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Résumé

La mise en évidence du caractére actif de la phase de la résolution de 1'inflammation a
ouvert la porte a de nouveaux paradigmes thérapeutiques pour les maladies inflammatoires. Des
paradigmes qui reposent sur l'utilisation de médiateurs actifs ayant le potentiel de promouvoir
la résolution de I’inflammation. En d’autres termes, ces médiateurs régulent la réaction
inflammatoire, initient la réparation tissulaire et conduisent au retour de I’homéostasie. Parmi
ces médiateurs, la résolvine D1 (RvDI1) présente des propriétés anti-inflammatoires et pro-
résolutives remarquables et ce, dans divers fonctions et tissus de 1’organisme. Bien que les effets
de la RvD1 aient ét¢ bien caractérisé€s par de nombreuses recherches, son réle potentiel au niveau
ostéoarticulaire demeure peu documenté. Dans cette étude, nous approfondissons les
connaissances sur l’effet de la RvD1 dans la protection et la préservation de 1’intégrité
ostéoarticulaire, en étudiant sa capacité¢ a réguler les principaux facteurs impliqués dans la
physiopathologie articulaire. Dans un premier temps, nous avons démontré que la RvD1 est bien
présente dans I’environnement articulaire et que ses niveaux sont plus élevés dans le liquide
synovial des genoux arthrosiques par rapport aux genoux sains. Ces genoux sont obtenus d’un
modeéle d’arthrose chez le chien réalisé lors d’une étude antérieure. Par la suite, nous avons
¢tudi¢ ses effets sur les composantes cellulaires de 1’articulation. Sur les chondrocytes
arthrosiques humains, nous avons démontré que la RvD1 inhibe 1’expression des médiateurs
inflammatoires et cataboliques induits par I'IL-1p, a savoir la COX-2, la PGE2, I’'iNOS, le NO
et la MMP-13. L’étude des voies de signalisation a ensuite révélé que la RvD1 s’oppose a
l'activation de NF-xB / p65, p38 / MAPK et JNKI / 2, induite par I’'IL-1B. En plus de ces
remarquables effets, la RvD1 confére une protection contre 1’apoptose cellulaire et le stress
oxydatif induits par le HNE, tel que démontré par 'inactivation des caspases, l'inhibition de la
libération de la LDH, I’augmentation des taux de la Bcl-2 et de I’AKT, ainsi que la stimulation
du GSH. A coté des chondrocytes, la RvD1 a montré des effets puissants sur les ostéoclastes.
En effet, elle inhibe la différenciation et 1'activation des ostéoclastes tel que démontré par
I’inhibition de I’expression de TRAP et de la cathepsine K. Elle réduit I’expression de TNF-a,
de I’IL-1pB, de I’'IFN-y, de la PGE2 et de RANKL, induite par le LPS et augmente celle de I’IL-

10. De plus, elle protege contre la résorption de la matrice d’hydroxyapatite ainsi que 1’érosion



de la matrice osseuse ex vivo, induites par le RANKL et le M-CSF. Enfin, I’étude des propriétés
de la RvD1 dans un mode¢le d’arthrite chez la souris a révélé qu’elle réduit le score clinique,
l'inflammation de la patte et la destruction des os et des articulations. De surcroit, elle inhibe les
médiateurs inflammatoires et diminue significativement les marqueurs sériques du remodelage
osseux et cartilagineux. Nos résultats sont trés prometteurs et confirment le potentiel de la RvD1
dans la résolution de I’inflammation et le maintien de 1’intégrité articulaires. Ils mettent ainsi en
¢vidence sa pertinence clinique en tant qu’agent actif dans la prise en charge thérapeutique des

maladies ostéoarticulaires.

Mots-clés : Inflammation, résolution de I’inflammation, résolvine D1, articulation,

catabolisme, résorption osseuse, arthrose, arthrite.
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Abstract

