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RESUME

L’ostéoarthrose (OA) est la maladie rhumatismale la plus fréquente au monde. Elle est
reconnue pour étre une maladie multifactorielle affectant différents tissus de 1’articulation. Il est
reconnu que la 12/15-lipoxygénase (12/15-LOX) catalyse la génération de divers médiateurs
lipidiques anti-inflammatoires et qu’elle est impliquée dans plusieurs maladies inflammatoires et
dégénératives. Or, son implication dans la pathophysiologie de I’OA n’est pas encore établie.
C’est pourquoi, pour ce projet, nous avons investigué le role de la 12/15-LOX dans la
pathogenese de I’OA.

En premier, nous avons démontré que la 12/15-LOX, induite par une déstabilisation du
ménisque médiale (DMM) et par 1’age, est surexprimée dans le cartilage des souris sauvages
Wild-Type (WT) durant le développement de I’OA. L’augmentation de I’expression protéique de
la 12/15-LOX obtenue par immunohistochimie est accompagnée dune augmentation de
I’expression de I’ARNm. Ensuite, nos travaux par histologie ont démontré que la dégradation du
cartilage est plus prononcée chez les souris déficientes pour le geéne de la 12/15-LOX dans le
modele chirurgical de la DMM et celui reli¢ a I’age. Une augmentation de 1’expression des
médiateurs cataboliques (ADAMTSS et MMP-13) et inflammatoires (iNOS et mPGES-1), des
produits de dégradation du collageéne de type II (C1, 2C) et de I’aggrécane (VDIPEN) chez les
souris 12/15-LOX-/- comparativement aux WT a ét¢ démontré. Ensuite, la stimulation des
explants de cartilage avec de I’IL-a, la présence des métabolites de 12/15-LOX (13-HODE, 15-
HETE et LXA4) diminuait le niveau de MMP-13, PGE: et NO. Cependant, la LXA4 a indiqué
une meilleure inhibition des réponses cataboliques et inflammatoires dans le cartilage. Enfin, nos

résultats suggerent qu’a la suite de I’injection péritonéale de la LXA4 des souris WT, des effets
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protecteurs in vivo ont €t¢ démontré, puisque la LXA4 réduit la sévérité de la dégradation du
cartilage induite par la DMM.

L’ensemble de ces résultats indiquent que la 12/15-LOX posseéde un role important dans
la pathogénése de ’OA. L’activation de la 12/15-LOX et de ses métabolites pourrait représenter
une voie prometteuse dans 1’¢laboration de nouvelles thérapies pour I'arthrose.

Mots-clés : ostéoarthrose, cartilage, 12/15-LOX, LXA4, 13-HODE, 15-HETE, MMP-13,

ADAMTSS, iNOS, mPGES-1, C1, 2C, VDIPEN.
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ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is the most common rheumatic disease in the world. It is recognized
as a multifactorial disease affecting different tissues of the joint. It is known that 12/15-
lipoxygenase (12/15-LOX) catalyzes the generation of various anti-inflammatory lipid mediators
and is involved in several inflammatory and degenerative diseases. However, its involvement in
the pathophysiology of OA is not yet established. Hence, in this project, we have investigated the
role of 12/15-LOX in the pathogenesis of OA.

First, we demonstrated that 12/15-LOX is overexpressed in the cartilage of wild-type
(WT) mice during the development of OA induced by age or by the destabilization of the medical
meniscus (DMM)-induced OA. The increase in protein expression of 12/15-LOX, obtained by
immunohistochemistry, is accompanied by an increase in expression at the mRNA level.
Subsequently, our histological work demonstrated that the deletion of the 12/15-LOX gene
accelerated cartilage erosion with age and after DMM surgery. We have also shown that there is an
increase in the expression of catabolic mediators (ADAMTSS and MMP-13) and inflammatory
mediators (iNOS and mPGES-1), as well as degradation products of type II collagen (C1, 2C) and
aggrecan (VDIPEN) in 12/15-LOX - / - mice compared to WT. We subsequently demonstrated
that the presence of 12/15-LOX metabolites 13-HODE, 15-HETE and LXA4 decreased the level of
MMP-13, PGE, and NO following stimulation of cartilage explants with IL-o. However, the
metabolite LXA4 produced a better inhibition of catabolic and inflammatory responses in
cartilage. Finally, our results suggest that LXA4 has protective effects in vivo, as it reduces the

severity of cartilage degradation induced by DMM following its peritoneal injection in WT mice.



Together, these data indicate that 12/15-LOX has an important role in the pathogenesis of

OA. Activation of the 12/15-LOX pathway and its metabolites may represent a promising avenue
in the development of new therapies for osteoarthritis.

Keywords : oteoarthritis, cartilage, 12/15-LOX, LXA4, 13-HODE, 15-HETE, MMP-13,

ADAMTSS, iNOS, mPGES-1, C1, 2C, VDIPEN.
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Introduction

1.1 L’arthrose et le cartilage articulaire
1.1.1 L’arthrose

Il y a de nombreuses maladies affectant une grande population et pour lesquelles il
n’existe peu ou pas de traitements disponibles. L'une des maladies les plus répandues au Canada
est l'arthrose. Elle est la forme la plus fréquente des troubles rhumatismaux tant chez les femmes
que chez les hommes. Elle touche environ 40 % des hommes et 47 % des femmes [1]. La
majorité des personnes agées de 65 ans et chez environ 80% des personnes de 75 ans et plus sont
touchées par la maladie [2].

L'ostéoarthrose (OA) est reconnue comme étant une maladie qui affecte les articulations
et se caractérise principalement par la dégradation du cartilage articulaire. Il existe un
phénomene secondaire qui participe également a la pathologie de la maladie : I'inflammation de
la membrane synoviale. Pendant cette étape, il y a une ingestion des produits de dégradation du
cartilage par les cellules synoviales, ce qui les pousse a produire des médiateurs cataboliques et
inflammatoires, comme les protéases et les cytokines pro-inflammatoires, et qui se retrouvent
dans le liquide synovial. Ces médiateurs activent les chondrocytes dans la couche superficielle
du cartilage, ce qui entraine la synthése des métalloprotéinases et augmente la dégradation du
cartilage [3].

Or, I'OA n'affecte pas seulement les deux tissus de l'articulation (le cartilage et la
membrane synoviale), mais également l'articulation enti¢re. Ceci inclut les ligaments croisés, la
capsule et les muscles périarticulaires. Il peut méme se produire un remodelage de 1'os sous-

chondral et une formation d’excroissances osseuses, appelés ostéophytes. En raison des relations



inter-composantes de 1'articulation, il suffit que 1'une de ces composantes soit atteinte pour que la
pathologie de l'arthrose s'installe. L’évolution de I’arthrose est illustrée a la figure 1 en montrant

la différence entre une articulation normale et arthrosique.

Healthy OA

Neoangiogenesis

Articular cartilage 2
and Neurogenesis

Cartilage lesion
and degradation

Ligament——»

Synovial fibrosis
and inflammation

Subchondral bone

Subchondral
bone remodeling

Figure 1 : L’évolution de I'arthrose. Différence entre 1'articulation normale et
arthrosique.

(Adapté de [4]).

L'OA est la principale raison des consultations en médecine générale. Les premiers
symptomes rencontrés chez les patients atteints sont la douleur et le gonflement de 1'articulation
[2]. Dans le cas ou l'arthrose n'est pas suivie et que la maladie évolue, il y a une diminution de la
mobilité accompagnée d’une déformation de l'articulation. La radiologie du genou est effectuce

par les cliniciens afin d’examiner 1’état de 1'articulation. Il peut toutefois y avoir une dissociation



radio-clinique, c'est-a-dire une absence de corrélation entre 1'état radiologique et I'état clinique,
d'ou la complexité de la maladie.

L'OA peut toucher plusieurs articulations du corps, mais les plus affectées sont les
genoux, les hanches, les mains, les rachis et le cou. Les autres articulations du corps le sont
moins, comme le coude, la cheville, les épaules et le poignet [5].

L'OA est reconnue comme étant un processus du vieillissement normal et il n'y aurait
aucun moyen de I'éviter ou de l'inverser; d'ou le terme maladie dégénérative de l'articulation
associé a la pathologie. Plusieurs études ont permis de mieux comprendre la pathophysiologie
générale de l'arthrose mais, malgré toutes les recherches effectuées, le pathomécanisme de I'OA
n'est pas encore totalement compris. A ce jour, les traitements sont de natures symptomatiques et
ont seulement pour effet d’atténuer la douleur. Il n'existe aucun traitement efficace pour prévenir

ou arréter la progression de la pathologie une fois qu’elle est installée.

1.1.2 Les facteurs de risques

L’OA est une maladie complexe et semble étre multifactorielle. Certains facteurs
augmentant les risques de I’OA sont de natures systémiques. Parmi les facteurs prédisposant a
I’OA, on retrouve 1I’age et le sexe de I’individu. La prévalence de la maladie se retrouve plus
chez les femmes que chez les hommes et augmente avec 1’age [6]. De plus, certaines ¢tudes ont
montré qu’un statut socioéconomique précaire augmente les risques de développer la maladie.
Les antécédents familiaux et la génétique semblent également jouer un role dans le
développement de I’OA. Enfin, ’alimentation peut avoir une incidence sur la progression de
I’OA. Il semblerait que les personnes atteintes de 1’arthrose disposant d’un faible apport en

vitamine D montreraient une progression plus rapide des symptomes de la maladie. Cependant,



des essais cliniques ont montré que la supplémentation de vitamine D n’a aucun effet positif sur
la perte du cartilage du genou. D’autres vitamines semblent étre impliquées dans la protection
contre la maladie, comme des niveaux ¢élevés des vitamines C et K. De plus, les hormones,
comme 1’cestrogeéne, possedent un effet protecteur et diminuent le risque de I’OA. 1l s’avere que
I’administration de cette hormone est associée a une diminution de 50 % [7] de la prévalence de
I’OA de la hanche.

Il existe également d’autres facteurs locaux, comme 1’obésité, qui sont en relation avec le
développement de I’OA. Une masse corporelle excessive exerce une haute charge sur
I’articulation portant ce poids (par exemple le genou et la hanche), ce qui mene a la détérioration
et a la dégradation du cartilage articulaire [1]. D’ailleurs, il a ét¢ démontré que le tissu adipeux
est impliqué dans la physiopathologie de I’arthrose en produisant des médiateurs comme la
leptine, 1’adiponectine, la visfatine et la résistine. En effet, une étude réalisée par Dumond et coll,
a montré que la leptine est présente dans le liquide synovial des patients atteints d’OA et qu’elle
est plus exprimée dans le cartilage arthrosique ainsi que dans les ostéophytes que dans le
cartilage normal [8].

De plus, une autre étude a signalé que 1’injection intra-articulaire de la leptine chez le rat
induit la production des métalloprotéinases (MMP-2 et MMP-9), de la Cathepsine D et des
aggrécanases (ADAMTS-4 et 5), ce qui exacerbent la dégradation du cartilage [9]. Bref, ceci
indique le role pro-inflammatoire et catabolique que la leptine peut exercer sur le métabolisme
des chondrocytes. Or, il arrive que certaines personnes obeses développent des érosions au
niveau des articulations non portantes, par exemple dans la main, les doigts et les poignets. Ceci

suggere que la leptine présente dans le tissu adipeux puisse étre fortement impliquée dans le



processus de I’OA, ce qui pourrait expliquer le développement de I’OA au niveau des
articulations qui ne supportent pas de poids excessif.

D’autre part, les articulations des genoux, desquels les ménisques et les ligaments croisés ayant
subi des lésions traumatiques, sont plus susceptibles de développer I’OA [10]. D’ailleurs, les
Iésions au genou causées par des blessures sportives augmentent les risques d’arthrose. Les
analyses radiographiques établies a la suite de certaines études ont démontré que 41 % a 51 %

des personnes blessées aux genoux risquent la gonarthrose [11].

1.1.3 Les traitements

Jusqu’a présent, il n’existe aucun traitement efficace pour traiter ’OA. Cependant, les
traitements pharmacologiques et non-pharmacologiques existants ciblent le soulagement général
des douleurs provoquées par la maladie et améliorent la qualit¢ de vie des patients. De plus,
dépendamment de la sévérité de la maladie, ces traitements peuvent étre prescrits par les

cliniciens.

1.1.3.1 Les traitements non-pharmacologiques

Les traitements disponibles ont seulement pour effet d’atténuer la douleur provoquée par
la maladie, mais n’affectent pas la progression ou I’arrét complet de la pathologie. Le role des
traitements non-pharmacologiques est d’améliorer la mobilité, la capacité fonctionnelle et la
qualit¢ de vie du patient [12]. De plus, il existe des traitements non-pharmacologiques qui
permettent aux patients de maintenir une bonne musculature. Par ailleurs, les personnes en
surpoids risquent de développer 1’arthrose au cours de leur vie, puisqu’il y a une surcharge
¢levée du poids sur I’articulation portante. La perte de poids est donc considérée comme une

prévention primaire de 1’arthrose.



A la suite de certaines études effectuées aupres de patients atteints par I’OA, il est recommandé
d’effectuer des exercices d’aérobie, aquatique ou de résistance et d’avoir une bonne dic¢te afin de

perdre les kilos en trop chez les personnes en surpoids [13].

1.1.3.2 Les traitements pharmacologiques

Certains patients ont recours aux traitements pharmacologiques. Ces traitements sont
prescrits afin de les soulager des douleurs et de I’inflammation due a I’arthrose, et peuvent méme
étre administrés en combinaison. Cependant, leur prescription dépend de la gravité de la maladie.
Pour I’arthrose du genou, les études cliniques recommandent 1’administration d’analgésiques tel
que le Paracétamol (acétaminophéne) comme premier traitement oral analgésique [14]. Or, les
patients ne répondant pas au Paracétamol et montrant des symptomes d’inflammation, comme
une douleur nocturne, une raideur matinale, un gonflement articulaire ainsi qu’une synovite,
peuvent se voir recommander, aprés un examen arthroscopique, des anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) [14]. Le mode d’action des AINS consiste a bloquer la biosynthese des
acteurs de I’inflammation dont les prostanoides et les thromboxanes par la voie des cyclo-
oxygénases (COXs) [15].

Les AINS peuvent étre des inhibiteurs non sélectifs des cyclooxygénases (COX), incluant
la COX-1 et la COX-2, comme I’ibuproféne, le naproxene et le diclofénac. Ces AINS peuvent
induire des effets secondaires comme des diarrhées, des probléemes gastriques et des douleurs
abdominales.

Les AINS peuvent également étre des inhibiteurs sélectifs de la COX-1 (Aspirine) ou de la
COX-2, communément appelés COXib (Vioxx et Celebrex), et qui montrent moins d’effets
secondaires comparativement a I’inhibiteur sélectif de la COX-1. Cependant, des études ont

montré que les inhibiteurs sélectifs de la COX-2 interagissent avec le systéme gastro-intestinal,



bien qu’ils soient mieux tolérés que les inhibiteurs de la COX-1. Les COXib font également
interaction avec le systéme rénale et cardiovasculaire. En effet, ils peuvent affecter le taux de
filtration glomérulaire chez les patients a risque. Ils provoquent également un cedéme

périphérique ainsi qu’une hypertension [16].

1.1.3.3 Les injections de corticostéroides et d’hyaluronane

D’autre part, pour les patients qui n’ont pas répondu adéquatement aux premicres
thérapies, on recommande des injections intra-articulaires de corticostéroides et d’hyaluronane
afin de soulager, a court terme, les douleurs et les enflures. Par ailleurs, une étude réalisée par
Yoshioka et al. a démontré que I’injection de I’hyaluronane posseéde des effets protecteurs sur le
cartilage articulaire et joue un role important dans le maintien de ’homéostasie de I’articulation.
Dans cette étude, il est montré que le traitement a 1’hyaluronane inhibe la relache des chaines de
glycosaminoglycane (GAG) liées aux aggrécanes dans le cartilage articulaire, ce qui permet de

maintenir la rigidité du cartilage et ralentir sa dégradation [17].

