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Résumé

Même si les glucocorticoïdes (GC) sont fréquemment utilisés par voie intra-articulaire (TA)

pour traiter les maladies articulaires, les effets de leur utilisation répétée sur le cartilage

demeurent controversés. Le but de notre étude était de déterminer quels étaient les effets

d’une dose TA cliniquement recommandée d’acétonide de triamcinolone (TA) sur les

biomarqueurs du métabolisme du cartilage présents dans le liquide synovial (Sf). Dix

chevaux adultes, exempts d’ostéoarthrose (OA) radiocarpienne, furent choisis. Une

articulation radiocarpienne par cheval fut aléatoirement choisie pour recevoir la TA, l’autre

articulation radiocarpienne servant d’articulation contrôle. Des arthrocentèses furent

réalisées hebdomadairement dans chaque articulation pendant treize semaines. Les

concentrations synoviales basales de chaque biomarqueur dans chaque articulation furent

établis durant les trois premières semaines de l’étude. Chaque articulation était son propre

contrôle. Aux semaines trois, cinq et sept, douze mg d’une suspension stérile de TA furent

injectés dans les articulations traitées et un volume équivalent de solution saline stérile

(0.9%) fut injecté dans les articulations contrôles. Les concentrations synoviales des

biomarqueurs du métabolisme des protéoglycanes aggrécanes (PGA) (C$ 846 et KS), du

clivage du collagène de type I et de type II (Cl ,2C), et de la synthèse de collagène de type

II (COLTT) (CPu) furent déterminées par réaction immunologique. Dans les articulations

traitées, une augmentation significative des concentrations synoviales des épitopes CS 846,

KS, Cl,2C et CPu fut observée à la suite de l’injection TA de TA. Une augmentation

significative des concentrations synoviales des épitopes Cl ,2C et CP II fut aussi observée

dans les articulations contrôles suite à l’injection TA de TA dans les articulations traitées.

Des différences significatives furent observées entre les articulations traitées et les

articulations contrôles pour tous les biomarqueurs sauf CP II. Ces résultats indiquent que la

TA altère les métabolismes du cartilage articulaire et du collagène dans les articulations

traitées et dans les articulations contrôles, suggérant un éventuel effet systémique de cette

drogue. Ces résultats appuient donc l’hypothèse qu’à long terme, les injections TA de TA

modifient le métabolisme articulaire et peuvent avoir des effets délétères.

Mots clés: cartilage, biomarqueurs, glucocorticoïdes, triamcinolone, cheval, protéoglycane

aggrécane, collagène.
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Abstract

Although intraarticular (TA) corticosteroids are frequently used to treat joint disease, the

effects of their repeated use on articular cartilage remains controversial. The aim of our

study was to determine the effects of a clinically recommended dose of lA triarncinolone

acetonide (TA), on synovial fluid (SF) biomarkers of cartilage metabolism. Ten aduit

horses, free of osteoarthritis (OA) in their radiocarpal joints, were studied. One radiocarpal

joint of each horse was randomly chosen for treatment and the contralateral anatornically

paired joint acted as the control. Aseptic arthrocentesis was performed weekly on both

joints for 13 weeks. The initial resuits from the first 3 weeks of the experimental period

established baseline untreated control marker levels for each joint, each being its own

control. On weeks 3, 5, and 7, a sterile suspension of 12 mg of TA was injected into the

treated joint and an equivalent volume of sterile saline solution (0.9%) was injected into the

control joint. Sf was immunoassayed for biornarkers of aggrecan turnover (CS 846 & K$),

types I and II collagen cleavage (C1,2C) and type II collagen synthesis (CPu). In treated

joints, there was a significant increase in CS 846, KS, Cl,2C and CPu epitope

concentrations following TA TA injections when compared to baseline levels. There was

also a significant increase in Ci ,2C and CP II epitope concentrations in the contralateral

control joints following lA TA injections in the treated joint. Significant differences were

observed between treated and control joints for ail rnarkers except CPu. These findings

indicate that TA alters articular cartilage and collagen metaboiism in treated and,

interestingly, also in control joints, suggesting a systemic effect of the drug. Though

intuitively the observed findings would favour the hypothesis that long term TA TA

treatment changes joint metabolism and this may have detrimental effects.

Key words: cartilage, biomarkers, corticosteroids, triamcinolone, horse, proteoglycan

aggrecan, collagen.
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Introduction

Les injections lA de GC sont utilisées depuis des décennies, tant chez l’Homme que

chez l’animal, pour soulager la douleur et réduire l’inflammation accompagnant les

maladies arthritiques telle l’OA.

On estime actuellement l’incidence de Ï’OA dans la population humaine adulte au Canada à

10%. Une augmentation drastique de cette incidence est attendue avec le vieillissement de

la population, chez l’Homme, mais aussi chez les animaux de compagnie, dont l’espérance

de vie s’accroît. Chez les chevaux de course et de sport, l’OA est, de plus, responsable

d’importantes pertes économiques.

Les moyens thérapeutiques actuellement disponibles pour contrer les effets des

maladies arthritiques se limitent à des traitements capables de masquer les symptômes sans

malheureusement permettre de ralentir voire de stopper leur évolution, traitements que l’on

regroupe, dans le cadre de lutte contre l’OA, sous le nom de médicaments modifiant les

symptômes de 1’OA (SMOADs). Les GC sont d’excellents SMOADs. Afin d’obtenir des

concentrations efficaces de GC au site d’action, soit l’articulation. et d’éviter les principaux

effets secondaires rencontrés lorsqu’ils sont administrés systérniquement, leur injection in

situ, soit par voie lA, a été développée. Cette technique est maintenant parfaitement

maîtrisée. Une controverse existe sur les bienfaits des GC sur le cartilage, le constituant

articulaire principalement affecté par les maladies arthritiques. De nombreuses

interrogations subsistent sur les éventuels méfaits que pourraient avoir les injections lA

répétées de GC sur le métabolisme cartilagineux, promouvant la dégradation et la

destruction du cartilage articulaire plutôt que sa préservation et sa régénération. Des effets

bénéfiques ainsi que délétères ont été rapportés.

L’amélioration des connaissances concernant l’architecture et le métabolisme du

cartilage articulaire, le développement de nouvelles techniques d’études et de diagnostic,

ont permis d’identifier plus finement l’impact réel des différents moyens thérapeutiques

actuellement utilisés pour traiter les diverses maladies articulaires, dont l’OA. Parmi ces

nouvelles techniques diagnostiques figurent les biomarqueurs des processus de remodelage



du cartilage. Produits issus du métabolisme cartilagineux, les biomarqueurs diffusent dans

les fluides corporels, dont le liquide synovial. Ils peuvent y être dosés, permettant ainsi de

saisir « sur le vif» et in sitzt les remodelages cartilagineux en cours.

L’objectif principal de notre étude est de déterminer, in vivo, chez le cheval, les

effets sur le métabolisme cartilagineux de la TA, par l’étude de certains des biomarqueurs

des processus de remodelage du cartilage, un GC fréquemment utilisé par voie lA dans le

traitement des maladies arthritiques, tant chez le cheval que chez l’Homme.

Nos objectifs secondaires sont de vérifier les hypothèses suivantes

- les principaux GC utilisés dans le traitement de l’OA ont des effets métaboliques

mesurables similaires sur le cartilage articulaire in vivo,

- les biornarqueurs du métabolisme du cartilage sont un bon moyen pour suivre

longitudinalement les effets métaboliques des médicaments sur le cartilage

articulaire, et, in extenso, l’évolution des maladies articulaires et leur réponse aux

traitements utilisés pour les contrôler.



Chapitre I: Recension de la littérature

1.1. L’articulation synoviale

Les articulations se distinguent les unes des autres par les capacités qu’elles ont

d’assurer ou non la stabilité et la mobilité du squelette (Dewire and Einhorn 200]).

L’articulation synoviale, ou diarthrose, se distingue des autres types d’articulations,

synarthroses et amphiarthroses, par ses capacités à générer des mouvements contrôlés de

grande amplitude permettant les fonctions de locomotion et de préhension (Barone 1980).

L’articulation synoviale se caractérise macroscopiquement par différentes structures deux

extrémités osseuses de forme le plus souvent complémentaire recouvertes de cartilage, une

membrane synoviale délimitant un espace clos renfermant un liquide synovial aux

propriétés lubrifiantes, des éléments de contention et de stabilisation tels que capsule,

ménisques, ligaments, tendons et muscles. Ces structures sont inter-dépendantes les unes

des autres, tant sur le plan anatomique, physiologique que fonctionnel, d’où l’analogie faite

fréquemment entre l’articulation synoviale et les organes (Dewire and Einhorn 2001; Radin

2001).

1.1.1. La membrane synoviale

La membrane synoviale est un tissu conjonctif vascularisé de quelques im

d’épaisseur courant sous la capsule articulaire. Elle joue un rôle majeur dans le maintien de

l’homéostasie de l’articulation, est responsable de la synthèse du liquide synovial et

constitue l’un des piliers du système immunitaire articulaire. La membrane synoviale est

principalement constituée d’un tissu conjonctif sub-synovial, renfermant tissu adipeux,

fibroblastes, macrophages, mastocytes, cellules endothéliales vasculaires et lymphatiques,

et de synoviocytes (Antonlou et al. 1996) posés en couche discontinue sur un endothélium

vasculaire fenêtré leur servant de support (Dewire and Einhorn 2001; $imkin 2001).

1.1.2. Le liquide synovial

Le liquide synovial, un ultrafiltrat du plasma sanguin produit par les synoviocytes

de type 3, joue un rôle majeur dans le maintien de l’homéostasie de l’articulation, la

lubrification des surfaces articulaires et la nutrition des chondrocytes (MzÏÏer-Ladner et al.
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2001). Acide hyaluronique (HA) et lubricine sont deux constituants propres du liquide

synovial, non retrouvés dans le plasma, produits par les synoviocytes de type B,

responsables de sa viscosité. La lubricine représente le premier système de lubrification de

l’articulation, aussi appelé système de « lubrification limite » (Frankeï 1998). Le second

système, appelé « lubrification hydrodynamique », est généré par les mouvements à

l’origine d’un film hydrique entre les surfaces articulaires (Simkin 1998; $irnkin 2003).

L’HA améliore la <f lubrification dynamique ».

La cellularité du liquide synovial est faible (<1 X 106/ml) (principalement des

lymphocytes, des monocytes et des macrophages). Sa concentration en protéines totales est

modérée (5 to 25 mg/ml) (principalement des petites protéines d’origine plasmatique, telle

l’albumine) (Dewire and Einhorn 200]).

Figure 1 : Représentation schématique
de la membrane synoviale, du liquide
synovial et du cartilage articulaire
montrant les différents échanges existant
entre ces structures — selon Garnero
2000
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1.1.3. Le cartilage articulaire

Le cartilage articulaire est un tissu conjonctif hyalin quasi acellulaire, d’épaisseur

limitée (quelques milimètres), dépourvu de vaisseaux sanguins, de vaisseaux lymphatiques

et de nerfs (Dewire and Einhorn 2001), recouvrant l’os sous jacent, appelé os sous

chondral. Il est constitué d’une seule population cellulaire, les chondrocytes. Ces derniers

produisent l’abondante matrice cartilagineuse extracellulaire, principalement constituée de

collagène de type II (COLII) (spécifique au cartilage articulaire) et de protéoglycanes (PG).

De concert avec le liquide synovial, le cartilage articulaire atténue les pressions importantes

vaisseau
lymphatique



auxquelles sont soumises les épiphyses. Il permet à celles-ci de glisser harmonieusement

les unes par rapport aux autres (Radin 200]).

1.1.3.1. Les chondrocytes

Les chondrocytes proviennent de la différenciation de cellules mésenchymateuses

(Poote 2001). Ils assurent la formation et l’entretien de la matrice cartilagineuse

extracellulaire dans laquelle ils baignent, à partir des nutrirnents présents dans le liquide

synovial (se reporter à la Figure 1) et qui leur parviennent par diffusion à travers la matrice.

La diffusion de ces nutriments est facilitée par le mouvement, via le jeu des compressions

et décompressions auquel est soumis le cartilage articulaire. L’activité métabolique des

chondrocytes est élevée. Chez l’individu en croissance, les chondrocytes ont comme

principale occupation l’accroissement progressif du volume de la matrice extracellulaire.

Chez l’individu mature, ils se consacrent surtout à son entretien. Les chondrocytes occupent

de 1 à 10 % du volume du cartilage selon l’âge et le type d’individu (en moyenne moins de

5% chez l’individu mature) (‘BuckwaÏter andliankin 1998, PooÏe 200]).

Une diminution progressive du contenu cellulaire associée à une diminution de la

synthèse de la matrice extracellulaire accompagne le vieillissement (Poole 2001).

1.1.3.2. La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire du cartilage articulaire est principalement constituée

d’eau, de PG, de COLII, de quelques protéines et glycoprotéines. Son architecture, tout

comme sa composition, varie de la surface articulaire à l’os sous-chondral. Les différences

observées tiennent principalement à la forme et au volume des chondrocytes qui y résident,

au diamètre, à l’orientation et à la concentration des fibres de collagène, à la concentration

en PG et à la teneur en eau.

1.1.3.2.1. Eau

La matrice extracellulaire du cartilage articulaire contient de 65 à 80% d’eau

(Dewire and Einhorn 2001). 33 ¾ de cette eau est intracellulaire. Le reste est lié aux PG,

protéines et glycoprotéines, molécules plutôt hydrophiles de nature. Le contenu en eau est

maximal dans la couche superficielle du cartilage (80%). Il diminue progressivement au fur
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et à mesure que l’on s’enfonce dans son épaisseur pour atteindre une valeur minimale dans

la couche profonde (65%) (Poole 2001).

Le cartilage est habituellement subdivisé en quatre couches (superficielle,

intermédiaire, profonde, calcifiée) qui différent les unes des autres par leur architecture et

leur teneur en eau, fibres de collagène, PG et chondrocytes (Poole et al. 2001).

1.1.3.2.2. Protéoglycanes

3 coo

Figure 2 Structure d’un protéoglycane
aggrécane nouvellement synthétisé chez
l’Homme — selon Poole 2001

CS2lcs.i

KS

Proteine 1ienN NH. 02
COOH 4

Acide hvaluronique
01

Chaine de Sulfate de Chondroitine (CS) (n=lOO)

Chai ne de Sulfate de K&atane (KS) (n=30)

Les PG constituent 25 à 50 ¾ de la matière sèche cartilagineuse. Leur concentration

est minimale dans la couche superficielle. Elle augmente progressivement au fur et à

mesure que l’on progresse vers la couche profonde (Dewire and Einhorn 2001). Les PG

sont des macromolécules constituées d’une protéine centrale (protéine corps) (se reporter à

la f igure 2) liée de façon covalente à des polysaccharides de taille variable appelés

glycosaminoglycanes (‘Gagliardo et al. 2001,) , à l’HA, via les domaines globulaires Gi et

G2, ainsi qu’à d’autres molécules, telles que fructose ou galactose, via le domaine

globulaire G3 (Poole 2001). Les GAG sont formés de longues chaînes linéaires de

disaccharides se répétant. Trois types de GAG ont été identifiés au niveau cartilagineux



7

sulfate de chondroïtine (CS), sulfate de kératane (KS), et sulfate de dermatane (Buckwalter

and Mankin 1998).

