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Avant-propos

L’arthrose est une maladie dégénérative de l'articulation qui affecte des millions
de personnes au monde. Elle touche différentes articulations, comme la main, la
hanche, la colonne vertébrale ou le genou. Elle devient de plus en plus un probléme
de santé publiqgue avec le vieilissement de la population. Longtemps uniquement
considérée comme une maladie du cartilage, il est maintenant admis qu’elle touche
les différents tissus constituant l'articulation. L’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) définit I'arthrose comme « la résultante des phénoménes mécaniques et
biologiques qui déstabilisent I'équilibre entre la synthése et la dégradation du cartilage
et de l'os sous-chondral ». Son étiologie n’est pas totalement élucidée, mais des
facteurs mécaniques, comme des traumatismes ou I'obésité, semblent initier le
développement d’arthrose, et certains facteurs de risque ont été décrits, comme 'age,
le sexe ou des facteurs génétiques (Buckwalter et al., 2006). Le vieillissement, qui peut
se définir comme une « détérioration des fonctions physiologiques nécessaires a la
survie et a la fertilité d’'un organisme avec I'age » est également un facteur de risque
de l'arthrose (Loeser, 2011). En effet, au cours du vieilissement articulaire, de
nombreuses voies de signalisation sont dérégulées, entrainant des altérations de
'hnoméostasie du cartilage. Celles-ci sont notamment associées a la mort des
chondrocytes, par apoptose et autophagie, ou a la différenciation aberrante des
chondrocytes qui entrent en sénescence (Lotz et al., 2012).

Parmi les thérapeutiques actuelles, aucune ne permet de soigner I'arthrose. Les
traitements, pharmacologiques ou non, ne font que réduire les symptémes, comme
I'inflammation et la douleur, et sont responsables d’effets secondaires qui peuvent étre
handicapants. En dernier recours, la chirurgie de remplacement peut étre envisagée.
Il y a donc un intérét considérable a développer des thérapeutiques permettant de
stopper ou reverser la progression de I'arthrose, notamment grace au développement
de molécules anti-vieillissement.

Ce projet s’est centré sur le rble du vieillissement au cours de 'arthrose, et s’est
articulé autour de 2 axes : évaluer les effets de molécules naturelles anti-oxydantes et
anti-inflammatoires dans la prévention de l'arthrose, et comprendre le role de la
molécule anti-vieillissement a-Klotho dans les phénomenes de mort cellulaire dans le

cartilage articulaire.



PARTIE 1 :

BIOLOGIE DU CARTILAGE ARTICULAIRE ET PHYSIO-
PATHOLOGIE DE L’ARTHROSE LIEE AU VIEILLISSEMENT
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Figure 1: Anatomie de Particulation du genou. Les différents tissus de I'articulation sont
représentés : le cartilage articulaire, situé juste au-dessus de l'os sous-chondral, et la
membrane synoviale qui entoure I'articulation. Les ménisques sont localisés entre le tibia et le
fémur et épousent la forme des 2 surfaces osseuses. Le tissu adipeux de Hoffa est localisé en
arriere de la rotule contre la membrane synoviale et libére différents médiateurs dans

l'articulation (©2011 Encyclopaedia Britannica, Inc).



Partie 1 : Biologie du cartilage articulaire et physiopathologie de I'arthrose liée au vieillissement

1. LE CARTILAGE ARTICULAIRE

1.1 Généralités

Le cartilage est un tissu conjonctif non vascularisé, alymphatique et non innervé
composé d’'un seul type cellulaire, le chondrocyte, qui permet la synthese des
principaux constituants de la matrice extra-cellulaire (MEC), les fibres de collagéne et
les protéoglycanes. L’articulation du genou est composée de trois tissus principaux
ayant un réle majeur dans le développement de I'arthrose : le cartilage articulaire, I'os
sous-chondral et la membrane synoviale (Glyn-Jones et al., 2015). Les deux pieces
osseuses (le tibia et le fémur) sont enchassées dans une capsule articulaire délimitée
dans sa face interne par la membrane synoviale, dont les cellules, les synoviocytes,
secrétent le liquide synovial baignant I'articulation. Le maintien de la capsule articulaire
est assuré par différents ligaments, muscles et tendons. Deux autres tissus impliqués
dans I'arthrose s’ajoutent a cette structure : le coussin adipeux de Hoffa (ou coussinet
adipeux infra-patellaire), un petit corps adipeux situé derriére le tendon rotulien
produisant différents médiateurs (cytokines, adipokines, dérivés lipidiques, cellules
stromales mésenchymateuses et cellules inflammatoires) qui interagissent avec les
autres tissus de larticulation (loan-Facsinay et al., 2013) ; ainsi que les ménisques,
des petites structures fibrocartilagineuses situées entre le tibia et le fémur qui jouent
un réle de cale entre les 2 structures osseuses (Fox et al., 2014) (Figure 1).

Les articulations porteuses, comme le genou, sont continuellement soumises a
une charge mécanique. Pour supporter ces contraintes mécaniques, le cartilage
articulaire se caractérise par un faible coefficient de friction, une forte capacité en
charge et une faculté de diffusion des chocs vers I'os sous-chondral. Cependant, un
traumatisme ou une charge mécanique excessive, se traduisant par des symptdomes
douloureux et handicapants, entrainent le développement d’'une arthrose précoce
(Chen et al., 2013). Le cartilage articulaire peut étre le siege de nombreuses atteintes
responsables d’une diminution de la cellularité et d’'une dégradation de la MEC. De
plus, 'absence de vascularisation du tissu et la faible capacité de prolifération des
chondrocytes rendent toute réparation spontanée du cartilage articulaire quasi

impossible.
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Figure 2 : Composition moléculaire du cartilage articulaire (adapté de Aigner et al., 2003).

Figure 3 : Image en microscopie électronique d’un chondrocyte articulaire (A) et coupe
histologique de cartilage articulaire humain, colorée a I'Hématoxylline-Eosine-Safran
(HES) (B) (adapté de Archer et al., 2003).



Partie 1 : Biologie du cartilage articulaire et physiopathologie de I'arthrose liée au vieillissement

1.2 Les constituants du cartilage articulaire

1.2.1 Composition moléculaire

Le cartilage articulaire, d’'une épaisseur de 2 a 4 mm chez ’homme, est composé
majoritairement d’eau (70 a 80%), de 3% de cellules et de environ 25% de protéines
de la MEC (protéoglycanes (PG) et collagénes majoritairement) (Figure 2) (Aigner et
al., 2003). La MEC permet le maintien de la structure du cartilage, les PG lui conférant
sa capacité de résistance a la compression, alors que les collagénes permettent la

résistance aux tensions.

1.2.2 Les chondrocytes

Le chondrocyte est 'unique type cellulaire constituant le cartilage. D’une taille
comprise entre 10 et 40 um, les chondrocytes sont des cellules arrondies ou
polygonales (Figure 3) (Archer et al, 2003) et dérivent dun précurseur
mésenchymateux. Le role principal des chondrocytes est de synthétiser et maintenir
une MEC capable de supporter les contraintes mécaniques et les déformations. Ils ont,
de plus, un role prépondérant dans le maintien de la balance entre anabolisme et
catabolisme au sein du cartilage.

Les chondrocytes sont des cellules métaboliquement actives synthétisant des
cytokines, des facteurs de croissance ainsi que les molécules de la matrice
extracellulaire tels que les collagenes, les glycoprotéines et PG, et les hyaluronanes.
Elles ont de plus un réle dans la résorption du cartilage grace a I'action d’enzymes du
catabolisme : les cathepsines, métalloprotéinases (MMP) et agrécanases (Troeberg et
al., 2011).

Du fait de I'absence de vascularisation du cartilage articulaire, les nutriments et
meétabolites diffusent jusqu’aux chondrocytes a travers la surface articulaire grace au
liquide synovial qui irrigue la capsule articulaire. De plus, le métabolisme de la cellule
s’opére a tension en oxygene basse (de 10% d’O:z en surface a moins de 1% dans les

couches profondes) par glycolyse anaérobie (Archer et al., 2003).



Péricellulaire Territoriale Interterritoriale
Collagenes Il et XI

Fibronectine

I\ S Collagenes Il et XI

Figure 4 : Organisation moléculaire de la MEC du cartilage articulaire normal. La MEC
est organisée en trois zones : péricellulaire (le chondron), territoriale (composée de collagéne
de type VI) et interterritoriale (riche en fibres de collagéne 1) (adapté de Heinegard et al.,

2011).
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1.2.3 La Matrice Extra-Cellulaire (MEC)

La MEC du cartilage articulaire se compose d’un réseau dense de fibres de
collagéne, qui constitue la trame fibrillaire, entouré de substance fondamentale
composée essentiellement d’eau et de protéoglycanes, qui, grace a leur charge nette
négative, attirent les ions sodium positifs, et donc les molécules d’eau par osmose,
permettant la formation d’'un gel hydraté baignant les cellules (Gao et al., 2014). La
matrice contient également des protéines non collagéniques et non PG, comme la
COMP (Catrtilage Oligomeric Matrix Protein), la fibronectine ou les matrilines. La MEC
spécialisée du cartilage hyalin a deux fonctions : elle permet d’absorber les chocs, du
fait de sa souplesse et de son élasticité, et fournit une surface lubrifiée aux articulations
mobiles. Elle est organisée en différents compartiments autour des cellules, selon leur
proximité par rapport aux chondrocytes, la zone péricellulaire (la plus proche des
chondrocytes, et qui forme avec ceux-ci une structure appelée le « chondron »), la
zone territoriale et la zone interterritoriale (la plus éloignée) (Heinegard et al., 2011)
(Figure 4).

a) Les Protéoglycanes (PG) et Glycosaminoglycanes (GAG)

Les PG sont composés d’une protéine axiale (« core protein ») liée de fagon
covalente a une ou plusieurs chaines polysaccharidiques de glycosaminoglycanes
(Dudhia, 2005). lls sont chargés négativement de par la présence de groupements
sulfates et carboxyliques portés sur les unités osidiques. On distingue 2 groupes de
GAG selon le sucre aminé qu’ils contiennent : d’'une part les glucosaminoglycanes tels
que I'héparane sulfate et le kératane sulfate, et d’autre part les galactosaminoglycanes
que sont la chondroitine sulfate et le dermatane sulfate. L’acide hyaluronique (AH) est
un GAG particulier non sulfaté et non lié a une protéine axiale. Le cartilage articulaire
est constitué d’'un grand nombre de PG différents. Ceux-ci interagissent fortement les
uns avec les autres, procurant a la matrice ses propriétés mécaniques, et permettant

la formation d’un tissu cartilagineux mature (Knudson & Knudson, 2001).
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Figure 5: Structure de I’agrécane. (A) Représentation schématique des trois domaines
globulaires constituant I'agrécane (G1 a G3) et du domaine central qui lie les différentes
chaines de GAG (daprés Aspberg, 2012); (B) micrographie électronique d’un agrégat
d’agrécane ; (C) représentation schématique d’'un agrégat d’agrécane, constitué par une
chaine d’acide hyaluronique substituée par de nombreuses molécules d’agrécane (adapté de
Alberts et al., 2014).
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L’agrécane : C’est le PG majoritaire du cartilage, dans lequel il est présent a trés forte
concentration sous forme d’agrégats. Il est composé d’une protéine axiale de 225 a
250 kDa, associée de facon covalente a une centaine de chaines de chondroitine
sulfate et une trentaine de kératane sulfate. Il s’associe a I'acide hyaluronique et a une
petite glycoprotéine de liaison de facon non covalente, pour former des agrégats de
haut poids moléculaire (Dudhia, 2005).
Sa structure est divisée en 3 domaines dits globulaires (G1 a G3) et un domaine
central correspondant a la zone substituée par les chaines de GAG (Figure 5) :
- un domaine G1 en N-terminal, permettant linteraction de l'agrécane avec
I'acide hyaluronique et la protéine de liaison pour former des agrégats
- un domaine G2, dont le réle est peu connu
- un domaine G3 en C-terminal, comprenant un domaine de type Epidermal
Growth Factor, un domaine de type protéine régulatrice du complément et un
domaine de type lectine. Le role de ces 2 premiers domaines sont peu connus ;
le domaine de type lectine semble lui interagir avec différentes protéines de la
matrice, et aurait un réle dans la formation des agrégats d’agrécane et d’acide

hyaluronique (Aspberg, 2012)

b) Les collagénes

Les collagénes représentent les protéines de structure principales des divers
tissus connectifs chez le mammifére. Actuellement, 28 types de collagenes différents
ont été identifiés, et sont présents dans tous les organes du corps humain. lls
représentent environ 30% du contenu protéique du corps, soit 5% de son poids, et
deux tiers du poids sec du cartilage articulaire adulte. Ce sont des protéines fibreuses
qui ont un réle central dans la formation de la MEC, et permettent le maintien de
lintégrité et la stabilité de tous les organes. Au sein du cartilage, ils sont responsables
des propriétés biomécaniques telles que la résistance aux torsions et tensions subies
par le tissu (Gelse et al., 2003; Canty et al., 2005).

Les molécules de collagéne ont une structure caractéristique : elles sont formées

d’'une répétition de triplets de type Gly-X-Y et ont une structure unique en triple hélice
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Figure 6 : Représentation schématique de I’organisation des fibrilles de collagéne. Les
différents acides aminés (glycine, proline, hydroxyproline et alanine) forment les hélices a de
collagéne, qui s’assemblent en triple hélice, qui elles-mémes s’organisent en microfibrille de
collagéne (adapté de Schulz et al., 2007).
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d’'une longueur de 300 nm. L’assemblage des différentes chaines a ne peut se faire
gu’en la présence de résidus glycine (Gly) tous les trois acides aminés au sein des
chaines, résultant en des répétitions en tandem de domaines (Gly-X-Y)n, ou X et Y
sont généralement des résidus proline ou hydroxyproline (Figure 6) (van der Rest et
al., 1991; Gelse et al., 2003; Canty et al., 2005). La triple hélice de pas droit est
composée de 3 chaines polypeptidiques, de type hélice a de pas gauche. Certains
collagénes sont composés d’un homotrimeére, c’est-a-dire de 3 chaines a identiques
(par exemple, les collagénes de type Il et lll), ou bien d’'un hétérodimére de différentes
chaines a (le collagéne de type | par exemple). Les fibrilles de collagéne sont
usuellement hétérotypiques, c’est-a-dire qu’ils peuvent contenir plus d’'un type de
collagéne. Par exemple, les fibrilles du cartilage sont constituées par des collagenes
de type Il et XI. Le collagene de type Il est le composant principal du cartilage
articulaire adulte, alors que le collagene de type X est essentiellement exprimé dans
la plaque de croissance par les chondrocytes hypertrophiques.

Le collagéne de type Il :

Il représente 80% des collagénes totaux du cartilage hyalin feetal, puis 95% a
'age adulte et est composé de 3 chaines al(ll) identiques. Il existe deux formes de
transcrits pour le gene codant pour le collagene de type Il : les types IlIA et 1IB, qui
différent par la présence ou non de I'exon 2. L’isoforme IIA est exprimée au cours du
développement feetal lors de la chondrogenése, alors que I'isoforme |IB est exprimée
dans le tissu cartilagineux adulte (Ng et al., 1993; McAlinden et al., 2008). Il a un role
fondamental dans la formation et les fonctions du tissu cartilagineux. En effet, une
mutation du géne codant pour le collagéne de type Il peut entrainer différentes
pathologies au niveau du cartilage articulaire ou de la plaque de croissance, telles que
des achondrogénéses, hypochondrogéneses, différentes dysplasies ainsi que
certaines formes d’arthroses familiales (Li et al., 1995). Les fibrilles de collagene du
cartilage sont majoritairement assemblées en hétérofibrilles de collagéne de type Il et
XI, associées a des fibres de type IX, XII et XIV, ainsi qu’a différentes protéines non-
collagéniques. On les retrouve entremélées dans un réseau microfibrillaire de

collagéne de type VI (Seibel et al., 2006).
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Le collagéne de type X :

Le collagene de type X est essentiellement exprimé au niveau de la plaque de
croissance par les chondrocytes hypertrophiques, ou ils représentent 45% des
collagenes totaux. Il possede une affinité importante avec les fibres de collagéne de
type Il et les PG de la MEC. Il joue de plus un rble primordial dans le processus
d’ossification endochondrale (Shen, 2005). Il aurait la propriété de faciliter les
processus de minéralisation via des modifications de I'organisation de la matrice. Le
collagéne de type X est faiblement exprimé dans le cartilage articulaire normal, mais
on le retrouve dans le cartilage arthrosique (Thomas et al., 1991; Girkontaite et al.,
1996).

c) Les autres constituants de la MEC

La MEC du cartilage articulaire contient, de plus, de nombreuses protéines qui
ne sont ni des collagénes, ni des PG, et qui ont un réle structurel important au sein de
la matrice. Ces protéines ont un réle dans la régulation de 'assemblage de la matrice,
la reconnaissance et 'adhésion cellulaire, et auraient un réle dans la dégradation et la

réparation du cartilage (Neame et al., 1999; Roughley, 2001).

Les intégrines : Les intégrines sont des protéines transmembranaires hétéro-

dimériques constituées de 2 sous-unités a et B ainsi que de larges domaines
extracellulaires qui permettent la liaison des protéines de la MEC, et de courts
domaines cytoplasmiques qui interagissent avec des protéines kinases et du
cytosquelette (Wiesner et al., 2005). Elles ont donc un réle important dans la
prolifération, la différenciation, la survie et la migration cellulaire, ainsi que la
morphogénese et le remodelage de la matrice. Les chondrocytes articulaires adultes
normaux expriment les intégrines a1p1, a3p1, a5p1, a10, aVp1, aVR3 et aVR5 (Woods
Jr. et al., 1994). Dans le cartilage arthrosique, on note 'augmentation de I'expression
des intégrines a1B1 et a3B1, ainsi que I'apparition des intégrines a2B1, o431 et a6p1.
Elles auraient un rble dans la réponse aux stimuli mécaniques, ainsi que dans la
destruction de la MEC, notamment en situations pathologiques comme lors de
l'arthrose (Loeser, 2014).
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La fibronectine : La fibronectine est une glycoprotéine présente dans le cartilage

articulaire (Burton-Wurster et al., 1997). Elle a un réle dans la signalisation cellulaire
via sa liaison aux intégrines, et interagit avec les autres molécules de la MEC. Lors du
développement de l'arthrose, la dégradation de la matrice entraine la production de
fragments protéolytiques de fibronectine, qui entraineraient une augmentation de la
production de cytokines (interleukin-1 beta (IL1-B) et Tumor Necrosis Factor alpha
(TNF-a)) et d’enzymes de dégradation de la matrice (MMP) par les chondrocytes
(Homandberg et al., 1992, 1997).

La thrombospondine-5 ou COMP : Les thrombospondines sont des glycoprotéines

matricielles dont on dénombre actuellement 5 membres. La plus étudiée dans le
cartilage articulaire est la Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP) ou
thrombospondine-5 (Hedbom et al., 1992). Cette protéine se lie aux fibres de collagene
Il et stabilise le réseau de collagéne du cartilage. Suite a une dégradation du cartilage,
la COMP est libérée dans le liquide synovial puis dans le sérum. La concentration
sérique normale de la protéine COMP est de 5 ug/ml. On observe une augmentation
de ce marqueur lors de larthrose, qui servirait de marqueur de diagnostic du
développement des pathologies dégénératives du cartilage (Vilim et al., 2002;
Wistowska et al., 2004).

Les matrilines : La famille des matrilines comprend 4 membres, les types 1 (ou

cartilage matrix protein) et 3 sont fortement exprimés dans le cartilage, alors que les
types 2 et 4 ont un profil d’expression plus large. Elles permettent 'assemblage de la
MEC grace a leur interaction avec les chaines chondroitine sulfate de 'agrécane, ainsi
gu’avec les fibres de collagene de type I, Xl et IX. De plus, elles ont un site de liaison
aux PG biglycane et décorine, eux-mémes liés au collagéne de type VI, ainsi qu’avec
COMP, le tout formant un réseau dans la MEC (Klatt et al., 2010).

La lubricine et la superficial zone protein (SZP) : La lubricine et la SZP sont des

glycoprotéines issues du méme gene proteoglycan-4 (PRG4). La SZP est synthétisée

par les chondrocytes de la zone superficielle du cartilage et secrétée dans le liquide
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CATABOLIQUES  ANTI-CATABOLIQUES ANABOLIQUES MODULATRICES

IL-1, 17, 18 IL-4, 10, 13 TGF-B1,2,3 IL-6, 11
TNF-a IL-1ra BMP-2,4,6,7,9,13 LIF
OSM Activine

CTGF (ou CCN2)

Tableau 1 : Classification des cytokines exprimées dans le cartilage articulaire (Goldring
& Goldring, 2004; Sofat, 2009) IL : interleukin ; TNF-a : Tumor necrosis factor alpha ; OSM :
Oncostatin M ; IL-1ra : interleukin-1 receptor antagonist ; TGF-B : Transforming Growth Factor
beta ; BMP : Bone Morphogenetic Protein ; CTGF ou CCN2 : Connective Tissue Growth
Factor ; LIF : Leukemia Inhibitory Factor.
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synovial. Ce fluide lubrifiant possédant un faible coefficient de friction est composé
d’acide hyaluronique (AH), un polysaccharide de haut poids moléculaire, associé a
une protéine glycosylée, la lubricine, et différents lipides (phosphatidylicholines) et
glycosaminoglycanes (GAG) (Das et al., 2013). La lubricine est produite en quantité
abondante par les synoviocytes constituant la membrane synoviale. Ces deux
protéines ont un rdle dans la lubrification de I'articulation ainsi que dans la prolifération
cellulaire, la cytoprotection et la formation de la matrice (Rhee et al., 2005). Une
diminution de la production de la lubricine et la SZP a été détectée lors du
développement de I'arthrose, suggérant une corrélation entre la perte des capacités

de lubrification du liquide synovial et la dégradation du cartilage (Lee et al., 2008).

1.3 Le remodelage de la matrice extracellulaire

Le renouvellement de la MEC est assuré par les chondrocytes qui en synthétisent
les constituants, ainsi que les enzymes responsables de sa dégradation. Dans les
conditions physiologiques, il existe un équilibre entre les processus anaboliques et
cataboliques qui permet le maintien de lintégrité et des fonctions de la MEC du
cartilage. En absence d’inflammation ou d’'une autre anomalie, le remodelage de la
matrice est trés faible. Lors d’'une contrainte mécanique anormale, on note une perte
du contenu en PG, ainsi que des dommages au réseau de collagene (Kurz et al.,
2005). De nombreux facteurs sont impligués dans le maintien de cette balance
anabolisme/catabolisme, dont différentes cytokines (IL-1, TNF-a), des molécules pro-
inflammatoires (NO, PGE2), des enzymes (MMP, agrécanases) et des facteurs de
croissance (TGF-3, BMP, IGF-1, FGF) (Mueller et al., 2011).

1.3.1 Les cytokines

Les cytokines ont un réle prépondérant dans le remodelage de la MEC du
cartilage. On peut classer les différentes cytokines interagissant avec les chondrocytes
en 4 classes, rassemblées dans le Tableau 1 (Goldring & Goldring, 2004) :

- les cytokines cataboliques, qui sont associées a la dégradation de la matrice
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- les cytokines anti-cataboliques ou inhibitrices, qui inhibent ou antagonisent
I'activité des cytokines cataboliques

- les cytokines anaboliques, qui jouent le role de facteurs de croissance ou de
différenciation sur les chondrocytes, afin d’augmenter leur activité de synthése

- les cytokines ayant un role de modulation de I'activité des autres cytokines

L’IL-1B et le TNF-a, particulierement, ont un réle primordial dans le remodelage
de la matrice du cartilage articulaire. En effet, ces cytokines pro-inflammatoires sont
des molécules initiatrices de la dégradation du cartilage, et leur implication dans la

pathologie arthrosique sera développée plus loin.

1.3.2 Les molécules pro-inflammatoires

Le monoxyde d’azote (NO) : Le NO est synthétiseé lors de la conversion de la L-arginine

en L-citrulline. Cette réaction est catalysée par 3 isoformes de la NO synthase (NOS) :
les NOS endothéliale (eNOS), neuronale (nNOS) et inductible (iNOS). Les 2 premiéres
produisent constitutivement peu de NO, alors que iNos est activée de facon prolongée
par différents facteurs (cytokines inflammatoires notamment) (Abramson, 2008). Son
expression se voit augmentée lors de I'arthrose. En effet, 'expression de iNos est
induite par des facteurs mécaniques et par des cytokines pro-inflammatoires libérées
au cours de l'arthrose. Le NO diffuse alors vers les cellules environnantes, ou il peut
activer le cGMP (guanosine monophosphate cyclique), permettant I'activation de
différentes protéines kinases, canaux ioniques et phosphodiestérases. Parallélement,
le NO possede aussi une action cGMP-indépendante, et participe a I'oxydation des
protéines et lipides (Murad, 2006). Il est aussi impliqué dans la production d’espéces
réactives de I'oxygéne (ROS), conduisant a une dégradation de 'ADN et a une mort
cellulaire (Stamler et al., 2001).

Le NO est présent dans le cartilage sain dans des quantités de l'ordre du
picogramme. Il a de nombreux effets sur 'homéostasie du cartilage. De maniere
physiologique, il participe notamment a la différenciation terminale des chondrocytes,
via la régulation de I'expression du collagéne X et de la phosphatase alcaline (ALP)

(Teixeira et al., 2005). Mais il est aussi décrit comme une molécule catabolique dans
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le cartilage. En effet, les chondrocytes arthrosiques expriment iNos (Melchiorri et al.,
1998), et des études ont montré que le NO a un rdle inhibiteur de la biosynthése de
PG et de collagéne, et inducteur des MMPs qui dégradent le cartilage (Taskiran et al.,
1994, Sasaki et al., 1998). De facon intéressante, I'administration d’'un inhibiteur de
iNos dans un modéle d’arthrose chez le chien a permis de diminuer les dommages
cartilagineux (Pelletier et al., 1998). De plus, le NO interagit avec les especes réactives
de I'oxygene (ROS), induisant notamment la mort des chondrocytes par apoptose (cf
paragraphe 2.3.2.a) (Blanco et al., 1995).

Le NO a longtemps été décrit comme un médiateur proinflammatoire et
cataboliqgue, mais des études ont aussi montré que les effets du NO variaient en
fonction de sa concentration et du temps d’action, et qu’il pouvait ainsi avoir un réle
protecteur dans l'arthrose dans certaines conditions (Stefanovic-Racic et al., 1997,

Hauselmann et al., 1998).

La prostaglandine E2 : Le PGE: est lui-aussi un médiateur de l'inflammation, mais

aussi de la douleur, et est présent dans le cartilage normal en quantités trés faibles.
Sa production nécessite I'action de 2 enzymes : la cyclooxygenase-2 (COX-2) et la
prostaglandin-E synthase, toutes les deux induites par I'lL-1B. Son action dans
larthrose est moins connue que celle du NO, notamment car il agit via divers
récepteurs et donc exerce des effets variés sur le métabolisme des chondrocytes. En
effet, il a été décrit a la fois des effets anaboliques et cataboliques du PGE: dans le

cartilage articulaire (Goldring & Berenbaum, 2004; Haversath et al., 2012)

1.3.3 Les protéinases

Les matrix metalloproteinases (MMPs) : Les MMPs sont des endopeptidases a zinc

impliquées dans la dégradation des composants de toutes les MEC (Nagase et al.,
1999). Elles sont divisées en 3 classes, selon les substrats de la matrice qu’elles
clivent: les stromélysines, les collagénases et les gélatinases. Toutes les
métalloprotéinases actives sont inhibées par des protéases appelées « tissue inhibitor
of matrix metalloproteinase » (TIMPs) afin de maintenir l'intégrité de la MEC. Les

principales MMPs impliquées dans la dégradation du cartilage sont rassemblées dans
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CLASSE TYPE SUBSTRAT

MMP-3 (stromelysin-1)
Stromélysines PG, fibronectine, laminine
MMP-10 (stromelysin-2)

MMP-1 (collagenase-1)
Collagénes de types | et llI

Collagénases MMP-8 (collagenase-2)
MMP-13 (collagenase-3) Collagéne de type lI
MMP-2 (gelatinase A) Collagéne dénaturé,
Gélatinases collagénes de types IV et V,
MMP-9 (gelatinase B) élastine

Tableau 2: Principales matrix metalloproteinases (MMPs) impliquées dans le

catabolisme du cartilage articulaire.
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le Tableau 2 (Cawston et al., 2010). Parmi ces endopeptidases, la MMP-13 possede
un role critique dans l'arthrose, car elle dégrade le collagéne de type Il et car son
activité est régulée de facon positive par de nombreux stimuli cataboliques, tels que
'IL-1B ou le TNF-a (Kobayashi et al., 2005).

Les agrécanases ou ADAMTS (A Disintegrin  and Metalloprotease with

Thrombospondin motifs) : Les agrécanases sont des métalloprotéases a zinc, et sont

responsables de la dégradation de I'agrécane de la MEC (Sandy et al., 1991). Ce sont
les premiéres protéinases mises en jeu dans les processus de remodelage du
cartilage ; elles sont donc considérées comme des marqueurs précoces de la
dégradation du cartilage lors de I'arthrose (Little et al., 1999). Il existe 19 membres
dans la famille des ADAMTS, dont deux sont exprimés au sein du cartilage,
lagrécanase-1 (ou ADAMTS-4) et l'agrécanase-2 (ou ADAMTS-5). A [létat
physiologique, une régulation fine de l'activité des agrécanases est nécessaire pour
maintenir une balance entre anabolisme et catabolisme. Cette balance est notamment
perturbée lors du développement de l'arthrose en faveur d’'une activité catabolique
(Verma et al., 2011). A l'instar des MMPs, l'activité des agrécanases est régulée par
les TIMPs.

1.3.4 Les facteurs de croissance

Le Transforming Growth Factor-B (TGF-B) : Le TGF-B (1 et 3 principalement) a un rble

indispensable dans le maintien de 'homéostasie du cartilage, mais aussi de I'os sous-
chondral (Redini et al., 1988). Il permet la condensation, la prolifération ainsi que la
différenciation des cellules chondroprogénitrices en chondrocytes matures (Leonard
et al.,, 1991). La MEC du cartilage contient une quantité importante de TGF-B sous
forme non active qui permet le maintien de la structure de la matrice (Zhen et al., 2014).
Le role du TGF-B dans I'arthrose est contradictoire car des études lui attribuent a la
fois des propriétés protectrices et cataboliques (Bush et al., 2013). En effet, une perte
de la signalisation du TGF-B induit I'hypertrophie des chondrocytes et la
dégénérescence du cartilage (Serra et al., 1997).

Toutefois, lors de l'arthrose, I'expression du TGF-B est augmentée de facon

aberrante dans 'os sous-chondral (Zhen et al., 2013). Ainsi, Zhen et al. montrent que
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I'utilisation d’un inhibiteur du récepteur au TGF-B (TBRI) induit une diminution de la

destruction du cartilage.

Les Bone Morphogenetic Proteins (BMPSs) : Les BMPs sont des membres de la

superfamille du TGF-B et sont impliquées dans le maintien de l'intégrité du cartilage
articulaire. La BMP-2 est régulée positivement par I'lL-1B et le TNF-a dans les
chondrocytes arthrosiques et stimule la production de collagene de type Il (Fukui et
al., 2003). La BMP-7 quant a elle, est régulée négativement lors de l'arthrose et

posséde un effet anabolique dans le cartilage (Gavenis et al., 2011).

L’Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) : L'IGF-1 est un facteur de croissance circulant

qui atteint le cartilage articulaire via le liquide synovial. Il posséde un fort pouvoir
anabolique dans le cartilage, en stimulant la production de PG et en s’opposant en
parallele a leur destruction (Schalkwijk et al., 1989). Son expression est fortement
augmentée dans l'arthrose, cependant les chondrocytes perdent leur sensibilité a
'lGF-1, notamment avec I'age (Loeser et al., 2000). De maniére plus globale, un lien
fort a été établi entre la concentration d'IGF-1 plasmatique et la longévité. En effet,
'IGF-1 contrble la croissance et le développement, notamment via son interaction avec
’hormone de croissance (GH). Des études ont montré qu’'une diminution de
'expression d’IGF-1 serait associée a un prolongement de la durée de vie
(Holzenberger et al., 2003; Bartke et al., 2016).

Le Fibroblast Growth Factor (FGF) : Le FGF-2 est produit de maniére endogene par

le cartilage (Vincent et al., 2007) ; il est libéré lors de dommages subis par le tissu.
Son rble dans 'homéostasie du cartilage articulaire est controversé. En effet, le FGF-
2 posseéde des propriétés opposées selon I'espéce étudiée. Bien qu’ayant un réle
anabolique chez la souris (Chia et al., 2009), son implication serait plutét catabolique
chez 'homme (Im et al., 2007). Il inhiberait I'accumulation de PG, ainsi
gu’antagoniserait I'action anabolique de la BMP-7 et de I'lGF-1 ; il induirait I'expression
de la MMP-13 et réduirait I'expression de I'agrécane, tout en stimulant I'expression des

agrécanases (Ellman et al., 2013).
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Tableau 3 : Organisation histologique en 4 couches du cartilage articulaire (adapte de Clouet et al.,

Couches Organisation Collagénes | Protéoglycanes Eau
Chondrocytes aplatis verticalement
Superficielle Fibrilles de collagéne paralléles a la
. . I, Il et
(5-10%) surface articulaire
Riche en fibronectine
Chondrocytes volumineux et
Moyenne sphériques I, VI, IX et
(40-45%) Fibres de collagénes s’entrecroisent X|
pour former un réseau
Chondrocytes et fibres de collagéne
Profonde disposées en colonnes
. . . I, IX et Xl
(40-45%) perpendiculaires a la surface
articulaire
Repose sur I'os sous-chondral
Tidemark entre cette couche et la
Calcifiée précédente
. I, X et Xl
(5-10%) Chondrocytes hypertrophiques

moins nombreux exprimant le

collagéne X

2009).
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1.4 Organisation histologique du cartilage articulaire

Le cartilage articulaire est organisé en 4 couches qui different selon la forme et

I'activité des chondrocytes, le type et I'orientation des fibres de collagéne, ainsi que le

contenu en PG et en eau (Clouet et al., 2009). On distingue (Tableau 3) :

la couche superficielle ou tangentielle : cette couche est en contact direct avec

le liquide synovial et constitue la surface de glissement de I'articulation. Elle
représente 5 a 10% de I'’épaisseur du cartilage et est divisée en 2 sous-couches.
La couche la plus superficielle ne contient pas de cellules, peu de PG et est
essentiellement constituée de fibres de collagéne de types |, Il et Ill. Elle est
recouverte de macromolécules, telles que I’AH, qui permettent la lubrification
de la surface articulaire. La zone plus profonde contient des chondrocytes
aplatis verticalement synthétisant des couches de collagénes orientées
parallélement a la surface de l'articulation. Cette couche est également riche en
eau et en fibronectine, qui, associée aux fibres de collagene, confere au
cartilage une résistance importante aux forces de cisaillement. Les cellules
constituant cette couche superficielle sont considérées comme des cellules
progénitrices capables d’auto-renouvellement et de générer des chondrocytes
(Li et al., 2017 a).

la_couche moyenne ou de transition : celle-ci représente 40 a 45% de

I'épaisseur du cartilage, et est composée de fibres de collagenes de types II,
VI, IX et XI, qui s’enchevétrent en un réseau moins dense et orienté que dans
les couches supérieures. Les chondrocytes sont volumineux et arrondis, et
dispersés dans la MEC. lls ont une forte activit¢ de synthése de PG et
collagénes. Cette organisation permet la répartition et l'absorption des
contraintes compressives.

by

la couche profonde ou radiale : cette couche constitue 40% a 45% de

I'épaisseur du cartilage articulaire, et se compose de fibres de collagenes I, IX

et Xl, organisées de maniere perpendiculaire a la surface articulaire. Les
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chondrocytes sont disposés en colonnes alignées avec les fibres de collagéne.
Cette zone est trés riche en PG et tres pauvre en eau, et confere au cartilage

articulaire ses propriétés de résistance aux forces de compression.