The recognition of the proactive character of the resolution phase of inflammation has
revealed alternative therapeutic paradigms for inflammatory conditions, based on the use of
active mediators capable of promoting the resolution of inflammation. In other words, these
mediators regulate the inflammatory response, initiate tissue repair and promote the return to
homeostasis. Among them, resolvin D1 (RvD1) has remarkable anti-inflammatory and pro-
resolutive properties. Although the effects of RvD1 have been well studied, its potential role in
the osteoarticular tissues remains poorly documented. In this study, we expand our
understanding of the potential of RvD1 in protecting and preserving joint integrity by studying
its ability to regulate the major factors involved in the articular pathophysiology. First, we
demonstrated that RvD1 is produced in the articular environment and that its levels are higher
in the synovial fluid of osteoarthritic knees compared to healthy knees. The knees were obtained
from an osteoarthritic dog model performed in a previous study. Therefore, we studied RvD1
actions on the cellular components of the joint. In human osteoarthritic chondrocytes, we
demonstrated that RvD1 inhibits IL-1B-induced inflammatory and catabolic mediators, namely
COX-2, PGE2, iNOS, NO, and MMP-13. This led to the study of signaling pathways, which
revealed that RvD1 counter-regulates IL-1B-induced activation of NF-xB / p65, p38 / MAPK
and JNK1 / 2. In addition, RvD1 confers a protection against cellular apoptosis and oxidative
stress induced by HNE, as revealed by caspases inactivation, LDH inhibition, as well as
increased levels of Bcl-2, AKT, and GSH. In addition to chondrocytes, RvD1 showed
remarkable effects on osteoclasts. Indeed, it inhibits osteoclast differentiation and activation, as
demonstrated by the inhibition of TRAP and cathepsin K expression. Moreover, it reduces LPS-
induced TNF-a, IL-1B, IFN-y, PGE2 as well as RANKL and concurrently increases IL-10
expression. Furthermore, it inhibits RANKL and M-CSF-induced hydroxyapatite matrix
degradation and bone matrix erosion, ex vivo. Finally, the study of the properties of RvD1 in a
mouse model of arthritis, revealed that it alleviates the clinical score, paw inflammation, as well
as bone and joint destruction. Furthermore, it reduces the inflammatory mediators and
significantly decreases serum markers of bone and cartilage remodeling. Our results are very

promising and confirm the high potential of RvD1 in resolving inflammation and preserving
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joint integrity. They highlight its clinical relevance as a therapeutic agent for the management

of osteoarticular diseases.

Keywords: Inflammation, resolution of inflammation, resolvin D1, joint, catabolism, bone

resorption, osteoarthritis, arthritis.
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Introduction

L’inflammation est un processus essentiel et complexe, mettant en jeu des mécanismes
immunologiques dynamiques hautement régulés afin de reconnaitre, détruire et éliminer tout
agent pathogeéne et ainsi assurer une réponse protectrice adéquate. La facette positive de
I’inflammation a cependant son revers. Comme tout processus physiopathologique, la réponse
inflammatoire est soumise a une fine régulation quant a son intensité et sa durée. Une réponse
inflammatoire aigué devrait étre spontanément résolutive et aboutir au retour de I’homéostasie.
En ce sens, différents médiateurs endogenes de pro-résolution sont mis en jeu par 1’organisme
pour réguler la réponse inflammatoire et assurer le retour a 1’homéostasie. Cependant, la
résolution physiologique de I’inflammation peut étre entravée. L’inflammation devient alors
délétere, engendrant des Iésions tissulaires, un remodelage structural et potentiellement une
perte fonctionnelle. On parle alors d’inflammation persistante ou chronique, un facteur essentiel
et commun a la pathogenese des maladies les plus courantes et les plus difficiles a traiter, telles
que I’arthrite rhumatoide (RA), les maladies inflammatoires de l'intestin et 1’asthme, entre
autres. Viennent s’ajouter a ces troubles inflammatoires bien caractérisés, de nombreuses autres
maladies qui n’étaient pas conventionnellement considérées comme des maladies
inflammatoires mais dans lesquelles l'inflammation a un réle clé. Celles-ci incluent les maladies
neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer, les maladies cardiovasculaires, le diabete

ou encore I’arthrose (OA).

Une inflammation incontrdlée peut ainsi siéger au niveau de différents organes et
fonctions et mener a leur détérioration. Dans 1’articulation, ceci résulte en une destruction des
tissus articulaires, se traduisant par des douleurs, une raideur, ainsi qu’une perte de la mobilité,

tel que constaté dans deux pathologies tres invalidantes; I’OA et la RA.

I1 est donc d’une importance capitale que le processus inflammatoire soit résolu. Dans
cette optique, la résolution de I’inflammation représenterait une nouvelle voie
physiopathologique endogene, qui, si ciblée, offrirait des stratégies thérapeutiques novatrices

pour le traitement d'un bon nombre de maladies inflammatoires chroniques.

Parmi les médiateurs de pro-résolution, la résolvine D1 (RvD1), s’est démarquée par des

propriétés anti-inflammatoires et pro-résolutives dans divers modeles inflammatoires,



notamment au niveau pulmonaire, cardiovasculaire ou encore neurologique. Ses effets

ostéoarticulaires sont néanmoins trés peu étudiés.

Le but de ce projet de recherche est d’élargir les connaissances sur les effets de la RvD1
dans la résolution de I’inflammation au niveau ostéoarticulaire. Nous nous sommes penchés sur
I’¢tude des effets de ce médiateur sur les différentes structures articulaires avec un regard
particulier sur le cartilage et I’os. Nous avons ainsi évalué ses propriétés sur les composantes
inflammatoires et cataboliques en étudiant I’inflammation, 1’apoptose, le stress oxydatif et le
catabolisme du cartilage, de méme que la synthése des cytokines et le recrutement des
ostéoclastes, in vitro. Nous avons de plus étudié ses actions sur 1’érosion de la matrice osseuse

ex vivo, pour ensuite valider les effets observés dans un modele d’inflammation in vivo.