Les protéoglycanes aggrécanes (PGA) sont les principaux PG présents dans le

cartilage articulaire. A leur protéine corps s’attachent, en région profonde (communément

appelée région KS), de 20 à 50 chaînes de KS et, dans les régions plus superficielles

(communément appelées régions CS-l et C$-2) jusqu’à 100 chaînes de CS (Poole et al.

1994; Dewire andEinhorn 2001, Poole 200]) (se reporter à la figure 2).

Les chaînes de CS et de KS, de par leur charge négative, développent de fortes

interactions électrostatiques avec les molécules d’eau, conférant un fort pouvoir hydrophile

aux PGA (Dewire and Einhorn 200]). Le fin réseau de fibres de collagène limite

l’expansion de la matrice cartilagineuse extracellulaire par hydratation, générant sa

turgescence. La matrice cartilagineuse extracellulaire confère au cartilage articulaire ses

propriétés uniques de résistance aux forces de compression (Mow and Ratcltffe 1997)., de

déformation et de traction (Mow and Hung 2003) et assure une meilleure répartition des

forces de pression (FooÏe 200]).

1.1.3.2.3. Collagènes

Les collagènes, tout type confondu, représentent de 15 à 30 % de la matière sèche

du cartilage articulaire (Poole et al. 200]; Radin 200]) et forment un réseau fibrillaire

similaire à un endosquelette (?ooÏe 2001,).

Le COLII prédomine (90-95%) (PooÏe et aÏ. 2001). Ses fibres sont constituées de

molécules de tropocollagène de type II, organisées en triple hélice de chaines cx, liées entre

elles par des liens pyridinolines et hydroxypyridinolines. A leurs extrémités se trouvent des

télopeptides amino et carboxy terminaux. Les fibres de COLII sont d’une longueur

moyenne de 300 nm et d’un diamètre oscillant de 30 à 80 nm selon la position superficielle

ou profonde qu’elles occupent dans le cartilage (Poole et al. 200]). Des fibres de collagène

de type IX et XI se lient de façon covalente au COLII. Elles permettent l’assemblage et la

stabilisation des fibres de COLII (Mow and Ratclrffe 1997) ainsi que l’adhésion des

chondrocytes à la matrice cartilagineuse (Kapyla et al. 2004,). Des fibres de collagène de

type VI, capables de lier la déconne et l’HA, sont rencontrées en périphérie des

chondrocytes. Elles permettent leur ancrage à la matrice cartilagineuse extracellulaire.
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Enfin, à proximité de la couche de cartilage calcifié, des fibres de collagène de type X sont

rencontrées. Elles joueraient un rôle dans la calcification du cartilage

Figure 3 t Représentation
schématique d’une fibre de
collagène de type II — selon
Poote 2001

1.1.3.2.4. Autres molécules

D’autres molécules entrent dans la composition du cartilage articulaire. Il s’agit

principalement de protéines non collagéniques et de glycoprotéines (déconne, HA) (Mow

anti Ratcflffe 199). Toutes n’ont pas encore été identifiées, et pour beaucoup, leur rôle

reste à déterminer (Buckwalter anti Mankin 1998,).

1.1.4. Capsule et ligaments

La capsule articulaire et les ligaments sont des structures d’épaisseur et de position

variables, pouvant être ou non indépendants, assurant la stabilité mécanique et

fonctionnelle de l’articulation. Ces structures sont très similaires au niveau histologique,

dans leur composition chimique et sur le plan de leur organisation tissulaire . Ils se

composent d’eau (70 %), de fibres de collagène (principalement de type I (COLI))

organisées en faisceaux (90% de la matière sèche) enfermant des GAG différents de ceux

rencontrés dans le cartilage (35% HA, 40% CS. 20% sulfate de dermatane). Ces fibres sont

souvent investies d’un stroma fibro-cartilagineux se calcifiant à l’approche des insertions

osseuses (Radin 200],).

Lien
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1.2. L’ostéoarthrose : une maladie arthritique majeure

Les maladies arthritiques, dont la plus fréquemment rencontrée est l’OA, sont des

maladies distinctes, d’étiologies variées, possédant cependant des similarités d’évolution au

niveau biologique, morphologique et clinique (Flores anti Hochberg 2003).

L’OA affecte l’ensemble des tissus articulaires. Elle résulte, le plus souvent,

d’altérations répétées des équilibres métaboliques physiologiques. Lorsqu’ elle se manifeste

cliniquement (expression clinique variable), l’OA peut se caractériser par une sensibilité

voire une douleur articulaire (d’intensité variable selon les espèces et les individus), une

raideur plus accentuée des articulations, une limitation des mouvements, une effusion

articulaire, une inflammation locale (Brandt 2002, flores anti Hochberg 2003). Elle est

rarement accompagnée de symptômes généraux. A un stade avancé, l’OA affecte les

cellules et la matrice extracellulaire de tous les tissus articulaires, qu’ils soient

cartilagineux, synoviaux ou osseux (os sous-chondral). Elle conduit au ramollissement, à la

fibrillation, à l’ulcération, à la perte du cartilage articulaire, ainsi qu’à la sclérose de l’os

sous-chondral, au développement d’ostéophytes et de kystes sous-chondraux.

L’OA a une forte prévalence, chez l’Homme (felson et aï. 1997,) comme chez

l’animaI (Trotter 1996; Johnston 1997,), prévalence qui chaque jour s’accroît ‘3adÏey 2003;

Felson et al. 2003,). Son incidence augmente avec l’âge (Badley 2003; Pelletier anti

Martel-Pelletier 2003; Breedveld 2004). Cette maladie semble plus affecter les individus de

sexe féminin (Badley 2003), laissant présager une influence honrionale (Sharma 2001).

1.2.1. Pathogénie de l’ostéoarthrose

Les mécanismes exacts par lesquels les maladies arthritiques se développent sont mal

connus (Hougli 2001,).

Les maladies arthritiques sont des maladies dégénératives complexes induites par

divers facteurs (traumatiques, génétiques, métaboliques, congénitaux, hormonaux,

environnementaux) (Jouzeau et al. 2000; Flores anti Hochberg 2003; Pelletier anti Martel-

Pelletier 2003). L’importance relative de ces divers facteurs est sujette à controverse et

toujours en cours d’évaluation.
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Une polémique existe quant au tissu d’origine de l’OA (cartilage versus os sous

chondral). Certains pensent que la perte cartilagineuse, faisant suite à une inflammation

engendrée par un dommage articulaire (‘McGonagÏe and fmeiy 1999,), s’accompagnerait

d’une protéolyse progressive avec perte des composants matriciels, centripète (Squires et

aÏ. 2003), de la lésion initiale vers les territoires cartilagineux adjacents, touchant

initialement la couche superficielle (EÏsaid et al. 2003) puis progressant plus profondément

jusqu’I atteindre l’os sous-chondral (Poole et al. 2002). Cette protéolyse provoquerait

l’amincissement du cartilage avant même que n’apparaissent les premiers signes de

fibrillation cartilagineuse (Foote et aÏ. 2002), amincissement à l’origine de profondes

modifications des propriétés biornécaniques du cartilage articulaire. D’autres pensent

qu’une atteinte primaire de l’os sous-chondral initierait le processus dégénératif.

On différencie deux formes principales d’OA la forme spontanée (primaire) et la

forme induite (secondaire). La forme induite, traumatique, semble la plus fréquente chez le

cheval (Trotter 1996). Les formes spontanée et induite semblent de fréquence sensiblement

égale chez le chien (Johnston 1997).

1.2.1.1. Métallo-protéases et autres enzymes protéolytiques

Diverses enzymes sont impliquées dans la pathogénie de l’OA et la protéolyse des

composants matriciels (Billinghurst et al. 1997; Shlopov et al. 1997; Freemont et aï. 1999,

Dahlberg et al. 2000, Poole 2001; Poole et al. 2001). Parmi les enzymes impliqtiées,

certaines sont d’importance car, en tant qu’acteurs majeurs du maintien de l’homéostasie

cartilagineuse, leur débalancement et/ou leur activation entraînent nombre de

conséquences.

Les PGA et le COLII sont clivés par deux types de protéases

- les métallo-protéases (MMP) incluant les collagénases (MMP-1, MMP-$, MMP-13,

MMP-l4 sont considérées comme les plus « dangereuses ») et la stromélysine-l

(MMP-3),

- les aggrécanases (ADAM TS 4 et ADAM TS 5), connues aussi sous le nom

d’aggrécanase 1 et 2 (Tortorella et al. 2001; Mafait et al. 2002; Foole et al. 2002,).

L’importance des aggrécanases reste à établir (Foole et al. 2002). MMP-3 a une affinité

marquée pour les PGA (Morris and TreadweÏl 1994; Balkman and Nixon 1998,) alors
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que MMP-13 a une affinité prononcée pour le COLII (Caron et al. 1996, Richardson

and Dodge 2000, Foole et al. 2002). MMP-13 semble, à ce jour, jouer le plus « grand

rôle » dans la pathogénie de 1’OA car elle s’attaque au « squelette » du cartilage

articulaire en clivant le COLII (Caron et al. 1996, Richardson and Dodge 2000; FooÏe

et al. 2002). Ce clivage induit une évolution phénotypique des chondrocytes. Ils se

différencient et deviennent hypertrophiques, se spécialisant dans la production de

collagène de type X et délaissant celle du COLII (Poole 2001). Cette différenciation est

physiologiquement observée au niveau des plaques de croissance lors de l’ossification

endochondrale (PooÏe 2001; liwate et al. 2002; Wu et al. 2002,). L’évolution

phénotypique des chondrocytes s’accompagne d’une calcification du cartilage

articulaire, d’une surproduction / activation des MMP dont MMP-13 (Stoop et aï. 1999,

Poole 2001), et d’une apoptose cellulaire, fréquemment observée dans le cartilage

ostéoarthritique (Hashirnoto et al. 1998). Le cartilage est ainsi transformé en une

structure peu malléable, inadaptée.

1.2.1.2. Cytokines

Les enzymes protéolytiques, MMP et aggrécanases, sont naturellement produites

sous forme inactive par les chondrocytes. Lors d’injure, des fragments de COLII et de

fibronectine vont stimuler les chondrocytes. En réponse, ces derniers vont produire des

cytokines dîtes inflammatoires, tel l’interleukine-l (IL-l) ou le Tumor Necrosis Factor

(TNF) a, et accroître le nombre de leurs récepteurs spécifiques à ces cytokines (FooÏe

2001).

Les cytokines inflammatoires favorisent la production de médiateurs inflammatoires

(cyclo-oxygénase 2 (COX-2), prostaglandine E2 (PGE2), oxyde nitrique synthétase

inductible (iNOS)), et stimulent la production et l’activation des enzymes protéolytiques.

Les chondrocytes vont, en parallèle, diminuer leur synthèse de COLII et de PGA

(‘Richardson and Dodge 2000,), principaux composants matriciels. Les cytokines

inflammatoires et leurs récepteurs sont d’une importance majeure. Le blocage des uns ou

des autres annihile drastiquement leurs effets délétères (Kobayashi et al. 2005,).

Une cytokine non-inflammatoire, le Tranforming Growth Factor f3 (TGF-f3). a

l’importance inverse elle régule le turn-over des composants matriciels et permet le
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maintien de l’homéostasie cartilagineuse. Une altération de production ou une modification

de ses récepteurs provoque une dégénérescence cartilagineuse (Serra et al. 199 7 Goïdring

2000; Goidring 2002).

1.2.1.3. Inhibiteurs des métallo-protéases

Les MMP ont des inhibiteurs tissulaires appelés TIMP. Ces TIMP jouent un rôle

majeur : ils contrecarrent les effets des MMP en se liant à elles et en les inactivant.

Plusieurs études ont rapporté des corrélations positives directes entre la concentration de

ces inhibiteurs et certains marqueurs de l’activité anabolique cartilagineuse (épitopes C$

$46 et CP II) (se reporter au chapitre 1.2.3.2.2.) (Ishiguro et al. 1999, Ishiguro et al. 2001).

Une balance harmonieuse entre les MMP et leurs inhibiteurs est nécessaire au

maintien de l’homéostasie cartilagineuse. Cette balance est effective dans le cartilage sain.

Des études menées principalement in vitro ont démontré, que, lors de maladie articulaire

inflammatoire, cette balance n’est plus effective, que la stimulation par les cytokines

inflammatoires de la production des MMP est plus grande que celle des TIMP (Richardson

and Dodge 2000) (Richardson and Dodge 2003), favorisant les processus de dégradation.

1.2.1.4. Composants matriciels

Le métabolisme cartilagineux, principalement chondrocytaire, est un processus actif

et permanent. Il diffère d’une région du cartilage à l’autre, d’un composant du cartilage à

l’autre, d’un individu à l’autre, d’un état pathologique à l’autre. Beaucoup d’études ont été

faites à partir de tissus provenant de patients souffrant d’OA avancée, peu sur des tissus

provenant de patients souffrant d’OA précoce.

Le développement et la progression de l’OA s’accompagnent d’une modification

progressive du rapport synthèse/dégradation des composants matriciels (Ri2kalla et al.

1992; NeÏson et al. 1998; Aigner et al. 2002,). Les modèles émdiés ont mis en évidence,

lors d’OA primaire ou secondaire, une augmentation du turnover du COLII et des PGA

(Adams et al. 1995; Matyas et al. 1995; Matyas et aï. 1997; Matyas et al. 1999; Squires et

aï. 2003). Ces augmentations de turnover semblent malheureusement insuffisantes ou

inadéquates (synthèse de composants matriciels anormaux ou endommagés (Rizkalta et aï.
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1992, Dahlberg et aÏ. 2000). Elles ne permettent pas d’enrayer complètement la protéolyse

enzymatique. Les chances de réparationlguérison cartilagineuse sont donc compromises,

une réduction progressive de l’intégrité structurelle matricielle s’observe.

De récentes études, menées chez l’Homme, ont rapporté, qu’il semble exister des

interrelations entre synthèse et dégradation des principaux composants de la matrice

cartilagineuse extracellulaire (Garnero et al. 2002; Squires et al. 2003)

1.2.2. Évaluation clinique du cartilage articulaire

Le cartilage articulaire subit de profondes transformations lorsque les maladies

arthritiques s’installent, transformations souvent irréversibles pouvant conduire à sa

disparition complète.

Les méthodes d’évaluation clinique du cartilage articulaire sont nombreuses et

imparfaites, en particulier lorsque les maladies arthritiques tel l’OA sont à un stade précoce

et/ou sont encore asymptomatiques (Jouzeau et al. 2000).

Une méthode d’évaluation clinique idéale du cartilage articulaire lors d’OA permettrait:

1/ un dépistage précoce de la maladie,

2/ une évaluation précise de la vitesse d’évolution de la maladie,

3/ une estimation rapide de l’efficacité du traitement instauré sur la progression de la

maladie (Foole 2003).

Aucune méthode d’évaluation clinique du cartilage articulaire actuellement disponible ne

permet cela. Chacune de celles disponibles apporte des informations différentes,

intéressantes, complémentaires. Chacune a ses limites.