- la couche calcifiée : elle représente 5 a 10% de I'épaisseur du cartilage. Elle est

séparée de la couche profonde par une ligne dense appelée « tidemark » qui
sépare le cartilage non calcifié du cartilage calcifié. Cette couche est en contact
avec l'os sous-chondral, et contient un nombre limité de chondrocytes dits
« hypertrophiques », qui sont caractérisés par leur volume important et par leur
capacité de synthése de collagéne de type X. La calcification des fibres de

collagéne permet I'ancrage du cartilage a I'os sous-chondral.
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par la dégradation du cartilage, une inflammation de la membrane synoviale, ainsi qu’on

remodelage de I'os sous-chondral (adapté de Bush et al., 2013).
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Figure 8: Déséquilibre entre processus anaboliques et processus cataboliques
impliqué dans I’arthrose. Lors d’une situation de stress (mécanique ou inflammatoire), la
balance entre synthese et dégradation du cartilage est perturbée, conduisant a la destruction
de la MEC (adapté de Clouet et al., 2009).
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2. VIEILLISSEMENT ARTICULAIRE ET PHYSIOPATHOLOGIE DE L’ARTHROSE

L’arthrose est une pathologie de 'ensemble des tissus de l'articulation. D’un point
de vue moléculaire, elle se caractérise par la dégradation et la perte de cartilage
articulaire, un remodelage de l'os sous-chondral avec formation d'ostéophytes
(excroissances osseuses au niveau de larticulation), ainsi qu’'une inflammation
chronique de la membrane synoviale (Figure 7). Son étiologie reste mal connue, mais
parait résulter d’'un déséquilibre métabolique entre différents stimuli mécaniques et
biochimiques, aboutissant a I'échec des chondrocytes a maintenir la balance entre
synthése et dégradation du cartilage, en faveur de la dégénérescence des tissus
articulaires (Figure 8). S’associe a ce processus une inflammation de la membrane
synoviale qui produit des médiateurs pro-inflammatoires, qui interagissent avec les
chondrocytes et leur matrice (Martel-Pelletier et al., 2008).

L’arthrose est une des pathologies articulaires les plus communes et les plus
invalidantes. Environ 10 millions de francais seraient touchés par la maladie (soit 17%
de la population). Elle touche principalement les articulations du rachis, du genou, des
mains et de la hanche. La gonarthrose (arthrose du genou) touche en France 4,7%
des hommes et 6,6% des femmes (Mazieres, 2011). L’age est un facteur de risque
prédominant dans l'arthrose. En effet, il existe une forte corrélation entre le
développement de la pathologie et le vieillissement (Lotz et al., 2012). De moins de
5% des patients agés de 15 a 44 ans touchés par une arthrose d’au moins une
articulation, le pourcentage passe de 15 a 30% a I'age de 45 a 64 ans, et de 60 a 90%
des plus de 65 ans dans certaines populations (Le Pen et al., 2005).

Effectivement, de nombreuses voies de signalisation sont dérégulées a la fois au
cours du vieillissement et au cours de I'arthrose. Ces phénoménes résultent en une
perturbation de 'homéostasie de la MEC et des propriétés biomécaniques du cartilage.
De plus, le nombre de chondrocytes diminue avec I'age (Mitrovic et al., 1983; Hui et
al., 2016), les tissus perdent leur capacité de régénération (Eltawil et al., 2009), et les
cellules entrent en senescence (Loeser, 2009). A ces manifestations s’associe une
inflammation chronique a bas bruit connue sous le nom d« inflamm-aging »
(Franceschi et al., 2000; Greene et al., 2015), qui s’accompagne d’anomalies de

'autophagie et de I'apoptose, ainsi qu’un environnement pro-oxydatif, qui participent &
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la destruction du cartilage articulaire (Rahmati et al., 2017).

2.1 Le remodelage de I'os sous-chondral

Le réle de I'os sous-chondral dans I'articulation est de distribuer les forces et
amortir les chocs, en minimisant le stress mécanique du tissu cartilagineux. La perte
progressive du cartilage articulaire est associée a une sclérose de I'os sous-chondral,
un épaississement des trabécules osseuses et a la formation de nouveaux tissus
osseux, les ostéophytes, a la surface de l'articulation (Burr et al., 2012). En effet, les
premiers signes d’arthrose sont associés a une augmentation du remodelage osseux
se traduisant par une réduction de I'épaisseur de I'os sous-chondral (Intema et al.,
2010). Les causes de ce remodelage ne sont pas clairement établies, mais semblent
étre multiples. Une charge mécanique répétitive, méme normale, entraine la formation
de microfractures dans 'os, causant une augmentation de la production de différents
meédiateurs qui stimulent le remodelage de I'os, comme le TGF- (Zhen et al., 2013),
les cytokines IL-1 et 6 et le PGE2 (Massicotte et al.,, 2002). Ces microfractures
entrainent, de plus, la libération de facteurs qui augmentent la résorption osseuse. En
effet, 'expression du RANKL (receptor activator of nuclear factor k-B ligand) est
stimulée alors que celle de l'ostéoprotégérine (OPG) est inhibée, induisant la
résorption osseuse (Nakashima et al., 2011; Kennedy et al., 2012). Ces phénoménes
sont associés a une invasion vasculaire dans les couches profondes du cartilage
articulaire, due a la stimulation par des facteurs angiogéniques, comme le Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) que I'on retrouve élevé dans le liquide synovial des
patients arthrosiques (Brown et al., 1983), permettant I'accés au cartilage articulaire
d’agents cataboliques (comme les MMPs et les ADAMTS). Enfin, des études montrent
gu’il existe une communication entre I'os sous-chondral et le cartilage via des pores
creusés dans l'os, permettant I'échange de différents médiateurs (Pan et al., 2012).

A linverse, une augmentation du volume osseux ainsi qu’une sclérose de l'os
sous-chondral sont observés dans les stades plus avancés d’arthrose (Li et al., 1997).
Ces anomalies entrainent une altération des propriétés biomécaniques de I'0os sous-
chondral, qui devient plus dense, et ne permet plus au cartilage de répartir les chocs

entrainant la dégénérescence du cartilage articulaire.
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2.2 L’inflammation de la membrane synoviale

Bien que longtemps considérée comme une pathologie non inflammatoire
causée par la combinaison d’'un stress mécanique et d’'une dégradation enzymatique
du cartilage, il est maintenant communément admis que I'inflammation a la fois de la
membrane synoviale et au sein méme du cartilage articulaire est une des
caractéristiques de I'arthrose (Sellam et al., 2010). Il ne faut cependant pas confondre
arthrose, dans laquelle I'inflammation est secondaire a la destruction du cartilage, et
arthrite dont I'origine est inflammatoire (Berenbaum, 2013; Sokolove et al., 2013). La
membrane synoviale permet a la fois la nutrition des chondrocytes via le liquide
synovial, et 'évacuation des déchets métaboliques et des produits de dégradation de
la MEC. Lors du développement de I'arthrose, on remarque une hypertrophie et une
hyperplasie de la membrane synoviale (Myers et al., 1990; Smith et al., 1997),
associées a une infiltration de cellules mononucléées (lymphocytes T et B,
macrophages) (Nakamura et al., 1999; Haywood et al., 2003). Parallelement, on
observe une néo-vascularisation sous 'action du VEGF, qui facilite 'accés aux cellules
inflammatoires (Walsh et al., 2007), ainsi qu’'une augmentation de la production de
différentes cytokines pro-inflammatoires (Furuzawa-Carballeda et al., 2008). Le tissu
synovial contient de plus différentes adipokines secrétées par le tissu adipeux
(visfatine, adiponectine, leptine), qui sont impliquées dans la dégradation et

inflammation du cartilage (Presle et al., 2006).

2.3 Les atteintes de la matrice cartilagineuse

2.3.1 Influence des cytokines pro-inflammatoires dans l'arthrose

Parmi les cytokines impliguées dans le développement de la pathologie
arthrosique, I'lL1-B et le TNF-a ont un role pro-inflammatoire prédominant. Chez les
patients arthrosiques, la production de ces deux cytokines est augmentée dans le
liquide synovial, la membrane synoviale, I'os sous-chondral et le cartilage (Kapoor et
al., 2010). Celles-ci sont secrétées par le chondrocyte lui-méme (mais aussi par les
macrophages synoviaux), affectent son métabolisme et activent différentes voies

cataboliques. L'IL1-B semble associée a la destruction du cartilage (Clements et al.,
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2003), alors que le TNF-a entretiendrait la réaction inflammatoire. lls régulent
négativement la synthese des différents constituants de la MEC, dont le collagéne de
type Il et 'agrécane (Nietfeld et al., 1990; Séguin et al., 2003). Tous deux augmentent
de plus la libération d’enzymes protéolytiques, telles que les MMP-1, 3 et 13, et les
ADAMTS-4 et 5. Parallélement, elles induisent la production d’autres cytokines pro-
inflammatoires, comme I'lL-6, ou de chimiokines, comme I'lL-8, ainsi que la libération
de NO et PGE: (Lefebvre et al.,, 1990). Tous ces phénomenes entrainent la
dégradation du cartilage, mais entretiennent aussi la réaction inflammatoire dans

I'articulation.

2.3.2 Réle du stress oxydant

L’intérét pour le réle du stress oxydant dans l'arthrose s’est affirmé depuis les
années 2000. Les espéces réactives de I'oxygéne (ROS) sont des especes chimiques
contenant des molécules d’'oxygene, tels que des radicaux libres, des ions oxygénés
et des peroxydes, tels que le NO, le peroxyde d’hydrogene (H20:2), 'anion superoxyde
(O%) ou le radical hydroxyl (OH"). La présence d’électrons de valence non appariée
leur confére une courte demi-vie, une instabilité et une haute réactivité (Droge, 2002).
La source principale de ROS est la mitochondrie. Des systémes anti-oxydants se sont
progressivement mis en place pour éliminer ces ROS, tels que la superoxide
dismutase (SOD), la catalase (CAT) ou le glutathion (GSH). Le stress oxydant se
définit comme un déséquilibre entre la production de ROS et les systemes anti-
oxydants. En fonction de l'intensité, la durée et le contexte du signal, ainsi que status
redox de la cellule, celle-ci répondra differemment : quand le niveau de ROS ne
dépasse pas la capacité anti-oxydante de la cellule, les ROS régulent différents
processus physiologiques, alors qu’en cas de dépassement des systemes anti-
oxydants, les ROS interagissent avec 'ADN, les protéines et les lipides et modifient

leurs fonctions (Thannickal et al., 2000).
Dans le cartilage sain, on ne retrouve que peu de ROS, car ils expriment

constitutivement les enzymes anti-oxydantes SOD, CAT et GSH (Deahl et al., 1992).

Cependant, au cours de l'arthrose, ils sont retrouvés en quantité élevée et contribuent
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au développement de la maladie arthrosique (Henrotin et al., 2005). Les ROS régulent
le métabolisme des chondrocytes par différents moyens : ils activent différentes voies
de signalisation (notamment la voie NF-kB, qui module la transcription des genes pro-
inflammatoires tels que I'lL1-B et le TNF-a), induisent I'apoptose et la senescence
cellulaire (cf paragraphes 2.4.1 et 2.4.2a), participent a la destruction de la MEC, ainsi
qgu’a la sclérose de lI'os sous-chondral et l'inflammation de la membrane synoviale
(Figure 9) (Hui et al., 2016; Lepetsos et al., 2016). Le réle des ROS semble donc
critique dans l'arthrose, et I'utilisation de molécules anti-oxydantes pourrait représenter
une alternative thérapeutique intéressante, notamment grace a [Iutilisation de
molécules naturelles anti-oxydantes possédant peu d’effets indésirables (cf partie 2

paragraphe 1).

2.3.3 Mécanismes de dégradation de la matrice cartilagineuse

Dans l'articulation du genou, la dégradation de la matrice cartilagineuse est
presque systématiguement due a une charge mécanique anormale subie par
I'articulation, associée a une inflammation de la membrane synoviale. Dans les stades
précoces, les enzymes de dégradation de la MEC sont surexprimées, causant une
dégradation des PG et du collagéne de type Il, et une augmentation du contenu en
eau, résultant en une perte des propriétés mécaniques de l'articulation (Umlauf et al.,
2010). Pour tenter de réparer les dommages causés a la matrice, les chondrocytes
proliférent et néosynthétisent des protéines de matrice de facon réactionnelle
(collagéne de type Il et PG). Cependant, la matrice nouvellement synthétisée n’a pas
la méme composition dans la couche superficielle que dans les couches profondes,
rendant le cartilage superficiel plus enclin a une érosion. A terme, les tentatives de
réparation sont inefficaces et le cartilage articulaire disparait totalement.

Differentes enzymes protéolytiques sont impliquées dans la pathologie, dont
principalement :

- les MMPs qui dégradent majoritairement les collagenes (surtout le collagene de
type I). Parmi les MMPs dont I'expression augmente lors de l'arthrose, les
principales effectrices sont les MMP-1, 3, 8 et 13

- les agrécanases qui dégradent I'agrécane (ADAMTS-4 et 5)
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Parallelement a cette perte de constituants de la MEC, les produits de
dégradation de différentes molécules, comme le collagéne de type Il et l'acide
hyaluronique (AH), ont aussi un réle pro-inflammatoire et protéolytique. En effet, la
dégradation du collagéne de type Il entraine la libération de différents peptides, un
peptide C-terminal retrouvé dans I'urine et le liquide synovial, utilisé comme marqueur
de diagnostic de l'arthrose, et un peptide N-terminal qui stimule la production de
MMPs, de cathepsines (enzymes protéolytiques qui clivent le collagene II), et de
cytokines pro-inflammatoires (IL-1B, 6 et 8). Les fragments d’AH induisent eux-aussi
la dégradation et I'inflammation du cartilage, alors que I'’AH non clivé présent dans le
liquide synovial aurait un role chondroprotecteur, d’ou l'utilisation d’injection intra-

articulaire d’AH pour réduire la douleur et l'inflammation (Sofat, 2009).

2.4 Le rOle des chondrocytes

2.4.1 Les modifications du phénotype chondrocytaire

Au cours du développement de I'arthrose, le phénotype des chondrocytes va
progressivement étre altéré. Trois phénomenes principaux vont alors se mettre en

place : I'hypertrophie, la dédifférenciation et la sénescence des chondrocytes.

L’hypertrophie des chondrocytes est un phénoméne physiologique ayant lieu
pendant le processus d’ossification endochondrale qui permet la formation des os
longs (Mackie et al., 2008; Yang et al., 2014). Ce processus débute a partir d’une
ébauche embryonnaire cartilagineuse envahie par son centre, puis a chaque
extrémité, par des centres d’ossification primaire et secondaire qui vont remplacer le
cartilage par du tissu osseux (sauf a la surface des os pour former le cartilage
articulaire). Ce procédé se caractérise par une réorganisation et une différenciation
progressive des chondrocytes qui vont s’aligner dans le sens de la croissance de I'os
et vont proliférer. On distingue alors 4 stades de différenciation des chondrocytes : les
chondrocytes restants, prolifératifs, pré-hypertrophiques et hypertrophiques. Ces
derniers représentent le stade ultime de différenciation des chondrocytes, leur volume

augmente et ils sécrétent de la matrice qui va minéraliser, avant de mourir en laissant
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place a des travées qui vont étre envahies par des vaisseaux sanguins, des
ostéoclastes et ostéoblastes et des cellules de la moelle osseuse, permettant la
formation du tissu osseux. Ce phénoméne n’a, en situation normale, lieu que lors de
la formation de I'os. Cependant, lors du développement de I'arthrose, les chondrocytes
rentrent de nouveau en phase de différenciation terminale, expriment les différents
marqueurs de I'hypertrophie (MMP13, collagene de type X et ALP), entrainant la

minéralisation de la matrice environnante (Fuerst et al., 2009; Bertrand et al., 2010).

Une dédifférenciation des chondrocytes a lieu dans le cartilage articulaire. Les

chondrocytes n’expriment plus I'agrécane et le collagéne de type Il, mais restent
meétaboliquement actifs et produisent des collagenes de types |, lll et V (Benya et al.,
1978). Le cartilage arthrosique se caractérise de plus par la formation de clusters de
chondrocytes (Kouri et al., 1998), dans lesquels on retrouve des cellules qui expriment
des marqueurs de prolifération (Proliferating cell nuclear antigen PCNA et Ki67)
(Pfander et al., 2001; Hoshiyama et al., 2015), et qui présentent un phénotype de
cellules progénitrices, exprimant notamment les marqueurs Stro-1 et Notch (Grogan
et al., 2009). A ces altérations du phénotype des chondrocytes sont associées des
anomalies de l'expression des protéines HMGB2 (high-mobility group box 2) et
ALK1/ALKS5 (Activin receptor-Like Kinases, qui régulent I'activité du TGF-B) au cours
du vieillissement articulaire, induisant une dédifférenciation des chondrocytes et une

diminution de la cellularité du cartilage (Taniguchi et al., 2009; van Caam et al., 2016).

La senescence peut se définir comme un arrét irréversible du cycle cellulaire
ayant lieu lorsqu’une cellule en division se trouve en situation de stress (Campisi et al.,
2007). La cellule reste malgré tout vivante et métaboliquement active. Ce processus a
été décrit il y a une cinquantaine d’année par Hayflick et al. (Hayflick et al., 1961), qui
remarqua que les cellules primaires perdaient leurs capacités de prolifération en
culture. Deux observations ont alors découlé de la découverte de ce processus : les
cellules cancéreuses proliférant indéfiniment en culture, la senescence pourrait avoir
un role bénéfique anti-cancéreux ; I'association systématique de 'augmentation de la

senescence et la perte de capacité de régénération des tissus au cours du
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Figure 10: La senescence cellulaire. La senescence peut étre induite suite a différents
stimuli : le raccourcissement des télomeres, on parle de senescence réplicative ; une
agression par des cytotoxiques, le stress oxydatif ou des dommages a ’ADN, on parle alors
de senescence induite par le stress ; et enfin la senescence induite par un oncogéene. Ces
différentes agressions conduisent a un arrét de la croissance cellulaire, ainsi que des
modifications de la morphologie des cellules, qui s’aplatissent et s’agrandissent. Elles se
caractérisent par un SASP (senescence-associated secretory phenotype), des anomalies de
la chromatine, et expriment la senescence-associated-f3-galactosidase (SA-B-gal) et la

protéine p16'NK4a,



Partie 1 : Biologie du cartilage articulaire et physiopathologie de I'arthrose liée au vieillissement

vieillissement pourrait suggérer un rble délétére de la senescence dans le
vieillissement cellulaire (Campisi et al., 2007).

Différents types de senescence ont été décrits (Kuilman et al., 2010). Elle peut
étre causée par un raccourcissement des télomeéres, on parle alors de senescence
réplicative. Lorsque la longueur des téloméres atteint une valeur critique (limite de
Hayflick), le cycle cellulaire de la cellule est stoppé et un systeme de réparation de
'ADN est activé, le DDR (DNA damage response) (d’Adda di Fagagna, 2008). Une
senescence prématurée peut aussi étre induite sans anomalies des télomeres, suite a
différents stimuli, tels que I'activation d’un oncogéne, on parle de senescence induite
par un oncogene (Serrano et al., 1997), ou des dommages a ’ADN, un stress oxydatif,
les UV ou une inflammation, entrainant une senescence induite par le stress
(Toussaint et al., 2000). L’arrét de croissance induit au cours de la senescence est
controlé par les voies de signalisation des protéines suppresseurs de tumeur p53 et
pl6NK4a qui sont des protéines régulatrices du cycle cellulaire (Di Leonardo et al.,
1994; Alcorta et al., 1996).

La senescence cellulaire impligue de multiples effecteurs, et aucun marqueur
spécifique de I'état de senescence n’a pour le moment pu étre identifié. Cependant,
certaines de ses caractéristiques ont été décrites (Figure 10) (Rodier et al., 2011). Les

cellules sénescentes :

s’aplatissent et leur taille augmente

- expriment deux inhibiteurs des cyclin-dependent kinases (CDKi) p16'Nk4a et
p21¢'P1 (qui régulent le cycle cellulaire)

- expriment la senescence-associated [-galactosidase (SA-B-gal), une enzyme
lysosomale qui s’accumule spécifiquement dans les cellules sénescentes

- présentent des anomalies dans la structure de la chromatine (DNA segments
with chromatin alterations reinforcing senescence DNA-SCARS et senescence-
associated heterochromatin foci SAHF)

- expriment un phénotype sécrétoire particulier, le SASP (senescence-associated

secretory phenotype), qui se caractérise par la sécrétion de différents facteurs de

croissance, protéases, cytokines qui ont une activité autocrine et paracrine, dont

L6, I'IL8, I'IL1 ou les MMPs
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La senescence a de plus été associée a des mécanismes de mort cellulaire,
comme l'apoptose et 'autophagie. Notamment, la senescence serait associée a une
résistance a I'apoptose dans certains types cellulaires (Wang, 1995; Hampel et al.,
2004). Ces deux processus semblent communiquer, et méme si les mécanismes
impliqués sont peu connus, la protéine p53, qui est aussi impliquée dans 'apoptose,
semble avoir un réle clé (Seluanov et al., 2001). L’autophagie et la senescence
possedent aussi des caractéristiques communes (Gewirtz, 2013). En effet, une
augmentation de l'autophagie a été associée a la présence de cellules sénescentes
(Gerland et al., 2003; Gosselin et al., 2009), de méme que l'inhibition de I'autophagie

ralentit la senescence cellulaire (Young et al., 2009).

Les chondrocytes du cartilage articulaire se divisant trés peu, l'origine de leur
senescence n’implique vraisemblablement pas le raccourcissement des téloméres
faisant suite a de multiples divisions cellulaires, mais est davantage susceptible
d’intervenir suite a un stress. En effet, la production d’espéces réactives de I'oxygéne
(ROS) a un role direct sur I'entrée en senescence des cellules puisqu’ils entrainent
des dommages a I’ADN conduisant eux-aussi a un raccourcissement des télomeres
(Musumeci et al., 2015). Le vieillissement, une charge mécanique anormale ou la
production de cytokines pro-inflammatoires comme lors de 'arthrose, sont notamment
des sources de production des ROS. On observe donc une augmentation de la
senescence des chondrocytes lors du développement de l'arthrose (Dai et al., 2006).
De facon intéressante, une étude récente de Jeon et al. démontre que le nombre de
cellules sénescentes augmente au cours de l'arthrose chez la souris, et que
I'élimination sélective de ces cellules atténue le développement de I'arthrose, diminue

la douleur et créé un environnement pro-chondrogénique (Jeon et al., 2017).

2.4.2 La mort des chondrocytes

Comme décrit précédemment, le chondrocyte est l'unique cellule du tissu
cartilagineux, et est responsable du maintien de I’homéostasie de ce tissu. La mort
des chondrocytes constitue alors un événement central au cours du développement

de l'arthrose, car les chondrocytes ne se divisant plus, ils ne pourront étre remplacés.
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Les mécanismes de mort des chondrocytes sont variés, et les séquences
d’événements mis en jeu restent pour le moment non totalement élucidées (Kuhn et
al., 2004). D’une fagon globale, la mort cellulaire est un événement indispensable au
cours du développement. Elle permet par exemple de se débarrasser des tissus ou
cellules produits en exces, telles que les cellules de la moelle osseuse, les cellules
immunitaires et les cellules de l'intestin (Hotchkiss et al., 2009). Une classification a
été développée pour décrire les différents types de mort cellulaire : la mort cellulaire
programmée de type | = apoptose, de type Il = autophagie, et de type Ill = nécrose
(Figure 11) (Galluzzi et al., 2007). L’apoptose et la nécrose sont les mécanismes de
mort cellulaire les plus décrits, le premier étant un mécanisme pré-programmé, et le
second étant considéré comme une forme de mort accidentelle. Il a été montré, de
plus, que la nécrose pouvait dans certaines situations, étre régulée par un mécanisme
pré-programmé (Zong et al., 2006). L’autophagie, quant a elle, est un processus
d’autodigestion de la cellule par elle-méme via la machinerie lysosomale (Mizushima,
2007). Elle est considérée comme un processus de survie en situation de stress,
permettant de réutiliser le contenu intracellulaire non Iésé. Cependant, 'autophagie
prolongée ou intense peut aussi enclencher un processus de mort cellulaire

(« autophagy-associated cell death ») (Levine et al., 2005).

Des études de plus en plus nombreuses montrent que ces différents processus
pouvant conduire a une mort cellulaire peuvent avoir lieu au sein de la méme cellule.
En effet, 'apoptose, 'autophagie et la nécrose ont été détectés dans les chondrocytes
du cartilage arthrosique (Charlier et al., 2016). Le cartilage articulaire ayant la
particularité de ne pas étre vascularisé, les phagocytes ne peuvent donc pas éliminer
les cellules dégradées (par apoptose ou par autophagie). Une nécrose secondaire
peut alors étre déclenchée. Ainsi, certains auteurs décrivent alors un type de mort
cellulaire ayant des caractéristiques a la fois d’apoptose, d’autophagie et de nécrose,
appelé la chondroptose (Roach et al., 2004).
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Figure 12 : Réles physiologiques de I’apoptose au cours du développement. L’apoptose
est impliguée dans la formation des espaces interdigitaux (A), ainsi que dans la formation de
la lumiére des vaisseaux (B). Elle conduit aussi a la disparition des structures vestigiales telles
gue la queue des amphibiens (C) ou des structures appartenant exclusivement a un sexe (les
canaux de Muller qui forment I'utérus et les oviductes vont régresser chez le male, et les
canaux de Wolff qui forment I'épididyme et le canal déférent régressent chez la femelle) (D).
Enfin, 'apoptose permet I'élimination des cellules produites en exceés (E), ainsi que les cellules

dangereuses ou lésées (F et G) (adapté de Jacobson et al., 1997).
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a) L’apoptose

Généralités sur 'apoptose :

L’apoptose, ou mort cellulaire programmée, a pour la premiere fois été décrite
par I'équipe de Kerr (Kerr et al., 1972). Ce mécanisme de mort cellulaire a a la fois un
réle physiologique au cours du développement, et peut aussi étre activé de facon
anormale en situation de stress.

Le terme mort cellulaire « programmée » a été utilisé car ce mécanisme a d’abord
été décrit a des moments et des endroits définis au cours du développement. En effet,
I'apoptose a un réle essentiel dans la structuration des tissus (Figure 12), notamment
dans la formation des doigts et de la lumiére des vaisseaux, la suppression d’organes
inutiles tels que les structures vestigiales (queue des amphibiens, appendice caudal
chez ’'hnomme) ou les structures nécessaires a un sexe mais pas a l'autre. Elle sert
aussi a éliminer les cellules qui sont produites en exces (les neurones par exemple) et
les cellules potentiellement dangereuses (certains lymphocytes B ou T) ou lésées
(suite a des dommages a '’ADN par exemple) (Jacobson et al., 1997). D’un point de
vue moléculaire, I'apoptose consiste en des étapes séquentielles et programmées :
linitiation, I'exécution et la phase de dégradation.

L’apoptose est notamment impliquée dans le processus d’ossification
endochondrale, au cours duquel le tissu cartilagineux de la plague de croissance est
remplacé par du tissu osseux (Mackie et al., 2008). Au terme de cette différenciation,
les chondrocytes hypertrophiques disparaissent, et malgré les décennies de recherche
sur le sujet, leur devenir n’est pas toujours pas clair (Shapiro et al., 2005). Ceux-ci soit
meurent par apoptose (Gibson, 1998), soit se transdifférencient en cellules osseuses
(c’est-a-dire que les chondrocytes hypertrophiques se dédifférencient puis se
redifférencient en ostéoblastes) (Yang et al., 2014).

Cependant, en situation pathologique, I'apoptose peut étre activée de fagon
aberrante et entrainer la mort de cellules, et contribuer au développement de
différentes maladies, telles que cancer, diabete, maladies neurodégénératives ou
auto-immunes. L’apoptose peut étre induite par une multitude de stress, tels que des

dommages a I’ADN, une irradiation, une déprivation en facteurs de croissance.
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Figure 13 : Morphologie des cellules apoptotiques. Coupe de pancréas murin montrant
des cellules apoptotiques (fleches) qui ont une taille réduite avec un cytoplasme condensé,

ainsi qu’un noyau pycnotique et fragmenté (Elmore, 2007).

Figure 14: Ultrastructure des cellules apoptotiques (en microscopie électronique a
transmission). (A) Coupe de thymus de rat montrant des lymphocytes normaux. (B)
Lymphocytes en phase précoce d’apoptose. Le cytoplasme se condense, les contours
cellulaires sont irréguliers, le noyau se fragmente (téte de fleche) et des corps apoptotiques
apparaissent (fleche). (C) Lymphocytes apoptotiques qui bourgeonnent pour former un corps
apoptotique (fleche). (D) Corps apoptotiques phagocytés par un macrophage (adapté de
Elmore, 2007).
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En situation physiologique, 'homéostasie cellulaire est le résultat de I'équilibre
entre prolifération et mort cellulaire. Une diminution de I'apoptose résulte alors en une
accumulation de cellules, qui peut étre délétére, notamment dans le cas des cancers.
A l'inverse, une augmentation de I'apoptose peut entrainer une perte cellulaire, qui est
néfaste dans le systeme nerveux par exemple, participant alors au développement de

maladie neurodégénératives (Thompson, 1995).

Morphologie des cellules apoptotiques :

L’apoptose se caractérise par un rétrécissement de la taille de la cellule ainsi
gu’une altération du noyau lors de la condensation de la chromatine conduisant a un
noyau condensé (pycnose), qui peut étre aussi fragmenté (caryorrhexis). La taille de
la cellule diminuant, le cytoplasme de la cellule se densifie et les organelles se
compactent (Figure 13). La membrane plasmique va ensuite bourgeonner et le noyau
va se fragmenter pour former de petits corps cellulaires entourés d’'une membrane
plasmique intacte. Ces « corps apoptotiques » sont alors éliminés par les cellules
phagocytaires (Figure 14). Tout ce processus n’induit pas de réaction inflammatoire,
comme au cours de la nécrose, car les corps apoptotiques ne libérent pas leur contenu

cytoplasmique et sont rapidement phagocytés (Elmore, 2007).

Voies de signalisation de I'apoptose :

Les voies de l'apoptose sont classiquement divisées en 2 voies : la voie
extrinseque, ou voie des récepteurs de mort et la voie intrinseque, ou voie
mitochondriale (Fulda et al., 2006). Ces différentes voies convergent toutes vers
lactivation des caspases (cysteine-dependent aspartate-directed proteases)

effectrices (voie d’exécution) (caspases 3, 6 et 7).
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Figure 15: Voies de signalisation impliquées au cours de I'apoptose cellulaire : voie
intrinséque et voie extrinséque. Ces deux voies d’activation de I'apoptose résultent en
l'activation des caspases effectrices (caspases 3 et 7). La voie intrinséque, ou voie
mitochondriale, est activée suite a un signal intracellulaire et résulte en l'activation des
protéines de la famille Bcl-2 et la libération de cytochrome c qui va activer la caspase 9 via la
formation de I'apoptosome, et de différentes protéines intra-mitochondriales résultant en
I'activation des caspases effectrices. La voie extrinséque, ou voie des récepteurs de mort, va,
elle, étre activée par un ligand extracellulaire sur un récepteur de la famille du TNF pour former
un complexe DISC (death-inducing signaling complex). Celui-ci va induire I'activation de la

caspase 8, qui va elle-méme activer les caspases effectrice (Vucic et al., 2011).
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La voie extrinséque, ou voie des récepteurs de mort : Cette voie apoptotique est

activée par la fixation d’'un ligand extracellulaire a la surface des cellules via un
récepteur de la famille des récepteurs au TNF (TNFR) (Locksley et al., 2001). Les
différents membres de cette famille possedent un domaine extracellulaire similaire
riche en cystéines, ainsi qu’un domaine cytoplasmique de 80 acides aminés appelé
« domaine de mort » qui permet la transmission du signal de mort et donc I'activation
des voies de signalisation impliquées (Ashkenazi et al., 1998). Les récepteurs de mort
impliqués dans la voie extrinseque sont TNFR1/2, Fas (ou CD95, ou apoptosis antigen
1/APO-1), et DR3/4/5/6 et leurs ligands associés sont TNF-a, FasL, TRAIL (TNF-
related apoptosis inducing ligand) et TWEAK (TNF-like weak inducer of apoptosis)
(Wajant, 2003). Les deux récepteurs activant cette voie de signalisation les mieux
décrits sont Fas et TNFR1 (Figure 15).

Quand un ligand se fixe au récepteur, celui-ci se trimérise, ce qui va entrainer
son activation. Une fois le ligand fixé, des protéines adaptatrices possédant elles aussi
des domaines de mort sont recrutées et se fixent au récepteur. Dans le cas du
récepteur FasR, la protéine adaptatrice FADD (Fas-Associated protein with Death
Domain) se fixe au récepteur, alors que pour TNFR1, c’est la protéine TRADD
(TNFR1-Associated Death Domain protein) qui va étre recrutée et qui va ensuite fixer
les protéines FADD et RIP (Receptor-interacting protein). FADD va ensuite s’associer
a la procaspase-8 pour former un complexe appelé DISC (death-inducing signaling
complex), entrainant dans un premier temps l'activation de la caspase-8 puis
I'activation des caspases effectrices (Kischkel et al., 1995; Walczak et al., 2000).

Dans certains cas, les protéines impliquées dans la voie extrinseque peuvent
interagir avec les protéines de la voie intrinséque. C’est le cas notamment dans les
hépatocytes (Yin et al., 1999), ou la caspase-8 va activer la protéine pro-apoptotique

Bid, qui va transloquer a la mitochondrie et activer la voie mitochondriale.
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Figure 16 : Schéma de la voie apoptotique intrinséque, ou voie mitochondriale. Suite a
un stress intracellulaire, les protéines de la famille Bcl-2 sont activées, résultant en I'activation
de la protéine Bax. Celle-ci va entrainer la perméabilisation de la membrane mitochondriale et
la libération des protéines apoptotiques, telles que le cytochrome ¢ qui va former 'apoptosome
avec les protéines Apaf-1 et la caspase-9, et ainsi induire 'activation des caspases effectrices
3 et 7. Les protéines inhibitrices de I'apoptose (IAP) empéchent 'activation de la caspase-9,
et sont elles-mémes inhibées par Smac et Omi. L’inhibiteur de CAD (ICAD) est clivé par les
caspases-3 et -7, libérant la protéine CAD, qui comme les protéines AlF et 'endonucléase G

vont étre responsables de la fragmentation de 'ADN (Saelens et al., 2004).
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La voie intrinséque, ou voie mitochondriale : Cette voie est activée lors d’une agression

intracellulaire, notamment suite a des dommages a I’'ADN, a I'activation d’oncogenes,
a une hypoxie, a une infection virale ou a la présence de radicaux libres (ROS). La
réception de ce signal va mettre en jeu les protéines de la famille Bcl-2 (B-cell
lymphoma-2) (Figure 16) (Cory et al., 2002). Cette famille de 25 genes possede un a
guatre domaines BH (Bcl-2 homology domains) (BH1 a BH4) qui permettent de classer
ses différents membres selon leur activité anti- ou pro-apoptotique. Classiquement, les
membres de la famille Bcl-2 sont classés en 3 catégories : les protéines anti-
apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w, Mcll, Al) qui inhibent les protéines pro-
apoptotiques (Bax, Bak), et les protéines BH3-only (Bad, Bik, Bid, Hrk, Bim, Bmf, Noxa,
Puma) qui possédent toutes un domaine BH3 conservé (Youle et al., 2008). Les
protéines BH3-only ont deux modes d’action : ils inhibent Bcl-2 ou Bcl-xI ce qui entraine
la dérépression de Bax et Bak, ou bien interagissent directement avec Bax et Bak pour
activer I'apoptose (Willis et al., 2007). Les protéines Bax et Bak sont responsables de
la perméabilisation de la membrane externe des mitochondries, ce qui va entrainer la
libération de molécules apoptotiques (Saelens et al., 2004). Celles-ci sont divisées en
2 groupes :
- le cytochrome ¢, Smac/DIABLO (Second mitochondria-derived activator of
caspases), et Omi/HtrA2 (High temperature requirement protein A2).
Le cytochrome c va se lier a la protéine Apaf-1 (Apoptotic peptidase activating
factor 1) et a la procaspase-9 pour former 'apoptosome, qui va activer les
caspases effectrices. Smac/DIABLO et Omi/HtrA2 vont, elles, inhiber les
protéines inhibitrices de I'apoptose (IAP) et donc induire I'apoptose. De fagon
anecdotique, Smac et Omi ont aussi une activité indépendante des caspases
- les protéines AIF (Apoptosis inducing factor), endonucléase G et CAD
(Caspase-activated DNase) qui vont étre transloquées vers le noyau dans les
phases tardives, une fois que le processus de mort est enclenché, et qui vont
induire la condensation de la chromatine et la fragmentation de 'ADN. AIF et
'endonucléase G vont agir de fagon caspase-indépendante, alors que CAD est

activé par les caspases effectrices
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dimérisation via des molécules adaptatrices, alors que les caspases effectrices (3, 6, 7) sont

des diméres qui sont activés suite a leur clivage entre les 2 sous-unités (Pop et al., 2009).
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La voie d’exécution : Les voies intrinseque et extrinséque convergent toutes les deux

vers la phase d’exécution, qui se caractérise par I'activation des caspases effectrices,
les caspases-3, -6 et -7, avec un role prépondérant de la caspase-3. Les mécanismes
d’activation des caspases effectrices different de ceux des caspases initiatrices
(Figure 17). Ces derniéres sont activées par dimérisation grace a des protéines
adaptatrices, alors que les caspases effectrices sont des dimeres clivés par des
enzymes initiatrices (Pop et al., 2009). Celles-ci vont étre responsables d’une cascade
de protéolyse conduisant a la destruction de la cellule (Prokhorova et al., 2015).
D’autres protéines sont aussi capables d’induire les caspases effectrices comme les
cathepsines, calpaines, et granzymes (Vandenabeele et al., 2005). Au cours de cette
cascade protéolytique, les caspases effectrices activent la protéine ROCK1 (rho-
associated, coiled-coil-containing protein kinase 1) responsable de la contraction du
cytosquelette d’actine-myosine et clivent les lamines nucléaires, entrainant la rupture
de la membrane nucléaire et le bourgeonnement de la membrane plasmique. Elles
activent de plus les protéines Mstl (Mammalian Sterile 20-like kinase 1), PKC-0
(Protein kinase C delta) et acinus responsables de la condensation de la chromatine.
Les caspases sont aussi responsables du clivage de la protéine PARP (poly(ADP-
ribose) polymerase) qui est impliquée dans la réparation de 'ADN (Figure 18). Tous
ces évenements vont conduire a la formation des corps apoptotiques, ceux-ci se
caractérisent notamment par [I'externalisation de leurs phosphatidylsérines
membranaires a la surface, et qui sont reconnues par les phagocytes afin de les
éliminer (Fadok et al., 2001).

