF-NaHA ( 3  mg) est revenue à son niveau normal 4 jours 

plus tard (voir Figure IO). La seule différence entre 

ces deux expériences est que le genou opposé 

n'avait pas été immobilisé. On peut conclure que le 

l'immobilisation du genou opposé impose une res- 

triction des mouvements et empèche les mouvements de 

l'animal dans sa cage. En conséquence les deux genoux 

seront atteints même si un seul genou seulement est 

immobilisé, bien que le degré de la lésion et la nature 

peuvent être différent. 



Quand une aiguille stérile a été inséré dans l'articulation 

et que l'articulation a été i~obilisée, la teneur en NaHA 

augmente jusqu'à atteindre le double du niveau de contrôle 

(p<3,01; Tableau XXXIII). La teneur en NaHA de ces arti- 

culations immobilisées qui avaient juste reçu l'insertion 

d'une aiguille n'est pas statistiquement différente de 

celle des articulations qui avaient été immobilisées après 

injection de NIF-NaHA. Ceci suggère que c'est plus l'effet 

stimulant de l'immobilisation que le manque de mouvement 

ou l'absence de force mécanique (pression) qui provoque 

l'augmentation de la teneur en NaHA dans l'articulation. 

L'immobilisation provoque également une augmentation 

significative de la teneur en protéines dans les arti- 

culations ( p<0,01 ) ( Tableau XXXIII ) . Seules les articu- 

lations immobilisées présentaient des exsudat (jamais les 

genoux ,. opposés ( Tableaux XXXIV ) . Des exsudats 

ont été trouvé\s dans les genoux des quelques animaux des 

deux groupes immobilisés. 



Tableau XXXIV Volume et concentration de N a H A  ( ~ g / m l )  
dans les exsudats d'articulations immo- 
bilisées 

Volume Traité par 

L a p i n  Genou m l  T é m o i n  NIF-NaHA 

-- 

5  3 8 D o .  8 0  9 6 0  

5 4 0  D 1 . 5 0  9  2 8  

5  3 0  G O. 5 5  9 2 2  

5 2 9  D 0 . 4 0  8 7 8 

5 5 1  D 0 . 4 0  1 7 7 2  

5 4 9  D 0 . 3 0  1 7 0 0  

5 5 0  D O. 3 0  1 4 7 0  

5 3 1  D O. 4 0  1 4 1 0  

5 4 8  D 0 . 2 0  1 3 5 5  

+ 1 4 8 0  1 5 4 0  
Moyenne - f 2 2 0  f 3 0  

La Figure 22 présente la teneur en NaHA des exsudats 

tracé en fonction de celle des lavases articulaires. Il 

y a une bonne corrélation linéaire entre les deux para- 

mètres (r = 0 , 7 1 )  comme on pouvait s'y attendre puisque 

les deux déterminations concernant le même paramètre 

c'est à dire la teneur en N a H A  de l'espace articulaire 

enflammé et élargi (par l'exsudation). 



/kg N a  H A  d a n s  les l a v a g e s  r é u n i s  

Figure 22. Teneur en NaHA des exudats pré levés  rappor tées  
con t r e  l a  teneur en NaHA des lavages a r t i c u l a i r e s .  Les 
exudats e t  l e s  lavages des genoux témoins immobilisés son t  
r ep ré sen té s  par l e s  c e r c l e s  p l e in s  ( 0 ) ;  ceux des a r t i c u l a -  
t i o n s  t r a i t é e s  au NIF-NaHA son t  représentées  par l e s  c e r c l e s  
ouve r t s  ( O ) .  La d r o i t e  l a  mieux a j u s t é e  ca l cu l ée  pour l e s  
deux groupes combinés (n=16)  a un c o é f f i c i e n t  de c o r r é l a t i o n  
de r=0.71 ( p <  0,01 ). 

La concentration en NaHA de ces deux groupes n'était pas 

significativement différente mais le volume moyen et la 

fréquence des exsudats étaient significativement plus 

élevés pour le groupe immobilisé et ayant reçu l'inser- 

tion d'une aiguille et pour le groupe immobilisé ayant 

reçu des injections de NIF-NaHA. (Tableau XXXV) 



Tableau XXXV Effet de NIF-NaHA sur la réaction inflam- 
matoire (exudation) provoquée par l'immo- 
bilisation de l'articulation 

* p < 0 .05  

P l'épreuve Chi de signification 

La concentration moyenne en protéine obtenwdans les 

exsudats des articulations traitées au NIF-NaHA était 

plus basse que celledes articulations qui n'avaient 

reçu qu'une insertion d'aiguille, mais la différence 

n'était pas significative (pour un taux de confiance 

de 90 - 95%. Ceci suggère une différence mais ne le 

prouve pas. De plus la différence de la teneur en 

protéines des lavages articulaires sans exsudats 

était SI-gnificativement basse ( p < 0.05 ) que dans les 

articulations présentant d 'exsudation : on peut admettre 

que la présence d'exudats dans l'articulation et la 

teneur en protéines plus élevée de l'exsudats et des 

lavages articulaires indiquent une inflammation plus 

sévère que l'absence d'exudats et une concentration 

nolns élevée en protéines. En conséquence il est 

possible de conclure qu'une seule injection de NIF- 

NaHA protege en quelque sorte l'articulation d'une 

inflammation sévere due à l'immobilisation; 

Témoins 

( n  = 1 4 )  

Traites par 
NIF-NaHA 
ln = 1 5 )  

Signification 
! (Pl 

---- -- - - - 
,zrori.. r i r  <ilrit:. c i , . .  I . i . , . i i i s  

,+O , ',?,-' , < . ,  1 . 3 '  > < , r l  

- 

vu1 ume 

4 'exs~idat 

ml 

-- 

0 . 5 7  -f 0 . 1 1  

0 . 3 2  0 . 0 4  

N S  

~rticulations 
con cenan t de 
l'exsudate - 

n o m b r e  ( % )  

11  ( 7 0 )  

4 ( 3 3 )  

* 

avec 
ersiicl~t 

3 8 . 8  8 

22.7 2.6* 

0 .1  - 0.05 

-- -- . - 

~ r o t P i r i e  

<l 'exsiirlat 

molml 

.- 

1 2 . 4  f 2 . 7  

5 . 2  f 0 . 8  

0 . 1  - 0 . 0 5  

-.- 

s i l  11 5 

exs,,dal 
-- 

1 4 . 6  f 2 . 3 '  



Tableau XXXVI GAGS(% de poids humide dans le cartilage 
d'articulations immobilisées. 

i ) l e s  c h i f f r e s  e n  p a r e n t h è s e  i n d i q u e n t  l e  nombre d e  g e n o u x .  

I l  n ' y  a pas  d e  d i f f é r e n c e  s i g n i f i c a t i v e  e n t r e  l e s  g r o u p e s .  

L'analyse de la teneur en GAGsdu cartilage (Tableau 

XXXVI) montre que les trois fractions de GAGsanalysées 

en % de poids de tissu humide s o n t  i n c h a n g é  pour l e s  

trois groupes expérimentaux. Ceci signifie probable- 

ment que 7 jours d'immobilisation était une période 

trop courte pour qu'apparaisse un changement signi- 

ficatif dans la teneur en GAGsdu cartilage. Il est 

important de noter que ces échantillons de cartilage 

sont représentatifs de tous les cartilages de surface 

intra-articulaire (plateau patellaire, condyles fémo- 

raux et condyles du tibia). 



Tableau XXXVII GAGS(% de poids humide) dans le tissu 
synovial d'articulations immobilisées 

Signification : 

GAG 

N ~ H A  

KS 

chs 

: Témoins / non-immobilisés contre Témoins / immobilisés : p 0.01 

NIF-RaHA / non-immobilisés contre NIF-NatlA J immobilisés : p 0.01 

rs  : Témoins / non-immobilisés contre NIF-NaIli / non immobilis6s :.p 0.01 

NIF-N~HA / non immobilisés contre NIF-NaHA / immobilisés : p 0.01 

Chs : pas de différence significative. 

- - -  --- 

Non-immobilist?~ 

L'analyse de la teneur en GAGs(Tab1eau XXXVII) présente 

quelques différences entre les groupes experimentaux. La 

fraction de NaHA était significativement plus forte pour 

les deux groupes immobilisés (p < 0,01 ) .  C'est à dire 

qu'indépendamment du fait que les articulations aient 

reçues ou non des injections de NIF-NaHA 7 jours plus 

tôt, le tissu synovial contenait une plus grande 

quantité de NaHA dans les genoux immobilisés que dans 

les genoux opposés non immobilisés. Donc la 

teneur plus élevée de NaHA du tissu synovial est bien 

corrélée avec la teneur plus élevée de Na:-;!- de l'espace 

articulaire (lavage synovial; voir Tableau XXXIII). 

~~ ~ 

1 l~iiii<il, 1 I I 5 6 s  
- - 
Témoins 

(aiguille 
introduite) 

0.031 0.008 

( 8 )  

0.012 0.005 

( O  

0.045 o.or1 

( 0 )  

La fraction de ChS rie prhsente aucune différence entre les 

différents groupes expérimentaux. La teneur en KS était signi- 

ficativement plus élevee dans le tissu synovial des genoux 

temoins immobilis6s et dans les genoux O ~ ~ O S ~ S  non 

-- - ---- 
Témoins 

( aigui 1 le 
introduite) 

0.067 f 0.009 

(il) 

0.027 f 0.011 

(il 

0.065 0.008 

(il) 

-. - - ---- - - 

NlF-NBHA 
injecté 

0.025 1 0.005 
(11) 

0.050 t 0.015 
(11) 

0.060 2 0.010 
(11) 

NI F-Nall~ 
inject6 

0.053 t 0.007 
( 8 )  

0.009 2 0.002 
(8) 

0.075 0.022 

( 7 ) 



immobilisés et dans les genoux opposés non 

immobilisés ayant reçu, des injections de NIF-NaHA 

que dans les genoux témoins n'ayant reçu qu'une 

insértion d'aiguille. 



' VII. Effet d'une pathologie induite chimiquement sur 

le métabolisme de NaHA endogène et exogène 

A. Effet de l'ovalbumine (albumine de l'oeuf) : 

arthrite induite par un antigène 

Afin d'étudier l'effet de l'arthrite induite par l'oval- 

bumine sur la teneur en NaHA de l'articulation, 20 lapins 

ont été immunisésavec de l'ovalbumine comme il est décrit à l a  

page 112. 43 jours après le début du traitement de sensi- 

bilisation (le premier jour de traitement) 10 animaux 

sélectionnés au hasard ont reçu dans un genou (également 

sélectionné au hasard) une injection de NIF-NaHA (10 nig/ml 

0 , 3  ml). Le jour suivant (jour de traitement N02): les 

10 genoux de ces 5 lapins ont reçu 10 mg d'ovalbumine (OA) 

dans 0,3 ml de liquide physiologique tamponné. Les genoux 

qui avaient reçu l'injection de NIF-NaHA ont été désignés 

OA/NIF-NaHA, et les autres OA-injecté. Les 5 autres 

animaux n'ont été traitbque le premier jour et ont reçu 

une injection de sérum physiologique dans un genou et 

10 mg dlOA (0,3 ml) dans le genou opposé. Çes deux groupes 

ont été appelés: ~ k r n o i n s / S ~ ~  injictés et OA injectés. Les 

OA injectés ont été réunis en un groupe pour l'analyse finale 

(Tableau XXXVIII 1 .  



Tableau XXXVIII- La teneur en NaHA et protéines des 
genoux du lapin après une arbhrite 
induite par antigène ( ovalbumine). 

P compare les-résultats du groupe w~~~-injectés8* avec ceux 
des autres. 

p compare les résultats du groupe "OA-injectés" avec ceux 
du groupe "OA-NIF-NaHA injectés" 

28 jours après le second jour de traitement, les animaux 

ont été sacrifiés et les articulations lavées. Nous 

n'avons trouvé aucune exsudation pour aucune des articu- 

lations. Le Tableau XXXVIII résume les résultats des 

analyses des concentrations de NaHA et des protéines des 

lavages synoviaux. La concentration en NaHA des témoins 

(injection de liquide physiologique) n'était pas signi- 

ficativement différen~de celle des articulations normales 

+ 
( 2 8 6  - 3 cig). Toutefois la concentration de NaHA dans les 

r 

Témoins 
SPT injectés 

305 + 46 
(5 

1 

OA injectés 

673 143 
(7) 

c0.05 

.- 

33.7 2 16.6 
(3 

NS 
- 

t 

Ok - N I F - N a H A  
injectés 

418 ?: 61 
(5) 

N S 

NS 

26.7 2 8 . 9  
( 3 )  

0.1 - 0.05 
N S 

NaHA 
P 9 

(n 

p 1 

P 2  

Protéine 
mg 

(n) 

pl 

p2 

&\\\\\\\\\\% 
5.0 2 2 . 0  

(3) 



articulations OA-injectés était signific.ativement plus 

élevé que pour les articulations témoins-liquide physio- 

logique ( p<O,O5 ) . Les OA-NIF-NaHA présentaient égale- 

ment un léger accroissement par rapport aux articulations 

"injections de liquide physiologique" mais laddifférence 

n'était pas significative. 

Les valeurs moyennes de la teneur en protéine, dans les 

articulations présentaient un accroissement substantiel 

pour les deux groupes expérimentaux  injecté^) par 

rapport au genoux ( 3 , 5  2 1 ,O Pg/ml) par rapport aux 

témoins-"injection de liquide physiologique" mais ces 

différences n'étaient pas statistiquement différentes à 

cause du nombre peu élevé d'échantillons et à cause de 

la large erreur de la moyenne pour les deux groupes 

d l  OA-injectés Toutefois tous les genoux traités à llOA 

présentaient une teneur,,en protéines plus élevé que 

pour le groupe témoin. 

La teneur en protéines élevée indique que l'inflammation 

était encore présente, 28 jours.après le traitement pour 

les genoux traités à 1 ' 0 ~ .  L'inflammation a provoqué un 

accroissement significatif dé la teneur en NaHA dans 

l'articulation. Une seule injection de NIF-NaHA un jour 

avant l'introduction de OA à quelque peu réduit la teneur 

en NaHA de l'articulation mais non significativement. 