Le présent travail démontre le role actif de la RvD1 sur la protection des tissus
articulaires et son potentiel comme agent thérapeutique. Il appuie la notion de la résolution de

I’inflammation en tant qu’approche novatrice pour le traitement de I’inflammation articulaire.

Cet ouvrage est constitué de trois sections. En premier lieu, il revoit les différents
processus inflammatoires aigu et chronique et expose en détail la notion de la résolution de
I’inflammation, en se focalisant spécialement sur la RvD1. Il aborde ensuite la physiologie et
physiopathologie articulaire et illustre les concepts décrits en deux pathologies affectant
considérablement 1’articulation, a savoir, I’OA et la RA. Cette partie, schématisée en quatre
chapitres, synthétise la revue de la littérature. Elle est suivie de la présentation de deux articles
scientifiques décrivant les effets de la RvD1 au niveau articulaire. Enfin, une dernic¢re section
comportant une discussion et une conclusion générale souligne la contribution scientifique de

ces travaux et compléte ainsi cet ouvrage.



SECTION 1 : SYNTHESE



1. L’inflammation

L'inflammation est une réponse physiopathologique de l’organisme vis a vis des
perturbations de I’homéostasie. Elle peut €tre causée par des infections, un traumatisme, une
nécrose tissulaire, ou encore une réponse immunitaire inadéquate. Cette réponse peut étre auto-
limitante aboutissant a la résolution et au retour a 1’homéostasie tissulaire, ou au contraire,

évoluer vers une inflammation chronique.

Ce premier chapitre décrit brievement la biologie cellulaire et moléculaire de
I'inflammation aigue, des mécanismes de déclenchement aux mécanismes de réparation
tissulaire en passant par les médiateurs et cellules inflammatoires. Il finit avec une courte

description de I’inflammation chronique.

1.1 La réaction inflammatoire aigué

La réponse inflammatoire aigué repose sur un ensemble d’interactions cellulaires et
moléculaires complexes entre le systéme immunitaire, le systéme vasculaire et le tissu afin
d’¢liminer I’agent pathogene. Elle met en jeu de nombreux médiateurs qui peuvent €tre pro- ou

anti-inflammatoires pour entretenir ou alors mettre fin a la réponse inflammatoire.

Quel que soit son si¢ge et la nature de 1’agent pathogene, le déroulement d’une réaction
inflammatoire aigué présente des mécanismes communs qui peuvent étre individualisés de
maniere schématique, mais sont en réalité trés intriqués. Ainsi, la réponse inflammatoire typique
se développe a travers un enchainement séquentiel de plusieurs étapes, a savoir, la
reconnaissance de l'agent pathogéne, le recrutement des leucocytes, 1’élimination de l'agent, la
régulation (controle) de la réponse et la résolution de I’inflammation conduisant a la restauration

de ’homéostasie [1, 2].
1.1.1 Les processus séquentiels de la réaction inflammatoire aigué

1.1.1.1 La reconnaissance de I’agent pathogene

La reconnaissance du signal de danger par des cellules sentinelles du systéme

immunitaire inné, principalement les macrophages, les cellules dendritiques, les mastocytes et



les cellules épithéliales, lance le signal de déclenchement. Le systétme immunitaire inné
constitue ainsi une premicre ligne de défense et joue un réle de premier plan dans la régulation
et ’orientation de la réponse inflammatoire. En effet, grace a leurs récepteurs PRR (Pattern
Recognition Receptors), les cellules sentinelles détectent les signaux exogenes d’origine
microbienne, appelés PAMP (Pathogen-associated molecular pattern), ou endogenes qui font
suite a des dommages ou a une nécrose tissulaire; appelés alarmines ou encore DAMP (damage-

associated molecular patterns). [3-5].

Engagés par les PAMP ou les DAMP, les PRR déclenchent I’initiation de la phase
inflammatoire aigué par la mise en jeu d’une réponse immunitaire dynamique finement
orchestrée. IIs activent des voies de signalisation en aval, impliquant notamment le facteur de
transcription du facteur nucléaire Kappa B (NF-«kB), les protéines kinases activées par les
mitogenes (MAPK) ainsi que le facteur de régulation de l'interféron (IRF) [6]. Ceci résulte en
l'expression de cytokines et médiateurs pro-inflammatoires, notamment l'interleukine-1-béta
(IL-1pB), I'IL-6, le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a), également appelés le trio
inflammatoire. Conjointement a des chimiokines et diverses autres molécules de costimulation,
telles que I’histamine, la sérotonine, le facteur d’activation plaquettaire (PAF), les
prostaglandines (PG) et les leucotriénes (LT), ces cytokines pro-inflammatoires induisent et

régulent la réponse inflammatoire subséquente [7, 8].