1.1.3.4 La chirurgie

Certains patients ne répondent pas aux traitements pharmacologiques en raison de
douleurs excessives provoquées par 1’état dégradé du cartilage articulaire. Pour ces personnes,
les études cliniques montrent que le remplacement total de 1’articulation (arthroplastie) par une
prothése s’avere étre un bon traitement. Ce type d’intervention chirurgicale est utilisée en dernier
recours chez les patients ayant été traités avec une combinaison de traitements pharmacologiques
non efficaces. Par ailleurs, des analgésiques opioides sont recommandé€s aux patients pour qui
une arthroplastie articulaire est contre-indiquée et pour qui les autres traitements médicaux ont

échoué [18].



En résumé, comme mentionné plus haut, ces traitements atténuent surtout les symptomes de
I’OA, mais n’ont aucun impact sur la prévention et la guérison de la maladie. Ils ne permettent

pas de freiner la cause principale de la maladie : la dégradation du cartilage.

1.1.4 Les composantes de ’articulation

Les articulations permettent la mobilité du squelette du corps humain et forment la
jonction entre les os. L’articulation du genou assure son mouvement. Il est facilit¢ par le
glissement des os 1’un par rapport a I’autre et par la participation des autres composantes de
I’articulation : les muscles, les ligaments, le tendon et les nerfs [19]. Le liquide synovial secrété
par la membrane synoviale assure la nutrition et contribue également au mouvement en assurant
la lubrification de I’articulation. Sa composition est principalement d’eau, de sels minéraux, des
protéines et de I’acide hyaluronique (longue chaine d’un polymére de disaccharide). Celui-ci est
responsable de la viscosité du liquide synovial. En effet, le réle lubrifiant du liquide synovial
s’explique par sa nature visqueuse [20]. L’articulation du genou comprend les os tibial et fémoral
recouverts par le cartilage articulaire afin de rendre le mouvement plus simple et d’éviter tout
frottement direct entre les os. D’autres constituants de 1’articulation comme, par exemple, le
ménisque, la capsule et la membrane synoviale (qui est composée des fibroblastes et des
macrophages) sont aussi impliqués afin d’augmenter la stabilité et de faciliter le glissement,
assurant ainsi la trophicité de 1’articulation et la phagocytose (figure 2).

L’articulation comprend également I’0os sous-chondral composé de tissu osseux d’une épaisseur
de 1-2 mm et qui constitue une zone de transition entre le cartilage et 1’os. Il contribue avec le
cartilage et le liquide synovial a I’amortissement des chocs. De plus, 1’0os sous-chondral assure

les échanges de nutriments grace a la vascularisation entre 1’os et le cartilage. C’est ainsi que le



cartilage est nourri. Cependant, le cartilage est la composante la plus importante dans le sujet de

I’arthrose.
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Figure 2 : Les principaux composants de I'articulation du genou.
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1.1.4.1 Le cartilage articulaire

Le cartilage est un tissu conjonctif avasculaire et non innervé, d’origine
mésenchymateuse [3]. Il assure deux principales fonctions : le glissement des os ainsi que
I’amortissement, et ce grace a son ¢€lasticité et a sa résistance aux forces de compression [21]. Le
cartilage est constitué¢ d’un seul type cellulaire nommé chondrocytes qui sont enchassées dans
une matrice extracellulaire (MEC) et se nourrissent a partir du liquide synovial. Le cartilage

articulaire comprend trois principales composantes de la MEC : le collagene, les protéoglycanes



et les chondrocytes. Grace a ces différents ¢léments, le cartilage posséde une structure organisée
comprenant différentes zones qui différent entre elles selon 1’orientation des fibres de collagéne,

la quantité des prostaglandines, de 1’eau ainsi que la forme des chondrocytes (voir figure 3).

Surface articulaire
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Figure 3 : L’organisation structurelle et la composition des zones du cartilage articulaire.

(Adapté de [22]).

1.1.4.2 La composition de la matrice extracellulaire (MEC)

L’homéostasie de I’environnement des cellules et la structure du cartilage articulaire sont
maintenues par la matrice extracellulaire [23]. Celle-ci est principalement composée d’un réseau
de collagene de type II, occupant environ 50 % du poids sec du cartilage articulaire [6] qui a
pour fonction d’assurer la rigidité du cartilage. La MEC comprend une proportion d’eau allant de
60 a 80 % et les molécules de protéoglycanes réparties dans ce réseau de collagéne assurent

I’hydratation du cartilage. D’ailleurs, les protéoglycanes sont des molécules chargées
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négativement, permettant des liaisons ioniques avec les molécules d’eau environnantes afin
d’assurer 1’¢lasticité du cartilage [24].

Bien que ce soit le collagéne de type II qui est la composante principale du cartilage, il
existe ¢également d’autres protéines collagéniques qui le constituent : les collagénes de types VI,
X, IX et XI.

L’assemblage des molécules de collagéne de type II crée un réseau fibrillaire de forme
tridimensionnelle, conférant au cartilage sa résistance aux pressions, tout en assurant sa rigidité
[25]. De plus, ce réseau formé s’avére €tre essentiel dans le maintien de la forme et du volume du
cartilage [26].

Le collagéne de type VI se situe plutdt dans 1’espace péricellulaire du chondrocyte et n’a
aucune interaction directe avec le réseau fibrillaire du collagéne de type II. Il peut toutefois étre
important dans 1’adhésion des chondrocytes a la matrice [26].

En ce qui concerne le collagéne X, son expression est plutdt localisée dans la zone
d’hypertrophie tardive des cartilages de croissance, et se retrouve proche des chondrocytes situés
dans la zone minéralisée du cartilage. Lors de la minéralisation de la matrice extracellulaire, ce
type de collageéne s’avere €tre impliqué dans ce type de processus [27].

Le collagene de type IX, quant a lui, est 1i¢ par des interactions covalentes aux fibrilles de
collagene de type II, et confére une certaine stabilité au réseau du collagéne dans le cartilage
[26].

Enfin, le collagéne de type XI occupe 2 a 3 % de la totalité du collagéne. Il se présente
sous forme fibrillaire hétérotrimérique et se retrouve dans les fibrilles de collagéne II afin de

controler leur intégrité et leur structure [26].

11



Les protéoglycanes se retrouvent dans la matrice extracellulaire du cartilage articulaire et
assurent 1’¢lasticité du cartilage grace a leur forte teneur en eau. Les macroprotéoglycanes de
type aggrégane comptent pour 90 % des protéoglycanes du cartilage [25]. Ils présentent une
masse importante et ont pour fonction d’assurer la rigidité du cartilage. On les retrouve dans les
réseaux de fibres de collagéne II en raison de leur masse élevée.

Les aggréganes de haut poids moléculaire ont une structure protéique axiale sur laquelle
plusieurs chaines de glycosaminoglycanes (GAG), comme le chondroitine sulfate (CS) et le
kératane sulfate (KS), sont liées de fagon covalente. Elles possédent également une molécule
d’acide hyaluronique qui est liée de fagon non covalente. Elles assurent la lubrification et la
viscoélasticité du cartilage [21]. Le cartilage demeure hydraté grace aux propriétés biophysiques
des GAG.

Les aggréganes de plus petites masses moléculaires, comme la décorine, le biglycane et
la fibromoduline, différent des aggréganes de plus grande masse par la quantité des GAG liés a
la protéine axiale des protéoglycanes. Ces petits protéoglycanes riches en leucines se retrouvent

principalement a la surface articulaire et ont le pouvoir de lier les collagenes II [28].

1.1.4.3 Les chondrocytes

Le cartilage articulaire est compos¢ d’un seul type cellulaire nommé chondrocytes. Ce
sont des cellules métaboliquement trés actives, responsables du maintien de 1’homéostasie du
cartilage; c’est-a-dire, de la synthése et de la dégradation des composantes (collagéne,
protéoglycanes et glycoprotéines) de la matrice extracellulaire. Elles sont également impliquées
dans la synthése de divers enzymes tels que les métalloprotéinases (MMPs) et leurs inhibiteurs
(TIMPs), ainsi que plusieurs médiateurs inflammatoires. Les chondrocytes dérivent des cellules

mésenchymateuses et ne représentent que 1 a 5 % de la masse totale du cartilage [29]. Comme
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toutes les autres cellules, les chondrocytes contiennent un noyau bien développé, des vacuoles
lysosomiales, un appareil de Golgi ainsi qu’un réticulum endoplasmique. Elles détiennent
cependant un faible nombre de mitochondries, ce qui leur permet de bien fonctionner dans un
environnement anaérobique en absence d’oxygeéne [30]. Par ailleurs, la diffusion de leurs
nutriments et métabolites se fait a travers la surface articulaire [29].

Normalement, les chondrocytes sont quiescentes et ne proliférent pas [31]. Avec le
vieillissement, elles perdent leur capacité de se régénérer, leur densité diminue, et la syntheése de
la matrice extracellulaire diminue. D’ailleurs, des études ont montré une dégradation de la partie

superficielle de la matrice extracellulaire chez des adultes agées entre 28 et 82 ans [32].

1.1.5 Physiopathologie de I’arthrose
1.1.5.1 La structure du cartilage articulaire normal

Le cartilage articulaire normal comprend une surface lisse, brillante et blanche de nature
translucide qu’on appelle cartilage hyalin [26]. L’épaisseur moyenne d’un cartilage articulaire
normal est d’environ de 2,4 mm [33]. Son organisation structurelle est constituée de quatre
zones : la zone superficielle, la zone mitoyenne, la zone profonde et la zone calcifiée qui est
localisée directement aprés une ligne basophile qui démarque la zone calcifiée de la zone
profonde : la tidemark [34]. Leur existence est due aux changements morphologiques des
chondrocytes et de la matrice extracellulaire, allant de la surface articulaire jusqu’a I’os sous-
chondrale [27].

1. La zone superficielle se retrouve sur la surface du cartilage articulaire faisant face a la

cavité synoviale. Elle représente 10 a 20 % de I’épaisseur totale du cartilage articulaire
[22]. Les fibrilles de collagéne de cette zone sont tres fines [35], hautement condensées et

orientées parallelement a la surface articulaire. La disposition des fibrilles détermine les
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propriétés du tissu et peut affecter les mouvements de certaines molécules qui passent a
travers le cartilage. Elles assurent une résistance aux forces de cisaillement et de tensions
[27]. Cependant, la zone superficielle est moins dense en protéoglycanes et se caractérise
par une faible perméabilité aux fluides [36]. Des expériences in vitro ont montré que cette
zone du cartilage est fortement impliquée dans la structure du cartilage articulaire. Sa
suppression augmente la perméabilité du tissu, ce qui améliore le passage des
macromolécules. La perturbation de cette zone est le premier changement structural
détecté lors de la dégénérescence du cartilage articulaire. Ceci suggére que son altération
contribue au développement de ’OA. Par ailleurs, les cellules dans chacune des zones
diffeérent entre elles par leur taille, leur allure et leur orientation par rapport a la surface
articulaire. Dans cette méme zone, les chondrocytes sont aplatis et orientés parallelement
a la surface. Leur activité métabolique est différente puisqu’elles dégradent rapidement
les protéoglycanes et synthétisent le collagéne plus lentement, ce qui explique pourquoi
les proportions de ces deux composantes de la matrice sont différentes. On y retrouve

¢galement de 1’eau et de la fibronectine en grande quantité [27].

La zone mitoyenne est sous la zone superficielle. Ici, les chondrocytes ont un aspect plus

arrondi et sont alignés de maniere perpendiculaire a la surface articulaire [27]. Cette zone
correspond a 40 a 60 % de I’épaisseur du cartilage articulaire [22]. Les fibrilles de
collagene de la zone mitoyenne sont de diametre plus large et sont orientés de manicre

aléatoire. La matrice est riche en protéoglycanes a faible concentration en eau [27].
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3. La zone profonde correspond a 30 a 40 % de I’épaisseur totale [22]. Comme dans la zone

mitoyenne, les fibrilles de collagéne sont de diametre plus large et sont orientés
perpendiculairement a la surface. Cependant, cette zone contient une plus faible
concentration de protéoglycanes et d’eau, comparativement a la zone mitoyenne [36]. Il
est intéressant de noter que la densité des chondrocytes diminuent de zone en zone, ce qui
fait qu’ils sont allongés et disposés en colonnes les unes par-dessus les autres, et en plus

faible concentration [22],[26].

4. La zone calcifiée occupe 5 a 10 % de la totalité du cartilage [26]. C’est une fine zone du

cartilage calcifié qui sépare la zone non calcifiée de I’os sous-chondral. On y retrouve des
chondrocytes moins volumineux que ceux de la zone mitoyenne, et elle posséde moins de
réticulum endoplasmique et de Golgi. Apparemment, les cellules qui baignent dans cette
zone sont métaboliquement moins actives [27]. Par ailleurs, le collagéne de type II est
remplacé par le collagéne de type X étant donné que la matrice extracellulaire de cette

zone est minéralisée [22].

1.1.5.2 Description de ’articulation arthrosique

Comme mentionné plutot, I’OA est une pathologie qui se caractérise par la dégradation
du cartilage, suivie d’une inflammation de la membrane synoviale et d’'un remodelage de 1’0s
sous-chondral, ainsi que d’une formation des ostéophytes (figure 1) [27]. Elle est considérée
comme une maladie qui se développe avec 1’age suite aux chocs traumatiques. Il existe différents

mécanismes impliqués dans I’initiation de I’OA, comme les facteurs biochimique, génétique et
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mécanique [37]. Ce dernier facteur est considéré comme étant le mécanisme initiateur le plus
commun dans le développement de I’OA. En condition physiologique, les chondrocytes du
cartilage articulaire sont métaboliquement quiescents [25] et maintiennent 1’homéostasie du
cartilage en y créant une forme d’équilibre de la synthése (anabolisme) et de la dégradation
(catabolisme) des composantes de la matrice extracellulaire. Leur activité anabolique inclut la
production des protéines de la MEC comme les collagénes, les protéoglycanes, les inhibiteurs
des métalloprotéinases (TIMPs), certains facteurs de croissances TGF-B (Transforming Growth
Factor p), IGF-1 (Insulin-like-Growth Factor 1) et BMP (Bone Morphogenetic Protein). En
parallele, les chondrocytes participent a des activités cataboliques qui incluent la production de
certaines cytokines inflammatoires comme I'IL-1B et le TNF-o [31], les protéases, les
prostaglandines ainsi que les radicaux libres. La pathophysiologie de 1’arthrose débute lorsque
I’équilibre entre I’anabolisme et le catabolisme est rompu. Autrement dit, les chondrocytes
acquierent un phénotype procatabolique qui leur permet d’augmenter leur production en facteurs
cataboliques favorisant la dégradation du cartilage (figure 4). Les cellules produisent donc plus
d’enzymes protéolytiques comme les métalloprotéinases (MMPs) et les aggrécanases, plus de
facteurs pro-inflammatoires, incluant les prostaglandines E2 (PGE), I’oxyde nitrique (NO) ainsi
que des cytokines pro-inflammatoires comme I’IL-13 et le TNF-a. Ces facteurs inflammatoires
augmentent aussi la synthése des protéinases qui dégradent la matrice extracellulaire (figure 4)

[25].
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Figure 4 : Les mécanismes moléculaires et cellulaires durant la physiopathologie de
I’arthrose.
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Ensuite, les chondrocytes s hypertrophient en exprimant le collagene X et des facteurs
pro-angiogéniques (VEGF) qui ne sont pas exprimés dans un cartilage normal. La présence du
collagene X en grande quantité refleéte la calcification des couches plus profondes du cartilage,
alors que le VEGF induit I’expression de certaines métalloprotéinases (MMP-1 et MMP-13) qui
exacerbent la dégradation du cartilage. En paralléle, leur activité de synthése des composantes de
la matrice extracellulaire, comme le collagéne de type II et I’aggrécane, est plutdt réduite [21].