B. L'effet de la concanavaline A 

Nous avons choisi la concanavaline A (CON A) comme modèle 

pour déterminer l'effet d'une stimulation non-immunogène 

sur le liquide synovial, le tissu synovial et le carti- 

lage. Dans la première partie de l'expérience on a 

injecté dans les genoux de lapin 1,5 mg de CON A par 

genou. On a mesuré le diamètre latéral des articulations 

avec un mi.cromètreavantllinjection. Dix-huit heures 

après l'injection on a tué les animaux, mesuré à nouveau 

le diamètre de l'articulation et collecté les lavages 

synoviaux pour déterminer la teneur en acide hyaluronique 

et en protéines. Le Tableau XXXIX résume ces résultats. 

Tableau XXXIX. Teneur en NaHA et en protéines de l'arti- 
culation du genou du lapin 18 heures après 
l'injection intra-articulaire de 1,5 mg 
CON A. Le diamètre de l'articulation est 
donné avant et après ce traitement. 

1 , 5  mg CON A dans 0 , 3  m l  SPT ; ou 0 , 3  ml SPT. 

$5  p compare les genoux injectés avec SPT ou avec CON A. 

CON A 
( n=6 ) 

S PT 
( n=6 

P 9 § 

Après injection - 
NaHA 

( vg/genou 

875 5 120 

495 ' 52 

< 0.05 

d 

Diamètre du genou (cm) 

Protéines 
( mg/genou 

47 2 9 

9' 2 

< 0.01 

Avant 
injection . 

0.75 2 0.03 

0 .75 -f 0.03 

N S 

Après 
injection § 

0.93 2 0.04 

0:75 2 0.03 

< 0.01 



Le diamètre des genoux injectés avec CON A a augmenté 

d'une façon significative par rapport aux articulations 

qui ont reçu l'injection de SPT seulement. Bien qu'il 

n'y aitpas eu d'exsudat aspirable, le tissu périarticu- 

laire était gonflé et enflammé. La teneur en NaHA de 

l'articulation injectée avec SPT était supérieure à celle 

de l'articulation normale (comme mentionné à la page 239 ) ,  

l'augmentation de la teneur en NaHA de l'articulation 

ayant reçu l'injection de CON A a été supérieure d'une 

facçon significative à celle des articulations ayant reçu 

la SPT seule (p <0,05). La teneur en protéines a été 

aussi augmentée environ 5 fois par rapport à la teneur 

des articulations injectées avec la SPT seule, ce qui 

indique une réaction inflammatoire violente. 

Dans la deuxième partie de cette expérience, nous avons 

suiv5 la cinétique de la réaction inflammatoire. La 

même quantité de CON A a été injectée dans 94 articula- 

tions du genou du lapin et on a tué les animaux à des 

temps différents après l'injection, entre 6 et 168 heures 

( 7  jours). La Figure 23 montre la variation de la teneur 

en NaH,A et de la viscosité intrinsèque ( i n ]  O ; indice 

de viscosité intrinsèque de NaHA) en fonction du temps 

pendant cette période d'observation. 



NaHA 

mg 

- 

1.0- -5000 
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Fi ure 23. La modification de la teneur en NaHA 
---a- et l'in ice de viscosité limite de NaHA après 
injection de CON A dans l'articulation du genou de 
lapin. 

Cercle plein : NaHA mg 

Triangle plein : [ n l n  cc/g 

Les barres verticales indiquent l'erreur standard 
et le chiffre indique le nombre d'articulations 
dans chaque groupe. La bande horizontale supérieure 
hâchurée ( A )  indique [ n  ]  dans le genou normal non- 
traité et la bande horizogtaie inférieure hâchurée 
( e )  la teneur en NJHA dans le genou normal non-traité. 
La ligne du milieu représente la moyenne et l'aire 
hâchurée montre les limites supérieures et inférieures 
de l'erreur type de la moyenne. 

Déjà 6 heures après l'injection de CON A la teneur en 

NaHA de l'articulation est élevée par rapport à l a  

valeur du contrôle. A 24 heures, cette augmentation est 

encore plus importante ( p < 0,001 ) .  Deux jours après 

1 ' injection ,ces valeurs b"ssent mais la valeur normale 

n'est atteinte qu'après une semaine après l'injection. 

L'augmentation de la viscosité suit une cinétique simi- 

laire mais est restée plus lente que celle de la teneur 

en NaHA de 24 heures environ. La viscosité intrinsèque 

la plus élevée a été observée à 48 heures, ensuite elle 

a diminué vers les valeurs normales qui sont atteintes 

en 96 heures. 
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Figure 24. La teneur en protéines du lavage synovial par 
articulation (mg) et la teneur en NaHA i% de poids sec 
tissulaire) du tissu synovial sont représentées en 
fonction du temps après injection de CON A ( 1 . 5  mg 
par articulation) dans l'articulation du genou de lapin. 
Protéine dans le lavage synovial (mg) : cercle plein ; 
teneur en NaHA ( %  du poids sec tissulaire) : cercle 
ouvert. Les barres verticales représentent l'erreur 
type de la moyenne. Les chiffres à côté de chaque 
point indiquent le nombre d'articulations dans chaque 
groupe. Les barres horizontales près des ordonnées 
indiquent la moyenne et l'erreur type de la moyenne 
(surface hâchurée) de la NaHA dans les tissus syno- 
viaux non-traités normaux (cercle plein) et de la 
teneur en protéines (en mg) du lavage synovial dans 
l'articulation non-traitée normale (cercle ouvert). 

La teneur en protéines de l'articulation a été aussi 

déterminée (Figure 24). Six heures après l'injection 

elle a été supérieure a'une façon significative à la 

normale et restée élevée pendant toute la durée de 

l'expérience (168 heures) (Figure 24). Ceci peut être 

interprété comme une persistance de l'état inflammatoire 

(fuite capillaire) même après le retour de la teneur en 

NaHA vers les valeurs normales. Le NaHA du tissu syno- 

vial (Figure 24)aprésenté une augmentation significative 

( " 3 fois) au dessus de la valeur normale déjà 18 heures 

après l'injection de CON A. Ceci est en corrélation avec 

l'augmentation de la teneur en NaHA et des protéines dans 



l e s  l a v a g e s  s y n o v i a u x .  A 96 h e u r e s ,  l a  t e n e u r  e n  N a H A  du 

t i s s u  s y n o v i a l  e s t  d é j à  p r e s q u e  d e  r e t o u r  à l a  n o r m a l e .  

La t e n e u r  e n  NaHA e t  e n  ChS du c a r t i l a g e  a été é g a l e m e n t  

d é t e r m i n é e .  L a  F i g u r e  2 5  mont re  l a  t e n e u r  e n  NaHA e t  ChS 

( e n %  du  p o i d s  s e c  du t i s s u )  du  c a r t i l a g e .  La c o n c e n t r a -  

t i o n  d e  ces d e u x  p o l y s a c c h a r i d e s  a  b a i s s é  e t  e s t  res tée  

en -des sous  d e s  v a l e u r s  n o r m a l e s  p e n d a n t  t o u t e  l ' e x p é r i e n c e .  

1.5 

1c 
NeHA 

8 de 
poids se< 

o.: 

r 

C h S  
\ de 

poids sec 
B X 

Figure 25. La teneur en NaHA et ChS ( %  de poids sec 
tissulaire) du cartilage articulaire est représentée 
en fonction du temps après injection intra-articulaire 
de CON A ( 1 . 5  mg par articulation) dans l'articulation 
du genou du lapin. 

NaHA - 
ChS - X 

Les barres verticales représentent l'erreur type de 
la moyenne. Les nombres près de chaque point indique 
le nombre d'articulations dans chaque groupe. Les 
barres horizontales près des ordonnées indiquent la 
moyenne et l'erreur type de la moyenne (surface 
hachurée) de NaHA (cercle plein) et ChS (triangle 
plein) du cartilage normal. 



Nous avons essayé d'inhiber l'effet de la CON A avec 

l'a-méthyl-D-mannopyranoside (un inhibiteur de la CON A )  

qui a été utilisé seul ou avec la CON A. 64 genoux ont 

été injectés soit avec la SPT ou avec 1,5 mg de CON A ,  

soit avec 3,5 pg de 11-méthyl-D-mannopyranoside ou avec 

un mélange de 1,5 mg de CON A/ + 3,5 pg a-méthyl-D- 

mannopyranoside. Les lavages synoviaux ont été collectés 

et analysés. Il n'y avait pas de différence dans la teneur 

en NaHAentreles genouxinjectés avec la SPT ou avec l'a-méthl- 

D-mannopyranoside seul. De plus il n'y avait pas de dif- 

férence dans la teneur en NaHA des genoux injectés avec 

CON A et CON A plus a-méthyl-D-mannopyranoside bien que 

ces deux groupes aient présenté une teneur en NaHA plus 

élevée dans les articulations que les animaux injectés 

avec la SPT ou avec l'inhibiteur seul. Néanmoins, comme 

seulement une concentration unique del'ïnhibiteuraété essayée, 

il n'est pas sûr qu'il n'y aitpas eu d'inhibition avec 

des concentrations plus élevées de cet inhibiteur. 

Dans une expérience préliminaire nous avons essayé deux 

autres lectines, l'agglutinine du germe de blé (WGA) et 

l'agglu-tinine de soja (SBA) qui ont été injectées dans 

l'articulation à la même concentration que la 

CON A ( 1 , 5  mg/par articulation). A 96 heures les 

animaux ont été tués et les articulations lavées et 

analysées pour leur teneur en NaHA et en protéines. La 

WGA et la SBA injectées dans le genou n'ont pas provoqué 

d'augmentation de la teneur en NaHA. La teneur en 



protéines par contre a augmenté d'une façon significa- 

tive comme après l'injection de CON A. Ceci montre que 

la réaction inflammatoire produite par la WGA et la SBA 

est de la même intensité que celle induite par la CON A, 

bien que les deux premières lectines n'aientpasinduitune 

augmentation de la concentration en hyaluronate dans 

l'articulation. Cette expérience doit être considérée 

comme de nature préliminaire puisqu'une seule concen- 

tration des deux lectines a été utilisée et que les 

animaux n'ont été examiqés qu'à un seul temps après 

l'injection. 



V I I I .  F i b r o n e c t i n e  du c a r t i l a g e  a r t i c u l a i r e  e t  du 

v i t r é  

A .  F i b r i l l e s  du  v i t r é  r e c o u v e r t e s  a v e c d e  

l a  f  i b r o n e c t i n e  

Dans une p r e m i è r e  s é r i e  d ' e x p é r i e n c e s  nous  avons  é t u d i é  

l a  p r é s e n c e  de  f i b r o n e c t i n e  dans  l e  v i t r é .  Pour  ce f a i r e ,  

nous  a v o n s  p r é p a r é  d e s  f i b r i l l e s  d e  c o l l a g è n e  n a t i v e s à p a r t i r  

du v i t r é c o m m e  il e s t  d é c r i t  d a n s  l a  m é t h o d o l o g i e .  Apres  l a v a g e  

a v e c  S P T , l a  s u s p e n s i o n  d e s  f i b r i l l e s  du g e l  d e  c o l l a g è n e  

a é t é  i n c u b é e  s o i t  d a n s  l e  tampon T r i s  (pH 7 , 2 ;  0 , l M )  s e u l  

ou  e n  p r é s e n c e  d e  t . r y p s i n e  ou e n  p r é s e n c e  d ' h y a l u r o n i d a s e  

t e s t i c u l a i r e .  

~ p r e s  l ' i n c u b a t i o n  l e s  f i b r i l l e s  o n t  é t é  l a v é e s  e t  mises 

e n  p r é s e n c e  d ' a n t i c o r p s  a n t i f i b r o n e c t i n e  comme il e s t  d b c r i t  

d a n s  l a  m é t h o d o l o g i e .    près l a v a g e  nous  avons  a j o u t é  

l ' a n t i s é r u m  a n t i - I g G  d e  l a p i n  marqué à l a  f l u o r e s c é i n e ,  

r i n c é  e t  examiné l e s  p r é p a r a t i o n s  s o u s  m i c r o s c o p e  à 

f l u o r e s c e n c e .  

Les  r é s u l t a t s  s o n t  p r é s e n t é s  d a n s  l e s  F i g u r e s 2 5  à 

2 8 . L a F i q u r e  2 6 m o n t r e  q u e l e s  f i b r i l l e s d e c o l l a g ~ n e n a t i v e s  

d e  t y p e  I I  du v i t r é  r é a g i s s e n t  a v e c  l ' a n t i s é r u m  a n t i -  

f i b r o n e c t i n e ,  c e  q u i  pe rme t  de  c o n c l u r e  q u ' à  l ' é t a t  

n a t i f  c e s  f i b r i l l e s  s o n t  r e c o u v e r t e s  d a n s  l e  v i t r é  d ' u n e  

couche  - ,  ̂d e  f i b r o n e c t i n e .  



Figure 26. Agrégats de fibrilles natives du vitré réa- 
gissant avec llantisérum antifibronectine ( ~ 2 5 ) .  

Fi ure 27. Agrégats de fibrilles natives du vitré après 
avec de la trypsine, ne réagissant pas avec de 

l'antisérum antifibronectine ( x25 1. 



Figure 28. Agrégats de fibrilles natives du vitré après 
digestion à l'hyaluronidase testiculaire ne réagissant 
pas avec l'antisérum antifibronectine ( ~ 2 5 ) .  

Figure 29. Agrégats de fibrilles natives du vitré après 
digestion avec la trypsine et traités. avec FN purifiée 
réaqissant avec l'antisérum antifibronectine ( ~ 2 5 ) .  



 près digestion à la trypsine ou l'hyaluronidase (testi- 

culaire) la couche de fibronectine disparait entièrement. 

Les Figures27 et 28 montrent l'intensité de la fluores- 

cence obtenue avec les fibrilles traitées avec ces enzymes. 

