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Résumé

L’arthrose se caractérise, entre autres, par la dégradation du cartilage articulaire et
I’inflammation de la synoviale. Ces caractéristiques sont dues a I’augmentation de la synthése
des médiateurs pro-inflammatoires et cataboliques. Les mécanismes moléculaires, qui en sont

a ’origine, ne sont pas bien connus.

Des études préliminaires ont montré que 1’expression des genes 15-LOXs, ayant un
role anti-catabolique et anti-inflammatoire, est diminuée dans le cartilage arthrosique. Notre
hypothése est que la méthylation d’ADN des promoteurs proximaux des genes 15-LOX-1 et
15-LOX-2 inhibe leurs expressions dans le cartilage arthrosique. Notre objectif est de

déterminer s’il y a une corrélation entre leur expression et la méthylation de leurs promoteurs.

L’expression de ces génes, dans les cartilages arthrosiques et non arthrosiques, a été
évaluée par immunohistochimie et RT-PCR en temps réel. L’effet de la déméthylation par
I’AZA-DC, agent déméthylant, sur leur expression a été évalué par RT-PCR. Les taux de
méthylation des sites CpG au niveau des promoteurs de la 15-LOX-1(29 sites) et 15-LOX-2
(12 sites), dans les cartilages arthrosiques dégradés ou intacts, ont été¢ évalués par

pyroséquengage.

Nos résultats confirment une diminution de I’expression des genes 15-LOXs dans le
cartilage arthrosique et une augmentation significative de I’expression des genes 15-LOXs
sous l’effet de I’AZA-DC. Nous avons également montré 1’absence des différences de
méthylation des sites CpG des promoteurs des génes 15-LOXs entre les cartilages arthrosiques

dégradés et intacts. Les taux de méthylation des sites CpG sont globalement faibles.

Ces résultats suggerent que la répression de 1I’expression de geénes 15-LOXs, dans le

cartilage arthrosique n’est pas due a la méthylation d’ADN.

Mots-clés : arthrose, méthylation de I’ADN, régulation de I’expression des genes 15-

LOXGs.



Abstract

Osteoarthritis is characterized, among other things, by the breakdown of articular
cartilage and the inflammation of the synovium. These features are due to increased synthesis
of pro-inflammatory and catabolic mediators. The molecular mechanisms underlying these

changes are poorly known.

Preliminary work indicates that the 15-LOXs genes have an anti-catabolic and anti-
inflammatory role and that their expression is decreased in OA cartilage. Our hypothesis is
that DNA methylation of the proximal promoters of the 15-LOX-1 and 15-LOX-2 genes
inhibits their expression in OA cartilage. Our goal is to determine whether there is a

correlation between their expression and the methylation of their promoters.

Expression of these genes in both OA and normal cartilage was evaluated by
immunohistochemistry and real-time RT-PCR. The effect of 5-AZA, a demethylating agent,
on their expression was evaluated by RT-PCR. The methylation levels of their proximal

promoters in degraded or intact osteoarthritic cartilage were evaluated by pyrosequencing.

Our results showed a decrease in 15-LOX gene expression in OA cartilage. We also
observed a significant increase in 15-LOXs gene expression upon treatment with 5-AZA-DC.
In addition, we demonstrated that there were no differences in the methylation levels of CpG
sites of 15-LOXs gene promoters between degraded and intact osteoarthritic cartilages.

Methylation rates of CpG sites are generally low

These results suggest that repression of 15-LOXs gene expression in osteoarthritic

cartilage is not due to DNA methylation.

Key words: Osteoarthritis, DNA methylation, regulation of gene expression 15-LOXs.
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Chapitre I : Introduction



I. L’arthrose

L’arthrose (OA) est la maladie articulaire la plus fréquente chez les personnes agées (1).
Elle se caractérise par une dégénérescence progressive du cartilage articulaire, par
I’inflammation de la synoviale et par le remodelage de I’os sous-chondral. L’OA est une

maladie incapacitante qui constitue un fardeau économique et social considérable.

I.1. L’épidémiologie de ’OA

Premicere cause de consultation en médecine générale dans les pays développés, on
estime que 14,2 % des adultes canadiens en sont affectés, soit 4,4 millions de personnes
qui présentent des symptomes et des signes cliniques (2-4). La prévalence augmente avec
I’age. On estime que 60 % des adultes de plus de 75 ans en souffrent (5). Avec le
vieillissement de la population et I’augmentation de la proportion des personnes en
surpoids, on prévoit qu’au Canada, la prévalence et le nombre moyen de patients atteints
d’OA devraient augmenter dans les prochaines années. D’ici 30 ans, ce nombre devrait
plus que doubler, avec environ 10,4 millions de personnes souffrant d’arthrose. L’OA du
genou, des mains, du rachis et de la hanche sont les plus fréquentes. Les articulations des

coudes, des chevilles, de I’épaule et du poignet sont rarement affectées par I’OA.

I.2. Les symptomes

Le principal symptome de [’arthrose est une douleur chronique au niveau
articulaire. Les patients présentent une raideur articulaire avec une géne fonctionnelle et
parfois des déformations des articulations. Un épanchement ou une enflure, une faiblesse
musculaire et un craquement lors des mouvements de I’articulation, sont d’autres symptomes
de I’arthrose.
Le diagnostic est fait par un médecin lors d’un examen physique des articulations. Ensuite,
des radiographies peuvent étre réalisées pour confirmer le diagnostic (6). La radiologie
classique aux rayons X permet de connaitre le grade de la maladie et 1’état de destruction au
niveau de ’articulation, dans les cas d’arthrose avec modification osseuse. Cependant elle
ne permet pas d’évaluer 1’évolution des tissus mous au niveau de I’articulation comme la

synoviale ou les tendons. L’imagerie moderne comme 1’imagerie a résonnance magnétique



(IRM) donne plus de précision sur 1’évolution de 1’arthrose et remplace progressivement la

radiologie classique.

1.3. Les facteurs de risque de ’arthrose

La cause exacte de I’OA est inconnue, mais plusieurs facteurs augmentent le risque
d’OA. C’est donc une maladie multifactorielle. Les facteurs de risque sont classés en
facteurs de risque systémique et en facteurs de risque local. Les facteurs de risque
systémique sont le vieillissement, 1’ethnie, le sexe et les prédispositions génétiques, alors
que le surpoids et les blessures aux genoux ainsi que certains métiers sont les facteurs de

risque local.

L.3.1. Les facteurs de risque systémique
1.3.1.1. Le vieillissement et le sexe
De nombreuses ¢études ont démontré que le vieillissement favorise
I’initiation et le développement de 1’arthrose (7). Il est considéré comme étant le facteur de
risque le plus important pour le développement de la maladie. La prévalence de I’OA
augmente avec 1’age. Cependant, le vieillissement ne cause pas I’OA, mais les mécanismes
par lesquels, il influence ’OA, sont inconnus. Il est toutefois associé a des changements
dans la structure du cartilage et dans la fonction des chondrocytes. On observe, entre autres,
I’amincissement du cartilage et d’autres changements qui conduisent a une diminution des
propriétés biomécaniques. Le raccourcissement des télomeres est associé¢ a ’OA du genou
(8,9).
Le sexe féminin est associé a une prévalence élevée de ’OA. Les femmes
ont plus a risque d’étre atteintes de I’arthrose du genou que les hommes, particulierement

a la ménopause, ce qui suggere un role protecteur des cestrogenes (10).

1.3.1.2. Les prédispositions génétiques et I’ethnicité

Bien que I’OA soit une maladie multifactorielle, les facteurs génétiques sont
déterminants dans la pathogenese de 1’arthrose; ils représentent au moins 40 % de risque
de I’arthrose du genou. Pour I’ensemble des arthroses, 1’héritabilité est de 50 % ou plus; ce

qui indique que la moitié de la variation de la susceptibilité a la maladie dans la population



est expliquée par des facteurs génétiques (11). Des études épidémiologiques (des études
des jumeaux) ont démontré que de nombreux geénes jouent un role crucial dans 1’apparition
de I’arthrose. Les génes candidats sont ceux impliqués dans la régulation des réponses
inflammatoires comme les cytokines et autres médiateurs pro-inflammatoires, et des génes
codant pour des constituants du cartilage et du métabolisme osseux (12). Par exemple, les
genes codant pour le récepteur de vitamine D, la collagene II (Col-II), la collageéne IX, des
genes de facteur de croissance 1 ressemblant a 1’insuline (IGF-1) se sont révélés étre
impliqués dans la susceptibilité, du niveau de gravité de 1’arthrose et peuvent représenter
des cibles thérapeutiques (12).

L’arthrose du genou est plus fréquente chez les femmes noires américaines et
jamaicaines que chez les femmes blanches. Ce qui suggere une différence de susceptibilité

a I’OA selon I’appartenance a une ethnie ou a une autre.

1.3.2. Les facteurs de risque local

1.3.2.1. L’obésité

La surcharge pondérale est associée a I’arthrose dite secondaire. Elle
augmente le risque de I’OA du genou et de la hanche. Ce surpoids exerce un stress
mécanique sur les articulations du genou, de la hanche et des vertebres (13). On estime que
27 % des cas d’arthroplastie de la hanche et 69 % des cas d’arthroplastie du genou peuvent
étre attribués a I’obésité. L’obésité augmente aussi le risque de I’OA de la main méme s’il
n’y a pas de pression physique sur I’articulation de la main. L’amélioration clinique observée
apres la perte de poids est plus liée a la perte de masse graisseuse qu’a la perte globale de
poids. Ceci suggere que le tissu adipeux est impliqué dans la physiopathologie de 1’arthrose
en produisant des médiateurs comme la leptine ou 1’adiponectine, la résistine ou la visfatine.
L’injection de la leptine dans ID’articulation du genou augmente la production des
protéases MMP-2, MMP-9, la cathepsine D, ADAMTS-4 et -5, impliquées dans la
dégradation du cartilage (14, 15). Ces médiateurs seraient impliqués dans la pathogenese de

I’arthrose.



1.3.2.2. Certains métiers et activités physiques

Des études ont démontré que les personnes ayant des métiers
exigeant des activités physiques intenses avaient plus de risques de développer 1’arthrose par
rapport a ceux n’ayant pas ces fonctions. Par exemple, les mineurs, les travailleurs dans la
construction, les plombiers, les manutentionnaires et les préposés a I’entretien ménager
avaient plus de risque de développer D’arthrose du genou. Les fermiers, les
manutentionnaires, les culturistes et les plombiers avaient plus de risques d’avoir une
arthrose au niveau de la hanche. Les travailleurs du textile ont, pour leur part, plus de risques

de développer I’arthrose de la hanche et des poignets.

1.3.2.3. L’alimentation

Le role des facteurs alimentaires dans la pathogenése de I’OA fait
I’objet d’un intérét considérable. Cependant, les résultats des études sont contradictoires.
L’un des facteurs nutritionnels les plus prometteurs pour ’arthrose est la vitamine D. De
faibles taux en vitamine D sont associés a la pathogeneése de 1’arthrose. Des personnes avec
de faibles taux de vitamine D avaient trois fois plus de risque de développer I’arthrose du
genou par rapport a celles dont le taux est normal, bien que le traitement a la vitamine D
n’ait pas donné des résultats significatifs (16). Un faible apport alimentaire en vitamine C a
également été associé a un risque accru de progression, mais pas de I’incidence de I’arthrose

du genou radiographique et symptomatique (16).

1.3.2.4. Les blessures au niveau de ’articulation et les autres
facteurs.
La Iésion tissulaire est le deuxieme facteur de risque majeur de I’OA
(17). Les athletes, comme les joueurs de soccer et de football, sont exposés a un risque
¢élevé d’arthrose due a I’incidence ¢élevée de méniscectomies et de blessures des ligaments
croisés (18). Dans I’é¢tude de Framingham, la prévalence des lésions méniscales était
beaucoup plus ¢élevée chez les sujets souffrant d’arthrose du genou radiographique (82 %)

que ceux sans OA (25 %) (16).

D’autres facteurs, comme un mauvais alignement des os au niveau des jambes,

augmentent le risque d’arthrose (19).



I.4. Les traitements de I’arthrose

Les stratégies thérapeutiques dans le traitement de I’OA peuvent étre classées en
trois catégories : traitements non pharmacologiques, pharmacologiques et chirurgicaux. Ces
traitements permettent, en général, de soulager les symptomes comme la douleur, 1’enflure,

I’inflammation (20). Actuellement, il n’y a pas de traitement curatif efficace contre I’OA.

1.4.1. Les traitements non pharmacologiques

Les traitements non pharmacologiques sont nombreux et peuvent
commencer des le début la maladie. Le patient doit recevoir les informations relatives a sa
maladie, doit avoir une bonne hygiéne de vie, une alimentation saine apportant les vitamines
D et C et le calcium. Il doit avoir un poids santé (doit maigrir s’il est en surpoids) et doit
faire des exercices physiques adaptés comme la natation ou la marche (21). Les aides a la
marche comme une canne ou une béquille permettront de réduire la douleur. Ces traitements

peuvent tre prescrits en combinaison avec les traitements pharmacologiques.

1.4.2. Les traitements pharmacologiques
Les traitements médicamenteux sont prescrits selon la gravité de la maladie
et parfois, plusieurs traitements sont donnés en combinaison pour soulager la douleur,

I’inflammation et d’autres symptomes.

1.4.2.1 Les analgésiques

Au début de la maladie, lorsque le patient présente une douleur
légere a modérée, des analgésiques sont prescrits pour soulager la douleur (20, 21).
L’acétaminophéne ou le paracétamol est un analgésique prescrit pour diminuer la douleur,
mais n’a pas d’effet sur 'inflammation. Les analgésiques ne sont pas efficaces contre la
douleur chronique intense au stade avancé de la maladie. De plus, I’exceés d’analgésiques,

comme le paracétamol, peut causer des dommages au niveau du foie (21).

1.4.2.2. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)
Les analgésiques ne sont plus efficaces lorsque le patient a une douleur plus
sévere et une inflammation. Dans ce cas, des AINS sont prescrits pour réduire la douleur,

I’inflammation, I’enflure et la raideur. Il existe deux types d’ AINS.



» Les AINS traditionnels sont I’acide acétylsalicylique (aspirine) et I’ibuproféne. Ce
sont des antipyrétiques anti-inflammatoires, comme les analgésiques. En effet, les
AINS inhibent les cyclo-oxygénases (COXs) qui sont responsables de la synthése
des médiateurs pro-inflammatoires comme la prostaglandine et le thromboxane.
Ces AINS ont des effets secondaires comme les malaises gastriques, la diarrhée et
les crampes abdominales.

» Lanouvelle classe d’AINS appelé COXibs correspond a des inhibiteurs spécifiques
de la COX-2. Ils sont plus connus sous le nom de Vioxx (Rofecoxibs) et Celebrex
(celecoxib, phamacia). Ils n’ont pas de toxicité gastro-intestinale parce qu’ils
n’inhibent pas la COX-1, protectrice de la muqueuse gastrique. Les inhibiteurs des
COXs spécifiques et non spécifiques peuvent augmenter le risque d’événements

cardiovasculaires (22).

1.4.2.3. Les corticostéroides

Lorsque les analgésiques et les anti-inflammatoires n’ont pas les effets
escomptés, les patients regoivent des injections intra-articulaires de corticostéroides
comme traitement a court terme. Les corticostéroides (la cortisone principalement) sont
injectés dans le but de réduire I’inflammation, 1’enflure et d’améliorer la mobilité de
’articulation. Les corticostéroides sont plus puissants que les AINS et ont moins d’effets
indésirables sur le systeme gastro-intestinal (21). Cependant, les corticostéroides ne
peuvent pas étre administrés a long terme en raison de leurs nombreux effets secondaires

comme ’ostéoporose, I’amincissement de la peau et la pression artérielle plus élevée.

1.4.2.4. La viscosupplémentation et les autres médicaments

La viscosupplémentation consiste en 1’injection d’acide hyaluronique dans
I’articulation (23). Elle favorise la viscosité du liquide synovial et, par conséquent, les
glissements des surfaces articulaires, les unes contre les autres, ce qui permet de réduire les
frictions et donc la douleur. L’acide hyaluronique est connu pour ses propriétés anti-
inflammatoires en inhibant la synthése de la prostaglandine E2 (PGE2), un médiateur pro-
inflammatoire. L’action de 1’acide hyaluronique est plus lente, mais plus prolongée par

rapport a celle des corticostéroides (24).



I1 existe d’autres méthodes complémentaires telles que la prise des substances comme la
glucosamine ou la chondroitine qui semblent soulager les symptomes. Les opiacés sont
prescrits lorsque la douleur n’est plus réduite par les autres médicaments comme les AINS

et les corticostéroides.

1.4.3. Les traitements chirurgicaux et les cellules souches

L’opération chirurgicale est utilisée en dernier recours lorsque la combinaison des
autres traitements a échoué. Elle consiste en un remplacement partiel ou total de
’articulation par une protheése (25), ce qui favorise la disparition de la douleur et améliore
la qualité de vie des patients. Elle a une durée de vie de 10 a 20 ans (28).

L’injection intra-articulaire de cellules souches est au stade expérimental et n’a pas
permis la guérison totale des patients. L’injection de cellules souches mésenchymateuses
est prometteuse, car elle permet de diminuer la douleur et permet une régénération du
cartilage a certains endroits (26). Elle n’a été réalisée que chez des patients souffrants de
I’OA du genou. 11 s’agit d’'une méthode longue, cotteuse et qui, pour le moment, ne permet
pas de guérir. Elle est inaccessible pour la majorité des patients.

En résume, les traitements actuels permettent de réduire les symptomes, mais

n’empéchent pas la progression de la maladie.

II. La structure de P’articulation du genou et la physiopathologie de
I’arthrose du genou

I1. 1 La structure de ’articulation du genou

L’articulation du genou est une articulation synoviale, ou diarthrose, permettant
les mouvements de flexion et d’extension sans douleur de la jambe. C’est la zone de
rencontre des extrémités osseuses du fémur et du tibia, recouverte par 1’os sous-chondral
et par le cartilage (Figure 1). Dans la cavité articulaire se trouve le liquide synovial, secrété
par la membrane synoviale. L’extrémité osseuse du fémur présente deux condyles de forme
sphérique alors que I’os du tibia a un plateau de forme concave. Pour mieux articuler ces
deux formes et permettre la stabilité du genou et des principaux mouvements de flexion et

d’extension, I’articulation est maintenue en contact par des structures de soutien, deux



ménisques qui s’interposent entre les deux épiphyses, des haubans musculaires et des
tendons, et un appareil capsulo-ligamentaire. Le cartilage, la synovie et 1’os sous-chondral
sont trois éléments importants dans la fonction articulaire. Les mouvements sont facilités
par le liquide synovial. Le cartilage protege 1’os et a un role d’amortisseur des chocs. Il fait

en sorte que les surfaces de I’articulation glissent facilement les unes contre les autres.
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Figure 1: Schéma de I'articulation du genou chez 'Homme. Adapté de Drake et al., (27).

II. 1.1 Le cartilage articulaire

Le cartilage articulaire (CA) normal est un tissu conjonctif blanc, translucide, de
type hyalin, ayant une épaisseur variable de 2 a 4 mm d’épaisseur qui couvre les surfaces
osseuses (28). La fonction principale du CA est d’assurer 1’absorption et la répartition des
forces qui s’appliquent sur I’articulation. Il permet le glissement des surfaces osseuses
grace a un coefficient de friction extrémement faible. Il est résistant, élastique et lubrifié.
I est dépourvu des vaisseaux sanguins et lymphatiques, et n’est pas innervé. Il est constitué
d’une matrice extracellulaire et d’un seul type de cellule qui représente environ 2 % du

poids total du cartilage : les chondrocytes (28, 29).
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La matrice extracellulaire (MEC) est composée majoritairement d’eau (70 a 80 %),
le reste étant représenté par un réseau de fibres de collageénes, principalement de type II,
dans lequel sont emprisonnées des molécules trés hydrophiles que sont les protéoglycanes
(PG). Elle contient aussi de petites quantités de collagéne V, VI, IX et XI. Les
protéoglycanes sont formés de multiples monomeéres appelés agrécanes branchés d’une
facon non covalente sur 1’acide hyaluronique (31). Les agrécanes sont liés de manicre
covalente a des glycosaminoglycanes formés de chaines de chondroitine sulfate, de
kératane sulfate et constituent a eux seuls 90 % du poids total des protéoglycanes. Les
protéoglycanes, grace a leur forte teneur en eau, sont responsables de 1’¢lasticité du
cartilage tandis que les fibres de collagenes assurent la rigidité du cartilage.