De nouvelles méthodes diagnostiques sont actuellement à l’étude, imagerie par

résonance magnétique (Pelletier and Martel-Pelletier 2003; Batiste et aÏ. 2004),

tomographie assistée par ordinateur (Batiste et aï. 2004,), dosage de biornarqueurs physio

pathologiques (Kojirna et al. 2001; Poole 2003; Poole et al. 2003). Elles semblent

prometteuses.
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1.2.2.1. Évaluation macroscopique directe in vivo

1.2.2.1.1. Radiographie

La radiographie est une des méthodes d’évaluation du cartilage articulaire parmi les

plus utilisées et parmi les plus controversées dans le suivi de l’OA. Le cartilage articulaire

n’étant pas radiovisible, la radiographie ne permet pas de l’évaluer directement. Elle

permet d’évaluer les structures osseuses avoisinantes, de mettre en évidence les lésions

osseuses accompagnant la plupart des maladies arthritiques avancées que sont ostéophytes,

entésiophytes, kystes osseux, plages d’ ostéolyse, rétrécissements des espaces articulaires,

sclérose osseuse ... lésions souvent utilisées pour attribuer un score lésionnel osseux aux

affections articulaires chez l’Homme. Il existe plusieurs méthodes de calcul du score

lésionnel (Betlarny and Watson Buchanan 200]). Beaucoup sont sujettes à controverse, tel

le suivi du rétrécissement articulaire à des fins pronostiques (une extension méniscale

pouvant la provoquer), par manque de reproductibilité. Les lésions osseuses

radiologiquement visibles sont, de plus, souvent d’apparition tardive dans le processus

pathologique, et, rarement corrélées aux symptômes cliniques.

Même si elle demeure à ce jour LA méthode de référence, la radiographie est une

méthode d’évaluation incomplète et tardive des affections articulaires évolutives.

1.2.2.1.2. Échographie

L’échographie articulaire permet d’évaluer les irrégularités de surface du cartilage

articulaire (tels qu’érosions superficielles, « flap » cartilagineux, absence complète de

cartilage et kyste osseux), ses variations d’épaisseur, son homogénéité, son intégrité. Elle

permet aussi d’évaluer la membrane synoviale et certaines structures intra ou péri

articulaires (mêmes paramètres). L’échographie ne permet d’évaluer l’os sous-jacent que

très superficiellement (intégrité de la partie superficielle du cortex osseux).

Cette méthode d’évaluation du cartilage articulaire, actuellement en développement,

semble cliniquement prometteuse (BeÏlanzy and Watson Buchanan 2001, Spriet et al.

2005). Elle a cependant certaines limites. Seules les régions articulaires facilement

accessibles sont évaluables par échographie directe avec contact cutané ou par

biomicroscopie échographique par arthroscopie (méthode expérimentale).
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1.2.2.1.3. Imagerie par résonance magnétique

L’imagerie par résonance magnétique (IRM) permet, contrairement aux techniques

précédemment décrites, de visualiser directement et simultanément toutes les composantes

d’une articulation, cartilage articulaire compris (Feteiy5’ and Genant 2001, Peterj5 2003;

Batiste et aï. 2004, Batiste et aï. 2004). L’utilisation conjointe d’un produit de contraste,

comme le gadolinium, qui permet de détecter précocement les pertes en PGA, affine la

technique (Bashir et al. 1996; Nierninen et aï. 2004, Nissi et al. 2004).

Son coût et son accessibilité limitent son utilisation.

1.2.2.1.4. Arthroscopie

L’arthroscopie, technique chirurgicale désormais standardisée, est une méthode

d’évaluation nolisée et de choix lorsque l’on souhaite apprécier la cavité synoviale dans son

intégralité. L’arthroscopie présente nombre d’avantages (évaluation directe in situ du

cartilage articulaire, accessibilité) et de désavantages (coût, exploration limitée d’une

articulation donnée, apport limité d’informations sur les changements cartilagineux

microscopiques ou métaboliques, caractère invasif, obstacle majeur aux études

longitudinales).

Malgré cela, l’arthroscopie demeure LA méthode d’évaluation macroscopique in

vivo de choix du cartilage articulaire (Kaïunian et aï. 2001).

Les méthodes d’évaluation clinique que nous venons de voir sont des techniques

d’imagerie peu à pas invasives, permettant de mettre en évidence certaines conséquences

du ou des processus pathologiques affectant le cartilage articulaire ou certains de ses

composants. Afin de comprendre et prévenir ces conséquences, comprendre et mesurer les

processus moléculaires qui y ont mené, des techniques plus invasives s’avèrent nécessaires.

1.2.3.2. Évaluation macroscopique et microscopique indirecte bi vivo: analyse du

liquide synovial

Le prélèvement de liquide synovial, ou arthrocentèse, est techniquement simple à

réaliser. C’est un des examens cliniques de base réalisé lors de suspicion d’affection

articulaire.
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Les échanges entre cartilage articulaire et liquide synovial étant constant, de

nombreux paramètres, reflet du ou des processus pathologiques affectant le cartilage,

peuvent être analysés dans le liquide synovial.

1.2.3.2.1. Paramètres de l’inflammation

De nombreux paramètres de l’inflammation sont régulièrement évalués dans le

liquide synovial lors de suspicion d’affection articulaire. Les principaux appréciés sont: la

fluidité, la couleur, la turbidité du liquide synovial, le volume, la concentration synoviale en

protéines totales, les leucocytes, incluant leur différentiel, les cytokines, l’HA ainsi que la

présence de fragments cartilagineux (Caron 1999).

1.2.3.2.2 Biomarqueurs du métabolisme cartilagineux articulaire

Des méthodes d’analyses immunologiques, sensibles et spécifiques, permettant de

quantifier de petites molécules biologiques appelées biornarqueurs, ont été récemment

développées (Poole 2003). Les biomarqueurs sont les produits d’évènements moléculaires

tissulaires spécifiques survenant lors de dommages articulaires. Ils reflètent les processus

de dégradation, de synthèse, de remodelage du cartilage et/ou des autres structures

articulaires en cours dont ils sont en quelque sorte des « déchets ». Ils peuvent aussi être les

témoins d’une inflammation systémique ou articulaire associée aux maladies arthritiques

(PooÏe 2003). Les biomarqueurs diffusent dans l’organisme : ils peuvent être dosés dans le

tissu source (cartilage par exemple) et dans certains fluides corporels comme le sang

périphérique, l’urine et le liquide synovial.

De par leur survenue rapide au « site d’action > lorsque l’« action » se déclenche,

les biomarqueurs pourraient représenter LA méthode d’évaluation clinique idéale du

cartilage articulaire, permettant:

1/ un dépistage précoce des maladies,

2/ une évaluation précise de la vitesse d’évolution des maladies,

3/ une estimation rapide de l’efficacité du traitement instauré sur la progression des

maladies (Poole 2003).



Les biomarqueurs de la synthèse ou de la dégradation cartilagineuse témoignent des

processus métaboliques en cours au sein du cartilage articulaire au moment du prélèvement

du tissu ou fluide corporel. Ils sont d’apparition rapide (Matyas et al. 2004). Leur évolution

semble positivement corrélée à celles de certains autres paramètres diagnostiques, en

particulier radiographiques, plus lents d’apparition, mais depuis longtemps utilisés. Ils

permettraient même de les prédire (Garnero et al. 2002; Landewe et al. 2004).

Bien qu’encore en phase d’étude et de développement, un consensus se dessine

quant à la technologie des biomarqueurs du métabolisme cartilagineux et les opportunités

qu’ils offrent de détecter précocement et de mesurer adéquatement les processus de

dégradation et de synthèse du cartilage articulaire en cours. Ils permettraient ainsi:

- une évaluation globale du cartilage articulaire d’une articulation ciblée (dosage

dans le liquide synovial) ou de l’ensemble des articulations (dosage dans le sang ou

l’urine),

- une description plus fine et une meilleure compréhension de la pathogénie des

maladies articulaires,

- un diagnostic précoce des maladies articulaires,

- la mise en place de thérapies adaptées la maladie diagnostiquée. l’évaluation de la

réponse thérapeutique et l’ajustement du traitement.

- Fétablissement «un pronostic plus précis et la prévision de l’évolution de la

maladie.

Chez le cheval, des facteurs tels l’age (Jackson et al. 2003), l’exercice (Frice et al.

1995: Vervuert et al. 2002; BiÏÏinghurst et aÏ. 2003; Jackson et aï. 2003, Billinghurst et aï.

2004), l’administration concomitante de médicaments (Robion et al. 2001) ou une

pathologie cartilagineuse (Laverty et al. 2000; fulÏer et aï. 2001; Laveiïy’ et al. 2002;

Billinghurst et al. 2004) modifient significativement les concentrations en biomarqueurs

cartilagineux.

Des relations directes entre certains d’entre eux (produits issus du turnover des

composants matriciels et marqueurs moléculaires de l’inflammation) ont été rapportées

(fraser et al. 2003).
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1.2.3.2.2.1. Biomarqueurs du métabolisme des protéoglycanes

L’hydratation des PGA et leur turgescence confèrent au cartilage articulaire sa

résistance aux forces de compression et de déformation. Leur structure moléculaire est

particulière (se reporter au chapitre 1.1.3.2.2.)

1.2.3.2.2. Li. Biomarqueurs de dégradation

La protéine centrale des PGA peut être clivée par deux familles d’enzymes

protéolytiques : les MMP et les aggrécanases. Le clivage peut se produire soit proche de

l’extrémité carboxy-terminale, soit dans la région intergiobulaire G1-02. Parmi les produits

issus de ce clivage (se reporter au Tableau I) existe le biomarqueur K$, épitope se

localisant normalement dans les parties KS1 et KS2 des PGA résidents (se reporter au

chapitre 1.1.3.2.2.)

Épitope K$

Des modifications dans la concentration tissulaire de cet épitope reflètent une

figure 4 Localisation des
biomarqueurs du rntabolismc des
proétoglycanes aggrécanes — selon
Poole 200]

Protdoglvcane Protéoglycane Protéoglvcane
auecane aggrécanc ngrecane

nouvellement md,vidu individu
synthétisd immuture muture

modification du turnover (principalement dégradation) des PGA (Thonar et aï. 1985; Sweet

et al. 1988; Iv[anicoztrt et aï. 1991; Otterness et aï. 2001; Foole 2001, Lohrnander 2002).

Initialement identifié dans le sérum des patients souffrant d’OA (Thonar et aï. 1985, Sweet

et aï. 1988; Bleaseï et aï. 1999,) il a ensuite été identifié dans le liquide synovial de patients

atteints d’OA (Campion et aï. 1991; Manicourt et al. 1991,). Sa concentration synoviale

augmente lors de l’administration lA de certaines drogues (‘Robion et aï. 200]). Les études

Épitope CS 84(

n’

es

G’
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divergent sur la corrélation (fraser et cd. 2003,) ou non (Malyas et al. 2004) des variations

de concentration de cet épitope avec l’épitope CS $46, autre marqueur du turnover des

PGA.

1.2.3.2.2.1.2. Biomarqueurs de synthèse

Des analyses immunologiques ont montré qu’il existe des modifications structurales

des PGA au niveau des régions C$ (épitopes 7D4, 3B3 et $46) (se reporter au Tableau I)

(se reporter à la Figure 4) chez les patients adultes atteints de maladies arthritiques

lorsqu’on les compare à ceux de patients adultes sains. Fait intéressant, ces épitopes sont

aussi présents lors du développement, disparaissent chez l’adulte sain (se reporter à la

Figure 4) et réapparaissent lors d’OA. Par conséquent, la réapparition de ces épitopes

reflète une altération du métabolisme matriciel s’accompagnant d’une synthèse accrue de

PGA (PooÏe et aÏ. 2003,).

Épitope CS 846

L’épitope sulfate de chondroïtine 846 (C$ $46) se localise dans la partie C$ des

larges PGA nouvellement synthétisés (se reporter au chapitre 1.1.3.2.2.) (se reporter à la

Figure 4).

Sa concentration tissulaire, tout comme celle de l’épitope 3B3, est plus importante

dans le cartilage foetal, où il a été pour la première fois isolé (‘Glant et al. ]986, Antonlou et

al. 1996), ainsi que dans le cartilage immature (Thonar and Manicottrt 2001) et le cartilage

ostéoarthritique (RizkaÏla et aï. 1992; Lohmander et aÏ. 1999) chez l’Homme.

Sa concentration dans le liquide synovial diminue avec la croissance chez le cheval

(BilÏinghurst et aï. 2003, BiÏÏinghurst et aï. 2004), et dans les phases avancées d’OA chez

l’Homme (Ishiguro et aï. 2001). Elle augmente suite à une déstabilisation articulaire (Chu

et al. 2002) et lors d’OA induite en phase précoce chez le chien (Matyas et al. 2004), ou,

lors d’administration TA de GC chez le cheval (Robion et aÏ. 2001). Lors de fragmentation

ostéochondrale chez le cheval, les variations de concentration synoviale de cet épitope sont

controversées (Frisbie et al. 1999; Laverty et aÏ. 2000).

Des modifications dans la concentration tissulaire et synoviale de cet épitope

reflètent une modification du métabolisme (synthèse/dégradation) des PGA (Po oie et aï.
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1994,- Mansson et aï. 1995, Lohrnander et aï. 1999; Foole 200],- Lohmander 2002). Ses

variations de concentration sont positivement corrélées avec celles de CP II (se reporter au

chapitre 1.4.2.2.2.2.) et celles de GAG dans le cartilage péri-lésionnel lors d’OA phase

précoce ($quires et aï. 2003) et chez les patients atteints d’OA traumatique (Lohrnander et

aï. 1999), suggérant une augmentation concomitante de la synthèse des composants

matriciels (PG, collagène) dans l’OA, un mécanisme probable de réparation des dommages

causés (Lohrnander et al. 1999).

1.2.3.2.2.2. Protéine oligomérique du cartilage COMP

Cette protéine, de la famille des thrombospondines, synthétisée, entre autres, par les

chondrocytes et les synoviocytes, lie les collagènes (types I, II et IX). Les cytokines pro-

inflammatoires stimulent sa production (Reckiies et aÏ. 1998). Une concentration

augmentée de la protéine native dans le liquide synovial chez le cheval serait le reflet

d’ostéochondrose, celle de fragments de COMP ou une plus faible concentration de COMP

native d’arthrite (Misurni et aï. 2002; Arai et cii. 2005; $kioïdebrand et al. 2005,).

1.2.3.2.2.3. Biomarqueurs du métabolisme du collagène de type II

Le cartilage articulaire, tout comme la plupart des cartilages hyalins, est constitué

d’une abondante matrice extracellulaire secrétée et entretenue par les chondrocytes. Le

principal composant de cette matrice est le COLII organisé en un abondant et fin réseau de

fibres. Il procure au cartilage articulaire sa résistance aux forces de tension, sa possibilité de

répartition des charges portées, et sa déformabilité minimale réversible (Foote 2001) (se

reporter au chapitre 1.1.3.2.3.).

1.2.3.2.2.3.1. Biomarqueurs de dégradation

Dans les maladies arthritiques, un clivage extensif et progressif du COLII se

produit. Les collagénases clivent la triple hélice, les télopeptides terminaux et les liens

inter-fibrilles ; elles génèrent des néo-épitopes aux sites de clivage, libérant ainsi nombres

de produits de déchets ou biomarqueurs (se reporter au Tableau I).
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Épitope C1,2C

L’épitope C1,2C, néo-épitope carboxy-terminal des collagènes de type I et II, plus

connu sous le nom d’épitope COL23/4Cshomono, est exposé aux sites de clivage de la

triple hélice par les collagénases, puis clivé et libéré dans les fluides corporels (liquide

synovial, sang, urine) (se reporter à la Figure 5).