Dans tous les cas les contrôles ont 6th effectués en uti- 

lisant soit un sérum de lapin non-immunisé contre la fibro- 

nectine soit en réalisant l'extinction de fluorescence en 

ajoutant de la fibronectine purifiée à la préparation. Dans 

tous ces cas aucune fluorescence n'a pu être observée autour 

des fibrilles de collagène. 

Nous avons également recherché la présence de fibronectinelibre 

dans le surnageant du vitré centrifugé afin de détecter 

s'il s'agit d'un équilibre entre la fibronectine soluble 

et la fibronectine absorbée à la surface des fibrilles du 

collagène. En utilisant la méthode néphélométrique à laser 

nous n'avons pas pu mettre en évidence de fibronectine 

libre dans le surnageant de centrifugation. Nous en con- 

cluons que sa concentration est inférieure à environ 

0 , l  ~g/ml, limite de sensibilité de détection de la méthode, 

si fibronectine il y a. 

B. Interaction entre fibrilles de collagène 

purifiées duvitréet la fibronectine 

Afin de confirmer notre conclusion précédente, nous 

avons mis les fibrilles de collagène (type II) du vitré 

traité soit avec l'hyaluronidase,soit avec la trypsine en 

présence d'une part de fibronectine purifiée et d'autre 



part, de sérum humain. Après une demi heure d'agitation 

à 37OC, nous avons lavé ces fibrilles, ajouté l'antisérum 

antifibronectine et testé par l'immunofluorescence comme 

décrit ci-dessus. Nous avons constaté que les fibrilles 

de collagène natives de vitré traitées avec l'hyaluroni- 

dase ou avec la trypsine sont capables d'absorber direc- 

tement la fibronectine à partir du sérum sanguin humain 

ou encore à partir d'une préparation de fibronectine 

purifiée (Figures 29 et 30 ) .  Il semble donc, que bien 

que, le complexe natif dans le vitré soit constitué de 

collagène de type II de NaHA et de fibronectine, ces mêmes 

fibrilles de collagène soit capables d'interagir directe- 

ment avec la fibronectine en l'absence de NaHA. 

C. Interaction entre les fibrilles de collagène 

du vitré traitées à la trypsine et la fibro- 

nectine purifiée 

Afin de confirmer davantage nos conclusions concernant la 

possibilité des fibrilles de collagène du gel vitré tryp- 

sinisés à interagir directement avec la fibronectine, nous 

avons effectué l'expérience suivante: 

Des fibrilles de collagène du vitré ont été traitéeavecdela 

trypsine de la même façon que dans le paragraphe précédent, 

et ensuite nous avons mis en présence des quantités cons- 

tan,tes- de fibronectine (270 ~ g )  avec des fibrilles traitées 
, <\ 

, 
avek;dd la trypsine. Ces mélanges préparés dans un tampon 

Tris (pH 7,4) ont été incubés pendant 2 heures à 37°C avec 



Figure 30. Agrégats de fibrilles natives du vitré après 
digestion avec l'hyaluronidase testiculaire et traité 
avec FN purifiée réagissant avec l'antisérum antifibro- 
nectine ( x25 1. 

Fi ure 31. Cartilage articulaire de veau. Couche super- + icielle réagissant avec l'antisérum antifibronectine ( ~ 1 0 ) .  



Fi ure 32. Cartilage articulaire de veau. Les noyaux 
b r o c y t e s  réagissant avec 1 antisérum anfif ibro- 
nectine ( x40 1. 

Figure 33. Cartilage articulaire de veau. Au niveau 
protona les lames basales des vaisseaux réagissant avec 
de l'antisérum antifibronectine ( ~ 2 5 ) .  



une agitation constante, suivie de centrifugation et par 

détermination de la fibronectine dans le surnageant par 

immunonephélométrie. Cette expérience montre qu'en augmen- 

tant la quantité de collagène dans le mélange réactionnel, 

on constate une diminution (20 - 30%) de la fibronectine 

dans le surnageant; ceci peut être interprète comme une 

interaction entre les fibrilles de collagène et la fibro- 

nectine, suivie par l'insolubilisation de la fibronectine 

à la surface des fibrilles de collagène. 

D. Fibronectine dans la couche superficielle 

du cartilage articulaire 

Nous avons déjà exposé dans les chapitres précédents de 

cette thèse nos conceptions sur les différences de struc- 

ture de la couche superficielle du cartilage articulaire et 

de la partie du cartilage située plus profondemment. Afin 

d'explorer la possibilité que la fibronectine peut jouer 

un rôle dans l'organisation structuraTe de cette couche, 

nous avons effectué des études par immunofluorescence sur 

le cartilage articulaire d'un jeune veau. La Figure 31 

montre l'image de l~immunofluorescence obtenue sur le car- 

tilage articulaire du veau. On note une intense fluores- 

cence, située uniquement au niveau de la couche superfi- 

cielle du cartilage articulaire. 

Les Figures 32 et 33 montrent à plus fort grossissement, 

l~immunofluorescence aussi dans le cartilage plus profond, 

où on ne note aucune immunofluorescence dans la matrice 



i n t e r c e l l u l a i r e .  On o b s e r v e  p a r  c o n t r e  une f l u o r e s c e n c e  

a u  n i v e a u  d e s  noyaux d e s  c h o n d r o c y t e s  e t  a u s s i  d a n s  l e s  

l ames  b a s a l e s  d e s  v a i s e a u x  q u i  p a r c o u r e n t  ce c a r t i l a g e .  



DISCUSSION - 

1. Exportation du NIF-NaHA des yeux de sinaes 

La différence fondamentale entre les yeux des deux singes 

utilisés dans ces études et rapportée dans cette thèse 

consiste en une couche corticale gélifiée beaucoup plus 

large, comparée au liquide vitré central dans le rhésus 

par rapport à 1.a couche analogue chez le singe nocturne. 

Ceci est représenté àla page s u i v a n t e -  Ceci veut dire que 

le gel cortical antérieur qui sépare le liquide vitré, le 

cristallin et,la chambre postérieure est beaucoup plus 

épais dans l'oeil du singe rhésus que dans celui du singe 

nocturne. Chez le singe nocturne étudié, 1 ml de liquide 

vitré ou 45% du vitré total ont été changés. Chez le rhésus 

étudié, 0,5 ml, c'est-à-dire 21% du vitré total, a été 

échangé avec NIF-NaHA. Deux conséquences ont été observées 

de ces différences anatomiques et expérimentales: tout 

d'abord chez le singe rhésus, l'échange a eupour résultat 

beaucoup moins de traumatismes que chez le singe nocturne. 

~euxièmement, chez le rhésus, le temps nécessaire pour 

équilibrer le NaHA du gel et du liquide vitré a été beau- 

coup plus long que chez le singe nocturne. 

Chez le singe nocturne, il y avait une exportation très 

rapide dans 73% des yeux étudiés. Cette étude basée sur 

des opérations d'échange très soignées et des observations 

ophtalmologiques, montre clairement que là où il y avait 

une vitesse d'exportation du vitré très rapide (t :2-3 jours) 
1 / 2  

le gel cortical antérieur a été endommagé pendant l'échange 

du liquide vitré et dans les cas d'injection de NIF-NaHA, 

- 2 7 7  - 



LILLE 0 

Macaca 

triv - 

a Gel v i t r é  C iqu ide  v i t r é  

NIF-P laHA i n j e c t é  

Représentation schbmatique des voies de passage du NIF- 
NaHA exogène chez deux especes de singes. Chez le 
macaque rhésus (Macaca mulatta), une partie du volume 
relativement fai-,5 - 1 , 1  ml) du liquide vitr6 
est remplacée par 0,5 ml de NIF-NaHA. Puis, l'espace 
du liquide vitré est encore séparé de la chambre posté- 
rieure par une couche épaisse de gel vitré cortical 
antérieur. 

Chez le singe nocturne (Aotus trivirgatus), une partie 
du volume assez élevé ( 1 , 8  - 2 , ' 2  ml) du liquide vitré 
(A) est remplacée par 1 ml de NIF-NaHA ( R  ) .  Ensuite, 
l'espace du liquide vitré est encore séparé de la 
chambre postérieure par une mince couche de gel cortical 
antérieur ou, si ce dernier est endommagé au cours du 
processus de remplacement (C), le NIF-NaHA injecté 
s'écoule vers la chambre postérieure et dans l'espace 
rétrolenticulaire (D) d'où il est rapidement évacué par 
l'humeur aqueuse. 



une partie de la solution injectée a été véritable- 

ment poussée à l'intérieur d'un espace rétrolenticulaire 

artificiellement créé. Cet espace, facilement visible 

à la lampe à fente, est accessible à l'humeur aqueuse de 

la chambre postérieure, c'est pourquoi dans un temps très 

court, en quelques jours, le NIF-NaHA a été éliminé par 

lavage à travers la chambre antérieure de l'oeil. La 

première vitesse d'exportation du NIF-NaHA (voir page149 ) 

a été le résultat d'une opération d'échange. Plus tard, 

une vitesse plus faible a été trouvée dans notre labora- 

toire (Hultsch et Balazs, 197 5). Dans un faible nombre 

d'animaux, ces auteurs ont calculé un temps de demi-vie de16 

jours. Les études ont clairement indiqué que chez le 

singe nocturne la barrière du gel cortical antérieur est 

maintenue, la vitesse d'exportation est lente. La Figure 

1 montre clairement que cette vitesse faible n'est pas 

constante pendant l'entière période d'exportation du NIF- 

NaHA du vitré. La vitesse d'exportation pendant les 7 

premiers jours est significativement plus rapide que 

pendant les mois suivants. 



Tableau XL. Vitesse d'exportation du NIF-NaHA du 
vitré du singe 

Temps en Nombre NIF-NaHA 1 jours id yeux 1 i n  1 1 a 1 K 1 1 d'étude jours 

nocturne 7-1 00 1 O 

C a été déterminé à 48 h pour le rhésus et à 7 jours pour le singe 
Onocturne après injection de NIF-NaHA. 

Singe 

rhésus 

XX C a été calculé à partir de la concentration en NaHA dans le vitré, 
'le volume total du vitré (2ml ) ,  la quantité de NIF-NaHA injecté (10 mg) 
et le volume échangé ( 1  ml 1 .  

+ 0.85 est la valeur extrapolée, les autres sont 1,O par définition 
parce que Co est donné. 

La constante de vitesse d'exportation ( K )  a été calculée d'après 
l'équation C/C, = -Kt + ln a. C est donné dans le tableau. 

Elle est détermiiwé par le dosage ~ ~ O N ~ H A  dans le vitré à des temps 
différents. 

7 

6 3  

2-90 

t l  = 
temps de demi-vie de NIF-NaHA dans le vitré. calculé par 
l'équation : t; = - ln2 

K 

0.103 

0.011 

X X 
5.23 

7.00' 

Le Tableau XL montre la comparaison de deux constantes 

de vitesse différentes ( K )  et du temps de demi-vie tl,*, 

calculés de la ligne de régression de la Figure 1. Comme 

la ligne de régression montre un très bon accord des résul- 

tats ( r  = -0,gO entre 1 et 7 jours et r = -0,71 de 8 à 90 

jours), et quelenombre des yeuxdans les deux groupes est 

relativement élevé, l'erreur des valeurs calculées pour K 

et pour t 
1 / 2  

est inférieure à 15%. Ceci veut dire que la 

différence entre les deux vitesses et les demi-vies est 

très significative. La signification biologique de cette 

0.85 

i .00 

40 5 i .55' i .O0 0.033 21 



différence cependant n'est pas claire. On peut émettre 

l'hypothèse que le vitré sursaturé de NIF-NaHA (concentra- 

tion supérieure à 2,O mg/ml) a différents mécanismes 

d'exportation. Mais la nature de ces mécanismes n'est pas 

claire. Naturellement, il est possible que même avec la 

plus soigneuse des techniques opératoires, le gel cortical 

antérieur soit endommagé et qu'une partie du NIF-NaHA injecté 

soit éliminée par lavaoe par l'humeur aqueuse. Cette "blessure" 

du gel cortical antérieur peut "guérir" pendant la première 

semaine et le mécanisme contrôlé par la diffusion à travers 

le gel cortical antérieur peut être restauré. Les résultats 

récents de Laurent et Fraser (1 982), utilisant un NIF-NaHA à 

peu près de la même taille moléculaire que celle utilisée 

dans cette étude, marquée au tritium sont en bon accord avec 

lu demi-vie très faible constatée par nous à partir du 7ème 

jour. Ces auteurs ont trouvée un t 
1 /2 

de 83 jours, qui est 

dans les limites des erreurs d'expérience, et est en bon accord 

avec les 63 jours trouvés dans ce travail. 

La vitesse d'exportation du NIF-NaHA dans le singe rhésus 

relève d'un mécanisme plus simple, comme le montre la cons- 

tance de la demi-vie après deux jours pendant toute la période. 

Comme le gel vitré est très important en comparaison du volume 

injecté et du volume du liquide vitré, il faut 48 heures avant 

que le NIF-NaHA puisse diffuser des poches liquides dans le 

gel entier (Tableau XI ) .  



C'est pourquoi la constante de vitesse et la demi-vie 

ont été calculées seulement poKr deux jours (Tableau XL ) .  

Les résultats utilisés pour le calcul de K et t 
1 / 2  

ont 

été obtenus de la ligne de régression qui est en bon 

accord avec les points expérimentaux ( r  = - 0 , 8 1 ) ;  l'erreur 

associée à cette droite calculée est d'environ de 15%. La 

demi-vie de 21 jours est beaucoup plus courte que la 

valeur la plus faible constatée chez le singe nocturne. 