L’apoptose des chondrocytes au cours de I'arthrose :

La présence d’apoptose dans le cartilage a été suggérée suite a la détection de
lacunes vides au sein de la MEC (Mitrovic et al., 1983; Blanco et al.,, 1998). De
nombreuses études ont alors montré la présence d’apoptose au sein du cartilage
articulaire chez 'homme (Blanco et al., 1998; Hashimoto et al., 1998 b) et chez la
souris (Adams et al., 1998). Cependant, la fréquence d’apparition des cellules
apoptotiques au sein du cartilage arthrosique varie énormément parmi les différentes
études : 3-15% (Sharif et al., 2004), moins de 10% (Blanco et al., 1998), autour de
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20% (Hashimoto et al., 1998 b; Héraud et al., 2000), voire seulement quelques cellules
(Aigner et al.,, 2001). De facon intéressante, le nombre de lacunes vides est
particulierement important dans la couche de cartilage calcifié (sous le cartilage
articulaire), ce qui peut étre particulierement délétére dans les stades avancés, car la
couche de cartilage articulaire superficielle disparait a mesure que larthrose
progresse, le cartilage calcifié devient alors le seul réservoir de chondrocytes (Aigner
et al., 2004).

La séquence d’événements au cours de l'arthrose est mal connue, et il n’existe
pour le moment pas de consensus sur le rle de I'apoptose dans le développement de
I'arthrose. Bien qu’il soit généralement admis que I'arthrose soit associée a une
augmentation de I'apoptose, des auteurs suggérent que I'apoptose est une cause de
I'arthrose, alors que d’autres suggérent qu’elle en est une conséquence (Zamli et al.,
2011). Plusieurs études ont, en tous les cas, montré que l'injection intra-articulaire
d’inhibiteur des caspases protege le cartilage articulaire de la mort des chondrocytes
par apoptose (D’Lima et al., 2006; Dang et al., 2006). Au cours de 'arthrose, différents
stimuli peuvent induire I'apoptose, dont notamment les composants de la MEC
(comme les fragment de fibronectine par exemple), le stress mécanique, le NO et le
stress oxydant, les récepteurs de mort (Fas) ou les cytokines inflammatoires (IL1-,
TNF-a) (Kuhn et al., 2004).

La diminution de la cellularité et la dégradation de la MEC cartilagineuse sont
des événements centraux dans le développement de I'arthrose (Thomas et al., 2007).
Parallelement, il est reconnu que la plupart des cellules ont besoin d’étre attachées a
d’autres cellules ou a la MEC pour proliférer, fonctionner et survivre. Ce phénomeéne
est appelé dépendance d’ancrage (Ruoslahti, 1997). La perte de PG ainsi que
l'altération des fibrilles de collagéne peuvent alors entrainer des anomalies de
I'ancrage des chondrocytes dans la matrice et une activation de I'apoptose (Kim et al.,
2001). En effet, le cartilage des souris déficientes en collagene de type Il présente les
caractéristiques typiques d’apoptose (Yang et al., 1997). De la méme facon, les souris
invalidées pour différentes intégrines, qui régulent 'adhésion cellule-cellule et cellule-
matrice, présentent des signes d’apoptose dans le cartilage articulaire (Pulai et al.,
2002; Zemmyo et al., 2003).
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Les traumatismes articulaires dus a des contraintes mécaniques excessives
sont un facteur de risque prépondérant dans le déclenchement de I'arthrose. De
nombreuses études ont montré qu’une lésion due a une charge mécanique importante
déclenche I'apoptose in vitro (Clements et al., 2001; D’Lima et al., 2001 a; Kim et al.,
2002), et in vivo (Colwell Jr. et al., 2001; D’Lima et al., 2001 b). En effet, ce stress
mécanique va induire la production de molécules pro-inflammatoires (IL1-f et NO),
ainsi que des molécules cataboliques (MMPSs) qui vont contribuer a la dégradation de

la MEC et a la mort cellulaire (Honda et al., 2000).

L’expression du récepteur de mort Fas/CD95 a été reportée dans le cartilage
articulaire arthrosique (Hashimoto et al., 1997; Todd Allen et al., 2004; Wei et al.,
2006), particulierement dans les zones superficielles et moyennes. L'étude de Wei et
al. montre que la stimulation de la voie du récepteur Fas induit a la fois I'apoptose et
la nécrose, et augmente la production du FasL par les chondrocytes, signant une
boucle d’amplification du signal apoptotique (Wei et al., 2006). Le FasL proviendrait
du liquide synovial, qui, chez le patient arthrosique, en contient en quantité importante
(Hashimoto et al., 1998 a).

Le role du NO dans l'arthrose et la mort des chondrocytes a été abondamment
étudié. Son mécanisme d’action reste néanmoins controversé. L’équipe de Blanco a
été la premiére a démontrer que l'utilisation d’'une molécule donneuse de NO, le
sodium nitroprusside (SNP), a dose élevée induit une mort cellulaire par apoptose
dans des chondrocytes articulaires humains (Blanco et al., 1995). Il a ensuite été établi
une corrélation forte entre apoptose des chondrocytes, production de NO et grade
d’arthrose (Hashimoto et al., 1998 c). Les mécanismes impliqués ne sont pas encore
totalement élucidés, mais linteraction du NO avec les especes réactives de
I’oxygéne (ROS) semble centrale dans les mécanismes d’induction de I'apoptose.

L’étude de Blanco et al. montre que seul le NO peut induire 'apoptose, alors que
les ROS induisent la nécrose (Blanco et al., 1995). L’auteur démontre de plus que la
cytokine IL1-B, qui induit la production de NO et de ROS, n’induit pas I'apoptose quand
elle est utilisée seule, mais nécessite la présence de « scavengers » de ROS

(molécules anti-oxydantes). Il note aussi qu’en bloquant la production de NO cet effet
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était abrogé, suggérant que I'effet pro-apoptotique de I'lL1-B dépend du NO, et que les
ROS induits par I'lL1- réagissent avec le NO synthétisé, et 'empéchent d’avoir une
activité biologique. En paralléle, une étude montre que I'lL1-B et le TNF-a induisent
des dommages mitochondriaux NO-dépendants responsables de [linduction de
'apoptose des chondrocytes (Kim et al., 2010), alors qu’une autre étude montre des
effets anti-apoptotiques de I'lL1-B, non médiés par le NO (Kuhn et al., 2000).

D’autre part, bien que la production de NO induite par le SNP déclenche
'apoptose, plusieurs études montrent que, dans le cartilage, cet effet nécessite la
présence de ROS (Del Carlo et al., 2002; Liang et al., 2014). Le r6le du NO dans
I'apoptose des chondrocytes reste donc trés controversé. L’étude de Del Carlo et al. a
par exemple montré que dans certaines conditions, le NO pouvait étre cytoprotecteur,
et que cet effet est dépendant du statut redox au sein de la cellule (Del Carlo et al.,
2002). Finalement, il est probable que la cytotoxicité du NO ne soit pas uniquement
due au NO lui-méme, mais aussi aux ROS auxquels il peut s’associer. De facon
intéressante, une autre étude montre que le SNP induit une mort cellulaire qui n’est
pas de I'apoptose classique, et semble étre a la fois de I'apoptose et de la nécrose
(Kuhn et al., 2003). La balance entre NO et ROS intracellulaires semble donc
déterminer le type de mort cellulaire impliqué ; en présence d’une quantité de ROS
faible, le NO induirait 'apoptose, alors qu’en présence de forte concentration de ROS,

il induirait la nécrose.

b) La nécrose

La nécrose a tout d’abord été décrite comme un mécanisme de mort accidentelle,
déclenché suite a un stimulus externe a la cellule, comme une infection, un
traumatisme, une ischémie, des températures extrémes, et dont elle ne peut se
remettre. Elle a longtemps été considérée comme un processus de mort qui n’est ni
de l'apoptose ni de l'autophagie. La nécrose peut aussi étre physiologique, et des

études montrent qu’elle peut étre induite afin d’éliminer des cellules indésirables.
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Figure 19: Morphologie des cellules apoptotiques et nécrotiques par microscopie

électronique a transmission. (A) Cellule de lignée de fibrosarcome en condition normale.

(B) Cellule en apoptose : la chromatine se condense et les corps apoptotiques apparaissent.

(C) Cellule en nécrose (prés d’'un macrophage (astérisque)) : les contours de la cellule sont

mal définis, les mitochondries gonflent et I'intégrité de la membrane plasmique est altérée

(échelle 1 um) (adapté de Krysko et al., 2008).
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Figure 20: Mort cellulaire par
nécrose et déclenchement de
Pinflammation. Les  cellules
nécrotiques activent le
complément et relarguent des
DAMPs (Damage-associated
molecular patterns), ainsi que des
protéases et hydrolases. Les
DAMPs sont reconnus par les
cellules de limmunité et vont
induire la production de médiateurs
pro-inflammatoires. Ceux-ci vont
agir sur I'endothélium vasculaire et
induire  le  recrutement de
macrophages et neutrophiles et la
production d’anticorps qui vont
neutraliser les agents
responsables des dommages,
éliminer les cellules mortes, et
stimuler la réparation tissulaire
(adapté de Kono et al., 2008).
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Généralités sur la nécrose :

La nécrose se caractérise par une augmentation du volume de la cellule, appelée
«oncose » (cedéme), un gonflement des organelles, ainsi qu'une rupture de la
membrane plasmique, entrainant la libération du contenu intracellulaire (Figure 19)
(Kroemer et al., 2009). La séquence d’événements mis en jeu au cours de la nécrose
n’est pas claire, mais des études ont montré que les cellules nécrotiques pouvaient se
caractériser par: des signes précoces de dysfonction des mitochondries, avec
production de ROS et gonflement des mitochondries ; déplétion en ATP (Adénosine
triphoshate) ; anomalies dans [I'homéostasie du calcium ; regroupement des
organelles en périphérie du noyau; activation de protéases (calpaines et
cathepsines) ; rupture des lysosomes ; rupture de la membrane plasmique (Golstein
et al., 2007).

Une fois que la membrane plasmique s’est rompue, des molécules endogénes
sont relarguées, les DAMPs (Damage-associated molecular patterns) ou alarmines
(Figure 20). Ces protéines ont des propriétés proches des cytokines et ne sont pas
relarguées par des cellules saines. Elles vont activer les cellules de I'immunité innée
et induire une réaction inflammatoire. Parmi les DAMPs, la plus décrite est THMGB1
(High-mobility group box 1 protein), mais aussi I'acide urique, les HSPs (Heat-shock
proteins), les nucléosomes, les purines telles que 'ATP et 'adénosine, etc. (Kono et
al., 2008). Celles-ci vont se lier a des récepteurs sur les cellules phagocytaires (Toll
like receptors TLRs et receptor for advanced glycation endproducts RAGE), et stimuler
la production de cytokines pro-inflammatoires (TNF, IL-1, 6 et 8). D’autres molécules
vont aussi étre libérées par la cellule nécrotique, telles que des protéases et
hydrolases, ainsi que des protéines activant le complément, qui vont alors participer a
la réaction inflammatoire. Toute cette cascade conduit au recrutement de
macrophages/neutrophiles qui vont phagocyter les cellules mortes.

Comme nous l'avons vu précédemment, et a la différence de la nécrose, les
cellules apoptotiques sont éliminées par phagocytose sans induire d’inflammation.
Cependant, des études ont démontré qu’'une nécrose secondaire pouvait avoir lieu
dans des cellules apoptotiques, lorsque le processus de phagocytose est incomplet
ou inexistant (on parle de cellules en apoptose tardive). L’accumulation de ces cellules
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en nécrose secondaire va donc induire une réponse immunitaire adaptative, et une
inflammation chronique (a la différence de la nécrose primaire qui induit plutét une

inflammation aigue) (Sachet et al., 2017).

La nécroptose :

Bien que décrite comme étant accidentelle, la nécrose peut aussi étre
programmée. Notamment, lorsque I'apoptose est altérée, de fagon surprenante, la
survie cellulaire n’est pas augmentée, mais un switch de 'apoptose vers la nécrose se
met en place (Lemaire et al., 1998). De maniére intéressante, I'inhibition des caspases
au cours du développement embryonnaire (lors de la formation des espaces
interdigitaux) se traduit par une activation de la nécrose, qui remplace alors I'apoptose,
et aboutit a la formation des doigts de facon identique (Chautan et al., 1999).

Cette mort cellulaire programmée qui a les caractéristiques des cellules en
nécrose a été dénommeée « nécroptose » (Degterev et al., 2005). En effet, cette voie
fait intervenir des constituants de la voie extrinséque d’apoptose. Les ligands FasL,
TNF-a et TRAIL, par exemple, induisent une mort cellulaire proche de la nécrose en
présence d’un inhibiteur des caspases (Holler et al., 2000). Les voies de signalisation
mises en jeu impliquent les protéines kinases RIP1 (Holler et al., 2000) et RIP3 (Cho
et al., 2009; He et al., 2009; Zhang et al., 2009 a) qui vont former un complexe appelé
le nécrosome. Celui-ci va ensuite induire la phosphorylation de la protéine MLKL
(Mixed lineage kinase domain-like protein) qui va alors induire la formation de pores
dans la membrane et déclencher la mort de la cellule par nécrose (Wang et al., 2014).

La nécrose des chondrocytes :

La nécrose dans le contexte arthrosique reste un phénomene trés peu décrit,
notamment du fait de la difficulté a identifier et quantifier la nécrose que ce soit in vitro
ou in vivo. Plusieurs études ont montré qu’'un stress mécanique appliqué sur le
cartilage articulaire entrainait la mort des chondrocytes (Lucchinetti et al., 2002; Lewis

et al., 2003), et notamment pouvait déclencher la nécrose. Une étude réalisée par
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Figure 21 : Les différents types d’autophagie. (a2) La macroautophagie se caractérise par
la formation d’'une vésicule a double membrane, appelée I'autophagosome, qui va séquestrer
le contenu cytoplasmique endommagé. Il va ensuite fusionner avec le lysosome puis étre
hydrolysé. Les métabolites seront alors réutilisés soit pour synthétiser de nouvelles protéines,
soit comme source d’énergie. (b) L’autophagie médiée par les protéines chaperonnes va
permettre la translocation de peptides possédant une séquence particuliere (motif KFERQ) via
la protéine chaperonne Hsp70. La protéine membranaire lysosomale LAMP-2A va alors
s’oligomériser et permettre I'entrée de la protéine dans le lysosome. (c) La microautophagie
permet la séquestration directe de composants localisés prés des lysosomes, via une

invagination de la membrane lysosomale (Boya et al., 2013).
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Chen et al. suggere que la nécrose est déclenchée en premier suite a des impacts
répétés, méme si des cellules apoptotiques sont aussi détectées (Chen et al., 2001).
De plus, une autre étude démontre que I'induction de I'apoptose (via I'activation de la

voie CD95) déclenche aussi une nécrose des chondrocytes (Wei et al., 2006).

c) L'autophagie

Généralités sur l'autophagie :

L’autophagie, qui signifie « se manger soi-méme », a été décrite pour la premiére
fois en 1963 par Christian De Duve (De Duve, 1963). Puis, en 2016, le prix Nobel de
physiologie ou médecine a été attribué a Yoshinori Ohsumi pour ses travaux portant
sur 'autophagie. Ce processus a été amplement étudié chez la levure Saccharomyces
cerevisiae, et les différentes études montrent que ce phénomene est bien conservé
entre les especes (Takeshige et al., 1992). L’autophagie est un processus
d’autodigestion par la cellule elle-méme dorganelles et macromolécules
endommagées, via la machinerie lysosomale, permettant le recyclage de ses propres
constituants (Bento et al., 2016). Elle est régulée par la famille des genes codant pour
les protéines ATG (« AuTophaGy-related » gene) (Klionsky et al, 2003).
Contrairement a I'apoptose et a la nécrose, I'autophagie est considérée comme un
processus de survie. Cependant, des études actuelles tendent a montrer qu’il existe
une mort qui serait due a I'autophagie. Il existe différents types d’autophagie : la macro-
autophagie, 'autophagie médiée par les protéines chaperonnes et la micro-autophagie
(Figure 21). Les substrats pris en charge lors de I'autophagie incluent : des agrégats
de protéines, des mitochondries endommagées, des péroxisomes ou ribosomes en
exces, des endosomes ou du réticulum endoplasmique (RE), des gouttelettes

lipidiques ou bien des pathogénes intracellulaires (Shaid et al., 2013).
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Figure 22 : Le processus autophagique. La macro-autophagie débute par la formation du
phagophore (structure a double membrane), puis se poursuit par des phases d’élongation et
de fermeture du phagophore, aboutissant a la formation de I'autophagosome entourant une
portion du cytoplasme. S’ensuit une étape de maturation via la fusion a un endosome ou un
lysosome, et une étape de dégradation de la membrane interne de l'autolysosome et du
contenu cytoplasmique via des hydrolases acides. Le contenu digéré est ensuite relargué via

des perméases pour étre réutilisé (Yang et al., 2010).

Figure 23: Morphologie des cellules
autophagiques. Images en microscopie
électronique a transmission de fibroblastes
embryonnaires murins en condition de
stress nutritionnel. Les fleches indiquent les
autophagosomes ; les doubles fleches les
autolysosomes; et les triangles les
fragments de RE (Mizushima et al., 2010).
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L’autophagie médiée par les protéines chaperonnes (CMA ; Chaperone-mediated

autophagy) concerne des substrats cytosoliques particuliers possédant un motif
peptidiqgue « KFERQ » (Lysine-Phénylalanine-Acide glutamique-Arginine-Glutamine)
(soit environ 30% des protéines cytosoliques). Ces substrats sont reconnues par la
protéine chaperonne Hsp70 (heat-shock protein of 70 kDa), qui en présence de
protéines co-chaperonnes (Hsp40 et Hsp90 notamment), va se fixer a un récepteur de
la membrane lysosomale, LAMP-2A (Lysosome-associated membrane protein type
2A). Celui-ci va se multimériser pour former un complexe de translocation. Grace aux
protéines chaperonnes, le substrat d’intérét va étre déplié et va traverser la membrane
lysosomale pour étre dégradé par les protéases lysosomales (Dice, 2007; Cuervo et
al., 2014). Une diminution de I'autophagie médiée par les protéines chaperonnes est
observée au cours du vieillissement, principalement due a une diminution de
l'expression de LAMP-2A (Cuervo et al., 2000; Zhang et al., 2008 a). Ce type
d’autophagie est aussi particulierement réduit au cours de maladies
neurodégénératives, telles que la maladie de Parkinson (Cuervo, 2004), et augmenté

dans les cellules cancéreuses (Kon et al., 2011).

La micro-autophagie est un processus de dégradation non sélectif via les lysosomes.

Elle est bien moins décrite que la macroautophagie et la CMA. Au cours de ce
processus, la membrane du lysosome s’invagine de facon aléatoire, et forme une

vésicule qui bourgeonne a I'intérieur du lysosome (Li et al., 2012).

Enfin, la macro-autophagie (que I'on appellera autophagie) consiste en la formation

d’'une structure a double membrane, appelé phagophore qui va séquestrer le matériel
cytoplasmique a dégrader et va fusionner pour former 'autophagosome. Celui-ci va
ensuite fusionner avec le lysosome pour former l'autolysosome, contenant des
enzymes lysosomales, les hydrolases qui vont dégrader les substrats a éliminer, et les

relarguer dans le cytosol pour étre recyclés (Figures 22 et 23) (Xie et al., 2007).
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Figure 24 : Régulation des différentes étapes du processus autophagique. Le processus
autophagique est initié par l'inhibition de mTOR ou l'activation de IAMPK. ULK1 est alors
phosphorylé, et va alors catalyser la phosphorylation des autres composants du complexe
ULK1 (ULK1, ULK2, ATG13, FIP200 et ATG101) ainsi que la protéine AMBRA, permettant
ainsi le recrutement du complexe Beclin-1-PI3KC3 (Beclinl, ATG14L, pl150/Vpsl5 et
PIBKC3/Vps34) au niveau de la membrane disolation. La PI3KC3 génére alors le
phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P), qui se fixe spécifiquement aux protéines WIPIs. Ces
derniéres sont nécessaires au recrutement des 2 complexes d’élongation ATG12-ATG5-
ATG16L1 et LC3b-PE, qui vont permettre la formation de l'autophagosome mature. La
protéine ATG9, quant a elle, permettrait I'apport en lipides pour former I'autophagosome
(Nixon, 2013).
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Les différentes étapes de I'autophagie :

Le processus autophagique se déroule en différentes étapes : (i) I'initiation, (ii) la
nucléation, (iii) I'élongation et (iv) la fusion de I'autophagosome avec le lysosome
(Figure 24).

L’etape d’initiation :

L’autophagie débute par la formation du phagophore, ou membrane d’isolation,
dont l'origine reste controversée (Lamb et al., 2013). Elle proviendrait du RE (Hayashi-
Nishino et al., 2009), de l'appareil de Golgi (Yen et al., 2010), des mitochondries
(Hailey et al., 2010), ou de la membrane plasmique (Ravikumar et al., 2010). Les
mécanismes précis de formation de ce phagophore ne sont pas connus et des études
suggerent une origine multiple a ces structures a double membrane (Biazik et al.,
2015).

Le niveau d’autophagie basal est faible en conditions normales. Il est régulé
négativement par la protéine mTOR (mammalian target of rapamycin) de maniere
constitutive. mTOR posséde une activité sérine/thréonine kinase, et constitue 2
complexes distincts, mMTORC1 et mMTORC2. Le complexe mTORC2, moins bien décrit,
est impliqué dans la régulation du métabolisme cellulaire et l'organisation du
cytosquelette (Sarbassov et al., 2004), alors que mTORCL1 stimule la croissance
cellulaire et la prolifération en stimulant la synthése protéique, la lipogénése et le
metabolisme, ainsi qu’en diminuant l'autophagie (Laplante et al., 2013). L’étape
d’initiation met en jeu 2 complexes majeurs : le complexe ULK1 (unc-51-like autophagy
activating kinase 1) et le complexe Beclin1l-PI3KC3 (coiled-coil, myosin-like BCL2-
interacting protein ; class Il phosphatidyl-inositol-3-kinase).

Le complexe ULK1 est formé des protéines ULK1/2 (I'action de ULK2 dans
'autophagie étant beaucoup moins bien décrite), ATG13, ATG101 et FIP200 (FAK
(focal adhesion kinase) family-interacting protein of 200 kDa) (Mizushima, 2010). En

condition basale, mTORCL1 inhibe la formation du complexe ULK1 en phosphorylant
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Figure 25: L’élongation de l'autophagosome au cours du processus autophagique.
L’élongation du phagophore met en jeu 2 systéemes de conjugaison « ubiquitine-like » : les
complexes ATG12-ATG5-ATG16L1 et LC3b(Atg8)-PE. (A) Processus d’ubiquitination des
protéines, mettant en jeu différentes enzymes E1, E2 et E3. (B-C) Conjugaison des complexes
ATG12-ATG5-ATG16L1 et LC3b-PE. (D) Formation de l'autophagosome : ATG12-ATG5-
ATG16L1 est tout d’abord recruté au niveau du phagophore, puis entraine le recrutement de

LC3b-PE nécessaire a son expansion (adapté de Geng et al., 2008 a).
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ATG13 et ULK1/2 ; en situation de déprivation en nutriments, mTORCL1 est inhibg,
ULK1/2 sont alors activés et phosphorylent ATG13 et FIP200 (Ganley et al., 2009;
Hosokawa et al., 2009; Jung et al., 2009). Ce processus est de plus régulé par la
protéine AMPK (Adenosine monophosphate-activated protein kinase), qui est une
sorte de capteur énergétique de la cellule, et qui va activer I'autophagie en cas de
stress nutritif. AMPK va a la fois inhiber mTORC1 et activer le complexe ULK1. La
phosphorylation de ULK1 par mTORC1 a un r6le inhibiteur sur I'activation de ULK1,
alors que sa phosphorylation par TAMPK entraine son activation (Kim et al., 2011). Ce
complexe ULK1 va se lier & la membrane du phagophore et phosphoryler la protéine
AMBRA (Activating molecule in Beclinl-regulated autophagy), permettant alors le
recrutement du second complexe Beclin-1-PI3KC3 (Fimia et al., 2007; Di Bartolomeo
et al., 2010).

Le complexe Beclin-1-PI3KC3 est composé des protéines Beclinl, ATG14L,
p150/Vpsl5 et PISBKC3/Vps34 (Vacuolar protein sorting 15 et 34) (Funderburk et al.,
2010; Fan et al, 2011). La formation de ce complexe va générer le
phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P), lipide indispensable a la formation de
'autophagosome (Nascimbeni et al., 2017). Le rble primordial de la PI3KC3 dans
'autophagie a été déemontré lors de l'utilisation d’inhibiteurs de la PI3K, tels que la 3-
methyladenine, la wortmannin ou LY294002 qui se traduit par une inhibition de
'autophagie (Seglen et al., 1982; Blommaart et al., 1997).

La formation de ce complexe est régulée par différentes protéines, dont la
protéine anti-apoptotique Bcl-2. En effet, en condition normale, Bcl-2 séquestre Beclin-
1, et leur dissociation est indispensable pour 'activation de 'autophagie (Pattingre et
al., 2005).

L’etape d’élongation :
L’élongation de la membrane du phagophore met en jeu deux systémes de

conjugaison connexes « ubiquitine-like » : le complexe ATG12-ATG5-ATG16L1 et le
complexe LC3b-PE (Phosphatidyl-ethanolamine) (Figure 25) (Geng et al., 2008 b).
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Au cours du processus d’ubiquitination, 'ubiquitine est synthétisée sous la forme
d’'un précurseur possédant un résidu glycine en C-terminal. Suite a l'action d’une
enzyme E1, l'ubiquitine est transférée a une seconde enzyme E2 et forme une liaison
thioester. Une troisieme enzyme ligase E3 reconnait ensuite la protéine d’intérét et
transfére I'ubiquitine de 'enzyme E2 a un résidu lysine de la protéine cible (Figure
25A). Au cours de I'élongation, ATG12 et LC3b représentent les protéines ubiquitine-

like, tandis que différentes protéines ATG jouent le role des enzymes E1, E2 et E3.

La formation du complexe ATG12-ATG5-ATG16L1 se déroule de la fagon
suivante (Figure 25B) : la protéine ATG7 (enzyme E1) forme une liaison thioester, de
facon ATP-dépendante entre la glycine C-terminale de ATG12 et une cystéine de
ATG7 (Tanida et al., 1999). ATG12 est alors transférée a ATG10 (Shintani et al., 1999),
puis conjuguée a ATG5 par une liaison covalente (Mizushima et al., 1998) pour former
le complexe ATG12-ATG5. ATGS interagit alors avec ATG16L1 pour former un

complexe multimérique d’environ 800 kDa.

Au cours de la formation du second complexe LC3b-PE (Figure 25C), une étape
supplémentaire de protéolyse du pro-LC3b par ATG4 est nécessaire pour exposer le
résidu glycine de LC3b-I a I'action de ATG7 pour étre transféré a ATG3 via une liaison
thioester (Kirisako et al., 2000). LC3b-I est finalement conjugué au PE des membranes
via une liaison amide pour former LC3b-II, qui est membranaire (Kabeya et al., 2000).
La conversion de LC3b-I en LC3b-Il sert alors de marqueur d’'induction de I'autophagie.
Bien qu’'une enzyme ligase E3 ne soit pas nécessaire a la formation du premier
complexe, il a été montré que le dimére ATG12-ATG5 jouait le réle d’enzyme E3 pour
la formation du complexe LC3b-PE (Figure 25D) (Hanada et al., 2007). LC3b-II est
nécessaire a I'expansion de 'autophagosome (Xie et al., 2008) ; il est distribué de
fagcon symétrique des deux cbtés du phagophore, et une partie du pool du LC3b-II
reste séquestré dans I'autophagosome. A la différence du précédent complexe qui est
formé de maniére irréversible, LC3b-PE peut étre clivé par ATG4 et libérer LC3b-1 dans
le cytosol.
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Late endosome/MVB Autophagosome Amphisome _ Lysosome

Figure 26 : Fusion de I'autophagosome avec le lysosome. Les autophagosomes sont
transportés vers le centrosome, réservoir de lysosomes, grace aux microtubules et aux
complexes dynéine-dynactine dans un mouvement linéaire. La fusion des autophagosomes
avec les endosomes (amphisomes) ou les autophagosomes/amphisomes avec les lysosomes
(autolysosomes) est médiée par les protéines SNAREs (soluble N-ethylmaleimide-sensitive
factor attachment protein receptor). Le contenu intralysosomal est alors dégradé, puis peut

étre recyclé (Nixon, 2013).
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Au cours de I'élongation du phagophore, un apport en lipides pour former la
membrane de I'autophagosome est indispensable, et les mécanismes impliqués ne
sont pas encore totalement élucidés. Cependant, la protéine ATG9 semble étre
impliquée ; celle-ci formerait des vésicules cytoplasmiques qui seraient recrutées au

moment de la formation de I'autophagosome (Yamamoto et al., 2012).

La fusion de l'autophagosome avec le lysosome

Une fois les autophagosomes formés, ils sont rapidement transportés vers le
centrosome (ou centre cellulaire organisateur des microtubules, COMT), car c’est une
zone riche en lysosomes, selon un mouvement rapide et linéaire grace aux
microtubules et au complexe dynéine-dynactine (Figure 26) (Kimura et al., 2008). La
fusion de [l'autophagosome avec le lysosome aboutit a la formation de
'autophagolysosome (ou autolysosome). Les autophagosomes peuvent également
fusionner avec des endosomes pour former des vésicules appelées amphisomes, qui
fusionneront ensuite avec les lysosomes (Berg et al., 1998). Cette fusion membranaire
avec les lysosomes met en jeu des protéines SNAREs (soluble N-ethylmaleimide-

sensitive factor attachment protein receptor) (Stroupe, 2011).

Enfin, 'étape ultime du processus autophagique est la dégradation du contenu
cytoplasmique par des hydrolases acides lysosomales, telles que des protéases,
phosphatases, nucléases, glycosidases, sulfatases, et lipases. Les produits de
dégradation libérés (protéines, lipides, sucres) pourront alors étre relargués dans le
cytosol soit par diffusion a travers la membrane lysosomale, soit grace a des
transporteurs lysosomaux et pourront étre réutilisés par la cellule (Appelqgvist et al.,
2013).

L’autophagie au cours de I'arthrose

Bien que 'autophagie ait été décrite depuis une cinquantaine d’années, son réle
dans le cartilage n’a été que récemment étudié. Carames et al. ont été les premiers a

montrer une diminution de l'autophagie au cours de l'arthrose et du vieillissement
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(Caramés et al., 2010, 2015). Récemment, des études chez des souris invalidées pour
le géne ATG5 ont démontré une accélération de la progression de I'arthrose liée a
'age (Bouderlique et al., 2016), alors que linvalidation de mTOR protége du
développement de I'arthrose (Zhang et al., 2015). De la méme fagon, l'activation de
'autophagie par la rapamycine (qui inhibe mTOR, et donc active I'autophagie) a un
effet chondroprotecteur in vitro (Caramés et al.,, 2012 a), et son injection intra-
articulaire ou intra-péritonéale réduit la sévérité de I'arthrose in vivo (Carameés et al.,
2012 b; Takayama et al., 2014). Ces différentes études mettent en lumiére I'effet
protecteur de I'autophagie sur le développement de I'arthrose, suggérant I'utilisation
de molécules pro-autophagiques comme approche thérapeutique pour prévenir
l'arthrose.

En revanche, plusieurs études décrivent une augmentation de I'autophagie chez
la souris vieillissante (Bohensky et al., 2009) et dans le cartilage humain arthrosique
(Bohensky et al., 2009; Sasaki et al., 2012; Chang et al., 2013). L’expression des
marqueurs d’autophagie a, de plus, été décrite plus particulierement dans les zones
superficielle et moyenne dans un modéle d’arthrose induite chez le rat (Almonte-
Becerril et al., 2010). Sasaki et al. montrent de plus que I'lL1-B et le NO activent
'autophagie dans des chondrocytes articulaires humains, ainsi que I'apoptose et la
production de ROS (Sasaki et al., 2012). Comme décrit précédemment, la production
de ROS augmente au cours du vieilissement, notamment du fait dun
dysfonctionnement des mitochondries qui est aussi associé au développement
d’arthrose (Blanco et al., 2011). L’autophagie diminuant au cours du vieillissement, les
organelles et macromolécules endommagées s’accumulent, notamment les
mitochondries. De facon intéressante, Il a été démontré qu’'une augmentation de
l'autophagie permet de protéger les chondrocytes de ce dysfonctionnement des
mitochondries (Lopez De Figueroa et al., 2015). Certains auteurs suggérent alors que
dans les phases précoces de I'arthrose, I'autophagie augmente en réaction a un stress
cellulaire dans une tentative de réparation des dommages (Bohensky et al., 2009;
Lopez De Figueroa et al., 2015). A linverse toutefois, certaines études montrent
gu’une induction excessive du processus autophagique peut entrainer la mort des
chondrocytes, notamment par apoptose (Almonte-Becerril et al., 2010; Chang et al.,
2013).
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PROTEINES FONCTIONS REFERENCES

DAPK Phosphoryle Beclin-1 ; active le DISC (Zalckvar et al., 2009)
Active la mort cellulaire indépendante des (Yu et al., 2006; Bonapace
RIP i X . .
caspases ; pourrait activer la mort par autophagie et al., 2010)

Régule les voies de signallisation de la survie

NF-kB cellulaire ; inhibe I'apoptose et active 'autophagie (Naugler et al., 2008)
JINK Régule positivement I'apoptose et 'autophagie (Lorin et al., 2010)
062 ,Cru0|ale pour activation de la caspase-8 ; régule (Moscat et al., 2009)
'autophagie
Beclin-1 Active I'autophagie ; régulé par Bcl-2 (He et al., 2010)
i Inhibe I'autophagie et 'apoptose en se liant a .
Bcl-2 Beclin-1 et Bax/Bak/Bad (Erlich et al., 2007)
Caspase-8 Active la v0|e, extrinseque de I'apoptose ; clive p62 (Norman et al., 2010)
au cours de l'apoptose
Caspase-3 Cliverait Beclin-1 pour.lnhlber'l autophagie au (Rohn et al., 2011)
cours des stades terminaux d’apoptose
. . _ (Crighton et al., 2006;
053 Ilgtiljttjg l\r/]I;)I\i/IeP en réponse au stress ; régule Levine et al., 2008:
phag Tasdemir et al., 2008)
Ata5 Crucial a l'autophagie ; active I'apoptose via FADD  (Pyo et al., 2005; Yousefi et
9 et MOMP suite au clivage par les calpaines al., 2006; Bell et al., 2008)
Inhibe I'autophagie via I'inhibition de la conjugaison
FLIP de Atg3-LC3 (Lee et al., 2009)
Atg12-Atg3 Régule les mitochondries et I'apoptose ; sans rdle (Radoshevich et al., 2010)

connu dans l'autophagie

Tableau 4 : Protéines qui ont un réle a la fois dans I’autophagie et ’apoptose (adapté de
Gump et al., 2011)
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L’autophagie : un mécanisme de mort cellulaire ?