Les chondrocytes sont des cellules hautement différenciées, mesurant environ 30 a
40 um de diamétre, noyées dans la matrice extracellulaire et qui n’ont pas de contact entre
elles. Ils sont responsables de ’homéostasie de la matrice extracellulaire en assurant la
production et la dégradation de tous les composants du cartilage grace a I’équilibre de ses
activités cataboliques et anaboliques. Ils renferment les organites nécessaires a la
production des composantes de la matrice extracellulaire, comme le réticulum
endoplasmique, I’appareil de Golgi, vésicules sécrétoires (32). Ils se nourrissent a partir du
liquide synovial, produisent du collagéne, des protéoglycanes et des inhibiteurs des
métalloprotéinases (TIMPS) pour le maintien de la matrice extracellulaire (activités
anaboliques). Ils synthétisent aussi des protéases (métalloprotéinases, ADAMTs), des
cytokines, des eicosanoides et des radicaux libres impliqués dans la dégradation du
cartilage (activités cataboliques).

Chez D’adulte, le cartilage articulaire est formé de quatre couches ou zones
histologiques différenciées selon 1’organisation des chondrocytes, 1’orientation des fibrilles
de collagene, la quantité d’eau, le type et la quantité des PG présents (28, 29) : 1) la couche
superficielle ou tangentielle, 2) la couche intermédiaire ou de transition, 3) la couche
profonde ou radiale et 4) la couche calcifiée (Figure 2). Cette derni¢re couche est localisée
immédiatement aprés une ligne de démarcation (tidemark), qui la sépare de la zone
profonde. Elle permet d’isoler, physiquement et mécaniquement, le cartilage de 1’0os sous-

chondral en formant une barri¢re vis-a-vis des vaisseaux de 1’os (33).
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Figure 2: Structure du cartilage. Quatre couches sont décrites dans le cartilage articulaire adulte :

A : organisation des chondrocytes de la couche superficielle (denses, plats et paralléles a la surface), intermédiaire (gros et arrondis) et
profonde (groupés en colonne, orientés perpendiculairement a la surface).

B : orientation des fibres de collagénes de la zone superficielle (fines et tangentielles), intermédiaire (épaisses et enchevétrées), et
profonde (épaisses et perpendiculaires).

C : les changements des teneurs en eau et en PG entre les différentes couches sont également schématisés.

D : organisation au niveau moléculaire du cartilage dans la zone médiane. Adaptée de Buckwalter (31).

I1. 1.2 La membrane et le liquide synovial

II. 1.2.1 La membrane synoviale
La membrane synoviale est un tissu conjonctif lache qui tapisse la face
interne d’une diarthrose. Elle est bordée a I’extérieur par la capsule articulaire et les
formations ligamentaires. Elle assure la fonction mécanique de lubrification et la nutrition
du cartilage par I’intermédiaire du liquide synovial qu’elle sécrete. Elle joue un role de
défense contre les agressions extérieures et peut étre considérée comme un organe

immunitaire. Elle permet également le contréle du volume synovial et 1’élimination des
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métabolites et des produits de dégradation de la MEC de la cavité articulaire. Elle joue
donc un réle important dans le maintien de la physiologie et du fonctionnement normal de
I’articulation. La membrane synoviale est composée de deux couches : la couche sous-
intimale (subintima), en contact avec la capsule articulaire, et la couche bordante (intima)

en contact avec la cavité articulaire (34, 35) (Figure 3).

Liquide
synoviale

I Zone bordante ou
‘ intima

La zone
subintima

- v
Figure 3: Représentation schématique d’une synoviale normale. L’intima contient des fibroblastes spécialisés
(noirs, indiqués par des fléches) exprimant VCAM-1, DAF et UDPGD, et des macrophages spécialisés

(indiqués par fleéche) exprimant Fcy Rllla. La subintima plus profonde contient des homologues relativement
non spécialisés (étiquetés). Modifi¢ de d’Edwards JC. et al., (35).

La couche bordante ou intima a une épaisseur qui varie entre 20 a 41 um selon le type
synovial, et est composée d’une a quatre assises de cellules (synoviocytes). Ces cellules
endothéliformes, ayant des contacts avec le liquide synovial, sont deux types :

> Les synoviocytes de type A qui ressemblent aux macrophages, d’ou le
surnom de « macrophages synoviaux » (36). Elles possédent des prolongements
cytoplasmiques dont 1’axe est occupé par des mitochondries alignées. Elles ont un appareil
de Golgi développé, des grandes vacuoles ainsi que des lysosomes (en relation avec une

fonction phagocytaire). Les vésicules sont souvent localisées prés du bord des membranes
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plasmiques. Elles nettoient les articulations en ¢liminant les produits de dégradation ou les
déchets comme les débris cellulaires (37, 38). Ces cellules participent également a
I’initiation des réponses immunes en conditions pathologiques (38). Elles expriment, a leur
surface, des CMH II qui peuvent présenter 1’antigéne aux cellules immunitaires.

> Les synoviocytes de type B qui sont apparentées aux fibroblastes et qui sont
qualifiées de fibroblast-like cells avec une fonction sécrétoire. Elles ont une forme plus
massive, sont caractérisées par le développement important du réticulum endoplasmique
rugueux et de vésicules sécrétoires. Elles sécrétent, entre autres, des collagénes de type I et

I, des fibronectines et de 1’acide hyaluronique dans le liquide synovial (36, 38).

La subintima est aussi riche en cellules, mais elle est plus vascularisée. Elle contient,
entre autres, des fibroblastes, des macrophages, différentes fibres de collagénes, des
terminaisons nerveuses, des artérioles, des capillaires et des vaisseaux lymphatiques. Cette
vascularisation importante permet la nutrition des cellules de la membrane synoviale, la
formation du liquide synovial, le recrutement des cellules immunitaires en cas

d’inflammation et la régulation de la température articulaire (34).

II. 1.2.2 Le liquide synovial

La fonction du liquide synovial est la nutrition et la lubrification de
I’articulation. Sa composition est tres proche de celle du plasma dont il dérive. Il contient,
en plus de I’eau et des sels minéraux, des petites molécules (glucose, acide urique,
bilirubine), des protéines et de 1’acide hyaluronique sécrété par les synoviocytes. Le role
de lubrification de ce liquide s’explique par sa viscoélasticité due a 1’acide hyaluronique
qui est une longue chaine d’un polymere de disaccharides. Un déficit de 1’acide

hyaluronique est observé lors de I’arthrose (39).

II. 1.3 L’os sous-chondral

L’os sous chondral est un tissu osseux de 1 a 2 mm d’épaisseur qui constitue
une zone de transition entre le cartilage et I’os. Il se trouve sous le cartilage calcifié
(Figure 4) et contribue a 1’amortissement des chocs. C’est un tissu vascularisé constitué¢

des cellules formant 1’0os que sont les ostéoblastes et ostéocytes. Chimiquement, I’0s est
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constitué¢ de deux composantes organiques et minérales. Le collagene de type I est le
constituant principal des composantes organiques alors que [’hydroxyapatite, de
formule Cas (POs) 3 (OH), est le constituant minéral de I’0s. Il comprend la plaque osseuse
sous-chondral et 1’os trabéculaire sous-jacent (40). L’0s sous-chondral fournit un soutien
structurel au cartilage articulaire. Plusieurs études ont montré le rdle puissant du
métabolisme cellulaire anormal de I’os sous-chondral dans I’initiation et la progression de

I’arthrose (41).

Cartilage non
calcifié

i | Lignede
déemarcation

I Cartilage calcifié

Plaque osseuse

sous chondrale

Oz trabéculaire
sous-chondrale

Figure 4. La structure du cartilage articulaire et de I’os sous-chondral dans ’articulation humaine. Modifi¢ de Li et
al.,(40) .

I1. 2 La physiopathologie de I’arthrose de genou

L’arthrose se caractérise par une destruction du cartilage, par I’inflammation de la
synoviale et par des modifications de I’os sous-chondral (Figure 5). Au cours du processus
arthrosique, le cartilage s’assombrit et se ramollit, ce qui a pour conséquence de modifier

ses propriétés d’amortissement des chocs. Il se fissure, s’érode et s’amincit pour ensuite
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disparaitre totalement, laissant 1’0os sous-chondral a nu. Les modifications de 1’0os sous-

chondral induites sont la formation d’ostéophytes et le sclérose de 1’os sous-chondral.

A B C

Figure 5. Schématisation de I’évolution de I’arthrose. A : Articulation non arthrosique; B : Dégradation du cartilage et
inflammation de la synoviale; C : Dégradation importante du cartilage, inflammation de la synoviale et remodelage de
I’0s sous chondral. C’est une dégradation du cartilage qui va jusqu’a I’usure compléte, associée a des remaniements de
I’0s sous-chondral, une production d’ostéophytes et des épisodes limités d’inflammation de la synoviale. Source de
I’image www.lecofer.org. Consulté le 04/04/2016

II. 2.1. Le déséquilibre du métabolisme des chondrocytes.

Dans le cartilage sain existe un équilibre entre les activités anaboliques et
cataboliques qui est crucial pour le maintien de I’homéostasie du cartilage (42). Les
chondrocytes produisent les collagenes, protéoglycanes, et antiprotéases qui sont des
médiateurs anaboliques, permettant la synthése de la matrice extracellulaire du cartilage.
Elles produisent aussi des médiateurs cataboliques, notamment les métaloprotéinases et les

ADAMTSs.

Les synoviocytes produisent aussi des collagénes, des cytokines pro-

inflammatoires, des eicosanoides.

Dans le cartilage normal, il y a un équilibre entre la synthése des médiateurs
cataboliques et des médiateurs anaboliques. L’arthrose est associée a la perte de cet

équilibre. Les modifications caractérisant 1’arthrose seraient dues a la perte de I’équilibre
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entre les activités anaboliques et cataboliques provoquées par les facteurs de risque (43-
45). Une augmentation de la production des médiateurs cataboliques et pro-inflammatoires
au profit des médiateurs anaboliques et anti-inflammatoires serait responsable de la
dégradation du cartilage, de I’inflammation de la synoviale et du remodelage de 1’os sous

chondral (46) (Figure 6).

Déséquilibre entre le catabolisme et 'anabolisme

¥

+  Cytokines anti-inflammatoires

- TIMPs

+ Facteurs de croissance
catabolisme - Synthése de collagénes et de
+  Cytokines pro-inflammatoires protéoglycanes
- MMPS +  Anti-oxydants
*  ADAMTS —— e S
* Prostaglandines
+ Radicaunx libres

Figure 6: Schéma du déséquilibre du métabolisme. Modifié de Pelletier.J et al.,(47)

En effet, I’arthrose est associée a une libération accrue, des protéases, des radicaux
libres, des eicosanoides et des cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-1 3, TNF- q,
IL-8, IL-6, IL17 et IL-18 par les chondrocytes, mais €galement par les cellules de la

synoviale (Figure 7). Ces cytokines sont retrouvées dans le liquide synovial.

L’IL-18 et le TNF-a sont largement reconnus pour le réle dans la pathogenese de
I’OA (48). Au niveau des chondrocytes, ces cytokines stimulent le catabolisme en
favorisant I’expression des protéases et en diminuant la biosynthése des protéoglycanes et
du collagene de type II. L’IL-1 et le TNF-a contribuent aussi a la pathogenése de I’OA, en
induisant la production des médiateurs pro-inflammatoires comme les eicosanoides [la
prostaglandine E2 (PGE»)] et les radicaux libres [1’oxyde nitrique (NO)] (49). L’ensemble

de ces effets altére 1’équilibre entre I’anabolisme et le catabolisme, favorisant ce dernier,
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et contribue aux changements phénotypiques des chondrocytes, entrainant, en plus de

dégradation de la MEC, la mort des chondrocytes (50).

LIQUIDE SYNOVIAL N MEMBRANE
Stress mécanigue SYNOVIALE

g

CARTILAGE

OS SOUS-CHONDRAL

Figure 7: Schéma de la modélisation du rdle du stress mécanique et des actions des médiateurs cataboliques et
inflammatoires. L’augmentation des activités cataboliques pourrait étre impliquée a la pathogenese de 1’arthrose. Modifié
de Gabay O. et al.,(51) .

I1. 2.2. Les facteurs cataboliques impliqués dans I’OA : les protéases

Les protéases, dont la synthese est augmentée lors de I’OA, sont impliquées dans
la dégradation du cartilage. Elles sont directement responsables de la dégradation des
constituants de la matrice extracellulaire du cartilage. Elles se subdivisent en trois groupes

: les métalloprotéinases, les protéases a cystéine et les protéases a sérine.

Les métalloprotéinases jouent un réle majeur dans la destruction du cartilage. Elles
comprennent les métalloprotéases (MMPs), ADAM et ADAMTS (A4 disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin motifs). Cette famille d’enzymes, dont 1’activité
dépend du zinc, comprend plus de 26 membres : MMP-1,-2 -8, -13, -24, -25,-26. Elles
dégradent les constituants de la MEC du cartilage comme les collagenes, les gélatines, les
agrécanes, la fibronectine, la lamine. Par exemple, la métalloprotéase MMP-13 est
responsable de la dégradation du collagene II, principal constituant de la MEC (47). La
surexpression de la MMP-13 accélére le développement de I’OA chez la souris (52). Les

ADAMTS sont une famille de 20 peptidases (ADAMTs-1 a ADAMTs-20) qui dégradent
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les agrécanes, constituants majeurs de la MEC. Les ADAMTSs -4 et -5 sont des enzymes
clés dans I’OA humaine (53, 54). La délétion d’ADAMTs-5 inhibe la dégradation du
cartilage chez les souris arthrosiques (55). Les autres protéases contribuent aussi a la

dégradation de la MEC.

I1. 2.3. Les cytokines pro-inflammatoires

Les cytokines pro-inflammatoires sont les interleukines (IL- 1B, IL-18, IL-8, IL-6,
et IL-17) et le facteur de nécrose tumoral o (TNF- a). Ils sont fortement exprimés dans les
cartilages OA et dans la membrane synoviale. Les cytokines IL-1 et TNF-a jouent un rdle
majeur dans I’OA en stimulant une libération importante des protéases, des eicosanoides
(prostanoides, leucotriénes) et des radicaux libres oxygénés (49, 56). IlIs se fixent sur leur
récepteur et agissent par les voies de signalisation MAP kinase, P38 et NF-kB (Figure 7).
Ils inhibent la biosynthése des constituants de la MEC du cartilage tels que les collagenes

et les protéoglycanes.

L’IL-1 est le principal acteur du catabolisme et de I’inflammation au cours de I’OA.
Il comprend deux isoformes (IL-l1a et IL-1B) qui sont, entre autres, sécrétées par les
monocytes, les macrophages et les chondrocytes. Ils induisent la prolifération des
lymphocytes T, les chimiotactismes et la production des facteurs cataboliques et pro-
inflammatoires tels que le TNF-alpha, I’IL-6, les eicosanoides, les protéases et les radicaux

libres oxygénés.

I1. 2.4. Les radicaux libres

Les radicaux libres oxygénés jouent un rdle dans la pathogenése de I’OA. Les ROS
peuvent provenir des activités de la cellule, dont notamment de celles de la chaine
respiratoire mitochondriale, des oxydases des peroxysomes, ainsi que des activités
d’origines externes (ultra-violet, rayons X). Lorsque la production de ROS dépasse les
capacités antioxydantes de la cellule, un stress oxydatif se produit. Ce qui entraine des
dommages structuraux et fonctionnels du cartilage, comme la mort cellulaire et la

dégradation de la matrice (57, 58).

Les dérivés réactifs de I’azote comprenant des radicaux libres, comme 1’azote

nitrique (NO) et les dérivés non radicalaires, sont impliqués dans la pathogenése de ’OA.
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Le NO est produit dans le cartilage et contribue a la pathogenése de I’OA en induisant la
production d’IL-1 et I’apoptose des chondrocytes, en augmentant I’activit¢ des MMPs et
en inhibant la synthése de collageéne et des protéoglycanes (59). La production de NO, a
partir de L-arginine, est catalysée par une enzyme appelée oxyde nitrique synthase ou NOS
(60). L’inhibition de la forme inductible de NOS ou iNOS réduit la progression
expérimentale de I’OA in vivo (61, 62).

I1. 2.5. Les eicosanoides

Les eicosanoides constituent une famille complexe de molécules a vingt atomes de
carbone dérivant d’un acide gras polyinsaturé comme 1’acide arachidonique ou 1’acide
linoléique (63). Ils comprennent les prostanoides (prostaglandines, la prostacycline et les
thromboxanes) et les leucotriénes (64). Ce sont des médiateurs lipidiques intercellulaires
et intracellulaires intervenant dans des nombreux processus physiologiques et
pathologiques, notamment dans ceux de la douleur et de I’inflammation. Ils sont impliqués
dans la protection de la muqueuse gastrique, dans 1’agrégation plaquettaire et dans les
processus pathologiques comme le cancer, I’asthme et les maladies auto-immunes (65). Ils
sont également impliqués dans ’OA.

Ils agissent de fagcon autocrine ou paracrine et la plupart de leurs récepteurs sont

liés a la protéine G.

I1. 3. La biosynthése des eicosanoides

Ces médiateurs lipidiques dérivent des acides gras polyinsaturés, principalement de
I’acide arachidonique. IIs proviennent ¢galement des acides linoléiques (oméga 3 et oméga
6) qui sont apportés par I’alimentation parce qu’ils ne peuvent étre synthétisés par les
cellules. Certains eicosanoides comme les leucotriénes sont des pro-inflammatoires alors

d’autres comme les lipoxines, les résolvions et protectines sont des anti-inflammatoires.

La premicre étape de la biosyntheése des eicosanoides est ’activation de la
phospholipase A2, qui entraine la libération d’acide arachidonique des phospholipides de
la membrane. La quantité d’acide arachidonique libérée détermine celle des eicosanoides

produits. On observe une augmentation de la production des eicosanoides lors d’une
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inflammation. L’acide arachidonique libéré peut étre transformé généralement selon trois
voies majeures et donner naissance aux eicosanoides (Figure 8) : 1) la voie de la cyclo-
oxygénase donnant naissance aux prostaglandines, thromboxanes ; 2) la voie de la
lipoxygénase a I’origine des leucotriénes, des lipoxines, des resolvines et 3) la voie de

cytochrome p450. Nous décrirons les deux premicres voies qui sont les plus importantes.

[ Cydoxygenases ] [ Lipoxygenases ] Omdvum. P450
COX1, COX2 5-L0X, 12-L0X, 15-LOX
stagl din Leucotriénes 1
-‘ s o i J LTB4, LTC4, LTD4,LTE4 -t
-{ prostacyclines ] Lipoxines I
_{ Thromboxanes ] ‘ Resolvines 1

Figure 8: Schéma des voies de syntheése des leucotri¢nes, lipoxines, des prostaglandines, des prostacyclines et des
thromboxanes a partir d’AA. Modifié de www.lappart-des-spasmos.fr/forum/aa-cascade-inflammation-t18607.
Consulté le 04/04/2016.

I1. 3.1 La voie de la cyclo-oxygénase (COX)

Les cyclo-oxygénases sont des enzymes membranaires ayant un poids moléculaire
d’environ 70 Kda. II existe deux isoformes de COX : la COX-1 et la COX-2 qui ont des
fortes homologies, dont 60 % des acides aminés, en commun (66). Les COXs possédent
une activité cyclo-oxygénase qui convertit I’AA en prostaglandines G2 (PGG2) en insérant

deux molécules d’oxygenes, ainsi qu’une activité peroxydase qui réduit PGG2 en PGH2

(Figure 9).
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Figure 9: Action des cyclo-oxygénases. PLA> : phospholipase A2. PGG?2 : prostaglandines G2. PGH2 :
prostaglandine H2. Modifié de
http://untori2.crihan.fr/unspf/2015 Bordeaux Nuhrich AINS/res/AINS A Nuhrich 2015.pdf. Consulté le 15/10/2017

La COX-1 est une enzyme membranaire possédant un groupe héme. Elle est
produite suite a I’expression constitutive du géne PTGS1 (COX-1) localisé sur
chromosome 9. Elle est impliquée dans le maintien de ’homéostasie tissulaire, notamment
dans la protection de la muqueuse gastrique et dans le maintien de 1’hémodynamique
rénale. Elle est fixée a la membrane du réticulum endoplasmique et a I’enveloppe nucléaire,
et elle est fonctionnelle sous forme d’homodimere. Elle possede trois domaines distincts :
1) un domaine de liaison a la membrane composé d’hélices alpha dans lequel se loge ’acide
arachidonique, 2) un domaine catalytique bifonctionnel et 3) un domaine EGF-like formé
par deux doubles feuillets béta. Elle convertit ’AA en PGG 2 qui est transformé en PGH2.

La COX-2 est codée par un gene localisé sur le chromosome 1 possédant, en
général, une expression inductible. Son expression est induite par les cytokines pro-
inflammatoires (IL-1) et par le facteur de transcription NF-kB. Elle est associée a la
production accrue des prostaglandines lors des processus inflammatoires. Elle a été
fortement incriminée dans les conditions pathologiques. Elle est associée aux maladies
dégénératives articulaires comme 1’OA et 1’arthrite rhumatoide (AR) (67), des maladies
neurodégénératives comme la maladie de Parkinson (68), et des maladies prolifératives

comme le cancer (69) .
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En plus des COX-1 et COX-2, une autre isoforme de COX, la COX-3, dérivant du
méme gene que la COX-1, est exprimée au niveau du cortex cérébral et au niveau du cceur.

