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RESUME

Lors de I"arthrose, plusicurs changements structuraux et biochimiques surviennent au
niveau de la composante collagénique du cartilage. L’endothéline (ET-1) agit sur la
régulation de la MMP-1 et la MMP-13, deux enzymes clés dans la dégradation du
collagene de type 1. Dans ce travail, nous avons caractérisé le mécanisme d’action de
'ET-1 sur ces deux métalloprotéases et sur I’oxyde nitrique.

Les chondrocytes arthrosiques humains ont été cultivés en présence ou en absence
d’ET-1, d’inhibiteurs de protéine kinase et de la guanylate cyclase. Les MMP-1, MMP-
13, et le NO ont été quantifiés par ELISA et par la réaction de Griess. L’INOS, les
MAP kinases et I' Akt ont été détectés par Western Blot.

Nous avons démontré que I’ET-1 induit la production de la MMP-1 et MMP-13, le
relaichement du NO et I’expression d’iNOS. L’inhibiteur de la guanylate cyclase a
provoque une suppression de la production basale et induite par ET-1 des MMP-1, —13
et du NO. L’inhibiteur de la p38 MAP kinase, quant a lui, a supprimé seulement la
production induite par I'ET-1 de ces deux MMP. De la méme maniére, la production
du NO induite par I’ET-1 a été supprimée partiellement par P'inhibiteur de la p38
kinase et supprimée complétement par I’inhibiteur de la PKA.

Dans les chondrocytes OA, I’ET-1 contrdle la production de la MMP-1, de la MMP-13
et le relachement du NO suite 4 ’induction d’iNOS. L’ET-1 et le NO pourraient donc
constituer des cibles thérapeutiques dans le traitement qui vise & bloquer les altérations

structurales du cartilage.

Mots clés : ET-1, arthrose, oxyde nitrique, métalloprotéases, voies de signalisation,

apoptose



SUMMARY

Scveral structural and biochemical changes involving the collagenous component of the
cartilage matrix occur during osteoarthritis. We previously demonstrated that
cndothelin-1 acts on the regulation of MMP-1 and MMP-13, which are two key
enzymes in the degradation of the collagen type II. In this work, we investigated the
mechanism by which ET-1 induces the production of these two MMPs and of NO.
Human OA chondrocytes were cultured in the presence or in the absence of ET-1 and
of inhibitors of protein kinases or inhibitor of soluble guanylate cyclase. MMP-1,
MMP-13 and NO levels were measured by ELISA and Griess reaction, respectively.
Additionally, iNOS and activated forms of MAP kinases and serine threonine kinase
Akt were determined by Western blot.

We have demonstrated that ET-1 greatly increased MMP-1 and MMP-13 production,
NO release and iINOS expression. Inhibitor of guanylate cyclase decreased the
production of both MMPs below basal levels, whereas the inhibitor of p38 kinase
suppressed ET-1 stimulated production only. Similarly, the ET-I-induced NO
production was partially suppressed by the p38 kinase inhibitor and completely
suppressed by the PKA kinase inhibitor and basal production was suppressed by
guanylate cyclase inhibitor.

In human OA chondrocytes, ET-1 controls the production of MMP-1 and MMP-13.
ET-1 also induces NO release via iNOS induction. Thus, ET-1 and NO should become
important target molecules for future therapies aimed at stopping cartilage destruction.

Key words: ET-1, osteoarthritis, nitric oxyde, metalloproteases, signaling pathways,

apoptosis
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CHAPITRE I : INTRODUCTION



L’arthrose est une affection articulaire chronique, dégénérative et non inflammatoire
des articulations. Elle se caractérisc anatomiquement par l'altération destructive des
cartilages et par des remaniements osseux causés par la production d'ostéophytes et de
chondrophytes. Cliniquement, elle se manifeste principalement par des douleurs et des
déformations. Les chondrocytes articulaires jouent un rdle actif dans le développement
de la maladie puisqu’ils assurent I’homéostasie du cartilage en maintenant I’équilibre
entre I’anabolisme et le catabolisme. L’arthrose, une des maladies chroniques les plus
fréquentes, est le résultat de I'incapacité des chondrocytes a maintenir I’équilibre
homéostatique entre la synthése et la dégradation de la matrice extracellulaire.
Plusieurs facteurs sont impliqués dans le dysfonctionnement métabolique de I’arthrose
tels que les métalloprotéases, les cytokines pro-inflammatoires, I’oxyde nitrique,
’apoptose. Qutre ces facteurs, nous avons identifié récemment I’endotheline-1, un
peptide de 21 acides aminés, qui pourrait Jouer un rdle important dans la
physiopathologie de I’arthrose (Roy-Beaudry et al., 2003).

Notre laboratoire a démontré que I’'ET-1, synthétisée entre autre par les chondrocytes, a
des propriétés cataboliques dans le cartilage articulaire. Lors de I’arthrose, une
surproduction de I’ET-1 est observée surtout dans les zones superficielles du cartilage
arthrosique. Les travaux de Roy-Beaudry et al. (2003) ont montré que ET-1 agit sur la
régulation de la collagenase-1 (MMP-1) et de la collagenase-3 (MMP-13). En présence
d’ET-1, une fragmentation accrue du collagéne de type II a été observée. Celle-ci
pourrait provenir de I’hyperexpression des collagénases MMP-1 et MMP-13.

Les deux collagénases MMP-1 et MMP13 font partie de la famille de métalloprotéases

(enzymes protéolytiques dépendantes du zinc) qui est constituée de plusieurs sous-



groupes: collagénases, gélatinases, stromélysines, MMP de typc membranaire ¢t autres
MMP. Dans I’ensemble, toutes ses enzymes ont la capacité de remodeler la matrice
extracellulaire, chacune ayant un rdle spécifique. Les collagénases MMP-1 et MMP-13
ont la propriété de cliver le collagéne de type II (générent des néoépitopes) et jouent
ainsi un role actif dans la progression de I’arthrose humaine.

L’oxyde nitrique, un autre facteur impliqué dans I’arthrose, induit la synthése et
Pactivation des MMP et par la suite, la dégradation de la matrice extracellulaire. Une
accumulation de NO peut étre associée a ’apoptose. Dans des modeles d’arthrose
expérimentaux de chien, I'inhibition sélective d’iNOS protége la progression des
lésions de I’articulation arthrosique, réduit la présence des ostéophytes et

I'inflammation synoviale (Pelletier et al., 1998).

Dans cette étude, notre objectif a été de caractériser le mécanisme d’action de ET-1
dans I’induction de la production des MMP-1, MMP-13 et du NO, en analysant les
voies de signalisation empruntées par I'ET-1 pour contréler la production de ces

molécules.
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1. ENDOTHELINE ET L’ARTHROSE

L’arthrose ou ostéoarthrite est une arthropathie destructive et jusqu'a présent
irréversible des tissus de Iarticulation. Selon Santé Canada, I’arthrose touche environ
10% des canadiens adultes. Les principaux tissus affectés sont le cartilage, les lésions
du cartilage étant les plus précoces et les plus graves, la membrane synoviale et 1’0s
sous-chondral. Ces Iésions commencent généralement dans la région ou les contraintes
mécaniques sont les plus fortes (Ryckewaert A., 1987). Le cartilage se fibrille et les
fissures suivent le plan des fibres de collageénes parallelement 4 la surface de I’os puis
perpendiculairement a elle. La fissuration du cartilage fait suite a la fibrillation Jjusqu’a
mettre a nu I’os sous-chondral. Pendant que le cartilage dégéneére, I’0s sous-chondral
s’hypertrophie et des ostéophytes apparaissent (Martel-Pelletier et al., 2000). Une
inflammation synoviale secondaire s’ajoute souvent a ces lésions chondro-osseuses

(Ryckewaert A., 1987).

L.1. Endothéline-1 — généralités

L’endothéline-1 (ET-1) est un peptide de 21 acides aminés avec un poids moléculaire
de 2,49 kDa. Initialement, I’ET-1 a été mise en évidence dans le milieu de culture de
cellules endothéliales de I’aorte (Yanagisawa et al., 1988). De nombreux articles sur
PET-1 ont été publiés ces derniéres années montrant ainsi I’intérét d’étudier cette
molécule. Plusieurs travaux ont montré la présence de I’ET-1 dans divers types

cellulaires : cellules rénales, cancéreuses, hépatiques, épithéliales, endométriales,



ovariennes, trachéales et aussi dans les fibroblastes, macrophages, myocytes
cardiaques, ostéoblastcs et récemment dans les synoviocytes et les chondrocytes.

Le produit initial du géne de I’ET-1 est prépro-ET-1, un peptide constitué de 212 acides
aminés. Prépro-ET-1 est transformé en pro-ET par la furine, une convertase de type
subtilisine (Blais et al., 2002). Puis, elle est clivée donnant un peptide de 38 acides
aminés appelé Big ET-1 (D’Orléans-Juste et al., 2003). La Big ET-1 est ensuite coupée
au niveau de la liaison tryptophane-valine formant ’ET-1. Le clivage est effectué
principalement par I’enzyme de conversion de I’endothéline (ECE) (Xu D. et al., 1994).
L’ECE a un réle physiologique trés important puisque I’ET-1 est beaucoup plus
vasoconstrictrice que la Big ET-1. I existe trois isoformes de I’ECE : PECE-1, PECE-
2 et PECE-3. L’ECE-1 posséde quatre isoenzymes : ECE-1a, 1b, Ic et 1d. (Ihling et al.,
2001). Toutes ces enzymes pourraient constituer une cible pharmacologique potentielle
dans les pathologies caractérisées par une hyperproduction d’ET-1.

Les ¢tudes sur le génome humain ont démontré 1’existence de deux autres isoformes
d’endothéline : I’endothéline-2 (ET-2) et I’endothéline-3 (ET-3) (Inoue et al., 1989). Le
géne de ’ET-2 est surtout exprimé dans le gros intestin tandis que le géne de I’ET-3
dans le cerveau, le rein, le placenta, le poumon et I’intestin (MacCumgaber et al.,
1989). Ces deux isoformes d’endothéline ont un réle méconnu et leur expression dans

les tissus articulaires n’a pas été démontrée.



Figure 1 - La synthése de I’endothéline-1
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1.2. Endothéline-1 dans les tissus articulaires

Dans les maladies articulaires, la concentration d’ET-1 est augmentée dans le liquide
synovial provenant d’articulations de patients atteints d’arthrite rhumatoide, d’arthrose
et de goutte (Miyasaka et al, 1992) comparée aux niveaux détectés chez les sujets
normaux. Dans la membrane synoviale humaine, I’ET-1 est produite par les
synoviocytes (Yoshida et al, 1998), suggérant [’implication de I’ET-1 dans
I’inflammation synoviale. Des taux augmentés d’ET-1 ont également été constatés dans
le sérum de patients atteints d’arthrite rhumatoide lorsque ceux-ci sont comparés aux
taux détectés dans le sérum de sujets normaux (Haq et al., 1999). Dans le cartilage
articulaire, I’ET-1 est synthétisée non seulement par les synoviocytes mais aussi par les
chondrocytes. Les travaux de Khatib et al., (1997b et 1998) montrent la synthése locale
de ’ET-1 par les chondrocytes articulaires de souris. Récemment, notre laboratoire a
démontré I’expression et la synthése de I’ET-1 in situ, dans le cartilage et la membrane
synoviale normaux et arthrosiques. Dans le cartilage articulaire humain, 'ET-1 a été
trouvee préférentiellement dans la zone superficielle, tandis que dans la membrane
synoviale, elle a été détectée au niveau de la couche bordante et des vaisseaux
sanguins. L’expression et la synthése de I’ET-1 ont été davantage retrouvées dans les
tissus arthritiques que dans les tissus normaux (Roy-Beaudry et al., 2003) ou elle
exerce des effets cataboliques de concert avec les cytokines pro-inflammatoires qui
sont les principaux agents qui induisent la synthese et I’activité des enzymes

collagénolytiques (Reboul et al., 1996).



L’ET-1 stimule aussi la production de fibronectine et de collagene dans les
synoviocyles (Gutierrez et al, 1996). L’ET-1 serait impliquée dans la modulation de la
prolifération cellulaire ainsi que dans la synthese des protéoglycanes et du collagéne
dans les chondrocytes de souris (Khatib et al, 1998). 1l est également connu que I’ET-1
inhibe la biosynthése des protéoglycanes dans les chondrocytes de souris agées (Khatib
et al., 2002). Dans les chondrocytes costaux de lapin, I’ET-1 augmente la synthése de
I’ADN et I'influx de Ca®* a travers la membrane cellulaire (Stoiljkovic et al., 1994).
Les effets de 'ET-1 sont médiés par ses récepteurs spécifiques, ETA et ETB. Les
chondrocytes articulaires expriment les deux récepteurs, avec une prédominance des
récepteurs de type ETA qui sont exprimés davantage chez les rats agés (Khatib et al,
1998), suggérant que le vieillissement des chondrocytes est associé a la surproduction
de ’ET-1 et du récepteur ETA.

Dans les chondrocytes, I’'ET-1 en se liant & ses récepteurs induit deux effets opposés
sur Iactivité mitotique des chondrocytes (Khatib et al, 1997a) et sur la synthése de
protéoglycanes et du collagéne (Khatib et al, 2002). En effet, ces résultats montrent que
I'ET-1 exerce un effet biphasique sur le métabolisme chondrocytaire : une stimulation
initiale (effet & court terme) et par la suite une inhibition (effet a long terme) due a la
production trés élevée de ’oxyde nitrique (NO) et du GMP cyclique (Khatib et al,
1997¢c, 2002). Ainsi, la stimulation de ’ET-1 induit la production de I’AMPc via la
protéine kinase C (PKC), qui induit & court terme la synthese de I’ADN et des
protéoglycanes (Khatib et al, 1998). Le mécanisme d’action de PET-1 dans les

chondrocytes est trés complexe et implique plusieurs seconds messagers.
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2. CYTOKINES PRO INFLAMMATOIRES ET ARTHROSE

Parmi les différentes cytokines, I’interleukine-1 (IL-T) et le facteur de nécrose des
tumeurs (TNF) jouent un rdle majeur dans I’articulation. Sous leur action, de
nombreuses cellules produisent des médiateurs lipidiques, des enzymes protéolytiques,
des radicaux libres et des chemokines, qui sont des facteurs impliqués dans I’entretien
du processus inflammatoire. L’IL-1 et le TNF sont responsables de nombreux effets
systémiques.

Les monocytes/macrophages sont les sources majeures de cytokines, mais d’autres
cellules (neutrophiles, cellules endothéliales, cellules epithéliales, mastocytes) peuvent
étre également impliqués dans la production de cytokines.

Les cytokines pro-inflammatoires ont été trouvées dans le liquide synovial de patients
avec polyarthrite rhumatoide. Elles ont un rdle de médiateurs principaux dans les
pathologies articulaires (Kimball et al., 1988). Dans les articulations, le TNF, I’IL-1 et
PIL-6 sont produits par les macrophages, synoviocytes, mastocytes, cellules
endothéliales, fibroblastes et chondrocytes. A leur tour, ces cytokines pro-
inflammatoires stimulent les chondrocytes, ostéoclastes, ostéoblastes, fibroblastes et
synoviocytes (Kimball et al., 1990).

Plusieurs cytokines pro-inflammatoires ont été identifiées dans les tissus de
I"articulation arthrosique. Les principaux médiateurs impliqués dans la dégradation de
I"articulation sont le TNF-q, IL-6, IL-17, IL-18 et surtout I'IL-18. L’action de I’IL-18
et du TNF-a reste 4 déterminée: est-ce que ces cytokines agissent de fagon

indépendante, en accord ou de maniére hiérarchique?
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L’IL-1 est la plus importante cytokine impliquée dans le processus catabolique lors de
I"arthrose. Elle stimule la dégradation du cartilage, en diminuant la synthése des
protéoglycanes et du collagéne et en augmentant la synth¢sc des enzymes
protéolytiques. De méme, I'IL-1 inhibent certains inhibiteurs d’enzymes
protéolytiques, dont les TIMP (Martel-Pelletier et al., 1999).

Par ailleurs, I’IL-1 augmente la production par les chondrocytes de médiateurs de
I"inflammation, comme la phospholipase A2 et la prostaglandine E2 (Pelletier et al.,
1991). L’IL-18 apparait étre un agent impliqué dans la nociception articulaire, puisque
I’IL-18 produit une hyperalgésie dans I’articulation de rat (Ferreira et al., 1993). L’IL-
18 stimulent la production des médiateurs de Ia douleur, comme la prostaglandine E2
(PGE2) via la COX-2 et I'oxyde nitrique via I’INOS. L’IL-18 induit aussi les
récepteurs bradykininiques, B1 et B2, impliqués dans I’inflammation et la douleur.

Le TNF-a qui joue aussi un réle important dans le catabolisme articulaire est
principalement impliqué dans le processus inflammatoire plutdét que dans Ia
dégradation des macromolécules de la matrice extracellulaire (Van de Loo et al., 1995).
Il est aussi un des médiateurs de I"apoptose dans les chondrocytes (Aizawa et al.,
2001).

Dans I’arthrose, la cytokine IL-6 agit sur I"augmentation des cellules inflammatoires
dans le tissu synovial, sur la stimulation de la prolifération des chondrocytes et sur
I’amplification des effets de I’IL-1 sur la synthése des MMP (Martel-Pelletier, 1999).
L’IL-17 est une autre cytokine qui a un impact dans I’arthrose. Elle induit Iactivation
de MMP et de plusieurs cytokines pro-inflammatoires : IL-18, TNF-a et IL-6

(Jovanovic et al., 1998). Elle augmente aussi la production de NO dans les
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chondrocytes (Attur et al., 1997). De plus, I'IL-17 agit en synergie avec I'IL-18 et le
TNF-a sur I’induction de certains facteurs cataboliques (Martel-Pelletier et al., 1999).
L’IL-18 est produite par les chondrocytes (Saha et al., 1999) et elle stimule
I'expression du NO, de la cyclooxygénase-2 et de la stromélysine-1. De plus, I’IL-18
augmente la libération des glycosaminoglycanes du cartilage (Olee et al., 1999).

Dans des modeles d’arthrose expérimentaux chez 1’animal, lorsque I’activité de ’IL-1
est bloquée, la destruction du cartilage est prévenue (Van de Loo et al., 1955) et quand
I"activité du TNF-a est bloquée, I’inflammation est diminuée (Plows et al., 1995).

Des €tudes préliminaires ont suggéré I’existence d’une synergie entre I’endothéline-1 et
IL-18. Cette synergie serait le résultat d’une interaction moléculaire trés complexe
parce que I’ET-1 module I’IL-18 (Didier et al., 2003) et aussi parce que les cytokines
pro-inflammatoires sont capables d’augmentées ’expression de I’ET-1. Ces cytokines
pro-inflammatoires augmentent la production de I’ET-1 de maniére dose dépendante
(Khatib et al., 1997b). Des études additionnelles sont nécessaires pour comprendre la
relation entre I'ET-1 et I'IL-18 et pour clarifier leur action synergique sur la destruction

du cartilage.



3. DEGRADATION DU CARTILAGE ARTICULAIRE

3.1. Structure du cartilage articulaire

Le cartilage articulaire est un cartilage hyalin qui recouvre les surfaces articulaires de
toutes les diarthroses. 11 est dépourvu de nerf, de vaisseaux sanguin et lymphatique. Sa
structure est étroitement adaptée a ses deux fonctions : transmission des charges et
glissement des surfaces articulaires. Le cartilage articulaire est constitué d’un petit
nombre de cellules hautement spécialisées, les chondrocytes, d’une matrice
extracellulaire (MEC) abondante composée principalement de fibres de collagéne de
type II, IX et XI et de protéoglycanes. Le maintien de son intégrité, donc de sa
fonctionnalité, dépend de I’équilibre entre la synthése et la dégradation de ses

composantes.