Des études ont montré que les protéines sous forme mature BMP-7, normalement
produites par les chondrocytes en conditions anaboliques et qui ont pour fonction de stimuler la
synthése de la matrice extracellulaire, se retrouvent réduite en conditions pathologique. Cette

protéine se retrouve effectivement sous une forme mature et active (BMP-7) et sous une forme
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inactive Pro-BMP-7. Ces études ont montré que la forme active est régulée a la baisse lorsque la
forme inactive est a la hausse durant ’OA [31]. Ceci démontre que les chondrocytes contribuent
majoritairement dans la pathologie de ’OA et que la dégradation du tissu est due a la production
excessive des protéinases par les cellules en réponse aux stimuli inflammatoires. Ce déséquilibre
est généralement provoqué par un stress mécanique ou par un stress inflammatoire altérant
progressivement la matrice extracellulaire du cartilage; elle conduit a la dégradation du cartilage
articulaire.

La dégradation du cartilage se caractérise par I’apparition de la fibrillation a la surface du
cartilage articulaire puisque les fibrilles de collagénes sont endommagées. Ensuite, une perte des
protéoglycanes se manifeste en incluant les décorines, le biglycane et 1’aggrécane et ce, allant de
la matrice superficielle jusqu’en profondeur du cartilage [28]. Durant I’OA, il y a une forte
dénaturation du collagéne II. Elle est due a une forte expression de la collagénase, I’enzyme
responsable de la dégradation du collagéne II. En premier, la surface articulaire perd son contenu
en collagéne II. Cette perte se manifeste ensuite progressivement dans la zone mitoyenne du
cartilage pour finalement affecter la zone profonde [38]. Des études réalisées par Sddamainen et al,
et Hu et al, ont montré que des souris déficientes du gene responsable du Coll II et Coll IX

développent spontanément I’OA [39], [40].

Les chondrocytes ne sont pas les seuls a participer a la dégradation du cartilage. Les
produits de dégradation du cartilage se retrouvent dans la cavité synoviale et entrent en contact
avec la membrane synoviale. Cette membrane réagit a ces fragments causés par la dégradation en
produisant des médiateurs inflammatoires, des collagénases et d’autres enzymes hydrolytiques

qui se retrouvent dans le liquide synovial. Une infiltration des cellules inflammatoires se produit
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par la suite. Ainsi, I’inflammation synoviale s’installe et participe a 1’exacerbation de la
dégradation du cartilage [41]. Durant la progression de I’OA, le cartilage disparait graduellement
jusqu’a I’apparition de 1’0os sous-chondral. Dans les cas extrémes, les excroissances osseuses
prennent place et forment des ostéophytes calcifiés. Aux stades finaux de la pathologie, on
constate un affaiblissement des structures supportant ’articulation causé par la perte de la
trophicité musculaire, une calcification et une fibrillation des ménisques, ainsi que certaines

modifications des ligaments croisés [26].

1.2 Facteurs impliqués dans la pathogénése de ’arthrose

Comme mentionné précédemment, 1’équilibre entre le catabolisme et 1’anabolisme est
rompu en faveur du catabolisme par les facteurs impliqués dans la pathogénese de 1’arthrose.
Lors de I’OA, les chondrocytes et les synoviocytes produisent des médiateurs cataboliques ainsi

que des médiateurs inflammatoires qui sont impliqués dans la résorption du cartilage [42].

1.2.1 Les médiateurs cataboliques intervenant dans la dégradation du cartilage

1.2.1.1 Protéases : les métalloprotéases (MM Ps)

Il existe différents types de protéases fortement impliqués dans le développement de
I’OA. La dégradation de la matrice extracellulaire se produit a cause de quatre classes d’enzymes
protéolytiques, incluant les protéases a cystéine et a sérine, et les métalloprotéinases [25]. Or,
durant la pathologie, les métalloprotéinases semblent jouer un rdle prédominant dans la
dégradation de la matrice extracellulaire. Parmi la famille des métalloprotéinases, il y a
également les stromélysine (MMP-3, MMP-10 et MMP-11) qui dégrade les protéoglycanes de la
matrice extracellulaire, et jouent aussi un role important dans la pathogénése de I’OA. Les

métalloprotéinases comportent deux familles: les collagénases et les aggrécanases. Les
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collagénases (MMPs) dégradent la matrice extracellulaire et leurs produits de dégradation se
retrouvent au niveau du cartilage articulaire et du liquide synovial [21]. Il existe 27 différents
types de MMPs, ayant chacun des propriétés particuliéres. Toutefois, seulement quatre types de
MMPs sont comptés parmi les plus classiques : MMP-1, MMP-8, MMP-13 et MMP-14.
a) La MMP-1 (collagénase 1) est plutdt retrouvée chez un moins grand nombre de
patients et possede une affinit¢ pour le collagéne nouvellement synthétisé [28],
spécifiquement le Coll III [25]. Cette collagénase est produite par les cellules

synoviales [25].

b) La MMP-13 (collagénase-3) est I’enzyme la plus active et joue un rdle crucial dans la
pathogénese de I’OA [28]. Elle posséde une spécificité autant pour le collagene II que
pour I’aggrécane [25]. Une étude chez la souris a montré que la surexpression de la
MMP-13 accélere le développement de I’OA [43]. En revanche, la délétion du geéne
de la MMP-13 confere la résistance et la protection contre le développement de ’OA
[44]. Ces résultats indiquent le réle fonctionnel de la MMP-13 dans I’OA.

L’activité des MMPs est régulée par des activateurs physiologiques comme la cathepsine

B ainsi que des inhibiteurs tissulaires des MMPs (TIMPs) [29]. Il est vrai que, par des
expériences in vivo et en culture, on peut quantifier la réduction de la dégradation du collageéne
en inhibant les MMPs. Toutefois, I’inhibition des MMPs par les TIMPs comprend plusieurs
complications altérant la fonctionnalité de la cellule, comme 1’augmentation de la croissance
cellulaire et I’invasion, la diminution de I’angiogenese et 1’augmentation de I’apoptose. Outre les
TIMPs, on développe actuellement des molécules de petite taille destinées a inhiber 1’effet

protéolytique des enzymes actifs des MMPs en bloquant 1’activation des proenzymes. Parmi ces

20



molécules, on retrouve les composés peptidomimétiques qui possédent un groupement
fonctionnel ayant la capacité de chélater I’atome de zinc dans le site actif de la protéine. D’autre
part, il s’avére que des inhibiteurs, comme les composés non-peptidomimétiques, sont
développés pour bloquer les MMPs; ils possedent une meilleure biodisponibilité et une meilleure
pharmacocinétique.

Il existe également les tétracyclines ayant la capacité de chélater le zinc pour bloquer
I’activité enzymatique, pour prévenir 1’activation protéolytique des proMMPs ainsi que pour
limiter 1’expression des génes codant des MMPs. Le doxycycline hyclate est une des
tétracyclines acceptées en clinique. Par contre, son administration est limitée aux maladies
parodontales.

Les MMPs peuvent également é&tre inhibés par les glucocorticoides en bloquant
I’expression des geénes codant des MMPs. Or, les promoteurs des MMPs posseédent une similarité
dans leur structure. Ceci peut entrainer un manque de spécificité par ces inhibiteurs envers les
MMPs. Cependant, dans le but d’inhiber les MMPs, [’administration chronique des
corticostéroides entraine 1’apparition de plusieurs effets secondaires. Il n’existe peu ou pas
d’inhibiteurs des MMPs ayant des effets cliniques positifs malgré tous les efforts déployés pour
créer des inhibiteurs des MMPs efficaces qui permettraient de bloquer 1’action destructive du
cartilage durant ’OA [25] et ce, a cause du manque de spécificité des inhibiteurs, parce que les
métalloprotéinases possedent tous des sites actifs qui se ressemblent structurellement. Ceci rend

difficile de concevoir un inhibiteur assez spécifique pour une MMP en particulier.
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1.2.1.2 Protéases : les ADAMTs

La deuxieme famille des MMPs comprend les aggrécanases (ADAMTS). Elles
correspondent a des métalloprotéinases ayant des motifs de thrombospondine [45] et sont
responsables de la dégradation des protéoglycanes retrouvés dans le liquide synovial d’une
articulation arthrosique. Plusieurs ADAMTS ont été¢ étudiés et ce sont les ADAMTS-4
(aggrécanase-1) et ADAMTS-5 (aggrécanase-2) qui sont les plus impliqués dans la dégradation
de I’aggrécane durant la pathogénese de I’OA [46]. L’ADAMTS-5 est I’aggrécanase le plus
retrouvé dans le cartilage des souris. Par ailleurs, leurs activités sont augmentées par la présence
des cytokines pro-inflammatoires, comme I’IL-1 [47]. Des études ont montré que les deux
aggrécanases sont retrouvés majoritairement dans le cartilage articulaire suivant la stimulation
des chondrocytes par I’IL-1 et le TNF-a. Toutefois, seul TADAMTS-5 a été détecté¢ dans les
échantillons de cartilage témoin; "ADAMTS-4 en ¢était absent. Ces résultats démontrent
I’expression constitutive de ’ADAMTS-5 dans le cartilage articulaire [48]. D’autres études
effectuées par Bondeson et al. ont permis de montrer le role important de I’ADAMTS-5 dans la
perte de I’aggrécane et dans la destruction du cartilage articulaire en utilisant des modeles de
souris déficientes du gene de ’ADAMTS-4 et ayant subi une chirurgie par déstabilisation qui
induit I’OA. Les résultats montrent qu’il n’y a aucun effet protecteur chez ces souris
comparativement aux souris sauvages [45]. On retrouve cependant, chez les souris déficientes de
I’ADAMTS-5, les effets protecteurs contre la destruction du cartilage et le développement de
I’OA [47].

Comme les collagénases, les aggrécanases sont une importante cible thérapeutique. Il

s’avere que le TIMP-3 est un inhibiteur potentiel des ADAMTS-4 et ADAMTS-5. 11 a ét¢ montré
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que I’augmentation des niveaux de TIMP-3 dans le cartilage méne a des effets bénéfiques et

proteége le cartilage contre la dégradation [23].

1.2.2 Les médiateurs inflammatoires intervenant dans la dégradation du

cartilage

1.2.2.1 Cytokines : Interleukine-1f et TNF-a.

Certaines cytokines pro-inflammatoires sont fortement impliquées dans la progression de
I’OA. Les cytokines jouant un réle majeur dans la destruction du cartilage articulaire sont I’'IL-1f3
et le TNF-a [29]. Au cours de I’arthrose, la destruction du cartilage induite par les protéases
activées mene au relachement de fragments de la matrice extracellulaire dans le liquide synovial.
Ces fragments activent les synoviocytes, ce qui augmente leur expression en cytokines pro-
inflammatoires IL-1, TNF-a, IL-17 et IL-18 qui diffusent dans le liquide synovial et passent a
travers le cartilage afin d’exacerber sa dégradation [49]. En revanche, il se produit une
diminution de la production de cytokines anti-inflammatoires qui stimulent la synthése de la
matrice extracellulaire, comme I’'IGF-1, TGF-1, TGF-B2 et TGF-B3, les facteurs de croissances
des fibroblastes FGFs 2, FGFs 4, FGFs 8, et les BMPs [31]. L’IL-1 et le TNF-a sont les
cytokines les plus générées par les chondrocytes des patients atteints de ’OA [28]. Plus
précisément, les niveaux d’IL-1B et du TNF-a sont trés €élevés dans la membrane et le liquide
synoviaux du cartilage ainsi que dans I’os sous-chondral des patients [50].

Ces cytokines ont la capacité¢ de stimuler I’expression des métalloprotéinases comme la
matrilysine (MMP-7) qui dégrade les protéoglycanes de la MEC ainsi que les MMP-1, MMP-3,
MMP-9 et MMP-13 [25]. Elles sont ¢galement impliquées dans 1’inhibition de la synthése des

inhibiteurs des métalloprotéinases. Elles inhibent la synthése du collagéne et des protéoglycanes
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matricielles en augmentant 1’activité de ces métalloprotéinases [37],[47]. Plus précisément, I’IL-
1B atténue 1’expression du collagene II et de I’aggrécane, alors que le TNF-a réduit la synthese
de la protéoglycane, des protéines de jonctions et du collagéne II dans les chondrocytes [50].

L’IL-1PB et le TNF-a stimulent leur propre production et induisent les chondrocytes et les
cellules de la membrane synoviales a produire d’autres cytokines comme I’'IL-8, I'IL-6 et le
facteur inhibiteur de leucocytes (LIF) [51]. De plus, ces deux cytokines induisent la synthése de
I’enzyme responsable de la production de 1’acide nitrique (iNOS), ainsi que celle de la COX-2 et
de la prostaglandine E synthase-1 microsomale (mPGES-1) [52], et favorisant la production du
facteur nucléaire (NF-xf) [29].

Par ailleurs, certaines ¢tudes montrent I’implication de la cytokine pro-inflammatoire IL-1a dans
la pathogénese de I’OA par I’induction des aggrécanases ADAMTS-4 et ADAMTS-5 dans les
explants de cartilage de souris [46].

D’autre part, le liquide synovial des patients atteints d’OA peut également contenir un
nombre ¢levé des cytokines anti-inflammatoires, incluant I’IL-4, I’IL-10 et I’IL-13. Leurs
mécanismes d’action consistent a diminuer la production de I’'IL1f3, du TNF-a et des MMPs [51].
Elles régulent a la hausse le récepteur antagoniste de I’IL-1 (IL-1Ra) qui est en compétition avec
les deux récepteurs de 1I’IL-1 soit I’'IL-1R1 et I’IL-1R 2, bloquant ainsi leur interaction avec I’IL-
1B et I'IL-1a et régulant a la baisse leur activité pro-inflammatoire [52]. En plus de leur actions
anti-inflammatoires, ces cytokines augmentent la production de I’inhibiteur tissulaire des MMP-

1 (TIMP-1) et inhibent la production de la prostaglandine E2 (PGE2) [51].
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1.2.2.2 Radicaux libres : I’oxyde nitrique (NO)

Comme mentionné précédemment, les cytokines pro-inflammatoires IL-1B et TNF-a
induisent la production des especes réactives de I’oxygene (ROS). Ces derniéres provoquent des
processus biologiques durant I’OA en contribuant principalement a la dégradation du cartilage
articulaire. Les ROS, incluant NO et I’anion superoxide (O>" ), générent le peroxyde
d’hydrogene, le peroxynitrite (ONOO-) et les radicaux hydroxyles qui, a leur tour, parviennent a
dégrader le cartilage au cours de I’OA [50/. Le radical libre inorganique (NO) semble étre un
facteur potentiel agissant sur le catabolisme du cartilage durant la pathologie de I’OA et peut
induire la mort des chondrocytes par apoptose [53/. Il a ét¢ montré que les chondrocytes actifs
produisent plus de NO que les autres cellules du corps [54/, et que ceux des patients atteints
d’OA produisent une grande quantit¢ de NO comparativement aux chondrocytes en conditions
physiologiques [49]. Etant donné que le cartilage arthrosique produit une grande quantité de NO,
des niveaux ¢€levés de nitrite/nitrate ont été retrouvés dans les sérums ainsi que dans le liquide
synovial des patients atteints d’OA. Ceci est expliqué par les grandes quantités de la forme
inductible de 1’oxyde nitrique synthase (iNOS), responsable de la production du NO /51].