Il a été reporté qu’au cours du processus de mort cellulaire, des vacuoles
autophagiques pouvaient étre présentes. Il n’a cependant pour le moment pas été
établi la séquence d’événements mis en jeu. On ne sait pour le moment pas si la mort
cellulaire est accompagnée d’autophagie, ou si elle est directement due a 'autophagie
(Lockshin et al., 2004). Plusieurs études montrent qu’'une inhibition de I'autophagie
protége de la mort cellulaire. En effet, I'invalidation des génes Atg7 ou Beclin-1 dans
des lignées fibroblastiques traitées par un inhibiteur des caspases (Yu et al., 2004),
ainsi que [linvalidation de Atg5 ou Beclin-1 dans des fibroblastes murins

embryonnaires déficients en Bax et Bak (Shimizu et al., 2004) inhibe la mort cellulaire.

De nombreuses études récentes, suggerent un dialogue complexe entre
autophagie et apoptose (Maiuri et al., 2007 a; Marino et al., 2014), basé sur le fait que
ces deux mécanismes sont régulés par des protéines communes (Tableau 4).

Plusieurs protéines impliquées dans I'autophagie, dont Beclin-1 et Atg5, régulent aussi

'apoptose. En effet, pour induire I'apoptose, les protéines BH3-only interagissent
directement avec les protéines de la famille Bcl-2, neutralisant alors leur activité anti-
apoptotique (Chen et al., 2005). De facon intéressante, la protéine Beclin-1 interagit
aussi avec Bcl-2 via son domaine BH3 (Liang et al., 1998; Maiuri et al., 2007 b),
empéchant l'interaction de Beclin-1 avec la PI3KC3 et donc I'induction de I'autophagie
(Pattingre et al., 2005). La protéine Bcl-2 possede donc a la fois des propriétés anti-
apoptotiques et anti-autophagiques. De méme, la protéine Atg5 interagit avec FADD
pour provoquer la mort cellulaire (Pyo et al., 2005). De plus, Atg5 peut étre clivée par
des calpaines, puis étre transférée aux mitochondries et induire la libération de
cytochrome c et l'activation des caspases (Yousefi et al., 2006). Inversement les
caspases peuvent aussi réeguler 'autophagie (Tsapras et al., 2017). En effet, Zhu et al.
montrent, par exemple, que la caspase-3 est capable de cliver Beclin-1, conduisant a
une diminution de I'autophagie et une exacerbation de I'apoptose (Zhu et al., 2010).
L’ensemble de ces données montre que [lautophagie posséde
vraisemblablement a la fois un role dans la survie cellulaire mais également dans la

mort cellulaire.
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Figure 27 : Morphologie de la chondroptose. (A) Le noyau est convoluté, la chromatine est

condensée et diffuse, le RE et les vacuoles autophagiques sont nombreux. (B) Les

membranes du RE entourent et isolent une partie du cytoplasme pour dégrader son contenu

(*). (C) Les vacuoles autophagiques permettent aussi de dégrader le matériel cellulaire. (D)

La cellule se désintégre alors et des vésicules s’accumulent dans la matrice, puis la cellule est

progressivement éliminée (E) (adapté de Roach et al., 2004).

Chondroptosis Classical apoptosis

}

Secondary

o 'Emptylaguna 2 necrosis

IVa

Figure 28: Différence entre
chondroptose et apoptose classique.
Lors de la chondroptose, le Golgi et le
RE sont élargis, la membrane plasmique
est irréguliere et la chromatine est
condensée et dispersée dans le noyau.
Le matériel est éliminé par le RE et via
la formation de vacuoles autophagiques
(Roach et al., 2004).
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d) La chondroptose

Méme si 'apoptose, I'autophagie et la nécrose ont été décrits dans le cartilage
arthrosique, les mécanismes de mort des chondrocytes impliqués ne sont pour le
moment pas clairement établis. Roach et al. ont suggéré que les chondrocytes
meurent par un mécanisme qui n’est pas tout a fait de 'apoptose classique, ce qui
expliquerait pourquoi les chondrocytes présentant les caractéristiques spécifiques

d’'une cellule apoptotique classique sont rares dans le cartilage (Roach et al., 2004).

Au cours de la chondroptose, la cellule rétrécit et la chromatine se condense,
comme lors de I'apoptose classique, mais au lieu de former une large masse dans le
noyau, la chromatine y est dispersée et le noyau est convoluté. Le RE rugueux et
I'appareil de Golgi sont anormalement élargis dans les phases précoces, des vacuoles
autophagiques sont fréquentes, et on observe, de facon similaire a la nécrose, une
extrusion du matériel cytoplasmique dans I'espace extracellulaire. L’élimination de la
cellule se fait alors par digestion dans le RE et dans les vacuoles autophagiques
(Figures 27 et 28).

De facon intéressante, la présence de chondroptose a aussi été décrite dans le
disque intervertébral (DIV), a la fois dans le noyau pulpeux et dans I'anneau fibreux
(Sitte et al., 2009, 2012; Jiang et al., 2017). En effet, la biologie du DIV ressemble a
celle du cartilage articulaire, et les processus de mort des cellules du DIV sont tout
aussi mal connus (Zhao et al., 2007).
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Nous avons vu au cours de cette premiere partie que le développement de
'arthrose est étroitement lié aux voies du vieilissement. En effet, les différents
phénomenes de stress oxydant, mort des chondrocytes, inflammation et destruction
de larticulation sont des évenements se produisant au cours du vieillissement du
cartilage articulaire. L'objectif de cette seconde partie est de décrire le rbéle de
différentes molécules décrites comme anti-vieillissement : les molécules naturelles
anti-oxydantes qui ont aussi des propriétés anti-vieillissement et protectrices du
cartilage articulaire, et la protéine a-Klotho qui interagit avec diverses voies liées au

vieillissement.

1. LES TRAITEMENTS ACTUELS DE L’ARTHROSE

A I'heure actuelle, aucun des traitements proposés au patient arthrosique ne
permet de soigner sa maladie. La chirurgie de remplacement peut étre proposée en
cas d’échecs des traitements de premiére ligne, mais implique une opération qui peut
étre lourde et ne permet pas de récupérer toute la mobilité articulaire. Elle représente
de plus un colt sociétal important ; en effet, elle est envisagée une fois que
l'articulation est fortement endommagée, ou quand la géne fonctionnelle est trop
importante, et aprés que les autres traitements pharmacologiques et non
pharmacologiques aient montré leur inefficacité, d’ou les efforts pour développer des
thérapeutiques dans les phases précoces de la maladie.

Le traitement de l'arthrose est uniquement symptomatique, car aucune des
alternatives thérapeutiques actuelles ne permet de soigner I'arthrose. Ces traitements
ont donc pour objectif de calmer la douleur, diminuer la géne fonctionnelle, améliorer
la qualité de vie, et ultimement ralentir I'évolution de la pathologie. lls combinent a la
fois un traitement non pharmacologique et un traitement médicamenteux, voire une

prise en charge chirurgicale.

1.1 Traitements non pharmacologiques

Toutes les recommandations sont unanimes sur la nécessité de prendre en

charge tous les patients souffrant d’arthrose de fagon non pharmacologique. Cette
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prise en charge repose sur I'’éducation et I'information du patient, la perte de poids,
I'utilisation d’aides techniques (telles que cannes, béquilles, orthéses, semelles), la

pratique sportive et la kinésithérapie (Fernandes et al., 2013).

1.2 Traitements pharmacologiques

L’'objectif essentiel des traitements existants est de soulager la douleur. Ces

traitements incluent des traitements par voie orale, intra-articulaire ou percutanée.

Par voie orale, ces traitements consistent en des traitements d’action rapide, les
antalgiques et anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) : le paracétamol (qui est le
traitement de premiére intention des douleurs faibles a modérées associées a
larthrose), les AINS (qui posseédent des effets indésirables gastro-intestinaux et
cardiovasculaires), et les opioides (pour les poussées douloureuses, et qui peuvent
induire des effets indésirables neurologiques et une dépendance).

Mais aussi des traitements d’action lente, les molécules anti-arthrosiques
symptomatiques d’action lente (AASALSs) : la chondroitine sulfate, la glucosamine, la
diacérhéine et les insaponifiables d’huiles d’avocat et de soja. Ces molécules auraient
un effet symptomatique et structuromodulateur. Dans certains pays, ces molécules
sont commercialisées a titre de compléments alimentaires. L’efficacité clinique de ce
type de traitement a jusque-la été difficile a démontrer, et ce pour plusieurs raisons :
le fait que l'arthrose soit une pathologie a évolution lente, nécessitant donc un suivi a
trés long terme pour déceler un effet bénéfique d’'un traitement; l'utilisation de
méthodes d’évaluation différentes entre les études cliniques ; et I'existence d’un effet
placebo important dans les études cliniques concernant I'arthrose (Zhang et al., 2008
b). Méme s’il est plutdt bien admis un effet bénéfique des AASALS, bien que modeste,
notamment sur la douleur et une diminution du recours aux AINS, des études cliniques

rigoureuses sont nécessaires pour définir I'effet de ces molécules.

En cas de poussées douloureuses ou d’épanchement liquidien, une injection

intra-articulaire de corticoides ou d’acide hyaluronique (AH) peut étre pratiquée a
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Ménisque

Figure 29 : Traitements chirurgicaux de I’arthrose du genou. Arthroscopie d’'un genou sain
(A) et arthrosique (B). Ostéotomie tibiale de fermeture (C) ou d’ouverture (D). Arthroplastie
partielle (E) ou totale (F).
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travers la capsule articulaire. Les corticoides sont utilisés pour leurs propriétés anti-
inflammatoires, et les injections d’AH ont pour but de remplacer et stimuler la
production de 'AH dégradé lors du processus arthrosique. La viscosupplémentation
aurait de plus un effet anti-inflammatoire et anti-nociceptif. Ces injections peuvent étre
précédées d'un lavage articulaire (injection puis réaspiration de sérum physiologique
dans l'articulation) dans le cas d’inflammation ou d’épanchement important. Tout
comme pour les AASALs, l'efficacité des traitements par voie intra-articulaire est
controversée. En effet, on retrouve dans la littérature a la fois des études montrant un
effet bénéfique des injections intra-articulaires de corticoides ou d’AH, mais aussi des
études ne montrant pas d’effet supérieur au placebo (Hameed et al., 2012; Ayhan et
al., 2014).

Enfin, les AINS par voie percutanée permettent d’avoir le méme effet anti-

inflammatoire que les AINS administrés per 0s, tout en évitant les effets secondaires,

digestifs notamment.

1.3 Traitements chirurgicaux

Lorsque les thérapeutiques précédentes sont insuffisantes, ou que l'arthrose est
a un stade avancé, la chirurgie peut étre envisagée. Ces opérations visent a réaligner
I'articulation, ou a remplacer une surface articulaire qui est mise a nu. En pratique, 3
actes chirurgicaux sont actuellement réalisés : l'arthroscopie, I'ostéotomie et

I'arthroplastie (Figure 29).

L’arthroscopie du genou est une technique mini-invasive permettant de réaliser
différentes opérations au niveau de [larticulation sans avoir a l'ouvrir, grace a
lintroduction d’'un arthroscope (une fibre optique rigide reliee a une caméra)
permettant de visualiser I'intérieur de la capsule articulaire. Elle peut avoir un objectif
diagnostic, permettant de distinguer d’éventuelles lésions des ménisques, du cartilage
articulaire, de la membrane synoviale ou des ligaments croisés, mais aussi un objectif
thérapeutique (régularisation de la surface du cartilage, réparation ou ablation des

meénisques ou de la membrane synoviale, reconstruction des ligaments).
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L’ostéotomie tibiale est envisagée lors d’'un désaxage important de I'articulation
(genu valgum ou genu varum), lorsqu’il reste des zones en bon état dans I'articulation.
Le but est de mieux répartir les contraintes appliquées sur I'articulation, en redressant
le tibia. La technique consiste a sectionner I'os pour le redresser. Deux techniques
peuvent étre utilisées, soit enlever un morceau de I'os (ostéotomie de fermeture), soit
rajouter un morceau d’os, prélevé sur le bassin ou artificiel (métal, ciment, substitut
osseux) (ostéotomie d’ouverture). Cette opération présente 'intérét majeur d’étre une
intervention conservatrice, car ne touche pas les surfaces articulaires, et permet de

ralentir voire éviter le recours a la pose de prothése.

L’arthroplastie est réalisée en dernier recours, lorsque l'articulation est trop
abimée et qu'’il est donc nécessaire d’enlever le cartilage usé. Il existe 2 types de
protheses articulaires de genou : les protheses totales de genou (PTG), les plus
répandues, et les prothéses partielles ou unicompartementales (PUC). Le but de cette
chirurgie est de diminuer les douleurs, restaurer la mobilité et faire disparaitre une
éventuelle boiterie. Le choix de l'une ou de l'autre technique se fera selon la
déformation de I'articulation, la localisation des Iésions et la qualité des ligaments qui

retiennent 'articulation.

2. L’APPORT DES MOLECULES NATURELLES DANS LE TRAITEMENT DE
L’ARTHROSE

Plusieurs nouveaux axes thérapeutiqgues sont actuellement en développement
pour tenter de soigner ou prévenir le développement de I'arthrose. Parmi eux, un axe
de prévention de I'arthrose par I'utilisation de molécules naturelles, ou « nutricaments
», terme qui combine les mots nutrition et médicament (Zeisel, 1999), et qui ont un
potentiel anti-inflammatoire, anti-oxydant voire chondroprotecteur sur les tissus
articulaires (Ameye et al., 2006; Henrotin et al., 2011).

Un des arguments en faveur de l'utilisation de ces molécules est le fait que les
traitements médicamenteux actuels sont sources d’effets secondaires pouvant

nécessiter I'arrét du traitement, tels que les effets indésirables gastro-intestinaux et
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cardiovasculaires des AINS (McCarberg et al., 2013). Certains composes, tels que la
chondroitine sulfate ou les insaponifiables de soja et d’avocat, qui dérivent de produits
naturels, sont actuellement considérés comme des médicaments (ils disposent d’une
autorisation de mise sur le marché AMM, pour certaines indications), représentent
moins de dangers a long terme, et permettent de garantir des effets a plus long terme.
Ces molécules sont extraites d’aliments, d’animaux ou de plantes, et possédent des
propriétés protectrices dans différentes maladies, telles que les maladies
cardiovasculaires ou les cancers (Kalra, 2003; Das et al., 2012). Plusieurs molécules
ont d’ores et déja démontré un potentiel anti-inflammatoire, anti-oxydant et inhibiteur
de la dégradation du cartilage in vitro voire in vivo, comme le resveratrol, la curcumine
ou I'épigallocatéchine gallate, mais les études cliniques n’ont pas encore réussi a
démontrer un effet bénéfique de ces traitements (Ameye et al., 2006; Henrotin et al.,
2011). Une multitude de molécules naturelles ont été testées dans le but de traiter ou
prévenir I'arthrose, nous nous concentrerons ici sur quelques molécules parmi les plus

décrites.

2.1 Le curcumin

Le curcumin (ou diferuloylmethane) est extrait du rhizome du curcuma (Curcuma
longa), et posséde des propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes,
particulierement au sein du cartilage articulaire (Chin, 2016). Le curcumin bloque
notamment l'inhibition de la chondrogénése induite par I'lL1-B dans des cellules
souches mésenchymateuses (Buhrmann et al., 2010 a). Il a un réle majeur dans
l'inhibition de la voie NF-kB, ainsi que de I'expression des marqueurs de l'inflammation
(COX-2, PGE:2 et IL-6) et du catabolisme (MMP3, 9 et 13, ADAMTS4 et 5) (Schulze-
Tanzil et al., 2004; Shakibaei et al., 2007 a; Csaki et al., 2009 a; Mathy-Hartert et al.,
2009; Clutterbuck et al., 2013; Comblain et al., 2015). Il a aussi un réle protecteur de
la dégradation de la MEC (Shakibaei et al., 2005; Clutterbuck et al., 2009). Yang et al.
ont, de plus, démontré que le curcumin diminue la production de ROS, et augmente
'expression des enzymes catalase et superoxyde dismutase dans des chondrocytes
stimulés par des produits finaux de glycation avancée (Advanced glycation end-

products/AGESs), qui résultent de la réaction spontanée de réduction d’un sucre avec
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une protéine, et qui s’accumulent dans le cartilage au cours de I'arthrose (Yang et al.,
2013). De facon intéressante, plusieurs études montrent que le curcumin prévient
I'apoptose in vitro dans des chondrocytes humains stimulés par de I'lL1-B (Shakibaei
et al., 2005, 2011; Csaki et al., 2009 b; Buhrmann et al., 2010 b). Toutefois, une étude
reporte des effets toxiques du curcumin a forte dose (Toegel et al., 2008).

Deux études in vivo dans un modéle d’arthrose post-traumatique (déstabilisation
du ménisque médial/DMM) montrent un ralentissement de la progression de I'arthrose
en administrant le curcumin par voie intra-péritonéale (Sun et al., 2017), ou bien par
voie orale, qui est associé a des effets anti-nociceptifs lorsque celui-ci est appliqué par
voie topique (Zhang et al., 2016). Quelques études cliniques montrent des effets
globalement positifs d’'une supplémentation en curcumin, mais le nombre d’études et
de participants a ces études est pour le moment trop faible pour conclure a un effet du

curcumin dans l'arthrose (Liu et al., 2017).

2.2 Le resvératrol

Le resvératrol (ou trans-3,5,4’-trinydroxystilbene) est un polyphénol extrait
principalement de la peau du raisin (Vitis vinifera), des fruits rouges ou de la
cacahuéte. Ses propriétés sont multiples ; il est notamment anti-cancéreux, anti-
inflammatoire et cardioprotecteur (Frémont, 2000). Dans le cartilage, le resvératrol est
capable de bloquer I'apoptose des chondrocytes (Dave et al., 2008; Shakibaei et al.,
2008; Csaki et al., 2009 a), par inhibition de la caspase-3 et de PARP (Shakibaei et
al., 2007 b), ainsi que de p53 et de la production de ROS (Csaki et al., 2008; Liang et
al., 2014). Ces différentes études montrent, de la méme facon que le curcumin, que le
resvératrol inhibe les effets de I'lL1-B, mais aussi des AGEs (iNos, COX-2, MMPs,
perte de PG et de collagene) (Liu et al., 2010). C’est aussi un puissant inhibiteur de la
voie NF-kB (Csaki et al., 2008; Shakibaei et al., 2008), grace a ses propriétés
activatrices de la protéine SIRT1 (sirtuin-1), une déacétylase qui régule notamment
'inflammation et la survie des chondrocytes (Lei et al., 2012; Moon et al., 2013).

In vivo, l'effet du resvératrol a été testé par voie intra-articulaire. Elmali et al.
rapportent une diminution de la destruction du cartilage et de la perte de PG chez des

lapins ayant subi une section du ligament croisé antérieur (anterior cruciate
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ligament transection/ACLT) et traités par le resvératrol (Elmali et al., 2005). Dans un
modele de résection des ligaments croisés antérieur et postérieur chez le lapin, le
méme effet inhibiteur de la dégradation du cartilage articulaire a été observé chez les
animaux traités par le resvératrol, associé a une diminution de l'apoptose des
chondrocytes et de la production de NO dans le liquide synovial (Wang et al., 2012).
Plus récemment, dans un modéle de DMM chez la souris, l'injection de resvératrol a
été associée a une protection du cartilage et de l'os sous-chondral, ainsi qu’un
maintien de I'expression du collagéne Il, une diminution de I'expression de MMP13,
iNos et NF-kB, et une augmentation de SIRT1 (Li et al., 2015). Enfin, dans un modéle
d’arthrose liee a l'obésité chez la souris, une administration par voie orale de
resvératrol protége du développement de I'arthrose et de 'apoptose des chondrocytes
(Gu et al., 2016).

2.3 L’épigallocatéchine gallate

Le thé vert (Camellia sinensis) est une des boissons les plus communément
consommeée a travers le monde, et est une source importante de polyphénols appelés
les catéchines, dont majoritairement I'épigallocatéchine 3-gallate (EGCG) (Manning et
al., 2009). Différentes études in vitro montrent que 'EGCG posséde des propriétés
inhibitrices sur les effets médiés par I'lL1-B dans des chondrocytes articulaires
arthrosiques (Akhtar et al., 2011). L'EGCG (et plus largement les catéchines extraites
du thé vert) inhibent l'induction de I'expression de iNos et COX-2, associée a la
production de NO et PGE2 (Ahmed et al., 2002; Heinecke et al., 2010), notamment via
l'inhibition des voies NF-kB et c-Jun-N-terminal kinase (JNK) qui sont impliqguées dans
les effets inflammatoires et cataboliques de I'lL1-B (Singh et al., 2002, 2003). Ces
extraits bloquent aussi I'expression de différentes métalloprotéases (MMP1 et 13)
(Ahmed et al., 2004; Rasheed et al., 2009), et agrécanases (ADAMTS 1, 4 et 5)
(Vankemmelbeke et al., 2003), ainsi que la dégradation des GAG, de I'agrécane et du
collagéne Il (Adcocks et al., 2002; Andriamanalijaona et al., 2005; Huang et al., 2015).

Une étude in vivo a été réalisée chez la souris dans le modéle d’arthrose post-
traumatique par DMM (Leong et al., 2014). Celle-ci montre un ralentissement de la

progression de I'arthrose chez les souris traitées par lTEGCG, associé a une diminution
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de la dégradation de la matrice cartilagineuse et de la douleur.

2.4 Le collagéne hydrolysé

Le collagene hydrolysé (CH) est obtenu par hydrolyse de tissus riches en
collagéne, tels que l'os et la peau, et est composé principalement des acides aminés
glycine et proline, tous deux essentiels a la stabilité de la matrice cartilagineuse
(Moskowitz, 2000; Walrand et al., 2008). Quelques études montrent un effet bénéfique
du CH sur la biosynthése de MEC in vitro (Oesser et al., 2003; Schunck et al., 2006).
In vivo, une supplémentation en CH chez la souris STR/Ort, une souche de souris
génétiguement modifiée ayant une incidence élevée d’arthrose avec I'age (Sokoloff,
1956), ralentit la progression de I'arthrose (Oesser et al., 2008). Une seconde étude
montre que le CH protége de la dégradation du cartilage induite par le phosphate chez
la souris (Nakatani et al., 2009). Des études cliniques ont été réalisées pour évaluer
I'effet du CH chez ’homme, de facon similaire aux études sur le curcumin, les résultats
observés semblent globalement positifs, mais ces études restent rares (Liu et al.,
2017).

En conclusion de cette partie, de nombreuses études in vitro ont été réalisées
pour évaluer I'effet de ces molécules naturelles sur le développement de l'arthrose. Et
méme si les résultats de ces études montrent divers effets bénéfiques sur
'inflammation, la mort des chondrocytes et la dégradation de la MEC, peu d’études in
vivo (précliniques et cliniques) ont été réalisées. De plus, ces études utilisent
majoritairement les techniques histologiques pour évaluer l'atteinte du cartilage
articulaire. Bien qu’étant la technique de référence dans les études sur I'arthrose, c’est
une technique longue qui ne permet pas de réaliser un suivi longitudinal de I'arthrose
chez I'animal. De plus, il est impossible de transposer cette approche en clinique
humaine, d’ou lintérét grandissant pour le développement de nouvelles techniques
non invasives d’évaluation de l'arthrose chez I'animal. Celles-ci ont 'avantage de
permettre a la fois de suivre la progression de la maladie chez le méme animal, tout
en réduisant le nombre d’animaux, donc le colt des études, et sont directement

transposables aux études chez 'homme. Les techniques d’imagerie, telles que la
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radiologie (Walton, 1977; Pataki et al., 1987, 1990), 'IRM (Imagerie a Résonance
Magnétique) (Goebel et al., 2010), ou le microscanner (Mohan et al., 2011) sont
particulierement intéressantes car sont directement utilisées pour le diagnostic et le
suivi de I'arthrose en clinique. Les biomarqueurs sont aussi beaucoup étudiés car ils
permettraient de détecter les stades précoces de la maladie (Kraus et al., 2011). Enfin,
des technigues innovantes ont été développées pour suivre la géne fonctionnelle
associée a la maladie, comme l'analyse de la démarche, grace a différents systemes

développés chez I'animal (Ferreira-Gomes et al., 2008; Ferland et al., 2011).
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(A) (B)

Figure 30: Phénotype des souris transgéniques kl/kl. (A) Phénotype

macroscopique : (a-b) Les souris ki/kl de 8 semaines sont plus petites que les souris

sauvages. (c-f) Les organes génitaux des femelles (c, e) et des males (d, f) kl/kl sont
atrophiés. (B) Analyse histologique : (a) Calcification de I'aorte, (b) Epaississement de
la paroi des artéres, (c) Calcification des artéres rénales, (d) Ostéopénie, (e-f) Atrophie
de la peau, (g-h) Atrophie des testicules, et des ovaires (i-j), (k-1) Emphyseme
pulmonaires, (m-n) Anomalie de la glande pituitaire, caractérisée par une diminution

de la taille et du nombre de cellules produisant 'hormone de croissance (GH) (adapté

de Kuro-o et al., 1997).
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3. LA PROTEINE ANTI-VIEILLISSEMENT a-KLOTHO

Il'y a 20 ans, Makoto Kuro-o décrit le phénotype d’'une souris transgénique qui
présente différents signes de vieillissement accéléré (Kuro-o et al., 1997). Cette
protéine mutante a été nommée a-Klotho, du nom de la déesse Clotho (aussi écrit
Klotho), une des Moires dans la mythologie grecque qui tisse le fil de la vie, controlant
alors la destinée de 'Homme. La souris kl/kl présente un phénotype ressemblant a
celui de patients présentant un syndrome de vieillissement prématuré, caractérisé
notamment par la présence d’artériosclérose, d’'ostéoporose, d’'anomalies de la peau
et de calcifications ectopiques, et une infertilité (Figure 30). Cette souris a une
croissance normale jusqu'a 3 a 4 semaines, puis elle commence a présenter des
retards de croissance et meurt prématurément aprés 8 a 9 semaines de vie.
Inversement, les souris surexprimant le gene a-Klotho ont une espérance de vie plus
longue (20-30%) que les souris sauvages (Kurosu et al., 2005). Ces observations
suggerent un réle majeur de a-Klotho dans les voies de régulation du vieillissement.
De plus, différents polymorphismes de a-Klotho ont été associés a la longévité (Arking
et al., 2002) et des maladies liées au vieillissement, comme 'ostéoporose (Kawano et
al., 2002), des pertes cognitives (Hao et al., 2016; Almeida et al., 2017), ou des
troubles coronariens (Arking et al., 2003) et rénaux (Telci et al., 2011).

La protéine a-Klotho est majoritairement exprimée dans le tubule distal du rein,
ainsi que dans le plexus choroide et la glande parathyroide (Li et al., 2004). Elle agit
comme co-récepteur du facteur de croissance fibroblastique 23 (FGF23) pour réguler
I'excrétion rénale de phosphate, et possede une action humorale par régulation de
I'activité de différents transporteurs, récepteurs de facteurs de croissance, et canaux
ioniques (Kuro-o, 2010). Elle posséde aussi d’autres fonctions, notamment dans la
régulation de différents processus de mort cellulaire, comme ['apoptose, la

senescence et 'autophagie.
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Figure 31 : Représentation schématique des différents transcrits codés par le géne a-
Klotho chez ’lhomme. La forme membranaire de a-Klotho comporte une séquence signal
(SS), deux domaines répétés KL1 et KL2, un domaine transmembranaire (TM) et un court
domaine cytoplasmique (CD). Un épissage alternatif au niveau de I'exon 3 génére une forme
tronquée entre les domaines KL1 et KL2 ; cette forme est alors soluble et diffuse dans les

fluides biologiques.

Nl I (Wl c
ss

hKL1 hKL2 T™MCD

/ EPISSAGE ALTERNATIF \ / CLIVAGE ENZYMATIQUE \

N N I l]c
SS hKL1 hKL2
1 B [Tle| ] 1 c
SS hKL1 38 hKL1
N L | |c

\ / \ hKL2 /

Figure 32 : Représentation schématique des différentes formes de la protéine a-Klotho.

La forme transmembranaire de a-Klotho peut subir un épissage alternatif et générer une forme
sécrétée (KL1), ou étre clivée en a (par des protéases ADAM10 et 17 et BACE1) ou en B (par

stimulation a I'insuline) et générer différentes formes solubles (KL1-KL2, KL1 ou KL2).
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3.1 Structure, expression et régulation de la protéine a-Klotho

Le géne a-Klotho est composé de 5 exons et code pour une protéine
transmembranaire de 1012 acides aminés chez 'homme (1014 chez la souris)
(Matsumura et al., 1998; Shiraki-lida et al., 1998). Cette protéine transmembranaire
posséde un domaine intracellulaire trés court (10 acides aminés) qui n’a pas de
fonction connue, un court domaine transmembranaire, un domaine extracellulaire
partageant une homologie avec les enzymes B-glucosidases constitué de 2 domaines
répétés KL1 et KL2 et une séquence signal terminale. a-Klotho existe sous forme
membranaire (d’un poids moléculaire de 130 kDa), mais aussi sous forme secrétée,
par épissage alternatif, générant une protéine tronquée de 549 acides aminés (550
chez la souris) possédant uniqguement la partie N-terminale avec le segment KL1 (d’'un
poids moléculaire de 65-70 kDa) (Figure 31). De facon inattendue, la forme longue de
a-Klotho (composée de KL1 et KL2) a aussi été retrouvée dans le sérum, l'urine et le
liquide cérébrospinal (Imura et al., 2004). En effet, plusieurs études ont démontré que
la forme membranaire de a-Klotho pouvait étre clivée par différentes protéases a
différents sites de clivage (Figure 32) (Chen et al., 2007, 2014; Bloch et al., 2009) :

- un clivage en a par des a-sécrétases ADAM10 et 17 (A disintegrin and
metalloproteinase domain-containing proteins) et des B-sécrétases BACELl

(beta-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1)

- un clivage en B induit par stimulation de I'insuline

Comme dit précédemment, a-Klotho a été initialement décrit comme étant
exprimé majoritairement dans le rein, le plexus choroide et la glande parathyroide.
Mais des études récentes montrent un profil d’expression plus vaste de a-Klotho
(Olauson et al., 2017). D’autre part, bien que certains organes n’expriment pas ou peu
de a-Klotho, comme le poumon par exemple, on observe un phénotype pulmonaire
majeur chez la souris déficiente en a-Klotho (emphyséme pulmonaire), suggérant un
réle critique de a-Klotho soluble (Kuro-o et al., 1997). Concernant l'origine de la (les)
forme(s) soluble(s) de a-Klotho, il a été proposé qu’elle(s) provienne(nt) principalement
du clivage de la forme membranaire présente dans le rein. En effet, lors de

l'invalidation de I'expression de a-Klotho spécifiquement dans le rein, la sécrétion de
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a-Klotho dans le sérum est sensiblement diminuée (Lindberg et al., 2014). De la méme
facon, la concentration de a-Klotho sérique chute aprés néphrectomie bilatérale ou

apres traitement par un inhibiteur des a- et B-sécrétases (Hu et al., 2016).

Trés peu d’études décrivent le profil d’expression de a-Klotho au sein du
cartilage. Une étude chez le cochon montre que a-Klotho est exprimé dans la plaque
de croissance et le cartilage articulaire a des niveaux d’expression beaucoup plus
faibles que dans le rein (Raimann et al., 2013). Une autre étude rapporte des niveaux
d’expression faibles dans des chondrocytes primaires murins et dans une lignée
cellulaire chondrogénique murine (ATDC5) (Kawai et al., 2013). Une étude récente
démontre elle aussi la présence de a-Klotho dans le cartilage articulaire, chez ’homme
cette fois, ainsi qu’'une augmentation de son expression dans le cartilage arthrosique
(Bianchietal., 2016). En accord avec ces derniers résultats, plusieurs polymorphismes
de a-Klotho ont été associés a un risque accru de développer de I'arthrose (Zhang et
al., 2007; Tsezou et al., 2008).

3.2 Les différentes fonctions de la protéine a-Klotho

Les formes transmembranaire et soluble semblent avoir des roles distincts : la
forme membranaire a un réle de régulation du métabolisme phosphocalcique via son
réle de cofacteur du FGF23, alors que la forme soluble agit comme un facteur humoral

et active différentes voies de signalisation, notamment les voies liées au vieillissement.

3.2.1 La régulation du métabolisme phosphocalcique

Le réle de a-Klotho dans le métabolisme du phosphate via son réle de cofacteur
de FGF23 n’a été découvert qu’apres I'observation d’'un phénotype similaire entre les
souris kl/kl et des souris invalidées pour FGF23 (souris Fgf237-) (Shimada et al., 2004
a). De plus, les souris kl/kl présentent une hyperphosphatémie, une hypercalcémie et
une hypervitaminose D (Tsujikawa et al., 2003). Elles ont des concentrations sériques

de FGF23 tres élevées, et deviennent résistantes au FGF23 (Urakawa et al., 2006).

62



Skin

Diet

Vitamin D4

. 25-OHase
Liver ' {CYP2R1 }

KidneyQ Oxidation,
25(0H)Dy —————— 24,25(0H),D5 — | side chain
24(OH)ase cleavage
(CYP24A1)
KidneyQ

© 1a-(OH)ase | Low calcium/PTH o

JPO, =—FGF23/klotho =

" (CYP27B1)

1,25

©24(0OH)ase
(CYP24A1)

Low phosphate
1,25(0OH),D, @

Biological
response

OH),D4 Target tissues —>

1,25(0H),D, ©@
PTH®

C23 lactone pathway
1,23,25(0H)4D4

1,25(0OH),D4
26,23 lactone

l C24 oxidation pathway

1,24,25(0H)4D,

‘r Calcitroic acid
(excretion)

Figure 33 : Métabolisme de la vitamine D. La vitamine D3 provenant de I'alimentation ou de

la transformation du 7-dehydrocholesterol de la peau par les rayonnements UV, est

transportée au foie par la circulation sanguine. Elle est alors hydrolysée par 'enzyme 25-

hydroxylase (CYP2R1) formant la 25-hydroxyvitamine D. Celle-ci est ensuite transportée aux

reins, et hydroxylée en 1,25-dihydroxyvitamine D, le métabolite actif de la vitamine D, par

I'enzyme 1-a-hydroxylase (CYP27B1). Ce métabolite peut aussi étre inactivé par hydroxylation

par 'enzyme 24-hydroxylase (CYP24A1), afin d’étre excrété par le rein (Christakos et al.,

2016).
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Figure 34: Représentation schématique du
complexe binaire a-Klotho-FGFR1c. La formation
de ce complexe est indispensable a I'activation des
voies de signalisation du FGF23 (adapté de
Urakawa et al., 2006).
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La protéine FGF23 est une hormone produite par les ostéocytes qui régule
’homéostasie du phosphate et de la vitamine D. Elle agit sur le rein pour augmenter
I'excrétion de phosphate dans les urines (hormone phosphaturique), via 'inhibition de
la protéine NaPi-2a (sodium-phosphate cotransporter type-2a) exprimée au niveau des
tubules proximaux (Liu et al., 2007 b). FGF23 inhibe la synthese de la vitamine D en
inhibant 'enzyme CYP27B1 et stimule son catabolisme en induisant I'enzyme
CYP24A1 (Figure 33) (Shimada et al., 2004 b).