3.1.1. Chondrocytes articulaires

Le chondrocyte est le seul type cellulaire rencontré dans le cartilage. L’ensemble des
chondrocytes n’occupe que 10% du volume total (Stockwell, 1979). Cette densité
cellulaire varie en fonction de la profondeur du cartilage. En surface, les chondrocytes
sont plus nombreux, isolés, petits et allongés (avec I’axe long parallele a la surface).
Plus en profondeur, dans la zone de transition, ils sont moins nombreux, arrondsis, plus
gros et souvent groupés par deux ou trois. Dans les couches profondes, ils sont de

nouveau plus petits et alignés obliquement ou verticalement formant des colonnes trés
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Figure 2 —A : représentation schématique du cartilage articulaire, B : coupe
histologique de cartilage articulaire (coloration a la safranine-0 et au bleu de
toluidine).

Quatre zones peuvent étre différenciées depuis la surface articulaire jusqu’a I’os sous-
chondral. La zone superficielle est caractérisée par la présence de nombreux
chondrocytes qui sont petits, allongés et qui synthétisent une plus forte grande quantité
de collagéne et une plus faible quantité de protéoglycanes. La zone de transition est
plus riche en protéoglycanes et les chondrocytes y sont moins nombreux, arrondis, plus
gros et souvent groupés par deux ou trois. La zone profonde contient la plus grande
quantité de protéoglycanes et les chondrocytes sont alignés obliquement ou
verticalement formant des colonnes. Enfin, la zone calcifiée se caractérise par des
chondrocytes sphériques dans des lacunes non calcifiées et de cartilage en voie de
calcification.
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caractéristiquées. La zone du cartilage calcifié¢ est caractérisée par des chondrocytes
sphériques dans des lacunes non calcifiées (Mitrovic et al., 2000).

De nombreuses études montrent que les chondrocytes sont des cellules actives
impliquées dans la synthése et la degradation de la matrice extracellulaire. Les
chondrocytes en assument I’homéostasie dans des conditions normales en maintenant
Iéquilibre entre I’anabolisme et le catabolisme. Ils sont non seulement capables de
produire la matrice extracellulaire mais ¢galement de la détruire. Les chondrocytes
¢laborent et dégradent en permanence les constituants de la MEC et assurent I’intégrité
structurale du cartilage. Les études in vitro sur les chondrocytes montrent qu’ils sont
impliqués dans la modulation de la prolifération cellulaire, ainsi que dans la synthése
des protéoglycanes et du collagene (Khatib et al., 1998). De plus, les chondrocytes
synthétisent d’autres molécules tels que les lipides, des cytokines pro-inflammatoires,
des enzymes protéolytiques, des facteurs de croissance, etc... (Goldring, 2000). Les
chondrocytes sont donc isolés dans une matrice extracellulaire volumineuse qui n’est
pas innervée, ni vascularisée. Ils présentent un taux de renouvellement cellulaire réduit,
ce qui donne au cartilage une prédisposition aux conditions dégénératives comme
I"arthrose (Archer et Francois-West, 2002).

Au cours de I’arthrose, deux phases se succédent pour conduire a la destruction
articulaire. Au début, les chondrocytes sont nombreux puis leur nombre diminue
(Boissier, 1996). La premiére phase est réactionnelle, les chondrocytes sont stimulés
par des facteurs de croissance et deviennent hyperactifs avec prolifération de
chondrocytes en amas (clones chondrocytaires) autour des fissures du cartilage. Les

chondrocytes qui forment ces clones sont altérés du point de vue métabolique et
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morphologique. Cette phase correspond i une tentative de réparation du cartilage érodé
bar les contraintes mécaniques (Mazieres, 1996). Par la suite, les chondrocytes vont
dégénérer et nécroser, laissant des zones acellulaires avec destruction de la matrice
(Vignon, 1995). Cette destruction de la matrice est aggravée et accélérée par les
enzymes de dégradation.

Lors de I’arthrose, il existe un déséquilibre entre les activités d’anabolisme et de
catabolisme des chondrocytes, au profit du catabolisme. Les chondrocytes arthrosiques
secreétent des enzymes protéolytiques en quantité élevée. Ils sont la source la plus
importante d’enzymes protéolytiques responsables du catabolisme de la matrice
cartilagineuse. Les chondrocytes arthrosiques sont aussi des producteurs de cytokines
pro-inflammatoires, d’endothéline-1, d’oxyde nitrique et de facteurs de croissance qui

regulent le métabolisme articulaire en stimulant la dégradation de cartilage.

3.1.2. Matrice extracellulaire

La MEC est principalement constituée d’eau, de fibrilles de collagéne et de
protéoglycanes. Des glycoprotéines non-collageniques, des lipides et des sels minéraux
participent aussi a la structure de la MEC, mais ils s’y trouvent en plus petites

quantités.

3.1.2.1. Collagéne

Le cartilage se compose principalement de fibres de collageéne de type I auxquelles

s’associent des fibres de collagéne de type IX, XI, VI et X (Eyre, 1991). Le collagéne
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existe sous forme de fibres et fibrilles dont la densité, I’épaisseur et I’orientation varient
avec la profondeur du tissu. Les fibrilles de collagéne forment un réseau dense qui
donne au tissu cartilagineux une forte résistance.

Le collagéne majeur du cartilage articulaire (de type II) est un collagene fibrillaire,
constitué de trois chaines polypeptidiques identiques de type al(1l) qui conférent a ce
collagéne la capacité de résister aux forces de déchirement. Les chaines sont riches en
acides amines de type glycine, proline, hydroxyproline, lysine et hydroxylisine. Chaque
chaine est enroulée autour de son propre axe longitudinal et, entre elles pour former
une triple hélice (région hélicoidale). Le collagene de type Il se retrouve
principalement dans le cartilage mais il est également présent dans I’humeur vitreuse de
I"ceil et dans les portions centrales des disques intervertébraux et des meénisques intra-
articulaires (Mitrovic et al., 2000).

Le collageéne de type IX est composé de trois chaines polypeptidiques distinctes,
al(1X), c2(IX), a3(IX). I est associé aux fibres de collagene de type II et est spécifique
aux tissus cartilagineux. Il joue un réle important dans la formation et la stabilité
mécanique du réseau collagénique du cartilage (Diab et al., 1996).

Le collagene de type XI forme une microfibrille autour de laquelle le collageéne de type
Il peut s’organiser. Il est spécifique au cartilage et est impliqué dans 1’organisation du
réseau collagénique de celui-ci en contrdlant le diamétre des fibres du collagéne de
type II (Mitrovic et al., 2000).

Le collagene de type VI a été trouvé a la surface du cartilage et dans I’espace

péricellulaire. Il n’est pas spécifique au cartilage puisqu’il est trouvé dans d’autres
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tissus. Sa fonction dans le cartilage n’est pas connue, mais il aurait un réle dans
I"adhérence des chondrocytes avec la matrice extracellulaire (Mercelino et al., 1995).
Le collageéne de type X est plus court que les collagénes de type 11 et XI. 11 est présent
en grande quantité au niveau de la métaphyse et de sites de fracture (Schmid et al.,
1990).

D’autres types de collagéne ont aussi été identifiés dans le cartilage pathologique ou

sous certaines conditions de culture.

3.1.2.2. Agrécanes

Les protéoglycanes sont une classe de macromolécules composites, de poids
moleculaire élevé, faites d’une protéine axiale et d’un grand nombre (150 en moyenne)
de chaines linéaires de glycosaminglycanes (GAG). Dans le tissu, ces molécules
existent sous forme isolée (protéoglycane monomeére) et acollées a un long filament
d’acide hyaluronique. Elles se situent & c6té des protéines de liaison dans une structure
moléculaire énorme, pouvant atteindre plusieurs centaines de millions de Daltons et
quelques microns de longueur (agrégat de protéoglycanes, agrécanes)

Les agrécanes sont des protéoglycanes de grande taille (environ 2.5 millions Da),
capables de former des agrégats avec I’acide hyaluronique. Ils ont quelques régions
fonctionnelles bien définies. Un monomére d’agrécane est constitué d’une protéine
axiale (core protein) de 210-250 kDa ol s’attachent des chaines de sulfate de
chondroitine (100-150 par monomeére) et des chaines de sulfate de kératine (30-60 par
monomere). Les agrégats sont formés jusqu'a d’au plus 100 monomeres qui sont

attachés a une seule chaine d’acide hyaluronique.
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Les fibres de collagénes de la MEC forment un réseau qui contient les molécules
d’agrécanes. Les agrécanes joue un rdle essentiel dans le fonctionnement du cartilage
articulaire. Les concentrations élevées de GAG et d’agrécanes permettent a la MEC
d’attirer et de retenir les molécules d’eau. Ainsi, la pression osmotique est augmentée
et assure au cartilage la capacité de résister aux forces de pression.

Toute atteinte du taux d’agrécanes ou de I’organisation du réseau de collagene va a
terme aboutir 4 un déséquilibre biomécanique qui est un facteur de la dégradation et a
la pérennisation des lésions du cartilage. Si les perturbations de la fonction matricielle
se prolongent avec des contraintes sur les tissus fonctionnels (tension, cisaillement et
compression), on peut s’attendre a une perte de cartilage (Pratta MA et al., 2003).

La dégradation accrue des agrécanes est considérée comme un événement critique qui
se passe a la surface articulaire puis qui progresse vers les zones plus profondes. Cette
dégradation des agrécanes avec libération de petits fragments apparait dans les
premiers stades de I’arthrose.

L’analyse des fragments d’agrécanes retrouvés dans le liquide synovial des patients
atteints d’arthrose a montré I’existence de deux types d’enzymes protéolytiques qui

clivent les agrécanes : les MMP et les agrécanases.
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3.2, Catabolisme du cartilage articulaire

3.2.1. Collagénases

3.2.1.1. Famille des métalloprotéases

Les métalloprotéases (MMP) sont une famille d’enzymes zinc-dépendantes qui jouent
un réle trés important dans la dégradation du cartilage. Leur caractéristique commune
est d’agir sur les composants de la matrice extracellulaire, d’ol leur nom de matrixine.
Les MMP actives sont capables de dégrader une multitude de protéines de la MEC
incluant le collageéne, les protéoglycanes, la fibronectine et la laminine (Woessner JF
1991). Elles sont soumises a de nombreux processus de régulation et leur activité est
reglée par des inhibiteurs spécifiques, les TIMP (tissue inhibitors of metalloprotease) et
I’a2-macroglobuline (Gomez et al., 1997).

Actuellement, plus de 25 MMP ont été identifiées et classées selon la similitude de leur
substrat en cinq principaux groupes : les collagénases (MMP-1,-8,-13), les gélatinases
(MMP-2,-9), les stromélysines (MMP-3,-10,-11), les MMP de types membranaires
(MMP-14,-17,-24,-25) et d’autres MMP (la matrilysine (MMP-7), 1’énamelysine

(MMP-20), la macrophage métalloélastase (MMP-12) et la MMP-19).

3.2.1.2. Collagénases dans le cartilage
Les MMP sont produites par des cellules des tissus articulaires dont les chondrocytes,
les fibroblastes, les ostéoclastes, les ostéoblastes et les cellules inflammatoires

(macrophages, lymphocytes, neutrophiles). La synthése des collagénases par les
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chondrocytes ct les synoviocytes est stimulée par des médiateurs de I’inflammation,
comme I'IL-1 et le TNFa (Campbell et al.,, 1988). L’expression et la synthése des
MMP-1 et MMP-13 est stimulée par 'ET-1 (Roy-Beaudry et al., 2003). Les
collagénases, les MMP les plus étudiées dans le cartilage, ainsi que les stromélysines et
les gélatinases ont été trouvés en quantité élevée dans les tissus arthrosiques (Pelletier
et al., 1997).

Les collagénases sont sécrétées sous forme d’enzymes latentes et, une fois activées,
elles clivent principalement le collagéne natif, mais aussi les agrécanes et la gélatine.
Les collagénases sont retrouvées dans le cartilage humain. La collagénase-1 (MMP-1),
la collagénase-2 (MMP-8) et la collagénase-3 (MMP-13) sont considérablement
augmentées lors de I’arthrose (Martel-Pelletier et al, 1996; Reboul et al., 1996). La
distribution dans le cartilage arthrosique de la collagénase-1 et -3 est trés hétérogene, la
collagénase-1 se trouve dans la zone superficielle du cartilage tandis que la
collagénase-3 se retrouve particulierement dans la zone intermédiaire et profonde
(Moldovan et al, 1997).

La collagénase-1 (MMP-1) est une métalloprotéase qui a une spécificité élevée pour le
collagéne de type II. La collagénase-3 (MMP-13 ) clive également le collagéne de type
II (le collagéne majeur du cartilage articulaire), tout en étant 5 fois plus active que la

collagénase-1 (Mitchell et al., 19906).



(5]
I~

3.2.1.3. Voies de signalisation activées par les cytokines pro-

inflammatoires

Dans [P'arthrose, le stress mécanique cause la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires par les chondrocytes, avec la sécrétion subséquente des MMP (Shlopov
et al., 1997). Les cytokines IL-1 et TNF-a stimulent les fibroblastes synoviales et les
chondrocytes articulaires & produire le MMP-1 et MMP-13 (Firestein et al., 1991; Clark
et al, 1993). L’IL-1 et le TNF-a déclenchent une série d’événements de
phosphorylation dans la cellule qui facilitent I’induction transcriptionelle des MMP.
Fait intéressant, I'induction du systtme des MMP implique les mémes voies de
signalisation que la stimulation de la synthése de collagéne.

Récemment, Reunanen et al. (2002) ont démontré que ERK1/2, SAP/JNK et
p38MAPK reglent la capacité protéolytique des fibroblastes par la médiation de
I"activité des collagénases MMP-1 et MMP-13. Dans les fibroblastes provenant d’un
modele d’arthrite rhumatoide, I'induction de la MMP-13 par I'IL-1 requiére
I"activation de JNK (Mengshol et al, 2001). La voie JNK ne semblent pas influencer la
production de la MMP-1 (Brauchle et al, 2000). Ainsi, in vitro, dans les chondrocytes,
I"activation des MAP kinases par le TNF- induit la MMP-13 (Liacini et al., 2003). Ces
etudes montrent bien que les MAP kinases sont un groupe de protéines important dans
I"induction de I’expression des métalloprotéases (Garrington et al., 1999).

Les cytokines pro-inflammatoires figurent parmi les stimuli de la cascade des MAPK.
Une fois activées, les MAPK se dirigent vers le noyau ou elles vont phosphoryler et
activer divers facteurs de transcription (tels que Elk-1, c-Jun, ATF2 et CREB). Les

voies de JNK et ERK, trés importantes pour la transcription des MMP, phosphorylent
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el activent la protéine AP-1 (un membre de la famille c-Jun) qui dimérise avec c-Fos
pour induire la transcription des multiples geénes des MMP (Karin et al., 1995). Ainsi,
la voie de ERK régle I’activité du facteur de transcription Ets qui coopére avec les
protéines AP-1 pour I’induction des multiples promoteurs des MMP. La voie de p38
contribue de maniére indirecte a la transcription des MMP, par I’induction de
’expression des protéines AP-1. La p38 phosphoryle le facteur de transcription ATF-2
qui induit le promoteur de c-Jun et la Elk-1, qui a leur tour vont activer le promoteur de
c-fos (Davis et al., 2000).

Une autre voie majeure de signalisation induite par les cytokines implique la
translocation des membres de la famille du facteur nucléaire kB (NF-kB). Une
inhibition du facteur de transcription NF-kB inhibe la production de MMP-13, (Liacini
et al, 2003) et son activation entraine I’expression de MMP-1 et MMP-13 (Mengshol et
al., 2000), ce qui montre le role important de ce facteur dans la régulation des MMP.
Le facteur NF-kB peut aussi induire les MMP-1 et -3 indépendamment de 1’activation
de ERK % et de p38 (Mengshol et al, 2001).

Des ¢tudes récentes ont démontré que I’ET-1 Jjoue un réle dans I’induction de Ia
production des MMP. Ainsi, I’'ET-1 augmente la production de MMP-2 et MMP-9 dans
les cellules de carcinome ovarien (Rosano et al., 2001) et dans les myocytes de porc
(Coker et al., 2001). Dans le cancer ovarien, dans le sarcome de Kaposi et les
fibroblastes, I’ET-1 cause 1’augmentation des niveaux de MMP et ce via le récepteur
ETA (Rosano et al., 2001). Notre laboratoire a montré dans les chondrocytes

articulaires que I’ET-1 agit sur la régulation de la MMP-1 et de la MMP-13 (Roy-
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Beaudry et al., 2003). Cependant les voies de signalisation activées par ’ET-1 n’ont

pas été établies.

3.2.2. Agrécanases

Les agrécanases appartiennent 3 la famille des adamlysines (the ADAM family - A
Disintegrin And Metalloprotease). Les enzymes impliquées dans le clivage d’agrécanes
font partiec de la famille ADAM, mais ce sont des adamlysines avec des motifs
thrombospondin (ADAMTS). Les ADAMTS présentes dans le cartilage sont
I"agrécanase-1 (ADAMTS-4), [I’agrécanase-2 (ADAMTS-5/ 11) et le METHI
(ADAMTS-1). Elles sont les principaux médiateurs de la dégradation des agrécanases,
contribuant a la destruction du cartilage (Vankemmelbeke et al., 2003).

Les ADAMTS contiennent 800 - 1200 aa et chaque ADAMTS est constitué de
plusieurs régions: la région pro (prévient |’auto catalyse et I’autodestruction), la région
catalytique, la région disintegrin, le premier domaine thrombospondin (TSt; les régions
thrombospondin sont essentiels pour I’identification et le clivage d’agrécanes), la
région cys-rich, la région espace (aussi nécessaire pour le clivage d’agrécanes) et la
deuxieme région thrombospondin (TS2) (Mort et Billington, 2001; Armer, 2002). Le
site de clivage protéolytique dominant des agrécanases n’est pas le méme que celui
geénéré par les métalloprotéases. Les MMP clivent surtout la liaison Asn341-Phe342,
tandis que les ADAMTS 4 et 5 clivent premiérement la liaison Glu373-Ala374 (Sandy
et al., 1991) (mais aussi les liaisons Glu1480-Gly1481, Glul667-Gly1668, Glul771-
Alal772 et Glul871-Leul872) ( Tortorella MD et al., 2000) et ’ADAMTS-1 clive les

liaisons Glul1480-Gly1481 et Glul871-Leul872 de I’agrécane. Les ADAMTS 1 et 4
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clivent ensemble la liaison Asn341-Phe342 ce qui suggére que ces deux ADAMTS
peuvent aussi couper au niveau du site de clivage des MMP. Donc, dans le cartilage

arthrosique, les agrécanases sont les plus importants facteurs qui clivent les agrécanes.



4. VOIES DE SIGNALISATION DE L’ENDOTHELINE-1

L’endothéline-1 est impliquée dans plusieurs processus physiologiques et
pathologiques. Cette diversité s’explique par ’existence de récepteurs d’ET-1 dans
plusieurs tissus et par 1’activation des différentes voies de signalisation. L’interaction
de I’endothéline-1 avec ses récepteurs active plusieurs voies de signalisation
intracellulaire dont ’hydrolyse de la phospholipase C et de la phospholipase D,
I’augmentation de la concentration du calcium cytosolique libre, la modulation de la
concentration des ions H*, K* et C", la stimulation de la phospholipase A2, I’activation
de la protéine kinase C, des MAP kinase, de la PI3 kinase et des tyrosines kinases et la

génération du AMPc et du GMPc (Webb and Meek, 1997)

4.1. Récepteurs de I’endothéline-1

Les actions physiologiques dues a I’endothéline-1 sont médiées par I’interaction de
’ET-1 avec des récepteurs spécifiques situés a la surface des tissus cibles. Trois types
de récepteurs ont été clonés et séquencés : ET, (Arai H et al., 1990), ET (Sakurai T et
al.,, 1990) et ET¢ (Kame S et al., 1993). Les trois types de récepteurs montrent une
structure & 7 domaines transmembranaires avec une partie —-NH2 terminale
extracellulaire et une partie -COOH terminale intracellulaire.