Le NO est connu pour ses capacités cataboliques affectant le cartilage selon différents
mécanismes. Il est capable d’induire 1’apoptose des chondrocytes articulaires [55], et il est
compté parmi les cibles thérapeutiques puisque la réduction de sa production diminue les
symptomes ainsi que la progression de la maladie. Certaines études chez les chiens de mode¢les
arthrosique anterior cruciate ligament (ACL) ont effectivement démontré que I’administration
par voie orale des inhibiteurs d’iNOS réduit I’érosion du cartilage ainsi que le nombre de
chondrocytes qui meurent par apoptose [53]. D’autres études ont montré que, une fois stimulés
avec I’IL-1, le NO inhibe la production des facteurs de croissance (TGF-B1) des chondrocytes.

De plus, il posseéde des action antagoniste sur I’IGF-1, responsable de la stimulation de la
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synthése des protéoglycanes de la matrice comme 1’aggrécane [54]. D’autre part, il favorise
I’activité des MMP et réduit la synthése des récepteurs antagonistes de I’IL-1 (IL-1Ra) par les
chondrocytes. Ceci conduit a une augmentation de la dégradation du cartilage provoquée par les

niveaux ¢élevés de I’IL-1 provoqués par leurs propres récepteurs IL-1R1 et IL-1RII [49].

1.2.2.3 Eicosanoides : Prostaglandine E (PGE2)

L’acide gras polyinsaturé de 20 atomes de carbone, connu sous le nom de I’acide
arachidonique (AA), peut étre relaché par la membrane phospholipidique sous 1’action de
I’enzyme phospholipases A2 (PLA2) et libérer des médiateurs lipidiques biologiquement actifs
que sont les eicosanoides. L’AA provient de I’acide linol¢ique, un acide gras oméga 6. Ces
acides gras ne sont pas synthétisés par la cellule et proviennent seulement de 1’alimentation. Ceci
fait que la biosynthése des eicosanoides dépend de la biodisponibilit¢ de I’AA [56]. Les
eicosanoides représentent un réseau complexe du corps humain et sont impliqués dans le
contrdle des processus physiologiques et pathophysiologiques. Ils interviennent notamment dans
I’intégrité gastro-intestinale, 1’homéostasie vasculaire, 1’agrégation plaquettaire et peuvent &tre
également impliqués dans les processus douloureux inflammatoires, auto-immuns et cancéreux
[57].

La production de ces médiateurs lipidiques se fait par une variété de cellules et par des
réponses a différents stimuli comme les cytokines, les facteurs de croissance et le traumatisme.
Ils sont subdivisés en 4 classes: les prostanoides (prostaglandines, prostacyclines et
thromboxanes), les leucotriénes, les hepoxilines et les lipoxines [57]. L’acide arachidonique AA
libéré de la membrane phospholipide par la Phospholipase A2 (PLA2) et métabolisé par trois

voies enzymatiques : cyclooxygénases, lipoxygénases et cytochrome P450. L’AA subit une
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réaction d’oxygénation par les cyclooxygénases (COX) pour former les prostaglandines (PGE2,
PGD?2 et PGF2), les prostacyclines PGI2 et les thromboxanes (TXA2 et TXB2). Il est é¢galement
métabolisé par une autre voie enzymatique, le cytochrome P450, qui forme [I’acide
hydroxyeicosatétraéonique (HETESs) et les acides époxy-eicosatréinoiques (EETs) [58]. La voie
des lipoxygénases, quant a elle, permet la biosynthése des leucotrienes (LTs) et des lipoxines,
composés impliqués dans la régulation des réponses cellulaires importantes générées lors de

I’inflammation et durant 1’allergie (voir figure 5).
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Figure 5 : La biosynthése des eicosanoides.
(Adapté de [59]).

Comme mentionné plus tot, la formation des prostaglandines, des prostacyclines et des
thromboxanes se produit, en premier, par une réaction d’oxygénation sous I’action de la COX,
ceci formant la PGG2. Cette derniere sera ensuite réduite par des enzymes de type peroxydase
afin de former la PGH2, un métabolite instable qui n’agit pas en tant que médiateur

inflammatoire. Ce dernier agit plutdt comme substrat pour des enzymes spécifiques,

27



responsables dans la formation des prostanoides plus stables incluant PGE2, PGD2, PGF2, PGI2
et TXA2. Leur synthese est faite par des enzymes de types synthases : PGE2, PGD2, PGF2,
PGI2 et TXA2 synthases (figure 6). En général, dans les tissus non inflammés, les
prostaglandines sont produites en moins grande quantité. Par contre, lors d’une réaction
inflammatoire, leur production augmente afin de recruter les leucocytes et les autres cellules du

systéme immunitaire [60].

Prostaglandin &
Phospholipases Thromboxane
Synthases )
Fatty Acid ——® Arachidonate —® PGG, ¥ PGH; ——» Prostaglandins

& TxA2

4

Cyclooxygenase Peroxidase

1 COX-1 ]
COX-2

Figure 6 : Biosynthése des eicosanoides : la voie des cyclooxygénases.
(Adapté de [61]).

La COX existe sous deux isoformes différentes : COX-1 et COX-2, ayant toutes les deux
une similarité dans leur structure, mais différentes dans leur expression. La COX-1 est exprimée
de maniere constitutive dans plusieurs tissus du rat, du chien et de ’humain, comme dans le foie,
les poumons, I’estomac. Son activité est responsable de la production des prostaglandines
cytoprotectrices. La COX-2, bien que sa séquence soit homologue a la COX-1, son expression
est plutdt induite par des stimuli extracellulaires et intracellulaires, dont par la présence du
lipopolysaccharide bactérien LPS, de I'IL-1, du Tumor Necrosis Factor (TNF), de 1I’Epidermal
Growth Factor (EGF), du Transforming Growth Factor Alpha (TGF-0), de I’interféron vy, de
I’acide rétinoique pour ne nommer que ceux-la. [61]. La COX-2 est responsable de

I’augmentation de la synthése des prostanoides pro-inflammatoires PGE2 et PGI2. De plus, il a
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été démontré que I’expression et la production de la COX-2 sont augmentées au niveau de la
membrane synoviale des patients atteints de ’OA [62].

La prostaglandine E synthase-1 microsomale (m-PGES-1) est I’enzyme clé impliquée
dans la biosynthése de la PGE2. Cette derniére joue un role essentiel dans la pathogenése de
I’arthrose. Sa synthese se fait par les chondrocytes, les synoviocytes et les macrophages. Elle est
retrouvée en abondance dans 1’articulation des patients atteints d’OA, surtout au niveau du
liquide synovial et du cartilage [63]. Elle joue un role pro-inflammatoire en exacerbant la
dégradation du cartilage puisqu’elle réduit la synthése du collagéne et des protéoglycanes de la
matrice extracellulaire. Elle augmente également la production des médiateurs inflammatoires et
cataboliques qui incluent les MMPs. De plus, le processus inflammatoire est amplifié parce que
la PGE2 augmente 1’expression de I'IL-1PB. L’implication de la PGE2 dans la pathologie a été
démontrée par certaines études qui ont trouvé qu’une réduction du niveau du PGE2 dans le
liquide synovial est associée a 1’inhibition de la production du NO et corrélée a la réduction de

I’activité des MMPs dans le cartilage [49].

1.3 La voie de lipoxygénases

La voie des lipoxygénases comporte trois enzymes péroxydantes lipidiques qu’on
retrouve dans le tissu humain, incluant les 5-LOXs, 12-LOXs et 12/15-LOXs. Leurs noms
correspondent a la position du carbone de I’AA qui subit I’oxygénation puisque ce sont des
enzymes qui ont la capacité¢ d’introduire un atome d’oxygene a une position précise au niveau
des acides gras polyinsaturés. Ces enzymes sont impliqués dans la biosynthése des leucotriénes
et des lipoxines (figure 7). Ces produits sont importants dans les réponses biologiques de

I’inflammation et dans les réactions d’hypersensibilité. La 5-LOX est une enzyme impliquée
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dans la régulation de 1’inflammation et intervient dans la biosynthése des leucotriénes [64]. Une
autre lipoxygénase humaine a été récemment clonée, la 15-LOX qui se retrouve sous deux
isoformes 15-LOX1 et 15-LOX2, et qui différent entre elles par leurs substrats ciblés et par le
type cellulaire dans lequel elles sont exprimées. Cette lipoxygénase produit mémes métabolites
que la 12/15-lipoxygénase, mais elle joue un réle physiologique différent [65]. La 15-LOX1 est
présente dans les réticulocytes, les €osinophiles et les macrophages. Elle convertit ’acide
linoléique en 13(S) acide hydroxyoctadecadiénoique (13-HODE) alors que la 15-LOX2 est
plutot exprimée dans les cellules de la prostate, les poumons et la cornée, et convertit I’acide
arachidonique au en 15(S) acide hydroxyeicosatétraénoique (15-HETE) [66].

Comme précis¢ précédemment, la 5-LOX est responsable de la biosynthése des
leucotriénes LTA4, LTB4, LTC4, LTD4 et LTE4. Ces métabolites sont considérés comme des
agents pro-inflammatoires potentiels, impliqués dans la physiopathologie de plusieurs maladies
inflammatoires et dans les réactions d’hypersensibilit¢ immédiate comme 1’asthme, le psoriasis
et I’arthrite rhumatoide [58]. D’une part, il a ét¢ démontré que le LTB4 a la capacité d’activer la
phagocytose, la chimiotaxie, 1’adhésion et 1’agrégation cellulaire. De plus, son activité s’avere
étre ¢levée dans le liquide synovial des patients atteints d’arthrose [51]. D’autre part, les LTC4,
LTD4 et LTE4 sont de nature vasoactive et ont la capacité de stimuler la bronchoconstriction

[58].
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1.3.1 La 12/15-lipoxygénase (12/15-LOX)

1.3.1.1 Expression et régulation

La lipoxygénase humaine des voies aériennes et des leucocytes, la 12/15-lipoxygénase,
differe de la 5-LOX et de la 12-LOX par la spécificité de la position de 1’oxygénation, par ses
propriétés enzymatiques et par les tissus dans lesquels elle est exprimée. Cette enzyme est
présente dans une multitude de cellules de mammiféres comme dans celles du lapin, du bovin, du
porc, de la souris et du rat. Dans I’articulation, la 12/15-LOX est exprimée au niveau des cellules
du cartilage [67], de la membrane synoviale [68] et de I’os [69]. Son expression est régulée par
des mécanismes spécifiques pour chaque tissu et par des modulateurs solubles d’inflammation.
En condition physiologique, I’expression tissulaire de la 12/15-LOX est spécifique aux cellules

épithéliales, aux €osinophiles, aux monocytes, aux macrophages et aux réticulocytes. Elle peut
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étre exprimée chez d’autres types cellulaires comme les cellules lisses musculaires, les cellules
endothéliales et les kératinocytes.

L’activité et I’expression de la 12/15-LOX sont associées a I’inflammation parce que
certains médiateurs inflammatoires régulent 1’activité de la 12/15-LOX en affectant son
expression protéique dans les monocytes, les macrophages et les cellules épithéliale des voies
aériennes. Ces médiateurs peuvent inclure I’interleukine-4 (IL-4) et I’interleurkine-13 (IL-13),
ainsi que I’angiotensine II qui conduit a des conditions physiopathologiques d’hypertension et

d’athérosclérose [65].

1.3.1.2 Localisation et structure

Les lipoxygénases présentent plusieurs activités catalytiques, bien qu’elles soient classées
comme des dioxygénases des chaines d’acide gras. L’évolution des enzymes lipoxygénases n’a
pas clairement été étudié¢e, mais leur détection a été effectuée chez plusieurs especes telles que
les plantes, les animaux, les organismes marins inférieurs et chez les microbes [70]. Or, des
recherches ont montré que les génes LOXs sont absents chez certaines bactéries dont les
Pseudomonas aeruginosa, Sorangium cellulosum, et la cyanobactérie Nostoc punctiforme [71].
Selon ces ¢études, 1’absence des génes LOXs dans ces bactéries est due a leur acquisition des
séquences d’eucaryotes. Il existe différentes isoformes de LOXSs et 1’existence de six genes LOX
fonctionnels a été¢ indiquée. Tous les génes LOX humains, incluant celui du 12/15-LOX et
excluant celui du 5-LOX, sont effectivement regroupés sur le bras court du chromosome 17. En
ce qui concerne le génome murin, il existe sept génes LOX fonctionnels retrouvés sur le

chromosome 11 (figure 8)
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Figure 8 : Localisation des genes 15-LOX, incluant la 12/15-LOX sur le chromosome 17.
(Adapté de [71]).

Les dioxygénases des chaines d’acide gras, les LOX, sont formées d’une seule chaine
polypeptidique de 75kDa. Dans leur structure, elles contiennent un fer non li¢ au souffre par
mole d’enzyme. Leur structure cristalline indique que la chaine polypeptidique est pliée sous
forme d’une structure contenant deux domaines. Le grand domaine catalytique C-terminal est
sous forme hélicoidale comprenant 550 acides aminés et contenant le site catalytique dans lequel
est enfoui le fer non li¢ au souffre. Le petit domaine N-terminal contient 110 acides aminés et est
compos¢ de deux feuillets f antiparall¢les contenant quatre brins. Les acides aminés regroupés
dans la structure 3D de la 12/15-LOX au fond de la poche de liaison au substrat sont les
suivants : [le418, Met419, Phe353, Leu589 et 11e593. Le volume de la poche de liaison au
substrat est déterminé par la géométrie des chaines latérales de ces acides aminés et le volume du

site actif est essentiel a la spécificité de la réaction des 12/15-LOX [71].

33



1.3.2 Le role des meétabolites de la 12/15-LOX

La 12/15-LOX est I’enzyme responsable de la production des lipoxines et des
hepoxilines. Ces métabolites se retrouvent en général dans le liquide synovial humain d’une
articulation. Les acides gras sont les substrats utilisés par cette enzyme afin de permettre la
catalyse des réactions d’oxygénations dont elle est responsable. Les premiers produits de la
12/15-LOX sont la 13S-HPODE et la 15S-HPETE qui sont réduits sous [’action du
phospholipide glutathion peroxydase (phGPx) en 13-HODEs et 15-HETEs, qui proviennent de
I’acide linoléique et de I’acide arachidonique respectivement [71].

Les produits de la 12/15-LOX, 15-HETE et 13-HODE possedent des effets
chondroprotecteurs et agissent comme des médiateurs anti-inflammatoires. Des études ont
montré qu’ils ont la capacité d’abaisser la production des métalloprotéinases MMP-1 et MMP-13
induite par I'IL-1B chez les chondrocytes humains en raison de leur interaction avec les
récepteurs nucléaires PPAR gamma [72]. Ces métabolites inhibent la production de certaines
interleukines pro-inflammatoires comme 1’'IL-8 et le TNF-a, cytokine impliquée dans Ila
destruction du cartilage au cours de ’OA [67]. Ils ont également un effet inhibiteur sur
I’expression de 1I’iNOS chez les macrophages [73]. Les études ont aussi démontré que la
synthése de certaines leucotriénes pro-inflammatoires comme la LTB4 et la LTCs peut étre
bloquée par la 13-HODE et la 15-HETE [65].

Les lipoxines LXA4 et LXB4 sont synthétisées par la 12/15-LOX et sont impliquées dans
I’arrét de la réponse inflammatoire [74]. Elles ont un effet inhibiteur sur la cytotoxicité des
cellules tueuses naturelles [75]. De plus, elles jouent un réle anti-inflammatoire en inhibant la
chimiotaxie, 1’adhésion, la migration cellulaire et la génération des molécules superoxydes [71].

Au niveau des fibroblastes de la membrane synoviale humaine, la LXA4 a la capacité de bloquer
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la production de I'IL-6, IL-8 et MMP-3 et d’augmenter la production des inhibiteurs des
métalloprotéinases tissulaires TIMP-1 et TIMP-2 [76]. Elle est également impliquée dans le

blocage de la synthése de la leucotriéne pro-inflammatoire LTC4[65].