La COX-3 partage les mémes propriétés catalytiques que les COX-1 et COX-2 (70) .

Les COXs convertissent ’AA en PGG2 puis en endoperoxide PGH2, composé
instable transformé par les isomérases en prostanoides qui sont les prostaglandines, les
prostacyclines et les thromboxanes(TXA2). Les enzymes permettant cette derniére étape,
aussi appelées enzymes terminales, sont les prostaglandines synthases, les prostacyclines

synthases et les thromboxanes synthases.
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Phospholipase A,
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— Arachidonic acid ~~
) Prostaglandin G, Prostaglandin G,
Cyclooxygenases |
Prostaglandin H, Prostagl.lndm H,
isomérase  POlsynthase  TX synthase PGD synthase PGE synthase PGF syothase
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Figure 10: La voie de biosynthése des prostaglandines, des thromboxanes et de la prostacycline. Modifié de FitzGerald
etal., (71)
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II. 3.1.1. La synthése des prostaglandines

L’endoperoxide PGH2 instable est transformé en prostaglandines E2, D2,
12 et F2a par différentes prostaglandines synthases spécifiques. Les prostaglandines sont
présentes dans la plupart des tissus et organes. Ce sont des médiateurs lipidiques autocrines
et paracrines qui agissent, entre autres, sur les plaquettes sanguines, 1’endothélium, I’utérus
et les mastocytes. Elles agissent sur des récepteurs membranaires couplés aux protéines G.
L’activation des protéines G peut activer ou inhiber la formation d’adénosine
monophosphate cyclique (AMPc) selon le type de cellules. Cette activation peut aussi
activer la voie de signalisation de I’inositol trisphosphate (IP3) et ainsi induire la libération
du calcium intracellulaire. D’autres agissent sur des récepteurs nucléaires activés par les
proliférateurs de peroxysomes (PPARY), des facteurs de transcription comme, par exemple,
I’activation de la protéine-1 (AP-1), du facteur nucléaire des cellules T activées (NFAT) et
de NF-kB (72).

La prostaglandine E2 (PGE2) est le prostanoide le plus abondant au niveau du
corps humain et est impliquée dans le processus inflammatoire et dans la dégradation du
cartilage lors de ’OA (73). La prostaglandine E2 synthase (PGES) existe sous trois
isoformes : 1) PGES cytosolique (cPGES), 2) mPGES- 1, et 3) mPGES-2. Les synthases
cPGES et mPGES-2 ont une expression constitutive alors que I’enzyme mPGES-1 est de
type inductible.

La cPGES (PGES cytoplasmique) est ubiquitaire et a une expression constitutive.
Fonctionnellement, elle est couplée a la COX-1 durant la biosynthése de la
prostaglandine E2 dans la réponse immédiate (Figure 11). La réaction catalysée par la
cPGES nécessite le glutathion comme cofacteur. La PGE2 générée par la cPGES est
impliquée dans de nombreux processus physiologiques tels que la protection gastro-
intestinale, la reproduction, le flux sanguin rénal, I’ostéogenese, I’homéostasie pulmonaire,
les fonctions immunitaires et certaines fonctions neuronales qui conduisent a la douleur
aigué dans la périphérie et dans le systeme nerveux central (74, 75).

La mPGES-2 (microsomal PGES type 2) a une expression constitutive. Elle est

présente dans le cerveau, le cceur, les reins, les muscles squelettiques et dans le foie. Elle
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peut étre couplée avec la COX-1 ou la COX-2 durant la biosynthése de PGE2 et permet
donc la biosyntheése de PGE2 dans les conditions normales et pathologiques (76).

La mPGES-1 (microsomal PGES typel) est la premie¢re PGES identifiée. Elle se
nommait autrefois microsomal glutathion transferase-1 like-1 (MGST1-L1). La réaction
catalysée par la mPGES-1 nécessite le glutathion (77) comme cofacteur, comme pour la
cPGES (78). Elle est couplée fonctionnellement a COX-2, catalyse la biosynthése
immédiate de la PGE2 et est impliquée dans I’inflammation, la fievre, la douleur et le
cancer. Elle est de type inductible et appartient a la superfamille des membrane-associated
protein involved in eicosanoid and glutathione metabolism (MAPEG). Elle est exprimée
au niveau de la prostate, du testicule, du placenta, de la glande mammaire, de la vessie, du
cartilage et du tissu synovial. Au niveau cellulaire, la mPGES-1 est localisée dans la
membrane périnucléaire et du réticulum endoplasmique et est séparée dans la fraction
microsomique lors d’un fractionnement cellulaire (78, 79). La mPGES-1 est induite par les
stimuli qui induisent, a leur tour, ’expression de la COX-2, les cytokines, les facteurs de
croissance, les lipopolysaccharides (LPS) et les promoteurs tumoraux. La
prostaglandine PGE-2 générée par mPGES-1 est impliquée dans des processus
physiologiques (la protection de la muqueuse intestinale et des voies respiratoires et
rénales) et pathologiques (douleur, inflammation, fievre). Il est associé a la destruction du

cartilage et a I’inflammation lors de 1’arthrose.
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Figure 11: Représentation schématique du couplage fonctionnel entre PGES et les COXs. Adapté de Hara et al.,(74).

I1. 3. 1. 2. La synthése de prostacycline 12 (PGI2)

La PGI synthase catalyse la transformation de PGH2 en prostacycline 12, un
prostanoide produit par I’endothélium vasculaire, qui agit comme un vasodilatateur et un
inhibiteur de 1’agrégation plaquettaire en se fixant sur son récepteur IP. Il est également
impliqué dans la réponse a la douleur (80). Les liquides synoviaux des patients arthrosiques
ou atteints d’arthrite rhumatoide contiennent un taux ¢élevé de PGI2, et 1’utilisation

d’antagoniste du récepteur IP de PGI2 a montré des effets anti-inflammatoires (81)

II. 3. 1. 3. La synthése de thromboxane A2 (TXA2)

La synthase de thromboxane A catalyse la formation du TXA2 a partir de PGH2
(Figure 10). II est synthétisé par les plaquettes sanguines (thrombocytes). Le TXA2 est un
vasoconstricteur majeur, contrairement a PGI2, et induit ’agrégation plaquettaire en se
fixant sur son récepteur TP. En cas de plaie, le thromboxane A2 participe a la coagulation
sanguine en favorisant la formation d’un caillot sanguin, ou thrombus, par les plaquettes
sanguines. Le TXA2 induit la synthése des cytokines pro-inflammatoires telles que IL-1f3

et TNF-a (82). Son implication dans les maladies arthritiques n’est pas démontrée.
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II. 3.2. La voie des lipoxygénases (LOXs)

Cette voie donne principalement lieu a la biosynthése des leucotriénes, des
hydroxyeicosatétraénoique (HETEs), des hydroxyoctadécadienique (HODESs), des
lipoxines et des hepoxilines (Figure 12), qui sont impliquées dans plusieurs réponses
biologiques importantes comme 1’inflammation et les réactions d’hypersensibilités. Les
LOXs constituent une famille d’enzymes qui incorporent I’oxygeéne a une position bien
déterminée au niveau des acides gras polyinsaturés. Elles contiennent un atome de fer non
héminique fixé a des résidus histidines et isoleucines (83). Les différentes oxygénases sont
la 5-, 8-, 12-, 15-LOXs, nommées selon la position du carbone de I’AA subissant
I’oxygénation. Dans les tissus humains, trois types de LOX ont été caractérisés. 1l s’agit
des 5-LOX, 12-LOX et 15-LOX. La 15-LOX possede deux isoformes : la 15-LOX-1 et 15-
LOX-2.

L’AA est métabolisé par les LOXs en acide hydroperoxy-eicosatétraénoique
(HPETES) qui, apres une réaction de réduction, conduit a la formation du HETEs, tandis
que la conversion de 1’acide linoléique conduit préférentiellement a la formation de HODE

(84).
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Figure 12: La voie de la lipoxygénase: synthése des leucotrienes et des lipoxines (LX). Modifi¢ de
http://www.gremi.asso.fr/images/LTLX. Consulté le 28 octobre 2017.

II. 3. 2. 1. La S-lipoxygenase (5-LOX)

Le géne 5-LOX se situe sur le chromosome 10 et comporte 14 exons,
séparés par 13 introns. Il code pour une enzyme, la 5 -LOX, ayant pour role d’ajouter une
molécule d’oxygene a 1’acide arachidonique au carbone numéro 5. II s’agit de I’enzyme
initiale intervenant dans la biosynthése des leucotrienes (64) et est impliquée dans la
régulation de I’inflammation (85). Les LTs sont de puissants médiateurs de 1’inflammation
et des réactions allergiques. Dans le cas de la 5-LOX, le HPETE est métabolisé€ pour former
un composé instable, le leucotriene A4 (LTA4), qui sera converti en acide 5-
hydroxyeicosatétraénoique (SHETE) ou hydrolysé en LTB4 par une hydrolase ou encore
en cystéinyl-leucotriénes, LTC4, LTD4 et LTE4 (Figure 12).

II. 3. 2. 2. Les 12-lipoxygénases (12-LOX5s)
Les genes 12 -LOXs sont localisés sur les chromosomes 17 et comportent

14 exons. Ils codent pour des enzymes qui catalysent préférentiellement la fixation de
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I’oxygene sur le carbone 12 de 1’acide arachidonique. Ces enzymes transforment ainsi
I’AA en 12-HPETE qui est alors réduit en 12-HETE par la glutathion peroxydase
(Figure 12). Le 12-HPETE est aussi transformé en hépoxilines (HXs).

Il existe trois isoformes de 12 -LOX selon les cellules dans lesquelles elles ont été
identifiées en premier : la 12-LOX plaquettaire, la 12-LOX leucocytaire et la 12-LOX
épidermique (86). La 12-LOX plaquettaire est considérée comme inhibiteur de I’agrégation
plaquettaire. La 12-LOX épidermique joue un role dans la protection de la peau des
mammiferes. La 12-LOX leucocytaire n’est pas exprimée chez [’humain.

Les 12-LOXs sont exprimées dans de nombreux tissus comme, par exemple le
cerveau et ’hypothalamus. Elles sont impliquées dans des nombreuses maladies comme le
diabete, le cancer de I'utérus et ’OA. Les enzymes 12-LOX auraient des propriétés anti-
inflammatoires et protectrices des cartilages selon des études menées dans notre laboratoire
(87).

IL. 3. 2. 3. Les 15-lipoxygénases (15-LOX)

Les génes 15-LOX-1 (ALOX15) et de la 15-LOX-2sont situés sur le
chromosome 17. Ils codent pour des enzymes qui catalysent I’oxygénation du carbone 15
des acides gras polyinsaturés. Les génes 15-LOXs sont exprimés dans les chondrocytes
articulaires. Les enzymes 15-LOXs sont présentes dans de nombreux types cellulaires,
notamment dans les réticulocytes, les leucocytes, les monocytes, les macrophages et les
cellules  épithéliales. Les 15-LOXs transforment 1I’AA en acide 15(S)-
hydroperoxyeicosatetraénoique 15(S)-HpETE qui est le précurseur des lipoxines
(Figures 13) et de 15-HETE. Elles transforment I’acide linoléique (LA) en 13-HODE et le
acide docosahexaénoique (DHA) en resolvines et en protectines (88).

La 15-LOX-1 transforme préférentiellement 1’acide linoléique en 13(S)-HODE
(Figurel3).

La 15-LOX-2 présente seulement 40 % d’identité avec celle de la 15-LOX-1. Elle,
en revanche, convertit préférentiellement I’AA plutot que le LA et synthétise

principalement du 15-HETE.
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Figure 13: Schéma de la synthése des médiateurs anti-inflammatoires par les 15 -LOX-1 et 15-LOX-2. DHA; acide
docosahexaénoique. AA : acide arachidonique. LA : acide linoléique. Modifié¢ de Dobrian et al., (88)

Plusieurs études ont démontré que les 15-LOXs et ses métabolites ont des propriétés
anti-inflammatoires et immunomodulatrices. Les métabolites des 15-LOXs inhibent la
production du TNF-q, cytokine clé dans I’arthrite rhumatoide ( AR) (89, 90). De plus, les
métabolites 15-HETE et 13-HODE sont des ligands du récepteur PPARY (91, 92) dont
I’activation supprime la production des protéases MMPs dans plusieurs types cellulaires,
notamment dans les chondrocytes et les synoviocytes. Des travaux de notre laboratoire (84)
ont démontré que les chondrocytes expriment 15-LOX-1 et 15-LOX-2. IIs ont également
montré que le traitement avec les métabolites 13-HODE et 15-HETE, des 15-LOX-1 et 15-
LOX-2, entraine une diminution de 1’expression de MMP-1 et MMP-13, induites par I’IL-
1B. IIs induisent aussi une diminution de la dégradation du collagene II. Le traitement avec
les métabolites des 15-LOXs a, en outre, entrainé une suppression de I’expression des
protéases MMP-13 et ADAMTS-5, des iNOS et de la mPGES-1. Ces effets suggérent

fortement un role protecteur des 15-LOXs par diminution de la production de ces protéases
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(MMP-1 et MMP-13) et enzymes (iNOS et mPGES-1). En plus de ces métabolites, les 15-
LOXs produisent des molécules anti-inflammatoires telles que les lipoxines, les résolvines
et les protectines (93). Les métabolites des enzymes 15-LOXs inhibent la synthése des
médiateurs pro-inflammatoires comme IL-6, [L-8, COX-2, iNOS et les actions de certains
d’autres eux, en inhibant les voies de signalisation MAP Kinase, P38, PI3K/ATK,
JAK/STAT (94-96). Les lipoxines et les 15-HETEs stimulent I’expression de PPARy en
inhibant les voies de signalisation MAP kinase et PI3K/ATK (95, 96). Les lipoxines
inhibent la synthése des médiateurs pro-inflammatoires en diminuant les niveaux des
facteurs de transcriptions NF-KB et AP-1 dans les noyaux (96). Elles augmentent les
niveaux des facteurs protecteurs comme NAB1, Nrf2 et PPARY dans les noyaux cellulaires.
L’activation de Nrf2 bloque la stimulation de la métalloprotéinase-13 (MMP-13), la
prostaglandine E2 (PGE2) et de 1’oxyde nitrique (NO) par I’'IL-1B. La résolvine se fixe
aussi sur un récepteur couplé a une protéine G, bloque ’activation de I’adénylate cyclasse,
inhibe la voie ATK et celle induite par TNFa (94). Ce qui entraine I’inhibition de la
synthese des médiateurs pro-inflammatoire et de leur action. En conséquence, les 15 -LOXs
peuvent contrer I’inflammation par la production de classes distinctes de métabolites anti-
inflammatoires. Les 15-LOX-1 et 2 ont un role anti-inflammatoire et protecteur contre la
destruction du cartilage. Une modification de la régulation de I’expression de ces genes

joue un rdle primordial dans la pathogenese de I’arthrose.

I1. 4. La régulation des genes 15-LOXs

II. 4.1. Régulation de I’expression du géne 15-LOX-1

Le gene 15-LOX-1 est un geéne situé sur le chromosome 17 et est aussi appelé
arachidonate 15-lipoxygenase (ALOX15). 1l est formé par 11 Kbp de nucléotides et
comprend 14 exons et 13 introns. Il code pour une protéine de 75 kDa constituée de 662
acides aminés. Cette protéine est une enzyme qui catalyse I’oxygénation du carbone C15
des acides gras polyinsaturés, des acides arachidoniques (97) et des acides linoléiques. Elle
préfere 1’acide linoléique qu’elle transforme en 13-HpODE qui est ensuite réduit en 13-
HODE. Elle catalyse également la transformation de I’AA en 15-HpETE qui est le

précurseur des lipoxines et des 15-HETE.
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Plusieurs facteurs contrdlent I’expression du geéne 15-LOX-1. Par exemple, les
cytokines anti-inflammatoires, IL-4 et IL-13 stimulent 1’expression du géne 15-LOX-1
dans un certain nombre de types de cellules, y compris les monocytes/macrophages, les
lymphocytes T, et dans plusieurs lignées de cellules cancéreuses (98). De plus, les
modifications de la chromatine, qui jouent un rdle essentiel dans la régulation de
I’expression des geénes, ont ¢été signalées pour moduler 1’expression 15-LOX-1.
L’acétylation des histones semble stimuler 1’expression de la 15-LOX-1 alors que la
désacétylation des histones régulerait négativement 1I’expression de la 15-LOX-1 (99). Les

méthylations des histones contrdleraient aussi I’expression de ce gene.

II. 4.2. La régulation de I’expression du géne 15-LOX-2

Le gene 15-LOX-2 est situé sur le bras court du chromosome 17 et est constitué de
14 exons et de 13 introns, couvrant 9,7 Kb de séquence au total (100). Ce géne code pour
I’enzyme 15-LOX-2, membre de la famille des lipoxygénases, qui présente 38 a 39 %
d’acides aminés identiques a la 15-lipoxygénase de type 1 et la 12-lipoxygénase; elle
présente 44 % d’identité avec la S-lipoxygénase (101). Cette protéine de 76 kDa convertit
préférentiellement [’acide arachidonique en 15-HpETE; elle catalyse moins la
transformation d’acide linoléique en 13 -HODE contrairement a la 15-LOX-1.

Ce géne exprimé dans le cartilage joue un role protecteur et un rdle anti-
inflammatoire (84). C’est aussi un géne suppresseur de tumeur dans la plupart des cancers,
comme dans le cancer de la prostate. Il est exprimé dans le tissu épithélial normal de la
prostate. Il est aussi exprimé dans les poumons, dans la peau et sur la cornée (101-103). Ce
géne 15-LOX-2 possede, dans son promoteur, des sites de fixation pour plusieurs facteurs
de transcription. Certains facteurs de transcriptions ont des stimulateurs comme SP1 alors
d’autres sont des inhibiteurs comme Sp3 (104). Dans les tissus cancéreux, I’expression du

gene 15 -LOX-2 est inhibée.
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III. La régulation épigénétique des génes

Toutes les cellules somatiques d’un étre humain possédent les mémes geénes, mais
n’expriment pas les mémes genes une fois différenciées. Cette différence d’expression
pourrait s’expliquer par des modifications épigénétiques. Les modifications épigénétiques
sont des changements dans I’expression des genes, héritables lors de la mitose et méiose,
et qui ne résultent pas des modifications de la séquence de I’ADN (105). 11 s’agit, entre
autres, de modifications des histones, de la méthylation d’ADN, du remodelage
chromatinien dépendant de I’ATP et des ARN non codants. Elles sont impliquées dans des
processus biologiques normaux comme le développement embryonnaire, la différenciation
cellulaire, la régénération des tissus et dans un grand nombre de pathologies comme dans
les cancers, les maladies neurodégénératives (106, 107). La chromatine est le support de

ces modifications épigénétiques.

III. 1. La structure de la chromatine

Dans les cellules eucaryotes, la chromatine est une structure complexe, dynamique
et formée d’ADN et des protéines. On distingue parmi ces protéines des histones et des
protéines non histones. Ces dernieres sont trés variées et comprennent des facteurs de
transcription aux protéines associés a la réplication et au remodelage de la chromatine. Les
histones sont des petites protéines relativement bien conservées, trés riches en acides
aminés basiques qui s’associent en conséquence a I’ADN par des interactions
¢lectrostatiques fortes pour former des structures appelées nucléosomes (108) (Figure 14).
Ils sont de 5 sortes : histones H1, H2A, H2B, H3 et H4. Le nucléosome est 1’unité
fondamentale de la chromatine et comprend un filament d’ADN de 146 paires de bases
enroulées autour d’un octamére d’histones, composé de deux copies de chacune des
histones H2A, H2B, H3 et H4 (109). L’octamere est formé d’un tétramere central
(histones H3 et H4) flanqué de deux dimeres H2A et H2B. Les extrémités C-terminales des
histones forment le coeur du nucléosome (structures globulaires formées d’hélices alpha).
Les extrémités N-terminales des histones émergent a la surface du nucléosome formant des
queux qui portent des sites des modifications post-traductionnelles (acétylation,

méthylation par exemple).
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Figure 14: Structure des nucléosomes. ADN de 146 paires de bases (en noir) entoure le ceeur de chaque nucléosome,
constitué de 8 histones (2 histones H4, 2 H3, 2 H2A et 2 H2B). Modifi¢ de Marks et al., (110).

A I’état décondensé, la chromatine correspond & un nucléofilament ou une fibre de
11 nm de diamétre ayant I’aspect d’un collier de perles. Les nucléosomes constituent les
perles reliées par ’ADN internucléosomale. L’enroulement du nucléofilament autour de
I’octamere permet la formation d’une fibre de 30 nm. Cette compaction de la chromatine
nécessite 1’histone H1 qui est une histone permettant la condensation. Les fibres de 30 nm
peuvent subir des compactions ou se replier pour former des fibres de 60 a 300 nm. Le
dernier niveau de condensation de la chromatine est atteint lorsque la fibre se replie pour

former un chromosome métaphasique (Figure 15).
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Figure 15: Schéma de la condensation de la chromatine et de la double hélice au chromosome métaphasique. Il y a
plusieurs niveaux d’organisation atteints par enroulement (fibres de 11 nm, de 30 nm, 60nm) avant le stade de
chromosome métaphasique trés condensé. Modifié de Felsenfeld et Groudine (111) .