Les récepteurs ETa, ETg et ETc¢ appartiennent a la famille RCPG (récepteurs couplés
aux protéines G) qui est la plus grande famille de récepteurs cellulaires de surface. Ce

sont des récepteurs transmembranaires de type rhodopsine (Birnbaumer L et al.,1990).
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lls activent une variété de petites protéines G hétérométriques impliquées dans
I"échange GDP/GTP, donnant des réponses différentes en fonction de type cellulaire
(Sugden PH, 2003). Le couplage entre le récepteur et la protéine G active une molécule

effectrice, conduisant a une cascade de messagers secondaires.

Les chondrocytes articulaires expriment les récepteurs ET, et ETg, avec une
préedominance du récepteur ET, (Khatib et al., 1998). De plus, le récepteur ET, est
surexprimé dans les chondrocytes des animaux agées (Messai et al, 2001).

Le développement d’antagonistes des récepteurs d’endothéline a été un avancement
majeur dans le domaine relié 4 ’ET. Plusieurs antagonistes ont été développés et
utilisés comme outils pharmacologiques, les principales molécules sont notées dans le
tableau I. Il existe des antagonistes sélectifs d’un sous-type de récepteur ou non
sélectif.

Les antagonistes du récepteur ET,, particuliérement, font partie de trés nombreuses

recherches.
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Tableau [ - Antagonistes des récepteurs de I’endothéline

Sélectivité
ET, - ETy mixte (ET4 + ETy)
A-127722 A-192621 A-186086
A-147627 (Atrasentan) BQ-788 RO 47-0203 (Bosentan)
A-216546 IRL 1038 RO 61-0612 (Tezosentan)
BQ-123 RES-710-1 PD 142893
BQ-485 RO 46-8443 PD 145065
BQ-610 TAK-004
FR 139317 SB-209670 (Enrasentan)
Lu-135252 (Darusentan) SB-217242
PD 151, 242
PD 156, 707

TBC-11251 (Sitaxsentan)

4.2. Voie de phospholipase C et flux du calcium

Les phospholipases font partie d’une famille d’enzymes impliquées dans la formation
des messagers secondaires. La famille des phospholipases C (PLC) comprend trois
classes majeures, chacune avec ses isoformes: les PLC-3 (B1- B4), les PLC-y (y1- y3) et
les PLC-8 (61- 62) (Fisher SK, 1995). Les PLC-3 sont régulées par les RCPG (Rhee
and Choi, 1992), alors que les PLC-y sont régulées par les récepteurs des facteurs de
croissance (Cockcroft and Thoma, 1992).

Une des premiéres voies de signalisation activées par I’ET est la voie de la

phospholipase C. Suite a I'interaction de I’ET avec son récepteur, la protéine G active
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les PLC-B qui provoque le clivage du phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) en
inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et diacylglycérol (DAG) (Alexander et al., 1985).
L’IP3 se lic a des récepteurs-canaux spécifiques sur le réticulum sarcoplasmique pour
libérer le Ca®* des stocks intracellulaires (Hokin et al., 1985) et le DAG active la
protéine kinase C (Griendling et al., 1989).

L’ET-1 augmente le calcium intracellulaire dans les chondrocytes de lapins (Kinoshita
et al., 1995). Le processus par lequel I’ET induit la signalisation du Ca?* est complexe.
L’ET augmente le Ca** intracellulaire par deux mécanismes interconnectés : via I’IP3

et en activant les multiples types de canaux de Ca?".

4.3. Protéine kinase C

Les protéines kinases C sont divisées en trois familles : les PKC classiques comme la
PKC-a qui sont dépendantes du DAG et du Ca2+ pour leur activation, les PKC
nouvelles, dépendantes seulement du DAB et les PKC atypiques qui sont
indépendantes du DAG et du Ca®* (Newton AC, 2001). L’ET active la protéine kinase
C via la voie phospholipase C/DAG. Une des cibles de la PKC est I’activation des
cascades des MAP kinases et de PI3 kinase. L’activation des PKC est impliquée dans
plusieurs processus, tels que la différenciation, la croissance et la régulation de

I’expression génétique.



4.4. Voie de phospholipase A2

Des études sur la voie de synthése des dérivés de I’acide arachidonique et de la
phospholipase A2 (Ferraira et al, 1989) ont aussi montré I’implication de I’ET-1 dans
I'inflammation. L’ET active la phospholipase A2 (PLA2) dans plusieurs tissus, en
conduisant i la libération d’acide arachidonique. Par la suite, celui-ci est métabolisé en
prostaglandines, tromboxanes et leucotriénes. Les deux récepteurs, ET, et ETg, sont
impliquées dans la stimulation de la PLA2 (Resnik et al., 1989).

L’activation de la phospholipase A2 par I’ET-1 Joue un rdle important dans

I’inflammation et la vasoconstriction (Schramek et al., 1994a).

4.5. Voie de phospholipase D

La phospholipase D (PLD) est activée par I’'ET et hydrolyse les phospholipides
membranaires, en produisant 1’acide phosphatidique, qui est hydrolysé a son tour en
DAG (Shukla et al, 1991). L’activation de la PLD par I’ET semble avoir une liaison
avec I'activation des protéines tyrosines kinases (PTK). Plusieurs protéines tyrosines
kinases sont activées par I’ET-1, parmi lesquelles le c-Src (Bisotto et al., 2001) et le
Pyk2 (Kodama et al., 2002). Les messagers secondaires comme la choline et I’acide
phosphatidique participent dans la régulation de plusieurs fonctions cellulaires et jouent

un réle important dans la transmission de signal par la voie de I’ET.
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4.6. Voie de ’AMPc et proteine kinase A

Les voies de I’AMPc (adénosine monophosphate cyclique) et du GMPc (guanosine
monophosphate cyclique) participent 4 la transmission de signal stimulé par I’ET
(Sokolovsky et al., 1994; Shraga-Levine et al., 1994). L’effet de I’ET sur la production
de I’AMPc est fonction du type de récepteur. Via le récepteur ETA, I’ET-1 stimule la
formation de AMPc, tandis que via le récepteur ETB, la formation de ’AMPc est
inhibée. (Aramori and Nakanishi, 1992).

La protéine kinase A (PKA) (protéine kinase dépendante de I’AMPc) est le principal
meédiateur de I’AMPc chez les mammiferes (Scott, 1991). L’enzyme PKA est
constituée de deux diméres: I’'un composé de deux sous-unités régulatrices et I’autre de
deux sous-unités catalytiques. Les sous-unités régulatrices sont responsables de deux
isoformes de PKA : PKA de type I et PKA de type II (McKnight et al., 1988).

Deux molécules d’AMPc se lient 4 chaque sous-unité régulatrice, et par la suite les
deux sous-unités catalytiques vont &tre libérées. Les sous-unités catalytiques actives
vont phosphoryler plusieurs substrats protéiques (Tasken et al., 1993).

La PKA activée par I’AMPc est impliquée dans plusieurs processus cellulaires.
L’activation de PKA est requise pour la stimulation d’iNOS et en conséquence pour la
production de NO dans des cellules telles que les cellules vasculaires lisses (Koide et
al., 1993), les myocytes cardiaques (Oddis et al., 1996) et les macrophages humains
(Jovanovic et al., 1998). Dans les chondrocytes ostéoarthritiques, la PKA est impliquée
dans la production de NO induite par les cytokines pro-inflammatoires (Blanco et al.,

1995).
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4.7. Voie du GMPc et de ’oxyde nitrique

Le NO est un radical libre qui est impliqué dans la régulation d’un vaste nombre de
processus biologiques : la neurotransmission, la nociception, la coagulation, la réponse
immunitaire, I'inflammation, le développement du poumon, la motilité intestinale.
C’est un facteur clé dans la signalisation intracellulaire. La principale fonction
physiologique du NO est dans les vaisseaux sanguins ot il produit une vasodilatation et
ou il baisse la pression sanguine (Moncada et al., 1991).

Des concentrations élevées de NO ont été trouvées dans le liquide synovial, suggérant
que le NO joue un rdle dans les maladies articulaires inflammatoires (Farrell et al.,
1992). L’oxyde nitrique est connu comme un régulateur de plusieurs fonctions
chondrocytaires. De plus, il est produit de maniére spontanée dans les explants de
cartilage arthrosique (Amin et al., 1997). Les chondrocytes articulaires produisent
I'oxyde nitrique en grandes quantités (Rediske et al., 1994). Ce NO est un agent
catabolique du cartilage qui inhibe la synthése de I’ADN (Khatib et al., 1997c) et la
_ synthese de la matrice extracellulaire (Gassner et al., 2000) et qui induit la dégradation
de la matrice via I’augmentation de la synthése des MMP (Murrell et al., 1995).
Murrell et al., (1995) ont montré in vitro que le NO peut induire la synthése et I’activité
des MMP dans les chondrocytes et le cartilage. Ainsi, le NO peut inhiber la synthése de
collagéne et des protéoglycanes dans les chondrocytes (Hauselmann et al., 1994, Studer
et al., 1999). Dans les articulations arthritiques, le NO est aussi impliqué indirectement

dans Iinduction de la production des cytokines pro-inflammatoires par la réduction de
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la syntheése de I"antagoniste de récepteur de IL-1 (IL-1Ra) (Pelletier et al., 1996) et par
I"augmentation de la production de TNF-o par les cellules synoviales (Mcinnes et al.,
1996).

Un exces de NO a été démontré comme toxique pour les cellules, induisant I’apoptose
et la mort cellulaire dans les chondrocytes articulaires (Aigner et al., 2002), tandis que
des niveaux physiologiques de ce médiateur sont nécessaires pour le fonctionnement
normal du métabolisme cellulajre.

La balance ET/NO est importante dans le métabolisme des chondrocytes articulaires.
L’ET-1 stimule la production de NO dans les chondrocytes articulaires de souris
(Khatib et al., 1997c¢), tandis que le NO inhibe la production de I’'ET-1 (Khatib et al.,
1999). La production de NO induite par ET-1 est liée a I’activation des récepteurs
ETB (Hirata et al.,1993). L’induction de la production de NO active par la suite la
guanylate cyclase soluble (GCs), induisant la production du GMP cyclique (Feelisch
and Noack, 1987). La guanylate cyclase est une enzyme qui catalyse la conversion de
guanosine triphosphate (GTP) en guanosine monophosphate cyclique (GMPc). Le
GMP cyclique fonctionne comme un messager secondaire dans plusieurs cellules
humaines. Il est nécessaire pour la synthése des protéines et ce mécanisme est bloqué
quand le GMPc est inhibé (Khatib et al., 2002). La production de GMP¢c dépendante de
NO peut étre inhibée par I’inhibiteur LY83583. (Mulsch et al., 1998). Dans les
chondrocytes articulaires, I’inhibition de la synthese d’ADN par NO est facilitée par
une augmentation de la GMPc cellulaire (Khatib et al., 1997c).

L’oxyde nitrique est produit au cours de la transformation de la L-arginine en L-

citruline  par ’enzyme NO  synthase (NOS) (Marletta MA, 1993).



Figure 3 - L’induction de la production de GMPc par ’NOS synthase
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Les enzymes NOS occupent un réle central dans le contrdle du NO. Il existe trois
isoformes de NOS. L’isoforme neuronale (nNOS) activée par le Ca™* est présente dans
le systéme nerveux central. La deuxieéme forme NOS endothéliale (eNOS) qui est aussi
dépendante du Ca”* est principalement exprimée dans I’endothélium, mais aussi dans
les myocytes cardiaques, les cellules rénales mésangiales, les ostéoblastes et les
ostéoclastes. La troisiéme forme inductible (iNOS) est exprimée dans les hépatocytes,
les macrophages, les neutrophiles, les fibroblastes, les chondrocytes, les cellules
endothéliales, etc. L’iNOS est dépendante de son niveau d’expression et non du niveau
de calcium intracellulaire.

La NOS inductible joue un rdle important dans la dégradation articulaire. Les
chondrocytes ont été les deuxiémes types cellulaires ot I’INOS a été clonée et
caractérisée (Charles et al., 1993) peu aprés sa découverte dans les hépatocytes (Geller
et al,, 1993). Dans les articulations arthrosiques, I’iNOS est également exprimée dans la
membrane synoviale (Sakurai et al., 1995). Par la technique d’immunohistochimie, une
expression d’iNOS plus élevée dans les chondrocytes par rapport a celle trouvée dans
les synoviocytes provenant des patients arthrosiques a été mise en évidence, suggérant
que les chondrocytes sont la source majeure de NO dans les articulations arthrosiques
(Melchiorri et al.,, 1998). L’iNOS est induite par la lipopolysaccharide bactérienne
(LPS) et/ou des cytokines synthétisées en réponse au LPS, surtout I’interféron v. Le
TNF-a et P'IL-18 ne sont pas efficaces dans I’induction de I'iINOS, mais ils
fonctionnent en synergie avec I’interféron . L’induction de I'iNOS est inhibée par les

glucocorticoides et par plusieurs cytokines, comme le TGF-3.
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Les NOS peuvent étre inhibées par les analogues de la L-arginine, tels que L-NAME
(N-nitro-L-arginine methyl ester) et L-NMMA (N-monomethyl-L-arginine).De plus, le
L-NIL (N-iminoethyl-L-lysine) est connu comme un inhibiteur spécifique d’iNOS. In
vivo, dans des modeéles expérimentaux d’arthrose chez I’animal, I’inhibition sélective
de I'INOS synthase par le L-NIL protége I’articulation arthrosique (Pelletier et al.,

1998).

4.8. Voie des MAP Kkinases

Les MAP kinases (mitogen-activated proteins kinases) font partie d’une famille de
sérine/thréonine protéines kinases et figurent parmi les systémes de transduction du
signal les plus étudiés. Les voies des MAP kinases interviennent dans de nombreux
phénomeénes physiologiques cellulaires comme la croissance, le développement, la
différenciation, la division, la motilité, I’inflammation et I’apoptose. Dans les
chondrocytes arthrosiques humains, les voies des MAP kinases ont une grande
importance (Liacini et al., 2003).

Les MAP kinases fonctionnent en cascades, activées par de multiples signaux dont des
facteurs de croissance, des mitogénes, le stress, les hormones, les chocs thermiques, la
lumiére ultraviolette et des cytokines (Widmann et al., 1999), qui exercent leurs effets
par I'intermédiaire de diverses familles de récepteurs comme les RCPG, les récepteurs
de tyrosine kinases, les récepteurs de cytokine et les récepteurs de serine-threonine
kinase (Kyriakis and Avruch, 2001). Elles sont constituées en modules de signalisation

qui transmettent des signaux extracellulaires de la membrane vers le noyau. Les
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modules sont constitués de trois protéines kinases qui s’activent mutuellement: les
MAP kinase kinase kinases (MAPKKK) activent les MAP kinase kinases (MAPKK)
qui ensuite activent les MAP kinases (MAPK). Les MAPK phosphorylées activent des
molécules cibles trés variées ce qui provoque des réponses cellulaires. Les kinases sont
activées par la double phosphorylation des résidus thréonine et tyrosine en un motif
TXY (ot le X est Glu, Pro et Gly pour les ERK, JNK et p38) (Pearson G et al., 2001).
Cinq voies de signalisation intracellulaire ont été Jusqu'a présent identifiées chez les
mammiferes, les plus importantes étant les cascades ERK1/2 (p44/42), SAP/INK et

p38 MAP kinase.

Tableau I - La terminologie des MAPK

Le motif de phosphorylation La terminologie commune  Autres terminologies

Thr-Glu-Tyr ERK1 p44-MAPK
Thr-Glu-Tyr ERK2 p42-MAPK
Thr-Pro-Tyr JNK JNK2, SAPK«
Thr-Pro-Tyr JNK JNK3, SAPKS
Thr-Pro-Tyr JNK JNK1, SAPKYy
Thr-Gly-Tyr p38-MAPK p38-MAPK, p38
Thr-Gly-Tyr p38-MAPKS

Thr-Gly-Tyr p38-MAPKy ERK6
Thr-Gly-Tyr p38-MAPKS

Thr-Gly-Tyr Big MAPK1 ERKS, BMK1
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Figure 4 - L’induction de la cascade des MAPK par ’ET-1
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4.8.1. La voie ERK1/2

Les ERK sont les MAPK les plus connues et les mieux caractérisées. Elles sont
représentées par deux isoformes : ERK-1 et ERK-2, identifiées aussi selon leurs poids
moléculaires respectivement p4d4 MAPK et p42 MAPK. L’ERK-1 a été la premiére
MAP kinase clonée (Boulton et al., 1990). Actuellement, il est impossible de faire la
distinction entre ces deux isoformes parce que la spécificité d’action de chacune d’entre
elle ne peut pas étre déterminée.

En général, la voie des ERK est activée par des mitogeénes et des facteurs de croissance.
Les protéines A-Raf, B-Raf et c-Raf (connues également sous le nom de Raf-1) et les
MAPKKK sont activés par les proteines Ras (une famille de petites protéines G), qui
sont les initiateurs de la cascade ERK1/2. Les Raf provoquent I’activation de MEK 1/2,
une MAPKK qui provoque & son tour I’activation des ERK | et ERK2 (Avruch et al.,
1994). L’activation des ERK1/2 entraine la phosphorylation et la modulation de
nombreuses protéines de signalisation, comme les protéines kinases (MSK1/2,
MNK1/2), les protéines cytosoliques (phospholipase A) et les facteurs de transcription
(Elk-1, SAP1, ATF-2, CREB) (Sugden PH, 2003).

La voie ERK1/2 peut étre bloquée au niveau de son activateur immédiat, la MEK1/2,
par le PD98059 (Dudley et al., 1995), ou par le U0126 (Favata et al., 1998). La voie
ERK1/2 peut aussi étre bloquer par I’oligonucleotide ERK1/2 phosphorothioate
antisens (Robinson et al., 1996).

Des expériences faites dans les neutrophiles avec PD98059 ont révélé que I’ET-1 active

la ERK via la voie Ras/Raf-1/MEK (Fernandez-Patron et al, 2002). L’ET-1 active
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¢galement la cascade ERK1/2 dans les cellules myométriales de rat (Robin et al.,

2002).

4.8.2. La voie de p38 MAP kinase

Quatre 1soformes de p38 MAPkinase ont été identifiées : p38c, p3832, p38y et p388.
La p38a kinase est la premiére isoforme qui a été identifiée (Han et al., 1994). C’est la
plus importante protéine kinase impliquée dans la réponse inflammatoire (Kumar S. et
al., 2003).

Les p38 MAPK sont activées par des MAPKK comme MAP2KG (aussi connu sous le
nom MKKGO6) et MAP2K3 (MKK3) (Raingeaud et al., 1996). Ces MAPKK sont
activées par plusieurs MAPKKK qui sont elles-mémes activées par plusieurs stimuli
dont le stress, le choc thermique, la lumiére ultraviolette, les cytokines pro-
inflammatoires et des facteurs de croissance (Adams JL et al., 2001).

Récemment, un nouveau mécanisme d’activation de p38 MAPK, indépendant des
MAPKK, qui implique le TABI (transforming growth factor-B-activated protein kinase
1-binding protein 1) a été décrit (Tanno et al., 2003).

La P38 MAPK activée phosphoryle quelques substrats comme les facteurs de
transcription (MEF2, ATF-2, CHOP, SAP-1A, Elk-1), d’autres kinases (MAPKAP
K2/3, PRAK, RSK-B, MSK1, MNK1/2) et des protéines cytosoliques (stathmine)
(Stanton et al., 2003).