Certains médiateurs dérivés du plasma, comme les protéines du complément, sont
présents dans la circulation en tant que précurseurs inactifs. Activés par I’agent pathogene qui
déclenche une série de clivages protéolytiques, ils acquiérent leurs propriétés biologiques et

participent au déclenchement de la cascade inflammatoire [8].

Sous I’influence des médiateurs inflammatoires sécrétés a la suite de la reconnaissance
du pathogéne, survient une réponse vasculaire locale caractérisée par une vasodilatation et une
augmentation de la perméabilité vasculaire. Cette dernicre est principalement due a la rétraction
des cellules endothéliales par I’action de I'histamine, de la bradykinine, des PG et des LT. Ceci
mene a une fuite vasculaire et a I’exsudation des protéines plasmatiques et des leucocytes dans
I’espace interstitiel. Le tout résultant en 1’apparition d’un cedéme qui, en comprimant les
terminaisons nerveuses, contribue a ’apparition de la douleur. En outre, la vasodilatation

artériolaire entraine une augmentation du flux sanguin a I’origine d’une rougeur et d’ une chaleur



locales [9]. Comme résultat, apparaissent les signes cardinaux stéréotypés de 1'inflammation

aigué, a savoir, la chaleur, I’cedéme, la rougeur, la douleur et la perte de fonction.

1.1.1.2 Le recrutement, I’adhésion et la transmigration des leucocytes

A mesure que la réaction vasculo-exsudative se développe, les leucocytes affluent le
long de la surface endothéliale. Il s’en suit une traversée active des parois vasculaires en
plusieurs étapes. D’abord la marginalisation des leucocytes au voisinage des cellules
endothéliales, suivie de leur adhérence grace aux molécules d’adhésion et enfin leur passage
trans-endothélial vers le tissu interstitiel. Cette extravasation des leucocytes est appelée

transmigration [10, 11].

L’afflux des cellules se produisant généralement quelques minutes aprés le début de la
réponse inflammatoire aigué peut, en fonction de l'évolution de la réponse inflammatoire,
impliquer des neutrophiles, des lymphocytes, des monocytes, des basophiles ou des
¢osinophiles. Les premiers répondants sont généralement les neutrophiles ou leucocytes
polymorphonucléaires (PMN) qui interviennent dans les 6 a 24 premieres heures. Les

monocytes et macrophages n’interviennent que plus tardivement, apreés 24 a 48 heures [11].

La fixation des leucocytes aux cellules endothéliales est médiée par des molécules
d’adhésion qui sont complémentaires sur les deux types cellulaires. Deux grandes familles de
molécules sont impliquées dans I'adhérence et la migration des leucocytes ; les sélectines et les
intégrines [11, 12]. L’expression des molécules d’adhésion a la surface des cellules est régulée
par les médiateurs pro-inflammatoires produits localement, notamment les cytokines TNF-a et
IL-1B. D’autres médiateurs, comme les chimiokines, augmentent 1’avidité des intégrines pour

leurs ligands et orientent la migration des leucocytes [11].

1.1.1.3 La chimiotaxie, I’activation leucocytaire et I’élimination de I’agent pathogéne

Une fois dans les tissus extravasculaires, les leucocytes sont attirés par les chimiokines
qui guident leur déplacement vers le foyer inflammatoire le long d'un gradient chimique. Ce
processus est appelé chimiotaxie. Plusieurs substances exogenes et endogenes possedent un
potentiel chimiotactique, notamment les produits bactériens, les composants du systeme du

complément en particulier le C5a, le PAF, les produits de la voie de la lipoxygénase (LOX) issus



du métabolisme de 1'acide I’arachidonique (AA), en particulier le leucotriene B4 (LTB4) ainsi
que les cytokines et chimiokines produites par divers types de cellules, notamment 1I’IL- 8. Ces
facteurs chimiotactiques ont une spécificité variable pour les différents types de leucocytes. Par
exemple, les peptides C5a induisent une chimiotaxie des neutrophiles et des monocytes, tandis
que I’IL-8 n’est chimiotactique que pour les neutrophiles. La protéine chimio-attractive des
monocytes (MCP-1) est chimiotactique pour les monocytes et les lymphocytes T mémoires [13,

14].

Parvenus au foyer inflammatoire, les leucocytes s’activent a la suite de la reconnaissance
de I’agent pathogene et deviennent plus granulaires et plus gros. Les monocytes se différencient
alors en macrophages et deviennent une source importante d’une large gamme de cytokines, de

chimiokines, de médiateurs lipidiques et d’especes réactives de 1'oxygéne (ROS) [15].