Il faut donc admettre que la vitesse d'exportation de 

l'hyaluronate endogène et exogène obtenue de cette estima- 

tion ainsi que des travaux de Laurent et Fraser ( 1 9 8 2 )  est 

un processus contrôlé par la diffusion à condition que le 

gel antérieur ne soit pas endommagé. Ainsi le mécanisme 

principal controlant l'exportation est d'ordre structural, 

c'est à dire qu'il dépend de la taille des pores entre le 

cristallin et le processus ciliaires à travers lesquels le 

NaHA doit diffuser de l'espace vitré vers la chambre pos- 

térieure. Ces pores annulaires autour du cristallin sont 

remplis avec deux types d'éléments structuraux, le gel 

cortical antérieur et les zonules. La place disponible 

pour le NaHA pour passer à travers ces "espaces annulairesv 

dépend de la section de ces pores, de la densité du réseau 

de collagène formant le gel antérieur et du nombre des 

fibres zonulaires occupant cet espace. Il faut donc se 

rappeler que l'espace vitré n'est pas séparé de la chambre 

postérieure par une lame basale. Comme le flux de l'humeur 

aqueuse est très rapide en comparaison avec la vitesse de 



diffusion du NaHA à travers ces pores, on peut admettre 

que ,-a concentration du NaHh dans la chambre postérieure 

n'est pas très différente de celle dans la chambre anté- 

rieure, c'est pourquoi il peut être négligé dans nos 

calculs. Ainsi, on peut s'attendre à des différences 

entre les espèces correspondant aux différences de 

structures des organes ci-dessus mentionnés. L'état d'équi- 

libre ("steady state") de la concentration de lfhyalu- 

ronate dans le vitré dépendra donc entièrement de sa 

vitesse de synthèse et de la taille des pores annulaires 

ainsi que les dimensions du gel cortical antérieur. 

Il est intéressant de noter que le décollement de la 

rétine, une pathologie très grave et qui concerne cet 

espace anatomique, n l a  pas influencé la vitesse de trans- 

port de llhyaluronate (Tableau IX). Ceci est en faveur 

de la théorie généralement acceptée qu'il n t y . a  pas de 

passage d'hyaluronate du vitré via la rétine ou vers 

l'espace subrétinal, surtout à cause de la présence des 

lames basales, imperméables à des molécules de cette taille. 

La théorie selon laquelle la densité du gel cortical anté- 

rieur régule le passage de l'hyaluronate est étayée par 

les résultats selon lesquels le vitré cortical antérieur 

pathologiquement condensé retient le NIF-NaHA dans le cas 

ou le gel est détaché de la capsule cristallinienne et 

ainsi on s'attend à ce que la vitesse d'exportation rapide 

prédomine ( Tableau 1x1. 



Le poids moléculaire naturel (Tableau II) d.e NaHA chez 

les maczques rhésus utilisés dans cette étude était 

6 
nettement inférieur ( p  <0,01 ) à celui observé ( 2,9 x 7 0 ) 

(n=20) chez les macaques à peu près du même âge élevés 

librement au Centre d'étude des primates des Caralbes 

(Denlinger, Eisner, Ralazs, 1980). La seule explication 

qui peut être proposée est que les femelles utilisées pour 

les expériences ne produisaient pas d'oestrogènes. La 

teneur élevée en NaHA dans la peau sexuelle de cette espèce 

est contrôlée par les oestrogènes. Ceci s'apparente à la 

régulation hormonale existant dans la crete du coq où la 

testostérone stimule la synthese du NaHA !Pour &tude, 

voir Szirmai, 1966 1. 



II. Taille moléculaire de NaHA et stabilité de cette 

molécule dans la matrice extracellulaire 

A .  Structure aénérale 

Il est bien connu que l'acide hyaluronique à haut poids 

moléculaire Sous une forme purifiée ou dans la matrice 

intercellulaire native est très sensible à des systèmes 

d'oxydo-réduction variés et aux radicaux libres produits 

par des radiations dans le solvant (pour une revue, voir 

Sundblad et Balazs, 1966). Une autre observation impor- '- 

tante de portée générale, rapporté de nombreuses fois 

dans la littérature est que l'acide hyaluronique du liquide 

synovial de l'articulation normale (humaine, bovine ou de 

cheval) et dans le corps vitré des yeux normaux (homme, 

singe ou mouton) est très stable, à condition que les 

échantillons soient pré1,evés dans des conditions stériles 
- --- 

et sans contamination avec des érythrocytes, leucocytes ou 
-a 

d'autres cellules. De telles matrices liquides prélevées 

dans ces conditions peuvent être conservées à 4OC dans 

des conditions stériles pendant des mois sans modification 

de leur viscosité [ r i 1 0  . Au cours des études rapportées 

dans cette thèse nous avons fait les mêmes constatations.' 

Le vitré du singe nocturne et le liquide synovial de che- 

val se sont révélés extrêmement stables quant à leur vis- 

cosité quand ils étaient gardés dans des conditions 

stériles à 4OC.  Nous avons par contre constaté des diffS- 

rences considérables dans le comportement du liquide synavial 



de lapin. Après élimination des débris cellulaires 

immédiatement par centrifugation suivie de dialyse du 

surnageant, ces échantillons sont restés stables si on 

les garde à 4°C. Il faut néanmoins souligner que ces 

échantillons n'étaient pas entièrement libre de débris, 

de composants cellulaires ni de bactéries. On est donc 

obligé de conclure de ces résultats que des systèmes de 

dégradation extracellulaires sont ou bien absent ou bien 

contrôlés par des inhibiteurs. 

Tableau XLI. Comparaison de[nlo du vitré et du liquide 

synovial d'espèces différentes. 

R e f e r e n c e s  

é t u d e  

ce t te  é tude  

D e n l i n g e r .  
E i s n e r  e( 

B a l a z s ,  1980  

F l o o d  t3 
B a l a z s ,  7979 

R a l a z s ,  1 9 7 4  

c e t t e  & t u d e  

c e t t e  é t u d e  

,-ette é t u d e  
i 

n  

1 3 3  

1 7  

1 5  

7 

20 

1 5  

1 0  

1 0  

[ v I o  
c c / g  

+ 
4950 - 90 

3100 + 1 9 0  

4" 0 2 21 0 

5400 2 540  

5000 2 1 5 0  

4060 2 1 7 0  

5260 1 440  

+ 
5250 - 4 4 0  

E s p è c e s  
- 
s i n g e  

n n c w e  

s i n g e  r h é s u s  

rhésus 

homme - 

homme 

l a  

c h e v a l  

c h e v a l  

L i q u i d e  v i t r é  

L i q u i d e  
s y n o v i a l e  

qenou  

enou 

j a r r e t  

c a r p e  



Si on compare [,,Io dans le liquide vitré et dans le liquide 

synovial dans cinq espèces différentes (Tableau XLI ) on 

trouve une correspondance remarquable entre les valeurs de 

ces différentes espèces. Les résultats obtenus sur le 

matériel humain ont été aussi rapportés sur ce tableau, 

puisque les déterminations ont été faites exactement dans 

les mêmes conditions avec la même méthodologie et dans le 

même laboratoire. Il n'y a pas de différence statistique- 

ment significative entre les différentes valeurs excepté 

pour le singe rhésus dont les paramètres du vitré diffèrent 

des autres. La valeur moyenne de [ T ~ ] ,  de ces 17 yeux a été 

inférieure d'une façon significative à celle trouvée dans 

des études antérieures par ces auteurs (Denlinger, Eisner 

et Balazs, 1980). La seule explication que l'on peut offrir 

est l'âge et les différences biologiques entre les deux 

grpupes de singes étudiés. Les singes utilisés dans les 

études précédentes étaient des mâles et des 

femelles de 6 - 15 ans en bonne santé, d'une colonie semi- 

naturelle librement entrecroisés. Les singes utilisés 

dans cette étude sont des femelles âgées avec des ovaires 

non-fonctionnels vivant dans des cages. Comme les échan- 

tillons de leur liquide vitré ont été aussi très stables, 

il faut admettre que la différence constatée est due à des 

conditions hormonales ou à l'âge. Les femelles de cette 

espèce ont un.e peau sexuelle très riche en acide hyalu- 

ronique beaucoup plus que la peau normale et ceci à cause 

de l'effet stimulant des oestrogènes (pour une revue voir 

Szirmai, 1966). Il est intéressant de noter que la concen- 



tration en NaHA du liquide vitré de singe de la colonie 

vivant librement est de 149 2 9 ~ g / m l  ( n  = 20) contraire- 

ment aux singes de cette étude : 120 2 8 pg/ml (n = 38 ) .  

Cette différence est significative ( p  < 0 , 0 5 )  et suggère 

que le vitré est aussi un organe cible des oestrogènes, 

le taux des oestrogènes circulant peut influencer sa teneur 

en NaHA. 

B. Le liquide vitré 

Après l'injection de NIF-NaHA dans le vitré, pour remplacer 

la moitié (dans le singe nocturne) ou le quart (le singe 

rhésus) du volume du vitré total, la viscosité [ Q 1, a été 

toujours inférieure quand on l'a mesurée pendant les trois 

premières semaines après l'opération. Il est important de 

noter que ces valeurs inférieuresn'étaient jamais en-dessous 

de [ri], du NIF-NaHA injecté, ce qui suggère que la prépara- 

tion injectée n'a pas été dégradée. 

Dans une expérience effectuée par l'auteur et non-décrite 

dans cette thèse, on a injecté de l'endotoxine dans l'oeil 

pour déclencher une inflammation. Quelques jours plus tard 

on a injecté du NIF-NaHA avec l'endotoxine. La viscosité 

[ do du NaHA dans le vitré 7 jours après l'injection au 

maximum de la réaction inflammatoire n'a pas été altérée 

(Denlinger, Balazs, Nakano, Ronner et Velazquez, 1978). 

Ceci indique que la présence de cellules inflammatoires et 

une teneur en protéines élevée dans le vitré ne provoquent 

pas de dégradation de NIF-NaHA injecté.   près injection 

d'endotoxine, la viscosité du NaHA endogène n'a pas été 

affectée. 



La viscosité [ r i ] o  du NaHA dans les yeux du singe reste égale 

à celle de la préparation de N I F - ~ a H ~ i n j e c t é e p e n d a n t u n t e m p S  

très long. Quand la vitesse d'exportation est faible il 

faut 84 jours avant qutelleretourne à savaleurnormale. Avec 

une vitesse d'exportation rapide, après 23 jours déjà, la 

valeur élevée de [ ri], réapparaît ( Tableau IV 1. Comme le 

vitré avec une vitesse d'exportation rapide a une teneur en 

NaHA en-dessous de la valeur normale, il faut admettre que 

cette faible valeur de [ r i ] ,  représente celle du NIF-NaHA 

injecté au moment où la régénération n'a pas encore 

commencé. 

Dans les yeux avec une vitesse d'exportation lente, à 83 

jours la concentration en NaHA et [QI, sont to~teslesdeux 

approximativement normales. Ceci doit correspondre au com- 

mencement d'une synthèse normale à un temps précoce et au 

remplacement déjà effectué de NaHA injecté par le NaHA 

néoformé. 

En conclusion, les trai~matisnies associés une vitesse 

d'exportation rapide paraissent endommager la synthèse de 

NaHA où le système chargé de la synthèse de NaHA qui com- 

mence à être opérationnel des mois plus tard par rapport 

à sa récupération quand le gel cortical antérieur n'est 

pas endommagé. Si la cause de la concentration faible en 

NaHA, entre 23-82 jours, était uniquement la destruction 

de la barrière entre le vitré et la chambre postérieure, 

la viscosité [riIodu NaHA devrait être normale, malgrè sa 

faible concentration. Le fait qu'elle ne l'est pas suggère 

que la synthèse normale n'a pas encore commencé. 



C. Liquide synovj-al . 

!3'apr+s les diverses &tudes menées dans ce domaine, il 

existe aucune preuve concluante de la présence d'un agent 

enzymatique, oxydant ou du type radical libre qui altére- 

rait le MaHA dans le liquide synovial des articulations 

enflammees (Ropes,Robertson,Rosçmiesl,Peabody et Bauer,1947; 

Ragan et !lever, 1949; Sundblad, 1965 ; Greenwal d, 1981 ) . 

Greenwald et P:oy (1980) ont suggéré que les "radicaux lj-bres 

dérivés de lloxygene" produits par des qranulocytes neutro- 

philes dans l'articulation malade, peuvent provoquer des 

ruptures dispersées dans la chaîne de NafIA. Ces dern?'c'-res 

suffiraierit à justifier la baisse de [TI], de N a W .  Aucun 

système de vérification de cette réaction dans le liquide 

synovial n'a 6té propose. Il ne faut pas oublier que la 

[ r i I o  de NahA, même dans des articulations souffrant de 

très graves affections d'oriuine rhumatismale ou trauma- 

tique, est de 2000 - 4000 cc/g, soit 30 - 70% de la valeur 

normale. L'util.isation de colonnes de billes de verre à 

pores calibrés, a montré que cette baisse de la taille 

moléculaire n'est pas due à une altération fortuite de la 

chaîne du NaHA et à une augmentation conséquente de la 

polydispersité, mais plutôt à 1 'apparition de plusieurs 

espèces moléculaires de NaHA de taille inferi-euro. Selon 

l'étiologie et le degr4 de gravité de l'arthrite, des 

molécules de NaHA de taille inférieure (Salazs, Briller 

et Denlinger, 1981). Il est très difficile de concilier 

ces résultats avec la notion de présence d'un agent 

"altérant" du type radical libre dans le liquide synovial 

pathologique provoquant une "rupture +parpillée des maillons 



covalents" des longues chaînes de NaHA (Greenwald, 1981). 

L'un des résultats les plus intéressants des travaux 

présentés dans cette thèse est qu'aucun des deux modèles 

d'arthrite relevant de la chirurgie (instabilité et immo- 

bilisation) n'a modifié le [ r i ] ,  du NaHA. Dans ces derniers, 

la présence d'une réaction inflammatoire grave a été mise 

en évidence par une teneur élevée en protéines, accompagnée 

dans les articulations immobilisées, d'un épanchement. 

L'injection de SPT dans l'articulation saine du lapin ou du 

cheval ou dans les articulations instables et immobilisées 

du lapin n'a pas non plus modifié la [ r i I o .  Ce qui implique 

que la synovite bénigne ou grave résultant de ces divers 

trauma-tismes affectant l'articulation, n'altère pas la taille 

moléculaire de NaHA dans cette dernière. 