On le retrouve en quantité augmentée dans le liquide synovial lors de dégradation

des collagènes de type I et II par les collagénases dans l’OA expérimentale (BilÏinghurst et

aï. 1997; Thonar and Manicourt 2001) ainsi que chez les chevaux souffrant

d’ostéochondrose précoce (Bilïinghurst et al. 2004). Sa concentration semble alors

positivement corrélée à la sévérité des lésions (Bilïinghurst et al. 2004).

L’épitope C1,2C est un biomarqueur de la dégradation des collagènes de type I et II(se

reporter au Tableau I)

Figure 5 : Épitope C1,2C
libéré par l’action des
collagénases sur l’extrémité -

carboxy-terminale du \ /carboxytermina1e

collagène de type Il — selon
foole 200]

Épitope C1,2C

1.2.3.2.2.3.2. Biomarqueurs de synthèse

Lorsque le cartilage dégénère, ou est accidentellement traumatisé, les chondrocytes

accentuent leurs activités de synthèse, incluant celle du COLII, afin de compenser les

dommages (Poole 200]). Le COLII est synthétisé et sécrété sous forme de procollagène.

Epitope CP II

Les chondrocytes synthétisent le tropocollagène de type II(se reporter à la Figure

6). Avant son incorporation dans la fibrille de COLII, le tropocollagène de type II subit des

clivages à ses extrémités amine et carboxyle par des protéases. Ces clivages libèrent un

propeptide-C carboxy-terminal de tropocollagène de type II, plus connu sous le nom

d’épitope CP II (Foole 2001) (se reporter à la Figure 7 et au Tableau I).

La concentration en épitope CP II dans le liquide synovial est étroitement corrélée à

la synthèse de COLII (Shinrnei et aï. 1992; NeÏson et al. 1998). Elle tend à s’accroître



significativement avec l’âge (BiÏflnghurst et al. 2004,), lors de trauma articulaire, d’OA

expérimentale primaire (Lohmander et al. 1996) ou secondaire (Matyas et aÏ. 2004), ainsi

que lors d’ostéchondrose clinique (Laverty et aï. 2000, Billinghurst et aÏ. 2004).

Sa concentration serait alors positivement corrélée à la sévérité des lésions (Laverty

et al. 2000; BiÏlinghurst et aÏ. 2004). La concentration sérique en CPu est plus élevée chez

les animaux que chez l’Homme (Robion et al. 2001). Une étude expérimentale utilisant un

modèle animal d’OA a rapporté une concentration sérique de CP II supérieure à celle

synoviale après création d’une instabilité articulaire (Matyas et aÏ. 2004). Cette différence,

non attendue, mais significative, suggère qu’un trauma articulaire pourrait induire une

réponse systémique du métabolisme du collagène. Une réserve doit cependant être émise

peu de choses sont actuellement connues sur la « pharmacologie », qu’elle soit sérique ou

synoviale, des biornarqueurs (Myers et al. 1996; Lohrnander et al. 1999; Myers et al.

2000). Seule une demi-vie estimée de CP II est disponible : 16 à 1$ heures en culture

cellulaire (Nelson et aÏ. 1998).

Sa concentration sérique diminue significativement chez les chevaux entraînés en

bas âge (Billinghurst et al. 2003,).

Figure 6 Structure du procollagène de type II montrant les sites de clivage par les métalloprotéases —

selon Poole 2001

Figure 7 Épitope CPu libéré par
l’action de la carboxy-peptidase sur
l’extrémité carboxy-terminale du
procollagène de type II — selon
Foole 2001

Amino-peptidase Carboxy-peptidase

I

150A° . . 3000A°

Extrémité Extrémité
amino-tenninale carboxy-terminale

Épitope CF I]
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1.2.4. Avenues de traitement

Les maladies articulaires dégénératives, comme l’OA, ont toutes une base

inflammatoire. La réponse inflammatoire contrôlée est une réponse normale et

indispensable à toute forme d’injure. Lorsqu’elle est non contrôlée, au lieu de limiter les

effets de l’injure subie et faciliter les processus de guérison, la réponse inflammatoire

engendre des effets négatifs pouvant être destructeurs. On considère la réponse

inflammatoire non contrôlée conirne un des évènements majeurs menant à la dégradation de

la matrice cartilagineuse extracellulaire (‘Goïdring and Goidring 2004; Schurman and Smith

2004).

Comme nous l’avons vu, lors d’injure, en réponse à certains stimuli, les

chondrocytes vont produire des cytokines pro-inflammatoires (IL-l, TNFa), accroître leur

réceptivité à ces molécules (Poote 200]), et atténuer leur synthèse de composants matriciels

(Richardson and Dodge 2000,). Ces cytokines. dont on pense qu’elles sont la pierre

angulaire des processus de dégradation, vont favoriser la production de médiateurs

inflammatoires (COX-2, PGE2, iNOS), stimuler et activer les enzymes protéolytiques

(MMPs).

Les moyens de traitement actuels visent à bloquer la production de médiateurs

inflammatoires et à soulager les symptômes (SMOADs). Les nouvelles avenues

thérapeutiques visent à agir plus en amont dans la cascade de l’inflammation, afin d’arrêter

ou renverser la destruction cartilagineuse (DMOADs).

1.2.4.1. Moyens thérapeutiques actuels : les anti-douleurs

Les prostaglandines, en particulier celles de la lignée E, sont étroitement associées à

l’inflammation synoviale, la douleur et la dégradation de la matrice cartilagineuse. Parmi

celles-ci, la prostaglandine E2 joue un rôle majeur dans la surproduction d’enzymes

protéolytiques par les chondrocytes (Steinberg and Siedge 199]; Mehindate et al. 1996,).

Les prostaglandines sont produites par l’action des cyclooxygénases (COX) sur

l’acide arachidonique. Il existe deux isoformes de COX. Ces deux isoformes ont des

propriétés physiologiques majeures différentes. Le premier isoforme, ou COX-1. est

naturellement produit par l’organisme (on le dit constitutif). Il permet le maintien

homéostatique de certaines grandes fonctions organiques. La toxicité de certaines drogues
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(en particulier digestive et rénale) utilisées pour lutter contre l’inflammation serait

principalement consécutive à l’inhibition de cet isofonne. Le second isoforme, ou COX-2,

est principalement induit par la cascade inflammatoire (on le dit inductible car sa

production se décuple lors d’inflammation). Il induit la synthèse de grandes quantités de

prostaglandines, en particulier PGE2 (Caron and Genovese 2003).

Les prostaglandines ne produisent de la douleur que lorsqu’elles sont présentes en

grande quantité (Clark and Clark 1999). La PGE2, en particulier, sensibilise les

terminaisons nerveuses aux stimuli mécaniques et amplifie l’activation des récepteurs à la

douleur par d’autres médiateurs inflammatoires, tels que la bradykinine et l’histamine, qui

tendent à abaisser le seuil de douleur (Bonica 1990).

1.2.4.1.1. Les anti-inflammatoires non stéroïdiens AINS

La plupart des AINS bloquent l’activité des deux isoformes de COX. Cependant

l’inhibition proportionnelle des isoformes COX-l et COX-2 varie d’un composé à l’autre.

Il existe des

AIN$ non sélectifs : telle la phénylbutazone, qui réduit significativement la production de

PGE2 (Tung et aÏ. 2002) mais bloque préférentiellement l’expression génomique de

l’isoforme COX-l (d’où les effets secondaires gastro-intestinaux et rénaux souvent

observés).

AINS inhibiteurs COX-2 préférentiels : qui diminuent préférentiellement la production

de COX-2, moins celle de COX-l.

AINS inhibiteurs COX-2 sélectifs : qui diminuent sélectivement la production de COX-2

sans atténuer celle de COX-l (celecoxib et rofecoxib). Ils ne préviennent cependant pas

totalement les effets négatifs liés à la diminution de production de COX-l (digestif, rénal)

(Lugardon et al. 2004) (A1NS prometteurs).

Aucune étude n’a rapporté d’éventuels effets sur l’intégrité cartilagineuse.

1.2.4.1.2. Les anti-inflammatoires stéroïdiens

Les AIS sont parmi les plus puissants anti-inflammatoires utilisés dans le traitement

de l’OA. Utilisés surtout localement, pour éviter les effets secondaires liés à leur utilisation

à fortes doses par voie systémique pour obtenir des concentrations thérapeutiques locales



26

suffisantes, les AIS bloquent la production de prostaglandines en inhibant la phospholipase

A2 et la COX-2 (mais pas directement la COX-1) (Masferrer et al. 1994). Ils inhibent la

production de cytokines inflammatoires par les macrophages, telles l’IL-l, le TNf-a

(DiBattista et aï. 1991; Arnano et aï. 1993). Cette inhibition est d’une importance majeure

car les cytokines inflammatoires induisent la synthèse et l’activation des MMP, ainsi que

celle du iNOS, antagonisent les effets du TGF-f3, et suppriment l’expression génique des

composants matriciels et des TIMP. Les GC stimulent en parallèle la production d’autres

cytokines. dîtes anti-inflammatoires, telles l’IL-lO par les macrophages et FIL-4 et le TGF

f3 par les lymphocytes, qui contrecarrent les effets des cytokines inflammatoires telles l’IL

1 ou le TNf-a (Boumpas and Wilder 2001).

Leurs effets bénéfiques sont cependant controversés. Certains GC, à certaines doses,

inhibent l’expression génique d’inhibiteurs enzymatiques d’importance (TIMP) ainsi que

celles de composants matriciels essentiels (Bordeii and Helter 1997, Richardson and

Dodge 2000: Richardson and Dodge 2003,). Ils se pourraient donc qu’ils favorisent la

dégradation et la destruction du cartilage articulaire (se reporter au chapitre 1.3.).

1.2.4.1.3. Autres molécules

Acide hyaluronique : l’HA a de modestes effets analgésiques mais de bons effets anti-

inflammatoires (Tobetto et aï. 1993; Ghosh 1994). Il régule la production de

prostaglandines (dont la PGE2) (Yasui et al. 1992; frean and Lees 2000) par les cellules

articulaires et protège le cartilage des effets des radicaux libres et de certaines enzymes.

Des effets inhibiteurs sur l’activité des MMPs ont été rapportés à de fortes doses (CÏegg et

aÏ. 1998), effets qui restent cependant à prouver (Lynch et aÏ. 1998).

1.2.4.2. Futures avenues de traitement

1.2.4.2.1. Modulations des cytokines pro-inflammatoires

Inhibiteurs directs: l’IL-l induit la synthèse et l’activation des MMP, ainsi que celle du

iNOS. Elle antagonise les effets du TGF-f3 et supprime l’expression génique des

composants matriciels et des inhibiteurs des MMP (TIMP). Elle favorise ainsi la

destruction de la matrice cartilagineuse extracellulaire et nuit à sa réparation. Une enzyme

unique permet l’activation de l’IL-l à partir de ses précurseurs l’enzyme IL-ibeta
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convertissant (ICE) (Pelletier et al. 2001). Des inhibiteurs de cette enzyme ont récemment

été développés chez l’Homme, qui semblent capable de la bloquer efficacement

(prainacasan) (Laverty 2003). Ces inhibiteurs pourraient à la fois être des SMOADs et des

DMOADs.

Le TNF-a partage beaucoup des propriétés de l’IL-l (dont une enzyme

indispensable à son activation), mais à un moindre degré (Pelletier et al. 200]). Un

inhibiteur de cette cytokine (infliximab) est actuellement disponible et semble très efficace,

en particulier dans le traitement de l’arthrite rheumatoïde (‘St Clair et al. 2004,.). Mais il ne

semble pas dénué d’effets secondaires (Dunlop 2004, ferraro-Peyret et al. 2004,).

Inhibiteurs des récepteurs cytokiniques : des antagonistes des récepteurs à 1’IL-l et au

TNF-a sont en cours d’études (etanercept) (‘Laverty 2003,).

Stimulation des cytokines anti-inflammatoires : des recherches sont actuellement en

cours pour trouver des moyens de surproduire localement certaines cytokines anti-

inflammatoires (IL-4, l’IL-lO ou l’IL-13) qui réduisent la production d’IL-1 et de TNF-a

(Pelletier et al. 200]) et pourraient contrecarrer leurs effets.

1.2.4.2.2. Régulation de la dégradation des composants matriciels

Inhibiteurs des MMP : les inhibiteurs synthétiques des MMP (marimastat) limitent leurs

effets sur les composants matriciels. Cependant, leur utilisation par voie systémique n’est

pas dénuée d’effets secondaires, probablement par inhibition non sélective des MMP

(Mengshol et al. 2002).

Antibiotiques : certains antibiotiques, tels la tétracycline et ses formes semi-synthétiques

(doxycycline et minocycycline) inhibent directement l’activité des MMP par chélation du

zinc au niveau de leur site actif (Pelletier et al. 200]). Ils agiraient aussi sur leur expression

génique (liengshoÏ et al. 2002,).

1.2.4.2.3. Stimulation de la synthèse des composants matriciels

Facteurs de croissance : des facteurs de croissance, tels le TGf, l’IGF ou les BMP (bone

morphogenetic proteins) ont été utilisés par voie systémique. Ils ont des effets prometteurs,

mais ne sont pas dénués d’effets secondaires (TGF - production d’ostéophytes) (Van
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Beuningen et al. 2000: Verdier et al. 2003). Des recherches sont en cours pour développer

des moyens de délivrance locale.

Glucosamine et sulfate de chondroïtine: glucosamine et sulfate de chondroïfine sont

actuellement des molécules d’une grande popularité. Leur utilisation vise à soulager et

prévenir les symptômes des maladies articulaires dégénératives, et si possible à limiter leur

évolution.

La glucosamine semble être un SMOADs, mais aucune étude ne prouve à ce jour

qu’elle serait effectivement un DMOADs (Schurman and Smith 2004L Une étude récente,

menée chez le cheval, a démontré que les concentrations de glucosamine obtenues in vivo

localement (articulations), suite à une administration systémique aux doses recommandées

chez l’Homme et le cheval, étaient de loin inférieures aux doses efficaces établies in vitro

(Laverty et aÏ. 2005). Le lien de cause à éventuel effet reste donc à établir.

Le sufate de chondroïtine semble prometteur, seul ou en combinaison avec la

glucosamine, mais son absorption et ses effets comme DMOADs restent à établir

(Schurman andSmith 2004).

Thérapie génique: la thérapie génique permettant la surexpression locale de gènes codant

pour certaines protéines (inhibiteurs des cytokines, composants matriciels) est actuellement

en plein essor. Coût, efficacité et durée d’expression des gènes sont actuellement les

principaux facteurs limitants (Pelletier et al. 200]; MengshoÏ et aï. 2002, Laverty 2003).

À ce jour, en résumé, les DMOADs sont encore à l’essai, et seule l’activité des SMOADs a

été scientifiquement prouvée par des études rigoureuses aux résultats concordants.
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1.3. Glucocorticoïdes, articulations et cartilage articulaire

Les GC sont les plus puissants anti-inflammatoires utilisés dans le traitement des

maladies arthritiques. Normalement injectés directement dans les articulations, ils réduisent

nombre de processus inflammatoires tels que libération et activations d’enzymes, de

cytokines et d’autres médiateurs inflammatoires (DiBattista et aï. 1991, Amano et aï. 1993,

Masferrer et aï. 1994; Masferrer and Seibert 1994, Masferrer et al. 1994, Trotter 1996).