Dans la littérature, I’activation de la p38 MAPK par I’ET-1 a été décrite dans les
myocytes cardiaques produisant le facteur natriurétique de type B (Pikkarainen et al,

2003) et dans les ostéoblastes qui expriment spécifiquement les ARN messagers de la
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prostaglandine H synthétase de type 2 (Windischhofer et al., 2002). De méme,
I"activation de la p38 MAPK par I’ET-1 a été décrite dans les fibroblastes cardiaques
(Cheng et al., 2003) et dans I’aorte de rat (Kwon et al., 2003). Dans les chondrocytes
articulaires, I’activation des cytokines pro-inflammatoires comme 1’IL-1 B et le TNF-«
et 'induction de la production de la MMP-1 et de la MMP-13 par I’IL- B exige aussi
I"activation de la p38 MAPK (Mengshol et al., 2000).

Les inhibiteurs les plus connus de la voie de p38 sont SB202190 et SB203580 (Badger

et al., 1996).

4.8.3. La voie de SAPK/JNK

Les protéines c-Jun-N-terminal kinases (JNK) sont fortement activées par le stress
cellulaire et par conséquent, ils ont pris le nom de SAP kinases (stress activated protein
kinases). D’autres facteurs activateurs des SAP/JNK sont les cytokines pro-
inflammatoires (en particulier la famille du TNF) et des peptides vasoactifs
(endothéline, angiotensine II) (Kyriakis and Avruch, 1996). Les MAPKKK activent les
MKKA4/7, des MAPKK, qui activent les SAP/JNK. Il y a trois isoformes de SAP/JNK -
JNK2 (SAPKa), INK3 (SAPKp) et JNK1 (SAPK?Y). JNK1 et JNK2 sont exprimées
dans plusieurs tissus, tandis que JNK3 n’est exprimée que dans le cerveau, les
testicules et le cceur (Davis, 2000). Dans les fibroblastes cardiaques, il a été démontré
que I’ET active la voie de p38 MAPK et celle de la SAP/JINK (Cheng et al., 2003).

Les inhibiteurs de la voie SAP/INK sont SB203580 qui inhibe aussi la voie de p38

MAPK, SP600125 (Han et al., 2001) et le curcumin (Chen et al., 1998).
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4.9, La voie de P13 kinase

La PI3K fait partie d’une famille de kinases lipidiques qui contient trois sous-familles :
les classes 1, Il et IlI. Elles sont impliquées dans la régulation de plusieurs processus
cellulaires tels que la résistance a I’apoptose, la motilité, la prolifération, la
différenciation cellulaire et le métabolisme des hydrates de carbone (Vanhaesebroek et
al., 1997). L’activation des PI3 kinases constitue une voie de signalisation majeure au
niveau cellulaire.

Selon certains chercheurs, I’activation de la PI3K se fait an amont de ’activation de
Ras, suggérant un role de cette kinase dans I’activation de la voie ERK1/2 (Yano et al.,
1995). D’autres auteurs ont suggéré que la stimulation par les RCPG de la voie ERK1/2
dépendante de Ras implique une régulation intermédiaire par la PI3K (Lopez-Hasaca et
al., 1997). La PI3K va générer les lipides PtdIns(3,4,5)P3 et PI-3,4-P2, qui vont se lier
au domaine PH de I’Akt en I’activant. L’Akt, effecteur primaire de la PI3K, est une
sérine/thréonine kinase connue aussi sous le nom de protéine kinase B (PKB) (Gingras
et al., 1998) qui active la kinase FRAP/mTOR qui va alors phosphorylé et activé la p70
S6 kinase (Brown et al., 1995).

L’activation de la PI3K peut étre .bloquée par deux inhibiteurs spécifiques :

Wortmannine (Ui et al., 1995) et LY294002 (Sanchez-Margalet et al., 1994).
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5. L’APOPTOSE

L'apoptose est un processus d'élimination cellulaire programmeée, permettant d'assurer
le renouvellement cellulaire. La mort cellulaire apoptotique intervient ainsi dans le
maintien de I'homéostasie cellulaire et tissulaire de fagon opposée a la mitose. En effet,
les mitoses permettent la réplication cellulaire, tandis que I'apoptose conduit & la
disparition des cellules. Les facteurs déclanchant 1’apoptose sont multiples. L’apoptose
peut €tre initiée par la stimulation de nombreux récepteurs membranaires cellulaires
comme le récepteur T, la protéine Fas (appelée aussi APO- 1 ou CD 95), les récepteurs
du transforming growth factor-Beta (TGF-B) (facteur d'inhibition de la croissance
cellulaire) et du tumor necrosis factor (TNF). La protéine Fas joue un role essentiel. Le
récepteur Fas fait partie des récepteurs de la mort cellulaire. Il joue un réle central dans
la modulation de la réponse immune. Une fois engagé, le récepteur Fas recrute
différentes protéines ce qui conduit 4 l'activation en cascade des caspases.

L’apoptose dépend de la capacité de I’organisme a produire de nouvelles cellules, mais
aussi de la capacité des cellules & mourir quand elles sont endommagées, inutiles ou
dysfonctionnelles. Cette capacité des cellules & mourir quand c’est nécessaire s’appelle
I” apoptose ou mort cellulaire programmée.

L’apoptose est présente le plus souvent au cours du développement embryonnaire et du
remodelage physiologique post-natal, lors du maintien de ’homéostasie des tissus
normaux, durant le vieillissement, etc. L’apoptose aberrante joue un rdle important
dans diverses pathologies tels que les cancers, le SIDA, certaines conditions auto-

immunes, certaines maladies neurodégénératives, les lésions neurologiques ou
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cardiaques, les hépatites virales (Hetts, 1998). De nombreuses molécules sont
impliquées dans la régulation de l'apoptose, telles que lcs membres de la famille Bcl-2,
les proto-oncogénes Myc, Fos et Jun, la tyrosine kinase p59Fyn et les protéines de choc
thermique (hsp27, hsp60 et hsp70). Ces facteurs peuvent induire I'apoptose ou au
contraire l'inhiber et favoriser alors la croissance cellulaire (proto-oncogénes). La
famille des génes Bcl-2 est constituée de six membres différents dont Bcl-2 et Bel-x qui
bloquent I’apoptose, alors que Bax l’active. Le géne Bcl-2 constitue un régulateur
puissant de l'apoptose tant en situation phvsiologique que pathologique. L'expression
des génes ICE (Interleukin-1 converting enzymes) (six génes identifiés) est elie-méme
controlée par la famille des génes Bcl-2.

La mort cellulaire peut se produire par deux mécanismes, la nécrose et I’apoptose. Il est
important de faire la distinction entre la nécrose et I’apoptose. La nécrose est une mort
cellulaire accidentelle caractérisée par des changements irréversibles au niveau du
noyau et du cytoplasme. Elle survient lorsque les cellules sont exposées a de sérieuses

agressions physiques et chimiques.

Tableau III — Comparaison entre 1’apoptose et la nécrose

Apoptose Nécrose

Diminution du volume cellulaire Gonflement de la cellule
Déformation de la membrane Perte de I’intégrité de la membrane
Peu de gonflement de la mitochondrie Gonflement de la mitochondrie
Dégradation de I'ADN Dégradation aléatoire de I'’ADN

Se termine avec la fragmentation de la cellule Se termine avec la dégradation totale de la cellule
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L’apoptose est constitué d’un ensemble de processus de digestion interne qui affectent
lc cytoplasme puis le noyau. Au début, la cellule se détache de ses cellules voisines et
son volume diminue. La membrane cellulaire se déforme et le corps cellulaire
s’atrophie. Le noyau se condense, I’ADN est fractionné en grands fragments par les
endonucléases (Kuan et Passaro, 1998). A la fin du processus apoptotique, la cellule se
fragmente en corps apoptotiques qui sont reconnus et phagocytés rapidement par les
macrophages (Dietrich, 1997).

L’apoptose est un processus complexe qui implique plusieurs voies de signalisation, les
plus importantes étant : la voie associée aux récepteurs de mort cellulaire, I’activation

des caspases, la voie mitochondriale et la fragmentation internucléosomale de I’ADN.

5.1. Apoptose dans le cartilage articulaire

Plusieurs études ont examiné I’apoptose dans le cartilage arthrosique et ont mis en
évidence une augmentation de I’apoptose lors de I’arthrose. Ainsi, une augmentation de
I’apoptose chondrocytaire en relation avec 1’age a été démontrée (Adams and Horton,
1998). Au cours de I'arthrose, la mort des chondrocytes est corrélée a I’age et 4 la
sévérit¢ de I’arthrose. Dans le cartilage arthrosique agé, [I’existence d’une
hypocellularité et d’'une incidence des dépéts anormaux de cristaux de calcium >40%
ont été montré (Ohira and Ishikawa, 1987).

La microscopie €lectronique a révélé dans le cartilage humain arthrosique des détails
nucleaires et cytoplasmiques qui concordent avec 1’apoptose cellulaire (Blanco et al.,

1998). Les cellules positives mises en évidences par la technique du TUNEL sont plus
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fréquentes dans les Iésions articulaires en comparaison avec les régions non-lésionelles
(Kim et al., 2000). Dans les zones de cartilage qui contiennent des cellules positives,
une perte des protéoglycanes a €té démontrée (Hashimoto et al., 1998a). Comme le
cartilage articulaire n’est pas vascularisé, les cellules mortes ne sont pas enlevées et
restent dans les lacunes ou elles vont se désintégrer et vont libérer leur contenu. Cette
désintégration des chondrocytes conduit a la formation des corps apoptotiques qui vont
contribuer a la minéralisation et a la dégradation de la matrice extracellulaire
(Hashimoto et al., 1998b), suggérant le role de la mort cellulaire dans la pathogenése de
I’arthrose. Un modéle d’arthrose expérimentale chez le lapin a montré que la mort des
chondrocytes est corrélée a la dégradation matricielle et a la production de NO

(Hashimoto et al., 1998c).

5.2. Régulateurs de I’apoptose

Dans les chondrocytes, le processus apoptotique est medié surtout par les constituants
de la matrice extracellulaire, les agressions mécaniques, 1’oxyde nitrique, les récepteurs

de la mort cellulaire, la mitochondrie, le p53 et le c-myec.

5.2.1. Les composants de la matrice extracellulaire

La survie des chondrocytes est dépendante de leur adhérence a la matrice
extracellulaire (Shakibaei et al., 1999). La perte de certains composants de la MEC peut
entrainer la mort des chondrocytes. Dans le cartilage de souris, une diminution de la

densité cellulaire est associée avec I’apparition de I’apoptose (Yang et al., 1997). De



47

plus, "augmentation des signaux TUNEL et la dégradation de I’ADN ont été observées
dans le cartilage du genou, soutenant ’hypothése que le collagene de type II est
important pour la survie des chondrocytes in vivo.

La mort des chondrocytes peut étre prévenue par le collagéne et est associée a
I"agrégation cellulaire dépendante de I’intégrine 81 (Cao et al., 1999). Chez la souris,
I’inactivation du géne de I’intégrine ol a été associée & une dégradation du collagéne,
une cellularit¢ diminuée et des cellules apoptotique plus fréquentes (Michihisa et al.,
2003). La survie des chondrocytes est régulée par linteraction des intégrines (des

recepteurs de collagéne qui sont exprimés dans les chondrocytes) avec les composants

de la MEC.

5.2.2. Les agressions mécaniques

Les stimuli mécaniques sont des régulateurs importants de la fonction des chondrocytes
et ces stimuli peuvent également induire 1’apoptose chondrocytaire (Repo et al., 1977).
Dans les modéles animaux, et aussi dans le cartilage humain, les forces compressives
causent la mort des chondrocytes. Des cellules positives par la technique de TUNEL
peuvent &tre détectées immédiatement aprés ses traitements. Des études sur
I"articulation ont rapporté I’existence d’une corrélation linéaire entre I’tmpact du stress

mécanique et le pourcentage des chondrocytes morts (Jeffrey et al., 1995).
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5.2.3. L’oxyde nitrique

L’oxyde nitrique est connu comme un régulateur de plusieurs fonctions
chondrocytaires et sa production est corrélée avec I'induction de la mort des
chondrocytes. Premiérement, des concentrations élevées de donneurs de NO de type
nitroprussiate de sodium induisent I’apoptose dans les chondrocytes humaines en
culture (Blanco et al., 1995). Le nitroprussiate de sodium augmente [’activité de
caspase-3 d’environ 2.5 fois dans les chondrocytes humaines (Notoya et al., 2000).
Deuxiémement, un excés de NO est toxique pour les cellules, induisant I’apoptose et la
mort cellulaire dans les chondrocytes articulaires (Aigner et al., 2002). Des
concentrations élevées de NO sont mortelles pour les molécules biologiques, car le NO
produit le peroxynitrite et les radicaux d’hydroxyle qui sont cytotoxiques, car il induit
la peroxidation des lipides et peut détruire les molécules comme I’ADN. L’effet pro-
apoptotique du NO peut &tre bloqué par des espéces réactives d’oxygeéne (Blanco et al.,

1995).

5.2.4. Les récepteurs de la mort cellulaire

Les membres de la famille de récepteurs au TNF sont des récepteurs
transmembranaires qui contiennent des domaines de mort et qui activent des voies de
signalisation de I’apoptose. Le Fas (CD95) est un membre de cette famille de
recepteurs de mort cellulaire. Le ligand du Fas (FasL, CD95L) est une cytokine qui fait
partie de la famille du TNF.

Le ligand Fas est exprimé sur la surface des chondrocytes en culture (Hashimoto et al.,

1997). L’expression de Fas a ét¢ demontrée dans le cartilage normal et arthrosique



49

(Kim et al., 2000). Le syst¢éme Fas/FasL n’est pas un inducteur (rés puissant de
I"apoptose chondrocytaire, il induit une apoptose limitée, mais il peut quand méme
declencher I’apoptose dans les zones du cartilage ol la matrice est dégradée ou il peut

intensifier la mort des chondrocytes en combinaison avec d’autres facteurs promoteurs.

5.2.5. La mitochondrie

La voie mitochondriale est une voie majeure de signalisation dans I’apoptose. Pendant
I’apoptose, la permeabilité de la membrane mitochondriale est altérée et des produits
apoptotiques comme le cytochrome c et I’AIF (Apoptosis Inducing Factor) sont libérés.
Dans le cartilage arthrosique de souris ainsi que dans I’arthrose humaine il a été
démontré que la mitochondrie peut contribuer & la mort des chondrocytes (Kouri-Flores

et al., 2002).

5.3. Inhibiteurs de ’apoptose chondrocytaire

On connait trois groupes d’inhibiteurs de I’apoptose : les membres de la famille Bcl-2,
les protéines d’origine virale (CrmA, p35, FLIP et IAP) et les peptides synthétiques (z-

VAD-fmk, YVAD-fmk, Ac-DEVD-fmk).

5.3.1. La famille des protéines Bcl-2

La famille des protéines Bcl-2 exerce un contrdle du processus apoptotique. Cette

famille régule les pores de la membrane mitochondriale qui libére le cytochrome ¢ et
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d’autres facteurs apoptogéniques (Kuan et Passaro, 1998). Les membres de cette
famille peuvent étre divisés en deux groupes: les protéines anti-apoptotiques (Bcl-2,
Bel-xL, Bcl-w, Bfl-2, Brag-1, Mcl-1 et Al) et les protéines pro-apoptotiques (Bax,
Bak, Bad, Bid, Bik, Bcl-xS) (Kelekar et al., 1997).

Le ratio entre les protéines pro-apoptotiques et anti-apoptotiques semble déterminer le
destin des cellules (Oltvai et al., 1993). Un excés de protéines anti-apoptotiques comme
Bel-2 va permettre aux cellules de survivre, tandis qu’un excés de protéines pro-
apoptotiques comme Bax ou Bad va conduire a la mort programmée. L’expression de
Bcl-2 décline avec I’age pendant que I’expression de Bax reste constante lors du
processus de maturation des cellules (Wang et al., 1997). Ainsi, le ratio Bax/Bcl-2
change en faveur de I’apoptose. Ceci pourrait expliquer I’hypocellularité et la
diminution de la synthése du collagéne et des protéoglycanes lors du vieillissement du
cartilage (Adams and Horton, 1998).

Le facteur anti-apoptotique Bcl-2 protége les cellules contre I’apoptose induite par
plusieurs stimuli comme la privation en facteurs de croissance, les radiations
ionisantes, le stress thermique et le stress oxydatif. Bcl-2 a été trouvé dans le
cytoplasme, plus exactement dans la mitochondrie, mais il n’a pas été trouvé dans le
noyau (Wang et al., 1997). Bcl-2 est relié a la membrane externe de la mitochondrie et
prévient la libération du cytochrome ¢ (Kuan et Passaro, 1998).

Bcl-2 est exprimé dans le cartilage et ;ians les chondrocytes en culture. La technique
d’immunohistochimie a montré que, dans le cartilage arthrosique, I’expression de Bcl-2
est plus basse que dans le cartilage normal (Kim et al., 2000). Dans le cartilage de

souris transgéniques déficitaires en collagéne de type II, des niveaux diminués de la
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protéinc Bcl-2 ont été trouvés, suggérant que les composants de la matrice

extracellulaire sont importants pour la survie des chondrocytes (Yang et al., 1997).



6. HYPOTHESE ET OBJECTIFS

L’hypothése de ce travail est que, dans les chondrocytes articulaires provenant des
patients arthrosiques, I’endotheline-1 induit la production de I’oxyde nitrique de
maniére concomitante a la production de la MMP-1 et de la MMP-13, facteurs
cataboliques importants impliqués dans la dégradation du cartilage humain. Notre
objectif a été de démontrer les voies de signalisation empruntées par I'ET-1 pour
controler la production de ces molécules. Cette étude a été ciblée sur la caractérisation
du mécanisme d’action de I’ET-1 dans les chondrocytes provenant de patients
arthrosiques. Dans ce travail, nous avons analysé I’effet de I’ET-1 sur la production des
MMP-1, MMP-13 et du NO. En méme temps, nous avons investigué le mécanisme par
lequel ’ET-1 induit la production de ces molécules. En utilisant des inhibiteurs de
protéines kinases et de la guanylate cyclase, nous avons analysé les voies de
signalisation activées par I'ET-1 pour augmenter la production des MMP et du NO.

De plus, nous avons analysé I’effet de I’ET-1 sur ’apoptose des chondrocytes en
analysant la fragmentation de I’ADN, ainsi que des facteurs pro-apoptotiques et anti-

apoptotiques (Bad et Bcl2).



CHAPITRE III : MATERIEL ET

METHODES
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Sélection des spécimens

Les tissus humains ont été¢ obtenus avec le consentement libre et éclairé des patients,
suivant un protocole de recherche approuvé par le comité d’éthique en recherche de
’hopital Notre-Dame a Montréal. Les cartilages ont été prélevés au cours de chirurgies
de remplacement de genoux, a partir de 12 patients OA (58 + 6 années, moyenne +
I’écart-type). Nous avons effectué une évaluation histologique sur tous les spécimens,
afin d’établir la sévérité des lésions arthrosiques. Les spécimens de cartilage ont été
inclus en paraffine puis coupés et colorés avec le Safranine O et le fast green, et par la
suite évalués en utilisant 1’échelle histologique-histochimique de Mankin (Mankin et
al.,, 1971). Cette échelle, de 0 a 14, est basée sur les 4 critéres : la structure, la
cellularité, la réduction de la coloration matricielle et I’invasion de la zone de
démarcation par des vaisseaux sanguins. Seuls les tissus correspondants a un degré
modéré de sévérité d’arthrose (score Mankin 3-7) ont été intégrés a ces études. Le
cartilage a été prélevé au niveau de P’articulation du genou, au niveau de la zone
fibrillée. Ce site est le point d’appui de I’articulation et 4 ce niveau, le score Mankin est

en corrélation avec 1’activité des enzymes protéolytiques (Dean et al., 1989).