En sus de cette fonction d’empaquetage, qui permet de condenser le filament
d’ADN de 2 m de long dans un noyau de 6 um de diametre en moyenne, la chromatine,
par son organisation dynamique, joue un role dans la transcription, dans la recombinaison
et dans la réparation de I’ADN. Dans le noyau d’une cellule en interphase, on observe
effectivement la chromatine décondensée, appelée euchromatine qui est
transcriptionnellement active, et 1’hétérochromatine ou chromatine condensée, qui est
transcriptionnellement inactive. Il existe également 1’hétérochromatine constitutive,
formée des séquences répétées, trées condensées (au niveau des télomeres et des
centromeres) et 1’hétérochromatine facultative qui se décondense en euchromatine pour

I’expression des genes. Les cellules possedent trois mécanismes leur permettant de
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modifier la structure de la chromatine. Elles peuvent échanger les histones grace aux
protéines chaperons d’histones comme ASF1, CAF1 (112). Les variantes histones H2A.Z
permettent la transcription et la réparation de I’ADN par décondensation chromatinienne.
Le deuxiéme mécanisme est le remodelage chromatinien utilisant I’ATP. En effet, les
nucléosomes empéchent 1’acces des facteurs de transcriptions a I’ADN. L’énergie de I’ATP
est utilisée pour affaiblir les liens histones-ADN, ce qui permet I’altération du nucléosome
(113). Le troisieme mécanisme est les modifications post-traductionnelles des histones.
Ces modifications correspondent a des méthylations, des acétylations, des
phosphorylations et des ubiquitinations des acides aminés des extrémités N-terminales des

histones.

L’expression des geénes dépend de 1’état de la chromatine et des modifications
épigénétiques. Les modifications des histones et les méthylations d’ADN interagissent
dans la régulation de I’expression des genes, surtout lors du développement embryonnaire,

de la reprogrammation des cellules somatiques et lors de la tumorigénese (114).

I1I. 2. Les modifications des histones

Les extrémités N terminales des histones (queues des histones) sont les cibles des
modifications post-traductionnelles telles que les acétylations, les méthylations, les
phosphorylations et les ubiquitinations des histones (Figure 16). Ces modifications jouent
un role clé dans la régulation épigénétique de 1’expression des genes en influengant
I’accessibilité de la chromatine ou en recrutant des complexes protéiques impliqués dans
I’expression des genes (115). Les modifications des histones constituent un code histone
pour des protéines, qui le reconnaissent et qui régulent I’expression des génes. Nous
détaillerons les acétylations et les méthylations des histones qui constituent les

modifications des histones les plus courantes.
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Figure 16: Schéma des principales modifications des histones. Les lettres telles qu’A, R, T, Q, S, V représentent les
acides aminés. Les acétylations n’affectent que les lysines (K). Les lysines et arginines peuvent étre méthylées. Modifié
de N. Lacoste et J. Coté (116).

III. 2.1 Les acétylations et les désacétylations des histones

L’acétylation des histones se produit sur les lysines des queues des histones. Elle
est gouvernée par les actions de deux familles d’enzymes antagonistes: 1) les
acétyltransférases des histones (HAT) qui placent un groupement acétyle sur la lysine, et
2) les histones désacétylases (HDAC) qui enlevent le groupement acétyle. Les HATs sont

qualifiées de wrifers, contrairement aux HDACS qui sont des erasers.

En général, I’acétylation des histones permet 1’expression des genes en facilitant
I’accessibilité de la chromatine par la suppression des interactions €lectrostatiques entre
histones et ADN, et en recrutant des complexes protéiques dits readers qui sont impliqués
dans I’activation des genes (117). La désacétylation des histones est associée, en général,

a la répression des génes par la formation de I’hétérochromatine (118).
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I1I. 2.2 La méthylation des histones

La méthylation des histones affecte les lysines et les arginines des queues des
histones. Elles sont gouvernées, comme [’acétylation, par deux familles d’enzymes
antagonistes : 1) les histones méthyltransférases (HMT) qui placent les groupements
méthyles sur les lysines ou les arginines, et 2) les histones déméthylases qui enlévent les
groupements méthyles de ces acides aminés (119). Les lysines peuvent étre mono, di ou

triméthylés alors que les arginines peuvent étre mono ou diméthylés.

Les méthylations des histones n’ont pas d’effet direct sur le degré de condensation
de la chromatine, mais constituent des sites de fixation pour des complexes protéiques dits
readers impliqués dans la régulation de 1’expression des génes (115). Selon les types de
méthylations, elles peuvent conduire a 1’activation de la transcription, comme lors de la
triméthylation de la lysine 4 des histones 3, ou a la répression des génes, comme lors de la

triméthylation des lysines 9 et 27 des histones 3.

En plus des modifications des histones, 1’expression des génes peut étre régulée par

les micro-ARNS.

I1I. 3. La régulation de I’expression des génes par les micro-ARNs
Les micro-ARNSs sont des courts acides ribonucléiques, simples brins, non codants,
relativement conservés et qui régulent D’expression des genes au niveau post-

transcriptionnel (120).

I1I. 3.1 La biogeneése des micro-ARNs

Les micro-ARNs, des courts ARNs non codants d’environ 21 nucléotides,
proviennent des introns, des exons (rarement) et des régions non codants (3’UTR) des
ARNm. IIs proviennent parfois des régions intergéniques. Un geéne codant pour un micro-
ARN est transcrit majoritairement par I’ARN polymérase II en transcrit primaire ou pri-
miRNA. Dans le noyau, ce dernier est clivé par un complexe protéique ou microprocesseur

comprenant une RNase III (DROSHA) et son cofacteur (DGCRS) en une structure tige-
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boucle appelée pre-miRNA, constitué d’environ 70 nucléotides. Ce pré-miRNA est ensuite
exporte vers le cytoplasme par la protéine appelée exportin 5 (121). Dans le cytoplasme, la
structure tige-boucle est clivée par la ribonucléase I1I, Dicer, associée a son cofacteur
TRBD, en un duplex micro-ARN double brin, d’environ 21 nucléotides. Un des deux brins
est ensuite associ¢ avec une protéine argonaute pour former le complexe mi-RICS, a

I’origine de la répression des geénes (Figure 17).

I1I. 3.2. La régulation post-transcriptionnelle de I’expression des génes par

les micro-ARNSs

On estime que 60 % des génes humains, codant pour des protéines sont régulés par
les micro-ARNS. Ils sont impliqués dans le fonctionnement normal des organes ou tissus
et dans des nombreuses maladies. Ils jouent un réle dans lors du développement
embryonnaire, dans le maintien de la pluripotence, dans la différenciation cellulaire et dans
d’autres domaines (122). Leur expression anormale est associée a des maladies comme les

cancers, la maladie d’Alzheimer, 1’arthrose.

Leur mode d’action est connu. Ils exercent une régulation spécifique grace a
I’appariement du micro-ARN mature contenu dans le complexe miRISC avec une séquence
partiellement complémentaire, situé¢ généralement dans le 3°’UTR de ’ARNm cible. Cette

fixation entraine la dégradation de I’ARNm ou la répression de sa traduction (Figure 17).
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Figure 17: Schéma des étapes de la biogenése d’ un micro-ARN et leur mode d’action. Modifié de Lin et Gregory
(123).

I11. 4. La méthylation d’ADN

La méthylation de I’ADN est un mécanisme clé, impliqué dans la régulation de
I’expression des genes. Elle est, en général, corrélée a la répression des genes. Elle joue un
role clé dans I’imprinting génomique, dans I’inactivation du chromosome X, dans le
silencing des transposons et dans la différenciation cellulaire lors du développement
embryonnaire (124). Elle consiste en 1’addition d’un groupement méthyle a la cytosine du

dinucléotide CpG dans I’ADN pour former du 5-methylcytosine.

I1I. 4.1. La méthylation par les méthyltransférases de ’ADN

Les méthyltransférases (DNMTS) catalysent la méthylation de ’ADN. Elles
permettent I’ajout du groupement méthyle sur le carbone 5 de la cytosine suivie par guanine
(CpQ). Cette modification a lieu juste apres la réplication de ’ADN (125). Les ADN
méthyltransférases sont : DNMT1, DMNT2, DNMT3a, DNMT3b, DNMT3L. Chez les
mammiferes, ces enzymes posseédent deux domaines principaux : 1) un domaine N-
terminal, de taille variable, possédant des fonctions de régulation, et 2) une région C-

terminale catalytique, a 1’exception de la DNMT3L (64). Le mode d’action des enzymes
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est le méme : elles reconnaissent le substrat, elles entrainent le basculement de la cytosine
ciblée hors de la double hélice et elles forment un complexe covalent avec le carbone 6 de
la cytosine. Ensuite, elles catalysent le transfert du groupement méthyle du cofacteur S-
adénosylméthionine (AdoMet, SAM) sur la position C5 de la cytosine, permettant la
formation d’une 5-méthylcytosine et la libération de la S-adenosylhomocystéine (AdoHcy,
SAH) (Figure 18) (125). L’enzyme DNMT2 posséde une trés faible activité
méthyltransférase et est impliquée dans la méthylation de I’ARNt (126).

Méthylation d’ADN

NH,
DNMT N @

NH,
N
La méthylation de la | k I
. 1 El
cytosine d*un CpG O.;. N ; ; 0.:‘, N
| SAME)  SAH |
H H

Cytosine 5' Methyl-cytosine

Figure 18: Représentation schématique de la méthylation d’ADN qui convertit la cytosine en 5-méthyle-cytosine par
les actions de la méthyltransférase d’ADN (Dnmt). La méthylation de I’ADN se fait au niveau de CpG. SAM: S-
adenosylmethionine, SAH: S-adenosylhomocystéine. Modifié de Samir Zakhari (127).

Les méthyltransférases sont classées en deux catégories selon leur substrat et leur
mode d’action : 1) les méthyltransférases de novo (comprenant les DNMT3a, 3b et 3L), et
2) de maintenance dont DNMTT1 est 1’'unique représentante. L’enzyme DNMTT1 est une
méthyltransférase de maintenance parce qu’elle permet le maintien des profils de
méthylation au cours des divisions cellulaires. Elle reconnait préférentiellement I’ADN
hémiméthyle et méthylera le brin « fille » en copiant le profil de méthylation présent sur le
brin « parental » lors de la réplication de I’ADN (64). Par contre, les enzymes DNMT 3a
et 3b sont responsables de 1’établissement des profils de méthylation lors du développement
embryonnaire. Elles n’ont pas de préférence pour I’ADN hémiméthylé et sont fortement

exprimées lors du développement embryonnaire.
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III. 4.2. Les sites de méthylations et les conséquences sur la transcription des

génes

La méthylation de I’ADN se produit principalement sur le carbone 5 de la cytosine
de dinucléotides CG, appelés CpG, et rarement dans les dinucléotides CA, CC ou CT (128).
Environ 70 % de tous les dinucléotides CpG dans le génome sont fortement méthylés et il
existe environ 29 000 CpG dans tout le génome humain (129). Les sites CpG sont peu
abondants et inégalement répartis dans le génome humain. Certains génes comme MMP13
ou ADAMTS ont des promoteurs contenant peu des sites CpG, qualifiés des promoteurs a
« CpG clairsemé », alors que d’autres genes ont des promoteurs plus riches en sites CpG
qui sont tres présents dans les ilots CpG (130, 131). Ces 1lots CpG sont concentrés dans les
régions promotrices ou, parfois, dans le premier exon de 60 % de I’ensemble des genes
humains. Ils échappent en général a la méthylation d’ADN (130, 132, 133). Dans les
cellules somatiques, la plupart des ilots CpG sont non méthylés quel que soit 1’état
d’expression des genes, a ’exception des ceux des genes impliqués dans le silencing ou la
répression a long terme des geénes, comme dans les cas du géne du chromosome X inactivé,
les geénes spécifiques des cellules germinales ou les genes impliqués dans la répression
tissus spécifiques (132). En revanche, les sites CpG situés dans les régions répétées ou les
transposons, les régions intergéniques, qui sont des régions moins denses en sites CpG,
sont hyperméthylés (132, 134). Ceci permet la stabilité chromosomique et le contrdle de

I’expression des genes.

La méthylation de ’ADN, au niveau du promoteur, inhibe généralement la
transcription du gene concerné. Trois mécanismes complémentaires semblent Etre
impliqués dans cette inhibition (Figurel9). Les méthylations peuvent empécher
directement I’acces au promoteur de la machinerie de la transcription comme les facteurs
de transcription. La méthylation de I’ADN peut également modifier la position des
nucléosomes et empécher la fixation des facteurs de transcription. Elles créent aussi des
sites de fixation spécifiques aux protéines se liant a I’ADN méthylé (MBP ou methyl-
binding protein) qui recrutent les complexes protéiques de remodelage chromatinien. Ces
complexes contiennent des enzymes de modifications des histones, des ADN

méthyltransférases et de corépresseurs transcriptionnels, et entrainent la formation de
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I’hétérochromatine (125, 135). Chez les mammiferes, il existe trois familles de protéines
MBPS qui reconnaissent les sites CpG méthylés : 1) la famille des protéines contenant un
domaine MBP (methyl-CpG binding domain), 2) la famille des protéines contenant des
doigts de zinc (Kaiso, ZBTB4 et ZBTB38), et 3) la famille des protéines contenant le
domaine SRA (set and ring associated domain) (136) . La famille des protéines, ayant un
domaine MBP, est constituée de 16 sous-groupes repartis trois en groupe : 1) les
méthyltransférases des histones (HMT-MBP, histone méthyltransférases methyl-binding
domain), 2) les protéines MeCP, et 3) les acéthyltransférases des histones (HAT-MBP,
histones acéthyltranférases methyl-binding protein). Les protéines MeCP2 sont le groupe
le plus important et sont associ¢es avec des histones déacéthylases(HDACS) et des
complexes de remodelage de la chromatine, comme NurD et MeCP1 impliqués dans la

répression de la transcription (125) ( Figure 19).
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Figure 19: Les mécanismes de I’inhibition de la transcription par méthylation de I’ADN. Modifié de
Rakesh Singal et Gordon D. Ginder (137)
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L’ ¢épigénome de chaque cellule ou tissu est unique. Il peut changer temporellement
et spatialement en réponse aux facteurs environnementaux internes et externes, incluant la
nourriture, les exercices et le tabagisme (138). Cela signifie que le profil de méthylation

des cellules d’un tissu peut changer.

La déméthylation de I’ADN est associée a une expression accrue des genes. Elle a
lieu lors de la reprogrammation épigénétique ou de la différenciation cellulaire durant la
vie embryonnaire, ce qui entraine I’expression de certains geénes dans certains tissus alors
qu’ils sont inhibés dans d’autres tissus. Des altérations de la méthylation ou
hypométhylations sont observées dans des maladies auto-immunes chez les personnes
atteintes de polyarthrite rhumatoide (107). Cette déméthylation peut se faire de deux fagons
: la déméthylation de fagon active ou de fagon passive. La déméthylation passive se fait par
I’inhibition de la méthylation de maintenance; par exemple, par inhibition de I’action de
DNMT1 lors de la réplication de I’ ADN entrainant une perte progressive des méthylations
a chaque division cellulaire. Au contraire, la déméthylation active nécessite ’activité d’une
ou de plusieurs enzymes et peut se produire indépendamment de la réplication de I’ADN.
Trois familles d’enzymes sont impliquées dans cette déméthylation : 1) les enzymes de la
famille Tet, (7Ten-eleven-translocation) qui modifie les 5 -méthylcytosines par
hydroxylations et oxydations, 2) les enzymes de la famille AID/APOBEC qui désaminent
les bases 5-méthylcytosine, et 3) des glycolases qui activent le systeme de réparation par

excision de base (BER) (139).
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Chapitre II : Matériel et méthodes

44



I. Les réactifs

Les amorces de séquengage, de PCR, de RT-PCR en temps réel, les réactifs
RNAlater, Trizol, la reverse transcriptase (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase ou M-MLV RT), le mélange Fast SYBR Green Master, les antibiotiques
(pénicilline et streptomycine) et le sérum feetal bovin (FBS) ont été achetés chez Invitrogen
(Burlington, ON, Canada). Le milieu de culture Dulbecco’s Modified Eagle’s medium
(DMEM) a été acheté chez Wisent (ST-Bruno, QC, Canada). Le kit Vectastain ABC Kit
pour la révélation en immunohistochimie a été acheté chez Vector Laboratories (
Burlingame, CA, USA). Les anticorps anti-15-LOX-1 et anti-15-LOX-2, produits de
Cayman Chemical ont été achetés chez le fournisseur Cedarlane Labs (Burlington, ON,
Canada). Afin de réaliser les extractions d’ADN des cartilages, le kit DNeasy maxi plant a
¢été acheté chez Qiagen (Montréal, QC, Canada). La conversion au bisulfite de ’ADN
extrait a été faite avec le kit Epitect bisulfite (Qiagen). Pour amplifier I’ADN converti, le
kit TaKaRa EpiTag™ HS a été acheté chez le fournisseur Cedarlane Labs. Pour le
pyroséquengage, nous avons acheté chez Qiagen les produits suivants : les cartouches
(PyroMark Q24 carthridge), les plaques (PyroMark Q24 plate), les réactifs (PyroMark
Golde Q24 reagents), les ADN contrdles (Epitect-PCR controle DNA set), les tampons de
dénaturation, de lavage et d’hybridation. Pour purifier ’ARN, le kit RNeasy mini a été
acheté chez Qiagen. Le cartouche, PyroMark Q24 carthridge, contient les puits dans
lesquels sont placés les enzymes, substrats et nucléotides du PyroMark Golde Q24
reagents. Les réactions de pyroséquengage se sont déroulées dans les puits des plaques de
PyroMark Q24 plate. Les tampons de lavage et de dénaturation contribuent a la purification

de la matrice simple brin nécessaire au pyroséquencage.

I1. La sélection des échantillons et culture cellulaire

I1. 1 Les tissus humains
Les cartilages humains ont ét¢ obtenus a partir de genoux provenant des
patients ayant subi une arthroplastie totale du genou pour arthrose (n= 20, ’age moyen est
de 69 ans avec un écart type de 14 ans). Presque que la moiti¢ des genoux proviennent des

hommes et I’autres moitié¢ des femmes. Ces patients ont donné leur accord pour I’utilisation
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des organes prélevés. Les patients ont été évalués par des rhumatologues qui ont suivi les
critéres du Collége de rhumatologie (140). Les cartilages non dégradés ont été prélevés
dans la zone profonde et intacte du cartilage issu des patients. Les cartilages dégradés ont
¢été obtenus a partir des morceaux de cartilage dans la zone dégradée. Les cartilages ont été
prélevés rapidement, dans les 24 heures apres I’opération chirurgicale. Les cartilages non
arthrosiques ont été prélevés des genoux de personnes décédées avec ’accord de leur
famille ou tuteur (N=8, 1’age moyen est de 58 ans avec un écart type de 15 ans). Les
cartilages ont été coupés en petits fragments puis stockés immédiatement a moins -80 °C.
Les morceaux de cartilages destinés a 1’extraction d’ARN ont été coupés en petits
morceaux dans une solution RNAlater avant I’extraction des ARN totaux. Le protocole
expérimental et ['utilisation des cartilages humains ont été approuvés par le comité

d’éthique du CRCHUM.

I1.2 L’isolement et la culture des chondrocytes

Les chondrocytes ont été isolés a partir des cartilages arthrosiques issus des genoux.
Les cartilages ont été prélevés trés rapidement, dans des conditions aseptiques. Chaque
cartilage a été coupé en petits fragments puis digéré pendant une heure avec Img/ml de
pronase (Invitrogen) et ensuite avec 2mg/ml de collagénase de type II (Invitrogen)
pendant 6 heures a 37°. Les chondrocytes ont été obtenus par centrifugation du surnagent
et récupération du culot. Le culot contenant les chondrocytes a été¢ résupendu avec du
DMEM (Wisent) contenant 10% de FBS (Invitrogen) et 1% d’antibiotiques (100
unités/ml pénicilline et 100ug/ml de streptomycine, Invitrogen). Ils ont été comptés,
repartis dans des plaques de 12 puits et chaque puit a regu environ 70 000 chondrocytes.
Ils ont cultivé pendant 48 heures, dans un milieu contenant DMEM (Wisent) avec 10 FBS
(Invitrogen) et 1% d’antibiotiques (Invitrogen). Ils ont été lavés puis traités ou non avec
un agent déméthylant, le 5-Aza-2'deoxycytine (5-AZA-DC; Sigma-Aldrich) avec une
concentration de 1uM. Le 5-AZA-DC inhibe la DNMTI1 qui permet le maintien de la
méthylation d’ADN lors de la réplication d’ADN. 1l s’incorpore dans I’ADN et empéche
la progression de la DNMTT1, ce qui inhibe la copie du profil de méthylation sur le brin
d’ ADN nouvellement synthétisé. Ils ont été cultivés pendant 5 semaines dans des plaques

de 12 puits avec un milieu de culture contenant du DMEM (Wisent) appauvri contenant
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que 2.5% de FBS (Invitrogen) et 1% des antibiotiques (pénicilline et de la streptomycine,
Invitrogen). Les chondrocytes non traitées ont servi de témoin.