1.3.3 Les propriétés anti-inflammatoires et protectrices de la 12/15-LOX

La 12/15-LOX possede un rodle protecteur contre diverses maladies inflammatoires et
dégénératives. Cela a ét¢ démontré par des études utilisant des modeles animaux transgéniques.
Une surexpression de la 15-LOX-1 dans un mode¢le animal de lapin transgénique a montré une
diminution de la réponse inflammatoire qui engendre une protection contre la perte de la masse
osseuse. La surexpression de la 15-LOX-1 engendre également une protection contre
I’inflammation induite dans le modéle de parodontite aigu€ [77]. D’autres ¢tudes ont démontré
que le modele animal d’athérosclérose dans lequel les monocytes et les macrophages
surexpriment le gene de la 12/15-LOX, présente peu de dépot des lipides dans la paroi des
vaisseaux, ce qui procure une protection contre I’athérosclérose [78]. Par ailleurs, des effets anti-
inflammatoires de la 15-LOX ont été démontrés a la suite de la transfection de rein de rat avec la
15-LOX par la suppression de I’inflammation et par la préservation de la fonction lors de
glomérulonéphrite expérimentale [79]. La délétion de la 12/15-LOX exacerbe Ia
néovascularisation inflammatoire par 1’augmentation de I’expression des médiateurs de
I’angiogenese inflammatoire VEGF-A et le récepteur de VEGF-3 (FLT4) [80]. D’autres études
ont montré¢ que la délétion de la 12/15-LOX provoque une encéphalomyélite allergique
expérimentale séveére dans un modele animal atteint de sclérose en plaque [81]. La 12/15-LOX
est exprimée dans plusieurs composantes de ’articulation du genou. Dans le cartilage, elle est

exprimée au niveau des chondrocytes [67]. De plus, elle se retrouve également au niveau de la
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membrane synoviale et ses métabolites sont exprimées dans le liquide synovial [68]. La 12/15-
LOX est aussi exprimée dans 1’0s[69]. Son expression dans les articulations du genou refléte son
implication dans la pathogenese de I’arthrose. Cependant, le role de la 12/15-LOX dans cette
pathogénése n’a pas été investigué, d’ou I’intérét d’explorer les propriétés anti-inflammatoires et

protectrices de la 12/15-LOX et ses métabolites dans cette présente étude.
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Article scientifique

Le développement accéléré de I’arthrose induite par le vieillissement et
I’arthrose induite par ’instabilité chez des souris déficientes en 12/15-
lipoxygénase.

Hypothése :
Le but de cette ¢étude est d’investiguer le role de 12/15-LOX dans la pathogenese de 'OA. La

délétion de 12/15-LOX exacerberait la progression de 1’arthrose induite par le vieillissement et
I’arthrose induite par instabilit¢ chez la souris. Cette aggravation serait associée a une
augmentation de I’expression des genes inflammatoires et cataboliques au niveau du cartilage.
But :

1-Etudier le role de la 12/15-lipoxygénase dans la pathogenése de I’OA et explorer ’effet de sa
délétion sur I'état du cartilage des souris et identifier les médiateurs cataboliques et
inflammatoires.

2-Connaitre les effets des métabolites de la 12/15-lipoxygenase sur les réponses inflammatoires
et cataboliques in vitro.

3-Définir quel métabolite de la 12/15-lipoxygénase est responsable des effets bénéfiques sur le

cartilage des souris in vivo.
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SUMMARY
Objective: 12/15-Lipoxygenase (12/15-LOX) catalyzes the generation of various anti-inflammatory

lipid mediators, and has been implicated in several inflammatory and degenerative diseases.
However, there is currently no evidence that 12/15-LOX has a role in osteoarthritis (OA). The aim of
this study was to investigate the role of 12/15-LOX in the pathogenesis of OA.

Methods: The development of aging-associated and destabilization of the medial meniscus (DMM)-
induced OA were compared in 12/15-LOX-deficient (12/15-LOX-/-) and wild-type (WT) mice. The

extent of cartilage damage was evaluated by histology. The expression of OA markers was evaluated

by immunohistochemistry and RT-PCR. Cartilage explants were stimulated with IL-1a in the

absence or presence of the 12/15-LOX metabolites, 15-HETE, 13- HODE or LXA4, and the levels of
MMP-13, NO and PGE2 were determined. The effect of LXA4 on the progression of OA was
evaluated in WT mice.

Results: The expression of 12/15-LOX in cartilage increased during the progression of DMM-
induced OA and with aging in WT mice. Cartilage degeneration was more severe in 12/15-LOX-/-
mice compared to WT mice in both models of OA, and this was associated with increased expression

of MMP-13, ADAMTSS, iNOS, and mPGES-1. Treatment of cartilage explants with 12/15-LOX

metabolites, suppressed IL-1a-induced production of MMP-13, NO and PGEz, with LXA4 being the

most potent. Intra-peritoneal injection of LXA4 reduced the severity of DMM-induced cartilage
degradation.

Conclusions: These data suggest an important role of 12/15-LOX in the pathogenesis of OA. They
also suggest that activation of this pathway may provide a novel strategy for prevention and
treatment of OA.

Key words
12/15-LOX; LXA4; Osteoarthritis; Cartilage
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Introduction

Osteoarthritis (OA) is the most common rheumatic disorder and a leading cause of long-
term disability!. The major pathologic changes of OA include increased expression of
inflammatory and catabolic mediators, progressive loss of articular cartilage, and subchondral
bone remodeling®. Multiple environmental factors, including aging, obesity, joint injury, and
occupation, as well as genetic factors have been linked to the pathogenesis of OA'; however, the
exact pathomechanisms underlying OA development are still poorly understood. To date, there is
no curative therapy for OA and the current treatments focus mainly on the symptoms rather than
on the underlying causes. Better understanding OA pathogenesis would be helpful in the
development of more effective strategies for OA prevention and treatment. Cartilage breakdown
is predominantly caused by two enzyme families: MMPs (matrix metalloproteinases) and
ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs, aggrecanases), the
main members being MMP-13, and ADAMTSS, respectively’. MMP-13 transgenic mice
develop spontaneous OA like cartilage damage*, whereas MMP-13 knock-out (KO) mice are
protected against OA cartilage damage’. Deletion of the ADAMTSS gene was shown to protect
against cartilage degradation in a joint instability model of OA®. Nitric oxide (NO) and
prostaglandin E2 (PGEy) also play important roles in the pathogenesis of OA by enhancing the
production of MMPs and pro-inflammatory mediators, and by suppressing the synthesis of
collagen and proteoglycans®. The production of NO in cartilage is catalyzed by inducible NO
synthases (iNOS), while microsomal PGE synthase-1 (mPGES-1) is the key enzyme in the
biosynthesis of PGE..

12/15-Lipoxygenase (12/15-LOX) belongs to a family of enzymes that can metabolize

unsaturated fatty acids to generate various anti-inflammatory mediators including 15
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hydroxyeicosatetraenoic acids (15-HETE), 13-hydroxyoctadecadienoic acid (13-HODE), and
lipoxins (LXs)’"19, 12/15-LOX and its human homolog 15-LOX, are expressed in most articular
tissues, including cartilage'!, synovium'?, and bone'? and its products are found in human
synovial fluids'?.

Several studies have demonstrated that 12/15-LOX products act as chondroprotective and
anti-inflammatory mediators. For example, we have shown that treatment with 15-HETE or 13-
HODE suppressed interleukin (IL)-1B-induced production of MMP-1 and MMP-13 in human
chondrocytes!'. 13-HODE and 15-HETE were also reported to suppress the expression of iNOS
in macrophages'*. Moreover, treatment with LXA4 inhibited the production of IL-6, IL- 8, and
MMP-3 while it enhanced the production of tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP)-1 and -
2 in human synovial fibroblasts'>.

Consistent with its anti-inflammatory effects in vitro, several studies have demonstrated a
protective role of 12/15-LOX in animal models of inflammatory diseases. For instance,
transgenic rabbits overexpressing 15-LOX-1 showed reduced inflammatory responses and were
protected from both bone loss and inflammation-induced tissue damage in a model of acute
periodontitis'®. On the other hand, genetic deletion of 12/15-LOX exacerbates atherosclerosis'”,
experimental allergic encephalomyelitis'®, and inflammatory neovascularization'®.

Nevertheless, the role of 12/15-LOX in the pathogenesis of OA has not yet been
investigated. In the present study, we explored the effect of 12/15-LOX deletion on the course of
aging-associated and instability-induced OA. In addition, we evaluated the direct effect of 12/15-
LOX metabolites on the expression of key inflammatory and catabolic mediators in cultured
cartilage explants. The effect of LXA4 on the progression of OA in wild type (WT) mice was

also investigated.
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Materials and methods
Mice

All animal experiments were approved by the Institutional Animal Protection Committee
of the University of Montreal Hospital Research Centre (CRCHUM). 12/15-LOX-/- mice and
wild type WT C57BL/6 mice were obtained from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME).
12/15-LOX-/- mice were generated as described previously?’. These mice were backcrossed onto
the C57BL/6 background for at least 11 generations.12/15-LOX-/- and WT mice used in these
experiments were generated by breeding heterozygous littermates, and genotypes were identified
by polymerase chain reaction (PCR) of tail biopsy DNA extract. Mice were maintained under
12-h light/dark cycle and were freely allowed access to food, water and activity before and after
surgery. The mice appeared healthy, had no alterations in spleen size, and showed normal
behavior throughout the study (maximum age of used mice was 9 months). For these studies, a

total of 264 (162WT and 102 12/15-LOX-/-) mice were used.

Aging-associated and instability-induced OA models

In the aging-associated OA model, 12/15-LOX-/- and WT mice were sacrificed at 3, 6
and 9 months of age. Knees were harvested and subjected to histological and
immunohistochemical analyses. The destabilization of the medial meniscus (DMM) was induced
in the right knee joints of 10-week-old male WT and 12/15-LOX-/- mice as described
previously?!. Briefly, animals were anesthetized and the right knee joint was destabilized by
transection of the anterior attachment of the medial meniscotibial ligament (MMTL). Mice were
sacrificed at 2, 4, and 8 weeks post-DMM surgery and the joints were evaluated for the
development of OA. Only male mice were used in vivo in this study because male mice develop
better features of the disease?’. None of the mice died during the experimental period.
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Histological analysis of cartilage

WT and 12/15-LOX-/- mice were euthanized at 3, 6, and 9 months of age (n = 6 per time
point per genotype) and at 2, 4 and 8 weeks post-DMM surgery (n = 8 per time point per
genotype) and the harvested knee joints were fixed in TissuFix (Chaptec, Montreal, QC),
decalcified in RDO Rapid Decalcifier (Apex Engineering, Plainfield, IL), and embedded in
paraffin. Coronal sections (5-mm) were obtained through the entire joint at 80 mm intervals and
stained with Safranin Oefast green (Sigma-Aldrich, Oakville, ON). Eight sections from each
mouse were graded by two scorers (LH and MB) blinded to the specimens in accordance with
the recommendations of the Osteoarthritis Research Society International (OARSI) guidelines®’.
The four quadrants (medial tibial plateau, medial femoral condyle, lateral tibial plateau, and
lateral femoral condyle) of the knee were assessed and the scores were added to obtain the
summed score.

Immunohistochemistry

Knee joints from 3- (n = 4 per genotype), and 6-month-old (n = 5 per genotype) mice and
from sham- (n =4 per genotype) and DMM-operated (n = 5 per genotype) mice at 2 weeks post-
surgery were fixed in TissuFix, decalcified in 10 % EDTA for 14 days at 4°C, and embedded in
paraffin. Immunohistochemical analysis was performed as previously described?*?. For further

details, see Supplementary Methods.

RNA extraction and real-time reverse transcription-polymerase chain reaction
Knee cartilage specimens from WT and 12/15-LOX-/- mice at the ages of 3 and 6 months
(n = 5 per time point per genotype), and from sham and DMM-operated mice (n =5 per time

point per genotype) at 2 weeks post-surgery were collected, and pooled together for the isolation
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of total RNA using the TRIzol® reagent (Invitrogen, Burlington, ON, Canada), according to the
manufacturer's instructions. RNA was reverse transcribed and amplified using the QuantiTect
Reverse Transcription PCR Kit (QIAGEN) on the Rotor Gene 3000 realtime PCR system
(Corbett Research, Mortlake, Australia) according to the manufacturer's protocol. Relative
messenger RNA (mRNA) expression was determined using the DDCT method and
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) as the housekeeping gene. Each PCR was

performed in triplicate from two independent experiments.

Culture of cartilage explants

Femoral heads from 3- to 4-week-old WT mice were placed in 24-well plates (6 femoral
heads (3 mice) per well) at 37°C in 500 ml of DMEM containing antibiotics and 10 % fetal calf
serum for 48 h before stimulation with interleukin-1a (IL-1a) in the absence or presence of the
12/15-LOX products 15-HETE, 13-HODE and LXA4 (Cayman Chemical). A detailed
description of isolation of culture of cartilage explants can be found in the Supplementary

Methods.

LXA4 administration

Ten-week-old WT mice were subjected to sham (n =14) or DMM (n =14) surgery.
Following surgery, DMM-operated mice were intraperitoneally injected with either LXA4 (5
mg/kg body weight; injection volume 0.2 ml) or vehicle control (PBS) (n =7 mice per group)
daily for 8 weeks. Sham animals also received LXA4 or vehicle control (n = 7 mice per group)

according to the same schedule as the DMM-operated animals. The injection site alternated daily
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between left and right sides of the abdomen. The mice were closely monitored during the study.

The LXA4 solution was freshly prepared every day before each injection.

Statistical analysis

Histological and immunohistochemical data were assessed using the Mann Whitney U
test (for comparison of two groups), or Kruskal-Wallis followed by Dunn's multiple comparisons
test (for comparison between more than two groups). Cohen d was calculated as a measure of
effect size. Values lower than 0.5 indicate a small effect, values between 0.5 and 0.8 show a
medium effect and values higher than 0.8 represent a large effect. Analysis of the release of
MMP-13, NO, and PGE> was performed using one-way ANOVA followed by Bonferroni's
multiple comparisons test. P-value < 0.05 was considered significant. All analyses were
performed using Prism 7.0 (GraphPad). Data are reported as the median with interquartile range

[IQR] or the mean + SD.
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Results

Up-regulation of 12/15-LOX expression in cartilage during the progression of DMM-
induced OA and aging

First, we examined the expression of 12/15-LOX protein in articular cartilage of WT
mice during the development of DMM induced OA at 2, 4 and 8 weeks post-surgery (n = 5 per
time point). Our results showed that 12/15-LOX was expressed in cartilage from sham-operated
mice and its level increased significantly at 2 weeks post-surgery. The expression level of 12/15-
LOX was further up-regulated at 4 weeks post-surgery, and slightly declined at 8 weeks [Fig.
1(A) and (C)]. We also examined the expression of 12/15-LOX in articular cartilage during
aging in WT mice (n = 5 per time point). As shown in Fig. 1(B), 12/15-LOX expression
increased with age. At 6 months of age, the levels of 12/15-LOX were ~2-fold higher compared
to cartilage from 3-month-old mice. The staining was further enhanced at 9 months of age and
remained elevated at 15 months [Fig. 1(B) and (D)].