Culture cellulaire

Le cartilage a été prélevé au niveau de I’articulation du genou, puis il a été rincé, coupé

tres finement et digéré pour obtenir les cellules (Reboul et al 1996, Roy-Beaudry et al.,
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2003). La digestion du cartilage se fait en deux élapes. La premiére étape consiste en
une incubation d’une heure avec de |a pronase (1 mg/ml) (Sigma-Aldrich, Oakville,
Ontario, Canada), dans du milieu de culture Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM; Gibco BRL, Burlington, Ontario, Canada) et en présence d’un mélange de
pénicilline (100 unités/ml) et de streptomycine (100 pg/ml) (PEN/STREP 1% ; Gibco
BRL). La deuxi¢me étape est une incubation de six heures effectuée avec la
collagénase (2 mg/ml) (type IA; Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) a 37°C,
puis les cellules sont récupérées par filtration et centrifugation. Par la suite, les cellules
ont été ensemencées & haute densité (10* cellules par cm®) dans des contenants de
culture et cultivées jusqu’a confluence dans du milieu de culture DMEM contenant
10% de sérum de veau fétal (FCS; Hyclone, Logan, UT) chauffé et inactivé et 1% du
mélange PEN/STREP, 4 37°C dans une atmosphére humide a 5% CO2. Dans notre

travail, nous avons utilisées seulement des cellules de premier passage.

La méthode ELISA pour la quantification des MMP-1 et MMP-13

Pour déterminer les niveaux des protéines MMP-1 et MMP-13 dans le milieu de
culture, deux trousses de dosage ELISA pour quantifier la MMP-1 et la MMP-13 ont
été utilisées. La trousse de dosage ELISA (Amersham Biosciences Corp., Baie d’Urfé,
QC, Canada) pour la MMP-1, détecte spécifiquement la MMP-1 humaine (la MMP-1
active, la pro-MMP-1 et la MMP-1 complexée a des inhibiteurs tel la TIMP-1). La
sensibilité du dosage est de 1,7 ng/ml et il n’existe pas d’activité hétérospécifique avec

les MMP-3, MMP-2 et MMP-9. La trousse de dosage de MMP-13 (R&D Systems Inc,
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MN, USA) est également spécifique de la forme activée et de la pro-forme de la
protéine MMP-13. La sensibilité de cette méthode est de 0,032 ng/ml et il n’y a pas
d’activité hétérospécifique avec les MMP-1, -2, -3, -7, -8, -9 et la MT1-MMP.

Les chondrocytes arthrosiques ont été ensemencés dans des plaques de 24 puits, pré-
incubés pour 30 minutes avec les inhibiteurs des protéines kinases et de guanylate
cyclase présents dans le Tableau 4 puis incubés pour une période de 24 heures en
présence ou en absence d’ET-1 (10 nM). Aprés I’incubation, les milieux de culture ont
€té récoltés et les niveaux des protéines MMP-1 et MMP-13 ont €té mesurés dans le
milieu de culture, utilisant ces techniques ELISA spécifiques. Les résultats ont été

exprimés en ng/ml/5x10° cellules.

La méthode Griess pour le dosage d’oxyde nitrique (NO)

Le nitrite (NO,.), un produit stable formé par le NO, a été mesuré dans le milieu
cellulaire par une méthode spectrophotométrique basée sur la réaction de Griess (Green
et al., 1982). La méthode Griess est une réaction colorimétrique du nitrite avec le
réactif de Griess.

Pour examiner les effets de ET-1 sur la production de NO, une courbe dose-réponse a
été effectuée en incubant des chondrocytes arthrosiques pendant une période de 24
heures a des concentrations croissantes (0-100nM) d’ET-1 (Sigma-Aldrich, Oakuville,
Ontario, Canada). Ainsi, la production d’oxyde nitrique a été évaluée en présence de
plusieurs inhibiteurs. Les chondrocytes ont été pré-incubés durant 30 minutes avec les

inhibiteurs des protéines kinases et de guanylate cyclase présents dans le Tableau 4,



57

puis 24 heures avec I'ET-1 (10 nM). La production d’oxyde nitrique a été également
¢valuée en présence de I’inhibiteur de I'iNOS, L-NIL (Calbiochem EDM Biosc. Inc,
San Diego). Les chondrocytes ont été pré-incubés durant 30 minutes avec différentes
concentrations de L-NIL (0, 1, 10 et 50 pM) puis 24 heures avec I’ET-1 (10 nM). Apres
I’incubation, les milieux de culture ont été récoltés et les niveaux des NO ont été

déterminés dans le milieu de culture, utilisant la méthode Griess.

Etude de P’effet de PET-1, des protéine kinases et de guanylate cyclase

sur la production des MMP-1 et MMP-13 et du NO.

Les voies de signalisation impliquées dans la production des MMP-1, MMP-13 et NO
ont été étudiées en utilisant différents inhibiteurs de protéines kinases et de guanylate

cyclase présents dans le Tableau [V.

Tableau IV - Inhibiteurs de proteine kinases et de guanylate cyclase

Inhibiteur Concentration Réole
SB 202190 1 uM Inhibiteur de p38 MAPK
PD 98059 10 uM Inhibiteur spécifique de MEK 1/2
Wortmannin 100 nM Inhibiteur de PI3K
KT5720 4 uM Inhibiteur de PKA

LY 83583 2 uM Inhibiteur de guanylate cyclase
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La concentration des inhibiteurs utilisée dans cette étude est basée sur des résultats déja
publics (Jovanovich et al 1998; Khatib et a] 2002). Tous les inhibiteurs proviennent de
Calbiochem EDM Biosciences Inc. San Diego, CA.

Les chondrocytes OA ont été pré-incubés durant 30 minutes avec différents inhibiteurs,
puis incubés pour une période additionnelle de 24 heures avec de I’ET-1 (10 nM).
Aprés les incubations, les milieux de culture ont €té collectés et la concentration des
protéines MMP-1, MMP-13 et NO ont ét¢ déterminés par les méthodes ELISA et

Griess.

Western blot

Nous avons détecté les protéines a partir de lysats cellulaires. Les chondrocytes
arthrosiques confluents ont été incubés en présence ou en absence (contréle) de 10 nM
ET-1. Les cellules ont été lysées dans un tampon 25 mM HEPES, 5 mM MgCl,, 1 mM
EDTA, 1 mM PMSF, 10 pg/ml pepstatin, 10 ug/ml leupeptin, pH 7.5. La concentration
protéique des lysats cellulaires a été déterminée par la méthode de Bradford (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA).

Pour pouvoir identifier les protéines selon leurs poids moléculaires, nous avons utilisé
la technique du Western Blot. La séparation des protéines (10 ug) a été faite par
I"¢lectrophorése SDS-PAGE (systéme Bio-Rad) dans des mini-gels contenant un gel de
concentration de 4% et un gel de séparation 10% sulfate de sodium dodecyl (SDS),

immergés dans un tampon de migration (Tris-Glycine-SDS 1X), a la température de la
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piéce, sous 100 Volis (appareil Bio-Rad). Les protéines ont ensuite été transférées sur
une membrane de nitrocellulose (Hybond C extra; Amersham, Pharmacia Biotech
Buckinghamshire, UK) . Le transfert a eu lieu a 4°C sous 120 Volts dans un appareil
Bio-Rad et a duré | heure. Les membranes ont ensuite été immergées toute la nuit dans
un tampon bloquant 2% Super Block Blocking buffer (Pierce, Rockford, IL). Puis, elles
ont été rincées dans du T-TBS 1X (200 mM Tris base, 1.5 M NaCl, pHa75et 1%
Tween-20) 2-3 fois successivement, 5-10 minutes chaque ringage. Enfin, les
membranes ont été incubées 24 heures a 4°C avec agitation avec un anticorps primaire.

Les différents anticorps primaires utilisés pour ces études sont identifiés dans le tableau

V.

Tableau V - Anticorps primaires utilisés pour analyse par Western blot

Types d’anticorps

Anticorps L. Dilution
primaire
Phospho-p38 monoclonal de souris 1/1000
P38-total monoclonal de souris 1/1000
Phospho-p44/42 monoclonal de souris 1/5000
Phospho-Akt monoclonal de souris 1/2000
Phospho-SAP/JINK monoclonal de souris 1/1000
Actin C-terminal fragment monoclonal de souris 1/5000
iINOS polyclonal de lapin 1/1000

Tous les anticorps primaires utilisés proviennent de New England Biolabs,

Missaussauga, ON, Canada.
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Apres P’incubation avec Ianticorps primaire, les membranes ont été rincées dans T-
TBS 6 fois successivement, 5-10 minutes chaque ringage. Puis les membranes ont été
réincubées pour 1 heure a la température ambiante avec agitation avec un anticorps
secondaire anti-IgG (de souris ou de lapin) conjugué & la peroxydase. Les anticorps

secondaires utilisés pour analyse par Western Blot sont indiqués dans le tableau VI.

Tableau VI - Anticorps secondaires utilisés pour analyse par Western blot

Types d’anticorps

Anticorps secondaire Dilution
Phospho-p38 Cheévre anti-souris 1/25000
P38-total Cheévre anti-souris 1725000
Phospho-p44/42 Chévre anti-souris 1/25000
Phospho-Akt Chévre anti-souris 1/25 000
Phospho-SAP/JNK Chévre anti-souris 1/25 000
Actin C-terminal fragment Chévre anti-souris 1725000
INOS Chévre anti-lapin 1 /40 000

Ensuite, les membranes ont été rincées dans T-TBS 1X 6 fois successivement, 5-10
minutes chaque ringage. Puis les protéines ont été révélées avec le substrat Super
Signal Ultra Western blot chemiluminescence system (Pierce) et la détection a été

effectuée a I’aide de films Kodak Biomax.
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Apoptose

L’apoptose a été analysée par deux méthodes. Premiérement, une méthode basée sur Ie
marquage de I’ADN fragmenté, qui s’appelle la méthode TUNEL a été utilisée
(Trevigen Inc., Gaithersburg, MD). Par la suite, une méthode basée sur la détection de
protéines apoptotiques (la technique d’immunocytochimie) a été employée.

Les chondrocytes arthrosiques ont été ensemencés sur des chambres Lab-Tec (Nalge
Nunc International, Naperville IL). Lorsque les cellules sont a confluence, les milieux
ont été retirés et les cellules ont été incubées pour 72 heures a 37° C dans du DMEM
contenant 2.5% de sérum de veau fétal avec ou sans ET-1 (10nM). A I'aide d’une
coloration in situ utilisant la méthode TUNEL, nous avons détectées les cellules
apoptotiques. Les nucléotides biotinylées sont détectés en utilisant une peroxydase
horseradish streptavidine (POD) et révélés avec la DAB (diaminobenzidine) (Dako
Diagnostics). Pour déterminer la spécificité de la coloration, deux contrdles ont été
utilisés : un contrdle négatif ot le TdT a été omis et un contréle positif ot les cellules
ont éte traitées pendant 15 minutes a 37°C avec de la DNAse I (0.1 pg/ml).

Comme protéines apoptotiques, nous avons choisi de déterminer la protéine pro-
apoptotique Bad et Ia protéine  anti-apoptotique  Bcl2. La détection
immunocytochimique de ces deux protéines a été effectuée utilisant des anticorps
spécifiques anti-Bad et anti-Bcl2 (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY). Les
cellules positives ont été détectées par un deuxiéme anticorps IgG anti-souris conjugué
ala POD et révélé avec le DAB. Pour effectuer I’évaluation de I’effet protecteur ou non

de I'ET-1 sur les chondrocytes arthrosiques, nous avons calculé des ratios
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Bel2+/Bad+ dans les controles et les chondrocytes stimulés avec I'ET-1. Les résultats

sont exprimés en pourcentage moyen des cellules colorées positivement + I’écart-type.

L’analyse statistique

Les résultats sont présentés sous forme de moyennes + I'écart-type. Les analyses
statistiques ont été faites par le test Mann-Whitney, et la valeur de p< 0.05 a été

considérée comme étant significative.



CHAPITRE IV : MANUSCRIT
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ABSTRACT

The mechanism of ET-l-induced NO, MMP-1 and MMP-13 productions was
investigated in human OA chondrocytes. The cells were isolated from human articular
cartilage obtained at surgery, and cultured in the absence or presence of ET-1 with or
without inhibitors of protein kinase or LY83583 (an inhibitor of soluble guanylate
cyclase and of cGMP). MMP-1, MMP-13 and NO levels were then measured by
ELISA and Griess reaction, respectively. Additionally, iNOS and phosphorylated forms
of p38 MAP kinase, p44/42, SAP/INK and serine-threonine Akt kinase were
determined by Western blot. Results show that ET-1 greatly increased MMP-1 and
MMP-13 production, iNOS expression and NO release. 1.Y83583 decreased the
production of both MMPs below basal levels, whereas the inhibitor of p38 kinase,
SB202190, suppressed ET-1-stimulated production only. Similarly, the ET-1-induced
NO production was partially suppressed by the p38 kinase inhibitor and completely
suppressed by the PKA kinase inhibitor, KT5720, and LY83583, suggesting the
involvement of these enzymes in relevant ET-1 signaling pathways. In human OA
chondrocytes, ET-1 controls the production of MMP-1 and MMP-13. ET-1 also
induces NO release via iNOS induction. Thus, ET-1 and NO should become important

target molecules for future therapies aimed at stopping cartilage destruction.
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INTRODUCTION

Cartilage degradation in osteoarthritis (OA) and rheumatoid arthritis (RA) constitutes a
major structural change in the joint, which may severely impair its function causing
pain and disability. This degradation is accompanied by the release in the synovial fluid
of degraded matrix constituents that primarily result from an increased matrix
catabolism [1]. Various factors are directly involved in this process. Endothelin-1 (ET-
1), a potent vasoconstrictor and pro-mitogen peptide for many cell types, including
chondrocytes, was recently identified as one such factors [2;3].

ET-1 binds to the specific ETA or ETB receptors expressed on chondrocytes [4] and
triggers a cascade of intracellular events, including phospholipase C activation (5],
increase in intra-cellular calcium [6;7], prostaglandin production [8] and nitric oxide
(NO) release [9]. The effect of ET-1 on DNA and protein synthesis in chondrocytes is
biphasic. The potent initial stimulatory effect of ET-1 decreases progressively with
time and is followed by an inhibition [3;8]. The inhibitory effect seems to be mediated
by NO and cyclic guanosine monophosphate (cGMP) both produced in response to ET-
1 stimulation [8;9]. Additionally, we have recently demonstrated that ET-1 is
significantly increased locally in OA cartilage and synovial membrane when compared
with normal tissues. In OA cartilage, ET-1 is involved in cartilage catabolism through
metalloprotease (MMP) regulation and the induction of type II collagen breakdown [2].
MMPs are a family of structurally related zinc-dependent neutral endopeptidases
classified into subgroups of collagenases, gelatinases, stromelysins, membrane-type

MMPs and other MMPs [10]. When activated, MMPs degrade a broad spectrum of
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substrates, including collagens and other matrix macromolecules. As a whole, MMPs
play an important role in the extracellular matrix (ECM) remodelling which occurs
under physiological and pathological conditions. Among all the MMPs, we have
recently demonstrated an induction in the synthesis, secretion and activation of two
collagenases (MMP-1 and MMP-13) by ET-1 [2]. These MMPs play an active role in
the progression of OA pathology as they are the most effective at initiating collagen
destruction during the inflammatory process and the remodelling phase of the disease
[11;12].

Another deleterious agent in joint cartilage is the NO radical [13;14], which down
regulates DNA [8] and matrix synthesis [14] and up regulates matrix degradation via
increased MMP synthesis [15]. Indeed, inhibition of NO production was shown to slow
down the progression of OA. It has been demonstrated that, in vitro, NO could also up-
regulate MMP synthesis and activity in joint chondrocytes and cartilage [15]. In vivo,
in an OA animal model, selective inhibition of the inducible NO synthase (iNOS)
provides a protective effect on OA joint tissues more specifically in regard to the
degradation of the ECM and the down-regulation of MMP [16].

The aim of this study was to further investigate the roie of ET-1 in human OA
chondrocytes focusing on NO, MMP-1 and MMP-13 production as well as the relevant
signaling pathways activated by ET-1 in human OA chondrocytes in regard to these

factors.
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MATERIALS AND METHOD

Specimens. Human cartilage was obtained with the consent of 12 OA patients (58 + 6
years, mean + SEM) undergoing total knee replacement.. The Institutional Ethics
Committee Board of Notre Dame Hospital in Montreal, Canada approved the study
protocol. Tissue specimens were embedded in paraffin, sectioned and stained with
Safranin O and fast green and evaluated using the Mankin histological/histochemical
scale [17]. Only tissues corresponding to a moderate degree of OA severity (Mankin 3-
7) were included in this study. Cartilage was sectioned from the tibial plateaus, rinsed,
finely chopped and cells released by enzymatic digestion performed as previously
described [2;11]. The cells were seeded in culture flasks at the density of 10* cells per
cm’ and grown to confluence in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Gibco
BRL, Burlington, Ontario, Canada) containing 10% heat-inactivated fetal calf serum
(FCS; Hyclone, Logan, UT) and 1% penicillin/streptomycin (Gibco BRL). Only first-

passage-cultured cells were used.

MMP-1 and MMP-13 quantification. MMP-1 and MMP-13 protein levels were
determined in the culture media using specific ELISA assays. The ELISA assay
(Amersham Biosciences Corp., Baie d’Urfé, Québec, Canada) for MMP-1 specifically
detected the total human MMP-1, ie. active MMP-1, the latent enzyme and the enzyme
complexed with inhibitors such as TIMP-1. The sensitivity of this assay is 1.7 ng/ml,
and there is no significant cross-reactivity or interference with MMP-3, MMP-2 and

MMP-9. The MMP-13 ELISA assay (R&D Systems Inc, MN, USA) is a monoclonal
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polyclonal based assay specific for both the active and latent MMP-13. Its sensitivity is
0.032 ng/ml and there is no cross-reactivity with MMP-1, -2 .-3, -7, -8, -9 and MT1-

MMP. Results are expressed as ng/5 x 10° cells.

The effect of ET-1, protein kinase inhibitors and a guanylate cyclase inhibitor
(LY83583) on MMP-1, MMP-13 and NO production. MMP-1, MMP-13 and NO
productions were studied in the absence and presence of ET-1 and using various
inhibitors. 1) SB 202190 (1 puM: inhibitor of p38 MAPK); 2) PD 98059 (10 uM: a
selective MEK1/2 inhibitor); 3) Wortmannin (100 nM: a PI3K inhibitor); 4) KT5720
(4 pM: a PKA inhibitor); and 5) LY83583 (2 uM: an inhibitor of NO-dependent
soluble guanylate cyclase inhibitor). All inhibitors were purchased from Calbiochem
EDM Biosciences Inc. San Diego, CA, and the active concentrations chosen is based
on the literature or assayed in preliminary experiments [18;19]. ET-1 was purchased
from (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada). Confluent OA chondrocytes were
pre-incubated for 30 minutes with these inhibitors and then 10 nM of ET-1 was added
for 24 hours. Following incubation, the MMP-13 and MMP-1 protein and NO levels

were determined in the media of six independent cultures as described below.

Nitric oxide (NO) determination. Nitrite (NO, "), a stable end product of NO, was
measured in the media of cultured cells using a spectrophotometric method based on
Griess reaction [20]. To examine the effects of ET-1 on NO production, a dose-
response curve was performed by incubating OA chondrocytes for 24 hours with

increased concentrations (0 -100 nM) of ET-1 or pre-treated with protein kinase
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inhibitors or a guanylate cyclase inhibitor and ET-1 as described above. Nitric oxide
production was also evaluated in the presence of the iNOS inhibitor, L-NIL
(Calbiochem EDM Biosc. Inc, San Diego). Chondrocytes were pre-incubated for 30
minutes with 0-50 uM L-NIL and then incubated for 24 hours with 10 nM ET-1. The
media were collected and released NO levels determined. Results are expressed as

nmol/5 x 10° cells + SEM or as percentage of the control cultures.