Les plaques de 12 puits ont été placées a 37 °C, dans un incubateur contenant 5%
de COz et 95% d’air. Les milieux de culture des chondrocytes ont été changés a tous les

2 jours. Les plaques ont ét¢€ récupérés ensuite, pour I’extraction des ARNSs totaux.

I1.3. La lignée cellulaire C28

La lignée des cellules C28 a été donnée généreusement par le
docteur Goldring Mari.B (HSS Research Institue, New York). Ces cellules C28 sont des
chondrocytes humains immortalisés. Les cellules C28 ont été cultivées dans un milieu
DMEM(Wisent) contenant 10 FBS (Invitrogen) et 1% d’antibiotiques (Invitrogen), dans
des flasques de 25 cm? jusqu’a confluence. Ensuite, elles ont été trypsinisées, centrifugées
et le culot contenant les cellules a été résuspendu. Elles ont été comptées et placées dans
des plaques de 12 puits. Elles ont été traitées, ou non, avec I’agent déméthylant d’AZA-
DC a 1uM dans un milieu DMEM (Wisent) appauvri en sérum feetal bovin (Invitrogen)
(2,5%) pendant 24 heures. Ces cellules se multiplient rapidement et sont plus pratiques
dans les expériences de stimulation avec la 5-AZA-DC. Les plaques ont été placées dans

un incubateur contenant 5% de CO; et 95% d’air, a 37 °C.

II1. Les méthodologies
I1I. 1 L’analyse de I’expression des génes 15 -LOX-1 et 15-LOX-2 dans les

cartilages arthrosiques et non arthrosiques

I1I. 1.1. L’évaluation des proportions d’ARNm par RT-PCR en temps
réel.
Pour analyser les niveaux d’expression des ARNm de ces deux geénes dans
le cartilage arthrosique dégradé par rapport au cartilage non arthrosique, une RT-PCR en
temps réel a été réalisée. Les molécules d’ARN ont été extraites, puis une reverse

transcription a été réalisée avant une PCR quantitative.
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II1. 1.1.1. L’extraction d’ARN des cartilages

Les cartilages arthrosiques et non arthrosiques ont été broyés dans 1’azote
liquide. Nous avons utilisé 8 échantillons de cartilages arthrosiques et non arthrosiques.
Les ARNs ont été extraits, immédiatement apres la récolte des cartilages en utilisant les
réactifs de Trizol (Invitrogen) et purifiés par le kit RNeasy mini kit (Qiagen) en accord
avec les instructions les accompagnant et tel que décrit précédemment(141). L’ajout de
Trizol et puis de chloroforme a permis la séparation des ARNs totaux des autres
constituants du cartilage. Ensuite la phase aqueuse contenant les ARN a été récupérée. De
1’éthanol est additionné afin de créer un environnement optimal pour la liaison des ARNs
sur la couche de silice aprés transfert sur la colonne d’extraction du kit RNeasy mini
(Qiagen). Les ARNSs sont lavés avec les tampons de lavage du kit (tampons RW1 et RPE)
et purifiés par plusieurs centrifugations successives puis ¢lués dans 40 puL d’eau ultra pure
RNase-Free (Invitrogen). Les ARNs ont été dosé au Nanodrop 1000 (Thermo Scientific).
A une Do de 260 nm, les concentrations variaient entre 25 et 40 ng/pl. Le rapport
absorbance 260/280 était compris entre 1,8 et 2,1 pour chaque échantillon. Les conditions
de I’extraction de I’ARN ont ét¢ mises en place en utilisant des cartilages arthrosiques

initialement. Les ARN extraits ont été conservés a -80 °C.

I1I. 1.1.2. La transcription inverse

La reverse transcription des ARNs totaux permet de synthétiser les cDNA
monocaténaires correspondants. Elle a été réalisée en utilisant la reverse transcriptase,
Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase ou M-MLV RT (Invitrogen)
selon les recommandations du fournisseur. Elle a nécessité une solution de 50l
contenant, entre autres, des amorces hexanucléotidiques aléatoires, 1I’ADN
polymérase, la reverse transcriptase, des inhibiteurs des RNases, des nucléotides et
I’ARN. Chaque réaction de transcription inverse a ¢été réalisée en trois
exemplaires. Ensuite, la reverse transcription se fait dans un thermocycleur a
42 °C pendant 15 min et la dénaturation de la polymérase se fait a 99 °C

pendant 5 min. les cDNA formés ont immédiatement, été conservés a -20 °C.
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I1I. 1.1.3. LA PCR quantitative

La PCR quantitative permet de suivre en temps réel I’amplification de la
matrice d’intérét en utilisant Rotor gene Q (Qiagen) et en suivant les instructions du guide.
Elle utilise un agent fluorescent, le SYBR green, qui s’intercale dans le petit sillon de
I’ADN nouvellement formé. Elle permet de quantifier I’expression des geénes 15-LOXs.
Nous avons déterminé initialement les amorces a ’aide du programme Primer Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Elle a été réalisée en utilisant le
mélange Fast SYBR™ Green Master Mix (Invitrogen) en suivant les instructions
I’accompagnant. Les réactions ont été faites en triple exemplaire. Pour chaque réaction,
nous avons utilis€¢ 12,5 ul d’une solution contenant chacune 5 ul de CDNA, 7,5 ul de
mélange composé de mix SYBR green, des amorces et de la Taq polymérase. Les conditions
du thermocycleur ont été : une étape de I’activation de I’enzyme a 95 °C pendant 10 min,
suivie de 40 cycles de trois étapes (dénaturation a 95 °C pendant 10 secondes, une
hybridation avec les amorces a 57 °C pendant 20 secondes et une élongation a 72 °C
pendant 20 s) pour I’amplification. Nous avons utilisé le géne de ménage GAPDH qui est
le plus utilisé et un controle ne contenant pas I’enzyme(142). L’ importance et la spécificité
des amplifications ont été vérifiées, par migration électrophorétique sur un gel d’agarose

de 1 %. Les amorces du tableau I ont été utilisées.

L’expression relative des ARNm de deux genes a été quantifiée selon la méthode
AACt. Le Ct (pour « Cyle Treshold ») correspond a une valeur seuil a partir de laquelle la
fluorescence devient détectable. Il est directement proportionnel a la quantité de la matrice
initiale (d’ARNm du gene). Plus il y a de matrices initialement, plus le Ct est faible. Nous
avons déterminé les Ct pour chaque échantillon. A chaque cycle de phase exponentielle, la
quantité de produits PCR formés est donc en théorie doublée. Un calcul en 3 étapes permet
la quantification relative du niveau d’expression du géne d’intérét par rapport a celle du
gene de ménage :

o Ftape 1 : Normalisation par rapport au géne de ménage pour chaque échantillon :

Ct géne d’intérét — Ct gene de ménage = ACt
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o Ftape 2 : Variance entre 2 échantillons:
AACt = ACt échantillon 1 (cartilage arthrosique) — ACt échantillon 2 (cartilage
normal)

Etape 3 : Détermination de la variation du nombre de copie ou ARNm du géne
d’intérét entre les échantillons comparés = 2 44t
Les pourcentages d’ARNm des génes 15-LOXs dans le cartilage arthrosique par rapport

cartilage non arthrosique ont été calculés.

Tableau I : amorces utilisées dans la PCR en temps réel.

Geéne Taille du TM en Types d’amorces et séquences
produiten Pb | °C
15- LOX-1 | 142 57.5 Sens 5' -TGGTTATTTCAGCCCCCATC-3’

61.5 Antisens 5' -TGTGTTCACTGGGTGCAGAGA-3"'

15-LOX-2 | 156 57.8 Sens 5' -GCATCCACTGATTGGACCTT-3"

59 Antisens 5'-GCTGGCCTTGAACTTCTGAC-3"'
GAPDH 319 59.5 Sens 5 - CAGAACATCATCCCTGCCTCT-3'

60 Antisens 5'-GCTTGACAAAGTGGTCGTTGAG-3 .

I1I. 1.2 L’analyse de I’expression protéique par immunohistochimie

Les échantillons de cartilages ont été traités pour immunohistochimie comme
décrite précédemment (84). Les échantillons sont fixés dans du paraformaldehyde a 4 %
et mis dans la paraffine. Ensuite, des sections de 5 um d’échantillons inclus dans la
paraffine ont été déparaffinées dans du xyléne et réhydratées dans I’éthanol graduellement
dilué. Pour permettre la perméabilité membranaire des chondrocytes, les échantillons ont
ensuite été préincubés avec de la chondroitinase ABC (0,25 U/ml dans une solution saline
tamponnée au phosphate [PBS, pH 8,0]) pendant 60 minutes a 37 °C, suivi d’une
incubation de 30 minutes avec du Triton X-100 (0,3 %) a température ambiante. Les
lames ont ét¢ lavées dans du PBS et ont été placées dans une solution de 2 % de peroxyde
d’hydrogene (H202) pendant 15 minutes pour bloquer I’activité de la peroxydase
endogene. Elles ont ensuite été incubées pendant 60 minutes avec de sérum normal

(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) pour saturer les sites non spécifiques et
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recouvertes d’anticorps primaires (anticorps anti-15-LOXs) pendant 24 heures a 4 °C
dans une chambre humidifiée. Chaque lame a été lavée trois fois dans du PBS (pH 7.,4) et
incubée avec le second anticorps dirigé contre I’anticorps anti-15-LOX. La révélation a
été faite en utilisant la méthode complexe avidine-biotine (Vectastain ABC Kit, Vector
Laboratories).

La coloration a été développée avec 3,3'-diaminobenzidine (Vector Laboratories)
contenant du peroxyde d’hydrogene. Les lames ont été contre-colorées avec de 1’¢osine.
La spécificité de la coloration a été évaluée en remplacant I’anticorps primaire avec IgG
non immune (Chemicon, Temecula, CA, USA), a la méme concentration que 1’anticorps
primaire. L’évaluation des chondrocytes positifs a été réalisée en utilisant une méthode
précédemment publiée (84). Pour chaque échantillon, six champs microscopiques ont été
examinés sous le grossissement 40 X. Le nombre total de chondrocytes et le nombre de
chondrocytes colorés positivement ont été évalués, et les résultats ont été exprimés en

pourcentage de chondrocytes colorés positivement (score cellulaire).

I1I. 2. L’analyse de I’effet de 1a 5-AZA-DC sur ’expression des genes 15-
LOX-1 et 15 -LOX-2 par RT-PCR en temps réel.

Les plaques de 12 puits contenant les cellules traitées ou non été récupérées,
rincées avec du PBS stérile. Les ARN totaux des cellules ont été extraits par les réactifs de
Trizol (Invitrogen) en accord avec les instructions fournies avec le kit. L’ajout de Trizol et
puis de Chloroforme a permis la séparation des ARNs totaux des autres constituants des
cellules. Les ARNs contenus dans la phase aqueuse ont été précipités avec de I’ isopropanol
et lavés avant sa résuspension dans de 1’eau ultra pure sans RNase. Puis, ils ont été
quantifiés avec le Nanodrop et nous avons réalisé€ un test de leur qualité par électrophorese
de gel 1 % en étudiant la migration des ARN 18S et 28 S. Nous avons ensuite converti ces
ARNs en cDNA en utilisant la reverse transcriptase, Moloney Murine Leukemia Virus
Reverse Transcriptase ou M-MLV RT (Invitrogen). Nous avons réalis¢ un qPCR pour
quantifier les niveaux d’expression des genes 15-LOXs dans les cellules traitées par rapport
aux témoins. Nous avons utilis¢ le mélange Fast SYBR™ Green Master Mix

(Invitrogen) et amplifié dans Rotor gene Q (Qiagen) avec les mémes conditions et les
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mémes amorces que lors de la quantification de I’expression de ces génes dans les

cartilages arthrosiques et non arthrosiques.

La méthode de la quantification relative des ARNms des 15-LOXs utilisant le AACt a été
choisie comme précédemment. Le nombre de copies d’ARNm de chaque géne 15-LOX,

dans les cellules traitées, a été calculé par rapport a celui dans les cellules non traitées.

I1L3. L’Etude in silico des promoteurs proximaux des génes 15-LOXs et la

conception des amorces

Les genes 15-LOX-1 et 15-LOX-2 sont situés sur le chromosome 17 et sont
¢galement appelés  arachidonate 15-lipoxygenase  (ALOX15 et ALOXI15B
respectivement). Nous avons récupéré les séquences de chaque geéne dans le site web
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene. Les deux genes comprennent chacun 14 exons et 13
introns.

Nous avons récupéré les 2000 premiers nucléotides du promoteur proximal de
chaque gene. Cette région joue un role important dans la transcription des genes 15-LOXs.
Nous avons localisé les ilots CpG grace au programme MethPrimer.

Nous avons déterminé les sites de fixation des facteurs de transcriptions potentiels,
(les plus probables) se fixant dans cette région en utilisant les logiciels de prédiction
TFBING, AliBaba2.1 et Biosciences. Nous avons ensuite déterminé les amorces de PCR
de ’ADN convertie par le traitement bisulfite et les amorces de séquencage les plus

efficaces dans cette région grace au logiciel PyroMark Assay design 2.0.

I11.4. La quantification des taux de méthylation des sites CpG du promoteur
proximal des génes 15-LOXs du cartilage arthrosique dégradé et du cartilage
non dégradé.
I11.4 1. Extraction d’ADN a partir du cartilage
Les molécules d’ADN du cartilage arthrosique dégradé et du cartilage
arthrosique non dégradé ont été extraites. Avant 1’extraction, le cartilage a été placé dans
I’azote liquide et broyé. L’extraction s’est faite avec le kit DNeasy® Plant Mini Kit

(Qiagen) et en conformité avec les instructions fournies avec le kit. En effet, des tampons
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de lyse (AP1 et AP2) ont été ajoutés aux poudres de cartilages (750mg) pour lyser les
chondrocytes. L’ajout de RNase A a permis la dégradation des ARN. Les débris cellulaires
et les précipités formés par les protéines et les polysaccharides ont été¢ €liminés par
centrifugation. Les surnageants contenant, entre autres, ’ADN, ont été placés sur des
colonnes de filtration (colonnes QIAshredder) qui ont permis de retenir les débris
cellulaires et les précipités restants apres centrifugation. Un tampon de liaison, contenant
de I’éthanol a été ajouté a chaque filtrat contenant I’ADN. Chaque mélange a été placé sur
une colonne de centrifugation DNeasy contenant une membrane qui retient ’ADN. Les
contaminants comme les protéines et les polysaccharides restants sont éliminés apres
centrifugations et lavage. L’ADN pure a été élué par le tampon d’¢élution AE. L’ADN
extraits ont été dosés au Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) a 260 nm puis précipités a
I’aide de I’isopropanol en présence de NaCl. Ils ont été resuspendus avec de 1’eau ultra
pure, ne contenant pas de DNase, et les concentrations d’ADN des échantillons variaient
entre 40 et 65 ng/ul pour ’ADN double brin. Une lecture de 1’absorbance a 280 nm et
230 nm permet de déterminer la pureté de I’ADN ; en effet le rapport de DO 260 nm /
280 nm ¢tait globalement compris entre 1,8 et 2,0. Les échantillons d’ADN ont ¢été

conservé a -20 °C.

I11.4. 2 la conversion au bisulfite de sodium

Le traitement au bisulfite de sodium de I’ADN entraine la désamination des
cytosines non méthylées en uraciles, comme illustré sur la figure 20. Les cytosines non
méthylées sont converties en uraciles puis en thymidine a la suite de la PCR. Les cytosines

méthylées ne sont pas modifiées.

M
GCAATCCAACTTGTGAGGCTTGTG TGTGEGCGCGCGTGTCC'ITGCGT

l Conversion bisulfite

M M
GCAATUUAAUTTGTGAGGUTTGTGTGTGCGCGUGCGTGTUUTTGUGT

l Amplification par PCR

M M
GCAATTTAATTTGTGAGGTTTGTGTGTGCGCGTGCGTGTTTTTGTGT

Figure 20 : Principe de la conversion au bisulfite de sodium. M : Groupe méthyle.
Modifié de https://en.wikipedia.org/wiki/Combined bisulfite restriction analysis. Vue le 05-11-2017
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Apres ce traitement, on obtient une séquence d’ ADN modifiée dans laquelle seules
les cytosines méthylées persistent alors que les cytosines non méthylées sont converties en
uraciles. Cette technique permet de transformer une information épigénétique difficile a
analyser en une information de type polymorphisme de base (C ou T) qui peut facilement
étre étudi¢ par de nombreuses techniques, dont le pyroséquencgage. Le traitement au
bisulfite de sodium a été réalisé a ’aide du kit « Epitect Bisulfite Kit » (Qiagen), selon les
recommandations du fournisseur. 500 ng d’ADN sont ajoutés a une solution de bisulfite et
a un tampon « DNA protect buffer », qui prévient la fragmentation de I’ADN généralement
associé a ce traitement et accroit la dénaturation de I’ADN indispensable a la conversion
des cytosines en uraciles.

Cette conversion comprend les différentes étapes décrites dans le tableau II et est
réalisée a I’aide d’un thermocycleur. Ensuite les molécules d’ADN convertis ont été
placées sur une colonne pour les désulfoner et pour les laver. Elles ont été¢ quantifiées au
Nanodrop 1000 (Thermo Scientific).

Tableau II : Les étapes de la conversion bisulfite dans le thermocycleur. Modifié¢ du
manuel de la conversion au traitement bisulfite (EpiTect Bisulfite, 2014).

Les étapes Durées en minutes Température en °C
Dénaturation 5 95
Incubation 25 60
Dénaturation 5 95
Incubation 85 60
Dénaturation 5 95
Incubation 175 60
Repos Indéfinie* 20

*L’ADN converti peut étre laissé dans le thermocycleur pendant une nuit sans que la
performance ne soit perdue.

I11.4. 3. L’amplification par PCR

L’ADN converti, issu des cartilages arthrosiques dégradés et non dégradés, a été
amplifié par PCR avec le kit TaKaRa EpiTag™ HS selon les instructions 1’accompagnant.
Nous avons déterminé les régions d’intérét des deux genes en étudiant les informations
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présentes dans la littérature et en déterminant la localisation des ilots CpG. La région
d’intérét du promoteur du géne 15-LOX-1 se situe entre -478 et +88 selon les études in
silico. La région d’intérét du géne 15-LOX-2 se situe entre -250 et +1 par rapport au site
d’initiation de la traduction. Les amorces ont été congues avec le logiciel PyroMark Assay
design 2.0 (Tableau III). La capacit¢ d’amplification de 1’ADN, de chaque couple
d’amorces, a été testée avec de I’ADN humain controle 0 % méthylé, 50 % méthylé et
100 % méthylé, de I’ADN génomique non converti et de I’ADN converti provenant des
cartilages arthrosiques dégradés et intacts. L’amorce antisens possede la particularité d’étre
couplée a une molécule de biotine, permettant sa purification lors du pyroséquengage. La
composition du mélange réactionnel de PCR et des conditions de PCR sont décrites dans
les tableaux IV et V. L’activation de la Taq polymérase est faite a 94°C pendant 5 min,
ensuite 40 cycles de trois phases (dénaturation, hybridation et élongation) ont permis
I’amplification des régions d’intérét des promoteurs des 15-LOXs. Les modifications
nécessaires ont été faites pour optimiser I’amplification. Des migrations sur gel d’ Agarose

2 % des produits PCR ont permis d’évaluer leur abondance et leur spécificité.

Tableau III : Les amorces de PCR des génes 15-LOX-1 et 15-LOX-2

Génes Amorces Début | TM Taille du Séquences
cibles en °C | produit en Pb
15-LOX-1-F1 -236 58 244 GATAGTGGTTTTTATTTTTTGTTTT
15-LOX-1-R1 +7 56 244 AACCCATCTTACTCAAAAATATTTC
15-LOX-1-F3 -478 56 308 TTTTTTTGTAATTTAATTTGTGAGGTTT
15-LOX-1 15-LOX-1-R3 -171 59 308 AAACAAAATTCAACCCCAATCC
15-LOX-1-F4 -127 58 217 GGAGTTGATTGGAGATTTGTTATTTATA
15-LOX-1-R4 +89 59 217 TACTAACCCACCAACCACAACTACAC
15- LOX-2-F1 -282 57 280 GGTTTGGTATTATTATTGAAAGGTTT
13- LOX=2 15- LOX-2-R1 -1 59 280 TACCAACCTAAATCCAACTCTCTAC
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Tableau IV : La composition du mélange réactionnel de PCR

Les produits Volume pour un échantillon. Concentration final
La polymérase, Takara 0.25ul 1.25/50 ul
epitaq hs (5U/ul)

Tampon 10 X epitaq pcr | Sul 1x
Buffer (sans MG **)

MgCI2 (25mM) 5ul 2.5mM
Mélange de ANTP 6 0.3mM
(2,5 nM de chaque) <ul

Solution d’ADN Variable* 2 ng/ul
Primer 1 1ul 0,4uM
Primer 2 lul 0,4uM
Eau distillée stérilise A compléter jusqu’a 50 ul (22,75)

*La quantité d’ADN utilisée dépend de la concentration de la solution d’ADN converti.