Next, we performed real-time PCR analyses to determine whether the observed changes
in the protein levels were paralleled by changes in the mRNA levels. mRNA gene expression
was evaluated as percentage over control (sham-operated or 3-month-old mice) after
normalization to the internal control gene, GAPDH. Consistent with the changes in the protein
levels, 12/15-LOX mRNA increased during the progression of OA and tended to decrease at a
late stage of the disease in the DMM model [Fig. 1(E)] (n = 2 replicates, 5 joints per group). At 2
weeks post-surgery, the levels of 12/ 15-LOX mRNA in cartilage (Mean Ct value ~21.5) were
higher than in cartilage from sham-operated animals (Mean Ct value ~22.7). At 4 weeks post-
surgery, the expression level of 12/15-LOX mRNA was further up-regulated (Mean Ct value
~21.2) and slightly decreased at 8 weeks (Mean Ct value ~21.8) [Fig. 1(E)].
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The patterns of 12/15-LOX mRNA changes were similar to those of 12/15-LOX protein
changes during aging. The levels of 12/15-LOX mRNA in cartilage from 6-month-old mice
(Mean Ct value ~22.2) were higher compared to cartilage from 3-month-old mice (Mean Ct
value ~22.8), and remained increased at 15 months of age (Mean Ct value ~21.7) [Fig. 1(F)].
These findings suggest that the observed changes in 12/15-LOX expression might be involved in

the pathophysiology of OA.

Accelerated development of aging-associated and instability induced OA in 12/15-LOX

deficient mice

In order to determine the role of 12/15-LOX in the development of OA, we examined the
appearance and characteristics of the articular cartilage in the knee joint of 12/15-LOX-/- mice
and their WT littermates at 3, 6, and 9 months (n = 6 mice per genotype per time point). Knee
joints from WT mice showed healthy articular cartilage with little or no changes through 3-9
months [Fig. 2(A)]. 12/15-LOX-/- knee joints, in contrast, revealed a mild decrease in Safranin O
staining, surface irregularities, small fibrillations and vertical clefts at 6 months. These changes
were more pronounced at 9 months [Fig. 2(B)]. We also evaluated cartilage integrity using the
OARSI scoring systems. The results revealed that the summed scores for 12/15-LOX-/- mice and
their WT littermates were virtually similar at 3 months [Fig. 2(C)]. In contrast, the scores were
significantly increased in 12/15-LOX-/- mice compared to WT mice at 6 (Cohen's d = 2.35) and
9 (Cohen's d = 3.6) months [Fig. 2(C)], confirming increased cartilage damage in 12/15-LOX-/-
mice. These data suggest that 12/15-LOX deficiency accelerates the progression of spontaneous

aging-related cartilage degeneration.
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We next analyzed the development of DMM-induced OA changes in WT and 12/15-
LOX-/- mice (n = 8 mice per genotype per time point). Histology showed that DMM surgery
induced progressive cartilage damage in knee joints from both 12/15-LOX-/- mice and their WT
littermates; however, the damage was more accelerated and more exacerbated in 12/15-LOX-/-
joints at 2, 4 and 8 weeks post-surgery (Fig. 3). Quantification of OA severity by the OARSI
grading system confirmed that the progression of OA structural changes was accelerated in
12/15-LOX-/- mice compared with WT mice at each time point [Fig. 3(C)]. The effect size was
large at 2- (Cohen's d = 1.2), 4- (Cohen's d = 1.5), and 8- weeks (Cohen's d = 2.08) postsurgery.
Together, these data indicate that 12/15-LOX deletion exacerbates cartilage destruction in both

the spontaneous aging-associated and DMM-induced OA models.

Increased expression of catabolic and inflammatory mediators in 12/ 15-LOX-/- mice

To determine whether the acceleration of OA progression in 12/ 15-LOX-/- mice was due
to enhanced expression of cartilage- degrading enzymes, we analyzed the expression of
ADAMTSS and MMP-13 in the knee joints from 3- (n = 4 per genotype), and 6- month-old (n =
5 per genotype) mice and from sham- (n = 4 per genotype) and DMM-operated (n = 5 per
genotype) mice at 2 weeks post-surgery.

We selected these enzymes because they are the major catabolic enzymes associated with
pathological degradation of cartilage in OA*®. We found that the expression levels of
ADAMTSS and MMP- 13 were very low to undetectable in knee joints of both genotypes at 3
months and in WT mice at 6 months, but were significantly higher in the knee joints of 12/15-
LOX-/- mice at 6 months [Fig. 4(A)]. In the DMM model, the expression levels of ADAMTSS,

and MMP-13 were almost undetectable in sham-operated knees and increased at 2 weeks after
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DMM surgery [Fig. 5(A)]. It is noteworthy that the increased expression of ADAMTSS, and
MMP-13 was more pronounced in 12/15-LOX-/- mice [Fig. 5(A)].

Next we evaluated the appearance of the type II collagen and aggrecan breakdown
products C1,2C and VDIPEN. Cartilage of 6- month-old 12/15-LOX-/- mice exhibited greater
C1,2C and VDIPEN staining than those of age-matched control mice (Suppl Fig. 1). In the
DMM model, the staining for the C1,2C and VDIPEN epitopes was observed in cartilage from
both 12/15-LOX-/- and WT mice at 2 weeks post-DMM, but was greater in tissue from 12/ 15-
LOX-/- (Suppl Fig. 2). These data further suggest that 12/15-LOX deletion enhanced cartilage
ECM degradation.

We also analyzed the expression of the pro-inflammatory genes iNOS and mPGES-1.
Results showed that both genes were highly expressed in the knee joint of 12/15-LOX-/- mice
compared to WT mice at 6 months of age [Fig. 4(A) and (B)]. The expression levels of iNOS,
and mPGES-1were also enhanced in both genotypes at 2 weeks post-DMM surgery, with the
increase being significantly higher in 12/15-LOX-/- mice compared to WT mice [Fig. 5(A) and
(B)].

Consistent with the immunohistochemical data, real-time PCR analyses revealed a
significant increase in MMP-13, ADAMTSS5, iNOS and mPGES-1 mRNA in 12/15-LOX
deficient mice compared to WT control mice at 6 months of age (n = 2 replicates, 5 joints per
group) [Figs. 4(C) and 5(C)]. Mean Ct values in WT and 12/15-LOX-/- mice were 24.1 and 22.4
for ADAMTSS, 20.6 and 18.9 for MMP-13, 25.1 and 23.6 for iNOS, and 21.5 and 19.8 for
mPGES-1, respectively. In the DMM model, the levels of ADAMTS, MMP-13, iNOS and
mPGES-1 mRNA were also more elevated in 12/15-LOX-/- mice compared to their WT

littermates at 2 weeks post-surgery [Fig. 5(C)]. Mean Ct values in WT and 12/15-LOX-/- mice
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were 21.7 and 20.8 for ADAMTSS, 17.5 and 16.9 for MMP-13, 23.2 and 21.8 for iNOS, and
18.7 and 18.1 for mPGES-1, respectively. These results demonstrate that the deletion of the
12/15-LOX gene leads to increased expression of MMP-13, ADAMTSS, iNOS and mPGES-1,

which may contribute to the observed exacerbation of cartilage degeneration.

12/15-LOX metabolites inhibited IL-10-induced inflammatory and catabolic responses in

cartilage explants

To further characterize the protective effects of 12/15-LOX, we evaluated the impact of
12/15-LOX derived products on inflammatory and catabolic responses in cultured cartilage
explants from WT mice (n = 3 replicates, 3 mice (6 femoral heads) per group). Explants were
stimulated with IL-1a in the absence or presence of 13-HODE, 15-HETE and LXA4 and the
levels of MMP-13, PGE,, and NO in conditioned media were determined. As shown in Fig. 6,
the levels of MMP-13, PGE; and NO were reduced in the presence of 13-HODE, 15-HETE and
LXA4. It is noteworthy that LXA4 was the most potent inhibitor of MMP-13, PGE,, and NO
production. Together these data suggest that 12/15-LOX and its metabolites are important
regulators of inflammatory and catabolic responses in cartilage, with LXA4 being the most

potent.

The 12/15-LOX product LXA4 reduced the severity of DMM-induced cartilage

degradation

In view of the effect of LXA4 on catabolic and inflammatory responses in vitro, we
hypothesized that LXA4 may have protective effects in vivo. To test this hypothesis, we

examined the effect of LXA4 on OA development in WT mice subjected to sham or DMM
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surgery (n = 7 in each group). One day post-surgery, mice were intraperitoneally injected with
PBS (control) or LXA4 (5 mg/kg body weight/day; injection volume 0.2 ml) daily for 8 weeks.
Treatment with LXA4, but not with PBS (control) decreased the severity of OA like changes,
most notably proteoglycan depletion, fibrillations, and cartilage loss (Fig. 7). There were no
structural changes in the knees of sham-operated mice treated with PBS or LXA4 (Fig. 7).
OARSI histopathology grading confirmed a significant decrease, with a large size effect
(Cohen's d=1.38), in the severity of OA-like changes in LXA4 treated mice compared with PBS-

treated mice (Fig. 7). These results suggest that LXA4 attenuated the progression of OA in vivo.

Discussion

In the present study, we showed that 12/15-LOX is up-regulated in OA and aged
cartilage. 12/15-LOX deletion accelerated the development of both instability-induced and
spontaneous aging associated OA, with concomitant increases in the expression of MMP-13,
ADAMTSS, iNOS and mPGES-1. Treatment of cartilage explants with 12/15-LOX products
suppressed key inflammatory and catabolic responses, with LXA4 being the most potent.
Furthermore, we demonstrated that intraperitoneal injection of LXA4 attenuated the severity of
DMM-induced cartilage degradation in WT mice. These data suggest that the induction of the
12/15- LOX pathway could be an attractive new strategy for the treatment of OA

We first showed that 12/15-LOX expression increased during the development of DMM-
induced OA and with aging in WT mice. The expression of 12/15-LOX decreased in the late
phase of the surgical model of OA, and remained elevated at advanced ages in the aging model.
One possible explanation is that 16 months represents an early stage of aging-associated OA, and

long term analysis may be needed in the future to define the expression level of 12/15-LOX in
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more advanced stages of aging-associated OA. These data suggest that the observed changes in
12/15-LOX expression could be, at least partially, implicated in the pathophysiology of OA.

Next, we investigated the role of 12/15-LOX deficiency in the development of both
aging-associated spontaneous and DMM induced OA. We found that 12/15-LOX deletion
exacerbated cartilage degradation in both the aging-associated and DMM-induced models.
Immunohistochemical and real-time RT-PCR analyses revealed that the levels of key catabolic
(MMP-13 and ADAMTSS) and pro-inflammatory (iNOS and mPGES-1) mediators were
significantly higher in the knee joint of 12/15-LOX-/- mice compared to WT mice at 6 months.
In the DMM model, the expression of the four genes was elevated in cartilage of both 12/15-
LOX-/- and WT mice at 2 weeks after DMM surgery, with the increased expression being more
pronounced in knee joints of 12/ 15-LOX-/- mice compared to WT mice. Together these data
suggest that 12/15-LOX deletion contributes to the up-regulation of MMP-13, ADAMTS, iNOS
and mPGES-1 and possibly other catabolic and inflammatory genes, which in turn mediate the
exacerbation of cartilage degeneration.

Our studies with ex vivo cartilage explants revealed that treatment with LXA4, 15-HETE
and 13-HODE, the main 12/15-LOX metabolites, down-regulated the production of MMP-13,
NO and PGE», known for their prominent roles in the development and progression of OA. It is
noteworthy that LXA4 was the most potent inhibitor. The protective effect of LXA4 was further
confirmed in vivo. Intraperitoneal administration of LXA4 in WT mice reduced the progression
of DMM-induced cartilage damage. These in vivo findings, together with our ex vivo analysis
showing that LXA4 prevents the release of MMP-13, NO and PGE; suggest that inhibition of the
production of these mediators is likely the mechanism by which LXA4 prevents cartilage

degradation.
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This is consistent with several previous studies showing that 12/15-LOX products are
protective in vivo in animal models of inflammatory degenerative diseases. For example,
administration of LXA4 and 15-HETE was reported to attenuate zymosan?® and carrageenan-
induced?’ arthritis, respectively. In addition, treatment with an LXA4 receptor agonist reduced
the severity of murine collagen-induced arthritis®®. Accordingly, deletion of the ALX/FPR2
exacerbated disease severity in a serum-induced model of arthritis?®. Additional support for a
protective role of LXA4 comes from the observation that mice transgenic for the human LXA4
receptor displayed reduced acute inflammatory and innate responses upon challenge®?. These
studies, together with our findings showing that 12/15-LOX deficiency aggravates OA features
and that 12/15-LOX products prevented inflammatory and catabolic responses in cultured
explants, suggest that diminished levels of 12/ 15-LOX metabolites in the joint may contribute to
the observed exacerbation of OA in 12/15-LOX deficient mice. Therefore, enhancing the levels
of 12/15-LOX metabolites may constitute a novel strategy for prevention and treatment of OA.
One potential avenue for consideration is the inhibition of the mPGES-1 and 5-LOX pathways.
Dual inhibitors of mPGES-1/5-LOX block mPGES- 1- and 5-LOX-mediated formation of pro-
inflammatory eicosanoids PGE2 and LTB4, thereby shunting arachidonic acid toward formation
of 12/15-LOX metabolites. Interestingly, licofelone, a dual 5-LOX/COX inhibitor was more
protective than naproxen in preclinical animal studies®' and clinical human trials??.

This study has some limitations. First, our analyses were performed on relatively young
mice (8-10 week-olds in DMM surgery and up to 9 months for aging studies) that may not
recapitulate OA pathology in humans. Future studies investigating the effect of 12/15-LOX
deletion in aged mice would shed more light on the role of 12/15-LOX in the pathogenesis of

OA because OA is more prevalent among older adults. Second, we did not measure the levels of
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12/15-LOX metabolites in our models of OA. Previous studies have shown that the levels of
LXA4 in mice decreased with age®* and obesity**, two major risk factors for OA. Reduced levels
of LXA4 were also described in a model of lupus, a rheumatic disease®’, and in a model of
Alzheimer's disease, an aging-associated degenerative disease®. In addition, the synovial levels
of 13-HODE and 15-HETE were decreased in carrageenan-induced arthritis in dogs®¢. More
interestingly, the levels of LXA4 and 15-HETE were lower in human OA infrapatellar fat pads
compared to normal tissue’’. Subsequent studies are warranted to characterize the levels of
12/15-LOX metabolites in other animal models and in patients with OA. Third, although our data
suggests that 12/15-LOX metabolites may exert protective effects by reducing the expression of
MMP-13, iNOS and mPGES-1, the molecular mechanisms underlying these processes are not
completely elucidated. For example, we showed in a previous study that 15-HETE induces its
ant-inflammatory and chondroprotective effects in a PPARy-dependent pathway'!. Another study
found that 15-HETE exerts its effects preferentially via a PPARS-dependent pathway?®. Further
work will be required to define the exact molecular and cellular mechanisms by which 12/15-
LOX metabolites regulate inflammatory and catabolic responses.

In conclusion, the present study suggests that 12/15-LOX and its metabolites have
protective effects both in vitro and in vivo, and that activation of 12/15-LOX in the joint could be

an attractive new strategy for the treatment of OA.
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Figure legends
Figure 1. Expression of 12/15-LOX during the progression of DMM-induced OA and aging
in WT mice. Knee joint sections from sham- and DMM-operated mice at 2, 4 or 8 weeks post-
surgery (A) and from 3-, 6-, 9- and 15-month-old mice (B) (n = 5 in each group) were analyzed
by immunohistochemistry for 12/15-LOX as described in the Materials and Methods section.
Each image shown is one representative section selected from 20 sections of an experimental
group (4 sections from each knee joint and 5 knee joints in each experimental group). (C, D)
Percentage of chondrocytes expressing 12/15-LOX. Data are presented as median with
interquartile range (n = 5 per group). The P-values were calculated using the Kruskale-Wallis
test followed by Dunn's multiple comparisons test. (E, F) Expression of 12/15-LOX mRNA
during the progression of DMM-induced OA and aging. Results are expressed as -fold change,
considering 1 as the value of sham-operated (E) or 3-month-old (F) mice. Horizontal lines on the

graph represent the mean of 2 independent experiments, each involving 5 mice per group.

