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Hypothese électrique
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Caractéristiques des champs électriques

+ Basses fréquences: OHz a 300kHz
+ Faible amplitude : B:0,22 mT valeur efficace

E : 0,72 V/Im valeur efficace

+ Train d'impulsion :
v onde porteuse : 5kHz
modulation  : 15Hz

Historique des traitements cliniques des années 80

» Applications cliniques sans indication rigoureuse
* Résultats décevants
* Ne peut étre substitué aux indications chirurgicales

+ Des effets cliniques sont observés sur certaines
pathologies :
* |es pseudarthroses
= les fractures
* |es ostéonécroses
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Etude clinique : pseudarthroses

Résultats

Hypertrophic Atrophic

Consolidation 86,1% 56,1%

X2:15,02; ddl.:1; p<<0,001; n=129

A partir de biopsie du cal, Gossling (1982) observe une
relation existant entre la présence d'un fibrocartilage
important chez les pseudarthroses hypertrophiques et le
taux de consolidation aprés traitement par champs
électromagnétiques

Etude clinique : fractures fraiches

Résultats:

* Diminution statistiquement significative
(p<0,05) de la durée de consolidation
mais trop courte pour avoir un intérét
clinique

» Peu ou pas de cal périosté en dépit de
la fixation externe élastique




Etude clinique : fractures fraiches

Résultats:

« Augmentation précoce de

la rigidité du cal

T Adpw

“ w JPO

Etude clinique : ostéonécroses

Résultats Rx : comparaison avec les traitements conservateurs de la littérature

Ficat IT
Auteurs 1L n Follow up (mois) % altération
Hungerford, 1980 Cons. 22 21 86
Steinberg, 1982 Cons. 11 21? 82
Musso, 1986 Cons. 16 86
Hinsenkamp, 1993 PEMF 36
PEMF 58
Ficat IIT
Auteurs T. n Follow up (mois) % altération
Hungerford, 1980 Cons. 11 28 91
Steinberg, 1982 Cons. 10 21 90
Musso, 1986 Cons. 26 16 467
Hinsenkamp, 1993 PEMF 14 36 50
PEMF 7 54 64

Conclusion: stabilisation des Ficat Il sans réelle cicatrisation des Iésions
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Etude embryonnaire in vitro

Matériel et méthode

* Bourgeons de membres
d'embryons de souris

* Coloration :
— bleu de toluidine
— fer colloidal
— double coloration
squelettale in toto

Etude embryonnaire in vitro

Résultats

* Augmentation des GAGs acides

+ Structure plus rigide de la matrice
cartilagineuse

+ Gradient proximodistal

Commentaire
« Dans la matrice cartilagineuse le

pool des GAGs devient acide juste
avant l'ossification
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Discussion

* Modification de la configuration spatiale de I'ADN
» Augmentation de la production de I'ARN
» Accélération de l'ossification
= augmentation de la concentration des GAGs acides
= acceélération de l'ossification des rudiments osseux
embryonnaires
= augmentation précoce de la rigidité du cal
= ossification du fibrocartilage présent dans les
pseudarthroses hypertrophiques

= Ces observations correspondent a une accélération de
la maturation et/ou de la différenciation du cartilage
précédant les processus d'ossification

Discussion

Mais...

* La définition des caractéristiques électriques des
champs reste empirique, les parametres électriqgues
agissant spécifiguement sur les mécanismes cellulaires
étant inconnus

* Les cascades métaboliques impliquées dans la
réception, la transcription et la réponse aux champs
électromagnétiques ne sont pas identifiées
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Evolution

Nous avons essayé de simplifier le modele biologique et
I'environnement électrique :

« Kératinocytes en croissance
» Champ électrique pulsée de basse fréquence

Modele expérimental
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Modele expérimental

Modele expérimental
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Modele expérimental

Theoretical Conducti

Premiers résultats

Modeéle de culture de
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Microarray

Microarray
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Microarray

+ Affymetrix U133 Plus 2.0 chips
* Analyse de I'expression transcriptionnelle
de 38,500 genes

Hybridization Washing Scanner
Microarray
broyage Lavages Elution (H,0)

e
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Modele expérimental

Aftactment of the saenples f no etimul aaon I Time umee 1 day
- Cantrol / no tamuishon ‘ Sampling

M =mutated l 40 s sumadason cycle

8 prélevements X 3 patients = 24 échantillons d'’ARNm

Modele expérimental
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8 prélevements X 3 patients = 24 échantillons d'’ARNm
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Résultats Microarrays

Nombre de genes sur- ou sous-exprimeé

Comparaison 1SHiinAL g
H Témoin
J4 J7, J12,
J4, 7, J12,
Sur-exprime 39 30 237
Sous-exprimé 265 190 259