Tableau V : conditions et étapes de la PCR

Nombre des 1 40 1 1
cycles
Les étapes Activation | Dénaturation | Hybridation | Elongation | Elongation | Stockage
de la Taq
Température 94 94 55 a 60* 72 72 4
Durée 5 min 30s 20s 20s 10 min 5 min

* ]a température d’hybridation varie selon le couple d’amorces de PCR.

I1I. 4. 4. Le pyroséquencage

L’ ADN amplifié a été séquencé par pyroséquengage avec Pyromark Q24 en accord
avec leur guide d’utilisation. Le pyroséquengage permet de quantifier les taux de
méthylation des sites CpG. Il est basé sur le principe du « séquencage par synthése » qui
implique utilisation d’une seule matrice d’ADN (le brin biotinyl¢). Pour purifier ce brin
biotinylé, les produits PCR, déposés dans une plaque de 24 puits, sont mis au contact d’une
solution contenant des billes de Streptavidine, fixant les molécules de biotine. Cette
fixation se fait par une agitation de 5 min a 1300 rpm. Les produits de PCR sont ensuite
retenus par des filtres couplés a un systeme d’aspiration sous vide afin de retenir seulement
les produits de PCR ayant fixé la Streptavidine. Ils sont ensuite plongés successivement

dans des bacs contenant de 1’éthanol a 70 %, une solution de dénaturation puis une solution
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de lavage. Ces étapes permettent de dénaturer des amplicons afin de ne garder que les
simples brins couplés a la biotine/streptavidine. La fixation de la streptavidine aux

amplicons (1) et la purification du brin biotinylé (2) sont présentées sur la figure 21.

& -+ O ITITITITITII

Streptavidine " Fragment d°ADN bictinyle
1

-

.63111111111

Fragment 4> ADN immobilise par la
liaison streptavidine-biotine

2|

-
.COIIIIIIIII

Dénaturation et isolement do brin biotinylé

Figure 21 : Schéma de la Purification du brin biotinyl¢ avant le séquencage. Modifi¢ du guide du Pyroséquengage.

Les brins d’ADN biotinylés ont été déposés, apres arrét de 1’aspiration sous vide,
dans une plaque de 24 puits contenant les amorces de séquengage. Auparavant, le plan du
run ou la répartition des amorces de séquencage et des échantillons d’ADN dans les plaques
ont été réalisés en utilisant le logiciel PyroMark Q24 2.0.7. Ces amorces ont été congues
grace au logiciel PyroMark Assay 2.0 et ont été testées (Tableau VI). Ils se sont hybridés
avec les brins d’ADN par une incubation a 80 °C pendant 2 min. la cartouche a été remplie
avec les volumes adéquates en nucléotides, en enzymes et substrats. Le plan du 7un contient
aussi les séquences de références et permet de déterminer les quantités des nucléotides, des
substrats et d’enzymes a mettre dans la cartouche. La plaque et la cartouche chargée ont
été ensuite, déposées dans 1’appareil PyroMark Q24. Une Clé USB contenant le plan du
run a ét¢ introduit dans 1’appareil et le s€équencage a commencé apres avoir choisi ce plan
du run. L’appareil a inject¢ dans un premier temps le mélange d’enzymes: ADN
polymérase, ATP sulfurylase, Luciférase et Apyrase ; puis leur substrat,
I’ Adénosine 5 phosphosulfate et la Luciférine. Les nucléotides ont ensuite étre ajoutés les
uns apres les autres, d’aprés la séquence de référence. Si le nucléotide injecté est
complémentaire de la séquence a analyser, I’ADN polymérase I’incorpore dans le brin en
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cours de synthese (Figure 22). Cette incorporation libére un pyrophosphate ou PPi, utilisé
par I’ATP sulfurylase pour produire de I’ATP. Ensuite, I’ATP est utilisée par la luciférase
pour entrainer la production d’oxyluciférase et I’émission d’un signal lumineux. Le signal
lumineux est alors enregistré par un capteur, puis retranscrit sous forme de pic, I’ensemble
des pics constituant un pyrogramme. L’apyrase a pour fonction de dégrader les nucléotides
en exces ou non incorporés si le nucléotide attendu ne correspond pas a celui injecté. La
hauteur d’un pic est proportionnelle au nombre de nucléotides incorporés pour chaque base

injectée. L ensemble de ces étapes sont schématisées dans la figure 22.

= Forward PCR primer SU'FUW‘QS&}

Biotinylated reverse PCR primer Q—O APS+PP] ;\TP Light
lBIOhnyl(]"ed Single‘S'fUnded |Uciferin nyluciferin

femplate ‘ \

Luciferase
Polymerase l .

Y cGTCCGEAGGEMM AGTTCCA ¥ AP Light s _
T T T T T T USRI, 1 1 1 1 1 11 e = Time
Ry v = T Nucleotide incorporation generates light
——GCAGGCCH, e seen as o peck in the Pyrogram trace
Polymerase ( Apyrase' )
IDNA), + dNTP > [DNA| ., + PPi dNTP - » dNDP + dNMP + phosphate
J ( Apyrase
ATP — » ADP + AMP + phosphate

Figure 22 : Schéma de I’incorporation d’un nucléotide complémentaire a celui du brin biotinylé par la polymérase et sa
révélation par la formation d’un pic aprés la transformation du pyrophosphate ou PPi en ATP. Tiré du guide du
pyroséquencage (PyroMark® Q24 Advanced User Manual).

L’appareil de pyroséquencage fournit le taux de méthylation en comparant la
hauteur des pics de C et de T au niveau de chaque site CpG. La présence d’un seul pic de
C, indique que le site est méthylé dans tous les brins d’ADN. La présence d’un seul pic T
indique que le site est non méthylé dans tous les brins (les cytosines non méthylées ont
¢été converties lors du traitement bisulfite). Un site CpG est hypométhylé, lorsque le taux
de méthylation est inférieur a 33 %, il est hyperméthylé si le taux de méthylation est

supérieur ou égal a 80 % et hémiméthylé si le taux de méthylation est proche de 50 %.
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Tableau VI : Les amorces de séquencage des génes 15 -LOX-1 et 15-LOX-2

Génes Amorces Début | TM en | Taille du Séquences

cibles 'C produit en Pb

15-LOX-1 | 15-LOX-1-S1A | -185 48 100 GGTTGAATTTTGTTTTTTGAAGTTT

15-LOX-1 | 15-LOX-1-S1B | -135 39 50 GGTAGGAGGAGTTGA

15-LOX-1 | 15-LOX-1-S3A | -468 45 100 ATTTAATTTGTGAGGTTTGT

15-LOX-1 | 15-LOX-1-S3B | -328 41 110 ATTTTTATTTAGTTTGTTTGTTGT

15-LOX-1 | 15-LOX-1-S4 -23 46 87 AGGAGAGAAATATTTTTGAGTAAG
A

15-LOX-2 | 15-LOX-2-S1A | -252 42 100 TTTTTAAATTTTAGGGTATTTTTAG

15-LOX-2 | 15-LOX-2-S1B | -97 46 77 AGTGGTAATAATTAGGGGTA

ITL.5. L’analyse statistique

Les résultats de RT-PCR sont exprimés en moyenne et écart-type et les différences
significatives ont été determinées par le test t bilatéral de Student. Les différences
significatives des résultats du comptage des pourcentages des cellules marqués apres
I’immunohistochimie ont été aussi évaluées par le méme test. L importance des différences
de méthylations des sites CpG entre cartilage arthrosique dégradé et non dégradé a été
évaluée par des tests comme le test t bilatéral de Student ou par le test t multiple. Les
différences sont significatives lorsque la valeur de p est inférieure a 0,05. Ce qui a permis
de faire apparaitre les différences significatives des données observées entre les différents
types de cartilages par exemple. Ces tests ont été réalisés a 1’aide du logiciel GraphPad

Prism 7.03 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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Chapitre III : Résultats
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I. L’évaluation de I’expression des génes 15-LOX-1 et 15-LOX-2 dans les cartilages

arthrosiques et non arthrosiques

I.1 La réduction importante de la quantité d’ARNm dans les cartilages

arthrosiques par rapport aux cartilages non arthrosiques.

Pour évaluer ’expression des génes 15-LOXs, au niveau de I’ARNm, dans les
cartilages arthrosiques et non arthrosique, une RT-PCR en temps réel a été réalisée.
L’expression relative de ces génes dans le cartilage arthrosique, en pourcentages, a été
calculée par rapport a celui normal. L’expression de GAPDH a ¢été utilisée pour la
normalisation. Les résultats ont montré une diminution significative des quantités d’ARNm
de deux geénes 15-LOXs dans le cartilage arthrosique par rapport a celui normal (réduction
moyenne d’environ 42 % pour 15-LOX-1 et de 38% pour 15-LOX-2) (Figure 23). Le test
statistique de Mann-Whitney montre que cette réduction est significative (p=0.0286). Cette
réduction pourrait s’expliquer par une diminution de la transcription des génes 15-LOX-1

et -2.

Expression du gime 15 LOX-1au niveau de 'ARN Expression du géne 15-LOX-2 au niveau de 'ARN
100+ 100-

Niveau d"ARMNm en %
g
Niveau d"ARNm en %%
o
=]
1

Normal Arthrosique Normal arthrosique
cartilage cartilage

Figure 23: Niveaux d’expression des genes 15-LOXs dans les cartilages arthrosiques (N=4) et non arthrosiques (N=4).
Les niveaux d’expression ont été quantifiés par qPCR aprées extraction d’ARN des cartilages par une méthode combinant
Trizol et RNaesy mini kit. Les différences significatives ont été étudiées par le test non paramétrique de Mann-Withney.
Les valeurs de p sont inférieures a 0,05 (p=0.0286).

Cette diminution du niveau d’ARNm des 15-LOXs s’accompagne-t-elle d’une

diminution de la synthese des enzymes 15-LOXs?
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I. 2 La diminution de ’expression des protéines 15-LOXs dans les cartilages
arthrosiques

Pour quantifier I’expression, au niveau protéique, des 15-LOXs, la technique
d’immunohistochimie a été¢ réalisée. Les pourcentages des cellules marquées ont été
calculés a partir d’observation microscopique. Les résultats ont montré une diminution
significative du marquage, pour les deux enzymes, dans le cartilage arthrosique par rapport
au cartilage non arthrosique (Figure 24). Le test statistique de Mann-Whitney indique une
différence significative (p=0.02). Les pourcentages des cellules marqués sont plus faibles
dans le cartilage arthrosique pour les enzymes 15- LOX-1 et 15-LOX-2 (réduction de 30
pour 15-LOX-1 et 28 % pour 15-LOX-2). Les marquages sont spécifiques car ils ne sont
pas observés dans les contrdles négatifs (incubés avec IgG non immune).

Ces résultats montrent que la synthése des enzymes 15-LOX-1 et -2 est diminué
dans les cartilages arthrosiques (Figure 24). Cette diminution de 1’expression des genes 15-

LOXs pourrait s’expliquer par une hyperméthylation de leur promoteur proximal.
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Figure 24: Images montrant 1'expression au niveau protéique des génes 15- LOXs dans les cartilages arthrosiques (B, E)
et non arthrosiques (A, D). Les images sont vues avec le grossissement 400X. L’anticorps anti-15-LOX-1 a été utilisé
pour les lames A et B. L’anticorps anti-15-LOX-2 a été utilisé pour les lames D et E. les images E et F sont les contrdles
négatifs. Les diagrammes G et H représentent les moyennes des pourcentages des cellules marquées dans les cartilages
arthrosiques (N=4) et non arthrosiques (N=4). Le comptage se fait au microscope sur des régions contenant presque le
méme nombre de cellules, situées d’abord, dans la zone superficielle et puis dans la zone profonde. Dans les deux zones,
j’ai constaté une différence significative de marquage entre cartilage arthrosique et non arthrosique.
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II. L’effet du 5-aza-2'-deoxycytidine (5 AZA DC) sur ’expression des

génes 15 -LOX-1 et 15-LOX-2 dans les chondrocytes

Pour analyser I’effet de la déméthylation sur I’expression des génes 15-LOXSs, des
chondrocytes et des cellules C28 (chondrocytes immatures) ont été traités avec la 5-AZA-
DC. L’expression, au niveau de ’ARN, de ces génes a été quantifiée par la RT-PCR en
temps réel. La méthode de la quantification relative des ARNm des 15-LOXs, utilisant le
AACt, a été choisie. Le niveau relatif des ARNm dans les cellules traitées par rapport aux
cellules non traitées a été calculé. Les résultats ont montré une augmentation significative
des taux d’ARNm des génes 15-LOXs sous ’effet de ’AZA-DC dans les cellules C28 et
dans les chondrocytes (Figure 25). Dans les chondrocytes, le traitement a I’ AZA-DC a
induit une augmentation significative de I’expression des génes 15-LOX-1 et 15-LOX-2, 5
fois plus et 40 fois plus respectivement. Dans les cellules C28, le niveau d’ARNm des 15-
LOXs augmente 3 a 4 fois plus aprés 24 heures de traitement. Cette augmentation est

significative selon le test bilatéral de Student.

10 50 -
P=0.,0001 e e

64 FP=0.001 o
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Figure 25: Les niveaux d'expression des genes 15-LOXs des chondrocytes et cellules C28, traités ou non avec 1'agent
déméthylant (5-AZA-DC). Les chondrocytes ont été traités avec 1 pM de 5-AZA-DC pendant 5 semaines, alors que les
cellules C28 ont été traitées avec la méme quantité de 5-AZA-DC pendant 24 heures. La valeur de P est inféricure a

0.05.
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III. L’étude in silico des promoteurs des génes 15-LOXs
Afin de quantifier les taux de méthylations des sites CpG, une étude in silico a
permis localiser les ilots CpG, les sites de fixations des facteurs de transcription et les

amorces de PCR et de séquencage.

II1.1 L’étude in silico du promoteur de 15-LOX-1

L’étude in silico a montré que le géne 15- LOX-1 est formé 11 Kbp
de nucléotides et comprend 14 exons et 13 introns. Grace au programme de détection des
ilots CpG, MethPrimer, nous avons trouvé que le promoteur comporte 3 ilots CpG. Ces
trois ilots CpG se trouvent dans la région comprise entre -478 et +88 par rapport au site de
démarrage de la traduction (Figure 26). Les sites de fixation des facteurs de transcriptions
potentiels dans cette région ont été déterminés grace aux logiciels de prédiction TFBING,
AliBaba?.1, Biosciences (Figure 26). Les facteurs de transcription SP1, qui jouent un réle
déterminant dans la régulation de la transcription de ce geéne, et les facteurs GATA-6,
CEBP, AP2, TATA se fixent sur cette région du promoteur proximal (figure 26 et 27).
Trois couples amorces de PCR et cinq amorces de séquengages ont été congus grace au
logiciel PyroMark Assay design 2.0 et sont représentés dans la figure 26 et dans les
tableaux III et VL.
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Figure 26: Localisation des ilots CpG et représentation schématique des sites de fixation des facteurs de transcription,

des sites CpG et des amorces de PCR et de séquengage dans le promoteur proximal du géne 15- LOX-1. Cette région

comporte trois ilots CpG et compte 28 sites CpG. Ces données ont été obtenues grace aux logiciels MethPrimer et

PyroMark Assay design 2.0, aux logiciels de prédictions par TFBIND, AliBaba 2.1.
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Figure 27: La séquence de la région d’intérét du promoteur du géne 15-LOX-1 et le schéma de la localisation des sites

CpG et des sites de fixation des facteurs de transcription.
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I11.2 L’étude in silico de promoteur de 15-LOX-2

Le géne 15- LOX-2 est situ¢ dans un groupe de genes apparentés et un
pseudogene sur le bras court du chromosome 17. L’¢étude in silico a montré que ce géne
comporte 14 exons et 13 introns et que les 2000 premiers nucléotides de son promoteur
comportent un seul ilot CpG (Figure 28). Cet ilot de 12 sites CpG se trouve entre -1 et -
250 Pb par rapport au site d’initiation de la traduction. Cette région joue un réle clé¢ dans
la régulation de la transcription de ce gene. Grace aux logiciels de prédiction de facteur de
transcription, nous avons déterminé, les facteurs de transcription du geéne 15-LOX-2 se
fixant sur cette région (Figure 28 et 29). Les facteurs de transcription SP1 et SP3 se fixent
sur cette région et jouent un rdle important dans la régulation du geéne 15-LOX-2. Les
facteurs de transcription SP1 sont des stimulateurs alors que les SP3 sont des inhibiteurs
(104). Le promoteur proximal est riche en boites GC, site de fixation de SP1 et SP3. Ce
promoteur ne possede pas la boite TATA (TATAAA) ou TATA-like (TATTT), suggérant
que l’initiation de la transcription de ce gene utilise des éléments initiateurs comme une
séquence Inr et DPE (dowstream promoter element) présente dans le promoteur et en aval
de celui-ci (104). Nous avons déterminé un couple d’amorces de PCR qui amplifie ’ADN
converti par le traitement bisulfite de la région grace au logiciel PyroMark Assay design 2.0

et deux amorces de séquencage (Figure 28, Tableaux III et V).

67



st
¥z CpG
2 —
g
2 &
~ ~2000bp -1500 bp 1000bp | -500 by “+1bp
- N
_ = .
= = E - 2
= gMm | ~ =
- o,
3 a - & RS 8 A =g
) 0 NN AW Ve T
- T v v
= 2 2 8 EB $ =H 8 gaar
—
15.LOX-2-F1 15-LOX-2-R1
— —
15-LOX-2-81A 15-LO3-2-51B

Figure 28: Localisation des lots CpG et représentation schématique des sites de fixation des facteurs de transcription,

des sites CpG et des amorces de PCR et de séquengage dans le promoteur proximal du géne 15-LOX-2. Cette région

comporte un seul ilot CpG et compte 12 sites CpG. Ces données ont été obtenues grace aux logiciels MethPrimer et

PyroMark Assay design 2.0, aux logiciels de prédictions par TFBIND, AliBaba 2.1.
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Figure 29: La séquence de la région d’intérét du promoteur du géne 15-LOX-2 et le schéma de la localisation des sites

CpG et des sites de fixation des facteurs de transcription.
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Iv. La quantification des taux de méthylation des sites CpG du promoteur
proximal des génes 15-LOXs du cartilage arthrosique dégradé ou non dégradé
IV. 1. La quantification des taux de méthylation du promoteur proximal du
géne 15 -LOX-1
La quantification du taux de méthylation des sites CpG de la région d’intérét du
gene nécessite d’abord son amplification par PCR. Cette région d’intérét du promoteur du
géne 15-LOX-1 est comprise entre -478 et +88 Pb par rapport au site d’initiation de la

traduction.

IV.1.1 L’amplification par PCR du promoteur proximal du gene 15-LOX-1
Nous avons amplifié par PCR la région d’intérét grace a trois couples d’amorces (voir
tableau3). Ensuite, nous avons vérifi¢ I’importance de I’amplification et de la spécificité
des produits PCR par migration électrophorétique. Les amplifications ont été importantes
et spécifiques (Figures 30 a 32).
Nous avons d’abord amplifi¢ la région comprise entre -127 et +88, par rapport au site

d’initiation de la traduction, par le couple d’amorces 15- LOX-1-F4 et - R4.
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Figure 30: Image du gel obtenue aprés migration électrophorétique de 4 ul d’ADN de chaque produit PCR dans un gel
d’agarose de 2 % (B). La taille du produit PCR est de 217 bp. Les fragments ont été amplifiés grace au couple
d’amorces 15- LOX-1-F4 et -R4 avec le kit Takara. Les numéros 7132N a 7233D correspondent aux échantillons
arthrosiques dégradés (D) et non dégradés (N). CTN correspond au contrdle négatif (en absence d’ADN). Les échantillons
contrdles (C) : C0%M : ADN contrdle 0 % méthylé. C100%M : ADN contrdle 100 % méthylé.

69



Un gel d’agarose de 2 % a permis de voir une bonne amplification spécifique
(Figure 30). Pour éviter les biais PCR, nous avons amplifi¢ de ’ADN contréle 0 %
méthylé, 50 % et 100 % méthylé.