Western Blot. Confluent OA chondrocytes were incubated in the presence or absence
(control) of 10 nM ET-1, and the cells were lysed in 0.2 ml of lysis buffer (25 mM
HEPES, 5 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 10 pg/ml pepstatin, 10 pg/ml
leupeptin, pH 7.5). The protein concentration of the lysate was determined with the
Bradford dye assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). For Western Blot, 10 pg of
lysate protein was separated by electrophoresis on a 10% sodium dodecyl sulfate (SDS)
discontinuous gradient polyacrylamide gel. Separated proteins were then transferred
electrophoretically onto a nitrocellulose membrane (Hybond C extra; Amersham,
Pharmacia Biotech Buckinghamshire, UK). The membranes were immersed overnight
in the Super Block Blocking buffer (Pierce, Rockford, IL), rinsed and incubated 24
hours at 4°C with one of the mouse monoclonal primary antibpdy (New England
Biolabs, Mississauga, ON, Canada) specifically recognizing: 1) phosphorylated p38 or
total p38 (dilution: 1/1000); 2) phosphorylated p44/42, (dilution: 1/5000); 3)
phosphorylated Akt (dilution: 1/2000) 4) phopsphorylated SAP/JNK (dilution: 1/1000)
and actin C-terminal fragment (dilution: 1/5000). iNOS was detected with a rabbit

polyclonal antibody (Santa Cruz Biotechnology Inc. Santa Cruz, CA, (dilution:
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1/1000)). Following incubation with primary antibody, membranes were carefully
washed and re-incubated for 1 hour at 4°C with a second antibody (anti-rabbit IgG).
Anti-mouse horseradish peroxidase (POD)-conjugated IgG (dilution: 1/25000) was
used for the detection of the monoclonal antibody and sheep anti-rabbit IgG, POD-
conjugated (dilution: 1/40000) for the polyclonal antibody. Detection was performed

using the Super Signal Ultra Western blot chemiluminescence system (Pierce) [11].

Apoptosis. Apoptosis was investigated in OA chondrocytes cultured on Lab-Tec
chamber slides (Nalge Nunc International, Naperville IL). At confluence, the cells were
rinsed and incubated at 37° C for 72 hours in DMEM containing 2.5% heat-inactivated
FCS in the absence or presence of 10 nM human recombinant ET-1. Apoptotic cells
were detected by in situ staining using the TUNEL method (Trevigen Inc.,
Gaithersburg, MD). Both pro-apoptotic Bad and anti-apoptotic Bcl2 proteins were
determined by immunocytochemical detection using specific anti-Bad and anti-Bcl2
antibodies (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY). The results are expressed as
mean percentage of positively stained cells according to previous published method

[21;22].

Statistical Analysis. Data are expressed as mean = SEM of 5-6 independent cultures.
Statistical significance was assessed by the Mann-Whitney test, and p < 0.05 was

considered significant.
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RESULTS

ET-1 induces MMP-1 and MMP-13 production. The effects of ET-1 and those of
various inhibitors on MMP-1 and MMP-13 productions are shown in Fig. 1. At 10 nM
ET-1 the production of both enzymes was significantly increased (p<0.005).
SB202190, a p38 inhibitor, completely suppressed the ET-1-stimulated production of
both enzymes, whereas the PI3K inhibitor, Wortmannin, and the PKA inhibitor,
KT5720, partially but significantly (p<0.01) decreased the level of MMP-13, only.
Interestingly, the most potent inhibitor of MMP-1 and MMP-13 production was
LY83583, an inhibitor of NO-dependent soluble guanylate cyclase and of cGMP. This
agent not only suppressed the ET-1-induced stimulation, but also decreased the level of
both enzymes below the basal level: a significant difference was found for both MMP-
13 and MMP-1 when compared to the ET-1 stimulation (p<0.005) and for MMP-13
when compared to the control (p<0.05). Although a decrease in MMP-13 was noted
with the MEK1/2 kinase inhibitor, PD98059, at the concentration tested, it did not
reached statistical significance. With this inhibitor, no effect was found on MMP-1

production.

ET-1 induces NO production. The effects of ET-1 on NO release and on iNOS
expression are shown in Fig. 2. Figure 2a shows that ET-1 greatly stimulated NO
production and was released in a concentration-dependent manner. Incubation with
increasing concentrations of ET-1, from 0.1 nM to 100 nM, augmented by almost 12-

fold the linear accumulation of NO. To determine the mechanism involved in the ET-1-
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induced NO production, the effects of the major intracellular signaling pathways were
investigated. Figure 2b shows that the ET-1-induced NO release was significantly
inhibited by p38 inhibition and prevented by KT5720, a PKA inhibitor. No significant
effect was noted for MEK 1/2 inhibition by PD98059 and by Wortmannin. Moreover,
the guanylate cyclase inhibitor LY83583 reduced the NO production as significant
differences were found when compared to either the ET-1 stimulation (p<0.05) and to
the control (p<0.05), and this inhibitor also decreased both the endogenous and ET-1-
induced iNOS level (Figure 2d). The ET-1-induced NO release occurs via iNOS as
shown in Figure 2c: complete inhibition of iNOS by 50 uM of an allosteric iNOS
inhibitor, L-NIL, as expected, almost completely inhibited NO release. Fig. 2d shows
the effects of various inhibitors on iNOS expression, as determined by Western blot
analysis of cell extracts. The 24 h incubation of cells with ET-1 results in an increase of
iINOS protein (Fig. 2d, lane 2). The ET-1-induced iNOS protein expression was
completely suppressed by SB202190 and LY83583 and partially suppressed by

Wortmannin and KT5720. PD98059 had no effect.

Intracellular protein kinase phosphorylation in the presence of ET-1. Figure 3 (a-
d) shows the effects of ET-1 on the phosphorylation of p38, Akt, p44/42 and SAP/JNK
kinases as detected by Western blot of cell extracts. ET-1 at 10 nM induced in a time-
ordered manner p38, Akt, p44/42, and SAP/JNK phosphorylation. For p38, maximal
effect following cell exposure to ET-1 was obtained at 10 minutes. For Akt, effect was
observed at 2 min of cells exposure and this effect persists during 30 minutes, followed

by a decline at 45 minutes. At this time (45 minutes), both p38 kinase and Akt
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phosphorylated forms were diminished. Maximal effect was obtained at 15 minutes for
p44/42 kinase and at 45 minutes for SAP/JNK. The SAP/JNK phosphorylated forms
were not detected at 60 minutes, whereas that of p44/42 decreased, but was still present

even at 60 minutes.

ET-1 did not affect apoptosis. As ET-1 induces NO release and because the
accumulation of NO causes apoptosis, we explored this potential effect. OA
chondrocytes incubated in the absence (control) or presence of ET-1 (10 nM) for 72
hours showed that ET-1 did not affect apoptosis (TUNEL reaction; data not shown) nor
the production of either anti-apoptotic Bcl2 or pro-apoptotic Bad proteins. A similar
percentage of positively stained cells was found for: Bcl2 (42.8 + 5.1 and 43.2+ 4.3 %

for the control and ET-1 respectively) and for Bad (10.1 £3.8% and 9.5 + 2.1%).

DISCUSSION

This study shows an overproduction of NO, MMP-1 and MMP-13 in human OA
chondrocytes stimulated by ET-1. This goes beyond previous results [2], which showed
that human OA synovial tissue and joint cartilage express ET-1 gene and overproduce
ET-1 resulting in an excessive synthesis of MMP-1 and MMP-13 in the same tissues.
In addition, it goes beyond these findings and enlightens the mechanism by which ET-1
accomplishes this action. Strong evidence was obtained for the key role played by NO

whose production and release were also up-regulated by ET-1.
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NO induces smooth muscle cell relaxation by aclivating soluble guanylate cyclase and
increasing intracellular concentration of cGMP. LY83583 suppresses the effect of NO
by inhibiting this NO-dependent production of cGMP [23]. In this study, LY83583 was
also shown to strongly inhibit MMP-1 and MMP-13 production by unstimulated and
ET-1-stimulated OA chondrocytes showing the key role of cGMP for the synthesis of
these enzymes. This finding confirms previous observation that cGMP is necessary for
protein synthesis [9], and brings further evidence that an excess of NO is harmful to

cells.

It is generally accepted that progressive tissue destruction in RA and OA, results from
an excessive breakdown mediated by various proteolytic enzymes and other catabolic
agents such as free radicals and NO [1;13;24;25]. Our results suggest that ET-1 should
also be added to the list of potential deleterious agents that may account for articular
cartilage destruction in rheumatic diseases. The action of ET-1 seems to be dual via an
increase in MMP and NO production. ET-1-induced stimulation of MMP-1 and MMP-
13, as well as the induction of iNOS gene expression with subsequent NO
overproduction by OA chondrocytes, may interfere with the pro-inflammatory cytokine
pathways. Indeed, we and others have shown that IL-18 up-regulates the synthesis of
ET-1 [3], which in tumn, can induce IL-18 gene transcription and consequently the
production of the protein [26]. We previously demonstrated [2] that MMP-13
expression was induced similarly by ET-1 and IL-18 while although both enhanced
MMP-1 expression, the effect of IL-18 was more potent on this enzyme. Interestingly,

by using a specific immunoassay measuring C telopeptide of type II collagen fragments
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on OA cartilage explants, we also found that the level of the cleaved collagen
fragments were significantly increased in the presence of both IL-18 and ET-1 with a
more potent effect observed for ET-1. This could be explained by a putative synergy
between ET-1 and IL-18 as ET-1 induces IL-18 and as IL-18 has a positive feedback
on ET-1 synthesis [19;27].

At physiological concentrations, NO is an important signaling molecule [28], but when
overproduced via iNOS gene activation it is toxic to cells [29]. It triggers the
transcription of several pro-inflammatory genes [28;30], interacts with the cystein
residues of many proteins (S nitrosylation) and may alter their structure and function.
In the presence of the superoxide anion, NO generates peroxynitrite and hydroxyl
radicals that are cytotoxic, inducing peroxydation of lipids and damaging other
molecules, such as DNA, and matrix macromolecules. This finally results in the
inhibition of many cellular processes that impair the capacity of the cells to synthesize

matrix macromolecules and repair damaged tissue [8;31].

In addition to the findings discussed above, this study sheds more light on the major
signaling pathways involved in the ET-1-induced MMP-1 and MMP-13, and NO
productions. In OA chondrocytes, ET-1 seems to stimulate the production of these
enzymes through activation of, at least, two kinases, p38 MAP and PKA kinases. As
shown by Western blot analysis of the cell extracts, incubation of cells for a short
period of time with ET-1 results in the phosphorylation of p38 MAP, p44/42, SAP/INK
and Akt kinases. This effect occurs within minutes following a challenge with ET-1

and disappears after 45 and 60 minutes for the p-38 and SAP/JNK kinases respectively.
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The activation of these kinases is probably necessary for the induction by ET-1 of
MMP-1 and MMP-13 productions. The inhibition of p38 kinase is associated with a
suppression of the ET-1-induced stimulation of both enzymes whereas the inhibitions
of adenyl cyclase-dependent, PKA kinase is associated with a partial suppression of the
ET-l-induced stimulation of MMP-13 production, only. This suggests that these
inhibitors are specific for the ET-1 activated pathways since they do not affect the basal
levels of MMP-1 and MMP-13.

Another point also deserves consideration. Tardif et al [32], have described two OA
chondrocyte populations distinctive by their MMP-13 content and response to IL-18.
One contains small amounts of MMP-13 protein and is highly sensitive to IL-18
stimulation; the other is enriched in MMP-13 protein but poorly respond to the
cytokine. The cell heterogeneity of OA cartilage may explain some variability of the
results observed in our study particularly in case of using low doses of the MEK %
inhibition followed by ET-1 stimulation. In fact, when MAPK pathways (ERK, JNK
and p38) are activated in chondrocytes, their inhibition is dependent of the inhibitors
concentration used particularly for SB 203580 and PD 98059 [18]. PD 98059 which
had no effect in this study at the concentration of 10 pM on ET-I1-induced iNOS
expression and NO production was demonstrated in other studies to suppress NO
induction in human chondrocytes as shown in Gemba et al. [18].

The phosphorylation of p38 MAP kinase by ET-1 was also described in osteoblast-like
cells [33] and in cardiac myocytes [34] while in chondrocytes overproducing MMP-1
and MMP-13 this MAP kinase was shown to be phosphorylated principally by IL-18

[35]. Activation of PKA was shown to be required for the up-regulation of iNOS and
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the subsequent production and release of NO by several cell types such as vascular
smooth muscle cells [36], cardiac myocytes [37] and human macrophages [38]. It is
also associated with the cytokine-induced NO production in human OA articular
chondrocytes [39]. Our results suggest that the activation of PKA is also required for
the ET-1-induced up-regulation of iNOS and subsequent production of NO by human
OA chondrocytes. However, PKA activation seems to be less required for the ET-1-
induced up-regulation of MMP-13 and not at all for the up-regulation of MMP-1 since
the inhibition of PKA with KT5720 does not affect the ET-1-induced overproduction of
this enzyme. In this study, subtle differences are shown in the pattern of inhibition of
the ET-1-induced overproduction of MMP-1 and MMP-13. The effect of ET-1 on
MMP-13 production was more sensitive to the inhibitors of protein kinases than on
MMP-1 production. As suggested above, these variable responses point out to possible
different cell populations producing these two enzymes or relevant signaling pathways
eliciting the ET-1-induced stimulations [35].

We also tested the hypothesis that ET-1 may act in OA trough induction of apoptosis.
This was based on the findings that cells of the superficial layer disappear during
cartilage degeneration [40], that ET-1 is preferentially produced in this layer [2] and
that NO may induce apoptosis and cells death at high concentrations [29]. Indeed,
chondrocytes death may represent one of the contributing factors in cartilage
destruction. However, as shown in this study, ET-1 does not appear to induce
chondrocyte apoptosis or cell death. Using the TUNEL technique (which was recently
shown to detect both apoptosis and cell death [29]), and using Bcl2 and Bad proteins

determination, no differences were found between ET-1-treated and control cultures.
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CONCLUSION

This study shows that ET-1 causes an overproduction of NO, MMP-1 and MMP-13 in
human OA chondrocytes. Additionally, the signaling pathway used by ET-1 in these
cells was demonstrated. The fact that ET-1 possesses the biological properties
described above, acknowledge this peptide as an important catabolic factor contributing
to the cartilage destruction via induction of the deleterious molecules such as MMPs
and NO. NO seems to be a key molecule which is produced in parallel with the ET-1-
induced over production of the MMPs. Thus, blocking the effects of ET-1 may become
a useful therapeutic approach aimed at stopping cartilage destruction in rheumatic

conditions such as RA and OA.



Abbreviation List

OA = Osteoarthritis

RA = Rheumatoid arthritis

ET-1 = Endothelin-1

NO = nitric oxide

¢GMP= cyclic guanosine monophosphate

MMP = metalloprotease

DMEM = Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

ECM = extracellular matrix

iNOS = inducible NO synthase

TIMP-1 = tissue inhibitor of matrix metalloproteinases
PKA = Protein Kinase A

MEK1/2 = mitogen-activated protein kinase kinase 1/2
L-NIL = L-N°(1 -iminoethyl)lysine)

FCS = fetal calf serum

MAPK = mitogen-activated protein kinase

SAP/INK = stress-activated protein kinase /Jun-N-terminal kinase
IL-18 = Interleukin 1 beta

TNF-a = tumor necrosis factor alpha

POD = horseradish peroxidase
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Effect of protein kinase inhibitors and LY83583 on ET-1-induced MMP-13
and MMP-1 production by human OA chondrocytes. Confluent monolayer
chondrocytes were pre-incubated 30 minutes at 37°C with SB 202190 (1 uM),
PD98059 (10 uM), Wortmannin (100 nM), KT5720 (4 puM) or LY 83583 (2 uM) for 30
minutes at 37°C, then challenged with ET-1 for 24 hours. MMP-13 and MMP-1
proteins were measured in the culture media using specific ELISA assays. P values
indicate significant differences comparing experimental conditions with ET-1 treatment
alone (*) and versus the control cultures (#). Values are expressed as mean + SEM of 5
independent experiments performed in duplicate. # and * indicate significant

differences P<0.05; ## and **: P< 0.01; ### and ***: P< 0.005.

Figure 2. Effect of ET-1 on NO release and iNOS expression by human OA
chondrocytes. NO was measured in the culture media and iNOS protein detected in cell
extracts and revealed by Western blot using specific antiserum as described in
Material&Methods. a: Concentration-dependent ET-1-induced NO accumulation in the
culture media from confluent human OA chondrocytes treated with ET-1 (0-100 nM) at
37°C for 24 hours. b: Effect of protein kinase inhibitors and of guanylate cyclase
inhibitor on ET-1-induced NO release in OA chondrocytes. Confluent monolayer
chondrocytes were pre-incubated with SB 202190 (I uM), PD98059 (10 uM),
Wortmannin (100 nM), KT5720 (4 uM) or LY83583 (2 uM), for 30 minutes at 37°C
then challenged with ET-1 for 24 hours, and NO determined in the culture media. c:

Effect of iNOS inhibition on NO release induced by ET-1 in human OA chondrocytes.
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The chondrocytes were pre-treated with the allosteric inhibitor of iNOS, L-NIL, (0-50
M) for 30 minutes and then incubated with ET-1 (10 nM) for an additional 24 hours.
NO level was measured in the culture media. d: Effect of protein kinase inhibitors and
LY83583 on ET-1-induced iNOS in human OA chondrocytes. Chondrocytes were pre-
incubated with SB 202190 (1 uM), PD98059 (10 uM), Wortmannin (100 nM), KT5720
(4 uM) or LY83583 (2 uM), for 30 minutes at 37°C then challenged with ET-1 for 24
hours, and INOS was quantified. In a, b and ¢ values are the mean + SEM of 6
independent experiments performed in duplicate. In d representative blot of 3
independent experiments is shown. P values indicate significant difference between
ET-1 treated cells and cells treated with indicated inhibitors + ET-1 (*) and versus
control (#). # and * indicate significant differences P<0.05, ### and *** indicate

significant differences P< 0.005.

Figure 3. Phosphorylation of p38 MAP kinase, Akt, p44/42 and SAP/INK by ET-1 in
human OA chondrocytes. a: Western immunoblot of p38 MAP kinase. Confluent
human OA chondrocytes were incubated with ET-1 (10 nM) for 10 or 45 minutes and
cell extracts were prepared as described in Material and Methods. Western
immunoblots using antiserum against activated (phospho-p38) .and total p38 MAP
kinase (p38 T). A representative result of 3 different experiments is shown. b: Western
immunoblot of Akt. Cells were incubated for 2,5, 15, 30, 45 or 60 minutes in presence
of ET-1 (10 nM) and cell extracts were prepared as described in Materials and
Methods. Western immunoblot was done using an antiserum specific for phospho Ser

473 of Akt. A representative result of 3 different experiments is shown. c¢: Western
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immunoblot of p44/42. Confluent human OA chondrocytes were incubated with ET-1
(10 nM) for 0, 5, 15 or 60 minutes and cell extracts were prepared as described in
Material and Methods. d: Western immunoblot of SAP/JNK protein kinase. Confluent
human OA chondrocytes were incubated with ET-1 (10 nM) for 0, 5, 30, 45 and 60
minutes and cell extracts were prepared as described in Material and Methods. Actin
detection was used as a control of the level of proteins loaded. Representative blot of 3

independent experiments is shown.
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Les resultats de cctie élude montrent que I’endotheline-1 induit la production de
'oxyde nitrique et des métalloprotéases MMP-1 et  MMP-13. Dans I’ensemble, ce
travail vient de confirmer ct de compléter des résultats obtenus dans notre laboratoire et
publiés récemment (Roy-Beaudry et al., 2003). Ces résultats ont montré que lors de
I"arthrose une surproduction de I’ET-1 est observée. Nous avons démontré que ’ET-1
induit la synthése, la sécrétion et ’activation des MMP-1 et MMP-13, qui favorise la
dégradation du collagéne de type II. De plus, nous avons caractérisé le mécanisme
d’action de I’ET-1 dans I’induction de la production d’oxyde nitrique et des MMP-1 et
-13 dans les chondrocytes articulaires arthrosiques. Nous avons eu recours a deux
approches afin de caractériser le mécanisme potentiel d’action de PET-1: 1) nous
avons analysé¢ la phosphorylation de certaines protéines kinases impliquées dans
induction de la MMP-1 et -13 et du NO par I’ET-1 et 2) nous avons exploré I’effet
des inhibiteurs pharmacologiques de ces voies de signalisation.