Ce qui est plus important encore, est que 48 heures après 

injection de CON A dans les genoux du lapin, la [ r i I o  

dépasse considérablement la normale. Cette augmentation 

ne coïncide pas avec le niveau maximum de la teneur en NaHA, 

atteint 24 heures après injection intra-articulaire. La 

forte teneur en protéines du lavage synovial au cours de 

toute la période d'expérimentation (168 heures) et l'augmen- 

tation du diamètre de l'articulation indiquent que l'injec- 

tion de CON A a provoqué une grave synovite. Il est impor- 

tant de remarquer que l'élévation de la teneur en protéines, 

en NaHA et de [ r i 1 0  ne coïncident aucunement. Ce qui impli- 

querait l'existence du mécanisme suivant: la CON A pourrait 

provoquer une inflammation non spécifique du tissu synovial 



qui déclencherait une dilatation vasculaire et entrave- 

rait l'irrigation lymphatique de l'articulation. Par 

conséquent, la vitesse de sortie de NaHA diminuerait et 

sa teneur dans l'articulation augmenterait. Mais la CON A 

stimule aussi spécifiquement les cellules synoviales qui, 

comme tous les macrophages, disposent de récepteurs de 

cette molécule. Cette stimulation entraîne la production 

d'une espèce moléculaire de NaHA de taille inférieure qui, 

en raison de sa taille, est évacuée de l'articulation à 

plus grande vitesse. La teneur en NaHA de cette dernière 

diminue donc. L'effet de la CON A sur les cellules syno- 

viales ne dure pas aussi longtemps que l'ensemble de ses 

effets inflammatoires. L'accumulation de NaHA dans le 

tissu synovial est àe 3 fois supérieure au niveau normal 

alors que dans le liquide synovial son augmentation est de 

2 fois supérieure. La teneur en NaHA de l'articulation 

revient à la normale 96 heures apres l'injection; la teneur 

en NaHA dans le tissu synovial revient à la normale dans le 

même temps. 

L'effet de la CON A n'a pas été retrouvé avec l'injection 

d'une concentration équivalente de 2 autres lectines 

(WGA et SBA). Puisque l'effet inflammatoire de ces deux 

dernières a 4té aussi grave que celui de la CON A, il faut 

en conclure avec prudence que les cellules productrices de 

NaHA ne disposent sur leur surface que de recepteurs à la 

CON A. 

Des expériences faites avec l'inhibiteur de la CON A 



(a-methyl-D-mannopyranoside) ont été peu concluantes, 

probablement parce qu'une injection de ce carbohydrate 

de faible poids moléculaire n'a pas provoqué l'élévation 

de la teneur en NaHA autour des cellules à un niveau et 

pendant une durée suffisants pour compenser l'effet de 

la CON A. 



111 De la teneur en hyaluronate de sodium dans les arti- 

culations du cheval et du lapin 

A. Cheval 

La teneur en NaHA dans diverses articulations 8e cheval 

a déjà été déterminée ( Persson, 1971 ) . Les valeurs com- 

muniquées sont très proches de celles qui figurent dans 

cette thèse (voir p. 233.-204 . Par suite d'une grande 

dispersion des valeurs observées, Persson n'a pas trouvé 

de différences significatives entre la teneur en NaHA 

dans le jarret et le carpe. Les valeurs moyennes dela 

que nous avons relevées sont supérieures à celles men- 

tionnées dans l'étude de Persson. Cependant, pour les 

mêmes raisons statistiques, les différences entre les 

résultats des deux études sont minimes. 

L'injection de NIF-NaHA ou de SPT dans les articulations 

normal du cheval n'a provoqué aucune modification de la 

taille moléculaire du KaHA dans le liquide synovia.1. 

L'augmentation de la teneur en protéines indique la nature 

traumatique de l'arthrocentèse. La synovite qu'elle provo- 

que a souvent persisté pendant plusieurs semaines (Tableau 

XXV) mais aucun des échantillons de liquide synovial 

prélevés pendant cette période n'a révélé le moindre indice 

de la présence de molécules de NaI1A de taille moléculaire 

inférieure à la normale. 

La Figure 34 montre le schéma d'elution de liquides syno- 

viaux d'équidés sur des colonnes de billes de verre à pores 

calibrés. Les fractions sont établis par dosage de l'acide 

hexuronique. 



Fiqure 34 Fractionnement de liquides synoviaux porinaux 
et arthritiques sur colonnes de billes de verre a pores 
calibrés. La [ n I a  d'un liquide normal ( courbe pleine) et 
des deux liquides arthritiques sont présentées. Les 
poids moléculaires (flèches) indiquent la position des 
maxima atteints par les préparations de NaHk dont le 
poids moléculaire est connu. 

La [ q l o  a été déterminée à partir d'un échantillon de 

liquide synovial avant fractionnement. La figure pré- 

sente, outre la courbe d'elution du liquide normal, celles 

de deux liquides arthritiques à titre de comparaison. La 

cour~e d'elution du liquide normal ne montre qu'un petit 

fic contenant de l'acide liexuronique ( 5 % )  de très bas 

poids moléculaire, et qui ne renferme pas tie NaHA. Le 

grand fic presque symétrique, indique que toutes les molé- 

cules de NaHA ont une supérieure à 2 500 cc/g. Par 

contraste, les deux liquides arthritiques montrent claire- 

ment la présence des molécules de NaHA d'une [TI], inférieure 

à 2 500 CC/-. De plus, un grand pic de bas poids molécu- 



laire a bgalement été observé. La fraction collecté à partir 

de ce pic ne contient au total que 40 - 60% de NaHA. I,e 

reste est très probablement constitué par des mol.écules de 

ChS. Ce qui est important est que les 18 liquides synoviaux 

prélevhs dans les 2 articulations du carpe et celles des 

4 jarrets, 2 - 14 jours apres l'injection de NIF-NaHA, ont 

montre un schéma de répartit~.orî identique à celui des llqui- 

des synoviaux avant injection chez les mêmes chevaux. Ceci 

montre que les stimuli inflammatoires légers provoqués par 

l'arthrocentèse ne constituent pas un élément susceptible 

de favoriser l'apparition de molécules de NaKA de taille 

inférteure à la normale. 

B. Lapin 

D ~ S  1953, Sundblad a mesuré le volume total de NaHA dans 

l'espace articulaire et suggéré que ce volume plutôt que 

la concentration refléte les modifications pathologiques 

des articulations. Dans le cas d'un traumatisme arti- 

culaire par exemple, au fur et à mesure que l'effusion 

augmente, la concentration en NaHA décroît au-dessous 

de la normale. Par contre, le volume total de NaHA dans 

l'espace articulaire se situe nettement au-dessus de la 

normale. Le rhumatisme articulaire (ou l'osteo-arthrite 

avec épanchement) provoque une augmentation importante 

de la teneur en NaHA dans I.'articulation. Aucun rapport 

n'a cependant été établi entre le volume de l'épanche- 

ment et la teneur en NaHA (Sundblad, 1953, 1965; Makinen, 

1958). 



Ainsi, afin d'étudier le métabolisme du NaHA dans l'espace 

articulaire dans des conditions pathologiques, il ne 

suffit pas de déterminer sa concentration dans le liquide 

synovial. Il faut mesurer la teneur totale en NaHA de 

l'espace synovial. Cette thèse décrit la 

méthode conçue à cet effet et appliquée à l'articulation 

du genou du lapin. Elle fournit une détermination quan- 

titative et reproductible du NaHA dans une fourchette 

de 0 , l  à 2,O mg par articulation. Si 10 lapins sont 

utl; 5 6 s  pour chaque expérience, soit 10 genoux témoins 

et I O  sujets témoins, la méthode n'enregistre que 15% 

d'erreurs. 

Nous avons pu ainsi établir une excellente corrélation 

entre le volume de NaHA déterminé dans l'articulation 

du lapin avec cette méthode et les données antérieures 

sur la teneur en NaHA dans le liquide synovial. Sundblad 

(1953) a établi la teneur en NaHA sur 2 échantillons de 

liquide synovial prélevés à l'aide d'une pipette dans 

les articulations du genou de 5 lapins. La teneur en 

NaHA, dans 2 échantillons de 5 genoux chacun était en 

moyenne de 3,89 mg/ml. Toujours selon Sundblad, le volume 

de liquide synovial prélevé dans chaque articulation était 

inférieur à 0,l ml. Les études menées dans le cadre de 

cette thèse montrent que sur 45 genoux de lapins, la 

teneur moyenne en NaHA est de 0,281 mg par articulation. 

Ce qui correspond à 3 , 8 9  mg/ml de NaHA en supposant que le 

volume réel de liquide synovial prélevé par Sundblad dans 

chaque articulation était de 0,072 ml, soit moins de 

0 , l  ml. 



Dans la même étude, Sundblad a également déterminé le 

[ ri ],dans le liquide synovial du genou de lapin. En uti- 

lisant des méthodes et un solvant analogues aux nôtres, 

il a trouvé une [riIo moyenne de 3740 cc/mg, compatible avec 

la valeur moyenne que nous avons obtenue, 4,060 2 170 cc/g; 

ce résultat suggère que lors de l'opération de lavage, la 

[ ri ],ne se modifie pas. Les articulations été lavées avec 

du SPT et la [ n 1, a été détermin&(~alazs, Watson, Duff, 

et Roseman, 1 9 6 7 ) .  Il est intéressant de remarquer que 

la [ ri 1, trouvkdans les ler, 2ème et 3ème lavages était 

identique.Elle était également semblable à celle trouvée 

dans les échantillons de liquide synovial prélevés par 

aspiration avant lavage des articulations. Cette obser- 

vation montre aussi que le lavage de l'articulation 

n'altère pas le volume moléculaire du NaHA présent dans 

l'espace synovial. 

En comparant la teneur en NaHA du liquide articulaire nor- 

mal de différentes espèces (voir Tableaux~11 ) ,  il est 

clairement apparu que les articulations des équidés et 

bovins, qui possèdent un volume élevé de liquide synovial, 

présentent la teneur la plus basse en NaHA, alors que les 

articulations du lapin et de l'homme , dont le volume 

de liquide synovial est 50 à 100 fois inférieur, 

ont une teneur en NaHA 5 à 10 fois plus élevée. Les 

écarts de[ ri ],entre les articulations des humains, des 
\ 

bovins et des équidés ne sont pas importants. Par contre, 

dans le liquide synovial du lapin, la [ri],est nettement 

inférieure. 



Tableau XLII. Comparaison des teneurs en NaHA dans les 
liquides synoviaux de différentes espèces. 

R e f .  

1 

2  

3  

2 

3  

2  

4  

4 

5 

Eçpece 

L a ~ i n  

Cheva l  

B é t a i l  

Humain 

T o u t e s  l e s  d o n n é e s  o n t  é t é  o b t e n u e s  d e s  a r t i c u l a t i o n s  s a l n e s  
d e  j e u n e s  a d u l t e s .  
1 . S u n d b l a d  (1 953) + V a l e u r  estimée 
2 .  C e t t e  é t u a e  
3 .  Persson(1971) 
4. S e p p a l a  a n d  B a l a z s  (1 969 1 
5 .  B a l a z s  (1 969 

A r t l c u -  
l a t i o n  

Genou 

J a r r e t  

C a r p e  . 

J a r r e t  

C a r p e  

Genou 

Volume du 
l i q u i d e  

s y n o v i a l  

< O . l  

O .  07* 

40 

( 25 

' 5  

1 3  

5 

0 . 3  

I 

Contenu  e n  NaHA 

[ 10 

3740 2  220 

4060 2 170 

8400 2  3300 

6 4 9 0 2  430 

0 . 4 9 ~ 0 . 1 3 8 3 0 0 ~ 1 2 0 0  

6350 2 540 

410 

+ 8320 - 590 

5 5 0 0 2  200 

mg p a r  
u t i c u l a t b n  

-0.28 
f: 0 .02  

7 .35 

8 .55 

3.96 

4 .00 

0 .74 

mg 
p a r  m l  

3.89 

+ 0.45 - O .  11 

+ 0.41 - 0.06 

0 .57 2 0.07 

0 . 3 3 2 0 . 0 3 6 4 2 0 2  

+ 0.80 - 0.05 

+ 2 . 4 9 - 0 . 0 1  



Il est possible d'évaluer la teneur totale en NaHA dans 

l'articulation du genou du lapin et la proportion de 

NaHA présente dans la couche superficielle du cartilage, 

dans les tissus et le liquide synoviaux (Tableau XLIII). 

Tableau XLIII.Teneur totale en NaHA dans une articula- 
tion saine du genou du lapin 

* Volumes, e t  dans  l e s  c a s  d e  t i s s u  s y n o v i a l ,  l e s  p o i d s  
humides o n t  é t 6  e s t i m é s .  

** C e t t e  e s t i m a t i o n  e s t  ba sée  s u r  l e  dosage  d e  NaHA 
dans  l e  t i s s u  s y n o v i a l  (0 ,432  du p o i d s  s e c !  
( T a b l e  XXVIII) c o r r e s p o n d a n t  à 0,12% du p o i d s  humide. 
De s u r c r o i t ,  il e s t  admis que l ' e s p a c e  d i s p o n i b l e  
pour l e  NaHA dans  l a  m a t r i c e  r e p r é s e n t e  4029 du 
volume t o t a l  du t i s s u  h y d r a t e .  

- 

- 
Liqu ide  s y n o v i a l  
( l a v a g e  1 

Ces calculs montrent clairement que le tissu synovial 

occupe le volume le plus élevé dans ces trois compar- 

timents matriciels (87% de l'espace total) et présente 

la teneur totale la plus importante en NaHA (92% du 

total). Cette dernière est cependant plus élevée dans 

la couche superficielle du cartilage. 

Toutes les données expérimentales disponibles actuelle- 

ment suggèrent que le NaHA est synthétisé par les cellules 

du tissu synovial les plus proches du liquide synovial et 
' 

qu'il est transporté par les vaisseaux lymphatiques vers 

les couches plus profondes du tissu synovial. Ces voies 

sont schématiquement représentées ci-dessous. 1 

* 
Volume 

rn 1 

0.071 

Contenu 
e a  NaHA 

mg 

O .  28 

C a r t i l a g e  ! 