Seul, FGF23 possede une faible affinité pour les récepteurs au FGF (FGFR).
Cependant, en présence de a-Klotho, celui-ci forme un complexe binaire avec
différents FGFR (FGFR1c, 3c et 4), qui posséde alors une haute affinité pour le FGF23,
et permet I'activation des voies de signalisation du FGF23 (Figure 34) (Urakawa et al.,
2006). Une controverse existe cependant sur la localisation de l'interaction a-Klotho-
FGFR-FGF23 car ce complexe se forme au niveau des tubules distaux, alors que l'effet
biologique du FGF23 est majoritairement localisé dans le tubule proximal. Méme si
des études suggerent la présence de a-Klotho dans les tubules proximaux, cette

divergence n’est pour le moment pas totalement élucidée.

3.2.2 La régulation de canaux ioniques

La protéine a-Klotho possede aussi un rdle régulateur de différents canaux
ioniques a la surface des cellules rénales, de facon indépendante au FGF23. En effet,
a-Klotho régule les canaux TRPV5 (Transient receptor potential cation channel,
subfamily V, member 5) et ROMK1 (renal outer medullary potassium channel) (Chang
et al., 2005; Cha et al., 2009). Le canal TRPV5 est un canal calcique situé sur la face
apicale des cellules tubulaires rénales, et permet la réabsorption du calcium dans le
rein ; alors que ROMKZ1 est un canal potassique permettant la sécrétion de potassium
dans les urines.

La protéine a-Klotho soluble inhibe I'internalisation de TRPV5 et augmente donc
le nombre de canaux a la surface, permettant une réabsorption accrue du calcium
dans le rein. Ce mécanisme met en jeu I'activité sialidase de a-Klotho, qui hydrolyse

'acide sialiqgue terminal du canal TRPV5, exposant alors un sucre galactose ou N-
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Figure 35 : Activité sialidase de a-Klotho. Les canaux TRPV5 (et ROMK1) sont endocytés
en condition physiologique. La forme soluble de a-Klotho clive I'acide sialique terminal du canal
calcigue TRPV5 (mais aussi du canal potassique ROMK1) libérant les résidus saccharidiques
galactose ou N-acetyllactosamine. Ceux-ci peuvent alors lier une galectin-1, entrainant leur

rétention a la membrane (Pavlatou et al., 2016).
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acetyllactosamine. Une galectin-1 présente dans I'espace extracellulaire peut alors se
lier & ce sucre et former des dimeres, permettant la rétention de TRPV5 a la surface
(Figure 35) (Chang et al., 2005). a-Klotho régule de la méme maniere les canaux
ROMK1, et induit une augmentation de I'excrétion de potassium dans les urines (Cha
et al., 2009).

3.2.3 La régulation de différentes voies impliquées dans le vieillissement

En plus de son réle dans la régulation du métabolisme phosphocalcique, la
protéine a-Klotho interagit avec de nombreuses voies impliguées dans le
vieillissement, telles que la voie IGF-1, le stress oxydant, la voie Wnt, la senescence,
la voie NF-kB, ainsi que l'autophagie et I'apoptose. De fagon intéressante, ces
différentes voies sont impliquées dans la physiopathogénie de l'arthrose. a-Klotho,
grace a ces propriétés anti-vieillissement, pourrait alors représenter une alternative

thérapeutique intéressante dans le traitement de 'arthrose.

a) La voie de signalisation insuline/IGF-1 et le stress oxydant

Il est actuellement bien admis qu’une inhibition de la signalisation insuline/IGF-1
allonge la durée de vie (Tatar et al., 2003). Or, les souris déficientes en a-Klotho sont
hypoglycémiques, hypo-insulinémiques et ont une sensibilité accrue a linsuline
(Utsugi et al., 2000). A l'inverse, les souris qui surexpriment a-Klotho sont résistantes
a l'insuline et a 'IGF-1, tout en ayant une glycémie normale (Kurosu et al., 2005). Ces
données suggerent un réle inhibiteur de a-Klotho sur la voie insuline/IGF-1, qui
contribue a son role anti-vieillissement. Cependant, les mécanismes impliqués ne sont
pour le moment pas clairement élucidés, méme s’ils semblent impliquer une inhibition
des voies de signalisation de I'IRS (insulin receptor substrate) et du récepteur de I'|GF-
1 (IGF-1R) (Kurosu et al., 2005; Wolf et al., 2008; Abramovitz et al., 2011).

Les voies de signalisation de I'insuline et de I'lGF-1 mettent en jeu une cascade
de signalisation intracellulaire impliquant la voie PI3K-Akt (protéine kinase B). De fagon
intéressante, les facteurs de transcription FOXOs (Forkhead box O transcription

factors) ont été identifiés comme majeurs dans la transmission du signal provenant de
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ces voies (Kenyon et al., 1993; Brunet et al., 1999). En effet, I'activation de la voie
l'insuline/IGF-1 entraine la phosphorylation et donc I'activation de la sérine/thréonine
kinase Akt, qui phosphoryle a son tour les FOXOs. Ceux-ci sont alors séquestrés dans
le cytoplasme et inactifs (Martins et al., 2016). a-Klotho, en inhibant la voie
insuline/IGF-1, bloque la phosphorylation des FOXOs, et permet donc leur
translocation au noyau ou ils induisent I'expression de génes notamment impliqués
dans la réparation des dommages a '’ADN et dans I'élimination des ROS (via les
enzymes catalase et superoxide dismutase SOD) (Nagai et al., 2002; Yamamoto et
al., 2005; Rakugi et al., 2007). La protéine a-Klotho est alors décrite comme une

protéine qui augmente la résistance au stress oxydatif.

b) La voie Wnt et la senescence cellulaire

La voie de signalisation Wnt est essentielle a la prolifération et au maintien des
cellules souches (Reya et al., 2003). Néanmoins, une stimulation chronique de la voie
Wnt entraine une dysfonction et une déplétion des cellules souches (Kirstetter et al.,
2006; Scheller et al., 2006), entrainant alors le développement de maladies telles que
certains cancers. La voie de signalisation canonique de Wnt met en jeu la protéine 3-
catenin (Willert et al., 1998). Au cours de l‘arthrose, la voie Wnt est activée de facon
anormale et entraine la destruction de la MEC cartilagineuse (Blom et al., 2009; Zhu
et al., 2009). Plusieurs auteurs ont démontré que a-Klotho était capable de se lier a
différentes isoformes de Whnt, et d’inhiber leur signalisation (Liu et al., 2007 a; Zhou et
al., 2013). Zhou et al. montrent de plus que a-Klotho diminue I'activation de la -catenin
rénale, et améliore alors la fonction rénale (Zhou et al., 2013). La voie Wnt est aussi
impliquée dans la formation osseuse (Krishnan et al., 2006), et méme si aucun lien n’a
été pour le moment fermement établi, 'activité de la voie Wnt a été détectée dans le
tibia de souris kl/kl (Liu et al., 2007 a), et les anomalies osseuses chez la souris kl/kl
pourraient étre en partie dues a des anomalies de la voie Wnt (Yamashita et al., 1998;
Kawaguchi et al., 1999; Suzuki et al., 2008).

Liu et al. démontrent de plus que la voie Wnt est activée de fagcon anormale chez

la souris kl/kl, tout comme la SA-B-galactosidase, suggérant que I'activation de la voie
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Whnt chez la souris déficiente en a-Klotho pourrait entrainer la senescence des cellules
souches (Liu et al., 2007 a). Cette observation a été confirmée dans divers contextes.

En effet, I'inactivation de I'expression de a-Klotho entraine une senescence
prématurée dépendante de la voie p53/p21 dans des fibroblastes humains (de
Oliveira, 2006), alors que l'ajout de a-Klotho diminue la senescence induite par le
peroxyde d’hydrogéne (H202) dans des cellules endothéliales humaines (lkushima et
al., 2006; Maekawa et al., 2011). La voie p16 semble aussi impliquée, car on retrouve
cette protéine de maniere abondante chez la souris kl/kl (Eren et al., 2014), et le
croisement de souris invalidées pour pl6 (p16”) avec des souris kl/kl corrige le
phénotype de vieillissement accéléré des souris déficientes en a-Klotho (Sato et al.,
2015).

c) L'inflammation et la voie NF-kB

Comme décrit précédemment, le senescence s’accompagne d’un phénotype
particulier, le SASP, qui secrete des facteurs pro-inflammatoires, notamment les IL6
et 8. La protéine RIG-I (retinoic-acid-inducible gene-I1) a été associée a cette production
d’'IL-6 et 8 induite au cours de la senescence (Liu et al., 2011). Dans ce contexte, la
forme intracellulaire de a-Klotho a démontré des propriétés inhibitrices de I'activation
de RIG-I notamment via la voie NF-kB (Liu et al., 2011; Zeng et al., 2016). En effet,
plusieurs études montrent que a-Klotho inhibe I'activation de NF-kB dans les cellules
endothéliales (Maekawa et al., 2009; Yang et al., 2012; Buendia et al., 2015). Une
autre étude montre le role protecteur de a-Klotho sur la production d’IL1-8, IL6 et TNF-
a, ainsi que l'inhibition de la voie NF-kB induites par le glucose sur des cardiomyocytes
dans le contexte de la cardiomyopathie diabétique (Guo et al., 2017). Inversement,
I'activation de NF-kB, et donc de cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNF-q, le
TNF-like weak inducer of apoptosis (TWEAK) ou l'interféron-gamma (IFN-y), diminue

I'expression de a-Klotho (Thurston et al., 2010; Moreno et al., 2011).

d) L’autophagie et 'apoptose

Le lien entre a-Klotho et 'autophagie et 'apoptose a été étudié dans divers

contextes, toutefois cette relation reste obscure. La présence d’apoptose a été
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démontrée dans le poumon et le cerveau des souris KI/kl (Ishii et al., 2008; Shiozaki et
al., 2008), ainsi qu'une plus grande sensibilité a un stimulus apoptotique des
lymphocytes et érythrocytes chez ces souris (Kempe et al., 2009; Inoue et al., 2013).
Les premiéres études suggérant un effet de a-Klotho sur I'apoptose datent d’'une
dizaine d’années, dans le contexte des maladies rénales telles que linsuffisance
rénale ou les lésions d’ischémie/reperfusion rénales, et montrent une diminution de
'apoptose induite dans des cellules rénales in vivo et in vitro (Mitobe et al., 2005;
Sugiura et al., 2005, 2010; Haruna et al., 2007; Panesso et al., 2014). Cet effet
protecteur de a-Klotho sur l'apoptose a aussi été démontré dans les cellules
endothéliales (Ikushima et al., 2006; Maekawa et al., 2011), les cellules épithéliales
pulmonaires (Ravikumar et al., 2014; Kim et al., 2017) et les cellules béta du pancréas
(Lin et al., 2015).

A l'inverse, d’autres études montrent que a-Klotho induit 'apoptose des cellules
cancéreuses. En effet, les cellules tumorales ont développé des stratégies pour
échapper a l'apoptose déclenchée suite a un stress oncogénique (Hanahan et al.,
2011). L'utilisation de molécules pouvant stimuler 'apoptose des cellules cancéreuses
représente donc une approche prometteuse. De facon intéressante, plusieurs études
montrent que a-Klotho diminue la prolifération et augmente I'apoptose des cellules
cancéreuses pulmonaires (Chen et al., 2010, 2012, Wang et al., 2011, 2013). De la
méme fagon, d’autres études soutiennent l'effet pro-apoptotique de a-Klotho dans
d’autres types de cellules cancéreuses, dans le foie, 'estomac ou la thyroide (Shu et
al., 2013; Xie et al., 2013; Sun et al., 2015; Dai et al., 2016).

D’autre part, une augmentation du nombre de structures autophagiques ainsi que
de I'expression du marqueur LC3 a été détectée dans le cerveau ainsi que dans les
muscles masséter et de la langue des souris kl/kl (Shiozaki et al., 2008; lida et al.,
2011). De la méme maniere que pour I'apoptose, le réle de a-Klotho sur 'autophagie
est double. Dans certains types de cancer, I'induction de I'autophagie serait un moyen
de détruire les cellules cancéreuses (White et al., 2015). Des études ont d’ailleurs
montré une augmentation de I'autophagie in vitro dans les cancers de I'estomac et du

foie suite a la surexpression de a-Klotho (Shu et al., 2013; Xie et al., 2013).
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En revanche, certaines études montrent au contraire un effet inhibiteur de a-
Klotho sur l'autophagie, dans I'épithélium artériel (Chen et al.,, 2015) ou dans les
macrophages alvéolaires (Li et al., 2017 b), laquelle a été associée a la rigidification
des artéres et la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) liée a la fumée
de cigarette (Chen et al., 2008).

A Tinverse, une étude montre un réle de la voie mTOR dans la régulation de
I'expression de a-Klotho dans les cellules musculaires lisses vasculaires (Zhao et al.,
2015). En effet, I'inhibition de mTOR par la rapamycine induit une augmentation de
I'expression de a-Klotho, alors qu’une induction de mTOR inhibe a-Klotho. De plus, en
absence de a-Klotho, l'effet bénéfique de la rapamycine sur la diminution de la
calcification des vaisseaux est abrogé, suggérant un role critique de a-Klotho dans la

voie mMTOR dans la régulation des calcifications vasculaires.

Pour conclure sur cette partie, la protéine a-Klotho semble donc avoir un role
majeur dans les voies du vieillissement cellulaire. Elle semble avoir un role clé dans
l'inhibition du stress oxydant, de lI'inflammation ainsi que de la mort cellulaire. Dans la
littérature, son role a été étudié dans une multitude de contextes différents, et il en
ressort un effet global bénéfique de ce facteur sur la santé.
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Objectifs de la these

Dans le cadre défini lors de la partie introductive de ce manuscrit, les objectifs de

mon travail ont été répartis en 2 parties :

1) Evaluer I'effet d’'un mélange de molécules naturelles, caractérisées précédemment
pour leurs propriétés anti-inflammatoires, anti-oxydantes ou pro-anaboliques, sur le

développement de l'arthrose liée au vieillissement in vivo chez la souris.

& Pour cela, nous avons tout d’abord développé une approche non-invasive pour
évaluer l'arthrose in vivo chez la souris, dans un modéle d’arthrose spontanée
liée a I'dge. Celle-ci combine une analyse structurale de [larticulation par
radiographie, a une analyse fonctionnelle de la démarche des souris.

L L'effet de ce traitement a ensuite été évalué in vitro dans un modéle qui mime
le contexte arthrosique dans les chondrocytes articulaires. Puis, il a enfin été
testé in vivo chez la souris grace aux méthodes d’analyse développées
précédemment.

Article 1: Assessment of osteoarthritic damages in aging mice following
nutraceutical supplementation using a combination of gait and radiographic
analyses

2) Evaluer, d’'un point de vue plus fondamental, I'effet de la molécule anti-vieillissement
a-Klotho dans I'arthrose liée a I'age, et notamment son effet sur les mécanismes de

mort des chondrocytes.

% Pour cela, nous avons évalué I'expression de a-Klotho et des marqueurs
d’autophagie dans le cartilage articulaire de souris vieillissantes, que nous
avons corrélé au score d’arthrose de ces souris. Nous avons, de plus, évalué le
phénotype articulaire de souris invalidées pour le géne a-Klotho, et nous
sommes intéressés plus particulierement a 'autophagie et 'apoptose dans le
cartilage.

% In vitro, nous avons étudié le réle de a-Klotho sur I'autophagie et I'apoptose
dans des chondrocyte articulaires murins, en condition basale et en condition
pathologigue suite a un stress.

Article 2 : Involvement of the anti-aging protein Klotho in chondrocyte

autophagy and apoptosis during osteoarthritis
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nutraceutical supplementation using a combination of gait and radiographic analyses

ARTICLE 1: Assessment of osteoarthritic damages in aging mice following
nutraceutical supplementation using a combination of gait and radiographic

analyses

Problématique

Comme nous l'avons décrit dans la partie introductive, un lien fort existe entre
arthrose et vieillissement. Face a I'absence de traitements efficaces, différentes
stratégies sont actuellement en développement, dont [l'utilisation de molécules
naturelles anti-oxydantes. Or, bien que les effets de ces molécules soient relativement
bien décrits dans des modeles in vitro, peu d’études chez I'animal ont été réalisées.
De plus, la majorité de ces études évaluent I'effet d’'un composé de maniére isolée.
L’objectif de cette premiére étude a été double. Le premier objectif a été de combiner
3 molécules naturelles dont les propriétés ont déja été décrites de maniére isolée, et
tester la capacité de ce mélange nutraceutique a ralentir la progression de I'arthrose.
Le deuxiéme objectif visait a proposer une méthode d’évaluation de I'arthrose in vivo
pouvant se substituer aux méthodes invasives actuellement utilisées. En effet, la
méthode de référence qu’est I'histologie est non seulement invasive et destructrice,
mais ne permet pas de réaliser de suivi longitudinal. Ainsi nous proposons dans cette
étude une méthode d’évaluation non invasive de I'arthrose, que nous avons appliquée
dans un second temps a I’évaluation de 'effet du mélange nutraceutique chez la souris

vieillissante.

Méthodologie

In vitro : L’effet du mélange composé d’un extrait de thé vert, de collagéne hydrolysé
et de chondroitine a été évalué dans des chondrocytes articulaires de lapin stimulés
par I'lL1-B. L'expression des marqueurs chondrogéniques (agrécane, collagéne de
type 1), la production de PGE:2 et de NO, ainsi que I'expression de iNos, COX-2 et
MMP13 ont été déterminées en présence ou non d’IL1-f. La production de MEC a été

évaluée par coloration au Bleu Alcian.

In vivo : Une analyse histologique a été réalisée afin de valider les techniques non

invasives utilisées pour évaluer I'arthrose chez des souris C57BL/6 agées de 18 mois,
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décrites pour développer une arthrose spontanément avec I'dge. La progression de
l'arthrose a été appréciée par radiographie et analyse de la démarche (systeme
CatWalk®). Aprés avoir validé ces méthodes, des souris de 18 mois ont été traitées
par le mélange nutraceutique composé d’un extrait de thé vert, de collagéne hydrolysé
et de chondroitine par voie orale pendant 4 mois. Des enregistrements
radiographiques et de la démarche ont été réalisés au début du traitement puis tous

les mois pendant 4 mois.

Résultats

In vitro : Le traitement des chondrocytes primaires par le cocktail de molécules induit
une augmentation de I'expression de I'agrécane et du collagéne de type Il en culture,
associée a une production de GAG exacerbée. De plus, il induit une diminution de la
production de PGEz2, ainsi que de I'expression de iNos, COX-2 et MMP13 induites par
'IL1-B. Ceci démontre que le cocktail posséde des propriétés anti-inflammatoires et

anti-cataboliques in vitro.

In vivo : Dans un premier temps, nous montrons qu’au cours du vieillissement de la
souris, le score radiologique d’arthrose augmente progressivement, de méme que des
anomalies de la démarche des souris, démontrant qu’il est possible de réaliser un suivi
longitudinal de I'arthrose chez la souris par des méthodes non invasives. Ces résultats
sont en corrélation avec des analyses histologiqgues que nous avons réalisées en
paralléle montrant une augmentation graduelle du score histologique d’arthrose. De
plus, en utilisant cette approche non invasive, nous observons une diminution
significative des scores radiologiques et des paramétres de la démarche apres 4 mois
de traitement par le mélange nutraceutique suggérant un potentiel pour ralentir la

progression de I'arthrose.

Ces travaux sont actuellement en cours de révision dans la revue Scientific

Reports.
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The histological analysis of the joints enables an accurate evaluation of OA progression
and severity. However, this approach is an invasive and time-consuming process requiring a
high number of animals, while remaining poorly relevant to the clinical practice. Here, we
combined radiographic imaging of the knee and functional gait analysis to overcome those
limits. We showed that this approach can be compared to a histological assessment and be used
for the accurate monitoring of OA severity and progression in 6- to 22-month-old C57BL/6
male mice. In addition, with the aim to further validate this approach and to propose alternative
therapeutic approaches with potential long-term health benefits, we investigated the effect of a
nutraceutical cocktail composed of green tea extract, chondroitin sulfate and collagen
hydrolysate. In vitro, this cocktail exerted anti-inflammatory and chondro-protective effects in
IL1-p treated primary articular chondrocytes. In vivo, the nutraceuticals prevented the increase
in the radiological OA score and gait disturbances when administrated during 4 months to 18-
month-old C57BL/6 male mice. In summary, this study proposes alternative OA assessment
and prevention approaches enabling longitudinal studies more closely mimicking the clinical

practice



Introduction

Osteoarthritis (OA) is a chronic affection that has long been considered a disease of the
cartilage, but is now defined as a whole joint diseasel. It is characterized by a progressive
destruction of articular tissues during aging including a gradual disappearance of articular
cartilage, a remodeling and sclerosis of the subchondral bone and the formation of osteophytes.
These alterations are associated with synovial inflammation and pain which are one of the major
causes of incapacity in OA patients?. In human clinical practice, the diagnosis of OA is based
both on functional symptoms such as chronic joint pain and restriction of motion, and a
radiographic evaluation of the joint®. In preclinical studies, histological analyses are widely
used as the gold standard approach for the evaluation of OA progression and severity, enabling
accurate quantification of the joint lesions. However, this approach is a time-consuming,
laborious and invasive process requiring a high number of animals, and remains poorly relevant
for translating preclinical data to a clinical context.

To overcome those limits, imaging techniques such as radiography*-, micro-Magnetic
Resonance Imaging’ and in vivo micro-computed tomography?® have started to emerge as non-
invasive OA assessment methods for small animal models. These non-invasive approaches
have the potential to generate relevant and comprehensive data at the tissue level that would
more closely mimic clinical practice. However, since discordances between structural
alterations and symptoms have been described®, the monitoring of the functional consequences
of OA using gait analysis'®, would strengthen this approach. In this context, we have set up here
a non-invasive OA assessment method using a combination of radiographic imaging and gait
analysis to monitor OA severity and progression in aging C57BL/6 mice. We show that our
non-invasive method could be used in place of a histological evaluation of OA during aging,

with the advantage of allowing longitudinal studies and the use of a reduced number of animals.



Moreover, the development of non-invasive methods as alternative approaches to
invasive techniques parallels the need of replacing commonly used OA therapeutic approaches
that are associated with short-term health benefits and negative side effects (gastro-intestinal
mostly) in long term use!?. In addition, non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), which
are the most widely prescribed drugs during OA in humans, are mainly reducing the symptoms
of OA, such as inflammation or pain, without providing long-term benefits. Interestingly, the
use of natural molecules derived from food sources is now emerging as a new therapeutic
strategy for OA, providing long-term rather that short-term health benefits'?>. Among others, the
epigallocatechin-3-gallate (EGCG), a polyphenol present in green tea, has demonstrated
powerful anti-inflammatory and anti-catabolic properties, both in vitro*!* and in vivo®. On the
other hand, collagen hydrolysate and chondroitin sulfate have shown interesting properties
allowing the maintenance of cartilage matrix integrity®-8,

Therefore, with the aim to propose a non-invasive approach for OA assessment and
treatment in small animals, we used our optimized non-invasive evaluation of OA to evaluate
the combined anti-inflammatory properties of the green tea polyphenol together with the pro-
chondrocytic and anti-catabolic properties of collagen hydrolysate and chondroitin sulfate!®%

in vivo.



Results

Non-invasive assessment of OA during aging using radiographic imaging and gait
analysis. We performed a radiological evaluation of the knees from 6, 10, 18 and 22-month-
old C57BL/6 mice. To score the images, we established an updated radiological scoring system
(Table 1) based on previously published studies®>®?%22, This optimized scoring scale allows the
evaluation of previously underestimated parameters, such as meniscal calcification.
Representative radiological images of knees corresponding to increasing radiological score are
shown on Figure 1A. A dramatic decrease in low 0-1 radiological scores from 6 to 22 months
was observed, together with an increase in medium 2-3 scores (Figure 1B). The proportion of
high 4-5 and 6-7 scores increased at 18 months and, even more so, at 22 months of age. Severe
radiological scores of 8-10 were detected only at 22 months of age (Figure 1B). Interestingly,
the progression of the different criteria showed that the surface of the menisci (M) was
considerably increased during aging, whereas the joint space narrowing (JSN) was only slightly
modified during OA progression (Figure 1C). These results were compared to OARSI scoring
using conventional histological analyses. Representative images of histological sections of
Safranin-O-stained articular cartilage (Figure 1D) illustrate cartilage fibrillations as well as loss
of Safranin-O staining during aging. This translated into an increased OARSI histological score
after 10 months of age (Figure 1E), a result similar to the observations made using radiological
images. Next, we evaluated the possible correlation between structural alterations and
functional symptoms using gait analysis on the same C57BL/6 aging mice cohort (Figure 1F).
The CatWalk® analysis software generated a wide range of parameters from which two were
extracted: “Max Intensity At”, which decreased with age, and “Max Contact At”, which
increased with age. “Max Intensity At” was significantly lower in 18 and 22-month-old mice
as compared to 6-month-old mice, whereas “Max Contact At” was significantly higher in 22-

month-old mice, compared to 6-, 10- and 18-month-old mice. “Max Contact At” represents the



point at which the braking phase turns into the propulsion phase relative to Stand of a paw (the
stand phase is the phase of contact of a paw with the glass plate), while “Max Intensity At”
represents the time when the maximum intensity is measured relative to Stand. In other words,

paws from aged mice stayed longer in contact with the plate and with more intensity.

Assessment of a nutraceutical cocktail on primary chondrocytes phenotype. In line
with our aim to provide non-invasive approaches for OA assessment and treatment, we next
sought to investigate the effect of a cocktail of known molecules extracted from natural sources
on OA progression, using the above non-invasive assessment method. Combining the known
anti-inflammatory properties of EGCG, and the effect of collagen hydrolysate and chondroitin
sulfate on cartilage matrix maintenance, we first investigated the effect of this cocktail on
primary articular chondrocytes in vitro. As shown on Figure 2A, a 14-days treatment with this
cocktail resulted in a stronger Alcian Blue staining than untreated cells. Although this method
detecting glycosaminoglycan (GAG) is not quantitative, this result was consistent with the
significant increase of the expression of cartilage-specific markers aggrecan, type 1l collagen
and Sox9 (Figure 2B). Consistently, the expression of type X collagen was not detected, type |
collagen expression was not influenced by the treatment and the expression of the marker of
matrix degradation Mmp13 was decreased in cocktail-treated cells (Figure 2B). Altogether,
these data illustrated a chondro-protective effect of the nutraceutical cocktail. We next
evaluated whether this cocktail could antagonize the effects of IL1-B, a key mediator of
inflammation during OA. As expected, IL1-p treatment resulted in an increase of Mmp13, iNos
and Cox2 expression (Figures 2C, 2D and 2E), as well as NO and PGE: production (Figures 2F
and 2G). When cells were pre-treated with the nutraceutical cocktail, the expression of Mmp13
and Cox2 were significantly decreased (Figures 2C and 2E). The decrease in Cox2 expression
correlated with a dramatic inhibition of PGE: secretion (Figure 2G). Although iNos expression

was not influenced by the cocktail treatment in our experimental conditions (Figure 2D), a



significant decrease of NO production was measured in cocktail-treated cells (Figure 2F).
Altogether these data supported an anti-inflammatory and anti-catabolic role of this cocktail in

vitro suggesting a possible beneficial effect on OA in vivo.

Non-invasive assessment of OA progression in cocktail-treated aging mice. To
assess the in vivo effect of the cocktail on OA progression, 18-months old C57BL/6 mice were
fed with a cocktail-enriched diet or a regular chow during 4 months. As shown in Figure 3A,
after 4 months the mean radiological score of the untreated group of mice was significantly
increased (Figure 3A), indicating a worsening of the disease. In contrast, the mean radiological
score of cocktail-treated mice did not change (T=0 vs T=4 months in cocktail-treated mice),
suggesting that the cocktail treatment had slow down the progression of OA. Consistent with
this hypothesis, the mean radiological score of treated mice after 4 months of treatment was
significantly lower than the one of untreated mice (Figure 3A). The analysis of individual
radiological scores showed a decrease in low 0-1 scores in control mice, together with an
increase of high 6-7 and 8-10 radiological scores after 4 months (Figure 3B). Conversely, no
differences were seen in the distribution of radiological scores from cocktail-treated mice
(Figure 3B). In addition, when analyzing the different criteria used to generate the radiological
scoring, an increase in the size of the menisci (M) and in the number of calcifications (C) and
osteophytes (OF) were noted in control mice after 4 months, whereas smaller modification of
these parameters were apparent in treated mice (Figure 3C).

When analyzing the gait parameters using the CatWalk® system, we first verified the
absence of differences between untreated and treated mice at the beginning of the study (T=0)
for both parameters evaluated (figures 4A and B). After 4 months of treatment, the effect of the
cocktail showed no statistical differences on the “Max Intensity At” parameter compared to
untreated mice (Figure 4A). On the other hand, the “Max Contact At” parameter significantly

increased in the control group, whereas this parameter did not significantly increased in the



cocktail-fed group after 4 months of treatment (Figure 4B). Consistently, the “Max Contact At”
parameter was significantly different in 22-month-old control and cocktail-treated mice (Figure

4B).



Discussion

Monitoring OA progression in small animal preclinical studies often use invasive
approaches such as histological analyses of the knee. In this study, we demonstrated that OA
progression in mice can be monitored using a non-invasive approach using both radiology and
gait analysis, which are used in clinical practice. We also illustrated that this method could be
used to assess the effect of a cocktail of nutraceutical supplements on age-related progression
of OA.

The etiology of OA being multifactorial and still incompletely understood, there is no
optimal animal model for OA?3. Several well-described methods of OA induction are being
used, such as chemical induction, which provokes mainly a local inflammation, or surgical
induction, which results in severe grades of OA, or genetically modified animals?*. These post-
traumatic models of OA do not recreate the natural development of the disease. In aging mice
from the C57BL/6 strain, the spontaneous development of the disease is progressive and more
closely recapitulates the natural development of OA as seen in human during aging?®. Indeed,
it has been shown that about 80% of mice from this strain develop osteoarthritis when they
reach 18 months of age, and almost all of them become affected before they die?. Moreover,
most current preclinical studies use histological analyses to evaluate potential new therapies,
which is a time-consuming and laborious technique, and cannot be used in the human clinical
context. Interestingly, non-invasive techniques allowing a longitudinal analysis of OA in animal
models are emerging, such as imaging techniques (radiography*-, micro-Magnetic Resonance
Imaging’, in vivo micro-computed tomography?®), or gait analysis with different devices, such
as the CatWalk® or the TreadScan®'%%6%", Because they allow a longitudinal assessment of
the disease in the same animal, they have the major advantage of decreasing the number of
animal needed in preclinical studies and re-create conditions close to the human clinical

practice.



Very few preclinical studies using radiographic analysis in osteoarthritis have been
published in mice. Among them, radiological OA has been studied in STR/Ort mice, which is
a genetically-modified strain developing osteoarthritis at an early stage??22® ; and one study
has shown a positive correlation between histopathological and radiological scores of OA in
C57BL/6 mice®. Indeed, Pataki et al. showed that the size of the menisci on radiographic images
Is positively correlated with the histological score of OA. Our present study is in line with this
earlier observation and extends further in establishing a radiological score enabling to take into
account the enlargement of the menisci, the sub-chondral sclerosis, the joint space narrowing
and the presence of tendon calcification or osteophytes. Furthermore, we confirmed that in the
C57BL/6 mouse model of OA, the evaluation of meniscus surface is a valuable tool for
discriminating the grades of OA severity. Meanwhile, this technique still requires high-
precision and high-definition radiographic devices in order to be used in small animal studies.
Indeed, in this study we show that JSN, one of the major criterion used in the radiological
diagnosis of OA in clinical practice, does not appear to be modified during OA progression.
This may be explained by the difficulty to precisely assess a reduction of this parameter in the
mouse joint space using radiology.

In addition to non-invasive imaging techniques used for OA evaluation, the functional
analysis of animal gait has been developed, especially with the use of the CatWalk® system.
Initially, the CatWalk® was used in the field of neurology, to monitor functional consequences
of spinal cord or sciatic nerve injuries, ischemic stroke or Parkinson’s disease?. It has recently
been used to objectively quantify gait in rodent models of arthritis, which is characterized by
joint inflammation resulting in a limping gait®®. The CatWalk® system is now being used to
assess disturbances in locomotion in small animals, particularly in osteoarthritis®*=3, Similar to
our results, Zhen et al.® have recently illustrated a change in the “Max Contact At” parameter
in a model of Anterior Cruciate Ligament Transection (ACLT), prevented by TGF-B injection

in sub-chondral bone. Muramatsu et al.®® recently showed changes in different gait parameters,



such as the swing speed, the duty cycle or the duration of the stance phase, in the Destabilization
of the Medial Meniscus (DMM) model of OA in mice, but failed to detect an amelioration of
these parameters following hyaluronan injection. These studies confirm the usefulness of this
technique in following OA progression in rodents. Our study pointed out that, even though
many parameters can be analyzed with the CatWalk®, very few of them have been showed to
be modified in this pathological model. The parameters “Max Contact At” and “Max Intensity
At” showed interesting results by suggesting that paws from aged mice stay longer in contact
with the plate and with more intensity, more likely revealing a true gait disturbance rather than
a pain of the animals, which would have been translated in shorter and more superficial contact
of the paw with the plate.

Using this non-invasive analysis method of OA progression, we also showed that a 4-
month diet supplementation with a cocktail of nutraceutical compounds had beneficial effects
on OA progression. Even though the radiological score worsens in the untreated group of aging
mice, this progression was prevented in the cocktail-treated group. Similarly, the “Max Contact
At” gait parameter was also improved, although the “Max Intensity At” was not. As the “Max
Contact At” parameter is likely to be affected in later stages of OA whereas the “Max Intensity
At” would be affected in earlier stages, this may indicate that the cocktail may have a beneficial
effect on functional parameters only once OA is well established. Another possibility would be
that a longer treatment by the cocktail (more than the 4-month study performed here), or a
treatment given earlier, may be necessary to reveal more drastic functional differences with the
CatWalk®.

In conclusion, our study illustrates that OA progression during aging can be efficiently
monitored using a combination of non-invasive imaging and functional approaches in a small
animal model. This non-invasive and longitudinal approach may therefore have the potential to
replace invasive pre-clinical histological analyses while improving the clinical relevance of OA

evaluation. In addition, a promising preventive approach to slow down the progression of the



disease was presented, reinforcing the rationale for the potential use of food-derived nutrients

in OA management3637,



Methods

Ethical considerations in animal procedures. All animal experiments were approved
by the Animal Care Committee of Pays de la Loire and the Ministére de I’Enseignement
Supérieur et de la Recherche (Agreement no. 00035.01) and were conducted in accordance with
the European’s guidelines for the care and use of laboratory animals (2010/63/UE). Mice and
rabbits were housed in the animal facility of Nantes faculty of Medicine (Agreement no. D44-

015).

Animals. C57BL/6 male mice (Charles River Laboratories, France) were housed with
free access to food and water and a 12h/12h light/dark cycle. For radiographic imaging and gait
analysis, three groups of mice were used: one group of fifteen 6-month-old mice (group 1) and
two groups of fifteen 18-month-old mice (group 2 and 3). Recordings were made at the
beginning of the study and 4 months later, generating data for 6-, 10-, 18- and 22-month old
mice. The validation of the radiological and gait methods was performed using mice from group
1 and 2, which were fed standard diet (RM1 diet, SDS, DIETEX, France). The in vivo
assessment of the nutraceutical cocktail was performed using mice from group 3 that were fed
the RM1 diet enriched with a green tea extract (300 mg/kg) (Naturex, France), collagen
hydrolysate (1000 mg/kg) (Fortigel®, Gelita, Germany) and chondroitin sulfate (200 mg/kg)
(Bioiberica, Spain). The control group was group 2, fed with unmodified RM1 diet. Food
intakes as well as mice weight were monitored for all experiments. Histological analysis of the
knees were performed on additional 6-, 10-, 18- and 22-months old mice (n=3) fed a standard
RM1 diet. Primary articular chondrocytes were obtained from 7-week-old New Zealand white
rabbits (Hypharm, France) that were housed with free access to food and water and a 12h/12h
light/dark cycle. They were euthanized after general anesthesia, and the shoulders, knees and

femoral heads were harvested aseptically.