Nous avons ensuite amplifi¢ la région comprise entre -237 et +7 grace au couple

d’amorces 15-LOX-1-F1 et -R1. Les amplifications ont été importantes et spécifiques

(Figure 31).
A
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Figure 31: Image du gel des produits PCR obtenue aprés migration électrophorétique de 4 ul d’ADN de chaque produit
PCR dans un gel d’agarose de 2 %. La taille des produits PCR est de 244 Pb. Les fragments ont été amplifiés grace au
couple d’amorces 15-LOX-1-F1 et -R1 avec le kit Takara. Les numéros 7132 a 7233 correspondent des échantillons
arthrosiques dégradés (D) et non dégradés (N).

Enfin, nous avons amplifi¢ la région comprise entre -478 et -171 Pb grace au couple
d’amorces 15-LOX-1-F3 et 15-LOX-R3. Les amplifications ont été importantes et

spécifiques (Figure 32).
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Figure 32: Image du gel des produits PCR obtenue apres migration électrophorétique de 4 pl d’ADN de chaque produit
PCR dans un gel d’agarose de 2 %. La taille des produits PCR est de 308 Pb. Les fragments ont été amplifiés grace au

couple d’amorces 15-LOX-1-F3 et R3 avec le kit Takara. Les numéros 7132 a 7256 correspondent aux échantillons
arthrosiques dégradés (D) et non dégradés (N).

IV.1.2 L’évaluation des taux de méthylation des sites CpG du promoteur
proximal du géne 15-LOX-1 par pyroséquencage.
Nous avons évalué les taux des méthylations des sites CpG du promoteur
proximal du géne 15-LOX-1, dans les cartilages arthrosiques dégradés et intacts par
pyroséquengage. Les pyrogrammes obtenus affichent ces taux calculés par la comparaison

des hauteurs des pics de C et de T au niveau de chaque site CpG

IV. 2.1.1. Les taux de méthylation de la région comprise entre +88 et

+1.

Les résultats du pyroséquencage de cette région montrent que les taux de
méthylation sont relativement faibles et varient entre 5 a 40 %. Il n’y a pas de différence
significative de méthylation des sites CpG entre cartilage arthrosique et non arthrosique
(Figure 33, Tableau de I’Annexe 1). Cette région a été séquencée grace a I’amorce de

séquencage 15-LOX-1-S4 et comporte 5 sites CpG.
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Figure 33: Pyrogrammes de la région comprise entre +88 et +1. Cette région est séquencée par I’amorce de
séquencage 15-LOX-1-S4. Ces deux pyrogrammes montrent les pourcentages des méthylations des sites CpG dans les
cartilages arthrosiques dégradés et non dégradés. La hauteur des pics est en fonction du nombre de nucléotides intégrés.

IV.2.1.2. Les taux de méthylation de la région comprise entre -1 et -
160.
Les taux de méthylations des sites CpG de cette région du promoteur de 15-LOX-
1 sont tres faibles (inférieurs a 33%). Il n’y a pas une différence significative des taux de

méthylation de chaque site CpG entre cartilages arthrosiques dégradés et non dégradés.
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Cette région du promoteur est séquencée en utilisant deux amorces de séquengage, 15-

LOX-1-S1A et 15-LOX-1-S1B, et comporte 8 sites CpG. (Figure 34).
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1-S1B (B). Ce sont des pyrogrammes des échantillons d’ADN issus des cartilages arthrosiques dégradés et non dégradés.

IV. 2.1.3. Les taux de méthylation de la région comprise entre -160 et -

443.

Cette région est séquencée par les amorces 15-LOX-1-S3A (A) et 15-LOX-
1-S3B (B). Elle comporte 16 sites CpG. Les sites CpG compris entre -354 et-443 sont plus

méthylés ou hémiméthylés, alors que ceux qui se trouvent entre -200 et -343 sont
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faiblement méthylés. Il n’y a pas de différence significative les taux des méthylations des
sites CpG (Figures 35 et 36). Les sites de fixations des facteurs de transcription se situent

entre -1 et -343 Pb par rapport au site d’initiation de la traduction.
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Figure 35: Pyrogramme de la région du promoteur de 15-LOX-1 comprise entre -160 et -443, séquencée par les
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Figure 36: Pyrogramme de la région du promoteur de 15-LOX-1 comprise entre -160 et -443, séquencée par les
amorces 15-LOX-1-S3A.

IV. 2.1.4. Taux de méthylations des sites CpG du promoteur proximal

du géne 15-LOX-1

Les taux de méthylations de I’ensemble des sites CpG du promoteur
proximal du gene 15-LOX-1, des échantillons, ont été regroupés dans le tableau de

I’annexe 1. Nous n’avons observé aucune différence significative des taux de méthylations
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de chaque site CpG du promoteur proximal du geéne 15-LOX-1, entre cartilages
arthrosiques dégradés et non dégradés (Figure 37). Le test bilatéral de Student ou le test t
multiple indique que les différences de taux de méthylation ne sont pas significatives entre
cartilage arthrosique et non arthrosique (p> 0.05). Les taux de méthylations de deux ilots
CpG dans la région comprise entre +1 et -343 Pb par rapport au site d’initiation de la
traduction sont relativement faibles (inférieur a 33 %). Les sites de fixations des facteurs
de transcription se situent entre -1 et -343 Pb par rapport au site d’initiation de la traduction.

Les sites CpG de la région comprise entre -354 et -443 sont plus méthylés.

A 9 & 4
noH - A -k I
i & b i
ne e rrrO@ ' e rﬁY\tr{t\(\r{'\r_[ﬁHfﬂ.
e O ™ L - :S ;.V’\
CEEE T ST OGS A S
B
Cartilage arthrosique non dégradé * Cartilage arthrosique dégradé
X 1007
c
® so-
]
<
2 so- *{f
8 -
_E‘ 40 A i ) - )
\2 20 **% *I }I . s . Il::
« m**** o R
o LR L H
x 07
=]
©
l— '20 | 1 L) L] L] I L) L) L) L) 1 L) L) I | | | L) L) L] L] L) L) L) | 1 1 L) L]
N9 A A A I AL AT TP SR R ‘»60:'59\%%
bzb‘b}btn"bt b“b °u°v°f5°"5°‘mm:i\:»b‘;»"g?,\“’,\""“ ‘b'\ '\'\'\‘L‘bbt

positions des sites CpG

Figure 37: Taux de méthylations des sites CpG du promoteur proximal de 15-LOX-1 dans les cartilages arthrosiques
dégradés (N=11) et dans les cartilages arthrosiques intacts (N=9). A: localisation des sites CpG et des facteurs de
transcriptions. B: Taux de méthylations des sites CpG du promoteur proximal du géne 15-LOX-1. Les valeurs de p sont
supérieures ou égales 0.05.
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IV.2 L’évaluation des taux de méthylations des sites CpG du promoteur
proximal du gene 1- LOX-2
IV.2.1 Amplification par PCR du promoteur proximal du géne 15-

LOX-2

Nous avons amplifi¢ la région d’intérét du promoteur proximal du géne 15-LOX-2
a I’aide du couple d’amorces 15-LOX-2-F1 et -R1. Ensuite, nous avons vérifié la
quantité des produits PCR et la spécifi¢ de chaque réaction PCR par une migration
¢lectrophorétique dans un gel d’agarose de 2 % (Figure 38). L’amplification de cette

région est trés importante et spécifique.
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Figure 37: Image du gel des produits PCR obtenue apres migration électrophorétique de 4 ul d’ADN de chaque produit
PCR dans un gel d’agarose de 2 %. La taille des produits PCR est de 280 Pb. Les fragments ont été amplifiés grace aux
couples d’amorces 15-LOX-2-F1 et R1 avec le kit Takara. Les numéros 7132 a 7256 correspondent a des échantillons
arthrosiques dégradés (D) et non dégradés (N).

IV. 2.2 Les taux de méthylations des sites CpG du promoteur proximal du géne 15-
LOX-2

Nous avons quantifi¢ les taux de méthylations des sites CpG du promoteur proximal
du gene 15-LOX-2 par pyroséquengage en utilisant deux amorces de séquencgagel5-LOX-
2- S1A et -S1B. Cette région d’intérét contient 12 sites CpG. Les résultats montrent que
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les taux de méthylation de ces sites CpG sont faibles (ils ne dépassent pas globalement

33 %) et ne sont pas différents significativement entre cartilages arthrosiques dégradés et

non dégradés (Figure 39 et 40).
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Figure 38: Pyrogrammes obtenus par pyroséquengage d’ ADN bisulfite, issus d’échantillons arthrosiques dégradés et non
dégradés en utilisant I’amorce de séquencagel5-LOX-2-S1A (A)
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Figure 39: Pyrogrammes obtenus par pyroséquencage d’ADN bisulfite, issus d’échantillons arthrosiques dégradés et

non dégradés en utilisant ’amorce 15-LOX-2-S1B (B).

79



Nous avons regroupé les taux de méthylations des sites CpG du promoteur proximal
du gene 15-LOX-2 dans le tableau de I’annexe 2. Il n’y a pas de différence significative
des taux de méthylation de chaque sites CpG entre cartilages arthrosiques dégradés et non
dégradés (figure 41). Le test bilatéral de Student ou le test t multiple montre que les
différences de taux de méthylation ne sont pas significatives entre cartilage arthrosique et
non arthrosique (p> 0.05). Les taux de méthylation de chaque site CpG sont globalement

faibles et ne dépassent pas globalement 35%.
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Figure 40: Taux des méthylations des sites CpG du promoteur proximal du géne 15-LOX-2, obtenus par
pyroséquencage a partir d’ADN extraits des cartilages arthrosiques dégradés (N=11) et intacts (N=9). A: localisation
des sites CpG et des facteurs de transcriptions. B: Taux de méthylations des sites CpG du promoteur proximal du
géne 15-LOX-2. Les valeurs de p sont supérieures a 0.2.

80



Chapitre IV : Discussion
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Au Canada et dans le monde, 1’arthrose est la maladie des articulations la plus
répandue. Elle constitue un fardeau sur le plan économique et social en progression. Elle
se caractérise par la dégradation du cartilage, I’inflammation de la synoviale et le
remodelage de I’os sous-chondral. C’est une maladie multifactorielle, incapacitante, qui est
due a un déséquilibre entre le catabolisme et 1’anabolisme. L’augmentation de la synthése
des facteurs pro-inflammatoires et cataboliques aux dépens des facteurs anaboliques et
anti-inflammatoires est associée a la pathogenése de 1’arthrose. Les mécanismes
moléculaires, par lesquels, les facteurs de risques entrainent ce déséquilibre de 1’expression
des genes, ne sont pas bien connus. Les traitements actuels ne permettent pas de rétablir le
fonctionnement normal des chondrocytes ou 1’équilibre entre le catabolisme et

I’anabolisme et de guérir complétement les patients.

Selon des travaux de notre laboratoire, les métabolites des enzymes 15-LOX-1 et -
2 ont un rdle anti-catabolique et anti-inflammatoire. Les enzymes 15-LOXs catalysent la
biosyntheése des médiateurs lipidiques comme les lipoxines, 15-HETE, 13-HODE,
resolvines et protectines. Ces métabolites induisent une diminution de la synthese des
protéases comme les métalloprotéines MMP-1 et MMP-13 induites par IL-10 (84, 143). Ils
stimulent la synthése des inhibiteurs des protéases (TIMPS) et inhibent la dégradation du
collagene II, principal constituant de la matrice extracellulaire (84, 143). En outre, les
métabolites des enzymes 15-LOXs inhibent la syntheése des médiateurs pro-inflammatoires
comme IL-6, IL-8, COX-2, iNOS en inhibant les voies de signalisation MAP Kinase, P38,
PI3K/ATK, JAK/STAT (94-96, 143). D’autres travaux plus récents, réalisés dans notre
laboratoire, ont montré que la délétion des genes 15-LOXs et 12-LOXs entraine
I’accélération du développement de I’arthrose induite par le vieillissement et la
déstabilisation du ménisque chez les souris (87). L’expression des genes 15-LOXs est

diminuée dans le cartilage arthrosique selon une étude non publiée de notre laboratoire.

L’objectif principal de notre étude est de déterminer s’il existe une corrélation entre les

niveaux d’expression des genes 15-LOXs et les taux de méthylation de leur promoteur
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proximal. Nous avons analysé, d’abord, I’expression des génes 15-LOXs dans le cartilage
arthrosique et non arthrosique.

La diminution de I’expression des genes 15-LOXs dans le cartilage arthrosique

Les résultats de I’analyse de 1’expression des genes 15-LOXs confirment la
diminution significative de leur expression dans le cartilage arthrosique par rapport au
cartilage non arthrosique. Nous avons montré que les niveaux d’ARNm des genes 15-LOX-
1 et 15-LOX-2 sont plus faibles d’environ 42 et 38 % respectivement dans les cartilages
arthrosiques par rapport a celui sain. Nous en déduisons que 1’expression des geénes 15-
LOX-1 et -2 est diminuée ou qu’il y a une dégradation plus importante des ARNm formés
dans le cartilage arthrosique. Les résultats de I’immunohistochimie montrent une réduction
significative des marquages dans le cartilage arthrosique par rapport a celui normal. Nous
pouvons déduire que la synthése des enzymes 15-LOX-1 et -2 sont réduites de fagon
significative dans le cartilage arthrosique. Ce qui contribuerait a la pathogenése de

I’arthrose.

Les mécanismes a 1’origine de cette diminution ne sont pas entiérement connus.
Nous cherchons si les méthylations de I’ADN contribuent a cette diminution. Des études
précédentes suggerent que des modifications épigénétiques comme la méthylation d’ADN

seraient impliquées dans la pathogenése de I’OA.

La méthylation d’ADN et ’OA.

L’accumulation des facteurs de risque pourrait entrainer des modifications
épigeénétiques, telles que la méthylation d’ADN, les modifications des histones et micro-
ARN dans les chondrocytes (Figure 41). Ces modifications épigénétiques pourraient
entrainer un déséquilibre entre la synthese des facteurs cataboliques et celles des facteurs
anaboliques a I’origine des caractéristiques de ’OA (144). En effet, la méthylation d’ADN
joue un réle important dans la pathogenese de 1’arthrose. Une modification du profil de
méthylations de certains geénes explique le changement de leur expression impliqué dans

la pathogenese de la maladie. Le déséquilibre de I’expression des genes cataboliques et
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anaboliques peut résulter aussi bien de I’hyperméthylation des génes anaboliques
(associées a la synthese du cartilage) que de I’hypométhylation des genes cataboliques
(impliqués dans la dégradation du cartilage). Les promoteurs des geénes cataboliques codant
pour les cytokines, comme IL-1 ou IL-8, ainsi ceux codant pour des protéinases, comme
MMP-13 ou ADAMTS, sont hypométhylés dans le cartilage arthrosique par rapport au
cartilage sain (145, 146). Cette hypométhylation est corrélée a une forte expression de ces
genes qui seraient a 1’origine de la dégradation du cartilage et de I’inflammation synoviale.
La déméthylation pourrait étre due par une déméthylation passive ou par la fixation des
facteurs inhibant DNMTI1. D’autres études ont démontré une hyperméthylation des
promoteurs des genes anaboliques comme les genes codant pour le collagene COL11A2,

COLI18A1, COL6A2 et COL9A2 dans le cartilage arthrosique (144, 147).

Pour déterminer le role de la méthylation dans cette inhibition, nous avons d’abord
traité¢ a I’AZA-DC, un agent déméthylant des lignées cellulaires C28 et des chondrocytes
humains, issus du cartilage arthrosique. Le traitement avec I’AZA-DC a entrainé une
augmentation significative de 1’expression des geénes 15-LOX. Ces résultats confortent
notre hypothese sur la diminution de 1’expression des genes par hyperméthylation d’ADN.
De plus, d’autres travaux ont montré que la modification du profil de méthylation du

promoteur du géne 15-LOX-1 est impliquée dans le cancer de la prostate (148, 149).
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Figure 41: Schéma montrant les réles possibles des modifications épigénétiques dans la pathogenése de 1’arthrose.
L’accumulation des facteurs de risque entrainerait des modifications épigénétiques qui conduiraient a 1’expression
anormale des facteurs de transcriptions (TFs), des cytokines, des prostaglandines, collagéne, protéoglycanes et
protéinases. Modifié de Zhang et Wang (144).

Pour déterminer I’existence de relation entre la méthylation des promoteurs
proximaux des génes 15-LOXs et la diminution de I’expression des génes 15- LOXs dans
les cartilages arthrosiques, nous avons quantifié les taux de méthylations de ’ADN des
promoteurs proximaux de ces genes provenant des cartilages arthrosiques dégradés et non
dégradés par pyroséquencage. Nous analyserons et discuterons séparément les taux de

méthylations des promoteurs des deux genes 15LOXs.

Les taux de méthylations du promoteur proximal du géne 15-LOX-1

Pour le géne 15-LOX-1, les taux de méthylations des sites CpG sont globalement
faibles (inférieurs a 33 %) pour la région comprise entre +1 et -354 Pb, et importants pour

la région comprise entre -354 et -445 Pb par rapport au site d’initiation de la traduction. La
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région comprise entre +1 et -343 contient les sites de fixations des principaux facteurs de
transcription comme Spl, CEBP, AP1, jouant un role clé dans I’expression de ce géne. 1l
n’y a pas de différences significatives des méthylations de chaque sites CpG du promoteur
proximal entre les cartilages arthrosiques dégradés et non dégradés. Ces résultats sont les
mémes que ceux observés précédemment dans les cellules normales et cancéreuses de la
prostate (148), a I’exception du site CpG-298 qui est faiblement méthylé dans notre cas.
Nos résultats montrent que 1’inhibition de I’expression du gene 15-LOX-1 dans le cartilage
arthrosique n’est pas due a une hyperméthylation de son promoteur proximal. Ces résultats
sont en accord avec ceux de Zuo et al., (77) qui ont montré que la méthylation de ’ADN
du promoteur proximal de 15-LOX-1 n’est pas associée a I’inhibition de 1’expression de

15-LOX-1 dans les cellules cancéreuses colorectales.

L’inhibition de I’expression du geéne 15-LOX-1 pourrait étre due a des

modifications des histones et de 1’expression des micro-ARNSs.

Les modifications des histones et inhibition du géne 15-LOX-1

L’inhibition du géne 15-LOX-1 pourrait étre due a la désacétylation des histones, a
la suppression de la di- et triméthylation des histones H3 au niveau de la lysine 4 (99, 150).
L’inhibition de I’expression du géne 15-LOX-1 dans les cellules cancéreuses serait due a
I’action directe de la méthyltransférase DNMT1, qui possede des sites de fixation des
répresseurs transcriptionnels comme les histones désacétylases (HDAC) (77). Le
traitement avec I’AZA-DC et avec I’inhibiteur de 1’histone désacétylase (TSA) des lignées
cellulaires cancéreuses L428 (qui n’exprimaient pas le gene 15-LOX-1) a entrainé¢ une
transcription robuste de ce géne (151). La transcription de 15-LOX-1 a été activée par
I’inhibition de la désacétylase des histones, uniquement apres la dissociation de DNMT1
du promoteur de ce gene, sans diminution de la méthylation des sites CpG (77).
L’augmentation de 1’expression de ce gene, apres le traitement des chondrocytes par 5-
AZA-DC, pourrait s’expliquer par I’inhibition de la DNMT1. Cette inhibition pourrait
activer des genes codant pour des protéines impliquées dans I’activation du geéne 15-LOX-

1. La région promotrice de ce geéne est activée par les inhibiteurs des désacétylases des
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histones (HDAC) dans les lignées cellulaires cancéreuses CACO-2 et SW-480 (150). Plus
précisément, des inhibiteurs des HDACI et 2 entrainent I’expression du géne 15-LOX-1
dans les cellules cancéreuses du colon (77). En effet, I’inhibition de la transcription du gene
15-LOX-1 est due aux désacétylations d’histones par les désacétylases des
histones HDACI1 et 2 du complexe NuRD (Nucleosome Remodeling Deacetylase). Ce
complexe répresseur de la transcription est recruté dans la région du promoteur de 15-LOX-
1 comprise entre -120 et -391 (152). La triméthylation et diméthylation des histones 3, au
niveau de la lysine 4 (H3-K4), sont associées a I’expression du géne 15-LOX-1 dans les
cellules cancéreuses L.1236. L’inhibition de la méthyltransférase des histones SMYD3 (qui
est responsable de la diméthylation et de la triméthylation de H3K4) par siRNA entraine
une répression de ’activité du promoteur 15-LOX-1 (99) alors que son injection dans les
cellules cancéreuses L428 entraine la transcription de ce géne. Cette méthyltransférase
posséde un site de fixation dans le promoteur 15-LOX-1. L’inhibition de la déméthylase
des histones (SMCX) induit I’expression du gene (150). Cette déméthylase, qui entraine la
disparition des diméthylations et triméthylations des lysines 4 des histones 3, posséde aussi
une activité histone désacétylase. Voici un schéma récapitulant comment les modifications

des histones pourraient réguler I’expression du géne 15-LOX-1 (Figure 42).