Figure 2. Deletion of 12/15-LOX accelerates cartilage erosion with age. Coronal sections of
whole knee joints from WT (A) and 12/15-LOX-/- (B) mice at ages 3 months, 6 months, and 9
months (n = 6 mice per group) were prepared and stained with Safranin O-fast green to assess
the integrity of articular cartilage. Each image shown is one representative section selected from
48 sections of an experimental group (8 sections from each knee joint and 6 knee joints in each
experimental group). The representative section was selected based on the average score from
each group. (Original magnification 40 in the upper panels (scale bars =500 mM); and 100 in
the lower panels (scale bars =200 mM)). (C) Summed histologic scores of knee cartilage from

WT mice (open symbols) and 12/15-LOX-/- mice (filled symbols) at ages 3, 6, and 9 months as
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determined using the OARSI scoring system. Data are presented as median with interquartile

range (n = 6 per group). P values were determined by Mann-Whitney U test.

Figure 3. Deficiency of 12/15-LOX exacerbates cartilage erosion after DMM surgery.

Ten-week-old WT mice (A) and 12/15-LOX-/- mice (B) (n = 8 mice per group) were subjected
to DMM surgery. Knee joint samples were harvested 2, 4, or 8 weeks post-surgery, prepared and
stained with Safranin Oefast green to assess the extent of articular cartilage degeneration. Each
image shown is one representative section selected from 64 sections of an experimental group (8
sections from each knee joint and 8 knee joints in each experimental group). The representative
section was selected based on the average score from each experimental group. (Original
magnification x 40 in the upper panels (scale bars = 500 mM); and 100 in the lower panels
(scale bars = 200 mM)). (C) Summed histologic scores of knee cartilage from WT (open
symbols) and 12/15-LOX-/- (filled symbols) mice at 2, 4, and 8 weeks after DMM surgery, as
determined using the OARSI scoring system. Data are presented as median with interquartile

range (n = 8 per group). P values were determined by ManneWhitney U test.

Figure 4. Expression of MMP-13, ADAMTSS, iNOS and mPGES-1 in the knee joints of
WT and 12/15-LOX-/- mice at 3 and 6 months old. Knee joint sections from 3-, (n = 4 mice
per genotype) and 6-month-old mice (n = 5 mice per genotype) were analyzed by
immunohistochemistry for MMP-13, ADAMTSS, iNOS and mPGES-1 (A) as described in the
Materials and Methods section. Each image shown is one representative section selected from
16-20 sections of an experimental group (4 sections from each knee joint and 4-5 knee joints in
each experimental group). (B) Percentage of chondrocytes expressing MMP-13, ADAMTSS,

INOS and mPGES-1 in WT (open symbols) and 12/15-LOX-/- (filled symbols) mice. Data are
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presented as median with IQR of each group. P values were determined by Mann-Whitney U
test. (C) Expression of MMP-13, ADAMTSS, iNOS and mPGES-1 mRNA in WT (open bars)
and 12/15-LOX-/- mice (solid bars) at 3 and 6 months of age. The results are expressed as fold
change considering 1 as the value of control (i.e., 3-month old WT mice). Horizontal lines on the

graph represent the mean of 2 independent experiments, each involving 5 mice per group.

Figure 5. Expression of MMP-13, ADAMTSS, iNOS and mPGES-1 in the knee joints of
12/15-LOX-/- mice at 2 weeks post-DMM surgery. Knee joint sections from sham- (n = 4 per
genotype) and DMM-operated (n = 5 per genotype) mice at 2 weeks post-surgery were analyzed
by immunohistochemistry for MMP-13, ADAMTSS, iNOS and mPGES-1 (A) as described in
the Materials and Methods section. Each image shown is one representative section selected
from 16-20 sections of an experimental group (4 sections from each knee joint and 4-5 knee
joints in each experimental group). (B) Percentage of chondrocytes expressing ADAMTSS,
MMP-13, iNOS and mPGES-1. Data are presented as median with IQR of each group. P values
were determined by Mann-Whitney U test. (C) Expression of ADAMTSS, MMP-13, iNOS and
mPGES-1 mRNA in WT (open bars) and 12/15-LOX-/- (solid bars) mice at 2 weeks post-sham
or -DMM surgery. The results are expressed as fold change considering 1 as the value of control
(i.e., sham-operated WT mice). Horizontal lines on the graph represent the mean of 2

independent experiments, each involving 5 mice per group.

Figure 6. 12/15-LOX metabolites prevent IL-lo-induced inflammatory and catabolic
responses in cultured cartilage explants. Femoral heads from 3- to 4-week-old WT mice were
cultured as explants (6 femoral heads (3 mice) per well) in 24-well plates and were stimulated

with 1 ng/ml IL-1a in the absence or presence of 13-HODE (5 mM), 15-HETE (5 mM) and
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LXA4 (0.5 mM) for 48 h. The activity of MMP-13 (Fluorescence 490, 520 nm) (A), and the
levels of NO (B) and PGE», (C) in conditioned media were determined. Data are expressed as the

mean £ SD of three independent experiments. *P < 0.05 compared with IL-1a-treated cartilage.

Figure 7. LXA4 attenuated DMM-induces cartilage destruction. Ten-week-old WT mice
were subjected to DMM (n = 14) or sham (n = 14) surgery. DMM-operated mice were
intraperitoneally injected with either vehicle control (PBS) or LXA4 (5 mg/kg/day) (n = 7 mice
per group) every day beginning 1 day after surgery, for 8 weeks. Sham operated mice also
received LXA4 or vehicle control (n = 7 mice per group). Knee joints were collected and
cartilage degradation was analyzed using Safranin O-fast green staining. (A) Representative
images are shown. The representative section was selected based on the average score from each
experimental group. (B) Summed histologic scores, as determined using the OARSI scoring
system. Data are presented as median with IQR for each group. P values were determined by

Mann-Whitney U test.
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Supplements figures legends:

Suppl figure 1: Expression of C1,2C and VDIPEN in the knee joints of WT and 12/15-
LOX-/- mice at 3 and 6 months old. Knee joint sections from 3-, (n = 4 mice per genotype) and
6-month-old mice (n = 5 mice per genotype) were analyzed by immunohistochemistry for C1,2C
and VDIPEN as described in the Materials and Methods section. Each image shown is one
representative section selected from 16-20 sections of an experimental group (4 sections from

each knee joint and 4-5 knee joints in each experimental group).

Suppl figure 2: Expression of C1,2C and VDIPEN in the knee joint of 12/15-LOX-/- mice at
2 weeks post-DMM surgery. Knee joint sections from sham- (n = 4 per genotype) and DMM-
operated (n = 5 genotype) mice at 2 weeks post-surgery were analyzed by immunohistochemistry
for C1,2C and VDIPEN as described in the Materials and Methods section. Each image shown is
one representative section from 16-20 sections of an experimental group (4 sections from each

knee joint and 4-5 knee in each experimental group).
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Figure 3 :
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Figure 5
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Figure 6 :
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Supplement Figure 1 :
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Supplement figure 2 :
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Discussion

L’arthrose est connue comme étant la maladie la plus répandue au Canada et dans le
monde. Elle se caractérise principalement par une dégradation du cartilage, 1’inflammation de la
membrane synoviale ainsi que le remodelage de 1’os sous-chondral. Plusieurs facteurs peuvent
initier ’arthrose et entrainent un déséquilibre dans le métabolisme via des mécanismes
moléculaires moins compris. Il se produit donc un déséquilibre entre I’activité catabolique et
anabolique qui conduit a une augmentation des facteurs procataboliques et pro-inflammatoires
aux dépens des facteurs anaboliques et anti-inflammatoires. Certains processus physiologiques et
pathophysilogiques, notamment les processus douloureux et inflammatoires sont controlés par
les eicosanoides, tels que les prostanoides (prostaglandines, prostacyclines et thromboxanes), les
leucotrienes, les hepoxillines et les lipoxines. Ces eicosanoides synthétisés par les
cyclooxygénases, par les lipoxygénases et par la voie du cytochrome P450, respectivement, sont
impliqués dans I’OA. En effet, des études ont montré que les prostaglandines, plus
spécifiquement la PGE; synthétisé par la PGE synthase, est impliquée dans 1I’inflammation et sa
présence permet la synthése des médiateurs inflammatoires et cataboliques qui entrailnement la
dégradation du cartilage. Par contre, des études de notre laboratoire ont montré que la délétion du
récepteur (DP1) de la prostaglandine PGD2 synthétisée par la L-PGDS, exacerbait la dégradation
du cartilage accompagnée par une augmentation des expressions des protéases telles que la
MMP-13 et ’ADAMTS-5 et des changements au niveau de 1’os sous-chondral, démontrant ainsi
I’effet anti-inflammatoire de la PGD; [82] D’autre part, les leucotriénes sont €galement
impliqués dans le sujet de I’inflammation, mais reste moins connues dans le sujet de I’OA.

D’ailleurs, c’est pourquoi le sujet de ce mémoire concerne la voie des lipoxygénases et plus
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spécifiquement la 12/15-LOX qui forme les leucotriénes, puisqu’il est également clair que la
biosynthése des médiateurs lipidiques peut représenter une cible thérapeutique pour 1’arthrose.

Dans cette étude, nous avons porté un intérét a la délétion du geéne de la 12/15-LOX afin
de mieux comprendre son effet sur 1’état du cartilage des souris et ainsi examiner la progression
de I’OA. Nous avons d’abord étudi¢ 1’expression de la 12/15-LOX durant la progression de I’OA
induite par une instabilité¢ suite a une microchirurgie par déstabilisation du ménisque médiale
(DMM) et celle associée au vieillissement chez les souris WT.

L’augmentation de I’expression de la 12/15-LOX dans le cartilage au cours de I’arthrose
associée au vieillissement et induite par la DMM

Dans le but d’investiguer I’implication de la 12/15-LOX dans la physiopathologie de
I’arthrose, nous avons d’abord étudi¢ son expression dans le cartilage. Les résultats de cette
premicre étude ont montré qu’il y a une augmentation significative de 1’expression de la 12/15-
LOX dans le cartilage des genous de souris WT durant 1’arthrose associée a I’age et induite par
la DMM. Les analyses par immunohistochimie montrent qu’il y a une différence dans
I’expression de la protéine dans le modele chirurgical de 1’arthrose et celui associé au
vieillissement. Le pourcentage des cellules marquées positivement pour la 12/15-LOX tend a
augmenter chez les souris n’ayant pas ¢té¢ opérées (SHAM) et agées de 2 et 4 semaines post
chirurgie. Par contre, le pourcentage diminue chez les souris agées de 8 semaines post chirurgie.
De l’autre coté, les chondrocytes des cartilages des jeunes souris agées de 3, 6 et 9 mois
expriment la méme proportion de 12/15-LOX que celles des vieilles souris agées de 15 mois.
Ceci dit que le pourcentage des cellules marquées pour la 12/15-LOX est demeuré ¢élevé au cours
du vieillissement des souris. Une investigation de 1’expression de la 12/15-LOX dans le cartilage
des souris plus agées que 15 mois sera un atout puisque cet age représente un stade précoce de

I’arthrose. Cette premicre étude a pour but d’analyser 1’expression de la 12/15-LOX et a donc
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permis de démontrer son implication dans la pathophysiologie de I’OA. En effet, la présence du
gene de la 12/15-LOX chez les souris WT implique également la présence de ses métabolites
anti-inflammatoires (15-HETE, 13-HODE et LXA4), puisque le géne est exprimé dans la cellule.
Nous pouvons voir que I’expression de cette enzyme et ses métabolites offre une certaine
protection pour le cartilage des souris agées et opérées. Une étude a montré que 1’expression de
la 15-LOX chez le lapin améliorait I’inflammation et le dommage tissulaire [83]. En effet, le
cartilage des souris WT dans le modé¢le associé a I’age et dans le modele chirurgical semble étre
en bonne condition et ne présente pas de dégradation. Ceci illustre son implication dans la
pathogéneése de I’OA. Dans cette premicre ¢étude, nous avons démontré que la protéine est
exprimée dans le cartilage. Cependant, I’effet protecteur de la 12/15-LOX et ses métabolites
pourrait étre confirmé avec des souris déficientes pour le gene. La déficience du géne entrainera
une diminution dans D’expression des médiateurs protecteurs de la 12/15-LOX et une
augmentation de I’inflammation.

L’accélération du développement de I’arthrose associée au vieillissement et induite par

instabilité chez les souris déficientes pour la 12/15-LOX

L’¢étude de I’expression de la 12/15-LOX dans le cartilage des souris WT a permis de
démontrer une association entre I’OA et sa diminution. Ceci suggére alors I’investigation du role
de la 12/15-LOX durant le développement de I’arthrose. En effet, la 12/15-LOX posseéde un role
important dans I’OA puisque la déficience de ce gene exacerbe la dégradation du cartilage et
conduit donc a D’accélération du développement de I’arthrose. L’apparence du cartilage
articulaire des souris déficientes pour le geéne de la 12/15-LOX dans les deux mode¢les utilisé€s
correspondant au vieillissement et a I’instabilité a été¢ examinée en histologie par une coloration a

la Safranine-O. Celle-ci permet d’analyser la dégradation du cartilage ainsi que d’évaluer
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I’intégrit¢ du cartilage en utilisant le systtme d’OARSI. Les résultats obtenus montrent en
premier temps que le cartilage articulaire des souris WT agées de 3 mois, 6 mois et 9 mois est
intact et en bonne condition, puisqu’il ne présente aucune perte de la Safranine-O. Par contre, le
cartilage articulaire des souris déficientes pour la 12/15-LOX agées de 6 mois représente une
perte des protéoglycanes retrouvées dans la matrice extracellulaire reflétée par la perte de la
Safranine-O. Cette perte est également accompagnée par certaines fibrillations ainsi qu’une
surface irréguliere du cartilage. De plus, la dégradation du cartilage est plus prononcée chez les
souris plus agées de 9 mois. Chez les souris ayant une arthrose induite par déstabilisation du
ménisque médiale, la dégradation du cartilage des souris déficientes pour la 12/15-LOX est plus
prononcée a 2, 4 et 8 semaines suivant la DMM comparativement aux souris WT. Bref, ces
résultats montrent que la déficience en ce géne permet 1’exacerbation de la dégradation du
cartilage articulaire dans les deux mode¢les de souris d’arthrose associée a I’age et a 1’instabilité
induite par la DMM.

L’augmentation de I’expression des médiateurs cataboliques et inflammatoires ainsi que les

produits de dégradation de la MEC chez les souris déficientes pour la 12/15-LOX

Des travaux récents de notre laboratoire ont démontré une régulation négative exprimeée
par une diminution de I’expression des métalloprotéases MMP-1 et MMP-13 qui était induite par
le role chondroprotectif des 15-LOX-1 et 15-LOX2 (homologues humains de la 12/15-LOX)
[67]. Etant donné que la dégradation du cartilage est causée par deux principales familles
d’enzymes, soit MMPs et ADAMTS [30], I'investigation de 1’expression des médiateurs
cataboliques MMP13 et ADAMTSs-5 a été effectuée afin de déterminer si I’accélération de la
progression de I’OA chez les souris déficientes pour la 12/15-LOX est causée par I’augmentation

de leur production. Les résultats de I’immunohistochimie montrent que ces deux enzymes sont
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faiblement exprimées par les chondrocytes du cartilage des jeunes souris WT de 3M et 6M. Or,
leur expression augmente dans le cartilage des souris déficientes pour la 12/15-LOX agées de
6M. De I’autre coté, dans le modele chirurgicale, I’expression de ces protéines est nulle dans le
cartilage des souris n’ayant pas été opérées. Par contre, une augmentation significative de leur
expression par les chondrocytes des cartilages des souris WT et déficientes pour la 12/15-LOX
survient 2 semaines suivant la DMM. Il faut noter que le pourcentage des cellules marquées pour
I’ADAMTS-5 et MMP13 est plus ¢élevé chez les souris déficientes en 12/15-LOX. Les
médiateurs inflammatoires sont également impliqués dans la pathogénése de 1’arthrose puisqu’ils
augmentent 1’expression des MMPs qui a leurs tours diminuent la synthése du collagene et les
protéoglycanes de la matrice extracellulaire et conduit alors a une dégradation du cartilage [30].