Histological study. Mice were sacrificed by carbon dioxide inhalation to harvest hind
limbs. Limbs were fixed in 4% paraformaldehyde and decalcified with Ethylene Diamine
Tetraacetic Acid (EDTA) 0.5M pH=8 at 27°C for approximately 130h in a microwave tissue
processor (KOS microwave, Milestone, Italy). Then, they were embedded in paraffin and cut
in 5 um sections and stained using Safranin-O. The severity of OA was evaluated blindly by
two independent readers using the Osteoarthritis Research Society International (OARSI)
scoring system®®. The severity of OA lesions was scored using parameters such as chondrocyte
death, hypertrophy, clusters, loss of Safranin-O staining and surface alteration. Scoring was

performed at different levels of the joint on at least two joint regions for each sample.

Radiographic imaging. Radiographic pictures of the hind legs (antero-posterior and
lateral views) were taken using a MX-20 DC-12 device (Faxitron Bioptics LLC, Arizona,
USA). Mice were anesthetized by intraperitoneal injection of ketamine (75 mg/kg) and xylazine
(5 mg/kg). Animals were placed in the apparatus and pictures were taken using the following
settings: 26 kV, 7 seconds of exposure and a 3x magnification. Using a blind procedure, two
readers scored the radiographic severity of OA from each sample using multiple graded criteria
summarized in Table 1, which was adapted from earlier published work®®2122_ The following
characteristics were evaluated: surface area of medial and lateral menisci (M), number of visible
osteophytes (OF), subchondral bone sclerosis (SS), joint space narrowing (JSN) and the
presence of calcifications (C) within the joints. Each criterion was assigned a score from 0 to
2, and the sum of all 5 parameters was then scored from 0 to 10. The radiographic scoring was
established as follows: 0-1=normal, 2-3=mild, 4-5=moderate, 6-7=severe and 8-10=extreme

(Table 1).

Gait analysis. Gait analysis was performed using the CatWalk® system (Noldus

Information Technology, the Netherlands). This system consists of a walkway equipped with a



glass floor enlightened with a LED lamp, a high frequency video camera placed underneath the
glass floor and a recording and analysis software (CatWalk XT® 10). Each mouse was allowed
to walk freely from one side of the walkway to the other. At each contact of the paw with the
glass plate, the LED light was reflected down through the glass floor and recorded by the
camera. Reliable recordings (speed duration lower than 5 seconds, speed variation lower than
60%) were obtained by training mice daily to cross the walkway for 7 days, before the actual
gait recording. A minimum of three compliant runs were selected and analyzed at each time

point.

Chondrocyte culture. The rabbit articular cartilage was removed, cut into small slices
and digested as previously described®®4°. The obtained rabbit articular chondrocytes (RAC)
were then cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10%
FCS, glutamine and 1% penicillin/streptomycin (Gibco, Life Technologies, Switzerland) at
37°C in a humidified atmosphere of 5% CO,. Chondrocytes were plated in 96-well plates (10°
cells/cm?) for nitric oxide (NO), and prostaglandin E2 (PGE>) determinations, and in 6-well
plates (3x10° cells/cm?) for RNA extraction and Alcian blue staining. One day after seeding,
the medium was replaced with fresh medium containing the cocktail, composed of 250 pg/ml
of green tea extract, 0.5 mg/ml of collagen hydrolysate and 200 pg/ml of chondroitin sulfate
for 24 hours. IL1-B (10 ng/ml) (Merck Millipore, USA) was then added for an additional 24

hours for further analyses.

NO and PGE: production measurements. The conditioned media recovered from
rabbit articular chondrocytes cultures pre-incubated with or without the cocktail, and treated or
not with IL1-f (10 ng/ml), were used to determine NO and PGE:> production, as per
manufacturer’s instructions. NO production was estimated spectrophotometrically by

measuring the accumulation of nitrites in the culture supernatants by Griess reaction using a



standard curve prepared with sodium nitrite (Cayman Chemicals, Bertin Pharma, France). PGE>
production was estimated using an Enzyme Immunoassay kit (Cayman Chemicals, Bertin

Pharma, France).

RNA isolation and real-time PCR. Total RNA was extracted from chondrocytes using
the NucleoSpin® RNA Il kit (Macherey-Nagel, France), as per manufacturer’s instructions.
RNA was retro-transcribed with SuperScript 111 (Life Technologies) and real-time polymerase
chain reaction (rt-PCR) was performed with SYBR Select mix (Life Technologies) to quantify
the relative gene expression using GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) as a

reference gene. The primer sequences used in this study are reported in Table 2.

Alcian blue staining. After 14 days of treatment with basal or cocktail-enriched
medium, chondrocytes were washed twice with Phosphate Buffered Saline (PBS) (Gibco, Life
Technologies, Switzerland), and fixed with 100% ethanol for 20 minutes at -20°C. Cells were
rinsed with distilled water, then stained with 0.1% Alcian blue (in HCI 0.1M) at room
temperature overnight. The stain was then removed and cells were rinsed with HCI 0.1M for 1

hour and pictures were taken.

Statistical analysis. Statistical analyses were performed with GraphPad Prism 7®,
using either an analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s multiple comparison post
hoc test, or Student’s unpaired t-test, with Welch correction when variances were significantly
different. Non-parametric Mann and Whitney t-test was used for the in vitro analysis. Each in
vitro experiment was performed at least two times in triplicates. Data are presented as the mean
value + SEM. P values less than 0.05 were considered significant and exact P values were given

for each graph.
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Figure legends

Figure 1: Osteoarthritis evaluation in aging male C57BL/6 mice from 6 to 22
months of age, by comparing histological, radiological and gait analyses. (A)
Representative radiological images of knees from 6- to 22-month-old mice displaying
radiological scores ranging from 0 to 10, according to our grading scale (Table 1). M: menisci;
OF: osteophytes; SS: sub-chondral bone sclerosis; JSN: joint space narrowing; C:
calcifications. (B) The radiological scores from 6- to 22-month-old C57BL/6 mice was
calculated and showed a decrease in low radiological scores in favor of an increase in higher
scores. (C) The radiological score of individual criterium reveals differences in progression
during aging, such as an increase of the size of the menisci and a decrease in the width of the
joint space. (D) Representative images of knee sections from 6-, 10-, 18- and 22-month-old
mice (n=3 mice per group) stained with Safranin-O. Scale bar 100 um. (E) The histological
score of each knee joint was determined using the OARSI histological scoring method®, and
significantly increased with age from 6 to 22-month-old. (F) Gait parameters evaluated with
the CatWalk® system in 6 to 22-month-old C57BL/6 male mice. Two parameters were
statistically affected in this model: Max Intensity At, which decreases with age, and Max

Contact At, which increases.

Figure 2: The EGCG/collagen hydrolysate/chondroitin sulfate cocktail exerts
chondroprotective and anti-inflammatory properties in IL1-p-treated chondrocytes. (A)
Rabbit articular chondrocytes (RAC) were cultured for 14 days in presence or absence of the
nutraceutical cocktail and GAG production was estimated using Alcian blue staining. (B) RAC
were cultured for 3 days in presence (hatched bars) or absence (black bars) of the cocktail and
the relative expression of aggrecan, collagen I1, Sox9, collagen I and X was evaluated by real-

time PCR. (C-G) RAC were cultured for 24h and then treated (hatched bars) or not treated



(grey bars) with the cocktail for 48h in the presence or absence of IL1-3 (10 ng/ml) during the
last 24h. The effect of the cocktail on IL1-B-induced MMP13 (C), iNos (D) and COX2 (E)
MRNA expression was evaluated by real-time PCR. The production of Nitric Oxide (F) and

PGE:> (G) in RAC supernatants was evaluated using commercial Kits.

Figure 3: The nutraceutical cocktail supplementation improves the radiological
osteoarthritic score after 4 months of treatment. Aged C57BL/6 mice (18-month-old) were
given the nutraceutical-supplemented diet (cocktail) or a control diet (control) for 4 months.
(A) The mean radiological score in control mice increased, whereas it did not worsen in
cocktail-treated mice. (B) Low 0-1 scores decreased while high 6-7 and 8-10 scores increased
in control mice, but no difference were seen in treated mice after 4 months of treatment. (C)
The radiological score of individual criterium showed an increase in the size of the menisci, the

number of calcifications and osteophytes in control mice, which was smaller in treated mice.

Figure 4: The nutraceutical cocktail supplementation improves gait parameters
after 4 months of treatment. Aged C57BL/6 mice (18-month-old) were given the
nutraceutical-supplemented diet (cocktail) or a control diet (control) for 4 months. (A) No effect
of a cocktail-enriched diet was evidenced on the Max Intensity At parameter after 4-month of
treatment. (B) Gait analysis showed a worsening of the Max Contact At parameter in control
mice after a 4-month period, whereas the effect on the cocktail-treated group was significantly

lower.



Figure 1: Le Tilly et al.
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Figure 2 : Le Tilly et al.
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Figure 3: Le Tilly et al.
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Table 1: Radiological grading scale for the evaluation of OA changes on CS7BL/6 mice’s

hind knees

2
Surface of medial and lateral menisci Less than 2,8 mm 0
(M) (calcified) 2,8 4,6 mm? 1
More than 4,6 mm? 2
None 0
Number of visible osteophytes (OF) One site 1
More than one site 2
e . None 0
banomaral bonb Garesis) (5§)  Lowtomoderate 1
Moderate to high 2
Normal 0
Width of the joint space (JSN) Reduced 1
Absent 2
None 0
Calcifications (C) One site 1
2

More than one site

Maximal score 10



Table 2: Sequences of primers used in the study

MRNA Forward primer Reverse primer

iNos 5’-TGACGTCCAGCGCTACAATA-3 5’-TGCGTCTCCAGTCCCATC-3’

Cox2 5’-GGAAGCGCTCTACGGCGACA-3° 5’-CCCCAAAGATGGCATCCGGGC-3°
Mmp13 5>-TTTTGAAGACACGGGCAAG-3’ 5’>-TCATCATAGCTCCAGACTTGGTT-3’
Aggrecan 5’-GAGGATGGCTTCCACCAGT-3’ 5’-TGGGGTACCTGACAGTCTGA-3’
Collagen | 5’-AGCGATGGTCCTCCAGGT-3’ 5’-GCCAGGGTAACCACGTTCT-3’

Collagen Il 5’-ACAGCAGGTTCACCTATACCG-3> 5’-CCCACTTACCGGTGTGTTTC-3’
Collagen X  5’-CAGGACCAGCTGGCATTT-3’ 5’-GGGCTCCTGTAAGTCCCTGT-3’
Sox9 5’-CTCAAGGGCTACGACTGGAC-3’ 5’-CTTGACGTGGGGCTTGTT-3’

Gapdh 5’-AGAACGGGAAGCTGGTCAT-3’ 5’-TTGATGTTGGCGGGATCT-3’
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Figure 36 : Courbe de survie des souris C57BL/6 traitées ou non par le cocktail de
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Résultats : Article 1 : Assessment of osteoarthritic damages in aging mice following

nutraceutical supplementation using a combination of gait and radiographic analyses

Discussion et perspectives de ce travail :

L’effet des polyphénols sur la santé humaine a été étudié depuis environ 25 ans.
En particulier, le chercheur Serge Renaud a introduit au début des années 90 la notion
de « Paradoxe Francais » (Renaud et al., 1993). Ce paradoxe provient de 'observation
gue les Francais présentent des risques statistiques de développer une maladie
cardio-vasculaire 3 fois inférieurs a d’autres pays industrialisés, tels que les Etats-Unis,
en dépit d'une consommation élevée de graisses saturées, d'un manque d'exercice
physique et d’un tabagisme élevé (Constant, 1997). Une explication de ce phénomene
provient de la consommation du « régime Méditerranéen », qui est constitué d’un
apport modéré de viande animale et de graisses, associé a une consommation élevée
de légumes, fruits et huile d’olive. Ceux-ci, de méme que le vin rouge consommé de
facon modérée tous les jours (1 a 3 verres par jour), sont riches en polyphénols anti-

oxydants, fibres, vitamines et acides gras insatures.

Les polyphénols posséderaient des effets bénéfigues dans diverses maladies
chroniques, telles que différents cancers, les maladies cardiovasculaires, le diabéte et
les maladies neurodégénératives (Alzheimer et maladie de Parkinson) (Costa et al.,
2017). De facon intéressante et inattendue, au cours de notre étude, nous avons
remarqué une augmentation de la survie des souris traitées par le mélange de
molécules naturelles par rapport aux souris non traitées sur la durée de I'étude (Figure
36). Ces résultats sont en concordance avec la littérature, qui attribue cet effet positif
sur la longévité aux propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires des polyphénols
contenus dans le thé vert (Kitani et al., 2007; Zhang et al., 2009 b; Niu et al., 2013).

La protéine SIRT1 pourrait étre un des facteurs pouvant expliquer ['effet
bénéfique que nous avons observé a la fois sur le développement de I'arthrose et sur
la survie des souris. En effet, cette protéine histone déacétylase est I'orthologue de la
protéine Sir2 (Silent information regulator 2) qui régule la longévité chez la levure
(Kaeberlein et al., 1999). Les souris déficientes en SIRT1 présentent des anomalies
cartilagineuses et développent plus d’arthrose spontanément avec I'age, ou suite a
une déstabilisation méniscale (DMM) (Gabay et al., 2012, 2013; Matsuzaki et al.,

72



Résultats : Article 1 : Assessment of osteoarthritic damages in aging mice following

nutraceutical supplementation using a combination of gait and radiographic analyses

2014). En phase avec un réle bénéfique de SIRT1, 'augmentation de I'expression de
SIRT1, que ce soit par surexpression (Matsushita et al., 2013) ou par I'addition de
molécules anti-oxydantes (dont le resvératrol) (Lei et al., 2012; Na et al., 2016; Zheng
etal., 2017), diminue I'expression des marqueurs d’arthrose in vitro. Au cours de notre
étude, le traitement des chondrocytes primaires avec le cocktail de molécules
naturelles pendant 24h induit une augmentation de I'expression de SIRT1 par rapport
aux chondrocytes non traités (Figure 37), suggérant un lien entre SIRT1 et I'action
anti-arthrosique et anti-vieillissement du mélange. Ces observations ont été réalisées
tardivement durant mon travail de thése, et une perspective immédiate de cette
hypothése serait d’utiliser un inhibiteur de SIRT1, tel que le sirtinol, dans les
chondrocytes traités par I'lL1-p et le mélange, et observer I'expression des marqueurs
typiques d’arthrose. Ceci permettrait de mieux caractériser le lien mécanistique

existant entre SIRT1 et le mélange nutraceutique.

Une autre protéine intéressante, et qui fait 'objet du second article de ce projet,
est la protéine anti-vieilissement a-Klotho. En effet, nous avons observé une
augmentation de [I'expression des différentes formes de a-Klotho, la forme
membranaire (KLm) et surtout la forme secrétée/splicée (KLs), dans des chondrocytes
murins traités pendant 24h par de 'EGCG (Figure 38). Cette observation est
cohérente avec une étude publiée rapportant I'induction de I'expression de a-Klotho
par 'TEGCG dans des kératinocytes humains (Kim et al., 2014). En paralléle, et comme
nous le verrons par la suite, I'expression de a-Klotho a été évaluée dans le cartilage
articulaire des souris de 18 mois (Article 2 Figure 1), et nous avons montré une
diminution graduelle de son expression de 1 mois a 24 mois. Dans ce contexte, une
perspective intéressante serait d’analyser son expression dans le cartilage des souris
traitées par le mélange nutraceutique au cours du vieillissement, afin d’établir une

corrélation entre a-Klotho et la progression de I'arthrose.

Enfin, nous pensons que I'évaluation de 'effet du mélange nutraceutique sur le
statut oxydant du cartilage serait une perspective intéressante a notre travail. En effet,
comme nous I'avons vu précédemment, les ROS jouent un réle majeur dans I'arthrose,

et I'effet anti-oxydant de 'TEGCG n’a pour le moment jamais été testé dans le cartilage.
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Enfin, les propriétés modulatrices de la mort (par apoptose et autophagie) et de la
senescence cellulaire (Singh et al., 2011; Hasima et al., 2014; Malavolta et al., 2014),
qui ont été décrites pour 'EGCG constituent sans aucun doute des voies
d’explorations trés intéressantes qui pourraient permettre de mieux comprendre les

mécanismes de mort cellulaire des chondrocytes dans le cartilage articulaire.
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ARTICLE 2 : INVOLVEMENT OF THE ANTI-AGING PROTEIN KLOTHO IN
CHONDROCYTE AUTOPHAGY AND APOPTOSIS DURING OSTEOARTHRITIS

Problématigue : Les mécanismes moléculaires impliqués dans I'arthrose ne sont pas

encore totalement caractérisés, mais comme nous l'avons vu dans la partie
introductive, elle est liee a des perturbations de I'homéostasie du cartilage, et
notamment a des anomalies du processus autophagique. L’arthrose étant intimement
lite au vieillissement, les molécules anti-vieilissement connaissent un intérét
grandissant dans l'optique de la prise en charge de I'arthrose. Parmi ces facteurs, la
protéine anti-vieillissement a-Klotho a été démontrée comme modulant 'autophagie
dans différents systemes cellulaires. De plus, des polymorphismes de a-Klotho ont été
associés a un risque accru d’arthrose. L’objectif de cette étude a donc été de préciser
le r6le de a-Klotho dans le développement de I'arthrose, plus particulierement en lien

avec 'autophagie des chondrocytes.

Méthodologie :

In vivo : L'expression de a-Klotho et des marqueurs d’autophagie, ainsi que le score
histologique d’arthrose ont été évalués dans le cartilage articulaire de souris agées de
1 a 24 mois. En paralléle, le phénotype cartilagineux, I'autophagie et I'apoptose des

chondrocytes dans le cartilage des souris KL” ont été caractérisés.

In vitro : L’effet de a-Klotho sur les processus de mort cellulaire a été recherché dans
des chondrocytes articulaires murins isolés de souriceaux (iMACs). Ceux-ci ont été
stimulés par des concentrations croissantes de a-Klotho recombinant, et le statut
autophagique a été évalué. Les effets de a-Klotho sur la mort des chondrocytes ont

aussi été observés en condition de stress, induit par de I'lL1-.

Résultats :

In vivo : Nos résultats montrent que I'apparition de I'arthrose au cours du vieillissement
est corrélée a une diminution de I'expression de a-Klotho et de I'autophagie dans le
cartilage. De plus, le cartilage des souris invalidées pour a-Klotho, bien que ne

présentant pas de Iésions évidentes d’arthrose, présente un score histologique
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d’arthrose supérieur aux souris sauvages. L’évaluation de la mort des chondrocytes
dans le cartilage des souris KL démontre une augmentation du nombre de lacunes
vides dans la matrice et une augmentation de I'expression des marqueurs de

I'autophagie et de I'apoptose.

In vitro : Le traitement des chondrocytes par a-Klotho n’induit pas de modifications de
'expression des marqueurs de l'autophagie dans des chondrocytes sains, ceci en
dépit de la présence de FGF23 et des différents FGFR. Toutefois, en condition de
stress suite au traitement par I'lL1-3, 'autophagie et 'apoptose sont augmentées, ainsi
gue les principaux marqueurs inflammatoires et cataboliques (MMP13, ADAMTSS5,
COX-2 et iNos). En présence de a-Klotho, nous démontrons que l'induction de
'autophagie et de l'apoptose suite au traitement par I'lL1-B est réduite, alors que

I'expression des marqueurs typiques d’arthrose n’est pas modifiée.

Conclusion : Au cours de cette étude, nous avons décrit la présence d’'une arthrose
précoce en I'absence de a-Klotho chez la souris, suggérant un effet protecteur de a-
Klotho dans le cartilage articulaire. L’augmentation de I'autophagie dans les souris
mutantes, associée a la diminution de l'autophagie et de a-Klotho au cours du
vieillissement indique clairement des liens intimes entre a-Klotho et l‘autophagie. Les
expérimentations in vitro suggeéerent que I'effet de a-Klotho sur I'autophagie induite par
une cytokine pro-inflammatoire comme I'lL1-B serait liée a son effet sur 'apoptose
dans les chondrocytes. Cette hypothése est renforcée par l'observation de
'augmentation de I'apoptose dans le cartilage des souris déficientes en a-Klotho, ainsi
que le nombre grandissant d'études démontrant qu'une induction excessive de
'autophagie peut conduire a la mort cellulaire par apoptose. Des études
supplémentaires sont nécessaires pour décrypter la relation entre autophagie et

apoptose dans le cartilage au cours de I'arthrose.

Ces travaux sont actuellement en cours de révision dans la revue Cellular

Physiology and Biochemistry.
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Abstract

Background: The pathogenesis of osteoarthritis (OA) is not fully characterized, but is thought
to include an impairment in the autophagic process particularly during aging, one of the main
risk factor for OA. The antiaging factor Klotho has been shown to regulate autophagy in a
variety of cell types, and Klotho polymorphisms have been associated with higher risks of OA.
The aim of this study was thus to investigate the role of Klotho in OA.

Methods: The expression of Klotho and autophagy markers (LC3b and Beclin-1) and OA onset
were evaluated in aging C57BL/6 mice as an age-related spontaneous model of OA. The
cartilage integrity, autophagy and apoptosis status in Klotho-deficient mice knee joints were
also analyzed. In parallel, to investigate the relationship between Klotho and autophagy,
immature murine articular chondrocytes (iMACs) were stimulated with increasing doses of
soluble recombinant Klotho. The effect of Klotho on autophagy was also evaluated in a
pathological context, i.e. following IL1- stimulation (10 ng/ml) for 24 hours. Bax/Bcl-2 ratio,
a marker of the intrinsic apoptotic pathway, was also evaluated in IL1-p-treated chondrocytes.
Results: Our results revealed a gradual decrease in Klotho and autophagy markers expression,
which correlated with OA progression appearance in aging mice. In the knee joint of Klotho-
deficient mice, an increase in the OA histological score, associated with increased autophagy
(LC3b) and chondrocyte death (caspase 3 and TUNEL) were observed, suggesting a protective
anti-apoptotic role of Klotho in cartilage. In vitro, IL1-f treatment in murine primary
chondrocytes resulted in autophagy induction as well as an increase in Bax/Bcl-2 ratio, which
were both counteracted by the addition of Klotho.

Conclusion: In summary, our study revealed the close relationship between the anti-aging
Klotho protein and chondrocyte death in articular cartilage, unveiling Klotho as a potential
target to enhance chondrocyte survival.

Keywords: Klotho — aging — osteoarthritis — autophagy — apoptosis



Introduction

Aging can be defined as a time-related deterioration of physiological functions. Twenty
years ago, the discovery of a-Klotho [1] (referred hereafter as Klotho) as a putative aging-
suppressor gene, has generated tremendous advances in the understanding of the aging process.
Klotho is mainly expressed in the kidney, and three Klotho protein types with potentially
different functions have been identified: a full-length transmembrane form and two circulating
forms, arising either from alternative splicing [2,3] or enzymatic shedding [4]. The role of
Klotho in mineral metabolism is now well described, acting as an obligatory FGF23 cofactor
to regulate phosphate excretion and vitamin D levels via the FGFR1c, FGFR3c and FGFR4
receptors [5,6]. FGF23-independent roles for Klotho have more recently been described and
attributed to the soluble form(s) of Klotho found in different biological fluids (blood, urine and
cerebrospinal fluid) [7]. These roles include the regulation of ion channels (TRPV5 [8],
ROMKT1 [9]) and several signaling pathways (IGF-1 [10], TGF-p [11], Wnt [12], NF-«xB [13],
oxidative stress [14], senescence [15]), and are expected to confer to Klotho a global positive
effect on health. Furthermore, Klotho seems beneficial in various age-related degenerative
diseases. Indeed, Klotho has been shown to improve the cognitive function in aging mice [16],
attenuate renal fibrosis [11,17], delay the apparition of chronic kidney disease [18] and
ameliorate resistance to diabetes [19]. At the genetic level, some polymorphisms of Klotho have
been associated either with increased risks of cardiovascular disease and kidney stone formation
[20,21], or with a reduction of cognitive impairment [22].

Consistent with a beneficial effect of Klotho, some polymorphisms of Klotho have been
associated with higher risks of osteoarthritis (OA) [23,24], one of the most common and
debilitating joint diseases. OA is a chronic affection resulting from the progressive degeneration
of the articular cartilage, as well as synovial and bone alterations [25], which incidence is now

well established to increase during aging [26]. During OA and aging, the extracellular matrix



is disrupted, and the number of chondrocytes decreases as a result of increased cell death
[27,28]. This death of chondrocytes is commonly admitted to participate to the OA process
[29,30], and may occur through several processes such as apoptosis, necrosis, senescence or
autophagy [31,32].

Interestingly, an impairment in the autophagic process in chondrocytes has been
enlightened during OA development and progression [33,34]. Autophagy is a cellular self-
digestion mechanism involving the formation of the autophagosome eventually fusing with
lysosomes to degrade and recycle the intracellular content [35]. The autophagic process is
regulated by a family of autophagy-related gene (Atg) including Ulkl, Beclin-1 and
microtubule-associated protein 1 light chain 3b (LC3b) [36]. Ulk1 and Beclin-1 are involved in
autophagy initiation, whereas LC3b regulates the formation of the vacuole. Following
autophagy activation, LC3b-I conjugates to phosphatidylethanolamine on the membrane of the
autophagosome and is then converted into LC3b-1l [37]. Although autophagy is usually
considered as a cell survival mechanism, some studies have shown that it can lead to cell death
in certain pathological contexts [38,39]. Until now, autophagy has been considered as a
cytoprotective process in articular cartilage [40,41] and has been shown to decrease during OA
[33]. Interestingly, several studies suggested that Klotho does regulate the autophagic process
in several tissues [42,43]. However, the role of Klotho in the cartilage, and more specifically in
OA progression, have been largely underexplored.

In the present study, we explored the role of the anti-aging protein Klotho during OA
progression. We illustrated the time-dependent decrease in Klotho expression in cartilage
during aging and uncovered its potential protective role in this tissue. Finally, we provided
insights into the inter-related role of Klotho and autophagy in controlling chondrocyte survival

in OA.



Materials & Methods

Animals and histological evaluation.

All animal experiments were approved by the Animal Care Committee of Pays de la Loire and
the Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche (Apafis agreement #00035.01).
Knee joints from C57BL/6 male mice (Janvier Labs, France) were collected at different ages
(1-, 6-, 12-, 18- and 24-month-old). Three mice of each age were euthanized, and both hind
limbs were harvested (n=6 knee joints per age). Limbs were fixed in 4% paraformaldehyde and
decalcified with Ethylene Diamine Tetraacetic Acid (EDTA) 0.5M pH=8 at 4°C for
approximately 7 to 14 days. Specimen were then embedded in paraffin, cut in serial sections (4
pm), and stained with Safranin-O-fast green to evaluate the severity of OA, using a scoring
system adapted from the Osteoarthritis Research Society International (OARSI) histopathology
initiative recommendations as described [44-46]. This scoring allows evaluation of the severity
of OA lesions using parameters such as presence of chondrocyte death, hypertrophy, clusters,
loss of Safranin-O staining and surface alteration. Scoring was performed at different levels of
the joint on at least two or three joint regions for each sample. Knee joint sections were also
analyzed for Klotho, LC3b and Beclin-1 expression by immunohistochemistry. Knee joints
originating from 1.5 month-old Klotho-deficient mice [1] (KL”) were compared to age-
matched wild type mice (n=6 knee joints per group) and assessed for OA development by
Safranin-O staining, as well as analyzed for LC3b, Beclin-1, TUNEL and cleaved caspase-3

expression.

Immunohistochemistry.
Sections were deparaffinized and rehydrated in graded ethanol baths. Antigen unmasking was

performed using citrate buffer (pH=6) overnight at 70°C, followed by peroxidase blocking with



3% H>0: for 20 minutes and blocking with 10% goat serum + 4% bovine serum albumin (BSA)
for 30 minutes at room temperature. Primary antibodies: LC3b (1:200, Cell Signaling
Technology), Beclin-1 (1:200, Santa Cruz), Cleaved caspase 3 (1:300, Cell Signaling
Technology), Klotho (1:100, KM2119, TransGenic Inc.) were incubated overnight at 4°C.
Slides were then incubated with biotinylated goat anti-rabbit (1:500, Dako) or donkey anti-rat
(1:1000, Interchim) secondary antibodies for 1h at room temperature. The signal was developed
with 3,3-diaminobenzidine (DAB) substrate for 5 minutes, and counterstained with Mayer’s
hematoxylin. TUNEL assay (DeadEnd™ Fluorometric TUNEL System, Promega) was
performed as per manufacturer’s instruction. In KL mice, quantification of signal-positive
chondrocytes was performed by counting LC3 and Beclin-1 positive cells in 300x100 pm area
in two sites of each sample. Then, the number of positive cells was expressed as a percentage

relative to the total number of cells in each area.

Murine primary chondrocytes culture.

Immature murine articular chondrocytes (iMACSs) were isolated from knees of 6-days-old pups,
as described by Gosset et al. [47]. Cells were cultured in high glucose Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% FCS, and 50 pg/ml gentamicin (Gibco, Life
Technologies) at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO». For autophagy determination,
chondrocytes were seeded at high density (50,000 cells/cm?) and treated with recombinant
mouse Klotho (R&D, 1819-KL) at various concentrations (1 to 1000 pM) for 24h, in the
presence or not of chloroquine (25 uM, Sigma-Aldrich) for the last 4h. The effect of Klotho on
autophagy was also tested in presence of recombinant mouse FGF23 (R&D) (100 ng/ml).
IMACs (10,000 cells/cm?) were also transfected with a plasmid overexpressing Klotho, using
jetPRIME transfection reagent according to manufacturer’s instructions (Polyplus transfection)

for 24h. IL1-B treatment (0.1 to 10 ng/ml) was used as a catabolic stress inducer, and



chondrocytes were stimulated with soluble Klotho (1000 pM) for 24h before the addition of

IL1-B (10 ng/ml) for another 24h.

RNA isolation and quantitative polymerase chain reaction.

Total RNA was extracted from chondrocytes using the NucleoSpin® RNA 11 kit (Macherey-
Nagel), according to manufacturer’s instructions. Fifteen nanograms of RNA was retro-
transcribed with SuperScript 111 (Life Technologies) and real-time polymerase chain reaction
(rt-PCR) was performed with SYBR Select mix (Life Technologies) to quantify the relative
gene expression of Mmp13, Adamts5, Cox2, iNos, Fgfrl, Fgfr2, Fgfr3, Fgfr4, Bax and Bcl-2,
using Pinin as a reference gene. The primer sequences used in this study are reported in

Supplementary Table S1.

Protein isolation and Western Blotting.

Chondrocytes were washed three times with DMEM, and lysed with ice-cold RIPA buffer (Tris
HCI pH8 50 mM, NaCl 150 mM, 1% NP40, Sodium deoxycholate 0.5% w/v, EDTA 20 mM)
supplemented with protease and phosphatase inhibitors (Sigma Aldrich). Fifteen micrograms
of total proteins were separated by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) and transferred into polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes (Bio-Rad).
Membranes were probed with the following primary antibodies: LC3b (1:1000, Cell Signaling
Technology), Ulk1 (1:1000, Cell Signaling Technology), Klotho (1:500, KM2076, TransGenic
Inc.), B-actin (1:5000, Sigma Aldrich) overnight at 4°C. Membranes were then incubated for
1h at room temperature with HRP-conjugated secondary antibodies goat anti-rabbit (1:2000,
Cell Signaling Technology) or goat anti-mouse (1:80,000, Sigma Aldrich). Blots were

visualized with SuperSignal West Dura or Femto reagents (Bio-Rad).



Statistical analysis.

Statistical analyses were performed with GraphPad Prism 7®. Comparative studies were
analyzed using a non-parametric Mann and Whitney t-test with p values less than 0.05
considered as statistically significant. Each experiment was performed at least three times, and

data are presented as the mean value £ SEM.



Results

Concurrent decrease in Klotho expression and autophagy during age-related OA progression.
As a first step in deciphering the role of Klotho in OA, we investigated the expression of Klotho
in the cartilage of male C57BL/6 mice from escalating ages and analyzed its expression pattern
as a function of OA progression (Figure 1A). OA development was evaluated in joints from 1-
, 6-, 12-, 18- and 24-month-old mice using Safranin-O staining followed by grading using a
scoring system adapted from the OARSI scale [44-46]. Fibrillations of the articular surface, as
well as de-cellularized areas were observed as early as 12 months of age and were clearly visible
at 18 and 24 months of age (Figure 1A). This translated into an OARSI score progressively
increasing with age (Figure 1B). Interestingly, an increased cell death, as evaluated by the
presence of empty lacunae within the cartilage, was also detected during aging. The evaluation
of Klotho protein immunostaining showed inversely a gradual decrease of Klotho expression
in the articular cartilage of 1 to 24-month-old mice (Figure 1A). Similarly, the expression
profile of the autophagy markers LC3b and Beclin-1 during aging revealed a decrease of
autophagy in aged mice compared to young mice cartilage (Figure 1C), resembling Klotho
expression profile. This concurrent decrease of both Klotho expression and autophagy markers

during aging may indicate a role in the progressive apparition of OA.

Klotho-deficient mice display cartilage anomalies and increased autophagy. To further analyze
whether the decrease in Klotho expression may be involved in the onset of OA, knee joints
from 1.5 month-old KL’ mice were analyzed for cartilage integrity using Safranin-O staining
(Figure 2A). Articular cartilage surface appeared normal, with no apparent fibrillations or
surface erosion. However, despite this absence of cartilage surface erosion, the histological

score was slightly but significantly increased compared to wild-type mice (Figure 2B). This



originated from an increased number of hypertrophic chondrocytes that could be observed in
KL mice compared to wild-type mice (Figure 2B). Of note, chondrocyte death was also
enhanced in KL”" mice. The expression of LC3b and Beclin-1 autophagy markers was also
evaluated (Figure 2C) revealing a significant increase in the percentage of LC3b positive cells
in KL mice compared to wild-type mice, whereas Beclin-1 expression remained similar

between KL and wild-type mice.

Klotho does not modulate autophagy in healthy chondrocytes. Since Klotho deficiency resulted
in an unexpected increase of LC3b, we investigated further the interplay between Klotho and
autophagy. To this aim, immature murine articular chondrocytes (iMACs) were incubated with
increasing doses of recombinant Klotho for 24h. Surprisingly, no significant differences in Ulk1
expression and LC3b-11/1 ratio could be noted following Klotho stimulation (Figure 3A). These
results were further confirmed by the evaluation of autophagy level in Klotho-overexpressing
chondrocytes (Supplementary Figure S1A). No differences in UIk1 expression and LC3b-11/I
ratio could be seen 24h after Klotho transfection when compared to control chondrocytes. To
ascertain that this lack of effect of Klotho on LC3b-1I/I ratio was not due to an increased
autophagy turnover, we used chloroquine, which blocks the turnover of LC3-11. In the presence
of chloroquine, no difference in LC3b-11/1 ratio was observed between untreated and Klotho-
treated cells (Figure 3B), confirming that increased expression of Klotho did not modulate the
autophagic flux. However, it remained possible that the absence of Klotho effect was due to the
absence of its co-factor FGF23 in the in vitro experiments. Therefore, chondrocytes were
treated with recombinant Klotho alone or in association with recombinant FGF23 for 24h, and
the effect of Klotho and FGF23 were evaluated on autophagic flux in absence or presence of
chloroquine. Results showed that the LC3b-1I/I ratio did not vary in any tested conditions

(Figure 3C). This negative result could not be attributed to a defect in FGF receptors expression



since all four of the FGF receptors were expressed in chondrocytes (Supplementary Figure
S1B), notably FGFR1 and FGFR3 through which Klotho, together with FGF23, was shown to

mediate part of its physiological roles [6].