Concent ra t . ion  
en  . N a H A  
mg/-1 

3 . 9  

0.018 Couche super f  i- 
c i e l l e .  

T i s s u  s y n o v i a l .  ; 

TO ta1 
L 

15 .0  0.001 2 

0.5 

O.  5722 

3 . 6  

3.898 

7 .2**  

- 



Les différences de concentration en NaHA dans les 3 com- 

partiments de l'articulation ne peuvent.être maintenues 

que si les molécules de NaHA sont transportées entre ces 

derniers par écoulement global, selon un système complexe 

de pompage actionné par les mouvements constants de l'arti- 

culation. Les résultats de ces mouvements sont: en premier 

lieu, le maintien d'une teneur très élevée en NaHA dans 

la couche superficielle du cartilage par l'introduction 

de ces molécules dans le réseau fibrillaire du collagène; 

en second lieu, l'échange constant de NaHA entre le 

liquide et les tissus synoviaux; enfin, l~évacuation du 

NaHA excédentaire du tissu synovial pompée par les vais- 

seaux lymphatiques. Ainsi on peut prédire, après immo- 

bilisation de l'articulation, un accroissement du volume 

du liquide synovial et de la teneur en NaHA dans le 



liquide et le tissu synovial. Ces observations faites 

dans le cadre de cette thèse confirme entièrement cette 

hypothèse. 



IV. NaHA à la surface du cartilage 

Le fait que la teneur en NaHA de la surface du cartilage 

diminue après le lavage de l'articulation de 46 2 6 ii g 

signifie qu'à peu près 16% du NaHA total contenu dans le 

lavage vient probablement de cette surface. Ceci ne veut pas 

dire que cette quantité de NaHA est absorbée à la surface 

du cartilage, mais indique simplement que les molécules de 

NaHA sont enchevêtrées à la couche superficielle de colla- 

gène. Cette couche de collagène est probablement celle qui 

a été identifiée sur l'image EM (Figure 18) comme la couche 

supérieure dl1 prn d'épaisseur. Le changement visible de 

cette couche après le lavage de l'articulation (Figure 19) 

suggère qu'approximativement deux tiers du NaHA et probable- 

ment d'autres molécules sont prélevés de la couche supérieure. 

Il est possible d'évaluer la concentration en NaHA de la 

couche supérieure du cartilage. Si l'on suppose que cette 

couche dans l'articulation du lapin est épaisse de 3ii m 

et que la surface totale à partir de laquelle a été collecté 
2 par épongement le NaHA est de 4 cm , le volume total est 

d'alors 0,0012 cc. De plus il a été supposé que seulement 

18 iig du NaHA prélevé par épongement après que l'articula- 

tion ait été lavée vient de cette surface de 3 Fm d'épais- 

seur. Par conséquent la concentration en NaHA de la surface 

du cartilage est de 0,018 mg/ 0,0012 cc = 15 mg/cc. Ceci 

est 4 à 5 fois la concentration en NaHA évaluée dans le 

liquide synovial du lapin (3,9 mg/ml; Sundblad, 1965). 



Ce résultat doit être du même ordre que d'autres concen- 

trations élevées trouvées dans les tissus humains. Pour 

certains genoux d'humains adultes normaux, la concentra- 

tion en NaHA du liquide synovial était de 4,5 mg/ml et 

pour le liquide de ganglions humains de 10 à 20 mg/ml 

(Balazs, communication personnelle). Il est possible de 

supposer que cette concentration élevée de NaHA est le 

résultat de deux facteurs. D'une part, la pression cons- 

tante et les mouvements de l'articulation diarthrodial se 

répercutent sur le liquide synovial et le pousse, avec ses 

molécules de NaHA, dans le réseau fibrillaire lâche du 

collagène de la surface du cartilage. D'autre part, l'effet 

de tamis que ce réseau fibrillaire exerce et qui ne permet 

pas aux grandes molécules de NaHA d'être poussées trop loin 

dans le cartilage. Comme l'eau est le solvant du NaHA du 

liquide synovial, et que les petits composants moléculaires 

peuvent pénétrer dans les couches supérieures du cartilage 

articulaire, l'hypothèse selon laquelle les échanges de 

métabolisme de la couche supérieure du cartilage articulaire 

se font par liquide synovial est généralement acceptée. 



V. Teneur en protéines de l'articulation et réaction 

inflammatoire provoquée par différents mécanismes 

de contraintes 

La barrière entre le sang et le liquide synovial comporte 

deux éléments structuraux: la paroi endothéliale des vais- 

seaux et le liquide synovial. Les nombreux capillaires 

qui se trouvent dans la proximité immédiate (100 - 200vm) 

de la surface synoviale ont des fuites à cause de leurs 

fénestrations (Sutter et Majno, 1964). On comprend ainsi 

que des molécules protéiques puissent passer dans l'espace 

intercellulaire (Renkj-n, 1979 1. 

Le deuxième composant de la barrière est la matrice qui 

contient plus de NaHA que la plupart des matrices des 

tissus conjonctifs. Si nous admettons que les cellules, 

le sang et les vaisseaux lymphatiques et les fibres de 

collagène occupent 60% de l'espace tissulaire, ainsi en 

nous basant sur les données rapportées dans cette thèse, 

nous pouvons calculer une concentration en llhyaluronate 

de la matrice du tissu synovial du lapin, de 7 , 3  mg/ml. 

Cette valeur est beaucoup plus élevée que la concentration 

en NaHA estimée dans le liquide synovial (2,9 mg/ml). Une 

matrice avec une teneur aussi élevée en hyaluronate doit 

exercer sans aucun doute un effet non négligeable sur le 

passage des macromolécules. Il a été proposé par plusieurs 

auteurs que le mouvement des protéines du sang vers le 

liquide synovial est régulé par la matrice du tissu synovial 

contenant l'hyaluronate. Dans un système modèle, il a été 



démontré que les mouvements translationnels des protéines 

dans une solution d'hyaluronate sont retardés (Laurent et 

Obrink, 1972; Obrink et Laurent, 1974; Preston, Obrink et 

Laurent, 1973). Ces auteurs ont calculé que dans une 

solution d'hyaluronate à IO rng/ml la diffusion de la sérum 

albumine est réduite à la moitié de sa valeur normale. 

L'autre phénomène structural qui influence le passage des 

protéines par la matrice est l'effet d'exclusion stérique 

exercé par l'hyaluronate. Ainsi par exemple, une solution 

de NaHA à 5 mg/ml exclut 2 5 %  de l'espace de la solution 

pour la sérum albumine (Laurent, 1964). 

Le passage des protéines à travers la membrane synoviale 

est cependant compliqué davantage par le fait que ce 

tissu ne représente pas un système non-perturbé dans lequel 

la diffusion ou le flux constant contrôlent le mouvement 

des molécules. Le tLssu synovial est perturbé et déformé 

à tout moment par l'articulation diathroldale. Plus encore, 

quand l'articulation est soumise à une charge, le tissu 

synovial est comprimé entre la capsule (tendons) et la 

surface du cartilage. Dans ces conditions le tissu syno- 

vial, comme le liquide synovial se trouve sous une pression 

constamment variable. La pression intra-articulaire dans 

l'articulation normale montre de grandes variations. Des 

valeurs négatives ont été rapportées quand l'articulation 

est étirée tout en étant soumise à une pression de plu- 

sieurs centaines de mm de Hg. 



La p r e s s i o n  d a n s  l ' a r t i c u l a t i o n  a r t h r i t i q u e  avec  e f f u s i o n  

non-chargée p e u t  ê t r e  2 - 3 f o i s  p l u s  é l e v é e  (400 - 500 

mm H g )  que  d a n s  l a  m ê m e  a r t i c u l a t i o n  a v e c  c h a r g e  ( p o u r  

une r e v u e  v o i r  Jayson,  1981 ) .  L e  mécanisme d e  r é g u l a t i o n  

du p a s s a g e  d e s  p r o t é i n e s  p a r  l a  m a t r i c e  r e m p l i e  d e  NaHA 

d a n s  un sys t ème  dynamique e s t  t rès  d i f f i c i l e  à éva lue r . .  

Comme les  é t u d e s  s u r  d e s  modèles  c o n c e r n a n t  l e  p a s s a g e  d e s  

macromolécules  dans  une  m a t r i c e  d e  c o l l a g è n e  r e m p l i e  d e  

NaHA s o n t  s u j e t t e s  à d e s  v a r i a t i o n s  de  p r e s s i o n  e t  d ' a g i -  

t a t i o n s ,  n ' o n t  p a s  e n c o r e  é té  e f f e c h é e s ,  t o u t e  s p é c u l a -  

t i o n  nous  p a r a i t  u t i l e .  

T a b l e a u  XLIV. C o n c e n t r a t i o n  e n  p r o t é i n e s  dans  l e  l i q u i d e  
synovia l -e  normale  d  ' e s p 6 c e s  d i f  f k x e n t e s .  

Espèces 

~ u r n a i n  

Bovine 

Cheval 

Lapin ' 

1 

I Estimé s u r  l a  b a s e  d ' u n e  t e n e u r  e n  p r o t é i n e s  de 
3 , 0  2 0 , 2  mg t r o u v é e  dans  l e  l a v a g e  d ' u n  genou normal 
e t  0 , l  m l  de  l r q u l d e  s y n o v i a l e .  

A r t i c .  

- 

Réfé rences  

P r o t é i n e s  (rng/rnl) 

B a l a z ç ,  1974  

s e p p a l a  and 
B a l a z s ,  1969 

c e t t e  é t u d e  

c e t t e  é t u d e  
! 

Jeune  
A~~~~~ 

- 
Adul te  

âgé  

+ 
' 18 .5  - 2.6 

23.2  2 3 .0  
+ 

, 9 . 4  - 0.9 

- 
- 

- 

+ 
genou ' 2 0 . 5  - 0 . 8  

carpe. 

j a r r e t  

c a r p e  

jarret 

genou 

+ 14 .2  - 1 .7  
+ 7 .7  - 0 . 8  

23.9  2 3:2 
+ 14.6  - 2.6 
& 

3c - 2 * 
I 



Quel que soit l'effet de NaHA sur le passage des protéines 

dans le tissu synovial, il n'empêche pas l'augmentation de 

la teneur en protéines plasmatiques dans l'articulation 

pendant l'inflammation. La concentration en protéines dans 

le liquide synovial normal varie légerement d'une articula- 

tion à l'autre ainsi qu'avec l'espèce et l'âge (voir 

Tableau XLIV.). La raison de cette variation est inconnue. 

La teneur en protéines calculée dans l'articulation du 

genou du lapin n'est que légerement supérieure à celle de 

l'articulation humaine. Les valeurs chez le lapin pourraient 

être plus élevées que la valeur réelle à cause de la sous- 

estimation du volume du liquide synovial ( %  0,1 ml ) ou à 

cause du fait que les lavages articulaires contiennent 

aussi certaines des protéines cellulaires des tissus avoisi- 

nants. 

Dans tous les modèles expériinentaux utilisés dans cette 

étude, la teneur en protéines de l'articulation a été 

élevée (voir Tableau X L V  ) et d'une facon significative. 

Cette augmentation a été moins sévère un simple trauma- 

tisme qu'apres des traumatismes multiples comme par 

exemple l'insertion d'une aiguille. Elle a été aussi 

moins marquée après l'injection de SPT, la section du 

cartilage et dans l'articulation déstabilisée comme apres 

l'application d'un agent inflammatoire comme l'ovalbuniine 

ou la CON A. D'une façon intéressante, l'immobilisation 

qui n'implique pas de pénétration de la capsule de l'arti- 

culation, provoque une augmentation de la teneur en pro- 

téines équivalente à celle d'une inflammation sévère. 



 ins si, on peut imaginer que dans le cas de l'arthrite 

inflammatoire, l'alimentation du cartilage articulaire 

est modifiée par la concentration accrue en protéines 

du liquide synovial, initialement à cause de l'effet 

inflammatoire puis, sous 1'effet.de la douleur, de la 

réduction de la mobilité de l'articulation. 

Tableau XLV. Teneur en protéines du lavage articulaire 
du genou du lapin et la concentration en 
protéines dans l'articulation du cheval 
après des traumatismes intra-articulaires 
variés. 

Genou de lapid(;enou de cheval 

mg/ml de le dernier 
mg/ Traumatisme articulation liquide synovial 

traumatisme 

~nsertion . 5.' 5 d t 
d'aiguille 10.3 2 1.8 7 d *  

Injection 7.1 i 0.9 37.9 2 6 . 2  I d e  1 8.6 2 1 . 6  4 32.8 f 6.4 2 d 

Section du 1 cartilage 110.3 1 

Articulatio I 
krticulation 
instable 

1 CON A 139.0 2 4.0 1 

9.9 i 0.9 

Ovalbumine 

c = carpe j = jarret 

14 w 

1 

r 1 injection seulement 

l I I 
33.7 2  16.6 

r$ 1 1  injections pendant 5'5 semaines. 

Le temps indiqué en jour: ( j ) ou en semaines ( s ) est 

l'intervzlle de temps entre le dernier traumatisme (s'il 

y en avait plusieurs) 'et le prélèvement de l'échantillon. 

4 w 



Ceci montre l'importance de la mobilité de l'articulation 

diarthroïdale pour le passage normal des protéines du 

sang vers l'espace synovial et leur retour vers le systè:ne 

lymphatique. Si l'absence de mouvement dans l'articula- 

tion peut produire une teneur en protéines klevée dans le 

liquide synovial comparable à celle de l'inflammation, on 

peut se demander dans quelle mesure les restrictions ou 

l'absence de mouvement dans ces articulations contribuent 

à la douleur dans l'inflammation. Ainsi en plus de l'effet 

de l'agent inflammatoire sur les parois capillaires, il 

faut aussi prendre en considération l'effet limitant de la 

douleur sur les mouvements des articulations. 

La question est d e  savoir si oui ou non l'augmentation de 

la teneur en NaHA du tissu synovial après le traumatisme 

influence la teneur en protéines du liquj.de synovial ne 

peut pas encore être décidée avec certitude à partir des 

données actuellement disponibles. 