L’arthrose est caractérisée par un métabolisme chondrocytaire altéré, avec une
degradation excessive des macromolécules de la matrice extracellulaire. Plusieurs
facteurs sont impliqués dans ce dysfonctionnement métabolique de I’arthrose, parmi
lesquels plusieurs enzymes protéolytiques et d’autres agents cataboliques, tel que
'oxyde nitrique (Martel-Pelletier et al., 1994; Studer et al., 1999), 'IL1 B et le TNF c.
D’apres nos résultats, a ces facteurs cataboliques bien identifiés dans la littérature,
s’ajoute maintenant I’ET-1. L’ET-1 apparait étre un facteur ayant des propriétés pro-
inflamatoires puisqu’il induit la phosphorylation des protéines kinases connues pour
leur implication dans I’inflammation. L’ET-1 induit également la synthése d’iNOS qui

produit du NO, un médiateur qui assume la vasodilatation lors de I’inflammation. Dans
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lc cartilage, il n’y a pas de cellules inflammatoires, puisque le cartilage est constitué
d’un seule type cellulaire: les chondrocytes. L’inflammation dans I’arthrose est
secondaire, elle apparait au niveau de la membrane synoviale ot I'ET-1 a été retrouvé
(Miyasaka et al., 1992; Roy-Beaudry et al., 2003) et ot elle semble jouer un role dans
la douleur inflammatoire. Plusieurs études ont montré I'implication de I’'ET-1 dans
I"inflammation et la douleur. L’endothéline a des effets nociceptifs dans I’articulation,
induisant la douleur articulaire via I’activation du récepteur ET A (De-Melo et al., 1998).
D’aprés nos résultats, I’ET-1 ne semble pas produire d’effet sur le NO et les MMP-1 et
MMP-13 via les mémes voies de signalisation. Tel que supposé, le NO est produit via
Pinduction de I'iNOS et implique la voie de la PKA et de la p38. La voie de I'IP3 n’est
pas impliquée dans la production du NO, ni de la MMP-1, alors que la production de la
MMP-13 implique cette voie.

Dans ce travail, nous n’avons pas exploré le type de récepteurs via lequel I'ET-1 agit.
[l est possible que dans les chondrocytes articulaires le récepteur ne soit pas le méme. Il
est connu que les chondrocytes expriment les deux types de récepteurs (ETA et ETB),
avec une prédominance du récepteur ET, (Khatib et al., 1998) ce qui a été demontré
dans les chondrocytes isolés des articulations de rats. 11 semblerait que I’ET-1 induit la
production des MMP via le récepteur ET, et que la production de NO s’effectuerait via
le récepteur ETp. Récemment, il a été montré, dans le cancer ovarien, le sarcome de
Kaposi et les fibroblastes que I’augmentation des niveaux de MMP par I’ET-1 se fait
via le récepteur ETa (Rosano et al., 2003) alors que nous savons depuis plusieurs
annees que la production du NO est effectuée par I’ET-1 suite a sa liaison au récepteurs

ETp (Hirata et al.,1993).
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Les résultats de ce travail ont montré par ELISA que 'ET-1 induit la production des
MMP-1 et MMP-13 et du NO. L’incubation des chondrocytes arthrosiques avec 10 nM
d’ET-1 a presque doublé la production des collagénases et a multipliée par 5 a 6 fois
celle du NO (tel que dans la figure 2a de ’article). De plus, I’incubation des
chondrocytes avec des concentrations croissantes d’ET-1 (de 0,1 nM a 100 nM) a
augmenté la production de NO de maniére concentration-dépendante. Les effets de
I’ET-1 sur la production de la MMP-1 et de la MMP-13, ainsi que sur 1’expression de
I'INOS, et la production subséquente de NO peut interférer avec la voie de
Iinterleukine-1. Dans cette étude, nous n’avons pas étudié les effets possibles de
synergie entre I’IL-1(, mais quelques résultats préliminaires (non inclus dans ce travail)
suggerent I’existence d’une synergie entre I’endothéline-1 et PIL-18. Cette synergie
serait le résultat d’une interaction moléculaire trés complexe parce que d’une part, il a
eté démontré que ’ET-1 module I'IL-18 (Didier et al., 2003) et d’autre part, que les
cytokines pro-inflammatoires sont capables d’augmenter ’expression de I’ET-1
(Khatib et al., 1997b). Des études additionnelles pour clarifier la relation entre ET-1 et
IL-18 seront nécessaires.

Les doses de I’ET-1 que nous avons utilisées dans cette étude, ont été choisi selon nos
resultats précédemment publié (RoyBeaudry et al., 2003, Khatib et al., 1998, Messai et
al., 1999) et sur de nombreuses travaux existant dans la littérature (étude in vitro ou in
vivo chez I’animal). Les doses de I’ET-1 utilisées sont largement plus élevées que les
taux de I'ET-1 mesurées dans le liquide synovial des patients souffrant des maladies
arthritiques. Dans la littérature, les taux d’ET-1 détectés dans la liquide synovial

humain sont de 2,6 + 0.3 pg/ml (Nahir et al., 1991) 4 15.53 + 2.82 pg/ml (Haq et al.,
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1990). Dans les chondrocytes normaux de rats, nous avons détecté des taux d’ET-1 a
I"état basal se situant autour de 10 pg/ml, alors que, lorsque ces cellules ont été
exposées aux cytokines pro-inflammatoires, les taux del’ET-1 sont augmenté de 4-10
fois dépendamment du stimulateur utilisée (Khatib et al., 1997b). De plus, dans les
chondrocytes provenant d’animaux agés, les taux de ’ET-1 et le nombre de récepteurs
ETA et ETp sont davantage augmentés (Messai et al., 1999). La production augmentée
de ’ET-1 détectée chez les patients arthrosiques peut étre due au vieillissement (nos
chondrocytes proviennent de patients agés de 58 + 6 ans) ainsi qu’a I’induction du géne
de ’ET-1 par les cytokines pro inflammatoires (lors de I’arthrose on observe une
hyperproduction des cytokines, surtout de I’IL-18 et du TNF-q).

Notre étude apporte une meilleure connaissance des voies de signalisation qui sont
impliquées dans la production de la MMP-1 et MMP-13 et de ’oxyde nitrique. Ce
travail est le premier & explorer cette problématique dans les chondrocytes humains
arthrosiques. A 1'aide des inhibiteurs spécifiques des différentes voies de protéines
kinases et de guanylate cyclase, nous avons caractérisé les voies majeures par
lesquelles I’action de ’ET-1 dans les chondrocytes OA s’effectue. Nos résultats sont en
accord avec ceux publiés par d’autres études dans lesquelles les MMP-1 et MMP-13
ont été explorées en réponse aux cytokines pro-inflammatoires. Dans les chondrocytes
articulaires, I’action des cytokines pro-inflammatoires comme I’'IL-18 et le TNF-a sur
I"induction de la production de la MMP-1 et de la MMP-13 exige I’activation de la p38
MAPK (Mengshol et al., 2000). Dans notre travail, nous avons montré que I’ET-1
induit également la phosphorylation de la p38. De méme, I’activation de la p38 MAPK

par I’ET-1 a été décrite dans les myocytes cardiaques produisant le facteur natriurétique
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de type B (Pikkarainen et al, 2003), dans les ostéoblastes qui exprimaient
spécifiquement les ARN messagers de la prostaglandine H synthétase de type 2
(Windischhofer et al., 2002), dans les fibroblastes cardiaques (Cheng et al., 2003) et
dans I'aorte de rat (Kwon et al., 2003). Dans cette étude, nous avons de plus démontré
par ELISA que P'inhibiteur de p38 MAPK, le SB202190, a supprimé complétement la
production des deux métalloprotéases. Les autres inhibiteurs des protéines kinases
n’ont pas montré d’effet suppresseur sur la production des MMP-1, mais ils ont
diminué partiellement le niveau de MMP-13. Dans les chondrocytes arthrosiques, il
semble donc que I'ET-1 induit la production de ces deux métalloprotéases par
I’activation de la p38 MAPK. L’inhibition de la p38 MAP kinase agit sur I’induction de
la production des MMP-1 et MMP-13 par I’ET-1, cependant la p38 MAPK n’a pas
d’effet sur le niveau basal des MMP-1 et MMP-13.

Dans ce travail, nous avons observé des différences subtiles quant & I’inhibition de la
production des MMP-1 et MMP-13 induites par I'ET-1 suggérant la possibilité que les
voies de signalisation sont différentes pour chacune de ces deux métalloprotéases.
L’activation de la PKA est sollicitée pour la stimulation de 1'INOS et par la suite pour
la production de NO par quelques cellules telles que les cellules vasculaires lisses
(Koide et al., 1993), les myocytes cardiaques (Oddis et al., 1996) et les macrophages
humains (Jovanovic et al., 1998). Dans les chondrocytes ostéoarthritiques, la PKA est
impliquée dans la production de NO induite par les cytokines pro-inflammatoires
(Blanco et al., 1995). Nos résultats suggerent fortement que, dans les chondrocytes
arthrosiques humains, I’activation de la PKA est requise pour la régulation de I’iNOS

induite par I’ET-1. Nous avons montré par ELISA que la production de NO induite par
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I’ET-1 a é1é supprimée complétement par le KT5720, I’inhibiteur de protéine kinase A
et, diminuée significativement par I’inhibiteur de p38 MAPK. Les autres inhibiteurs
n’ont pas montré d’effet significatif. De la méme fagon que pour les collagénases,
I"inhibition de la PKA et de la p38 MAPK est distinctive pour I’induction de la
production du NO par ET-1 puisque ces inhibiteurs n’ont pas d’effet sur le niveau basal
du NO.

Dans cette étude, nous avons obtenu des effets d’inhibition sur la production des MMP
et du NO lorsque les chondrocytes ont été exposés a I’inhibiteur de guanylate cyclase,
LY83583. Cette molécule a été le plus puissant inhibiteur de la production de ces deux
meétalloprotéases et aussi du NO parmi ceux utilisés. Elle a supprimé presque
completement leur production. L’inhibiteur LY83583 n’est pas distinctif pour la
production des MMP-1 et MMP-13 et du NO induite par I’'ET-1, car I’inhibition qu’il
provoque affecte aussi leur niveau basal et pas seulement leur production induite par
’ET-1. Le LY83583 est connu comme un inhibiteur de la production de GMPc
dépendante de NO (Mulsch et al., 1998).

Dans des modeles expérimentaux d’arthrose chez I’animal, I’inhibition sélective de
I"INOS synthase par le L-NIL protége I’articulation arthrosique (Pelletier et al., 1998).
Dans notre travail, nous avons observé par la réaction de Griess que la production de
NO induite par I’ET-1 a été presque complétement inhibée par 50 uM de L-NIL. Par
Western Blot, nous avons mis en évidence I’induction de I'iNOS apres une stimulation
de 24 heures avec 10 nM de ET-1. Alors, tel que suppos€, ’ET-1 induit la production
d’oxyde nitrique via I'INOS et de plus, nous démontrons que les différents inhibiteurs

testés (SB 202190, KT5720 et LY83583) ont un effet d’inhibition sur la iNOS. Le
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Wortmannin ne semble pas avoir d’effet sur la production de NO, alors qu’il semble
avoir un effet faible sur la synthése de iNOS. Dans la littérature, des résultats similaires
ont été trouvés : dans Gemba et al.(2002), le Wortmannin n’inhibe pas la production de
NO, dans Salh et al.(1998), le Wortmannin n’a pas d’effet sur la production de NO et
dans Jang et al.(2004), le Wortmannin inhibe la production de iNOS. L’inhibiteur PD
98059 (a la concentration employée de 10 pM) n’a pas d’effet inhibiteur sur ’INOS ou
la production du NO. Il est possible que la concentration utilisée soit faible, cependant
dans la littérature, cette concentration (10 pM) est suffisante pour la suppression du NO
inductible (Gemba et al., 2002)

Dans ce travail, nous avons examiné I’effet de PET-1 sur la phosphorylation des
protéines kinases p38 MAPK, p44/42, SAP/INK et Akt. La phospho-p38 a été
phosphorylée aprés 10 minutes d’incubation avec 10 nM d’ET-1. L’Akt a été
phosphorylée aprés 2 minutes et cet effet a persisté pendant 30 minutes, suivi par une
inhibition a 45 minutes. A 45 minutes, les formes phosphorylés de ces deux kinases
(p38 et Akt) ont été diminuées. L’effet maximal a été obtenu pour p44/42 kinase 4 15
minutes et pour SAP/JNK 4 45 minutes. La forme phosphorylée de SAP/INK n’a pas
été détectée a 60 minutes. Quand a la forme phosphorylée de p44/42, elle diminue,
mais elle est encore présente 4 60 minutes. Par Western Blot, nous avons détecté la
phospho-Akt 4 partir des 2 minutes d’incubation des chondrocytes en présence de 10
nM d’ET-1. L’activation des ces kinases apparait nécessaire pour la production des
MMP-1 et MMP-13 induite par I’ET-1, puisque leur inhibition pharmacologique (par

les différents inhibiteurs), diminue les niveaux détectables dans le milieux de culture.
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I est connu qu’a des niveaux physiologiques, I'oxyde nitrique est une molécule
importantc dans la signalisation cellulaire (Beck et al., 1999), tandis qu’a des
concentrations élevées, le NO est toxique pour les cellules, induisant I’apoptose et la
mort cellulaire dans les chondrocytes articulaires (Aigner et al., 2002). L’excés de NO
est cytotoxique pour les cellules, car le NO produit le peroxynitrite et les radicaux
d’hydroxyle qui induisent le peroxidation des lipides et détruisent les molécules,
comme I’ADN. Le résultat final de ces changements est I’inhibition de plusieurs
processus cellulaires qui donne une incapacité des cellules a synthétiser les molécules
de la matrice cellulaire et a reparer les tissus endommaggés (Khatib et al., 1997a).

Puisque nous savons qu’un excés de NO induit I’apoptose et la mort cellulaire dans les
chondrocytes articulaires (Aigner et al., 2002), nous avons testé ’hypothese que I’ET-1
peut aussi induire I’apoptose et la mort chondrocytaire. La mort chondrocytaire peut
étre un des facteurs qui contribuent a Ia destruction du cartilage. La plupart des cellules
de la zone superficielle du cartilage disparaissent au cours de la dégénération du
cartilage (Mitrovic et al., 1983)., et de plus , nous avons récemment démontré que, lors
de I'arthrose, I’ET-1 est produit principalement dans la zone superficielle du cartilage
(Roy-Beaudry et al., 2003). Cependant, la présente étude montre que ’ET-1 n’a pas
d’effet sur I’apoptose et sur la mort cellulaire des chondrocytes arthrosiques. En
utilisant la technique TUNEL, technique capable de détecter I’apoptose et la mort
cellulaire (Aigner et al., 2002), nous n’avons pas observé de différence entre les
cellules contréle et celles qui ont été exposées pendant 72 heures a I’ET1-1 (10 nM).
Des résultats semblables ont été obtenus avec des techniques d’immunocytochimie, en

investiguant la protéine pro-apoptotique Bad et la protéine anti-apoptotique Bcl-2. I
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semble que I’ET-1 n’induit pas la production de ces protéines, car le nombre des
cellules positives ne différe pas significativement dans les cultures trajtées avec ’ET-1
par rapport aux cultures contrdle. Fait intéressant, un nombre plus important des
chondrocytes expriment la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (42.8 + 5.1 and 43.2+ 4.3 %,
pour le contrdle et pour I’ ET-1 respectivement) par rapport a la protéine anti-
apoptotique Bad (10.1 + 3.8% and 9.5 + 2.1% pour le contrdle et pour I’ ET-1
respectivement) (Bad versus Bcl2, P < 0.005 ). Ceci indique que les cellules n’entrent
pas dans le processus pro-apoptotique. Ainsi, le ratio Bcl-2/Bad reste identique dans le
cartilage contrdle et le cartilage traité avec I’ET-1, suggérant que ’ET-1 ne module pas
la présence des protéines apoptotiques Bcl-2 et Bad. Puisque I’Akt est phosphorylée
dans les chondrocytes stimulés I’endothéline, I’Akt pourrait Jjouer un réle dans la
protection des cellules contre le processus apoptotique. D’ailleurs, il a été récemment
suggéré que la voie de I’ Akt peut étre impliquée dans le contrdle de la survie cellulaire

(Del Bufalo et al., 2002)
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Figure 1 - Mécanisme d’action de PET-1
L’ET-1 joue un réle dans la destruction du cartilage via le NO et les MAPK, ainsi que
dans I’inflammation via I’acide arachidonique. L’ET-1 semble également avoir une

influence protectrice contre 1’apoptose via 1’ Akt.
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CHAPITRE VI : CONCLUSIONS ET

PERSPECTIVES
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1. Conclusions

Les résultats de notre étude indiquent qu’il est raisonnable d’attribuer a I’endothéline-1
un réle important dans la pathophysiologie de I’arthrose humaine en tant que facteur
favorisant le catabolisme du cartilage arthrosique via I'induction de la production des
facteurs qui dégradent le cartilage, tels que les collagénases et 1’oxyde nitrique.

Ce travail permet d’approfondir les connaissances dans un domaine médical prioritaire

pour notre société vieillissante. L’arthrose est une des maladies chroniques les plus

i
!

fréquentes et dont le traitement est basé sur le soulagement des symptdmes et sur le
remplacement chirurgical de I’articulation par prothése. A ce jour, aucun traitement
efficace qui puisse arréter la progression de la maladie n’est disponible.

Nos résultats contribuent a2 mieux comprendre le role de I’ET-1 dans I’arthrose. Nous
avons démontré que PET-1 induit la production des MMP-1 et MMP-13 qui sont
directement responsable du clivage du collagéne de type II. Ainsi, nous avons montré
que I’ET-1 induit la production du NO, un facteur catabolique impliqué dans la
dégradation de la matrice extracellulaire. L’ET-1 a donc des actions cataboliques dans
les chondrocytes articulaires des patients arthrosiques et pourrait constituer une cible
thérapeutique dans le traitement qui vise a arréter les altérations structurales du
cartilage. Grace aux données obtenues dans cette étude, nous pourrons envisager
Iutilisation des antagonistes des récepteurs de I’ET-1 in vivo dans [’arthrose
expérimentale, pour réduire directement les effets de ce peptide.

De plus, en utilisant des inhibiteurs spécifiques, nous avons identifié les voies de

signalisation empruntées par I’ET-1 pour contrdler la production du NO, de la MMP-1
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et de la MMP-13. Ces résultats nous permettrons d’envisager I'utilisation d’inhibiteurs
de guanylate cyclase et de protéine kinases comme des nouvelles stratégies
thérapeutiques pour le traitement de I’arthrose. Par exemple, puisque la voie de p38
kinase est impliquée dans I’induction des MMP-1 et MMP-13 par les cytokines pro-
inflammatoires TNF-« et IL-1f, ainsi que par I’ET-1, cette voie de signalisation peut
devenir une cible pour des futures thérapies visant 4 arréter la dégradation du cartilage.