Klotho counteracts the effect of IL1-5 on autophagy. Although no effect of Klotho on autophagy
could be evidenced in a steady-state situations, it remained possible that Klotho could play a
role during pathological-like situation. Using IL1-B stimulation as a stress-induced pathological
situation [48], we evaluated the effect of IL1-B in iMACs on OA and autophagy markers. IL1-
B treatment (0.1 to 10 ng/ml) of iMACs for 24h resulted in a dose dependent increase of LC3b-
[1/1 ratio and Ulk1 expression with a maximal effect at 10 ng/ml (Figure 4A). As expected, IL1-
B stimulation resulted in an increase in OA markers Mmp13, Adamts5, Cox2 and iNos (Figure
4B). Interestingly, pretreatment of iIMACs with recombinant Klotho (1000 pM) 24h before IL1-
B stimulation (10 ng/ml) for 24h resulted in a significant decrease in Ulk1 expression and LC3b-
11/1 ratio (Figure 4C). Of note, although Klotho blunted the IL1-p effect on autophagy, it did
not induce any modification in the IL1-f driven expression of OA markers Mmp13, Adamts5,
Cox2 and iNos (Figure 4D). We further confirmed the effect of exogenous Klotho on autophagy
by transfecting a Klotho-expressing vector in cells treated with IL1-B (10 ng/ml) for 24h
(Supplementary Figure S2). Similarly to extracellular addition, Klotho over-expression resulted
in a lower autophagy induction as shown by the significant reduction in Ulk1 expression and
the decrease in LC3b-11/I ratio in Klotho overexpressing chondrocytes treated with IL1-f

compared to control chondrocytes.

Klotho-deficient mice display high apoptosis in the cartilage. As mentioned above, histological
observations of articular cartilage from KL’ mice suggested that chondrocyte death was

increased. Since autophagy and apoptosis processes are interrelated [49] and that IL1-B could



induce apoptosis in chondrocytes [50], we investigated the apoptosis status in IL1-B-treated
chondrocytes and in knees from Klotho-deficient mice (Figure 5). TUNEL assay and cleaved
caspase 3 immunostaining in joints of KL mice confirmed an increased in apoptosis in KL
mice compared to wild-type mice in which both immunostainings were negative (Figure 5A).
The cleaved caspase 3 was detected in the articular cartilage of KL” mice, whereas the TUNEL
assay revealed apoptotic cells in the calcified cartilage underneath the articular cartilage. When
IMACs were treated with I1L1- for 24h, a dose-dependent increase in Bax/Bcl-2 ratio in mouse
chondrocytes was shown (Figure 5B). Bax/Bcl-2 ratio is considered as an important
determinant of cell susceptibility to apoptosis [51], and has been shown to be altered in OA
cartilage and following IL1-B-treated chondrocytes [52,53]. Strikingly, pre-treatment with
Klotho (1000 pM) followed by IL1-B stimulation for 24h resulted in a dose-dependent decrease
in the Bax/Bcl-2 ratio (Figure 5C). Altogether these data suggest that Klotho may have a
beneficial effect in articular cartilage by preventing both autophagy and apoptosis induced by

IL1-p.



Discussion

The well-established functional link between osteoarthritis and aging [26] led us to
investigate the role of the anti-aging protein Klotho in cartilage. Although earlier work did
report Klotho expression in piglet growth plate [54] and in human articular cartilage [55], its
functional role and kinetics of expression were not investigated. Here, we illustrated for the first
time the kinetics of Klotho expression in articular cartilage, revealing a progressive decrease
during aging. Interestingly, the histological examination of articular cartilage from Klotho-
deficient mice suggested a possible role of Klotho in the osteoarthritic process. Although this
role needs further work to fully understand the mechanistic issues involving Klotho in the
osteoarthritic process, we demonstrated that the in vivo absence of Klotho led to an increased
chondrocyte death. Consistent with recent studies showing that during OA, chondrocyte death
could occur by a combination of several mechanisms, including apoptosis and autophagy [56],
we illustrated an increase in autophagy and apoptotic-mediated death of chondrocytes in KL7
mice that is consistent with a chondroprotective role of Klotho.

The inter-relationship between Klotho and autophagy has been documented earlier in
various cellular contexts but still remains elusive. Several studies have shown that Klotho
increases autophagy in gastric cancer cells [57] or hepatocellular carcinoma cells [42], and that
in certain cancer types, autophagy induction could be a way of killing cancer cells [58]. In
contrast, other studies have described an inhibitory effect of Klotho on autophagy in contexts
such as in arterial cells [43] or alveolar macrophages [59], in which autophagy induction is
associated with the development of arterial stiffening and cigarette smoke-induced emphysema
[60], respectively. While the inhibitory or stimulatory effect of Klotho on autophagy may
appear inconsistent at first sight, this may indicate that the mechanistic link between Klotho

and the autophagic process may depend on different cellular or physiological contexts, resulting



in all cases in a beneficial role of Klotho. This may explain the difference between the blunting
effect of Klotho on IL1-B-induced autophagy and the absence of effect of Klotho on basal
autophagy level in murine chondrocytes, or the concomitant decrease in Klotho and autophagy
during aging.

In addition, an increasing number of studies suggest that autophagy levels vary
depending on the histological localization of chondrocytes within the articular cartilage
(superficial, middle or deep zone), but also during the stages of OA progression (early or late
OA) [56,61]. Therefore, the apparent discrepancies in Klotho effect on autophagy illustrated by
the increased autophagy in KL” cartilage and decreased autophagy in aging cartilage
expressing low levels of Klotho, may relate to the different stages of OA in both models.
Consistent with this hypothesis, it must be stressed that while higher than in wild-type mice,
the histological OA score of KL cartilage remained relatively mild when compared to the OA
score of aged mice.

Recent studies have shown that during the early phases of OA development, the
autophagic process was increased as a result of increased stress events, serving as a tissue-
survival compensatory response aimed at removing damaged cells [62,63]. On the contrary,
some studies have demonstrated that excessive induction of autophagy in OA-chondrocytes led
to cell death [61]. Therefore, our results may illustrate a beneficial effect of Klotho on articular
cartilage. When murine chondrocytes were treated with IL1-B, we observed an increase of
autophagy markers, a result similar to a previously reported study in humans [50]. Interestingly,
the latter study also demonstrated that by blocking autophagy induction in IL1-B-treated cells
using Atg5 silencing, the expression of OA markers was exacerbated, revealing the detrimental
effect of autophagy blockade on articular cartilage. Similar detrimental effects of blunted
autophagy were also reported in the studies of Ribeiro et al. [64] and Zhang et al. [40].

However, in contrast with the above studies, we showed here that Klotho blunted the effect of



IL1-B on autophagy while did not induce any effect on Mmp13, Adamts5, Cox2 and iNos-
increased expression following IL1-f stimulation, suggesting that Klotho’s counteracting effect
on autophagy does not result in an aggravation of OA progression.

While the relationship between autophagy and apoptosis has been extensively reviewed
during the last decade [65], this dialogue is not fully deciphered. During the later stages of OA,
both autophagy and apoptosis have been detected in the same cells [56], resulting in cell death.
Interestingly, Roach et al. [66] described a variant of chondrocyte death, called chondroptosis,
sharing features of apoptosis and autophagy. In this study, we did observe some characteristics
of apoptotic cell death in IL1-B-treated chondrocytes, as revealed by the increased Bax/Bcl-2
ratio. Interestingly, this ratio decreased when cells were pre-treated with Klotho. Similarly, the
absence of Klotho in vivo resulted in a major activation of caspase 3 in the articular cartilage,
and an increase in TUNEL-positive cells in the non-calcified cartilage.

The role of Klotho in apoptosis has been investigated in other contexts, and, as with
autophagy, published studies suggest that Klotho induces apoptosis in cancer cells [42,57],
whereas it rather inhibits apoptosis in other cells [67,68]. Interestingly, autophagy has been
extensively studied in the pathogenesis of pulmonary diseases [69], and has been shown to have
both protective and deleterious effects, depending on the cellular context. In chronic obstructive
pulmonary disease (COPD) caused by exposure to cigarette smoke, autophagy has been shown
to be increased [60], which resulted in an activation of apoptosis [70]. Strikingly, in this context,
Klotho decreased cigarette-smoke induced autophagy [59], similarly to our results in IL1-p-
treated chondrocytes. This present study illustrates for the first time a repressive role of Klotho
on chondrocyte apoptosis, which is consistent with the chondro-protective role of Klotho
illustrated through its role on autophagy.

Since the chondrocyte is the only present cell type in the non-innervated and avascular

cartilage tissue lacking self-renewing capacity [71], the modulation of pathways leading to its



death or survival is an essential parameter during OA progression. Treatment aimed at
preventing, limiting or delaying chondrocytes death is then of crucial importance in the
management of OA. In this context, our work suggests that modulating Klotho expression in
the cartilage may represent a promising therapeutic approach to promote articular chondrocyte

cell survival.
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Figure legends

Fig. 1: Klotho and autophagy concomitantly decrease while OA features appear in aging
C57BL/6 mice articular cartilage. Knee joints from 1, 6, 12, 18 and 24-month-old male
C57BL/6 mice were analyzed by histology and immunohistochemistry as described in the
materials and methods. (A) Safranin-O staining and Klotho immunohistochemistry. (B)
Modified histological OARSI scoring, and mean chondrocyte death score (see text for details).
Data are presented as mean values + SEM. *=p<0.05 versus 1 month-old mice, #=p<0.05 versus
6-month-old mice, and $=p<0.05 versus 12-month-old mice. (C) Autophagy markers LC3b and
Beclin-1 expression were also evaluated by immunohistochemistry in 1, 6 and 18-month-old

mice. n=6 knee joints for each age. Scale bar 100 um.

Fig. 2: Klotho-deficient mice cartilage phenotype and autophagy status. Knee joint of 1.5
month-old KL-/- and wild-type mice were analyzed by histology and immunohistochemistry as
described in the material and methods. (A) Safranin-O staining. (B) Histological OARSI score
[44-46] and histologic evaluation of chondrocyte death and hypertrophy. Data are presented as
mean values + SEM. *=p<0.05 versus wild-type mice. (C) Immunohistochemistry for LC3b
and Beclin-1 expression, and quantification of LC3b and Beclin-1-positive cells (% of positive
cells compared to total number of cells). n=6 knee joints for each strain. Scale bar 100 pum.

*=p<0.05 versus wild-type mice.

Fig. 3: Effect of Klotho on basal autophagy in murine chondrocytes. (A) iMACs were treated
with increasing doses of recombinant murine Klotho (1 to 1000 pM) for 24h and autophagy
markers Ulk1l and LC3b expression was evaluated by Western Blot. (B) iMACs were treated

with recombinant murine Klotho (1, 100 and 1000 pM) and Chloroquine (25 pM) was added



for the last 4h of treatment. LC3b expression was evaluated by Western blot. (C) FGF23 (100
ng/ml), a cofactor of Klotho, was added simultaneously with Klotho (1000 pM) for 24h in the
presence of chloroquine (25 uM) or not for the last 4h. Quantitative results are expressed

relative to control and represented as mean values = SEM of three independent experiments.

Fig. 4: Klotho counteracts the effect of IL1-B on autophagy in iMACs. (A-B) IMACs were
treated with increasing doses of IL1-f (0.1, 1 and 10 ng/ml) for 24h. Autophagy markers Ulk1
and LC3b expression levels were evaluated by Western Blot (A), and typical OA markers
Mmpl3, Adamts5, Cox2 and iNos mRNA expressions were quantified (B). Results are
expressed relative to control. (C-D) iMACs were then treated with recombinant Klotho (1000
pM) for 24h followed by treatment with IL1-p (10 ng/ml) for another 24h. Ulk1 and LC3b-11/1
ratio (C) and OA markers Mmp13, Adamts5, Cox2 and iNos mRNA expressions (D) were
analyzed. Results are expressed as a fold change relative to IL1-p alone treated cells (i.e. in
absence of Klotho). Data are represented as mean values + SEM of three independent

experiments. *=p<0.05 versus control.

Fig. 5: Klotho mediates apoptosis in chondrocytes. (A) The apoptosis status in 1.5 months old
KL mice knees was compared to wild-type mice, and evaluated by TUNEL assay and caspase-
3 immunostaining. n=6 knee joints for each strain. Scale bar 100 um. (B-C) Bax/Bcl-2 ratio
was assessed by RT-gPCR in chondrocytes treated with increasing doses of IL1-p (0.1 to 10
ng/ml) for 24h (B), and in iMACs treated with recombinant Klotho (1000 pM) for 24h followed
by IL1-B treatment for another 24h (C). Results are expressed relative to control, or as a fold
change relative to IL1-p alone treated cells (i.e. in absence of Klotho). Data are represented as

mean values + SEM of three independent experiments. *=p<0.05 versus control.



Figure 1: Le Tilly et al.
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Figure 2: Le Tilly et al.
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Figure 3: Le Tilly et al.
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Figure 4: Le Tilly et al.
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Figure 5: Le Tilly et al.
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Supplementary figure legends

Supplementary Figure S1: Autophagy status in Klotho-overexpressing chondrocytes, and
expression of the different FGFR in iIMACs. (A) Klotho expression was verified after
transfection in iIMACs, and autophagy markers Ulkl and LC3b expression was evaluated in
Klotho-overexpressing chondrocytes 24h after transfection. (B) The mRNA expression of the
different FGF receptors was evaluated by gPCR. Data are represented as mean values + SEM

of three independent experiments.

Supplementary Figure S2: Klotho overexpression counteracts the effect of IL1-f on
autophagy in iIMACs. Klotho-overexpressing chondrocytes were stimulated with 1L1- (10
ng/ml) for 24h, and autophagy markers Ulk1 and LC3b expression levels were quantified by
Western Blot. Results are expressed as a fold change relative to IL1-p alone treated cells (i.e.
in absence of Klotho). Data are represented as mean values £ SEM of three independent

experiments. *=p<0.05 versus control.



Supplementary Figure S1: Le Tilly et al.
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Supplementary Figure S2: Le Tilly et al.
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Supplementary Table SI : Le Tilly et al.

mMRNA Forward primer Reverse primer
Mmp13 5’-CTATCCCTTGATGCCATTACCAG-3’ 5’-ATCCACATGGTTGGGAAGTTC-3”
Adamtsb 5’-ATGTGTGCAAGCTTACCTGC-3’ 5’-ATCCAGTTCTCACACACCGT-3”
Cox2 5’-TGAGCAACTATTCCAAACCAGC-3’ 5’-GCACGTAGTCTTCGATCACTATC-3’
iNos 5-TCTTGGAGCGAGTTGTGGAT-3’ 5’-GGGGTCGTAATGTCCAGGAA-3’
Bax 5’-TGAAGACAGGGGCCTTTTTG-3’ 5’-AATTCGCCGGAGACACTCG-3’
Bcl-2 5’-ATGCCTTTGTGGAACTATATGGC-3’ 5’-GGTATGCACCCAGAGTGATGC-3’
Fofrl 5’-ACTCTGCGCTGGTTGAAAAAT-3’ 5’-GGTGGCATAGCGAACCTTGTA-3’
Fgfr2 5’-GCTATAAGGTACGAAACCAGCAC-3’ 5’-GGTTGATGGACCCGTATTCATTC-3’
Fofr3 5’-CCGGCTGACACTTGGTAAG-3’ 5’-CTTGTCGATGCCAATAGCTTCT-3’
Fgfra 5’-GCTCGGAGGTAGAGGTCTTGT-3’ 5’-CCACGCTGACTGGTAGGAA-3’
Pinin 5’-ACCTGGAAGGGGCAGTCAGTA-3’ 5’-ATCATCGTCTTCTGGGTCGCT-3’




>

©
~
o
N
=
X
(<))
=
N =~ .
= #
X s
B KM2076 (55 — 261) KM2119 ( 801 — 954)
kim NI I [ c
SS mKL1 mKL2 ™ CD
KM2076 (55 - 261)
Kis N L ]
SS mKL1

C D Cellules Surnageants

' CT +hKLm CT  +hKLm

kDa kDa
i/ © - 130 - 130
~

‘ o

J N

3 =
"W v - 60

- 130 '—130

KM2119

- 60 o - 60
e [ o <2
— 7 actine

Figure 39: Profil d’expression de a-Klotho dans le tissu cartilagineux. (A) Profil

d’expression de a-Klotho dans le cartilage articulaire et la plaque de croissance de souris
C57BL/6 agées de 1 mois (Echelle : 100 um). (B) Schéma représentant les séquences
reconnues par les différents anticorps anti-a-Klotho. (C) Expression de a-Klotho dans des
épiphyses de souriceaux agés de 6 jours (KM2119) (Echelle : 500 um). (D) Profil d’expression
des différentes formes de a-Klotho dans des chondrocytes articulaires murins (iIMACs)

surexprimant la forme membranaire de a-Klotho humaine (hKLm).



Résultats : Article 2 : Involvement of the anti-aging protein Klotho in chondrocyte autophagy

and apoptosis during osteoarthritis

Résultats complémentaires, discussion et perspectives de ce travail :

a) Expression différentielle des différentes formes de a-Klotho

A ce jour, une seule étude, chez le cochon, décrit la présence de a-Klotho dans
le tissu cartilagineux (Raimann et al., 2013). Notre étude a permis de montrer pour la
premiére fois I'expression de a-Klotho dans le cartilage articulaire chez la souris. Au
cours de ce travail, nous nous sommes aussi intéressés a la caractérisation des
différentes formes de a-Klotho dans le cartilage (Figure 39). En effet, des études ont
montré que chez la souris, la forme prédominante était la forme membranaire, alors
que c’est la forme secrétée qui serait la plus abondante chez 'Homme (MATSUMURA
ET AL., 1998; LI ET AL., 2004). Nous avons utilisé 2 anticorps (KM2076 et KM2119)
qui permettent de distinguer la forme totale de a-Klotho (KL1-KL2) des formes courtes
(KL1) obtenues par épissage ou clivage (Figure 39B) (Kato et al., 2000). Au sein du
cartilage articulaire nous n’avons pas observé de différence de marquage entre les 2
anticorps (Figure 39A). Toutefois, nous avons remarqué un profil d’expression
différent dans la plaque de croissance des souris agées de 1 mois : les chondrocytes
prolifératifs (organisées en « piles d’assiettes ») ne sont pas marqués avec I'anticorps
KM2119, suggérant que la forme longue de a-Klotho (KL1-KL2) n’est pas exprimée
dans les chondrocytes prolifératifs. Cette forme est cependant exprimée dans les
chondrocytes articulaires ainsi que dans les chondrocytes hypertrophiques de la

plague de croissance.

In vitro, nous n’avons pas détecté la forme membranaire de a-Klotho dans les
chondrocytes murins immatures (iIMACs) obtenus par digestion d’épiphyses de
souriceaux agés de 6 jours (Gosset et al., 2008). L'analyse de ces épiphyses avant
digestion a cependant montré que la quasi-totalité des cellules sont marquées avec
les deux anticorps (Figure 39C). Ces observations pourraient suggérer que la forme
membranaire est clivée par des enzymes présentes dans les chondrocytes. Pour
répondre a cette hypothese, nous avons transfecté dans les chondrocytes primaires
un plasmide permettant la surexpression de la forme membranaire de a-Klotho, KLm,
puis nous avons analysé I'expression des différentes formes de a-Klotho dans les

lysats cellulaires et les surnageants de culture (Figure 39D).
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Figure 40 : Expression de a-Klotho et des marqueurs de différenciation au cours de la
différenciation chondrocytaire a partir d’'une lignée ATDC5. (A) La formation de nodules
lors de la différenciation a été évaluée par coloration au bleu Alcian, qui colore les GAG en
bleu (Barre d’échelle : 200 um). (B) L’expression des génes agrécane (Acan), collagéne II,
collagéne X et MMP13, ainsi que la forme membranaire de a-Klotho (C) a été évaluée au cours
de cette différenciation.



Résultats : Article 2 : Involvement of the anti-aging protein Klotho in chondrocyte autophagy

and apoptosis during osteoarthritis

Nos résultats montrent que la forme membranaire de a-Klotho (130 kDa,
correspondant a KL1-KL2) est détectée dans les lysats cellulaires, mais aussi dans les
surnageants de culture, suggérant qu’il existe un clivage au niveau du segment
transmembranaire dans les chondrocytes. Des formes courtes de 60 kDa sont aussi
détectées avec les deux anticorps : celle correspondant au segment KL1 dans les
cellules, et celle correspondant au segment KL2 dans les cellules et les surnageants.
Ces observations montrent bien que les chondrocytes sont capables de cliver a-Klotho
au niveau des 2 sites de clivage a et B décrits dans la partie introductive (partie 2
paragraphe 2.1). Dans la littérature, la présence des métalloprotéases ADAM10 et 17
a été démontrée dans des chondrocytes humains ou murins, et pourraient étre

responsables de ce clivage (Flannery et al., 1999; Hall et al., 2013).

b) Expression de a-Klotho au cours de la différentiation chondrocytaire

Pour compléter nos observations sur I'expression de a-Klotho dans le cartilage
articulaire, nous avons évalué I'expression de a-Klotho au cours de la différenciation
chondrocytaire dans la lignée ATDC5 (Figure 40). Cette lignée cellulaire, dérivée
d’'une lignée de tératocarcinome, est un modéle répandu permettant d’étudier les
différentes étapes de la différenciation chondrocytaire, y compris les phénoménes
d’hypertrophie et de minéralisation (Shukunami et al., 1997; Magne et al., 2003;
Portron et al., 2015). Il a été démontré que cette lignée cellulaire, sous l'action d'ITS
(Insuline-Transferrine-Sélénite), se différenciait en chondrocytes au cours du temps
jusqu'au stade hypertrophique. En utilisant cette approche, nous observons au cours
de cette différenciation chondrocytaire la formation de nodules se colorant au bleu
Alcian, révélant la présence de GAG de la matrice extracellulaire (Figure 40A). De
plus, I'expression du collagene |l et de l'agrécane augmente, de méme que les
marqueurs d’hypertrophie collagene X et MMP13 (Figure 40B). L'expression de a-
Klotho a été évaluée au cours de la différenciation chondrocytaire des ATDC5. Au
cours de la différenciation, nous observons une augmentation de la forme
membranaire de a-Klotho (KLm) a J7, suivie d’'une diminution de son expression
jusqu’a J28. L’expression de la forme épissée (KLs), elle, n’est pas modifiée au cours
de la différenciation. Ces résultats suggerent que a-Klotho pourrait étre impliqué dans

les phases précoces de différenciation.
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Figure 41 : Expression de a-Klotho dans le cartilage articulaire humain arthrosique. (A)
Coloration a la Safranin-O du cartilage, qui montre la présence de lésions a la surface
articulaire ainsi que la présence de clusters de chondrocytes (fleches), caractéristiques d’'une

arthrose sévére. (B) Immunomarquage de a-Klotho (anticorps KM2119).
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and apoptosis during osteoarthritis

c) Expression de a-Klotho dans le cartilage articulaire humain

Parallelement aux observations faites chez la souris, nous avons aussi décrit la
présence de a-Klotho dans le cartilage articulaire arthrosique humain (Figure 41).
Nous remarquons la présence d’un marquage dans la zone superficielle, présent dans
les zones atteintes d’arthrose modérée, et plus intense dans les « clusters » de
chondrocytes, dont la présence est caractéristique d’une arthrose avancée. Comme
nous l'avons vu précédemment, ces clusters peuvent contenir jusqu’a 20 cellules et
expriment différents marqueurs cataboliques et anaboliques, ainsi que des marqueurs
de cellules progénitrices (Lotz et al., 2010). Leur réle est pour le moment assez mal
décrit, mais ces chondrocytes auraient la capacité de proliférer et de produire des
nodules cartilagineux (Hoshiyama et al., 2015). Ainsi, il est possible que I'expression
de a-Klotho dans ces clusters présents dans des stades avancés d’arthrose, puisse
étre en lien avec le réle bénéfique de a-Klotho sur la survie cellulaire, traduisant une

tentative de réparation du tissu lésé.

d) De la balance autophagie/senescence vers le lien autophagie-apoptose

Dans le cadre de I'étude du role de a-Klotho dans I'arthrose, nous avions comme
projet original de définir son implication dans la balance existant entre les phénoménes
d’autophagie et de senescence. Cependant, le modéle de culture primaire de IMACs
gue nous avons utilisé lors de cette these s’est révélé un outil non adapté pour évaluer
la senescence in vitro. En effet, notre modéle de chondrocytes murins immatures issus
de souris trés jeunes, s’est montré résistant a I'expression de la SA-B-galactosidase.
Nous avons testé d’autres protocoles d’isolation de chondrocytes articulaires a partir
de souris agées, sans succes. Faute de modele adapté, nous avons donc mis de coté
cette partie du projet et nous sommes concentrés sur le role de a-Klotho sur
'autophagie, dont les études récentes montraient un réle protecteur dans I'arthrose.
Puis c’est aprés avoir observé une apoptose importante dans le cartilage des souris
invalidées pour a-Klotho, que nous nous sommes intéressés aux liens existants entre
apoptose et autophagie. Nous avons alors montré une diminution de I'autophagie et
de l'expression du ratio Bax/Bcl-2 dans les chondrocytes stimulés a I'lL1-B en

présence de a-Klotho (Article 2).
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Figure 42: Expression du ratio Bax/Bcl-2 dans des chondrocytes murins
stimulés par I'lL1-B (10 ng/ml) et/ou un inhibiteur de I'autophagie, la 3-méthyladenine
(3-MA) (5 mM), en présence ou non de différentes concentrations de a-Klotho (500 et
1000 puM).
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and apoptosis during osteoarthritis

Afin de déterminer si l'action de a-Klotho sur ces 2 phénoménes est
indépendante I'une de 'autre ou s’il existe un lien direct, I'utilisation d’un inhibiteur de
I'autophagie (3-méthyladenine, qui inhibe la PI3K, ou par un siRNA ULK1 par exemple)
ou de l'apoptose (de type z-VAD-FMK, un inhibiteur des caspases) permettrait
d'apporter des €léments de réponse.

Dans cette optique, nous avons évalué comment le ratio Bax/Bcl-2 (utilisé
comme marqueur d’apoptose) était modulé par un inhibiteur d'autophagie, la 3-
méthyladenine, dans des chondrocytes stimulés ou non par I'lL1-B, en présence ou
non de a-Klotho (Figure 42). En absence de a-Klotho, I'lL1-B induit comme attendu
une augmentation du ratio Bax/Bcl2. L'ajout de 3-MA seul induit lui aussi une
augmentation du ratio Bx/Bcl2, suggérant que I'apoptose serait augmentée lorsque
'autophagie est bloquée. De plus, méme s'il n'est pas possible a ce stade d'en tirer
une conclusion, les effets de I'lL-1-f et de la 3-MA sur l'apoptose ne semblent
s'additionner que trés partiellement. De maniere intéressante, l'ajout de a-Klotho en
présence de l'inhibiteur de l'autophagie diminue le ratio Bax/Bcl2, semblant indiquer
gue l'action de a-Klotho sur I'apoptose ne nécessite pas un flux autophagique intégre.
Cette observation n'est cependant pas identique lorsque les cellules sont traitées par
'IL1-B, puisque l'effet de a-Klotho sur I'apoptose dans ces conditions n'est plus visible,
suggérant que l'effet de a-Klotho sur I'induction de I'apoptose par I'lL1-B ne serait pas
direct, mais pourrait passer par une inhibition de I'autophagie.

Notre expérience de thése nous a éclairés sur la difficulté de I'étude des
mécanismes de mort des chondrocytes. Alors que I'autophagie des chondrocytes reste
aisée a suivre in vitro, nous avons eu beaucoup plus de difficultés a décrypter les voies
conduisant a l'apoptose des chondrocytes. Nous avons évalué l'expression de
différents marqueurs d’apoptose au cours de cette étude (dont PARP et la caspase 3)
mais n’avons pas observé d’augmentation de leur expression suite au traitement par
I'IL1-B. Nous pouvons proposer deux hypotheses a ces phénomenes. La premiére est
que les chondrocytes stimulés par I'lL1-B entrent dans un mécanisme d’apoptose
indépendante des caspases (Kroemer et al., 2005) ; dans ce cas I'évaluation de
'expression des protéines AIF (Apoptosis inducing factor), endonucléase G,
Smac/DIABLO et HtrA2/Omi pourrait étre intéressante. Le seconde est que les

chondrocytes entrent en chondroptose (cf partie 1 paragraphe 2.4.2d), et donc
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Figure 43 : Régulation de I'’expression de a-Klotho par la rapamycine. Les chondrocytes
murins (iIMACs) ont été traités par la rapamycine (10 uM) pendant 1 a 24h, et I'expression
protéique des marqueurs d’autophagie et de a-Klotho (A), ainsi que de 'ARN messager a-
Klotho (en noir la condition contrble, et en gris la condition traitée par la rapamycine) (B) ont

été évalué par Western Blot ou gPCR.
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and apoptosis during osteoarthritis

possédent a la fois des caractéristiques d’apoptose et d’autophagie. L'observation de
l'ultrastructure des cellules par microscopie électronique permettrait d’apporter des

éléments de réponse a cette hypothese.

e) Régulation de a-Klotho par 'autophagie

Prenant en compte l'existence presque universelle de boucles de régulation,
nous avons déterminé si I'expression de a-Klotho était régulée par 'autophagie. Dans
ce but nous avons stimulé des chondrocytes murins immatures par la rapamycine et
analysé l'expression de a-Klotho (Figure 43). L’induction de l'autophagie par la
rapamycine, (mais aussi par la déprivation en nutriments en incubant les cellules par
de I'EBSS), s’accompagne d’'une augmentation des marqueurs de l'autophagie
(Figure 43A), ainsi que de I'expression de 'ARN messager a-Klotho (entre 1h et 8h)
(Figure 43B) qui se traduit par une augmentation de I'expression de la protéine (entre
8h et 24h) (Figure 43A). La rapamycine inhibant la voie mTOR, la compréhension des
mécanismes impliqués dans l'augmentation de a-Klotho impliquerait de suivre
I'expression de a-Klotho tout en modulant le niveau d’autophagie : en l'inhibant avec
la 3-MA ou un siRNA ULK1, ou en l'activant via un siRNA dirigé contre la protéine
TSC1 qui régule négativement la protéine mTOR. Compte-tenu du fait qu’il a été
montré que l'activation de la voie mTOR dans les chondrocytes entraine une
prolifération et une différenciation aberrante des chondrocytes, conduisant au
développement d’arthrose de fagon indépendante de 'autophagie (Zhang et al., 2017),

ces expériences seraient cruciales pour analyser le lien entre a-Klotho et mTOR.
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Conclusion

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés aux liens intimes qui
existent entre arthrose et vieillissement. Dans une premiére partie, nous avons étudié
l'effet d’'un mélange de molécules naturelles anti-oxydantes et anti-inflammatoires
dans un modéle murin d’arthrose liée au vieillissement, et montré un ralentissement
de la progression de l'arthrose grace a ce traitement. Malgré I'existence de
nombreuses études montrant des effets bénéfiques de ce type de molécules dans
I'arthrose in vitro ou in vivo chez I'animal, aucune étude clinique ne permet pour le
moment de recommander ['utilisation de ces composés (Henrotin et al., 2011). Ceci
est d’autant plus dommageable que le développement de ces thérapeutiques basées
sur les nutraceutiques offrirait une alternative intéressante au colt des traitements
actuels de l'arthrose, notamment ceux de la chirurgie de remplacement. Ainsi, la mise
en place de recommandations alimentaires, notamment pour les polyphénols qui sont
présents en grande quantité dans différents aliments, pourrait représenter une
alternative préventive au développement de 'arthrose, et d’'une maniéere plus globale
sur la santé humaine, au vu de nos résultats sur la courbe de survie des souris traitées
par le mélange nutraceutique.

Dans une deuxieme partie, nous avons évalué le réle de la protéine anti-
vieillissement a-Klotho dans le développement de l'arthrose, et montré un réle
bénéfique de a-Klotho dans la prévention de la mort des chondrocytes. Au vu de ce
réle, il paraitrait alors intéressant d’augmenter son expression au sein du cartilage
articulaire. En effet, la disparition des chondrocytes au sein de la matrice cartilagineuse
étant un évenement inhérent a la progression de I'arthrose, des traitements ayant pour
but de prévenir, limiter ou retarder la mort cellulaire sont d’'une importance cruciale
dans la prise en charge de l'arthrose.

Combinant nos deux principales observations, nous avons montré que
I'épigallocatéchine gallate (EGCG) extrait du thé vert était capable d’augmenter
'expression de a-Klotho in vitro, suggérant une nouvelle fois un potentiel effet
bénéfique de I'utilisation de ces molécules dans le traitement de I'arthrose. Par ailleurs,
le rationnel de cette stratégie est renforcé par les études qui montrent un effet
bénéfique de a-Klotho et des polyphénols sur la sénescence, ainsi que les études
démontrant que I'élimination des cellules sénescentes prévient I'arthrose et allonge la
durée de vie (Baker et al., 2016; Jeon et al., 2017).
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Conclusion

Au vu des résultats obtenus au cours de cette these, plusieurs points me
sembleraient intéressants a approfondir.

Tout d’abord, il semble indispensable de confirmer le phénotype articulaire des
souris invalidées pour a-Klotho dans un modéle d’invalidation spécifique dans le
cartilage articulaire. En effet, comme décrit précédemment, de nombreuses études
montrent I'implication de a-Klotho dans le stress oxydant, lequel est aussi impliqué
dans les phénomeénes d’apoptose et d’autophagie au cours de l'arthrose. Il est donc
possible que la suppression du gene a-Klotho induise un stress circulant qui pourrait
étre responsable du phénotype que nous observons dans le cartilage articulaire
(augmentation de I'apoptose et de I'autophagie). Pour répondre a cette question, le
laboratoire a obtenu un financement afin de générer des souris invalidées
spécifiqguement dans les chondrocytes, en croisant des souris floxées KL" avec des
souris exprimant la Cre recombinase sous le contrdle du promoteur de I'agrécane
Agcl1m(IRES-creERT2)  En paralléle, le role de a-Klotho dans I'équilibre antioxydant/pro-
oxydant dans le cartilage arthrosique serait intéressant a étudier, et pourrait étre en
lien avec l'effet inhibiteur de a-Klotho observé sur I'autophagie et 'apoptose des
chondrocytes.

De plus, tout au long de ce projet nous ne nous sommes intéressés qu’a I'arthrose
lige au vieillissement. Chez ’'Homme, 'arthrose est a la fois liée au vieillissement mais
aussi aux contraintes mécaniques et aux traumatismes articulaires. Il serait donc
intéressant de décrire I'expression de a-Klotho dans un modéle d’arthrose post-
traumatique. Des premiers résultats préliminaires nous ont permis de montrer une
augmentation de I'expression de a-Klotho dans un modéle murin de déstabilisation du
meénisque médial (DMM). Ces résultats sont donc en contradiction avec ceux observés
chez la souris vieillissante, mais peuvent étre liés a I'étiologie différente de la maladie.
En effet, il a par exemple été démontré que la délétion de ATG5 spécifiguement dans
le cartilage chez la souris entrainait une arthrose chez la souris vieillissante mais pas
dans un modéle d’arthrose post-traumatique (Bouderlique et al., 2016). Les marqueurs
d’autophagie et d’apoptose restent a évaluer afin de pouvoir établir des corrélations
avec le profil d’expression de a-Klotho. Par ailleurs, il sera intéressant de comparer le
réle de a-Klotho dans les arthroses liées a I'age et post-traumatique via l'utilisation des

souris spécifiguement invalidées pour a-Klotho dans le cartilage.
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Conclusion

Enfin, I'étude du role de a-Klotho pourrait étre complétée chez ’'Homme, par une
analyse de I'expression de a-Klotho et des marqueurs d’autophagie et d’apoptose
dans des échantillons de cartilage arthrosique. Dans le cadre de mon projet de these
nous avons pu avoir accés a des échantillons humains dans lesquels nous avons
observé une augmentation de I'expression de a-Klotho et de I'autophagie dans des
échantillons atteints d’arthrose sévére, mais pour lesquels nous ne connaissons pas
I'étiologie. La comparaison de ces résultats avec des échantillons de cartilage non
arthrosiques ou atteints d’arthrose modérée permettrait de préciser le profil

d’expression de a-Klotho au cours de I'arthrose chez ’'Homme.
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ANNEXE : TRAVAUX COLLABORATIFS

Interleukin-33 and RANK-L Interplay in the Alveolar Bone Loss Associated to
Periodontitis - Publié dans la revue PLoS ONE (2016)
Olivier Lapérine, Alexandra Cloitre, Jocelyne Caillon, Olivier Huck, Isaac Maximiliano

Bugueno, Paul Pilet, Sophie Sourice, Elodie Le Tilly, Gaby Palmer, Jean-Luc

Davideau, Valérie Geoffroy, Jéréme Guicheux, Sarah Beck-Cormier, Philippe Lesclous

La parodontite chronique est une maladie inflammatoire d’origine bactérienne
qui résulte en une destruction de I'os alvéolaire. Porphyromonas gingivalis (Pg) est un
des principaux pathogénes impliqué dans la pathologie. Il initie une cascade
inflammatoire responsable du recrutement et de I'activation des ostéoclastes, les
cellules qui résorbent le tissu osseux, via la production du facteur ostéoclastogénique
RANK-L. Cette étude démontre que I'lL-33 est surexprimée au cours de la parodontite
chronique, et qu'elle posséde des propriétés pro-inflammatoires entrainant une
augmentation de la résorption osseuse induite par Pg.