Leurs effets bénéfiques sont cependant controversés. Certains GC, à des doses définies,

inhibent l’expression génique d’inhibiteurs enzymatiques d’importance (TIMP) ainsi que

celles de composants matriciels essentiels (Borden and Heller 1997; Richardson and

Dodge 2000; Richardson and Dodge 2003). Il se pourrait donc qu’ils favorisent aussi la

dégradation et la destruction du cartilage articulaire.

Deux GC sont couramment utilisés par injection intra-articulaire chez le cheval,

dans le traitement des maladies articulaires inflammatoires dégénératives l’acétate de

méthylprednisolone et 1’ acétonide de triamcinolone.

1.3.1. Pharmacologie des glucocorticoïdes

1.3.1.1. Structure

Les GC sont des molécules à 21 atomes de carbone organisés en 3 cycles de 6

atomes de carbone et 1 cycle de 5 atomes de carbone. L’activité glucocorticoïde dépend

principalement de la présence d’un groupement hydroxyle sur le carbone 11, de la présence

de groupements cétone sur le carbone 3 et le carbone 20, et d’une liaison insaturée entre les

carbones 4 et 5 (Trotter ]996), que possédent triamcinolone et méthylprednisolone.

CH2OH CH2OH

OH

cH3OH

H9C H

Figure 8 Molécule de Figure 9 : Molécule de
triamcinolone méthylprednisolone
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1.3.1.2. Biodîsponibilité

Les GC sont disponibles commercialement sous forme estérifiée inactive. La

méthylprednisolone se présente sous forme «acétate (Boumpas and Witder), la

triamcinolone sous forme d’acétonide ou d’hexacétonide. Les GC sous ces formes sont peu

hydrosolubles, hydrolysés lentement, de moyenne à longue durée d’action. Leur activité et

leur durée d’action sont fonction du taux d’hydrolyse de leur forme estérifiée in situ.

TA et MPA sont surtout utilisés localement (Baxter 2000,).

Chez le cheval, le MPA est hydrolysé rapidement dans le liquide synovial, la

méthylprednisolone devenant détectable dans le liquide synovial deux heures seulement

après l’injection TA de MPA. Le MPA demeure détectable de 2 à 6 jours post-injection dans

le liquide synovial, mais est indétectable dans le sang. La méthylprednisolone est décelable

dans le sang pendant les 24 heures post-injection synoviale, et de 5 à 39 jours dans le

liquide synovial Autefage et al. 1986,). La résorption systémique de la méthylprednisolone

n’est pas suffisante pour abolir une réponse adrénergique à une stimulation à la

corticotropine, mais, elle s’accompagne d’une diminution de la cortisolémie pendant 3 à 4

jours (Autefage et al. ]986).

Le TA, comme le MPA (Autefage et al. 1986), est hydrolysé rapidement dans le

liquide synovial. La triamcinolone est décelable dans le sang 1 heure seulement après

l’injection lA de TA. Sa concentration sérique atteint un pic 24 heures post-injection

synoviale et demeure au-dessus des seuils de détectabilité pendant 48 heures. Elle

s’accompagne d’une diminution de la cortisolémie. Au niveau synovial, la triamcinolone

demeure au dessus du seuil de détectabilité pendant 14 jours post-injection (Chen et al.

1992).

1.3.1.3. Mode d’action

Les UC exercent leurs effets en modulant l’expression de certains gènes via des

récepteurs cytoplasmiques spécifiques (Bozimpas and Wilder 200]). Ils circulent dans

l’organisme, que ce soit dans le sang ou le liquide synovial, sous forme libre et sous forme

liée aux globulines. La forme libre diffuse rapidement à travers les membranes cellulaires
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des cellules cibles et lie des récepteurs cytoplasmiques spécifiques (Oakley et aï. 1999,

Belvisi et aï. 2001). Il existe deux isoformes très homologues de ces récepteurs chez

l’Homme appelés récepteurs GRa et GR3 (Bamberger et aï. 1995; Oakïey et aï. 1999;

Newton 2000; Belvisi et aÏ. 2001). Ces deux isoformes, présents conjointement dans le

cytoplasme de nombreuses cellules (Sousa et al. 2000), ne différent que par leur carbone

terminal (Belvisi et aÏ. 2001).

Le récepteur GRa peut être considéré un facteur de transcription génomique que la

liaison aux GC active (Bamberger et aï. 1995), par changement de conformation

alostérique (OakÏey et al. 1999). Le complexe GC-GRa formé au niveau cytoplasmique

diffuse vers le noyau où il va alors réguler l’expression de certains gènes.

Glucoconicoïde

Figure 10 Mode d’action

cytopIasm

,‘Y ADN
Récepteur ‘

rJ
‘ Protinc \ ARNm /

noyau

‘—

Cette régulation se fait selon divers procédés (transcription génique, répression génique,
répression de facteurs de transcription génique) ‘Beato et al. 1995; Oakïey et aï. 1999;
Belvisi et aï. 2001; Webster et aï. 200]; Chikanza 2002; 8akïatt’ala 2002,).

Le récepteur GRf3, lequel réside plus dans le noyau des cellules que dans leur

cytoplasme. et ce indépendamment de la présence ou non de OC, est incapable de lier les
GC et donc de directement activer ou réprimer l’expression génique (Bamberger et aï.

1995, Oakley et aï. 1999). En présence de GC, le récepteur GRj3 agit comme un inhibiteur

sélectif dose-dépendant de l’activité du complexe GC-GRa sans affecter l’affinité du GC

pour le récepteur GRa (Hecht et aÏ. 1997; Oakïey et al. 1999).

Peu de choses sont actuellement connues sur les teneurs endogènes relatives de ces

deux isoformes (‘OakÏey e al. 1999; Gagliardo et aï. 2001). De nombreuses études
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rapportent cependant qu’il existe une forte corrélation entre l’augmentation de l’expression

de l’isoforme GRp, qui est inductible par les cytokines, et le développement d’une moindre

réponse et d’une résistance aux GC (Oakley et aï. 1999; Sousa et al. 2000, Webster et aï.

2001, Chikanza 2002; Orii et al. 2002).

1.3.2. Effets des glucocorticoïdes sur les articulations

TA et MPA sont des GC synthétiques, des molécules possédant donc une activité

anti-inflammatoire accrue et une activité minéralo-corticoïde atténuée (Baxter 2000).

1.3.2.1. Effets anti-inflammatoires (se reporter au chapitre 1.2.4.1.2.)

1.3.2.2. Effets sur les principales structures articulaires

1.3.2.2.1. Effets sur la membrane synoviale

Les effets de plusieurs GC sur la membrane synoviale ont été étudiés dans diverses

espèces et sur divers modèles expérimentaux de synovites (se reporter au Tableau II).

L’homogénéité n’étant pas de mise parmi les études rapportées (espèces différentes,

modèles expérimentaux différents, GC utilisés différents), en tirer des conclusions s’avère

discutable. La plupart des auteurs s’entendent cependant sur un effet anti-inflammatoire des

GC au niveau de la membrane synoviale et un effet positif des GC sur la synthèse d’HA par

les synoviocytes (Tularno 1991, Fitsilïides et al. 1994; frisbie et al. 1997,). L’HA semble

réguler favorablement la production de prostaglandines, en particulier la PGE2, principale

PG impliquée dans la médiation de la douleur isui et al. 1992, frean and Lees 2000,.).
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1.3.2.2.2. Effets sur le cartilage articulaire

Beaucoup d’études ont été faites pour percer les effets des GC sur le cartilage

articulaire et les maladies qui l’affectent afin de statuer sur leur efficacité, leur innocuité.

leur nocivité. Des effets favorables comme défavorables ont été rapportés.

L’interprétation de l’ensemble des résultats rapportés est difficile à cause du

manque d’homogénéité de toutes les études menées:

- toutes les espèces ou presque ont été utilisées comme cobayes

cheval (Chunekamrai et al. 1989: frisbie et al. 1997; Frisbie et al. 1998), chien

(‘Pelletier et al. 1994; Pelletier et al. 1995; Murphy et al. 2000,,), homme (Young et

aÏ. 200j), lapin (Stricker et al. 1996), porc vietnamien (Williams and Brandt 1985),

poule (embryon) (Oikarinen et al. 1988), souris (Verschure et al. 1994; Nakazrn1’a

et al. 2002),

- certaines études, au sein d’une même espèce (par exemple le cheval), ont été

menées in vitro (Dechant et al. 2003), d’autres in vivo (‘foland et al. 1994; Frisbie

et aÏ. 1997; Frisbie et al. 1998)

- certaines études ont été faites (par exemple chez le cheval) sur des modèles

expérimentaux d’inflammation ou de déstabilisation articulaire (Kawcak et al.

1998), d’autres sur des individus sains (fubini et aÏ. 2001].

- certaines études ont analysé directement la composition du cartilage et les variations

de celle-ci (Chunekamrai et al. 1989), d’autres celles du milieu de culture ou media

(Dechant et al. 2003), d’autres celles du liquide synovial (Robion et aÏ. 2001),

d’autres les modifications des propriétés biomécaniques du cartilage (Murray et aï.

]998,

- tous les GC, qu’ils soient ou non d’un même groupe, d’une même forme estérifiée,

ont été testés à des posologies diverses et variées.

Nous allons nous concentrer sur les données actuellement disponibles chez le cheval.



1.3.2.2.2.1. Effets macroscopiques et histologiques (se reporter au tableau III)

1.3.2.2.2.2. Effets sur les composants matriciels et leur métabolisme (se reporter au

tableau IV)

Toutes ces études ne permettent pas de statuer de façon tranchée sur les effets des

GC sur le cartilage, que ces effets soient macroscopiques, microscopiques ou métaboliques.

Des tendances semblent cependant se dessiner:

- tous les GC semblent avoir un effet néfaste sur le cartilage, que cet effet soit

macroscopique, microscopique ou métabolique, aux doses actuellement recommandées

(MPA 60 à 120 mg; TA 12 mg).

- les effets des GC sur l’inflammation et les différentes structures articulaires sont

molécule-dépendants, dose-dépendants, temps-dépendants (Richardson and Dodge 2003).

1.3.3. Effets systémiques des glucocorticoïdes injectés intra-articulaires

La diffusion systémique des GC suite à leur injection intra-articulaire et leurs effets

sur la cortisolémie ont été démontrés (Autefage et al. 1986, Chen et al. 1992). Les effets

des GC circulants sur le cartilage d’articulations distantes suite à leur injection intra

articulaire n’ont cependant été que peu étudiés (LiÏtich et al. 1996). Seules deux études ont

rapporté, à ce jour, chez le cheval, des effets réels constatés dans plusieurs articulations de

GC injectés dans une seule. Ainsi, le MPA, injecté à la dose de 60 mg, affecte le

métabolisme du COLII, pas celui des PGA. dans l’articulation contro-latérale à celle traitée

(Robion et al.). Le TA, quant à lui, lorsqu’injecté à la dose de 12 mg, induit une diminution

de la concentration en GAG dans le cartilage de l’articulation controlatérale. Aucune étude

a ce jour n’a démontré s’il s’agissait d’effets systémiques avec répercussion articulaire ou

d’effets articulaires à distance

Le but de notre étude était d’étudier, par l’analyse séquentielle de biomarqueurs du

métabolisme du cartilage libérés dans le liquide synovial (une technologie récente en

laquelle de grandes attentes sont placées) les effets lA d’injections répétées (étude

longitudinale) de TA sur le métabolisme du cartilage articulaire des articulations traitées et

des articulations contrôles (effet systémique).
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11.1. Summary

Aithough intraarticular (lA) corticosteroids are frequently used to treat joint disease, the

effects of their repeated use on articular cartilage remains controversial. The aim of our

study vas to determine the effects of a clinically recommended dose of lA triamcinolone

acetonide (TA), on synovial ftuid ($F) biornarkers of cartilage metabolism. Ten aduit

horses, free of osteoarthritis (OA) in their radiocarpal joints, were studied. One radiocarpal

joint of each horse was randomly chosen for treatment and the contralateral anatomicaily

paired joint acted as the control. Aseptic arthiocentesis was perforrned weekly on both

joints for 13 weeks. The initial resuits from the first 3 weeks of the experirnental period

established baseline untreated control marker levels for each joint, each being its own

control. On weeks 3, 5, and 7, a sterile suspension of 12 mg of TA was injected into the

treated joint and an equivalent volume of sterile saline solution (0.9%) was injected into the

control joint. SF was inimunoassayed for biornarkers of aggrecan turnover (CS $46 & KS),

types I and II collagen cleavage (Cl,2C) and type II collagen synthesis (CPu). In treated

joints, there was a significant increase in CS 846, K$, C1,2C and CPu epitope

concentrations following lA TA injections when compared to baseline levels. There was

also a significant increase in Cl ,2C and CP II epitope concentrations in the contralateral

control joints following TA TA injections in the treated joint. Significant differences were

observed between treated and control joints for ail markers except CPu. These findings

indicate that TA alters articular cartilage and collagen metabolism in treated and,

interestingly, also in control joints, suggesting a systernic effect of the drug. Though

intuitively the observed findings would favour the hypothesis that long term lA TA

treatment changes joint metabolism and this may have detrimental effects; further studies

would be necessaiy to confirm this.

Running titie: Triamcinolone affects cartilage rnetabolism in vivo

Key words: cartilage, biomarkers, corticosteroids, triamcinolone, horse, proteoglycan

aggrecan, collagen.
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11.2. Introduction

for several decades TA corticosteroid injections have been used in horses and

humans to successfully palliate pain and inflammation associated with OA. Controversy

has long existed concerning the effects of local corticosteroid therapy on articular cartilage

metabolism. There is a persistent concem that these injections, when used repeatedly as

long-term treatment, may prornote cartilage degradation and destruction.

Both favorable and detrimental effects have been demonstrated. Direct or indirect

evidence for reduced articular cartilage matrix synthesis and or proteoglycan degradation

have been provided both by in vitro (Jolly et al. 1995; MacLeod et al. 1996; Todhunter et

al. 1996; Dahlberg et al. 2000; Murphy et al. 2000; Dechant et al. 2003; $andler et al. 2004)

and in vivo studies (Chunekamrai et al. 1989; Trotter et al. 1991; Shoernaker et al. 1992;

fubini et al. 1993; Frisbie et al. 1998; Todhunter et al. 1998; Young et al. 2001). However,

a chondroprotective role lias been reported in animal models of OA (Williarns et al. 1985;

Pelletier et al. 1989). Recent data from a long term prospective study in humans has

illustrated no significant deleterious effects on folÏow up radiographic evaluation following

repeated TA TA (40 mg) injections over a 2 year period (Raynault et al. 2003).

Radiographic assessment ofjoint space narrowing has methodological flaws and may flot

accurately detect degenerative changes in the articular cartilage (Altman 2004).