En conclusion, ce mémoire apporte une meilleure connaissance des voies de
signalisations activées par ’endothéline-1 dans les chodrocytes provenant de patients

qui souffrent de I’arthrose du genoux.

2. Perspectives

2.1. Analyser la synergie possible entre ’ET-1 et I’'IL-18
Une des voies de recherche pour poursuivre le présent travail est de determiner
I'existence des interactions entre I’ET-1 et les autres cytokines pro inflammatoires
prototypes de la dégradation lors de I’arthrose, tel que I’IL-1 8. Des résultats
préliminaires obtenus dans notre laboratoire (non inclus dans ce travail) ont suggéré
une synergie entre I’endothéline-1 et ’'IL-18 (un effet additionnel a été observé pour
I"induction du NO). Les cytokines pro inflammatoires sont capables d’augmenter
I’expression de I’ET-1 et 'ET-1 peut moduler I’'IL-18. Des études additionnelles pour

clarifier la relation trés complexe entre ses différents médiateurs semblent nécessaires.
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2.2. Un rédle possible des MMP : la génération de ’ET-1 [1-32]
La capacité des MMP a cliver la Big ET-1 et a induire ainsi la maturation de ’ET-1
pourrait €tre une autre voie a explorer. En effet, I’ET-1 se trouve sous forme mature
dans le micreenvironnement articulaire dans lequel les MMP et la Big ET-1 se trouve
augmentés lors de I’arthrose. Récemment, Fernandez-Patron, et al. (2001) ont montré
que les gélatinases clivent la Big ET-1 entre le Gly** et Lys” en générant une nouvelle
forme trés active de I’ET-1 constituée de 32 acides aminés, PET-1[1-32]. Un autre
travail a démontré que les chymases sont capables de cliver la Big ET-1 et qu’elles
generent une ET-1 constituée de 31 acides aminés. Des résultats préliminaires obtenus
dans notre laboratoire ont mis en évidence un clivage de la Big ET-1 causé par la
MMP-3 et 'induction de la synthése MMP-3 par I’ET-1 et ce de maniére dose
dépendante. Ces résultats nous incitent & croire qu’il existe une boucle de régulation
autocrine et paracrine dans les tissus des articulations pathologiques et des études

ultérieures devraient étre effectuées afin de clarifier la signifiance des interactions.

2.3.Role de ’ET-1 dans la douleur inflammatoire
Une troisiéme voie intéressante pour le réle de I’'ET-1 dans ’arthrose est le fait qu, elle
pourrait causer la douleur inflammatoire. Un grand nombre de médiateurs chimiques
jouent un rdle dans I’induction, la transmission et la modulation des messages
nociceptifs parmi lesquels les prostaglandines, la bradykinine, les cytokines pro
inflammatoires, I’oxyde nitrique et récemment suggérél’ET-1 .
Des études ont montré I'implication de I’ET-1 dans I’inflammation et la douleur

inflammatoire chez le rat. Les effets nociceptives de I’ET-1 dans [articulation,
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semblent se produire via I’activation du récepteur ET,. L’effet de I’ET-1 et des
antagonistes des deux récepteurs de I’ET-1 devrait étre exploré dans des modéles
animaux. Un modéle intéressant d’arthrose avec lequel notre laboratoire a récemment
travaille est la souris STR/ort qui est une souris prédisposée génétiquement au
développement de I’OA. Ce modéle est trés intéressant pour les études qui visent a
déterminer le réle des facteurs précoces de I’arthrose, et est basé sur les résultats
publiés dans Roy-Beaudry et al. (année). Nous suspectons que I’ET-1 soit impliquée
tres précocement : 'ET-1, cause la fragmentation des néoepitopes de collagéne de type
I1, qui reste partiellement attaché a la matrice en début de I’arthrose et en absence des
contraintes mécaniques. Au fur et & mesure que la maladie progresse, sous le contrdle
des contraintes mécaniques, une perte des protéoglycanes est observé. Ses fragments de
collagéne de type I se libérent. Ceci nous incite aussi a réfléchir sur le rle possible de
ET-1 en tant que marqueur des stades précoces des altérations du cartilage. Afin
d’explorer cette possibilité, il est impératif d’avoir accés aux tissu correspondant aux
stades précoce de la maladie (Mankin 1-3) et non seulement au cartilage provenant des
arthroplasties (stades terminal de la maladie). Cette limite pourrait &tre contournée en
utilisant le modéle de souris arthrosique STR/ort.

Un autre modéle animal intéressant pour poursuivre les analyses du role de I’ET-1 dans
I’articulation est la souris transgénique sur exprimant ’ET-1. Dans la littérature, les
souris transgéniques qui sur expriment ’'ET-1 (Amiri et al., 2004; Schwartz et al.,
2002; Shindo et al., 2002; Hocher et al., 1997) ne montrent pas un phénotype
d’hypertension artérielle, mais plutét des changements structuraux de fibrose et

d’inflammation rénale. Une souris transgénique surexprimant PET-1 dans
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I"endothélium vasculaire a été développé récemment (Schiffrin et al., 2003), mais les
changements articulaires n’ont pas été investigués jusqu’a présent. Fait intéressant, les
souris déficientes pour le récepteur ET, de I’ET montre un phénotype de syndrome de

deéformations cranio-faciales et d’hypoplasie mandibulaire (Clouthier et al., 1998).
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Figure 1 — L’effet de PET-1 sur I’apoptose chondrocytaire

Figure 1 représente I’effet de I’endotheline-1 sur I’apoptose. Ces résultats ont été
mentionnées, mais non présentées dans I’article suite i la suggestion des réviseurs. Les
chondrocytes OA confluents ont été incubés pour 72 heures a 37° C dans du DMEM
contenant 2.5% de sérum de veau fétal avec ou sans ET-1 (10nM) puis analysés par les
techniques de TUNEL et d’immunocytochimie pour mettre en évidence la présence des
protéines Bad et Bcl-2. a. Détection de I’apoptose par la technique TUNEL : contrdle
(sans ET-1), stimulé par 'ET-1 et le contrdle positif obtenu par traitement des
chondrocytes 15 minutes avec la DNAse 1. b. Expression des protéines Bcl-2 et Bad
dans les chondrocytes OA humaines incubées avec ou sans ET-1 (10 nM). Les résultats
sont présentes sous forme de moyennes + I’écart-type pour les chondrocytes positifs
pour Bcl-2 et Bad et la valeur de p (p<0.005) indique que les résultats sont
significatifs.c. L’histogramme montre le ratio Bcl2/Bad en absence ou en présence de
PET-1 (10 nM). Cette figure est représentative de 6 expériences indépendantes.

a b &
Bcel-2
B Bad s
control T 50 T
S )
= 40
g;‘: E 10
0
T e g 3
2 g 1 @
= Q.
ET-110 tM 2 5
s 10
X i -
0J 0 |
Control ET-1 Control ET-1
s (10 nM) (10 nM)
| positif:control




143

COMMUNICATIONS PAR AFFICHE

45° Réunion annuelle du club de Recherches Cliniques du Québec, 25-75
septembre 2003 ;

6" Congrés annuel des étudiants, stagiaires, et résidents du Centre de recherche
du CHUM, 18 décembre 2003 ;

XIX® Congrés annuel de la recherche des étudiants gradués et postgradués, Centre
de recherche de I’Hépital St.Justine, juin 2004

ENDOTHELINE-1 INDUIT LA PRODUCTION DE POXYDE NITRIQUE (NO),
LA MMP-1 ET LA MMP-13 DANS LES CHONDROCYTES ARTHROSIQUES

C A. Manacu, M Roy-Beaudry, J-P Pelletier, J Martel-Pelletier, J Fernandes, F
Shipkolye et F Moldovan

CR de I’ Hopital St.Justine, Unité de recherche en arthrose Hopital Notre-Dame,
Faculté de médecine dentaire, Université de Montréal

Introduction : L’arthrose (OA) est le résultat de Pincapacité des chondrocytes &
maintenir I’équilibre entre la synthése et la dégradation de la matrice extracellulaire.
Récemment, il y a été montré que I'ET-1 agit sur la régulation de la MMP-1 et la
MMP-13, et nous avons caractériser le mécanisme d’action de I’ET-1 dans I’induction
de la production de ces deux metalloprotéases. Matériel et méthodes: Les
métalloprotéases, MMP-1 et MMP-13, et le NO ont été mesurés par Elisa et la réaction
de Griess respectivement. L’iNOS, la p38 MAP kinase, I’Akt, la BAD, la bcl-2 et
I’apoptose ont été déterminés par Western Blot et TUNEL. Résultats : Nous avons
démontré que I’ET-1 induit la production de la MMP-1 et MMP-13 via ’activation de
la p38 MAP kinase, PKA et la cGMP cyclique NO-dépendante. La production de la
MMP-1 et de la MMP-13 est paralléle au relachement du NO qui s’effectue de maniére
dose dépendante et via I'induction de I’iNOS. L’inhibition de la voie cGMP suivie de
la stimulation des chondrocytes par ’ET-1 inhibe 4 la fois la production du NO et de la
MMP-1 et MMP-13. Puisque a des concentrations élevées le NO peut initier
I’apoptose, nous avons aussi exploré I’effet de I’ET-1 sur la fragmentation de I’ADN,
la bel-2, la BAD et I’induction de I’Akt. Nos résultats montrent que I’ET-1 n’induit
pas I"apoptose, mais aurait plutdt un effet protecteur, en agissant sur la phosphorylation
de ’Akt. Conclusion : Dans les chondrocytes OA, I’ET-1 contréle la production de la
MMP-1 et de la MMP-13 et le relachement du NO suite a I'induction de I’iNOS.
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4" World Congress of the Global Arthritis Research Network, 19-22 septembre
2004;

Journée scientifique a Poccasion du centenaire de la Faculté de Médecine Dentaire
de I’Université de Montréal, 17 septembre 2004

ENDOTHELIN-1 IN OSTEOARTHRITIC CHONDROCYTES TRIGGERS
NITRIC OXIDE PRODUCTION AND UP-REGULATES COLLAGENASE
PRODUCTION

CA Manacu', J Martel-Pelletier?, M Roy—Beaudryz, J-P Pelletier?, JC. FemandesJ, F
Shipkolye', F Moldovan '* Centre de Recherche de I'Hépital Ste-Justine', Centre
Hospitalier de ['Université de Montréal, Unité de recherche en Arthrose, Hépital
Notre-Dameé’, Hépital Sacre Caeur’, Faculté de médecine dentaire, Université de

Montréal’, Montréal (Qc), Canada

Background: Cartilage degradation in osteoarthritis (OA) and rheumatoid arthritis
(RA) constitutes a major structural change in the joint, which may severely impair its
function causing pain and disability. This degradation is accompanied by the release in
the synovial fluid of degraded matrix constituents that primarily result from an
increased matrix catabolism. Various factors are directly involved in this process.
Endothelin-1 (ET-1), a potent vasoconstrictor and pro-mitogen peptide for many cell
types, including chondrocytes, was recently identified as one such factor.

Objective: We previously demonstrated that endothelin-1 (ET-1) induces MMP-1 and
MMP-13 synthesis, secretion and activation. Here, we investigated the mechanism by
which ET-1 induces the production of these two MMPs.

Methods: Human OA chondrocytes were cultured in the presence of ET-1 with or
without inhibitors of protein kinase or LY83583 (an inhibitor of soluble guanylate
cyclase and of cGMP) and then MMP-1, MMP-13 and NO levels were measured by
ELISA and Griess reaction, respectively. Additionally, iNOS and activated forms of
p38 MAP kinase, p44/42, SAP/INK and serine threonine kinase Akt were determined
by Western blot, Bad and Bcl2 proteins by immunocytochemistry and apoptosis by
TUNEL.

Results: ET-1 greatly increased MMP-1 and MMP-13 production, NO release and
iINOS expression. LY83583 decreased the production of both MMPs below basal
levels, whereas the inhibitor of p38 kinase, SB202190, suppressed ET-1-stimulated
production only. Similarly, the ET-1-induced NO production was partially suppressed
by the p38 kinase inhibitor and completely suppressed by the PKA kinase inhibitor,
KT5720, and LY83583, suggesting the involvement of these enzymes in ET-1
signaling pathways. ET-1 does not induce apoptosis and could even have a protective
effect through the induction of Akt phosphorylation.

Conclusions: In human OA chondrocytes, ET-1 controls the production of MMP-1 and
MMP-13. ET-1 also induces NO release via INOS induction. Thus, ET-1 and NO
should become important target molecules for future therapies aimed at stopping
cartilage destruction.
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46° Réunion annuelle du club de Recherches Cliniques du Québec, 23-25
septembre 2004

L’ENDOTHELINE JOUE UN ROLE CATABOLIQUE DANS LA
DEGRADATION DE LA MATRICE EXTRACELLULAIRE VIA
L’INDUCTION DE L’AGRECANASE-1

C Manacu'; J Frap ierz; F ShipkolyeI ; J Martel-Pelletier? ; J-P Pelletierz; S Christgau3
et F Moldovan'*. 'CR Hopital St-Justine ; *Unité de recherche en arthrose ; CHUM ;
Hépital Notre-Dame ; *Nordic Bioscience, Denmark ; “Faculté de médecine dentaire,
Université de Montréal.

Lors de [I’arthrose, il y a un déséquilibre entre la dégradation de la matrice et sa
synthése via les métalloprotéases (MMP) et leurs inhibiteurs (TIMP). L’endothéline-1
(ET-1), a notamment un réle au niveau de la dégradation du cartilage. Nos travaux
récents ont montré que ’ET-1 induit la production de la MMP-1 et -13 ainsi que la
formation de néoépitopes du collagéne de type I1.

Objectifs : Dans ce travail nous avons exploré I’effet de I’'ET-1 sur la dégradation des
agrécanes.

Méthodes : Les tissus explorés proviennent du cartilage de patients normaux ou
atteints d’arthrose. La présence des fragments d’agrécanes a été analysée dans le milieu
de culture des explants de cartilage incubés avec ou sans ET-1. Des tissus ont
¢galement été digérés et les cellules gardées en culture, stimulées et analysées par RT-
PCR et Western Blot. L’expression de I’agrécanase-1 en réponse i une stimulation par
’ET-1 a été déterminée par RT-PCR.

Résultats et conclusions : Les tissus incubés avec de I’ET-1 contiennent davantage de
fragments d’agrécans que ceux incubés sans ET-1. Par RT-PCR, il a été possible de
démontrer que la présence d’ET-1 induit I’expression de I’ARN messager
d’agrécanase-1 produite par les chondrocytes. Le mécanisme d’action par lequel I’ET-1
agit implique le récepteur ETA, et les voies de signalisations activées sont la voie des
MAP kinase (p38 MAP kinase, p44/42, SAP/INK), de la PKB (Akt) et de la p70 S6
kinase. L’action de ’ET-1 dans les chondrocytes semble se produire via ’induction de
IIL-1P et I’induction de I'iNOS. L’ET-1 a plusieurs fonctions dans la dégradation du
cartilage. Elle augmente la quantité de fragments d’agrécanes et de collagéne de type
IL. De plus, elle augmente la production de la MMP-1 et -13. Ces actions confirment
son rdle catabolique dans la matrice extracellulaire.
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35"™ Conférence laurentienne de rhumatologie. Mont Tremblant, Québec, mai
2004.

ENDOTHELINE-1 INDUIT LA PRODUCTION DE I’OXYDE NITRIQUE (NO),
LA MMP-1 ET LA MMP-13 DANS LES CHONDROCYTES ARTHROSIQUES

C A. Manacu, M Roy-Beaudry, J-P Pelletier, J Martel-Pelletier, J Fernandes, F
Shipkolye et F Moldovan

CR de I’ Hopital St.Justine, Unité de recherche en arthrose Hépital Notre-Dame,
Faculte de médecine dentaire, Université de Montréal

Introduction : L’arthrose (OA) est le résultat de I’incapacité des chondrocytes a
maintenir I’équilibre entre la synthése et la dégradation de la matrice extraceliulaire.
Récemment, il y a été montré que I’ET-1 agit sur la régulation de la MMP-1 ¢t la
MMP-13, et nous avons caractériser le mécanisme d’action de I’ET-1 dans I’induction
de la production de ces deux métalloprotéases. Matériel et méthodes: Les
metalloprotéases, MMP-1 et MMP-13, et le NO ont été mesurés par Elisa et la réaction
de Griess respectivement. L’iNOS, la p38 MAP kinase, I’Akt, la BAD, la bcl-2 et
"apoptose ont été déterminés par Western Blot et TUNEL. Résultats : Nous avons
démontré que I’ET-1 induit la production de la MMP-1 et MMP-13 via I’activation de
la p38 MAP kinase, PKA et la cGMP cyclique NO-dépendante. La production de la
MMP-1 et de la MMP-13 est paralléle au relichement du NO qui s’effectue de maniére
dose dépendante et via I’induction de I’iNOS. L’inhibition de la voie cGMP suivie de
la stimulation des chondrocytes par I’ET-1 inhibe a 1a fois la production du NO et de la
MMP-1 et MMP-13. Puisque 4 des concentrations élevées le NO peut initier
I’apoptose, nous avons aussi exploré Peffet de ’ET-1 sur la fragmentation de I’ADN,
la bel-2, 1a BAD et I'induction de I’Akt. Nos résultats montrent que ’ET-1 n’induit
pas I’apoptose, mais aurait plutét un effet protecteur, en agissant sur la phosphorylation
de I’Akt. Conclusion : Dans les chondrocytes OA, ’ET-1 contréle la production de la
MMP-1 et de la MMP-13 et le relachement du NO suite a I’induction de I'iNOS.
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The 10" Annual Canadian Connective Tissue Conference. Toronto, Ontario, mai
2004

ENDOTHELIN-1 IN OSTEOARTHRITIC CHONDROCYTES TRIGGERS
NITRIC OXIDE PRODUCTION AND UP-REGULATES COLLAGENASE
PRODUCTION

CA Manacu', J Martel-Pelletierz, M Roy—Beaudryz, J-P Pelletierz, JC. Femandesj, F
Shipkolye', F Moldovan ' Centre de Recherche de I’Hépital Ste-Justine', Centre
Hospitalier de I’Université de Montréal, Unité de recherche en Arthrose, Hopital Notre-
Damez, Hépital Sacre Coeur3, Faculté de médecine dentaire, Université de Montréal4,
Montréal (Qc), Canada

We previously demonstrated that endothelin-1 (ET-1) induces MMP-1 and MMP-13
synthesis, secretion and activation. Here, we investigated the mechanism by which ET-
I induces the production of these two MMPs. Human OA chondrocytes were cultured
in the presence of ET-1 with or without inhibitors of protein kinase or LY83583 (an
inhibitor of soluble guanylate cyclase and of ¢GMP) and then MMP-1, MMP-13 and
NO levels were measured by ELISA and Griess reaction, respectively. Additionally,
INOS and activated forms of p38 MAP kinase, p44/42, SAP/JNK and serine threonine
kinase Akt were determined by Western blot, Bad and Bcl2 proteins by
immunocytochemistry and apoptosis by TUNEL. ET-1 greatly increased MMP-1 and
MMP-13 production, NO release and INOS expression. LY83583 decreased the
production of both MMPs below basal levels, whereas the inhibitor of p38 kinase,
SB202190, suppressed ET-1-stimulated production only. Similarly, the ET-1-induced
NO production was partially suppressed by the p38 kinase inhibitor and completely
suppressed by the PKA kinase inhibitor, KT5720, and LY83583, suggesting the
involvement of these enzymes in ET-1 signaling pathways. ET-1 does not induce
apoptosis and could even have a protective effect through the induction of Akt
phosphorylation. In human OA chondrocytes, ET-1 controls the production of MMP-1
and MMP-13. ET-1 also induces NO release via iNOS induction. Thus, ET-1 and NO
should become important target molecules for future therapies aimed at stopping
cartilage destruction.