L'étude de l'effet possible de tamis du phénomène du 

volume exclu au niveau de la matrice du tissu synovial sur 

les protéines est davantage compliquée par le fait que chaque 

fois que la teneur en protéines augmente au-dessus de la 

valeur normale dans une articulation de cheval, un caillot 

de fibrine apparazt invariablement dans le liquide synovial. 

Donc le fibrinogène qui n'est pas présent normalement appa- 

raît dans ces conditions dans le liquide synovial. La 

formation de ce caillot de fibrine a été observée même 

après l'injection de SPT ou NIF-NaHA, ce qui indique qu'une 

inflammation même très légère peut augmenter la perméabilité 



de la barrière d'une façon significative. Nos études sur 

le cheval ont montré que l'arthrocentèse et la ponction 

d'un faible volume de liquide synovial ( 1  ml sur 25 ml) de 

liquide dans l'articulation du jarret représente un trau- 

matisme qui peut causer une augmentation de la teneur en 

protéines. Ces études ont montre (Tableau XXV) qu'il existe 

des variations individuelles importantes aussi bien pour 

la nature traumatique de l'arthrocentèse que pour la 

capacité de régénération de l'articu'lation à la suite de 

ce traumatisme. En pénétrant, l'aiguille peut percer les 

vaisseaux sanguins ou lymphatiques et même la surface car- 

tilagineuse. Les variations de cette agression provoquent 

des degrès divers de saignement intra-art?culaire et de 

lésions cellulaires.  alg gré l'utilisation des meilleures 

techniques de l'arthrocentèse, il est encore possible de 

trouven8 des erythrocytes et de la fibrine dans l'échantillon 

de liquide synovial, indiquant une hémorragie intra-articu- 

laire; 

En conclusion, la teneur en protéines du liquide synovial 

est un paramètre important qui reflète à la fois le trau- 

matisme du prélèvement du liquide et l'état inflammatoire 

de l'articulation. Dans l'étude du métabolisme du NaHA 

dans l'articulation, il est essentiel de déterminer ce 

paramètre pour évaluer les l6sions de la barrière entre 

le sang et le liquide synovial causées par l'arthrocentèse. 



V I .  F 5 o d i f i c a t i o n s  de l a  t e n e u r  e n  G A G s  du  c a r t i l a g e  

e t  d u  t i s s u  s v n o v i a l  

Le p r o c e s s u s  i n f l a m m a t o i r e  g é n é r a l  d a n s  l ' a r t i c u l a t i o n ,  

e t  p a s  n é c e s s a i r e m e n t  l a  b l e s s u r e  s p é c i f i q u e ,  p e u t  m o d i f i e r  

l a  t e n e u r  e n  G A G s  d u  c a r t i l a g e  a r t i c u l a i r e .  L a  t e n e u r  e n  

ChS ( p a r  p o l d s  s ec )  a d - m i n u 6  d a n s  3.e c a r t i l a g e  a r t i c u -  

l a i r e  à l a  s u i t e  d e  d i v e r s  t y p e s  d e  s i t u a t i o n s  j-nflamma- 

t o l r e s  t e l l e s  q u e  c e l l e s  c a u s é e s  p a r  d e s  i n c i s i o n s  d u  car- 

t i l a g e  ou  p a r  l ' i n j e c t i o n  d e  CON A .  P a r  a i l l e u r s ,  l ' i m m o -  

b i l i s a t i o n  de  l ' a r t i c u l a t i o n  p e n d a n t  u n e  s e m a i n e  n ' a  a u c u -  

nement  m o d i f i e  l a  t e n e u r  e n  GAGs  d u  c a r t i l a o e  a r t i c u l a i r e .  

Des e x p é r i e n c e s  p r a t i q u e e s  p a r  d ' a u t r e s  c h e r c h e u r s  ( v o i r  

G é n é r a l i t i é s )  r é v è l e n t  q u ' u n e  i m m o b i l i s a t i o n  d e  p l u s  d e  O 

s e m a i n e s  e n t r a î n e  u n e  d i m i n u t i o n  g é n e r a l e  d e  t o u s  l e s  G A G s  

d a n s  l e  c a r t i l a g e .  

T o u t e f o i s ,  l a  t e n e u r  e n  N a H A  d u  c a r t i l a g e  n e  c o r r e s p o n d  p a s  

a u  schéma o b s e r v é  p o u r  . l e  ChS. L 1 i n c j . s i o n  du. c a r t i l a . g e  

p r o v o q u e  u n e  a u g m e n t a t i o n  d e  l a  t e n e u r  e n  NaHA d u  c a r t i -  

l a g e ,  a l o r s  q u e  l ' i n j e c t i o n  d e  CON A a un e f f e t  c o n t r a i r e .  

Ceci i m p l i q u e  q u e  l e  c o n t r ô l e  m e t a b o l i q u e  d e  ces d e u x  G A G s  

e s t  t r è s  d i f f k r e n t .  C e  n ' e s t  p a s  s u r p r e n a n t  p u i s q u e  l a  

t e s t o s t é r o n e  o u  l es  o e s t r o g è n e s  stimulent l a  s y n t h è s e  d u  

NaHA d a n s  l a  c r ê t e  d e  c o q  ou  l a  p e a u  s e x u e l l e  d.es s i n g e s  

n a i s  n ' o n t  a u c u n  e f f e t  s u r  l a  s y n t h e s e  di? CliS ( S z i r m a i ,  

1966  1.  

La t e n e u r  e n  NaHA e t  e n  KS du  t i s s u  s y n o v i - a l  s ' é l è v e  a u  

b o u t  d e  7 j o u r s  d ' i m m o b i l i s a t i o n ,  m a i s  ce1 l . e  du C h S  d e m e i ~ v n  



inchangée. Une injection de NIF-NaHA pendant la période 

d'immobilisation n'a pas entraîné d'augmentation supplé- 

mentaire de la teneur en NaHA du tissu synovial. Ces 

faits suggèrent que l'augmentation de NaHA peut être due 

à une stimulation de la synthese plutôt qu'à un blocage 

du mécanisme d'écoulement. 



VII. Conséquences de llj.njection de NIF-NaHA dans 

l'articulation 

L'augmentation de la teneur en NaHA dans 1'articulati.on 

par injection de quantités variables de NIF-NaHA soul<?ve 

deux types de questions essentielles. Le premier est lié 

au probleme de la teneur artificiellement élevke en NaHA 

dans l'articulation: l'articulation saine a-t-el.le un 

mécanisme régulateur qui rétablit rapidement 1.a teneur 

initiale en NaHA? En outre, le mécanisnie d'kvacuation du 

NIF-NaHA injecté depend-il de 1 ' integri té de l ' articula- 

tion? En d'autres termes, et par rapport à l'articulatS.on 

saine, ce dernier differe-t-il dans une situation d'arthrite 

artificiellement créée? 

Le second type de questions s'ordonne autour du. probleme 

de 1 'effet bl.ologj.que de ~'au~meritat~ O; de 1.a conceritra- 

tion et de la teneur en NaEA dans I'arti-culatjon a.pr6s  

injections de &IF-WaHA. La viçcosit6 accrue du liquide 

synovial et la teneur accrue en NaHA du tissu synovial et 

de la couche superficielle du cartilage, modifient-elles 

les fonctions de l'articulation saine ou l'un quelconque 

des symptômes de l'arthrite? 

En ce qui. concerne le premier type de questions, ces études 

ont clairement montré que l'articulation dispose d'un sys- 

tème régulateur permettant de maintenir la taille molécu- 

laire et le niveau normal du NaHA. Lorsque la teneur en 

NaHA de l'articulation s'élève après injection de NIF-NdHA 

ou sous l'effet d'une grave synovite provoquée par injection 



de CON A, le retour à la normale s'effectue assez rapi- 

dement. Ceci comprend non seulement le rétablissement 

de la teneur normale en NaHA et protéines, mais aussi la 

taille moléculaire normale du NaHA. 

La vitesse d'évacuation du NIF-NaHA injecté dépend du 

rapport total du NaHA endogène/quantité injectée 

(Figure 35 1. En comparant l'articulation du genou du 

lapin avec le jarret et le carpe de cheval, il est possible 

de constater que lorsque le NIF-NaHA injecté ne provoque 

qu'une faible élévation de la teneur en NaHA endogène, ces 

trois articulations de taille très différentes réagissent 

de la même manière et évacuent 4 - 5%/heure de la teneur en 

NaHA. La différence entre les articulations du lapin et du 

cheval ne réside pas seulement dans la taille mais également 

dans la mobilité de l'articulation après l'injection. Les 

chevaux, même dans leurs boxes, sont plus mobiles que les 

lapins dans leurs cages. 

Par conséquent, il est possible de dire que s'il n'y a pas 

injection excessive de NaHA exogène dans l'articulation, 

les différences existant dans la taille et la mobilité des 

articulations n'entraînent probablement pas des écarts dans 

le pourcentage du NaHA évacué de l'articulation. Par contre, 

lorsqutune dose excessive de NIF-NaHA exogène est injectée 

dans l'articulation, la taille et la mobilité de cette 

dernière constituent alors des facteurs importants. 

Une arthrite provoquée par des incisions du cartilage ou par 

une instabilité de l'articulation, a considérablement 



Fi ure 35. Logarithmes du rapport de la quantité GATZGZ NaHA (mendl endogène et du taux de NIF- 
NaHA injectée (mi) sont portés en fonction de la 
vitesse de sortie du NaHA des articulations du lapin 
et du cheval. Cette dernière est exprimée en mg de 
NaHA sorti de l'articulation/heure/mg de NIF-NaHA 
injecté. Cette vitesse est également portée en 
abscisse en % de NIF-NaHA injecté et exporté par 
heure et par articulation. Ces rësults one été cal- 
culés d'après la vitesse de sortie pendant les pre- 
mières 24 heures après injection de NIF-NaHA (voir 
Figures 9 et 14). Les cercles ouverts représentent 
l'articulation carpe, les cercles pleins celle du 
jarret et les astérisques l'articulation du genou 
du lapin. 



transformé l'évacuation de NIF-NaHA dans l'articulation. 

~'ap.rès les expériences pratiquées, il est difficile de 

dire si, dans ce type de situation, l'élévation importante 

de la teneur en NaHA de l'articulation après injection de 

NIF-NaHA a été occasionnée par une évacuation plus lente 

de ce dernier, ou par une synthèse plus rapide ou encore 

par un écoulement plus lent du NaHA endogène. Par ailleurs, 

lorsque l'ovalbumine a engendré la synovite, le NIF-NaHA 

injecté dans l'articulation enflammee n'a pas entraîné une 

augmentation de la teneur en NaHA de l'articulation supé- 

rieure aux niveaux témoins (injection de SPT). Ceci 

implique que l'effet peut être différent sur le métabolisme 

du NaHA de l'arthrite selon que cette dernière est provoquée 

par une inflammation synoviale (ovalbumine) ou par une lésion 

du cartilage ou du tendon. 

L'injection de NIF-NaHA dans des articulations saines n'en- 

traîne aucune inflammation mais n'empêche pas la légere 

réaction inflammatoire causée par l'arthrocentèse. D'autre 

part, le métabolisme du NaHA est affecté par l'injection de 

cette dose supplémentaire. 



Il est intéressant de comparer le temps nécessaire pour 

le retour à la normale de la teneur en NaHA après injec- 

tion de NIF-NaHA et après la seule introduction d'une 

aiguille. Lorsqu'une aiguille est introduite une fois 

(sans que rien ne soit injecté) dans l'articulation, cela 

constitue un stimulus inflammatoire qui accroît la teneur 

en NaHA. Sept jours plus tard, cette dernière est deux 

fois supérieure à la normale et la teneur en protéines a 

également beaucoup augmenté (voir Tableau XXVIII). Fais 

lorsque du NIF-NaHA 10 mg (dans 0,3 ml) est injecté avec 

une aiguille de même taille, la teneur en NaHA revient à 

la normale en 3 jours (Figure 10). Pendant les premières 

24 heures, elle a été beaucoup plus élevée qu'apres une 

simple introduction de l'aiguille. Puisque le traumatisme 

de la paracentèse est analogue dans les deux cas, il faut 

supposer que l'augmentation soudaine de la teneur en NaHA 

dans l'articulation provoquée Dar l'injection de NIF-NaHA, 

contrecarre (inhibe) l'effet stimulant du traumatisme causé 

par l1ar+hrocentèse. 



VIII. Du rôle des phagocytes mononucl~aires Cmacrophages) 

dans le métabolisme du NaHA 

Le rôle du système réticulo-endothélial dans le catabo- 

lisme du NaHA est clairement défini. Les travaux de T. 

Laurent, U. Laurent et de leurs collaborateurs indiquent 

que le cycle des voies métaboliques du NaHA s'achève dans 

les cellules phagocytaires du foie (cellules de Kupfer) 

et de la rate (histiocytes). Le NaHA, qui est drainé des 

matrices du tissu conjonctj-f dans le sang par les voies 

lymphatiques est absorbé par pynocytose dans ces macro- 

phages. A faible conce:itration (< 50 g/ml ) , le NaHA 

stimule le mouvement, la phagocytose et le rassemblement 

des macrophages, alors qu'à forte concentration (>  100 P g/ml 1, 

il les inhibe. Ces observations tendent à prouver l'exis- 

tence d'un système de reconnaissance et des récepteurs 

spécifiques au NaHA, sur la surface de ces cellules. 

Une gamme étendue de cellules, des bactéries à celles des 

mammifères, disposent du système enzymatique nécessaire à 

la synthèse du NaHA. Il a été démontré que de nombreuses 

cellules fabriquent ce polysaccharide en culture tissulaire. 

Toutefois de nombreuses cellules, capables de produire en 

culture une substance de type donnée, ne produisent pas 

cette substance lorsqutelles font partie intégrante d'un 

tissu. Par conséquent, il n'est pas possible de se fonder 

sur ce type d'expérience pour désigner les cellules respon- 

sables de la production de NaHA dans le tissu conjonctif. 



Il est généralement admis que dans les tissus en voie de 

développement aussi bien que dans les tissus adultes, le 

NaHA est produit par des fibroblastes ou des fibrocytes. 