Les genes pro-inflammatoires analysés sont de I'iNOS et de mPGES-1 qui catalysent
respectivement la biosynthése des deux médiateurs proinflammatories NO et PGE2 dans le
cartilage. Les résultats de I’immunohistochimie montrent une augmentation du pourcentage des
cellules marquées pour iNOS et mPGES-1 dans le cartilage des souris 12/15-LOX -/- agées de 6
mois comparativement aux souris WT agées de 3M. De mé€me, dans le modele de la DMM, il y a
une augmentation de 1’expression de ces deux médiateurs cataboliques par les chondrocytes du
cartilage des souris 12/15-LOX -/- dgées de deux semaines apres la chirurgie comparativement
aux souris WT. De plus, les résultats obtenus par les analyses de PCR en temps réel, ont montré
que dans le modele de I’OA, la délétion de la 12/5-LOX est associée a une augmentation
significative en ARNm pour MMP13, ADAMTSS, iNOS et m-PGES-1 chez les souris agées de
6M et de deux semaines suivant la chirurgie plutdt que chez les souris WT. Ces résultats nous

ont permis de conclure que la délétion du geéne de la 12/15-LOX induit a 1’augmentation de
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I’expression de MMP-13, ADAMTSS, iNOS et mPGES-1, qui a leurs tours contribuent a la
dégradation du cartilage.

En effet, aucune fibrillation n’est observée au niveau du cartilage des souris agées de 3M
WT et déficientes pour la 12/15-LOX. Par contre, chez celles agées seulement de 6M et
déficientes pour la 12/15-LOX, le cartilage présente des chondrocytes marquées de fagon
significative pour ’ADAMTSS, MMP13, iNOS et mPGES-1. De plus, leurs cartilages montrent
des légeres fissures qui sont également présentes dans le cartilage des souris WT, sans aucun
marquage pour ces protéines. Ceci peut étre expliqué par le fait que 1’age contribue au
développement de I’OA [37]. Par contre, il est clair que le cartilage est plus abimé chez les souris
déficientes pour la 12/15-LOX et agées de 6M chez lesquelles les chondrocytes sont marquées
pour ces protéines. Cette dégradation du cartilage plus importante s’explique alors par la délétion
du geéne de la 12/15-LOX ainsi que par vieillissement.

Les résultats précédents ont montré qu’il y a une augmentation de I’expression des
médiateurs cataboliques MMP-13 et ’ADAMTS-5 par les chondrocytes, et ce au niveau du
cartilage des souris déficientes pour la 12/15-LOX comparativement aux souris WT dans nos
deux modéles. Etant donné que les MMP et les aggrécanases sont des enzymes impliquées dans
la dégradation du cartilage au niveau de [’articulation [84], nous avons tenté¢ d’analyser les
produits de dégradation des composantes majeurs de la matrice extracellulaire, soit le collagene
et ’aggrécane. Il est connu que les chondrocytes articulaires expriment les collagénases MMP-1,
8, 13 et 14 qui font partie de la famille des métalloprotéinases. Elles sont impliquées dans le
clivage spécifique du triple hélicoidal du collagene type I et II en C-terminal. Ainsi cette
dégradation du collagéne est considérée comme étant un processus important dans la

dégénération du cartilage durant ’OA [85]. De plus, il a démontré in vivo que le collagéne type
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Il dans le cartilage articulaire est clivé par les MMP-13 en deux fragments de longueurs
différentes % et 4. Les néoépitopes qui se retrouvent sur les fragments générés par les MMPs
sont reconnues par des anticorps dirigés contre ces biomarqueurs de dégradation du collagene
type I et II (C1,2C). Ceci veut donc dire que le C1,2C reconnait le collagene type I et type II et il
est considéré comme le néoépitope du clivage en position C-Terminal sur le fragment % du
collagéne généré par les MMP-13 [86],[87]. De plus, les molécules d’aggrécanes qui se
retrouvent dans la matrice extracellulaire sont également clivées par les MMPs et les
aggércanases et leurs produits de dégradation sont des néoépitopdes en N-Terminal de VDIPEN
et le NITEGE respectivement [23]. Ces néopépitopes d’aggrécanes sont considérés comme étant
des marqueurs sensibles et spécifiques d’une pathologie articulaire précoce [88]. Nous avons
montré qu’il y a une augmentation de I’expression de CI1, 2C et VDIPEN par le cartilage des
souris 12/15-LOX (-/-) agées de 6 mois comparativement aux cartilages des souris WT et celles
agées de 3 mois considérées comme des contrdles. Dans le modele de la DMM, les cellules
positivement marquées pour I’épitope C1,2C et VDIPEN sont retrouvées en plus grande
proportion au niveau du cartilage des souris WT et 12/15-LOX(-/-) de 2 semaines post-chirurgie.
Or, le marquage est plus prononcé chez les souris déficientes pour la 12/15-LOX. Ces résultats
démontrent que la délétion du gene de la 12/15-LOX est impliquée dans 1’augmentation de la
dégénération de la matrice extracellulaire. Selon la littérature, le marquage pour les fragments
d’aggrécane, VDIPEN et NITEGE, se retrouve spécifiquement dans la région superficielle du
tissu montrant des fibrillations au niveau du cartilage. De plus, le marquage se retrouve plutot au
niveau de la surface des chondrocytes articulaires, mais également dans la matrice pericellulaire
[88]. Nos résultats concordent bien avec la littérature puisqu’a la figure 2 en supplément, le

cartilage des souris 12/15-LOX (-/-) présente des légeres fibrillations et les chondrocytes qui s’y
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trouvent expriment plus de VDIPEN comparativement au cartilage des souris WT et ainsi de
manicre pericellulaire. De plus, le fait que les chondrocytes dans le cartilage des souris du
modele de la DMM expriment en plus grande portion le C1,2C peut étre un résultat représentatif
puisque la DMM que les souris ont subite est une provocation de I’arthrose. D’ailleurs, certaines
études ont démontré in vitro qu’il y a un niveau €levé de C1,2C produits pas les collagénases
dans les explants des cartilages arthrosiques [87]. Dans le mod¢le des souris associé au
vieillissement, les chondrocytes du cartilage des souris agées de 6 mois seulement présentent un
marquage a I’épitope CI1, 2C plus fort que chez les souris plus jeunes agées de 3 mois. Le
marquage devrait également étre plus fort chez les souris plus agées. Nos résultats de
I’immunohistochimie suivent les résultats dans la littérature, puisqu’il a ét¢ démontré que des
hauts niveaux des épitopes générés par les MMPs se retrouvent dans des extraits de cartilages
articulaires humains arthrosiques et ceci augmente ¢galement avec 1’age [85].

L’effet inhibiteur des métabolites de la 12/15-LOX des réponses inflammatoires et

cataboliques induites par I’IL-a dans des explants de cartilage.

La 12/15-LOX s’avere jouer un rdole important dans la pathogénese de 1’arthrose, puisque
sa délétion conduit a la dégénération du cartilage ainsi qu’une augmentation de 1’expression des
genes cataboliques et inflammatoires. Or, la 12/15-LOX produit des métaboliques qui s’averent
avoir des effets protecteurs. En effet, des études récentes de notre laboratoire ont montré que les
métabolites (13-HODE et 15-HETE) de 15-LOX1 et 15-LOX2 (homologues humains de la
12/15-LOX) possedent des effets anti-inflammatoires en atténuent 1’expression des MMP-1 et
MMP-13 induites par I’'IL-1p [67]. Ceci nous a conduit a explorer I’effet de ces métabolites ainsi
que I’effet de la lipoxine A4 (LXA4) sur les réponses cataboliques et inflammatoires induites par

I’IL-1a dans les explants de cartilage. En effet, selon plusieurs études, la LXA4 est reconnue
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pour ses propriétés anti-inflammatoires. Elle présente un role anti-inflammatoire contre les
médiateurs lipidiques pro-inflammatoires dans les articulations enflammées des patients qui
souffrent d’arthrite [68]. De plus, elle joue également un role important dans d’autres maladies
telles que le psoriasis. En effet, elle posséde des effets protecteurs en diminuant el niveaux des
cytokines inflammatoires in vivo [89]. Le traitement des explants de cartilage de souris WT avec
I’'IL-1 a en présence et en absence des métabolites de la 12/15-LOX (15-HETE, 13-HODE et
LXA4) a montré un changement dans la réponse inflammatoire et catabolique, étant donné qu’il
est connu que I’IL-1 augmente la synthése du PGE2 par stimulation de I’activité du géne de la
mPGES-1 et régule a la hausse la production du NO par iNOS [90]. Les résultats ont montré
qu’en absence des trois métabolites de la 12/15-LOX, les réponses basales inflammatoires et
cataboliques sont maximales, illustrant la réponse normale des cellules en présence de I’IL-1a.
Cependant, il y a une diminution importante des quantités de PGE>, NO et MMP13 induites par
I’IL-1a lors des traitements des explants de cartilage avec les trois métabolites de la 12/15-LOX.
Les résultats ont également montré que les réponses cataboliques et inflammatoires ont été
diminuées de facon plus marquée lors du traitement avec la LXA4. Ces résultats suggerent donc
que la LXA4 possede le meilleur effet inhibiteur des réponses cataboliques et inflammatoires. 11
est possible que DI’effet inhibiteur des métabolites de la 12/15-LOX et la diminution de la
production des MMP-13 passe par la voie de PPARy-dépendent. En effet, le schéma représentatif
de cette voie illustré par des travaux récents de notre laboratoire montre que I’interaction de la
cytokine pro-inflammatoire IL-1 avec son récepteur active la voie de signalisation MAP kinase
ainsi que les facteurs de transcription qui activent I’expression des genes de MMP-1 et MMP-13.
Ces métalloprotéines conduisent a leur tour a la dégradation du cartilage. Cependant, les

enzymes de 15-LOX convertissent 1’acide arachidonique et 1’acide linoléique en métabolites 15-
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HETE et 13-HODE qui a leurs tours activent PPARY. L’activité des facteurs de transcription AP-
1, NF-xB et PEA3 est diminuée par le PPARY activé, ce qui conduit a I’inhibition de I’expression
des genes qui codent pour les MMP-1 et MMP-13. Voici le schéma représentant 1’effet inhibiteur
des métabolites de la 15-LOX sur I’expression des métalloprotéases MMP-1 et MMP-13 (figure
9).

Cartilage degradation
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Figure 9 : Schéma montrant I’effet suppresseur des métabolites 15-HETE et13-HODE de
la 12/15-LOX via ’activation de la voie de PPARY sur ’expression des métalloprotéases.

Schéma tiré de Chabane et al, [67].

Nos résultats démontrent que la déficience du geéne de la 12/15-LOX aggrave la
progression de 1’arthrose et que ses principaux métabolites proteégent des réponses cataboliques
et inflammatoires. Ceci nous conduit a conclure que la diminution des niveaux des métabolites
de la 12/15-LOX dans I’articulation contribue grandement au développement de 1’arthrose. Notre
hypothése suggere que 1’augmentation des niveaux des métabolites de la 12/15-LOX peut

représenter une nouvelle stratégie thérapeutique et préventive pour I’arthrose.
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L’effet protecteur de la LXA4 sur la dégradation du cartilage des souris de modele DMM.

Les expériences précédentes in vitro ont montré que la LXA4 correspond a I’inhibiteur le
plus efficace puisqu’elle diminue les réponses inflammatoires et cataboliques de fagon plus
prononcée comparativement aux deux autres métabolites. Notre hypotheése a été¢ que la LXA4 a
des effets protecteurs in vivo. D’ailleurs, des études ont montré que la LXA4 bloque les signaux
proinflammatoires et contribue dans des certains mécanismes cellulaires tels que I’apoptose et la
phagocytose des neutrophiles. De plus, selon la méme étude, une augmentation de 1’expression
des cytokines proinflammatoire et un dommage tissulaire a €t¢ montré suite a une diminution des
niveaux de LXA4 [83]. En effet, les souris ayant recus des injections péritonéales de LXA4
présentent un cartilage plutdt réparé avec moins de perte de la Safranine-O illustrée par la perte
de protéoglycane ainsi que de fibrillation comparativement aux souris opérées traitées avec le
PBS. De ’autre coté, le cartilage des souris non opérées traitées au PBS et a LXA4 n’ont montré
aucun changement au niveau de la perte de la Safranine-O et la présence des fibrillations. Ceci
nous permet de conclure que la LXA4 représente un métabolite important de la 12/15-LOX qui a

la capacité d’atténuer la progression de I’OA en réparant le cartilage des souris in vivo.
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Conclusion et perspectives

Il est clair que le géne de la 12/15-LOX est impliqué dans la pathogénese de 1’OA,
puisque sa délétion a entrainé plusieurs complications qui conduisent toutes a 1’exacerbation de
la dégradation du cartilage des genoux des souris. Cette étude a permis d’étudier le rdle de la
12/15-LOX chez le modé¢le de la souris. Cependant, certaines limitations ont été retrouvées et
représentent des ¢léments a améliorer dans les études subséquentes afin d’arriver a des
conclusions plus significatives. En premier, les analyses ont été effectuées sur des jeunes souris
qui subissaient la microchirurgie par déstabilisation du ménisque a I’age de 10 semaines et sur
celles agées de 9 mois. Or, ces ages ne sont pas complétement représentatifs de 1’arthrose chez
’humain, puisqu’elle est reconnue comme étant une maladie associée a I’age. A cet effet, il sera
essentiel d’étudier I’effet de la délétion du gene de la 12/15-LOX sur de modéeles de souris
d’ages plus avancés. Les résultats ont montré que les métabolites de la 12/15-LOX ont des effets
protecteurs inflammatoires en diminuant les réponses inflammatoires et cataboliques chez les
explants de cartilage de souris. Les prochaines études devraient étre effectuées au niveau de
cartilages arthrosiques et non arthrosiques de patients afin de pouvoir comparer les effets des
métabolites de la 12/15-LOX au niveau des cartilages de souris versus humain. Or, cette partie
pourrait présenter quelques difficultés, puisqu’il n’est pas facile de récolter le cartilage non
arthrosique, car celui-ci provient des personnes décédées. Les récentes études de notre
laboratoire ont montré que 15-HETE et 13-HODE induisent leurs effets anti-inflammatoires et
cataboliques via la voie de PPARYy. Néanmoins, il sera essentiel d’étudier plus en détail le mode
d’action des métabolites de la 12/15-LOX, puisqu’ils peuvent induire leurs effets via d’autres
voies dans la cellule telle que la voie de PPAROS. De plus, les effets chondroprotecteurs du

métabolite LXA4 ont été prouvés suite aux injections intrapéritonéales chez la souris. Ce
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métabolite pourrait également étre administré de fagon orale afin de vérifier s’il pourrait
éventuellement représenter une nouvelle stratégie de traitement pour 1’arthrose. Les expériences
futures peuvent, aussi inclure I’injection locale de LXA4 dans le genou des souris. Par contre,
cette voie d’administration pourrait €tre problématique puisqu’elle pourrait tre accompagnée par
de I’inflammation suite a 1’injection locale. Finalement, 1’utilisation des autres mod¢les animaux
tels que le chien, le rat et le cochon d’inde sera importante afin de pouvoir comparer 1’effet de la
délétion de la 12/15-LOX et le role de ses métabolites chez la souris et chez les autres modeles

animaux.
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