Articular cartilage is composed ofchondrocytes embedded in a matrix ofprincipally

type II collagen (COLTI) and proteoglycan aggrecan (PGA) molecules, which they

synthesize and degrade (Poole 2001; Poole et al. 2001). The release of degraded aggrecan

molecules containing keratan sulfate (KS) or chondroitin sulfate (C$) 846 epitopes from the

matrix into Sf are detectable by immunoassay and reflective of aggrecan turnover

(Todhunter et al. 1993; Rizkalla et al. 1992; Fubini et al. 1993; fawthrop et al. 1997;

frisbie et al. 1999; Laverty et al. 2000; Thonar et al. 2001). The release of the CS $46

epitope (846), present in juvenile but almost absent from adult articular cartilage, is closely

conelated with aggrecan synthesis (Poole et al. 1994). Aduit articular cartilage is rich in

KS epitope and its release into synovial fluid (Sf) is predominantly correlated with

aggrecan degradation (Rizkalla et al. 1992; Todhunter et al. 1993; Poole et al. 1994;

Laverty et al. 2000).



I,,

CCLII is the principal collagen of articular cartilage. Before newly synthesized

type II procollagen molecules are incorporated into collagen fibrils, the carboxy-propeptide

(CPu) is released by proteinases into SF (Poole 2001; Poole et al. 2001). The content of

CPu released is directly related to the synthesis of CCLII in normal and CA cartilage

(Nelson et al. 199$). The degradation of mature CCLII fibrils is collagenase dependant.

The product ofthe prirnary initiating event in this cleavage may be measured in body fluids

by immunoassay of a C1,2C neoepitope which is created and liberated by the enzymatic

degradation process (Billinghurst et al. 1997; Poole et al. 2003). This assay detects flot

only the cleavage of CCLII but also that of type I collagen (CCLI), present in synovium,

joint capsule and ligaments, in view of sequence homology (Billinghurst et al. 1997).

Cartilage levels of Cl ,2C increase with OA (Billinghurst et al. 1997) and its release from

cartilage is increased (Dahlberg et al. 2000). The contemporaneous analysis of body ftuids

using these complementary assays now allow tracking of both synthesis and degradation of

articular cartilage and joint soft tissue degradation in synovial fluid in vivo.

We have previously used some of these assays in equine SF to follow longitudinally

in vivo the metabolic effects of repeated lA injections of methylprednisolone acetate (MPA)

on articular cartilage and observed a reduction in CCLII synthesis and elevated aggrecan

turnover in the treated joints (Robion et al. 2001).

We hypothesize that ah currently used corticosteroids have similar measureable

metabolic effects on articular cartilage in vivo. The purpose of this study was to determine

the effects of repeated lA injections of another frequently used corticosteroid, TA, on

equine articular cartilage by measurement of SF biomarkers of cartilage metabolism. We

present data which suggest that TA also alters cartilage metabolism, detectable by

biomarkers, when injected lA providing additional support for our previous study (Robion

et al. 2001). Unlike our previous work, however, we obtained evidence for an increase in

cohlagen synthesis with TA in both the treated and control joints over tirne. Surprisingly,

and of concern, we observed a slowly progressive increase in degradation of type 1/11

collagens in treated and control joints with corticosteroid therapy.

The combined resuits of these 2 studies demonstrate that the measurement of

biomarkers longitudinally allows tracking of articular cartilage metabolic response to lA
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medication in vivo. This consistent finding may prove useful for drug development in the

field of OA.
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11.3. Methods

11.3.1. Animais

Yen aduit horses (7 females and 3 castrated males) with a mean age of 12 years

(range 6 — 24 years old) and a mean weight of 492 kg (range 426 —612 kg) were studied.

Ail horses had a thorough physical, larneness and radiographie examination of their

radiocarpal joints before entry into the study. The radiographic examination included 5

views (dorsopaïmar, lateromedial, dorsopalmar lateromedial oblique, dorsopalmar

mediolateral oblique, and flexed lateromedial projections). Ail horses included in the study

were free of both clinical and radiographie evidence of j oint disease and had no history of

injury, neither relevant disease nor lA therapy.

Horses were stabled on treatment days and were allowed free exercise in a small

paddock on non treatment days. The Animal Care and Use Committee of the faculté de

Médecine Vétérinaire de l’Université de Montréal approved the experimental design.

One radiocarpal joint of each horse was randornly chosen for treatment. The

contralateral anatornically paired joint was used as a control. Aseptic arthrocenthesis was

performed weekly (weeks 1 to 13) on both joints. Immediately prior to each

arthrocenthesis, each joint received an lA injection of 2 ml of a sterile 0.04% phenol red

solution followed by ten flexion-extensions of the j oint to ensure mixing with synovial fluid

to permit estimation of the SF volume by dilution of phenoi red (Robion et al. 2001). $f

samples were collected in both dry and EDTA tubes. Biomarker levels from weeks 1 to 3

were considered baseline untreated control levels, each joint being its own control before

treatment or placebo (Figure 1). On weeks 3, 5 and 7, 1.2 ml of a sterile aqueous

suspension of 12 mg of TA (Kenaiog 1 Omg/ml, $abex, Boucherville, Quebec) (an ester of

triamcinolone) was injected into the treated joint and a 1.2 ml of a sterile saline solution

0.9% was injected into the control contralateral joint. The lA injections were performed

immediateÏy following withdrawal of the SF sample as in our previous study (Robion et al.

2001) (Figure 1).

Varying doses and injection intervals have been proposed for intraarticular

corticosteroid therapy, ofliuman (Bird 1992; Neudstadt 2001; Jones and Doherty 2003) and

equine (Trotter 1996) joints. This lower dose was selected to determine if even lower

doses, which some propose to be less toxic, had detectable metabolic effects.
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11.3.2. Clinical examination

Clinical examination of the joints was performed twice weekly throughout tue study

and involved a manual palpation of both radiocarpal joints in both the standing and flexed

position for evidence of heat, pain, synovial effusion or bony proliferation at the joint

margins and a lameness evaluation with flexion tests if required.

11.3.3. Synovial fluid examination

The SF EDTA samples were analyzed within 6 hours of arthrocenthesis. SF

analysis included total nucleated ceil count (Celi-Dyn 3500; Abbott Laboratories, Abbott

Park, IL), differential ceil count and a total protein concentration (Refractometer, Leica TS

Meter, Reichert-Jung, Model 10400A).

11.3.4. Synovial fluid volume

The SF samples in dry tubes were centrifuged at 3000 rpm for 20 minutes at room

temperature. The optical density was measured and the joint fluid volume calculated as

described previously (Robion et al. 2001). Briefly, prior to freezing, 50 tl ofthe $F sample

containing phenol red and the standard injected phenol red solution were each diluted in 1.5

ml of 10 mM Tris-HC1 (pH 8.4). The optical density ofthese two solutions was measured

spectrophotometrically at 560 mn. The joint fluid volume was calculated from the equation

((Optical density phenol red in standard solution I Optical density phenol red injoint fluid)

x 2) — 2 original joint fluid volume. The remaining SF sample was frozen at — 70°C until

analyzed.

11.3.5. Biomarker assays

11.3.5.1. Aggrecan 846 epitope

Total aggrecan 846 epitope was assayed as described (Robion et al. 2001) using a

solution-phase competitive radioimmunoassay employing the mouse monoclonal IgM 846

antibody. Briefly, the assay was performed using ‘251-radiolabeled human fetal aggrecan as

a tracer, and the same but unlabeled purified human fetal aggrecan as the standard (Poole et

al. 1994; Poole 2001). The immune complex so formed was removed by precipitation, first
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with a rabbit anti-mouse IgM serum, then with a pig anti-rabbit IgG serum. The resuits

were expressed as ig equivalents of fetal human aggrecan.

11.3.5.2. KS epitope

An ELI$A assay was used, employing a mouse monoclonal IgGi antibody AN9P1,

Briefly 50 il ofthe $f sample or standard human aduit aggrecan were each mixed with 50

d AN9PI monoclonal antibody at a dilution in PBS-l% B$A-Tween 20 (pH 7.2)

previously determined by checkerboard analysis. They were incubated for 1 hour at 37 oc

then were transferred to a plate coated with chondroitinase ABC digest aduit aggrecan (10

ng/ml) and incubated 45 min at 4°C. Afier washing, 50 d aikaline phosphatase-goat anti

mouse IgG conjugated, diluted 1:1000 in PB$-1% BSA-Tween 20 (pH 7.2) were added to

each well and the plates were incubated for 1 hour at 3 7°C. Finally, 50 tl of Sigma 104

substrate was added and the optical density (OD) was measured spectrophotometrically at

405 nm. The resuits are expressed as tg equivalents of adult human aggrecan.

11.3.5.3. CP II epitope

The C-propeptide of COLII was assayed as described (Robion et al. 2001) by

radioimmunoassay of 1251 labeled bovine C-propeptide radiolabeled using the chloramine-T

rnethod. Briefly a rabbit antiserum (R 160) to bovine CPu was used as the first antibody.

The assay employed a second step pig anti-rabbit IgG as a second antibody. The resuits are

expressed as tg equivalent of bovine fetal CPu.

11.3.5.4. C1,2C epitope

The peptide CGPP(QH)GPQG (C1,2C), representing the neoepitope generated by

collagenase, was conjugated to ovalbumin and a polyclonal antibody was prepared as

described. The antibody was purified by Protein A affinity chromatography and biotin

labeled using sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce). $ulfo-NHS-LC-Biotin was dissolved in

distilled water at a lmg/ml concentration and mixed with the purified antibody, previously

dialysed against 0.1M carbonate buffer pH 8.5, at a ratio of $0 ig Biotin per mg antibody.

The Biotin-antibody mixture was incubated for 1 hour at room temperature, with stirring,

followed by the removal of free $ulfo-NHS-LC-Biotin by dialysis in PBS pH 7.2, without
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sodium azide. for the quantitative analysis of Cl ,2C fragments we used a DELFIA time

resolved immunofluorometric ELISA assay, which greatly reduces the background

fluorescence signal. To improve the sensitivity of the immunoassay, the C2C peptide

(CGGEGPP(oH)GPQG) was conjugated to keyhôle limpet hemocyanin (KLH), using

brornoacetic acid-N-hydroxysuccinimide ester (Sigma Chemical Co., St-Louis, MO).

White opaque 96-well plates (Greiner) were coated with C2C peptide-KLH conjugate

diluted in PBS pH 7.2 (100 ng/ml, 50 pJ/weIl). Afler an overnight incubation at 4°C, the

plates were washed six times with an automatic plate-washer and blocked with 150 tl/well

PB$ pH 7.2 containing 1 % wt/vol bovine serum albumin (BSA), radioimmunoassay grade.

Standards were prepared by diluting a 1 mg/ml stock solution of C1,2C peptide to 10, 3.33,

1.11, 0.37, 0.12, 0.041 and 0.014 tg/ml in PBS-1% BSA. Standards and samples were

added at 50 jil/well, in triplicate, to 96 well U-bottom polypropylene plates (Corning Life

Sciences), used as preincubation plates, followed by the addition of 50 pi/well of C1.2C

biotinylated antibody, at a dilution in PBS-1 % BSA-0.1% Tween 20 (pH 7.2) previously

determined by checkerboard analysis. The triplicate nonspecific binding wells consisted of

50 t1 PBS-1 % BSA and 50 .il PBS-1 % B$A-0.1 ¾ Tween 20, and the triplicate

maximum binding wells contained 50 il PBS-1 ¾ BSA and 50 tl ofthe Cl,2C biotinyÏated

antibody. Afier an ovemight incubation at 4°C, using a multichannel pipette, 50 i1 of each

preincubated well was transferred to the equivalent welI of a Greiner white ELISA plate,

coated with C2C peptide-KLH. The ELISA plates were each incubated, with shaking, for

45 minutes at 4°C and then washed three tirnes with PBS-0.1% Tween 20. DELFIA Eu

labeled streptavidin (EG&G WALLAC), diluted 1:1000 in DELFIA assay buffer (EG&G

WALLAC), was added to each plate at 50 t1/wel1 and incubated for 1h at 3 7°C. The plates

were subsequently washed three times with PBS-0.1% Tween 20 and once distilled water.

Next, 50 jil/well of DELFIA enhancernent solution (EG&G WALLAC) were added and the

plates were incubated with shaking at room temperature for 30 minutes. Eu-labeled

streptavidin is practicaÏly non-fluorescent, but when Eu3 is dissociated from the conjugate

by the acidic chelating detergent DELFIA enhancement solution it rapidly forms a new

highly fluorescent chelate. Fluorescence at 615 nm was measured by a EG&G WALLAC

1412 plate reader (Turku, finland). Calibration curve-fitting and interpolation to determine

unknown analyte concentrations were performed by the instrument sofiware.
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Although these assays employ human standards, it was previously shown in other

studies of equine body fluids (Lavert et al. 2000; Robion et al. 2001) and cartilage (Laverty

et al. 2002) that these immunoassays can be used to study equine samples.

11e intra-assay and inter-assay coefficients of variation for the evaluation of these

synovial fluid biomarkers of cartilage metabolism were ail < 5% or < 13%, respectively

(Matyas et al. 2004).

Synovial volume adjustment

The total amounts of KS, CS 846, CPu and C1,2C per joint were determined by

multiplying concentration per ml by the total volume of Sf per joint.

11.3.6. Statistical analysïs

Sf volume, KS, CS 846, C1,2C and CPu per joint were expressed as mean (± SD)

values. Data were log transformed and a one way ANOVA repeated-rneasures general

iincar model with two cross-over factors, tirne and treatment, was performed between ail

the weeks on control and treatrnent joints. A p value of <0.05 was considered significant.

When changes were significant, post-hoc Wilcoxon signed-rank tests were performed

between control and treatment joints. Analyses were performed on both pre and post

synovial voiurne adjustment data. Ail samples, at ail time points and in ail animais,

throughout the experimental period were included in this analysis. A Pearson correlation

test was also perforrned to evaluate correlations between KS, C$ 846, CPu and C1,2C.
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11.4. Resuits

11.4.1. Clinical examination

The treatrnent dïd flot cause joint effusion or altered gait during the experirnental

period.

11.4.2. Synovial fluid analyses

The SF total nucleated celi counts remained within normal ranges (< 1 X 106/ml)

throughout the experimental period; with a mean ± S.D. of 0.3 ± 0.2 X 106/ml in the control

joints and 0.4 ± 0.4 X 106/ml in the treated joints. $imilarly the total protein

concentrations also remained within normal ranges (5 to 25 mg/ml); with a mean ± S.D. of

12.8 ± 3.7 rng/rnl and 14.5 ± 4.5 mg/ml in the control and treated joints respectiveÏy. These

resuits indicate that the repeated joint manipulations did not elicit detectable joint

inflammation in these animais tbroughout the study.

11.4.3. Synovial fluid volume

The mean (± S.D.) $f volumes were 10.0 ± 2.51 ml and 9.7 ± 3.3 ml in the control

and treatment joints respectively and there were no significant differences in volume on

ANOVA analysis between baseline untreated control and treatment periods or between the

controlateral control and treated joints. (Figure 2A)

11.4.4. Aggrecan $46 epitope

The baseline untreated control values of the $46 epitope (weeks 1-3) remained

stable. No significant differences were detected between joints or with time, until the

initiation of lA TA injections. Following the lA TA injections (week 3), the 846 epitope

content in the treated joints exhibited a significant transient increase (9 fold) after 1 week

when compared to baseline untreated control levels (P<0.0001). The overall levels

subsequently decreased and progressively returned to reach baseline untreated control

levels at week 8, despite the repeated TA injections at weeks 5 and 7 in the treated joints.