Par ailleurs, Ralazs et ses collaborateurs ont suggéré 

que dans le vitré, où les fibroblastes sont absents, les 

hyalocytes produisent du NaHA. Il a été démontré qu'une 

population isolée de hyalocytes contient du NaHA intra- 

cellulaire ainsi que tous les enzymes nécessaires à sa 

synthèse. Dans le tissu synovial, les macrophages sont 

responsables de la synthèse de NaHA. Des études analogues 

de localisation métabolique n'ont pas été menées sur les 

cellules A et B de l'intima synoviale. Les cellules A et 

les hyalocytes présentent une analogie morphologique re.mar- 

quable. Nous supposons donc que, dans l'articulation comme 

dans l'oeil, ces histiocytes (hyalocytes) sont à l'origine 

de la production de NaHA. 

L'observation selon laquelle la synthèse de NaHA peut être 

stimulée in vitro par du NaHA dans les macrophages alvéo- 

laires et péritonéaux, et inhibée par le ChS dans le milieu 

de culture, suggère un phénomène intéressant de rétroaction 

qui favoriserait le remplissage d'un compartiment matriciel 

par le NaHA. Un phénomène semblable a été constaté pour 

les chondrocytes, favorisant l~accumulation de ChS-protko- 

glycanneautour de ces cellules. De tels mécanismes impli- 

quent l'idée d'une matrice qui disposerait de territoires 

spécifiques dans lesquels l'espace intermédiaire ou super- 

ficiel des réseaux fibrillaires de collagène serait rempli 



d'un type de GAG (PG ou NaHA). Le centre métabolique et 

souvent anatomique de ces territoires est une cellule 

(hyalocyte, chondrocyte, kératocyte, etc) spécialisée 

dans la fabrication de GAGS qui l'entourent. Le mécanisme 

de rétroaction positive expliquerait cette accumulation 

d'un GAG spécifique dans le milieu. 

Le NaHA, soit par diffusion comme dans le vitré, soit par 

écoulement comme dans les cavités antérieure et postérieure 

de l'oeil, soit p.ar mélange mécanique, comme dans le liquide 

et les tissus synoviaux, ou sur la surface cartilagineuse, 

passe de la proximité des centres cellulaires métaboliques 

vers les tissus périphériques où il pénètre dans les termi- 

naisons ouvertes du système lymphatique. La possibilité 

selon laquelle les cellules mononucléaires du type phagocyte 

sont à la fois responsables de la synthèse intracellulaire 

et du fractionnement de la molécule de NaHA, évoque l'éven- 

tualité d'une réutilisation ou même d'une réparation du NaHA 

intracellulaire. 

Ces opérations peuvent être rendues possibles par le carac- 

tère doublement fonctionnel de ces cellules: pynocytose et 

synthèse. Les molécules synthétisées et libérées par les 

cellules peuvent être réintégrées par pynocytose au sein 

du milieu cellulaire pour réutilisation ou réparation. 



T X  R e l a t i o n  nossible entre le métabolisme du NaHA -... - - - " -  - - - -  - - - - - - - - - - 

et des ~rotéoalvcannes et la réaction inflammatoire 

11 est généralement admis aujourd'hui que les svnth&ses du 

collagène et des protéoglycannes dans le cartilage i13 sont 

pas associées( ~ e n y a  et Nimni, 1979; Linsenmayer et ~ochhar, 

1979). Ce fait n'exclut pas l'existence d'une certaine 

coordination de leur biosynthèse dans des conditions nor- 

males (Muir, 1979); mais même dans ce cas cela ne se passe 

pas à l'intérieur d'une même cellule produisant les deux 

composants. Il en découle que les stimulants physiologiques 

ou pathologiques du métabolisme, ainsi que les inhibiteurs 

agissent indépendament sur ces deux composants de la matrice. 

Dans le cadre de llassociation de ChS-PG et KaHA, il est 

important de mentionner les effets positifs et négatifs 

de rétroactivation et rétro-inhibition ("feed-back") 

observes en cultures cellulaires. Dans les cultures de 

fibroblastes ou de macrophages, la synthèse de NaHA est 

inhibée par du ChS exogène et stimulée par du NaHA exogène 

(Jacobsen et Balazs, cités par Balazs et Darzynkiewicz, 

1973). Par ailleurs, dans les cultures de chondrocytes, 

la synthèse de ChS est freinée par le NaHA exogène et 

stimulée par le ChS (Wiebkin et Muir, 1973,1977; Wiebkin, 

Hardingham et Muir, 1975; Handley et Lowther, 1976 ) .  Ces 

expériences suggèrent que s'il y a association entre le 

contrôle métabolique de ces deux polysaccharides matri- 

ciels, c'est probablement grâce 2, l'intervention des GAGS 



eux-mêmes dans le milieu environnant immédiat des cellules 

synthétisantes. Ceci suppose la présence sur la surface 

cellulaire de récepteurs pour les GAGS, ou un mecanisme 

intracellulaire de reconnaissance qui peut se faire par 

internalisation endocytotique d'un échantillon du milieu. 

Il est tout à fait possible que le même processus endocy- 

totique, qui contrôle apparemment le catabolisme du ChS-PG 

dans le cartilage, soit directement associé au contrôle 

de synthèse. Les échantillons extracellulaires de la 
, ~ 

matrice, remplissant les vésicules pynocytotiques four- 

nissent le signal de début d'un processus de synthèse puis 

subissent un catabolisme intracellulaire. 

B. Réaction inflammatoire 

Il s'agit de savoir si l'augmentation de la teneur en 

NaHA et en protéines que l'on trouve dans l'articulation 

de l'arthrite inflammatoire, sont associés. Dans les 

différents types d'arthrites examinés au cours de cette 

étude, il est indéniable que l'augmentation de la teneur 

en NaHA dans l'articulation s'accompagne toujours d'un 

accroissement de-la teneurenprotéines du liquide synovial. 

Quatre hypothèses peuvent être avancées pour établir un 

lien de causabilité entre ces deux phénomènes. En premier 

lieu, la' synthèse du NaHA pourrait être stimulée et 

l'accumulation consécutive de NaHA dans la matrice du 

tissu synovial risquerait d'inhiber le transport des 

protéines. Cette explication a été proposée par Nettel- 

bladt, Sundblad et Jonsson ( 1 9 6 3 )  et fait l'objet d'une 



étude dans cette thèse. En second lieu, 

les modifications du sang et du système lymphatique dues 

aux stimuli inflammatoires bloqueraient les voies de 

sortie des protéines ainsi que celles de NaHA. En troi- 

sième lieu, les stimuli inflammatoires déclencheraient 

directement ou indirectement l'accélération de la synthèse 

du NaHA et détruiraient également la barrière entre le 

sang et le liquide synovial. Enfin, il est possible 

d'imaginer un mécanisme plus complexe selon lequel la 

synthèse du NaHA serait parallèle 2 la destruction de la 

barrière entre le sang et le liquide synovial, ce qui se 

traduirait par un blocage des voies de sortie à la fois 

du NaHA et des protéines. Les trois dernières hypothèses 

seront étudiées ci-dessous. 

La dilatation capillaire est une caractéristique connue 

de la synovite. Cette inflammation a pour résultante 

un ralentissement de la circulation sanguine, une forma- 

tion d'oedème et même une extravasation des érythrocytes 

dans le tissu synovial ( Kulka, 7 966, Goldie, 1970). Il 

a été constaté que la dilatation du système capillaire, 

étudiée chez les humains sous arthroscopie grossissante 

(Inoeu, Yoshio, Nishioka, Satoh et Mickanagi, 1979) était 

modéré dans l'ostéo-arthrite du genou en l'absence d'épan- 

chement, mais importante dans le cas contraire. Dans 

l'arthrite déformante (rhumatisme articulaire), une forte 

dilatation a toujours été observée. En règle générale, 

une corrélation étroite a été établie entre cette dernière 

et le volume d'épanchement synovial. 



L'irrigation lymphatique de l'articulation constitue un 

élément important de la circulation du NaHA. Il est 

relativement bien établi que le transit des protéines 

de l'articulation se fait par l'intermédiaire du système 

lymphatique (Bauer, Short et Bennett, 1933) et que leur 

vitesse d'évacuation est plus élevée dans les articulations 

des chiens soumis à des exercices ou des massages. D'après 

plusieurs observations, la vitesse d'évacuation de pro- 

téines radioactives dans les articulation d'hommes et de 

lapins, semble indépendante de leur poids moléculaire. 

En particulier, l'évacuation des macromolécules de la 

diarthrose ne se fait pas par diffusion, mais par 

écoulement massif par le système lymphatique (Rodnan 

et MacLachlan, 1960; Brown, Cooper et Bluestone, 1969). 

Des auteurs ont cherché à établir une corrélation entre 

la vitesse de disparition du 3 3 ~ e  de 1 espace articu- 

laire et la sévérité de la synovite (voir Liew et Dick, 

1981). Cette vitesse de disparition augmente parallèle- 

ment au degré de gravité de l'inflammation et elle diminue 

sous l'effet des agents anti-inflammatoires. Toutefois, 

le 3 3 ~ e  n'est pas évacué par le système lymphatique, mais 

par le système veineux. 



En conclusion, si le système lymphatique constitue la 

voie de sortie normale du NaHA, il est tout à fait 

possible que l'augmentation de sa teneur dans l'articu- 

lation en cas de synovite soit provoquée par l'obstruction 

de la circulation lymphatique. En d'autres termes, ce 

n'est pas la synthèse du NaHA qui serait stimulée, mais 

plutôt son transport qui se trouverait être entravé. Si 

tel était le cas, il faudrait s'attendre à ce que l'aug- 

mentation de la teneur en NaHA soit parallèle à l'accrois- 

sement du contenu en protéines, dans la mesure où les 

deux macromolécules sont évacuées de l'articulation par 

le système lymphatique. 



X. Interaction entre fibronectine et les fibrilles 

de collagène du cartilage et du vitré 

A. Cartilage 

Nous pouvons donc conclure de ces études, que seule la 

couche superficielle du cartilage articulaire contient 

de la fibronectine, c'est précisement cette couche qui 

est riche en NaHA et qui joue un rôle important au cours 

des mouvements de l'articulation et qui protège le colla- 

gène du cartilage des contraintes mécaniques. 

Il est possible que dans la couche superficielle du car- 

tilage, la fibronectine joue un rôle important dans la 

médiation de l'interaction entre les fibrilles de colla- 

gène et NaHA. Au niveau de la couche superficielle du 

cartilage et uniquement au niveau de celle-ci, comme dans 

le vitré de l'oeil, on peut mettre en évidence à l'état 

natif l'existence de complexes ternaires entre les fibrilles 

de collagène de type II, NaHA et la fibronectine. 

Il s'agit là d'un complexe exceptionnel car dans le 

cartilage on trouve également des fibrilles de collagène 

de type11 - l'interaction entre les chondrocytes et les 

fibrilles de collagène sont médiés par une autre glyco- 

protéine de structure: la chondronectine. 



B. Vitré 

Ces expériences montrent clairement que ces fibrilles de 

collagène de type II du vitré réagissent à l'état natif 

avec la fibronectine. L'expérience effectuée avec la 

trypsine montre que l'interaction peut être rompue par la 

digestion de la fibronectine; mais l'expérience avec 

lthyaluronidase suggère que la digestion de NaHA enlève 

aussi la fibronectine dont l'interaction serait médiée pal- 

une couche de NaHA entre collagène et fibronectine. 

Il est intéressant de noter à ce sujet que les fibrilles 

de collagène du vitré ont été décrites par les histolo- 

gistes en tant que fibrilles de reticuline, ctest à dire ' 

qu'elles sont capables de réduire les sels d'argent. Il 

semble que chaque fois que de telles fibrilles ont été 

décrites, on a toujours pu mettre en évidence de la fibro- 

nectine associée avec des fibrilles natives de collagène. 

Si cette conclusion est valide, et si, on peut la géné- 

raliser, il semblerait donc que l~association collagène - 
fibronectine puisse être responsable de la réaction argy- 

rophlle des fibrilles de collagène décrite dans la litté- 

rature. ~ 



Dans cette thèse, le terme "exportation1' 

est utilisé pour désigner le passage du NaHA de 

poids moléculaire élevé du site de synthèse et 

de premier stockage extracellulaire (vitré et 

liquide synovial) vers les espaces extracellulaires 

voisins et le système lymphatique. Nous pensons 

que ce terme décrit d'une manière plus précise le 

mouvement de cette molécule entre les compartiments 

de la matrice parce qu'elle n'est ni transportée à 
travers une barrière, ni éliminée de ces comparti- 

ments par un processus catabolique. Comme l'hyalu- 

ronate utilisé pour ces études n'était pas marqué, 

les études portent sur des variations de la concen- 

tration de l'hyaluronate dans ces tissus. 



GLOSSAIRE 

cFN 

ChS 

CON A 

CPC 

GAG 

HSA 

LcL 

Arthrite rhumatoae 

Fibronectine cellulaire 

Chondroftine sulfate 

Concanavaline A 

Cetylpyridinium chloride 

Fibronectine 

Glycosami noglycanne 

Heparin 

Sérum albumine humaine 

Keratane sulfate - 

Lens culinaris lectine 

MW Poids moléculaire 

n Nombre d'échantillons 

NaHA Hyaluronate de sodium 

NIF-NaHA Fraction de NaHA apyrogène et 
très purifié 

O A Ovalbumine 



P 

PFN 

PG 

PsL 

SBA 

SPT 

S- 
X 

WGA 

- 
X 

[ ri IO 

[ ri 140 

Signification 

Fibronectine plasmatique 

Protéoglycannes 

Lectine de pisum satium 

Coefficient de corrélation (Pearson) 

Arthrite rhunatoïde 

Agglutine de soja 

Solution physiologique tamponnée 

Erreur standard de la moyenne 

Statistique utilisé pour comparer 
les moyennes de groupes d'échan- 
tillons différents 

Agglutine de germe de blé 

Moyenne 

Viscosité intrinsèque 

viscosité .reduite (ri, ) mesurée 
à concentration 40 vg/ml NaHA 

~iscosité spécifique ( i1 - r i o /  r i o  ) 

Viscosité reduite ( ns/c) 

Déviation standard (écart-type) de 
la moyenne 
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