Enfin, I’¢limination du pathogene se fait principalement par phagocytose et par
destruction intracellulaire. Une phagocytose efficace implique trois étapes distinctes : la
reconnaissance et l'attachement aux récepteurs des leucocytes, l'engloutissement puis la fusion
des vacuoles phagocytaires avec les lysosomes et les endosomes pour former le phagolysosome,
et enfin la dégradation du matériel ingéré dans les phagolysosomes. Cette derniere fait intervenir
les ROS, les espéces réactives du nitrogéne (NOS) et les enzymes lysosomales. D’autres
processus aident a 1’¢limination du pathogene comme les picges extracellulaires des

neutrophiles (NETs) [16, 17].

1.1.1.4 La résolution de ’'inflammation et la réparation tissulaire

Bien que la réponse inflammatoire se veut avant tout bénéfique, elle peut devenir nocive
et causer des dommages collatéraux pour les tissus. En effet, s’ils ne sont pas adéquatement
controlés, les mécanismes décrits plus haut peuvent amplifier I'inflammation et contribuer a sa
chronicité. Il est alors de mise que I’inflammation soit neutralisée une fois I’agent pathogéne
éliminé.

Dans des conditions idéales, la réaction inflammatoire est auto-limitante et s’estompe
aussitot que I’agent pathogeéne est éliminé. Ceci peut étre expliqué par le fait que 1’éradication
du pathogeéne met fin a ’activation des PRR et des médiateurs pro-inflammatoires, réduisant

ainsi le recrutement leucocytaire [9]. Mais aussi, parce qu’au fur et a mesure qu’elle s’amplifie,



la réaction inflammatoire déclenche un processus contemporain, a 1’origine d’une variété de
signaux d'arréts qui mettent activement fin a la réaction inflammatoire. C’est la résolution de

I’inflammation [18, 19].

Regagner 1’état initial d’homéostasie nécessite une €élimination active et efficace des
cellules immunitaires accumulées, notamment les granulocytes et leurs produits toxiques. Ceci
fait intervenir un réseau complexe de cellules et médiateurs qui seront discutés en détail au

prochain chapitre.

1.1.2 Les médiateurs solubles de I’inflammation

Les médiateurs de l'inflammation sont les substances qui initient mais aussi régulent les
réactions inflammatoires. Ils peuvent se trouver sous forme préformée, stockés dans des
granules intracellulaires, desquels ils seront rapidement libérés a la suite des signaux de
stimulation (par exemple, I’histamine), ou alors synthétisés de novo en réponse a différents

stimuli (par exemple, les PG, les LT et les cytokines).

1.1.2.1 Les métabolites de 1'acide arachidonique

Les eicosanoides, métabolites de I’AA, sont synthétisés par deux grandes classes
d'enzymes : les cyclooxygénases (COX), qui génerent les PG et les LOX, qui produisent les LT
et les lipoxines (LX) [20, 21].

Les COX comprennent la COX-1 et la COX-2. La COX-1 est constitutive et est
impliquée dans plusieurs fonctions homéostatiques. A 1’opposé, la COX-2 est induite par les
stimuli inflammatoires. Souvent coexprimée avec la COX-1 dans les cellules inflammatoires, la
COX-2 est généralement impliquée dans la pathogénese de plusieurs maladies, telles que
l'athérosclérose ou encore la RA [22, 23]. D’ailleurs, dans le mode¢le d'arthrite induite par le
collagene (CIA), la délétion de la COX-2 supprime considérablement I'inflammation synoviale

et la destruction articulaire [24, 25].

De leur coté, les PG sont responsables d’une grande partie des signes cardinaux de
lI'inflammation [26, 27]. La PGE2, la PG le plus abondamment et le plus largement exprimée,
joue un role majeur dans la pathogénese inflammatoire. En effet, dans un modé¢le murin de

neurodégénérescence, la synthése de PGE2 induite par les LPS entraine des effets déléteres sur



les neurones et une transmission accrue de la douleur [28]. D autre part, la PGE2 produite par
la synoviale rhumatoide est impliquée dans la production d’IL-6 et la destruction articulaire
[29]. Par ailleurs, dans le modéle d’arthrite induite par les anticorps anti-collagene de type II
(CAIA), les souris déficientes du récepteur EP4 de la PGE2 présentent des niveaux
significativement bas des cytokines IL-6 et IL-1P ainsi qu’une franche atténuation des signes

cliniques de la maladie [30].

De surcroit, I'importance des COX et des PG dans les réactions inflammatoires est
¢tayée par la large utilisation des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), inhibiteurs des

COX, comme traitements avérés de plusieurs conditions inflammatoires.