This was followed by a srnall but significant decrease of the $46 epitope in the treated

joints at week 10 (P<0.05), 3 weeks afier the last injection. In the contralateral control

joints, the $46 epitope remained at baseline untreated control levels for the majority of the
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experiment, desphe a small (2 fold) significant rise 1 week following the first TA injection

(P<0 .0 5).

The ANOVA repeated measures detected a significant effect of treatment

(p=O.003), and time (P<0.0001) with a strong interaction between these parameters

(P<0.0001) in the treated but flot the control joints. Wilcoxon signed-rank analysis of

resuits showed a significant difference between treated and control joints from weeks 4 to

10 with the greatest divergence at weeks 4 and 5 (P<0.0001) (figure 2B).

11.4.5. KS epitope

Similar to the $46 epitope, the baseline untreated control values of the K$ epitope

(weeks 1-3) remained stable in both joints until the initiation of lA TA injections.

Following the lA TA injections (week 3), the K$ epitope showed a marked increase at 1

week following the first TA injection (week 3), attaining 6 times the baseline untreated

control levels (P<0.0001) (Figure 2C). Then, despite repeated TA injection at weeks 5 and

7, it progressively decreased but remained significantly higher than the control joints until

week 9 (P< 0.0 1). KS values attained baseline untreated control levels at week 11, 4 weeks

following the last TA treatment. No significant change in KS levels occurred in the

contralateral untreated joints when compared to baseline untreated control levels.

The ANOVA repeated measures detected a significant effect of treatment

(P<O.0001), and time (P<0.0001) with a strong interaction between these parameters

(P<O.0001) in the treated joints but not in the control joints. Wilcoxon signed-rank analysis

indicated that the treated joint had a significantly higlier KS concentration than the control

joints from weeks 4 to 8 (p0.004).

11.4.6. CP II epitope

As with the other biomarkers, no significant difference in baseline untreated control

values of CP II were evident between joints or over tirne. Values remained stable from

week 1 to week 3. There were no significant differences between the treated and

controlateral control joints throughout the experiment, since there was a significant and

similar increase over baseline untreated control levels in both treated and control joints.

This was in contrast to the aggrecan and Cl ,2C epitopes (Figure 2E). Thus a significant
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time effect was detected (P<O.0001), although no treatment effect (p=O.65) or interaction

(p=O.76) with ANOVA analysis; CP II levels in both joints significantly increased over

time from baseline levels until week13.

11.4.7. C1,2C epitope

Baseline untreated control levels (weeks 1-3) remained stable over the three week

period with no significant differences detected between joints or with time. Sirnilar to the

aggrecan epitopes, but to a much lesser degree, the C1,2C in the treated joints showed an

increase 1 week following the TA injections at week 3 (P<O.001). Unlike the aggrecan

molecules, the levels of Cl ,2C continued to rise until a maximum was reached at week $

(p=0,0004), attaining twice the baseline untreated controÏ levels (Figure 2D). The levels

subsequently decreased but remained significantly higher than those at baseline untreated

control levels until week 12 (P<0.0001). In the control joints, C1,2C also showed an

increase but 3 weeks following initiation of TA injections (week 1). This increase was

similar to the increase observed in the treated joints but to a lesser degree with a maximum

increase at week 8 (pO,OO7$). The levels subsequently decreased but remained

significantly higher than baseline untreated control levels until week li (pO,0069). This

increase in the controlateral joint served to partly mask the effect in the corticosteroid

injected joint.

The ANOVA repeated measures test revealed a significant effect of treatment

(pO.026) and time (P<0.000l). The time effect was similar in both treated and saline

injected joints (p = 0.12). Yet Wilcoxon signed-rank analysis of resuits showed a

significant difference between treated and control joints from weeks 4 to 11 (P<0.000l)

(f igure 2D).

11.4.8. Correlation between aggrecan and type II collagen epitopes

It is of interest that there was a significant correlation between the aggrecan epitopes

levels in the SF (P<0.001) and also both collagen epitopes (P<0.0Ï) but none of the

aggrecan and the collagen epitopes were significantly correlated with each other.
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We obtained similar resuits on statistical analysis of the biomarker levels pre and post

volume adjustrnent.
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11.5. Discussion

We present data showing that lA injections of TA have marked effects on articular

cartilage and joint collagen metabolism, predominantly aggrecan but also collagen

turnover, detectable by biomarker analysis of $F. These findings confirm and extend our

previous observations with another comrnonly used corticosteroid, MPA (Robion et aL

2001). Both corticosteroids were injected lA at clinically recommended doses and effects

were detected at 1 week afier injection and persisted in sorne cases for many weeks afier

the last injection.

Taken together, these studies suggest that this perturbation of metabolisrn occurs

following most of the currently used TA corticosteroids and raises, once more, questions

about the possible safety of their long-term use, despite their evident desirable beneficial

palliative effects on OA symptoms. The fact that we have identified metabolic effects

following 1 injection of 12 mg of TA suggests that the more comrnonly used dose of 40 mg

in humans could have even more dramatic effects but this was not studied. However there

is one caveat; the results we report were obtained in healthy joints (on clinical and

radiographic examination) and the effects of corticosteroids in OA joints may be different.

It remains possible that early cartilage changes of OA were rnissed using these rnethods.

In in vivo, cx vivo or in vitro studies. corticosteroids have been reported to

normalize alterations in equine articular cartilage metabolisrn induced by inflammation,

even though when used alone they cause perturbation of GAG metabolism (Trotter et al.

1991; frisbie et al. 1997; MacLeod et al. 1998; Murphy et al. 2000). However others have

observed the converse, that in the presence of an inflammatory stimulus, various

corticosteroids exacerbate metabolic changes, in an additive way (Dechant et al. 2003).

The apparent discrepancy concerning the effects of corticosteroids on articular cartilage

may 5e, in part, explained by differences in experimental protocols, types ofcorticosteroids

studied, varying dosages and concentrations (Todhunter et al. 1996; Murphy et al. 2000;

Fubini et al. 2001; Dechant et al. 2003; Richardson and Dodge 2003), use alone or in

combination with other drugs (Sandler et al. 2004), and use of different animal models. In

both of our studies (Robion et al. 2001) we chose to use a similar experimental design with

doses of corticosteroids that reflect clinical use so that our resuits and comparisons would

be of clinical relevance.
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During the first 3 weeks of the study, before the initiation of TA TA injections,

despite repetitive TA injections and synovial fluid aspiration, cartilage aggrecan turnover

and joint collagen metabolism remained stable (baseline untreated control values with no

significant variations). furthermore as no evidence of inflammation was detected on

synovial fluid analysis, we concluded that our interventions were flot adversely altering

joint homeostasis. Immediately (1 week) following the first TA injection, both aggrecan

turnover and collagen catabolism were upregulated in the treated joint, dernonstrated by the

increased release into SF of KS, 846 and C1,2C epitopes. It should be noted that C1,2C

can cross react with an epitope exposed on cleavage of both type T and type TI collagen and

these resuits could also reftect changes in the matrix of the soft tissues containing type I

collagen in the joint, such as synovium, joint capsule or ligaments. However because ofthe

parallel changes we observed in the specific marker for COLTI synthesis (CPu) we believe

the levels are due predominantly to cartilage effects. TA TA thus directly or indirectly

induces an enhanced loss of resident and/or newly synthesized aggrecan and type I/TT

collagen molecules. Using biomarkers ofproteoglycan GAGs, we (Robion et al. 2001) and

others ($aari et al. 1992; Roneus et al. 1993) have previously reported that corticosteriods

induced release ofproteoglycan into $F.

The collagen degradation, reflected by the increased Cl ,2C levels in the Sf,

increased until 1 week after the first lA triamcinolone injection. Tnterestingly a significant

but smaller rise in CÏ,2C was also observed in the saline injected joints when compared to

baseline untreated control levels pointing to a systemic effect of TA on collagen turnover

which was not observed in the case of proteoglycans. TA, also, stimulated collagen

synthesis (CPIT levels) in both the treated and contralateral j oints alrnost to an equal extent.

Prior to our initial studies (Robion et al. 2001), the in vivo TA effects of corticosteroids on

joint collagen metabolism had not been addressed, as the methodology to do so was flot

available.

Biomarker technology thus provides us with new valuable dynamic insights to what

is happening in vivo, which may be very different from effects observed in vitro, under

controlled laboratory conditions. In vitro (Oikarinen et al. 1988; Todhunter et al. 1996;

Poole et al. 2002) and in vivo (Chunekamrai et al. 1989) studies have already identified a

generalized inhibitory effect of various corticosteroids on cartilage COLII synthesis
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(Oikarinen et al. 1988; Srinivas et al. 1994). High doses of corticosteroids also

significantly decreased the expression of COLII by equine chondrocytes (Richardson and

Dodge 2003). In contrast, lA MPA was reported to increase hydroxyproline levels and

COLII synthesis in normal equine cartilage in vivo (Trotter et al. 1991). Collagen synthesis

in response to corticosteroid injections seems to 5e a dose-related effect with lower levels

increasing synthesis but higher levels depressing it (Todhunter et aI. 1996). In our own

studies we found that MPA suppressed cartilage collagen synthesis (Robion et al. 2001)

whereas TA stimulated it although this was associated with overail increased collagen

cleavage.

The alterations in collagen metabolism observed with TA TA treatment in our study

differed from the aggrecan response. The overail response was siower, less marked but

persisted longer. That the relative degree of maximum metabolic response to the TA

injections was less for collagen rnetabolisrn (2 fold) cornpared to aggrecan metabolism (9

fold) is not surprising, as the turnover of aggrecan is generally considered to be much faster

in articular cartilage (Poole 2001). Intuitively, collagen metabolism would not be expected

to respond as rapidly or even to a sirnilar degree when cornpared to aggrecan metabolism.

The actual mechanisms of these joint metabolic responses to TA corticosteroids

remain to 5e elucidated. Type II collagen degradation is mediated by collagenases in

disease states. such as MMP 13 (collagenase 3) or MMP 1, which instigate the prirnary

cleavage of fibrillar collagens (Poole et al. 2003). Littie is known about type I collagen

degradation in the joint. As corticosteroids have been shown to decrease MMP axd TTMP

gene expression in cartilage of normal and RA joints, but flot of OAjoints (MMP 1, MMP

3, TIMP 1, TIMP 2) (Young et al. 2001) it is difficuit to explain the upregulated

degradation of collagen we observed. Following an TA injection of 6 mg of TA into equine

joints. the synovial molar concentrations of triamcinolone were approxirnately 1 0 to 1 0

M up to 14 days (Chen et al. 1992). This molar concentration corresponds to the range of

reported concentrations which decreased MM? 1, MMP3, MMP 13 and TIMP- 1 steady-state

mRNA in normal equine articular chondrocytes and also suppressed expression of COLTI

and aggrecan (Richardson and Dodge 2003). Based on these resuits the involvement of

MMPs in liberating molecules into the SF seems unlikely. We (Robion et al. 2001) and

others (Todhunter et al. 1993; Todhunter et al. 1996) have reported that TA MPA induces
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the release of a population of small proteoglycans and suggest that they may be more

susceptible to proteolysis thus causing increased levels of aggrecan epitopes in the Sf.

Despite the initial dramatic rise in release into SF of molecules containing KS and

$46 epitopes (detectable at the initial sample time, 1 week after injection) it was interesting

to note a reduced effect foïlowing the second injection 2 weeks later and an even less

pronounced response following the third lA injection. Despite this, significant increases.

when compared to baseline levels, persisted for up to 1 week afler the last injection. This

progressive insensitivity of aggrecan turnover to repeated TA corticosteroid injections could

be viewed as favorable for long term therapy. Corticosteroid insensitivity is recognized in

the management of inflammatory and autoimmune diseases including pulmonary

inflammatory disease (asthma) (Bames et al. 1995; Hamid et al. 1999; Christodoulopoulos

et al. 2000; Sousa et aï. 2000; Leung and Bloom 2003) inflammatory bowel disease

(Hearing et al. 1999; Honda et al. 2000; Orii et al. 2002) and rheumatoid arthritis (Lane et

al. 1996; Chikanza et al. 2002) where this insensitivity is a challenging clinical problem

associated with life-threatening disease progression (Leung et al. 1997). The mechanisms

for corticosteroid insensitivity rernain to be elucidated (Leung and Bloom 2003). further

work would be also required to determine whether TA had any effects on clearance of

biomarkers from the extracellular matrix to the joint space or through the synovial

membrane and lymphatics.

We studied paired anatomical joints as others bave reported that corticosteroids

were not detected in the contralateral joint after an lA injection (Lillich et al. 1997).

Despite this report, remote-site effects of corticosteroids have been observed on articular

cartilage GAG content (frisbie et al. 1998) and on COLII anabolism (Robion et al. 2001) in

contralateral joints, pointing to a systemic effect of the lA injected drugs. This study

extends these findings concerning collagen turnover as we have provided evidence for both

increased synthesis of cartilage COLII and cleavage of joint type T/TI coilagen in both the

treated and remote untreated joints. The systemic effect on COLII anabolism could be

viewed as a favorable effect. The inclusion of an additional group of animais receiving

saline injections alone in their joints would have helped clearly establish whether the

collagen biomarker changes we detected in the confrolateral limb were systemic effects of

triamcinolone or due to sorne unelucidated factor in our experimental design.
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The comparison of collagen biomarker values in the treated joints with our baseline

untreated control values (weeks 1-3) suggests systemic effect of TA.

Detrimental side effects of TA corticosteroids need to be assessed in the context of

their therapeutic benefits such as inflammation suppression, MMP inhibition, pain relief

and restoration of function. Overall, these complex observations provide new and

interesting insights into corticosteroid effects on articular cartilage and collagen metabolism

in the treated joint longitudinally in vivo and demonstrate that biomarkers can be used to

provide valuable insights into the metabolic effects of lA medication.
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11.8. Figure captions

figure 1:

lA Synovial fluid volume

lB CS 846 epitope concentration

1 C KS epitope concentration

1 D Cl ,2C epitope concentration

lE CP II epitope concentration
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11.9. Figure legends

Figure 1

Diagram illustrating chronological events over a thirteen week period. Phenol red

was injected (1) followed by joint aspiration (2) to measure by dilution joint synovial

fluid volume. On treatment-days, the treatrnent (Triamcinolone Acetonide (TA) or

saline injection) was performed (3) following joint aspiration. The joints were

selected randomly to receive either TA or saline injection. Biomarker values from

weeks 1 to 3 were considered baseline untreated control values (each joint was it’s

own control). Weeks 4 to 13 were considered values post-treatment in the TA

injected or controlateral saline injected control joints.

Figure 2

(A) Synovial fluid volumes ofcontrol and treated joints.

(B) CS 846 epitope concentration per joint in the Sf ofcontrol and treated joints.

(C) KS epitope concentration per joint in the $F ofcontrol and treated joints.

(D) Cl ,2C epitope concentration per joint in the SF of control and treated j oints.

(E) CP II epitope concentration per joint in the 5f of control and treated joints.