A B
a7 Inhibition de SMCX et |
1 Fixation de SMYD3
SMCX l H3-K4-Me H3-K4-Me
e e LA e B
Triméthylation,
l déméthylation l R
H3-Kd-Me  HMT  H3-Kd-Me (H3-KAMe) H3-K4-Me HAT @ 3-K4-Me
o O | o P a7 H3 Ace
- W T - Acétylation des I W’ HaTw
P AT histones s
H3 Ace i H3 Ace - 13 Aol H3 Ace
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15-LOX-1 mRNA
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Figure 42: Modéle de I’activation transcriptionnelle 15-LOX-1 médiée par SMYD?3 et de I’inhibition du géne médié
par SMCX pour le remodelage de la chromatine. L’inhibition de la déméthylase des histones SMCX entraine la
triméthylation des H3-K4-Me3, conduisant au recrutement des histones acétylases (HAT) qui permettent 1’acétylation
des histones. L’acétylation des histones entrainent une modification chromatinienne permettant la fixation des facteurs
de transcription comme STAT6. Modifié de Liu. C. and al.,(99).
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Les micro-ARNSs et inhibition de ’expression du géne 15-LOX-1

La diminution de ’expression du géne 15-LOX-1 pourrait étre due, en partie, a
I’action des micro-ARNs. Des études récentes ont montré que les micro-ARNs sont
impliqués dans la pathogenese de I’OA (153). Une expression anormale des micro-ARNs
a été rapportée dans I’OA (154). Dans les articulations arthrosiques, 30 génes codant pour
les micro-ARNs sont anormalement exprimés et ont des genes cibles impliqués dans la
synthése ou dans la dégradation de la MEC, dans I’inflammation ou dans le remodelage de
1’Os sous-chondrale (155). Le micro-ARN, miR-140, trés abondant dans le cartilage sain,
inhibiteur de la synthése de la protéase ADAMTS, diminue dans le cartilage arthrosique
(156). Les micro-ARN miR-27a, miR-27b, miR -127-5p et miR-320, qui inhibent la
protéase MMP-13, principale responsable de la dégradation de la MEC, diminuent durant
I’OA (157-160). Le miR-146a inhibe D’activation de I’inflammation en ciblant les
récepteurs de IL-1 et de TNF(161). Le miR-199a inhibe la synthése de COX-2 et son
expression diminue dans le cartilage arthrosique (162). Le miR-210, qui diminue
I’inflammation articulaire, diminue durant I’OA (163). Dans le cartilage arthrosique,
I’expression de miR-145, qui supprime la synthése du récepteur de TNF-o (TNFRSF11B),
diminue (153, 164). Ils pourraient agir directement sur les molécules d’ARNm du gene 15-
LOX-1 en entrainant leur dégradation et une diminution de la synthése des enzymes 15-
LOX-1 dans le cartilage arthrosique. Des études récentes, ont montrés que I’ARNm de 15-
LOX-1 possede dans la région 3°’UTR un site de fixation du miR-125b qui est surexprimeé
dans les cellules neuronales stressées (165). Ce micro-ARN est anormalement exprimé

dans le cartilage arthrosique (155).

En outre, les micro-ARNs pourraient agir indirectement, en amont de 1’expression
du géne 15-LOX-1, en régulant les génes des facteurs de transcription ou des protéines des
voies de signalisations impliquées dans I’expression de ce géne. Ils régulent I’expression
des geénes des enzymes intervenant dans les modifications des histones comme les

désacétylases des histones. Leur expression anormale pourrait modifier les acétylations et
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méthylations des histones, entre autres, et pourrait conduire a I’inhibition du géne 15-LOX-

1.

Taux de méthylation du promoteur proximal du gene 15-LOX-2

Pour 15-LOX-2, les taux de méthylation des sites CpG sont faibles (inférieurs a
35 % en moyenne) et ne présentent pas de différence entre cartilages arthrosiques dégradés
et non dégradés. Ces résultats démontrent qu’une hyperméthylation des sites CpG du
promoteur proximal ne sont pas a 1’origine de I’inhibition de 1’expression de 15-LOX-2
dans les cartilages arthrosiques, ce qui est en accord avec les conclusions de Tang et al
(103). Ils avaient constaté que les traitements d’AZA-DC ou de TSA des cellules
cancéreuses de la prostate n’ont pas entrainé une expression du géne 15-LOX-2. Les
cellules cancéreuses de la prostate n’expriment pas ce gene. Ils avaient conclu que la perte
d’expression du geéne 15-LOX-2 n’est pas due a une hyperméthylation du promoteur ou
une condensation de la chromatine induite par une désacétylation des histones au niveau

du promoteur.
Les facteurs de transcription et inhibition du géne 15-LOX-2

Une modification de 1’expression des genes codant pour les facteurs de
transcription pourrait expliquer, en partie, ’inhibition du gene 15-LOX-2. Des travaux
antérieurs ont montré que les facteurs de transcription Spl et Sp3 régulent I’expression du
gene 15-LOX-2 dans les cellules de la prostate (104). En effet, le facteur de
transcription Sp1 stimule I’expression de ce gene en se fixant sur les boites GC. Le facteur
de transcription Sp3 inhibe 1’expression de ce gene en se fixant sur les mémes sites que
Spl. Les boites GC sont situées dans la région entre -163 et +80 par rapport au site
d’initiation de la traduction. Ces travaux ont montré que la surexpression de SP3 et
I’inhibition de Sp1 ont inhibé I’expression du gene 15-LOX-2 dans cellules cancéreuses de
la prostate. D’autres travaux ont montré que le géne 15-LOX-2 peut étre inhibé par ses
métabolites (15-HETE), en association avec PPAR,, par rétrocontrole négatif en se fixant
sur le promoteur de ce gene (166). Des travaux plus récents, ont montré que I’inhibition de
15-LOX-2 dans les cellules cancéreuses de la prostate, sensibles aux androgenes (cellules
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LNCaP) est due a la surexpression des récepteurs du glucocorticoide. Ce récepteur se fixe
sur la région promotrice, entre -157 et -33 par rapport au site d’initiation de la traduction,

et inhibe I’expression du gene 15-LOX-2.
Les micro-ARNs et inhibition du géne 15-LOX-2

La répression du géne 15-LOX-2 pourrait s’expliquer, en partie, par ’altération de
I’expression des geénes codants pour les micro-ARNs. Ces derniers pourraient agir
directement et expliquer, en partie, la diminution de 1’expression de ce géne dans le
cartilage arthrosique. Ils pourraient aussi agir indirectement, en amont de 1’expression du
ce géne, en régulant I’expression des génes des facteurs de transcriptions ou des protéines
de voies de signalisation impliqués dans 1’expression du gene 15-LOX-2. Le micro-
ARN miR-124, inhibant la syntheése du facteur Spl, est surexprimé dans les cellules
nerveuses (167). D’autres micro-ARNs comme miR-200, miR-335, miR-22 et miR-149
inactivent I’expression du facteur Spl qui est faible dans les cellules cancéreuses (168).

Dans le cartilage arthrosique, I’expression de miR-22 est augmentée (169).
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Perspectives

Les mécanismes moléculaires induisant I’inhibition des génes 15-LOX-1 et -2 dans
le cartilage arthrosique restent donc a clarifier. Cette inhibition est impliquée dans la
pathogenése de I’arthrose. La confirmation de nos résultats est nécessaire. Les résultats de
I’analyse de I’expression de deux génes dans les cartilages arthrosiques et non arthrosiques
ont été faits avec un petit échantillon (n=8). Il faut plus d’échantillons pour conclure. En
effet, la récolte de cartilages non arthrosiques est difficile et nécessite beaucoup de temps,
car ils proviennent des personnes décédées. L’accord des parents ou tuteurs est nécessaire.
En outre, nous voulions utiliser des échantillons de cartilages non arthrosiques comme
contrdle lors de la quantification des taux de méthylation des sites CpG des promoteurs des
genes 15-LOXs, cependant en raison de ces contraintes lies a leur récolte, nous avons
préféré des cartilages arthrosiques non dégradés ou intacts. Nous sommes en train de
récolter les cartilages non arthrosiques. La quantification par pyroséquencgage des taux de
méthylation des sites CpG isolés, situés en dehors des promoteurs proximaux, entre
cartilage arthrosique et non arthrosique, permettrait de conclure définitivement sur le role

de la méthylation d’ADN sur I’expression des genes 15-LOXs.

L’inhibition des génes 15-LOXs dans le cartilage arthrosique pourrait étre due aux
modifications de 1’expression des micro-ARNs, des facteurs de transcriptions et aux

changements post-traductionnelles des histones (pour le gene 15-LOX-1).

Dans le futur, des expériences supplémentaires permettront de déterminer le role de
la modification de la syntheése des facteurs de transcriptions dans I’inhibition de
I’expression des genes 15-LOXs. En effet, I’inhibition des genes 15-LOXs dans le cartilage
arthrosique pourrait résulter d’une modification de I’expression des genes des facteurs de
transcription. Nous avons déterminé par des études in silico les principaux facteurs de
transcriptions importants dans la transcription de chaque géne 15-LOX. Les niveaux
d’expressions des différents facteurs clés dans la transcription de chaque gene, dans les
cartilages arthrosiques et non arthrosiques, pourraient étre évalués par immunohistochimie.

Une expérience de transfection des cellules n’exprimant pas le géne 15-LOX-1 ou -2 avec
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un vecteur d’expression de chaque facteur de transcription permettrait de connaitre son role
dans I’expression du géne. L’expression du géne des cellules ayant recu le géne du facteur
de transcription et celles non transfectées pourrait étre évaluée par RT-PCR en temps réel.
Les expériences de ChIP ou retard sur gel, a partir d’extraits nucléaires des cellules
transfectés ou non, permettraient de connaitre 1’action directe des facteurs de transcription
sur I’expression des genes 15-LOXs. Une expérience d’inhibition de chaque facteur de
transcription par siRNA spécifique dans les cellules exprimant le géne 15-LOX, régulé par

ce facteur, permettrait de confirmer ce role.

D’autres expériences permettront de déterminer le réle de la modification des
histones sur I’inhibition du géne 15-LOX-1 dans le cartilage arthrosique. La désacétylation
des histones pourrait contribuer a cette inhibition. L’effet de la désacétylation serait évalué
apres traitement des chondrocytes, issus du cartilage arthrosique, avec des inhibiteurs des
désacétylases des histones (HDAC) comme la trichostatine A (TSA), I’acide butyrique et
I’acide valproique. La quantification de D’expression du gene 15-LOX-1 dans les
chondrocytes traitées ou non par une RT-PCR en temps réel et par un western blot
permettra de faire une comparaison et de déterminer le role de la désacétylation des
histones sur 1’inhibition de ce gene dans le cartilage arthrosique. Ces expériences ont été
réalisées dans notre laboratoire pour démontrer le role des HDACs dans I’expression du
gene mPEGS-1 (170). Une expérience de transfection avec un plasmide recombinant
portant un géne rapporteur associ¢ au promoteur de 15-LOX-1 et de co-transfections avec
un vecteur d’expression du géne de HDACI ou 2 permettrait de confirmer le réle possible
de ces désacétylases d’histones dans I’inhibition de I’expression du géne 15-LOX-1. Dans
cette expérience, 1’inhibition des HDACs par des siRNAs spécifiques permettrait de
préciser encore leur réle de chaque HDAC dans I’inhibition du géne 15-LOX-1 dans le
cartilage arthrosique. Ces expériences ont été aussi réalisées dans notre laboratoire pour
¢valuer le role des HDACS dans I’expression du géne mPGES-1 (170). La comparaison de
’activité du gene rapporteur dans les cellules cotransfectées par le vecteur d’expression et

du vecteur portant ou non du géne du siRNA permettra de conclure sur le réle de la
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désacétylation des histones dans I’inhibition du géne 15-LOX-1 dans le cartilage
arthrosique. Le recrutement des HDACs et le niveau d’acétylation des histones au niveau
du promoteur du gene 15-LOX-1, dans le cartilage arthrosique et dans celui non
arthrosique, pourraient étre évalués par le test d’immunoprécipitation de la chromatine ou

ChIP. Cette technique est décrite précédemment (170).

En outre, la déméthylation des lysines 4 di- ou triméthylées histones 3 (H3-K4)
pourrait contribuer a I’inhibition de 1’expression du géne 15-LOX-1 (99). La technique de
ChIP permettrait de déterminer les niveaux de triméthylation des H3-K4 dans les
chondrocytes issues du cartilage arthrosique et de celui non arthrosique. Les résultats
permettraient de faire le lien entre les niveaux de triméthylation des H3-K4 et I’expression
du géne 15-LOX-1. L’inhibition de la méthyltransférase des histones SMCX, responsable
de la di- et triméthylation des lysines des histones 3, par siRNA permettrait de connaitre le
role de la déméthylation des H3-K4 sur ’expression du gene 15-LOX-1 dans le
chondrocytes, issus des cartilages arthrosiques. Les niveaux d’expression de ce géne dans
les chondrocytes transfectés ou non pourront étre évalués par RT-PCR en temps réel. Ces
expériences ont été réalisées sur des lignées cellulaires L1236, exprimant abondamment le

géne 15-LOX-1 et L428, n’exprimant pas ce géne et non sur les chondrocytes (99).

Enfin, d’autres expériences permettraient de déterminer le role des micro-ARNs
dans I’inhibition des genes 15-LOXs dans le cartilage arthrosique. En effet, les micro-ARN
peuvent agir directement sur 1’expression de ces deux génes en entrainant la destruction
des ARNm ou en inhibant la traduction. Une ¢étude in silico permettra d’abord de
déterminer les micro-ARNs susceptibles de cibler les ARNm des 15-LOXs. Des logiciels
de prédiction comme TargetScan version 5.1 permettront des déterminer les micro-ARNs
ciblant les ARNm des 15-LOXs. Les micro-ARNs déterminés, et qui ont une expression
modifiée dans le cartilage arthrosique, joueraient un réle dans I’inhibition des genes 15-
LOXs. Des ¢tudes récentes ont montré que le miR-125b cible le gene 15-LOX-1 et a une
expression modifiée dans le cartilage arthrosique (155, 165). Ensuite les expériences de
de Microarray ou de RT-PCR en temps réel permettront de déterminer leur présence ou de

quantifier leur abondance dans le cartilage arthrosique par rapport au cartilage non
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arthrosique (171-173). L’effet de chaque micro-ARN pourrait étre évalué par transfection
avec des plasmides d’expression, portant le géne du micro-ARN, des chondrocytes
extraites de cartilage, traités pendant plusieurs semaines avec IL-4 afin de stimuler
I’expression des génes 15-LOXs. Les chondrocytes seraient réparties en plusieurs groupes.
Un groupe des chondrocytes seraient transfectés des plasmides portant le géne d’un micro-
ARN différemment exprimés dans le cartilage arthrosique. D’autres groupes de
chondrocytes ne seraient pas transfectés et seraient considérés comme des témoins. Une
diminution de DI’expression d’un géne 15-LOX, dans les chondrocytes transfectés,
signifierait que la surexpression du micro-ARN aurait contribué¢ a I’inhibition de facon
directement ou indirectement. Les techniques de Western blot et de RT-PCR en temps réel
permettront de 1’évaluer en comparant la quantit¢é d’ARN et des protéines 15-LOXs des
chondrocytes transfectés par rapport aux chondrocytes non transfectés. L’expérience de
western blot a été décrite précédemment (170). Des expériences de clonage, de transfection
avec un plasmide recombinant portant un gene rapporteur associé au promoteur d’un
gene 15-LOX et de cotransfection avec des plasmides d’expression du géne de ce micro-
ARN permettront de confirmer le role de chaque micro-ARN sur I’inhibition des genes 15-
LOXs dans le cartilage arthrosique. Ces expériences ont été décrites précédemment pour
déterminer ’effet des micro-ARNs sur I’expression d’autres genes (171, 174). Le
promoteur du gene 15-LOX pourrait étre muté ou non au niveau du site de fixation de ce
micro-ARN dans larégion 3°’UTR. Les cellules transfectées seront des cellules n’exprimant
pas le géne 15-LOX comme les cellules cancéreuses CACO-2. La comparaison des
niveaux d’expression du gene rapporteur des cellules transfectées par le vecteur
d’expression du géne du micro-ARN et de celles, ne 1’ayant pas regues, permettra de
conclure sur de I’effet du micro-ARN. L’étude des niveaux d’expression du gene
rapporteur dans les cellules transfectés avec le vecteur d’expression et ayant la mutation ou
non, au niveau du site de fixation du micro-ARN, permettra de déterminer si le micro-ARN

agit directement sur I’ARNm de 15-LOX.

L’effet indirect ou en amont des micro-ARNSs sur I’expression des genes 15-LOXs
pourraient étre étudi¢ par la recherche par une étude in silico des micro-ARNSs ciblant les

ARNms des IL-4, IL-13, des facteurs de transcription comme Spl ou Sp3 impliqués dans
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I’expression des geénes 15LOXs. L’effet indirect sera évalué par des expériences de
transfections des chondrocytes, traités ou non avec IL4, avec un plasmide recombinant
portant le géne du micro-ARN. Les techniques de RT-PCR et de westerns blot permettront
d’analyser les niveaux d’expression pour conclure sur I’effet indirect des micro-ARNs sur

I’expression des genes 15-LOXs.
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Conclusion

Les genes 15-LOXs codent pour des enzymes permettant la biosynthése des
médiateurs anti-inflammatoires et anti-cataboliques. Nos résultats démontrent que leur
expression, au niveau de I’ARN et des protéines, diminue dans le cartilage arthrosique par
rapport a celui sain. Cette diminution de I’expression de ces génes protecteurs est associée
a la dégradation du cartilage et a I’inflammation. Le traitement avec un agent déméthylant,
AZA-DC, a entrainé une augmentation significative de I’expression de ces deux geénes dans
les chondrocytes humains, issus du cartilage arthrosique et dans les cellules C28.
Cependant nos résultats ont démontré que la diminution de I’expression des génes 15-
LOXs n’est pas due a une hyperméthylation de leurs promoteurs proximaux. Les sites CpG
de ces promoteurs sont faiblement méthylés en général dans les cartilages arthrosiques et
ne présentent pas de différence de méthylation entre les cartilages arthrosiques dégradés et

non dégradés.

La diminution de I’expression du géne 15-LOX-1 pourrait s’expliquer par la
modification post-traductionnelles des histones et le changement de 1’expression des genes
des micro-ARNS. La désacétylation des histones et la déméthylation des lysines 4 des
histones 3 (H3K4) inhiberaient 1’expression des genes 15-LOX-1 dans le cartilage
arthrosique. Les modifications de I’expression des génes micro-ARNs pourraient inhiber

directement ou indirectement 1’expression de ce gene.

La diminution de D’expression du gene 15-LOX-2 pourrait s’expliquer par une
modification de I’expression des genes des facteurs de transcription et des protéines des
voies de signalisations régulant son expression. La diminution de la synthése du facteur de
transcription SP1, un activateur et 1’augmentation de celle de SP3, un inhibiteur, pour
expliquer, en partie, cette diminution. Le changement de I’expression des genes des micro-

ARNSs pourrait inhiber directement ou indirectement 1’expression du geéne 15-LOX-2.
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Annexe 1: Tableau VII: Taux de méthylations des sites CpG du promoteur

proximal du géne 15-LOX-1
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Annexe 2 : Tableau VIII : Taux de méthylation des sites

CpG du promoteur proximal du géne 15-LOX-2

Positions du

site CpG

-212 | -198 | -177 | -161 | -156 | -146 | -136 | -132 | -68 -48 -31 -28

Echantillons

7132D 13 27 13 24 10 16 9 6 18 24 21 10
7132N 14 38 20 44 16 27 12 13 27 32 22 12
7133D 13 28 14 26 12 16 10 6 19 26 19 12
7133N 12 27 12 26 12 15 11 4 16 23 15 9
7175D 13 27 14 28 11 19 11 7 24 28 19 10
7175N 13 29 15 27 13 19 11 6 21 25 18 9
7134D 12 22 11 20 9 13 8 6 18 23 15 10
7134N 11 29 11 20 10 12 7 5 18 25 16 9
7169D 13 34 13 22 12 16 8 6 20 26 20 10
7169N 13 37 16 37 12 18 10 8 18 33 22 8
7143D 16 38 22 35 13 19 14 12 18 34 19 7
7163D 9 28 4 17 12 12 3 3 14 24 13 7
7215N 9 35 10 25 11 14 7 12 22 27 17 6
7135D 17 42 8 37 23 21 6 9 24 49 25 12
7171N 16 43 8 28 17 17 5 7 16 34 21 8
7179D 8 26 4 14 9 10 3 3 15 22 14 8
7181D 10 27 5 21 12 13 3 4 17 28 17 7
7223N 13 32 9 22 13 12 5 5 14 22 16 8
7224N 19 20 9 23 12 10 2 2 17 20 15 9
7233D 10 25 4 15 11 9 3 2 15 21 12 8
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