En plus de leur role clé comme médiateurs pro-inflammatoires, les PG régulent
positivement l'expression de la LOX et la biosynthése d’autres médiateurs lipidiques qui, au

contraire, sont pro-résolutifs. Cette notion sera discutée en détail au prochain chapitre.

Enfin, les LT assurent également diverses fonctions. Par exemples, le LTB4 est un
puissant agent chimiotactique et activateur des neutrophiles. Il induit leur agrégation et leur
adhésion a l'endothélium veineux ainsi que la génération de ROS et la libération d'enzymes
lysosomales. Les LTC4, LTD4 et LTE4, induisent un bronchospasme et une perméabilité accrue
des veinules [31]. La figure 1 résume les voies métaboliques de I’AA ainsi que les principales

fonctions des eicosanoides.
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Figure 1. M¢édiateurs de I’AA et leurs roles dans 1’inflammation.

Les dérivés de I’ AA sont produits via I’action des COX et des LOX. Ils accomplissent diverses fonctions
physiologiques mais aussi pathologiques. Certains antagonistes des enzymes ou des récepteurs trouvent
un intérét sur le plan clinique, bien qu’ils ne soient pas sélectifs des effets pathologiques. Adaptée de

[17]
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1.1.2.2 Les cytokines

Modulateurs clés a chaque étape de la réponse inflammatoire, les cytokines affichent une

grande diversité d’actions et interagissent avec presque tous les types de cellules.

Parmi les cytokines impliquées dans l'inflammation aigu€, le TNF-a, I’'IL-1 et IL-6
jouent un rdle crucial. Ils contribuent non seulement aux réactions locales et systémiques de
l'inflammation aigué mais jouent également un role clé dans l'inflammation chronique [32]. A
titre d’exemple : 'implication du TNF-a et de I'[L-1B dans les processus inflammatoires
articulaires, notamment dans la pathogénése de la RA. En effet, des études sur des modéles
animaux ont révélé¢ le potentiel arthritique de ces cytokines lorsqu’elles sont injectées
directement dans des articulations de lapins et de rongeurs. Ces études ont fourni la premicre
preuve évocatrice que le TNF-a est un médiateur puissant de I'inflammation et que 1'[L-15 est
une cytokine cruciale dans les processus érosifs du cartilage et des os. D’autres études
démontrent que la surexpression du TNF-a chez des souris est arthrogéne [33-35]. Dans ces
mémes modeles, I’'IL-1 joue un rdle crucial dans la propagation de I'inflammation et 1'érosion
concomitante du cartilage et des os [36]. En outre, la surexpression transgénique d’IL-1J est a

I’origine d’une arthrite érosive [37, 38].

D’autre part, et en synergie avec I’IL-1f et le TNF-a, I’IL-6 joue un réle important dans
les réactions inflammatoires locales et systémiques. Citons a titre d’exemple ses effets au niveau
articulaire, ou elle stimule la production de cytokines pro-inflammatoires par les synoviocytes
ainsi que la prolifération de ses derniéres. De plus, elle favorise I’ostéoclastogenese et la
dégradation articulaire. Enfin, ses niveaux dans le fluide synovial et le plasma des patients

atteints de RA, corrélent fortement avec 1’activité de la maladie [39, 40].

Par ailleurs, avec I’IL-1B, I’'[L-6 induit la différenciation des lymphocytes Th17, la
principale source de I’'IL-17. Cette derniére est fortement associée a de nombreuses maladies
inflammatoires chroniques et auto-immunes telles que la RA ou encore le psoriasis. Dans la RA,
I’'IL-17, en synergie avec le TNF-0, augmente la survie des synoviocytes et contribue au
développement de leur phénotype invasif. De plus, elle stimule la production des enzymes

impliquées dans la destruction tissulaire [41].
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Les effets pathogenes de I’IL-17 observées dans la RA sont également observés dans le
psoriasis, ou elle joue un role crucial dans 1’activation des fibroblastes et des kératinocytes, qui
a leur tour secrétent les cytokines inflammatoires et les chimiokines, entretenant ainsi la réaction

inflammatoire et contribuant a la progression de la maladie [42].

L'identification de ces cytokines comme médiateurs clés dans la pathogénese
inflammatoire, en a fait des cibles thérapeutiques majeures. Ceci est illustré par 1’utilisation des
inhibiteurs du TNF-a, de I’IL-1p de I’'IL-6 ou de I’IL-17 pour le traitement de diverses maladies
inflammatoires telles que la RA ou le psoriasis, et témoigne, par le fait méme, de I’'importance

de ces molécules dans la régulation de I’inflammation [43].

De leur c6té, les cytokines anti-inflammatoires jouent un role crucial dans la régulation
de la réponse inflammatoire, plus précisément, dans la résolution de I’inflammation. Les deux

médiateurs les plus évoqués sont le facteur de croissance transformant-f3 (TGF-B) et I’IL-10.