(A to E) Injections times are indicated by arrows. Significant differences between

control and treated joints values are indicated by * (P<O.05 on a Wilcoxon signed

rank test). Significant differences between baseline and post treatment values in

treated joints are indicated by At (P<O.05 on a one way ANOVA repeated-measures

test). Significant differences between baseline values and post treatrnent values in

control joints are indicated by Ac (P<O.05 with an ANOVA repeated-rneasures test).

Values are mean ± S.D. (n10).
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(3) lA injection of
TA or saline

(1) lA injection 0f
phenol red solution

— I 2 34 5 6 7 8 9 10111213

(2) Aspiration of
joint synovial fluid

p p pUntreated Post-treatment read-out (TA injection or controlateral joint
Biomarkers baseline saline injection)

control rcad-out
(both radiocarpal

Joints)

figure 1
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Chapitre III: Discussion

Nos résultats démontrent que les injections lA de TA ont des effets marqués sur le

métabolisme du cartilage articulaire, en particulier celui des PG et du COLII. Ces effets ont

été détectés par l’analyse séquentielle de biomarqueurs du métabolisme du cartilage libérés

dans le liquide synovial.

Nos résultats viennent appuyer ceux d’une précédente étude (Robion et al. 2001)

faite avec un autie GC couramment utilisé par voie lA chez le cheval, à savoir le MPA. Ces

deux GC (TA et MPA) ont été injectés dans les articulations étudiées aux doses

cliniquement recommandées et des effets significatifs sur le métabolisme du cartilage ont

été observés une semaine après injection. Ces effets ont persisté, dans certains cas,

plusieurs semaines après l’arrêt des injections TA. Ces études suggèrent qu’il y a

perturbation du métabolisme cartilagineux par les GC lorsqu’ils sont injectés par voie lA

aux doses communément utilisées en pratique. Ce qui soulève une fois de plus des

interrogations sur l’innocuité de ces drogues, lorsqu’elles sont utilisées par cette voie,

surtout à long terme, malgré les effets positifs observés, à savoir, en résumé, une réduction

des symptômes cliniques de l’OA. L’identification d’effets métaboliques négatifs suite à

l’injection TA de 12 mg de TA, suggère que la dose de 40 mg, plus fréquemment utilisée

chez l’Homme, pounait avoir des effets encore plus dramatiques sur le métabolisme du

cartilage que ceux observés dans notre étude. Des études supplémentaires seraient

nécessaires pour le confirmer ou l’infirmer.

Les résultats de notre étude ont été obtenus chez des chevaux exempts de maladie

articulaire, d’après les évaluations cliniques et radiographiques que nous avons réalisées

préalablement à l’étude, ce qui constitue un biais à notre étude. Les effets des GC observés

dans des articulations malades pourraient être différents. Ti est aussi possible que des

modifications cartilagineuses minimes accompagnant un processus dégénératif précoce

n’aient pas été détectées par nos méthodes d’évaluation clinique et radiographiques).

Certaines études, menées in vivo, ex vivo et in vitro, ont rapporté que les GC

normalisaient les altérations métaboliques générées par les processus inflammatoires au

niveau cartilagineux, même si, lorsqu’ils sont utilisés seuls, ils tendent à perturber le
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métabolisme du cartilage, en particulier celui des GAG (Trotter et al. 1991, frisbie et al.

1997; MacLeod et al. 1998; Mwphy et al. 2000). D’autres études ont rapporté l’inverse, à

savoir que, les GC accentuaient les changements métaboliques induits par les processus

inflammatoires de façon exponentielle au niveau du cartilage articulaire (Dechant et al.

2003). L’apparente controverse concernant les effets des GC sur le métabolisme du

cartilage articulaire pourrait être expliquée, d’une part, par les différents protocoles

expérimentaux et modèles animaux utilisés, et d’autre part, par les différents GC étudiés,

les divers dosages et concentrations utilisés, ainsi que l’utilisation conjointe ou non d’autre

drogues (Mwphy et aï. 2000, fubini et aï. 2001, Dechant et al. 2003; Richardson and

Dodge 2003; Sandier et aï. 2004). Dans cette étude, nous avons spécifiquement choisi

d’utiliser un protocole expérimental similaire à celui d’une précédente étude (Rob ion et al.

2001), ainsi que des doses de GC quasi-identiques à celles utilisées en pratique courante,

afin que nos résultats et les comparaisons faites aient une signification clinique.

Durant les trois premières semaines de notre étude, avant donc le début des

injections lA de TA, le métabolisme du cartilage est demeuré stable, malgré les injections

TA répétées de PR et les prélèvements de liquide synovial réalisés hebdomadairement

(valeurs de base de tous les chevaux sans variation significative). Aucune évidence

d’inflammation engendrée par nos diverses injections et arthrocentèses ne fut constatée,

selon les analyses de liquide synovial réalisées. Nous avons donc conclu à l’innocuité de

nos manipulations sur l’homéostasie des articulations étudiées.

Immédiatement (une semaine) après la première injection lA de TA, le métabolisme des PG

et le catabolisme du collagène furent modifiés et accentués dans l’articulation traitée,

comme le démontre la relâche augmentée des biomarqueurs K$, 846 et Cl ,2C dans le

liquide synovial. Une précision doit être ici apportée le biomarqueur C1,2C peut interagir

par réaction dite croisée avec un épitope exposé suite au clivage à la fois des collagènes de

type I et II. Il faut donc préciser que les modifications que nous avons observé dans la

concentration du biomarqueur C1,2C pourraient être secondaires à des modifications du

turnover du collagène de type I présent dans les tissus mous des articulations, à savoir,

membrane synoviale, capsule articulaire et/ou ligaments. Cependant, à cause des

modifications similaires de concentration observées du biomarqueur de la synthèse de

COLII (CPu), nous pensons que celles observées pour C1,2C sont principalement
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consécutives à des effets cartilagineux de la TA. Par conséquent, les injections TA de TA

induisent, directement ou indirectement, une augmentation de la perte en PG résidents ou

nouvellement synthétisés et celle de collagène de type 1/11. En utilisant certains

biomarqueurs des PG (GAGs), il a été précédemment rapporté que les GC induisaient la

relâche de PG dans le liquide synovial (Saari et aï. 1992, Roneus et aï. 1993, Robion et al.

2001).

La dégradation du collagène, que reflète l’augmentation de la concentration de l’épitope

C1,2C dans le liquide synovial, est devenue significative une semaine après la première

injection TA de TA dans les articulations traitées. De façon inattendue mais fort

intéressante, une augmentation moindre mais significative de la concentration de ce même

épitope a été observée dans les articulations contrôles ne recevant que des injections de

saline, évoquant un possible effet systémique de la TA sur le catabolisme du collagène. La

TA stimule aussi l’anabolisme du COLII (biornarqueur CPu) dans les articulations traitées

et dans les articulations contrôles, mais là, de manière identique. Ceci n’a pas été observé

avec le métabolisme des PG.

Avant 2001 (Robion et al. 2001,), les effets in vivo des GC sur le métabolisme du

collagène n’avaient pas été étudiés, la technologie n’étant pas disponible.

La technologie employée, à savoir celle des biomarqueurs du métabolisme du cartilage,

apporte donc de nouvelles informations sur ce qui se passe in vivo, ce qui peut être fort

différent de ce qui se produit in vitro dans des conditions de laboratoire contrôlées.

Des études menées in vitro (Oikarinen et aï. 1988; Todhunter et al. 1996; Pooïe et al.

2002) et in vivo (Chunekarnrai et al. 1989) ont identifié un effet inhibiteur généralisé des

divers GC utilisés en pratique courante, sur la synthèse du COLII au niveau cartilagineux

(Dikarinen et al. 1988; Srinivas et al. 1994). Il a été démontré qu’à de fortes doses, les GC

diminuaient de façon significative l’expression génomique des gènes codant pour le COLII

au sein des chondrocytes équins (Richardson and Dodge 2003). Inversement, il a été

rapporté que les injections lA de MPA augmentaient les niveaux d’hydroxyproline et la

synthèse de COLII in vivo au sein du cartilage équin (Trotter et al. 1991). Les

modifications de synthèse du collagène en réponse aux injections de GC semblent être
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molécule-dépendant et dose-dépendante, de faibles concentrations en augmentant la

synthèse, de fortes concentrations la diminuant (Todhunter et al. 1996).

Dans une précédente étude (Rob ion et al. 2001) et celle-ci, nous rapportons que le MPA

supprime la synthèse du collagène alors que la TA la stimule, même si cela s’accompagne

d’un catabolisme accentué.

Les altérations du métabolisme du collagène que nous avons observé suite aux

injections lA de TA diffèrent des altérations du métabolisme des PG observées. Pour le

collagène, la réponse est plus lente d’installation, d’importance moindre mais persiste plus

longuement. Que le degré relatif de réponse métabolique maximale aux injections lA soit

moindre pour le métabolisme du collagène (deux fois) lorsque comparé au métabolisme des

PG (neuf fois) n’est pas surprenant, le métabolisme des PG étant considéré comme

beaucoup plus rapide que celui du collagène dans le cartilage articulaire (‘Poole 200],,). Le

métabolisme du collagène ne devrait donc pas répondre aussi rapidement, ou dans une

même amplitude, que le métabolisme des PG.

Les mécanismes actuels de la réponse métabolique du cartilage articulaire observée

suite aux injections lA de GC restent à élucider. La dégradation du COLII, lors de maladie

articulaire, est contrôlée par les collagénases, telle que MMP 13 (collagénase 3) ou MMP 1,

qui initient le clivage primaire des fibrilles de collagène (Foole et al. 2003,). Peu

d’informations sont actuellement disponibles quant à la dégradation du collagène de type I.

Les GC diminuent normalement l’expression génomique des gènes codant pour les MMP et

les TIMP dans le cartilage normal et le cartilage atteint d’arthrite rheumatoïde, mais pas

dans le cartilage atteint d’ostéoartbrite (MMP 1, MMP 3, TIMP 1, TIMP 2) (Young et aï.

2001). Il est donc difficile d’expliquer l’accroissement de la dégradation du collagène

observé dans notre étude par ce mécanisme. A la suite d’injection lA de 6 mg de TA dans

des articulations de chevaux, la concentration synoviale moyenne de triamcinolone oscille

entre 1O à 106 M, et ce jusqu’au 14ème jour post injection (Chen et aÏ. 1992).

Cette concentration correspond à celles rapportées comme diminuant in vitro l’expression

des ARNm codant pour MMP 1, MMP 3, MMP 13 et TIMP-l chez les chondrocytes

équins, ainsi qu’à celles rapportées comme diminuant in vitro l’expression du COLII et des
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PG (Richardson and Dodge 2003). Daprès ces résultats, Pimplication des MMP dans la

libération dans le liquide synovial des biomarqueurs étudiés, semble plus que douteuse. De

précédentes études (Todhunter et al. 1993; Todhunter et al. 1996; Robion et al. 200]) ont

rapporté que le MPA injecté par voie lA induisait une relâche de petits PG dans le liquide

synovial, suggérant que les PG pourraient être plus sensibles à la protéolyse, provoquant de

ce fait une augmentation des concentrations d’épitopes de PG dans le liquide synovial.

Il est intéressant de constater que la relâche des biomarqueus KS et 846 dans le

liquide synovial fut décroissante avec le temps et le nombre d’injections lA (forte relâche

suite à la première injection, relâche plus faible suite à la seconde, relâche moindre encore

suite à la troisième). Cependant, les concentrations de biomarqueurs de PG relâchés

demeurèrent significativement plus élevées que les concentrations basales de référence et

ce jusqu’à une semaine post-injection. Cette progressive insensibilité du métabolisme des

PG aux injections lA répétées de GC pourrait être vue comme un effet favorable à long

terme.

L’insensibilité clinique progressive et le développement d’une résistance aux GC sont

reconnus et largement documentés dans le traitement de certaines maladies, en particulier

les maladies inflammatoires et auto-immunes, tels l’asthme (Barnes et aï. 1995; Hamid et

al. 1999; Christodotdopouïos et al. 2000; Sousa et al. 2000; Leung and Bloom 2003), le

syndrome digestif inflammatoire (Hearing et aï. 1999; Honda et al. 2000; Orii et aï. 2002)

et l’arthrite rheumatoïde (Lane and Lee 1996; Chikanza 2002,). Ce qui représente un réel

challenge clinique dans le traitement de ces maladies qui peuvent être d’évolution mortelle

(Leung et al. 1997). Les mécanismes exacts de résistance aux GC restent à élucider (Leztng

and Btoom 2003). Des travaux supplémentaires seraient requis pour déterminer l’effet

éventuel de la TA sur la clairance des biomarqueurs, de la matrice cartilagineuse extra

cellulaire vers l’espace articulaire, ou, à travers la membrane synoviale et les vaisseaux

lymphatiques.

Nous avons étudié des articulations anatomiquement paires. Il a été rapporté que les

GC n’étaient pas détectés dans l’articulation controlatérale après une injection lA faite

unilatéralement (‘Liïlich et al. 1996). Malgré l’absence de molécule native dans
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l’articulation controlatérale, des effets secondaires sur le contenu en GAG du cartilage

articulaire (frisbie et aÏ. 1998) et sur l’anabolisme du COLII (Robion et al. 2001), attribués

aux GC injectés, y ont été observés, suggérant un éventuel effet systémique des drogues

injectées par voie lA

Notre étude s’ajoute aux précédentes quant au métabolisme du collagène. Nous

avons mis en évidence une augmentation significative de la synthèse et du clivage du

COLII dans les articulations traitées et dans les articulations contrôles. L’effet systémique

observé de la TA sur l’anabolisme du COLII peut être vu comme un effet bénéfique de ce

GC. L’inclusion d’un groupe additionnel de chevaux recevant uniquement des injections TA

de saline aurait probablement permis d’établir plus clairement l’origine des variations de

concentration des biomarqueurs du métabolisme du collagène détectées dans les

articulations controlatérales à celles injectées avec la TA (effets systémiques de la

triamcinolone injectée, facteur non élucidé dans notre modèle expérimental). La

comparaison des concentrations en biomarqueurs du métabolisme du collagène dans les

articulations traitées avec celles de base dans les articulations non traitées (semaines 1 à 3)

suggère un effet systémique de la TA.

Les effets secondaires délétères des injections lA de corticostéroïdes doivent

cependant être remis dans leur contexte et comparés à leurs effets bénéfiques tel que

suppression de l’inflammation, inhibition des MMP, soulagement de la douleur et

restauration du bon fonctionnement de l’articulation atteinte.
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Conclusion

Dans l’ensemble, nos observations apportent de nouvelles informations sur les effets

des GC sur le métabolisme du cartilage articulaire dans les articulations traitées, in vivo,

chez le cheval. Nos résultats suggèrent que la TA, à l’image du MPA (Robion et al. 2001),

altère le métabolisme du cartilage articulaire, mais, qu’à la différence de celui-ci, la TA

provoque une augmentation de la synthèse de COLII dans les articulations traitées et les

articulations contrôles, suggérant un possible effet systémique du médicament injecté

localement sur le métabolisme du COLII.

Les résultats combinés de notre étude et de celle de Robion (Rob ion et aÏ. 2001)

démontrent que la mesure longitudinale des biomarqueurs dans le liquide synovial permet

de suivre la réponse métabolique du cartilage articulaire aux médications TA, prouvant

l’utilité de cette nouvelle technologie dans l’étude des maladies arthritiques, leur

diagnostic, leurs avenues thérapeutiques et leur évolution.
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