Au cours de cette étude, jai participé aux chirurgies chez la souris, qui
consistaient a placer une ligature imprégnée ou non de Pg au niveau de la premiére
molaire, 2 fois par semaine pendant 28 jours, ainsi qu’aux sacrifices des animaux a la

fin de I'étude.
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Abstract

Introduction

Chronic Periodontitis (CP) is an inflammatory disease of bacterial origin that results in alveo-
lar bone destruction. Porphyromonas gingivalis (Pg), one of the main periopathogens, initi-
ates an inflammatory cascade by host immune cells thereby increasing recruitment and
activity of osteoclasts, the bone resorbing cells, through enhanced production of the crucial
osteoclastogenic factor, RANK-L. Antibodies directed against some cytokines (IL-13, IL-6
and TNF-a) failed to exhibit convincing therapeutic effect in CP. It has been suggested that
IL-33, could be of interest in CP.

Objective

the present study aims to analyze whether and how IL-33 and RANK-L and/or their interplay
are involved in the bone destruction associated to CP.

Material and Methods

mRNAs and protein expressions of IL-33 and RANK-L were analyzed in healthy and CP
human gingival samples by immunohistochemistry (IHC) and RT-gPCR. Murine experimen-
tal periodontitis (EP) was induced using Pg infected ligature and Pg free ligature around the
first maxillary molar. Alveolar bone loss was recorded by uCT. Mouse gingival explants
were stimulated for 24 hours with IL-33 and RANK-L mRNA expression investigated by RT-
gPCR. Human oral epithelial cells were infected by Pgfor 6, 12; 24 hours and IL-33 and
RANK-L mRNA expressions were analyzed by RT-qPCR.
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Results

IL-33 is overexpressed in gingival epithelial cells in human affected by CP as in the murine
EP. In human as in murine gingival cells, RANK-L was independently induced by Pgand IL-
33. We also showed that the Pg-dependent RANK-L expression in gingival epithelial cells
occured earlier than that of IL-33.

Conclusion

Our results evidence that IL-33 overexpression in gingival epithelial cells is associated with
CP and may trigger RANK-L expression in addition to a direct effect of Pg. Finally, IL-33
may act as an extracellular alarmin (danger signal) showing proinflammatory properties in
CP perpetuating bone resorption induced by Pg infection.

Introduction

Periodontitis refers to an inflammatory disease of bacterial origin that affects tissues surround-
ing and supporting the tooth ie gingiva, periodontal ligament, cementum and alveolar bone.
The hallmark of periodontitis is a destruction of alveolar bone resulting ultimately in extended
tooth loss and oral disability [1]. Growing evidence indicates that periodontitis is highly preva-
lent in adult population according to a 2012 US survey underlining that 47% of this population
is affected by periodontitis, 8.5% in its severe form. This rate increased to 64% in aging persons
older than 65 years and is expected to increase with age [2]. Periodontitis is a major health
challenge particularly affecting the elderly where the disease is the primary cause of tooth loss
but also because periodontitis interplays with systemic health, particularly by increasing the
patients’ risk and morbidity for atherosclerosis, rheumatoid arthritis (RA) and diabetes melli-
tus [3, 4]

An anaerobic bacterium, Porphyromonas gingivalis (Pg), is traditionally considered a major
causative agent of periodontitis, based on its virulence properties and strong association with
diseased sites. However, Pg-induced periodontitis required the presence of commensal micro-
biota for the onset of periodontitis [5]. In a recently proposed definition, periodontitis may
result not from individual pathogens, but rather from polymicrobial synergy and dysbiosis, a
condition characterized by an imbalance in the relative abundance or influence of species
within a microbial community [3].

It is now well acknowledged that the presence of bacterial species is necessary but not suffi-
cient for the onset and progression of periodontitis. The recognition of microbial components
as “danger signals” by host immune cells and subsequent production of inflammatory media-
tors is an essential step in periodontitis pathogenesis [6]. Production of pro-inflammatory
cytokines (including IL-1B, IL-6, and TNF-a) by resident and recruited inflammatory cells act-
ing synergistically seemed to be of particular importance in this process. Indeed, these cyto-
kines increase the recruitment and activity of the bone resorbing cells, the osteoclasts, through
enhanced production of a crucial osteoclastogenic factor, the Receptor Activator of Nuclear
Factor k B Ligand (RANK-L) and favor bone destruction [7]. However antibodies directed
against these 3 cytokines did not exhibit a convincing therapeutic effect in periodontitis,
thereby strongly suggesting that others mediators could be involved in the pathogenesis of this
disease [8]. Recently, it has been suggested that among inflammatory mediators involved in
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chronic periodontitis (CP), a member of the IL-1 family, IL-33, could play a role in the initia-
tion and the progression of CP [9].

IL-33 has been described to regulate innate and adaptive immunity [10]. IL-33 is constitu-
tively expressed as a nuclear factor in many cell types including epithelial cells, fibroblasts and
endothelial cells. Sequestrated in the nucleus of these cells, IL-33 is considered as an endoge-
nous molecule that allows the maintenance of the crucial transcription factor NFxB and thus
reduces the expression of genes encoding for proinflammatory cytokines thereby ensuring tis-
sue homeostasis. When released in the extracellular medium upon cell damage or stress, IL-33
acts as an alarmin (also known as danger signal) showing proinflammatory properties [11-13].
IL-33 acts through its ST2 receptor, widely expressed on many cell types of innate and adaptive
immunity such as mastocytes, Th2 lymphocytes and B cells leading to pro-inflammatory cyto-
kines production [10, 14, 15]. Interestingly, some studies have highlighted a potential role for
IL-33 in the regulation of inflammatory process related to RA, a disease sharing many immu-
nopathological similarities with periodontitis [16]. In mice, inhibition of IL-33 signaling with a
soluble isoform of ST2 (sST2) acting as a decoy receptor or deletion of ST2 has been shown to
attenuate the severity of induced arthritis in part by blocking RANK-L expression [17]. How-
ever, ST2 deletion in a mouse model of K/BxN serum transfer-induced arthritis did not protect
animals from inflammation and bone resorption [18]. These contradictory results suggest that
the role of IL-33 in inflammatory process leading to bone destruction is highly questionable,
probably local or even focal and timely regulated depending of the inflammatory
microenvironment.

The potential role for IL-33 in the onset and progression of periodontal disease is emerging
and mostly considered as a proinflammatory factor. In a rat model of ligature induced-
periodontitis, IL-33 expression was upregulated concomitantly to RANK-L [19]. In human,
high IL-33 overexpression was recorded in the gingiva of patients affected by CP and may act
as a triggering factor for the recruitment of B and T lymphocytes expressing RANK-L [20]. But
in gingival crevicular fluid (an inflammatory exudate collected in the periodontal pocket) con-
flicting results regarding IL-33 levels have been reported in patients affected by CP [21-23].
Interestingly, Pg has been described to upregulate IL-33 mRNA expression in gingival epithe-
lial cells through the PAR-2 signaling pathway [24]. But to date, it is still unclear whether bac-
terial or pro-inflammatory stimulus first triggers IL-33 expression in the gingival tissue.
Contrasting with its positive effect on RANK-L expression, IL-33 has also been reported to
inhibit osteoclast differentiation in vitro, suggesting a protective effect on bone [25-27]. Taken
together, these data suggest a multiple and contrasting role for IL-33 during inflammatory dis-
eases associated to bone resorption such as CP that need to be clarified.

In periodontitis, multiple sources of RANK-L have been proposed such as osteoblasts, B
and T lymphocytes or epithelial cells [28, 29]. Interestingly, gingival epithelial cells, the first-
line cell population in contact with periopathogens, can produce various pro-inflammatory
cytokines and basal level of RANK-L to support osteoclastogenesis [30-32]. Malcolm et al
described an increased expression of IL-33 in gingival epithelial cells from patient affected by
CP. However, the contribution of this cell type cell to the onset and the progression of the dis-
ease through RANK-L expression have not been elucidated.

The present study aims to analyze whether and how IL-33 and RANK-L and/or their inter-
play are involved in the bone destruction associated to CP.

We showed in this study that IL-33 is overexpressed in gingival epithelial cells in human
affected by CP as in a murine model of experimental periodontitis (EP). Moreover, in human
as in murine gingival cells, we showed that RANK-L expression can be independently induced
by Pgand IL-33. These results strengthen a potent role for IL-33 in the pathogenesis of
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Table 1. Characteristics of the patients.

Variables

Gender

Male
Female
Age (years)

Tobacco
User

Non-user

Probing pocket depth (mm)
Clinical attachment level (mm)
Bleeding on probing

* NA: Not applicable
Variables: mean values [SD]

doi:10.1371/journal.pone.0168080.t001

periodontitis and suggest that both Pg and IL-33 induce overexpression of RANK-L and subse-
quently increase alveolar bone loss.

Materials and Methods
Patients

The human study protocol, consent forms and consent procedure were reviewed and
approved by the Institutional Medical Ethic Comittee of the Universitary Hospital of Nantes
(SVTO:DC-2011-1399). All patients provided their written consent to participate to this study.
Detailed medical and periodontal histories of each patient were recorded (Table 1). According
to the American Association of Periodontology, criteria for CP, were i) probing pocket
depth > 5 mm, ii) clinical attachment level > 3 mm and iii) bleeding on probing periodontal
pockets [33].

In patients diagnosed for CP (n = 13), gingival samples between 5 to 8 mm sides and 3 to
5 mm deep were obtained during the surgical treatment, an open flap debridement combined
with dental extractions and gingival regularization. Healthy gingival samples were harvested
from patients (n = 9) without any periodontal diseases undergoing oral surgical procedures
needing gingival regularization such as extraction of impacted third molars. No patients had
taken any anti-inflammatory medication for 2 weeks before surgical procedures. The gingival
samples were used for RT-qPCR and/or histology.

Murine model of alveolar bone loss

Animal studies were approved by the Ethic Committee for Animal Experiment of Pays de la
Loire (CEEA 2012.187). Mice were housed in specific-pathogen-free facilities, and under light-
(12h light/dark cycle), temperature- (22-25°C) and humidity- (50-60%) controlled condi-
tions. To avoid any gingival effect of estrogens, we only used 12 week-old male CD1 Swiss
mice (Janvier). All animals were fed with regular diet. A wash-out period was first performed
in which mice were treated with water diluted sulfomethoxazole-trimethoprim 0.2mg/mL
(Roche) for ten days followed by a 3 days antibiotic-free period [34]. For periodontal proce-
dures, mice were anesthetized with intraperitoneal injection of ketamine (80 mg/kg, Imalgene

Chronic periodontitic patients Healthy patients
Number % Number %
10 76.9 3 33.3
3 23.1 6 66.7
48.3+8.5 20.33+3.6
8 61.5 4 44.4
5 38.5 5 55.6
53+1.9 NA*
7.8+1.9 NA*
13 100 0 0
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Fig 1. Study design of the murine model of experimental periodontitis.

doi:10.1371/journal.pone.0168080.9001

1000, Merial) and xylazine (10mg/kg, Rompun 2%, Bayer). Pg-infected and control mice were
placed in separated cages and kept in the same environment. Mice were monitored in order to
evaluate pain stress, and weighed on a daily basis.

A time course experiment was conducted with 90 animals randomly distributed in 9 experi-
mental groups of 10 mice. EP was induced by placement of a 6.0 silk ligature soaked wih Pg
(Pg Lig) or not (L) in the gingival crevice (so called sulcus) around the first maxillary molar for
4, 14 or 28 days. This procedure was repeated twice a week (Fig 1). Control mice received a
slight incision into the sulcular epithelium to mimic the ligature placement (Sham). At every
time periods, mice were sacrificed by cardiac exsanguination under the same anesthesia proce-
dure as previously described for periodontal procedure.

Blood samples were collected by cardiac puncture and sera were prepared by centrifugation
at 2000xg for 2 minutes.

Micro-computed tomography and histological analyses were performed on sampled max-
illa fixed in 4% paraformaldehyde at 4°C for 24 hours.

Bacterial and strain culture

Pg (ATCC 33277) was cultured at 37°C on Shaedler agar plated with sheep blood (BD), in an
oxygen-free atmosphere. After 10 days of culture, Pg colonies were selected and resuspended
in brain-heart broth at 10° CFU/mL for ligature placement or at 10> CFU/mL for Pg injection.
A 6-0 silk thread was placed in the suspension 24 hours before EP procedure.

Gingival explant culture

Palatal mucosa from 3 C57BL/6] mice was harvested and placed connective face in contact
with plate for 1 hour to allow cell adhesion. Explants were then cultured in DMEM supple-
mented with 10% FCS, 50U/ml Penicillin and 50 mg/ml Streptomycin for 24 hours. They were
then stimulated with 100ng/mL of recombinant murine IL-33 (3626-ML-010, R&D) in serum-
free DMEM supplemented with 50U/ml Penicillin and 50 mg/ml Streptomycin for 24 hours.
Three independent experiments were performed.
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Micro-computed tomography (UCT)

Two and three dimensional analyses of the maxilla were performed using a Skyscan 1272 (Sky-
scan). Acquisition parameters were 60 kV, 80 mA, 0.25-mm aluminium filter. The NRecon
software (Skyscan) was used for reconstruction. For the two-dimensional analyses, distance
between the palatal cementum-enamel junction of the first molar and the alveolar bone crest
(CEJ-ABC) was measured to assess alveolar bone loss on the coronal plan. Five sections per
animal were analyzed when radicular canal for each tooth were fully visible. For the three-
dimensional analyses, bone mineral volume/tissue volume (MBV/TV) was assessed in an ellip-
tical region of interest (ROI) between CEJ and the root apices of the first molar in the axial
plan. The fraction of MBV/TV was calculated using CTan software and data are presented as
percentage of ROI area. Evaluations were performed by two independent operators.

Immunohistochemistry (IHC)

Fixed maxilla were decalcified in EDTA 0.5M at 4°C for three weeks. Human and mouse sam-
ples were then dehydrated and embedded in paraffin. IHC were performed on 4 pm-thick sec-
tions. Antigens were retrieved by boiling slides for 30 minutes in citrate buffer pH 6. Sections
were then incubated in blocking solution (S2022, Dako) for 45 minutes at RT. Incubation with
primary antibodies was performed in the blocking solution at 4°C over-night. Sections were
rinsed three times (0.05% tween in PBS) and endogenous peroxydase activity was quenched
with 3% H202 in PBS for 20 minutes. Specific binding was detected using DAB (Dako). Sec-
tions were counterstained with Harris Hematoxilin, dehydrated and mounted in Eukitt. Pri-
mary and secondary antibodies used are: polyclonal goat anti-IL-33 (AF3626 and AF3625;
R&D systems), polyclonal goat anti-RANK-L (sc7628, clone N-19, 1/100; Santa Cruz) and
monoclonal rat anti-human CD3 (clone CD3-12, 1/200; AbD Serotec), anti-goat HRP anti-
body (1:500; sc-2961, Santa Cruz Biotechnology), anti-rat HRP antibody (1:500, Jackson
Immunoresearch inc,). Specificity of IL-33 antibody was assessed using maxilla samples from
IL-33 KO mice. Automated whole slide imaging was performed using the NanoZoomer 2.0
(Hamamatsu). All analyses were performed in multiple randomly selected high-power micro-
scopic fields (magnification x200). Staining quantification on four sections per sample was
performed using Fiji software (NTH).

RT-gPCR

Total RNA was extracted from human gingival samples and mouse gingival explants using the
Nucleospin RNA isolation kit (Macherey Nagel). cDNA were synthesized using SuperScript
III First-strand Synthesis System (Life Technologies). Twenty nanograms of cDNA were

used to assess mMRNA expression by using TagMan gene expression assays (Life technologies).
The probe and primer sets for Human L33 (Hs01125943_m1), RANK-L (Tnfsf11,
Hs00243522_m1), TNF-a (Hs01113624_gl1), IL-6 (Hs00985639_m1) and mouse RANK-L
(Tnfsf11, Mm01313943_m1) and the normalizers human Ppia (Hs99999904_m1) and mouse
GusB (MmO01197698_m1) were obtained from Applied Biosystems. Measurements were per-
formed in triplicate. Relative quantification was determined using the Biorad CFX manager
software (Biorad).

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Serum IL-33 concentrations were measured according to manufacturer’s instructions (Kit
duoset DY3626-05 ELISA R&D). Briefly, plates were coated with a goat anti-mouse IL-33 anti-
body overnight. Then samples were incubated during 1 hour. A biotinylated goat anti-mouse
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IL-33 antibody was added for 2 hours. Streptavidin-HRP was added for 20 minutes and the
reaction was visualized by the addition of 50 ul chromogenic substrate (TMB) for 30 minutes.
The reaction was stopped with 100 ul H2SO4 and absorbance at 450 nm was measured using
an ELISA plate reader (Victor3, Wallac 1420, PerkinElmer). All procedures were performed at
room temperature.

Cell culture

Oral epithelial cells (OECs) derived from Human oral keratinocyte cell line TERT-2 OKF-6
(BWH Cell Culture and Microscopy Core) were cultured in defined Keratinocyte-SFM basal
medium (KSFM) supplemented with growth supplements (Invitrogen).

Infection and stimulation of OECs. Twenty-four hours before infection with Pg, 3 x 10°
cells per well were seeded in 24-well plate. On the day of the infection or stimulation, cells
were washed with PBS and medium without antibiotics containing Pg (MOI 100:1 or MOI
10:1) was added for 24 hours.

Quantitative RT-qPCR analysis. RT-qPCR was performed to quantify RNA expression.
PCR amplification and analysis were achieved using the CFX Connect ™ Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad). Amplification was performed using iTaq Universal SYBR Green
Supermix. Beta-actin was used as endogenous control in the samples. Primers sequences
related to IL-33 (5" ~-GGTGTTACTGAGTTATATGAG-3", 3’ ~GGAGCTCCACAGAGTGTTCCT
TG-5")and RANKL (Tnfsf11) (5’ ~GCCAGTGGGAGATGTTAG-3", 3’ - CCCTTTTGAACG
TCGATT-5") were synthesized by Eurofins (Ebersberg).) Relative quantification was deter-
mined using the Biorad CFX manager software (Biorad). Three separate sets of experiments
were performed for each procedure.

Statistical analysis

Data were compared using non-parametric tests (Kruskal-Wallis test followed, if significant,
by group comparisons with the Mann-Whitney test or the unpaired student t-test. Differences
were considered significant if p < 0.05. Results are given as means + SEM or means + SD for
patient’s characteristics.

Results
IL-33 and RANK-L are overexpressed in human chronic periodontitis

First, we analyzed clinical parameters to determine the inflammatory status of CP samples
(Table 1) and expression of well documented inflammatory markers such as CD3, IL-6 and
TNF-o by IHC. We observed a strong positive CD3 immunostaining in CP samples both in
connective tissue and in gingival epithelium (Fig 2A). Expression mRNA of the pro-inflamma-
tory cytokines TNF-o and IL-6 was investigated by RT-qPCR. Significant overexpression of
mRNA encoding for both cytokines was recorded in CP compared to healthy samples
(p<0.05) (Fig 2B). No differences were recorded according to the gender or the tobacco habit.

We then determine whether IL-33 and RANK-L can also be overexpressed in CP gingival
samples when compared to healthy gingival samples. As indicated in Fig 3A, IL-33 mRNA was
significantly increased in CP samples (p<0.001). Immunolabeling for IL-33 was also increased
in CP compared to healthy samples (p<0.001) (Fig 3B). Interestingly, quantification of IL-33
positives cells revealed a drastic 8-fold increase in the gingival epithelium and a slighter but sig-
nificant 1.5-fold increase in the connective tissue of CP samples (p<0.01). As expected, tran-
script coding for RANK-L was significantly higher in CP samples (p<0.05) (Fig 3C) and IHC
revealed a 3-fold RANK-L overexpression in CP samples but only in the epithelial
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Fig 2. Characterization of human gingival samples in healthy and patients affected by chronic periodontitis. A.
Samples were stained for the T lymphocytes marker CD3 (arrows). Sections were counterstained with Harris Hematoxylin
staining. EP: Epithelium; CT: Connective Tissue. B. TNF-a and IL-6 expression in healthy and CP patients were measured by
RT-qPCR. Data are shown as mean + SD. Healthy samples n = 9; chronic periodontitis samples n = 13. Bar = 250um. *p<0.05,
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doi:10.1371/journal.pone.0168080.g002

compartment (p<0.05) (Fig 3D). Interestingly, this epithelial RANK-L overexpression
appeared in parallel with that of IL-33.

Bone loss is associated with IL-33 overexpression in a murine model of
experimental periodontitis

We used a murine model of EP to determine whether IL-33 may be associated to the alveolar
bone loss occurring in CP in a time course study with three experimental groups “Pg ligature”
(PgL), “Ligature” (Lig) and “Sham” mimicking the ligature apposition. Alveolar bone loss
induced by Pg ligature was significant as early as 14 days following surgery and persisting until
day 28 when compared to sham group (p<0.05) (Fig 4A and 4B). Pg free ligature failed to
induce significant alveolar bone loss compared to sham group (Fig 4A and 4B). After having
confirmed that Pg ligature induced significant alveolar bone loss, we further addressed if IL-33
may be implicated in this process. Inmunostaining revealed an increase of IL-33 positive cells
in the connective tissue of Pg ligature group when compared to sham group 4 days after sur-
gery (p<<0.05). We also recorded such higher IL-33 positive cells in ligature and Pg ligature
groups when compared to sham at 28 days (p<0.01) (Fig 5A and 5B). Interestingly, increases
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Fig 3. IL-33 and RANK-L expressions

in gingival samples of healthy and patients affected by chronic periodontitis. A.

mRNA encoding for IL-33 was quantified by RT-gPCR. B. Healthy and CP gingival samples were immunostained for IL-33
(arrows). The percentage of cells positive for IL-33 was quantified using Fiji software and defined as a percentage of DAB
positive staining area per region of interest. C. mRNA encoding for RANK-L was quantified by RT-qPCR. D. Healthy and CP
gingival samples were immunostained for RANK-L (arrows). The percentage of cells positive for RANK-L was quantified using

Fiji software and defined as a percentag

e of DAB positive staining area per region of interest. EP: Epithelium; CT: Connective
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Tissue. Data are shown as mean + SEM. Healthy samples n = 9; Chronic periodontitis samples (CP) n = 13. Bar = 250um.
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

doi:10.1371/journal.pone.0168080.9003
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Sham

of IL-33 positive cells were also recorded in the gingival epithelium of the ligature and Pg liga-
ture groups at 4 and 14 days after surgery (p<0.05 and p<0.01 respectively at 4 days; p<0.05
and p<0.05 respectively at 14 days) (Fig 5A and 5B). Significant increase of IL-33 positive cells
was sustained in Pg ligature group at 28 days (p<0.001) but not in ligature group compared to
sham at this time, indicating that Pg is necessary for a continuous expression of IL-33 in gingi-
val cells (Fig 5A and 5B). Globally, our data indicates that IL-33 increased in mice in epithelial
and in connective compartments, as observed in human samples, before the onset of alveolar
bone loss and that Pg sustained IL-33 expression in gingival epithelial cells during EP.

IL-33 increased RANK-L expression in mouse gingival explants

To further analyze whether IL-33 can be involved in the increased alveolar bone loss associated
to periodontitis, we used mouse gingival explants treated with IL-33 for 24 hours. RT-qPCR
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Fig 4. Time-course of alveolar bone loss in the ligature-induced murine model of experimental periodontitis. CD1 Swiss mice
(n=90) were subjected to experimental periodontitis for 4, 14 and 28 days. At each time point, animals were sacrificed and maxillary
samples were harvested. A. After 4, 14 and 28 days, uCT analysis was performed. Longitudinal sections through the middle of the palatal
root of the first maxillary molar (leftimages) and transversal sections from the apices of the three roots of the first maxillary molar to the
summit of the alveolar bone crest (right images) are presented for each time points. B. Alveolar bone loss was assessed using 2D uCT. At
each time point, data of ligatured groups (Lig and PgL) were compared to their respective Sham groups. Data are shown as means + SEM.

* p<0.05.

doi:10.1371/journal.pone.0168080.9004
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Fig 5. Time-course of IL-33 expression in the ligature-induced murine model of experimental periodontitis. A. IL-33 expression was
assessed by IHC and sections were counterstained with Harris Hematoxylin staining (arrows). B. The percentage of IL-33 was quantified in
gingival epithelium and in connective tissue using Fiji software and defined as a percentage of DAB positive staining area per region of
interest. At each time point, data of ligatured groups (Lig and Pg L) were compared to their respective Sham groups. EP: Epithelium, CT:
Connective tissue. Data are shown as means + SEM. * p<0.05; **p<0.01. Scale bar = 100pm.

doi:10.1371/journal.pone.0168080.9005

analyses evidenced a significant increase of RANK-L mRNA expression 24 hours after IL-33
stimulation (p<0.05) (Fig 6). This demonstrates the ability of IL-33 to induce RANK-L expres-
sion in murine gingival cells.

Pginfection resulted in an overexpression of RANK-L mRNA but was a
weak inducer of IL-33 mRNA in human oral epithelial cells

We also investigated whether Pg could be the triggering factor to induce IL-33 and RANK-L in
human OECs. OECs were infected by Pg for 6, 12 and 24 hours at MOI of 10:1 or 100:1. RT-
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Fig 6. IL-33 induced RANK-L expression in mouse gingival explants. Explants from palatal mucosa of
C57BL/6 mice were culture overnight at 37°C. These explants were then stimulated with 100ng/mL of
recombinant murine IL-33 for 24 hours. Total tissue RNA was extracted and RANK-L transcript was quantified
by RT-gPCR. Three separate experiments were performed. Data are shown are means + SEM. *p<0.05.

doi:10.1371/journal.pone.0168080.9006

qPCR analysis revealed that IL-33 mRNA expression was only significantly increased at MOI
of 100:1 24 hours after Pg infection (p<0.05) (Fig 7A). Expression of RANK-L was stable
throughout the experiment in control cells. After Pg infection, this RANK-L expression
increased from 6 to 24 hours at MOI10:1 but was quite stable at MOI 100:1. A significant over-
expression of RANK-L was evidenced for each time of infection (6 hours: MOI 100:1, p<0.01;
12 hours: MOI 100:1 and 10:1, p<0.05; 24 hours: MOI 10:1, p<0.01) (Fig 7B). These results
suggest that Pg may trigger RANK-L expression in gingival epithelial cells but is a weak
inducer of IL-33 expression.

Discussion

In this study, we demonstrated that gingival epithelial cells could play an undescribed role in
the alveolar bone loss associated to periodontal disease throughout RANK-L production. We
also evidenced that RANK-L overexpression could be mediated by Pg and/or through IL-33
expression in gingival epithelial cells.

IL-33 protein expression was increased in gingival epithelial cells both in human and
mouse. IL-33 expression in CP in human has recently been described by Malcolm et al. in gin-
gival epithelial cells and our results confirmed this observation [20]. This is of particular inter-
est because differences of IL-33 expression in skin have been reported between species [35].
Notably in human and porcine keratinocytes, IL-33 expression is low but rapidly induced after
skin wounding whereas it is the opposite in mice. Here, we evidenced in a murine model of EP
induced by the apposition of a Pg-soaked ligature that IL-33 expression was increased in gingi-
val epithelial cells similarly as in human CP. This sustains the reliability of this experimental
model to mimic the alveolar bone loss related to periodontitis in human and so, to investigate
the potent role of IL-33 in the inflammatory cascade associated to the CP pathogenesis.
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Fig 7. Pginfection increased the expression of RANK-L and IL-33 mRNAs in human oral epithelial cells. Human oral epithelial cells
(OKF6/TERT2) were cultured with Pgat 10:1 or 100:1 MOl for 6, 12 or 24 hours. mRNAs encoding for IL-33 (A) and RANK-L ((B) were
quantified by RT-gPCR. Three separate sets of experiment were performed. Data are shown as mean + SEM. *p<0.05; **p<0.01.

doi:10.1371/journal.pone.0168080.g007

We have confirmed that IL-33 expression is increased in human gingiva from CP patients
and we have also evidenced this increase in a ligature-induced model of EP. Two major models
of EP are described in the literature. The oral gavage model is useful for addressing a wide vari-
ety of hypotheses related to periodontal pathogenesis, ranging from the role of the host
response to virulence traits of pathogens and to the interconnections of those factors with sys-
temic parameters. The silk ligature model is more relevant to investigate mechanistic and
inflammatory aspects of the host immune response to bacterial stimulus and to identify potent
therapeutic targets of particular interest in this inflammatory cascade [36]. This experimental
model is also the most appropriate as it mimics the start point of periodontitis, a local gingival
infection where oral epithelial cells are the first-line defense. Indeed, in our study, the inflam-
matory process seems strictly localized to the stimulated area because no alveolar bone loss
was recorded elsewhere. We didn’t evidence any increase in serum concentration of IL-33 in
mice subjected to ligatures impregnated or not with Pg. This hardly suggests that IL-33 is not
involved in a systemic inflammatory process but rather in a gingival localized one to possibly
trigger alveolar bone loss.

The first key factor for the onset of periodontitis is the presence of pathogen species such as
Pg. Increased expression of inflammatory cytokines and particularly IL-33 has been previously
described in vitro after Pginfection of gingival epithelial cells [24, 31]. We also recorded such
increase 24 hours after Pg infection of human epithelial cells. However, as we also recorded an
increased IL-33 expression in vivo independently of Pg infection, it is tempting to speculate
that the ligature apposition is an inflammatory stimulus sufficient to induce the increase of
IL-33 expression in gingival epithelial cells, directly or throughout other pro-inflammatory
cytokines such as TNF-o or IFN-vy [35, 37]. Consistently, we have also observed an IL-33
expression in Sham animals subjected to a slight incision suggesting that this mechanical
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stimulus may trigger the production of IL-33 in gingival epithelial cell and that Pg may be not
the major factor needed for IL-33 expression.

In CP, increased osteoclast activity is related to increased production of RANK-L. Several
sources of RANK-L have been described notably B and T lymphocytes [28]. In our study, we
showed a concomitant increase in CD3 and RANK-L positive cells and in RANK-L expression
in gingival epithelial cells of patients affected by CP. RANK-L-producing lymphocytes are
recruited towards inflammatory sites following Pg infection [38]. Pg can also stimulate
RANK-L production by other cells such as bone alveolar osteoblasts and periodontal ligament
fibroblasts notably via TLR2 signaling [39]. Mice deficient for TLR2 were protected from Pg-
induced alveolar bone loss indicating that Pg is a crucial factor for the increase in RANK-L
expression observed in CP [39]. Gingival epithelial cells, the first cells in contact with bacterial
stimulus, are also able to produce RANK-L when stimulated by TNF-o. [32]. In patients
affected by CP, we recorded an increase in RANK-L expression in epithelial cells at the close
vicinity of inflammatory sites, supporting a potential role to trigger the recruitment of osteo-
clast precursors, the osteoclast differentiation and activity as suggested by others [29].

IL-33-induced RANK-L expression in lymphocytes of the gingival tissue has been observed
in EP induced by oral gavage and treatment with IL-33 [20]. We showed, using RT-qPCR
quantification, that RANK-L was stimulated before IL-33 expression after Pg infection of gin-
gival epithelial cells. This finding suggests that overexpression of RANK-L in CP is not primar-
ily caused by IL-33 and that this cytokine may act as a secondary factor able to promote bone
resorption through RANK-L after gingival infection by Pg. We can also hypothesize that IL-33
could be required for the perpetuation of alveolar bone loss in CP and we propose that alveolar
bone loss related to CP is induced by the combination of Pg infection and IL-33.

EP applied to IL-33 knock-out mice will be needed to decipher the potent role of IL-33 in
alveolar bone loss associated to CP. Taken together, these data highlight the ability of IL-33 to
induce RANK-L expression in gingival cells and the interplay between both factors in CP.

Conclusion

Our results provide evidences that IL-33 overexpression in gingival epithelial cells is associated
with CP and can trigger RANK-L expression in addition to the direct effect of Pg. Finally, IL-
33 may act as an extracellular alarmin showing proinflammatory properties in CP by perpetu-
ating bone resorption induced by Pg infection.
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Homéostasie du cartilage articulaire lors de I'arthrose liée au
vieillissement : étude des réles de la protéine Klotho et d’un
cocktail de molécules anti-oxydantes

Articular cartilage homeostasis during age-related osteoarthritis: study on the
roles of the Klotho protein and a cocktail of anti-oxidant molecules

Résumé

L’arthrose, affection chronique dégénérative de
I’'articulation, est intimement liée au vieillissement au
cours duquel les fonctions tissulaires et physiologiques
de l'organisme se détériorent progressivement. Parmi
les mécanismes moléculaires impliqués dans la
physiopathogénie de [Iarthrose, la perturbation de
’homéostasie  cartilagineuse  (changement  des
propriétés mécaniques de la matrice extracellulaire,
mort des chondrocytes, augmentation du stress
oxydant) joue un roéle prépondérant. Ainsi, lors de ce
travail nous avons étudié l'effet de molécules anti-
oxydantes et d’une protéine anti-vieillissement sur le
développement de l'arthrose. Dans un premier temps,
nous avons évalué un traitement a base de molécules
naturelles anti-oxydantes et pro-anaboliques in vivo
dans un modéle murin d’arthrose spontanée liée a I'age.
Pour cela, nous avons développé une approche non-
invasive combinant la radiographie et l'analyse de la
marche, et observé une amélioration des scores
radiologiques et de la démarche des souris aprés quatre
mois de traitement. Dans un deuxieme temps, nous
avons étudié le role de la protéine anti-vieillissement
Klotho dans les mécanismes de mort des chondrocytes
au cours de l'arthrose liée a 'dge. Nous avons montré
une corrélation entre l'expression de Klotho et le
processus autophagique dans le cartilage de la souris
arthrosique vieillissante, ainsi qu’un réle protecteur de
Klotho vis a vis de la mort cellulaire, via l'inhibition de
'autophagie et I'apoptose des chondrocytes. Nos
données suggérent que I'utilisation de thérapeutiques
ciblant les voies du vieillissement dans le cartilage
représente une approche prometteuse dans le
traitement de I'arthrose.

Mots clés

Arthrose — Vieillissement — Klotho — Mort cellulaire —
Autophagie — Apoptose — Stress oxydant —
Chondrocyte

Abstract

Osteoarthritis (OA) is a chronic and degenerative joint
disease. It is closely linked with aging, which can be
defined as a time-related deterioration of physiological
functions. The molecular mechanisms involved in OA
pathogenesis include the disruption of cartilage
homeostasis (loss of biomechanical properties of the
extracellular matrix, chondrocyte death, and increase in
oxidative stress). In this work, we evaluated the effect of
either a cocktail of anti-oxidant molecules or an anti-
aging protein on OA development. Firstly, we tested the
effect of a natural molecules-based treatment
characterized by its anti-oxidant and pro-anabolic
properties in vivo in an age-related murine model of
spontaneous OA. To this aim we developed a non-
invasive approach combining radiographic and gait
analyses, and found an improvement in the radiological
score and gait parameters after treatment. Secondly,
the role of the anti-aging protein Klotho in articular
chondrocyte death was evaluated in aging mice. We
demonstrated a correlation between Klotho expression
and the autophagic process in the articular cartilage of
aging mice, as well as a protective role of Klotho against
cellular death, through the inhibition of chondrocyte
autophagy and apoptosis. These data suggest that the
use of therapeutics targeting age-related pathways in
articular cartilage could represent a promising approach
in OA treatment.
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