Le TGF- B est un puissant suppresseur de 1'activation du phénotype pro-inflammatoire
des macrophages et un médiateur essentiel de la réparation des tissus [44]. L’IL-10 inhibe
¢galement l'activation des macrophages pro-inflammatoires [45]. Ceci est bien illustré dans la
maladie de Crohn, ou une mutation au niveau de la protéine NOD?2 a I’origine d’une production

altérée d’IL-10, conduit a une inflammation persistante [46].

1.1.2.3 Les autres médiateurs de I’inflammation

Plusieurs autres agents contribuent a la médiation et a I’entretien de la réponse
inflammatoire. Certains contribuent a 1’ouverture des jonctions vasculaires telles que
I’histamine, les bradykinines et certains constituants du complément comme le C3a et le C5.
Les chimiokines agissent en tant qu’agents chimio-attractifs pour les leucocytes les guidant ainsi
vers des sites d’infection ou de Iésion tissulaire. Le PAF, un médiateur soluble sécrété par les
mastocytes activés, est responsable de I’activation et 1’agrégation des plaquettes qui, avec les
cellules endothéliales, contribue a réduire les fuites de protéines et de liquides plasmatiques vers

I’espace extravasculaire [17].
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Médiateur Source Action

Locale : vasodilatation, augmentation de Ila
Prostaglandines Mastocytes, leucocytes perméabilité vasculaire,
Systémique : douleur, fievre
Augmentation de la perméabilit¢é vasculaire,
Leucotriénes Mastocytes, leucocytes chimiotaxie, adhésion et activation des leucocytes,
bronchospasme

Locale : activation endothéliale (expression des

Cytokines (TNF, Macrophages, cellules molécules d’adhésion), sécrétion d’autres cytokines
IL-1, IL-6) dendritiques, fibroblastes, Systémique : fiévre, anomalies métaboliques,
cellules endothéliales et hypotension

¢épithéliales, mastocytes

Leucocytes, macrophages Chimiotaxie, activation des leucocytes

Chimiokines actives
Mastocytes, basophiles, Vasodilatation, augmentation de la perméabilité
Histamine plaquettes vasculaire, activation endothéliale
Vasodilatation, augmentation de la perméabilité
Facteur Leucocytes, mastocytes vasculaire, adhésion des leucocytes, chimiotaxie,
d’activation dégranulation, stimulation oxydative, agrégation
plaquettaire plaquettaire.
Chimiotaxie et activation des leucocytes, (complexe
Complément Plasma (produit par le foie)  d’attaque membranaire), vasodilatation (stimulation
des mastocytes)
Augmentation de la perméabilité vasculaire,
Kinines Plasma (produites par le foie) contraction du muscle lisse, vasodilatation, douleur

Tableau I. Médiateurs de I’inflammation et leurs actions biologiques.
Adapté de [17].
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1.2 Les issues possibles de la réaction inflammatoire aigué

Les mécanismes cités ci-haut, décrivent le déroulement idéal d’une réponse
inflammatoire. Cependant, de nombreuses variables peuvent interférer avec ces processus et
influencer son issue, notamment la nature et l'intensité de la 1ésion initiale, les tissus affectés et
la réactivité de I'hote.

Trois issues peuvent de ce fait faire suite a une réaction inflammatoire aigué [47, 48]:

- La résolution compléte avec la réparation du tissu affecté et la régénération des tissus

endommages.

- La guérison par remplacement du tissu conjonctif (cicatrice ou fibrose), aprés une

destruction substantielle des tissus incapables de régénération.

- Laprogression vers l'inflammation chronique : comme nous 1’avons évoqué précédemment,
une réponse inflammatoire non régulée peut conduire a sa pérennisation. La transition vers

I’inflammation chronique se produit lorsque 1’inflammation aigu€ ne peut étre résolue.
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INFLAMMATION AIGUE RESOLUTION
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Figure 2. Issues de I’inflammation aigue.

L’inflammation aigué abouti a la résolution, a la fibrose ou alors a I’inflammation chronique. Les
caractéristiques de chaque issue sont décrites. Adaptée de [17]

1.3 L’inflammation chronique

L’inflammation chronique est par définition une réponse inflammatoire d’une durée

prolonggée.

Lors d’un état inflammatoire chronique, I'inflammation aigué, les dommages tissulaires

et les tentatives de réparation coexistent dans différentes proportions.

Tout comme la réponse inflammatoire aigué, la réponse inflammatoire chronique fait

intervenir plusieurs types cellulaires. Cependant, les réponses inflammatoires chroniques sont
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parfois marquées par une morphologie relativement spécifique. A titre d’exemple, la formation
de granulomes dans la tuberculose, l'infiltration d'€osinophiles dans les infections parasitaires,
etc... Dans tous les cas, on assiste a un recrutement de cellules mononucléées de type
lymphocytes, des monocytes et des plasmocytes (plutdt que des PMN), une angiogenése et une

augmentation du dépot de la matrice extracellulaire [49].