P<0,05etFC>2

Résultats Microarrays

Nombre de genes sur- ou sous-exprimeé

Comparaison M
Temoin
J4, Jie J12,
J4, 17, 112,
Sur-exprime 39 30 237
Sous-exprimé 265 190 259

3 génes commun aux listes J4S/J4T, J7S/J7T, J12S/312T

P<0,05et FC >2
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Résultats Microarrays

TXNRDL1 : Thioredoxin reductase 1
FC:J4=2,02 J7=3,22 J12=2,34
diminution de la prolifération chez I'embryon

ATF3 : Activating transcription factor 3
FC:J4=2,49 J7=13,41 J12=9,28
concentration augmentée dans le processus de
différenciation des chondrocytes

MME : Membrane metallo-endopeptidase
FC:J4=3,02 J7=5,53 J12=20,28
arréte la mitose en phase G1,
diminue la prolifération

Résultats Microarrays

» Différenciation cellulaire

* Prolifération cellulaire

* Régulation du cycle mitotique

* Protection cellulaire face au stress

Validation PCR
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Pathway
?Récepteur
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pagthwa;; P-catenin [\] » la différenciation

Observation intéressante

Parallele entre

nos résultats microarrays

et

les mécanismes de la Leucémie Lymphoblastique aigué (ALL)

connus dans la littérature :

Inversion dans la régulation de certains genes d'intérét
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Observation intéressante

“...inhibition of 3-catenin induces apoptosis of ALL
establishes this pathway (Editor's note: WNT pathway)
as an attractive target for the use of more specific
therapies...”

Roman-Gomez et al., Blood. 2007 Apr 15;109(8):3462-9
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Publication: BMP-2

International

Orthopaedics

Motums 31, Numbar 1 Febeuary 2007
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Bone Morphogenic Protein-mRNA upregulation
after exposure to low frequency electric field

Manrice Hinweakang - Jean-d rsacs Collard

Publication: BMP-2

Les cellules de I'épiderme human montrent une sur-
régulation significative de 'TARNm BMP-2 aprés 12 jours
de stimulation (40min/jour) a un courant électrique de

basse fréquence et de faible intensité.

(FC J12/J12, = 2.82, p-value=0.038)
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Publication: triangulation
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Publication triangulation : But de la publication

» Validation des résultats par une 2eme méthode
statistique.

» Confirmation de I'hypothese que la stimulation ELF
accélére la sur- ou sous-régulation de certains genes.
Ces modifications apparaissent aussi dans les
echantillons témoins mais plus lentement.
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Triangulation : Hypothése

Attachment of the saenples / no stumul staon Time umee 1 day
- Cantrol / no gaumulison ‘ Sanpling

e
Gl Svmulared l 40 s sumadamaon cycle

L'échantillonnage au cours du temps permet de comparer
I'évolution naturelle du groupe contréle a I'effet du stimulus

Triangulation : Hypothése

Stimulé s @
Témoin t L J
J4 € > J7

La stimulation ELF a-t-elle le méme effet sur une cellule que le
temps sur I'évolution naturelle d'une cellule non stimulée?
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Triangulation : Hypothése

Stimulé S
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La stimulation ELF a-t-elle le méme effet sur une cellule que le
temps sur I'évolution naturelle d'une cellule non stimulée?

Triangulation : Hypothéese
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Triangulation : Résultats
+ Triangle J4.-J4,-J7,

» Iy a 319 genes qui rencontrent les 3
conditions de p-value dans le triangle J4s-J4t-J7t

S 1TX
£ > 10X >

s 10X 7 10X

Triangulation : Résultats

DKK1
» Inhibe la voie de signalisation Wnt

» L'inhibition de la voie de signalisation Wnt est
nécessaire pour l'induction de la
différenciation cellulaire et l'inhibition de la
prolifération cellulaire
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Triangulation : Rés

Triangulation : Rés
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Triangulation : Rés

Triangulation : Rés

UBE2D3

» Joue un rble da
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Triangulation : Conclusions

* Nouvelle validation par une deuxieme méthode
statistique des résultats microarrays montrant une sur-
ou sous-expression significative d'un certain nombre de
gene

* La stimulation ELF accélere la sur- ou sous-régulation
de certains genes qui, dans des circonstances
normales, auraient suivi le méme schéma de régulation
(sur- ou sous-régulé) mais d'une maniere plus lente

Pathway Studio
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Pathway Studio

Pathway Studio
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Conclusions

e Les résultats montrent :

* une cohérence avec les résultats des études in
vitro et in vivo précedentes

* une accélération de la différenciation cellulaire
au dépend de la prolifération

* une modification de I'expression génique

* une liste de genes jouant un réle dans
I'accélération de mécanismes normaux
(prolifération, différenciation,...)

* Une sélection de ces genes pourrait servir de
marqueur a la sensibilité d'un tissu aux champs
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