L’inflammation chronique peut avoir différentes étiologies. L’incapacité a éliminer
’agent causal est I’une des causes menant vraisemblablement a I’inflammation chronique. C’est
le cas des infections bactériennes persistantes comme la tuberculose, ou les mycobactéries
persistent pour des décennies engendrant un état inflammatoire chronique. Elle peut également
étre le résultat d’une activation inadéquate du systéme immunitaire. C’est le cas des maladies

d'hypersensibilité comme I’asthme, ou encore des maladies auto-immunes comme la RA [50].

Dans ces maladies, 1'inflammation aigu€ et chronique coexistent sur de longues périodes
et s’entretiennent en une boucle de réactivation continuelle. La synoviale dans la RA illustre
parfaitement bien cet état. Elle présente une infiltration par les macrophages et les lymphocytes,

au méme temps que le liquide synovial est envahi par une nuée de neutrophiles activés [51].

En outre, il est actuellement reconnu que l'inflammation chronique est une composante
majeure de nombreuses maladies non conventionnellement considérées comme inflammatoires.

A titre d’exemple, les maladies neurodégénératives, cardiovasculaires, le diabéte et ’OA [52].

Enfin, I’inflammation chronique fait le plus souvent suite a une inflammation aigué qui
n’a pu étre contrélée ou résolue. En effet, la non-résolution de I’inflammation est un facteur non
négligeable et méme si elle n’est pas la cause primaire de ces diverses maladies inflammatoires

chroniques, elle peut sous-tendre de maniére tres significative a leur pathogenese [49].
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2 La résolution de ’'inflammation

Comme expliqué précédemment, une réponse inflammatoire bien orchestrée tend a se
résoudre par la mise en jeu d’une série d'événements moléculaires et cellulaires bien
coordonnés, connue sous le nom de la phase de résolution de l'inflammation. La survenue de
cette phase annonce le retour a ’homéostasie et épargne a 1’organisme la progression de
I’inflammation aigué vers une inflammation persistante et chronique et empéche 1’expansion
des dommages tissulaires. Autrement dit, une bonne résolution prévient I’apparition d’une
inflammation chronique, composante majeure de la pathogéneése de plusieurs maladies

inflammatoires.

Ceci n’a pas toujours €té aussi bien défini. En effet, pendant la plus grande partie du
siécle dernier, les efforts ont été surtout déployés pour la compréhension des mécanismes
impliqués dans le déclenchement de la réponse inflammatoire aigué. L’implication des
médiateurs et cellules inflammatoires dans I’initiation de I’inflammation ayant été bien décrite,
les recherches se sont vues aboutir a la mise au point d'agents thérapeutiques anti-

inflammatoires, capables de limiter I’étendue de la réponse inflammatoire.

Les mécanismes de controle et de résolution de I’inflammation étaient cependant
beaucoup moins compris. Le point de vue classique était que I’arrét de la réaction inflammatoire
fait suite a la dissipation et la disparition dans le temps des chimiokines, des leucocytes et des
autres médiateurs inflammatoires. La résolution de I’inflammation était ainsi considérée comme

un processus totalement passif [47].

Depuis, I’incidence croissante des maladies chroniques ainsi que leur lourd fardeau
social et économique a travers le monde, ont incité les chercheurs a se pencher de plus pres sur
1’étude de la réaction inflammatoire. Une meilleure compréhension des mécanismes déclenchant
l'inflammation, mais surtout ceux a I’origine de sa résolution, s’est avérée nécessaire. C’est ainsi
que des découvertes bouleversantes ont émergé, remettant en question le concept que la
dissipation des médiateurs pro-inflammatoires puisse a elle seule expliquer la fin de
I’inflammation aigué. En effet, le travail considérable de ces derni¢res décennies a abouti a de

nouveaux paradigmes définissant les processus inflammatoires et décrivant enfin la phase de



résolution de I’inflammation comme un processus actif. Il nécessite I’activation de programmes
endogenes finement coordonnés qui permettent la restauration de 1’intégrité et de la fonction

des tissus et conduisent au retour de 1’homéostasie.

Aujourd’hui, des preuves considérables démontrent qu'un échec ou une altération de la
résolution contribuent a la pathogenése de diverses maladies inflammatoires chroniques [52,

53].

2.1 La cascade de la résolution de ’inflammation

Si I’accumulation de leucocytes dans le tissu atteint est 1’aspect histologique
caractérisant I’état inflammatoire aigu, 1'¢limination de ces cellules est la caractéristique
principale marquant la résolution de l'inflammation. La résolution prévient les dommages
collatéraux causés par 1’agent pathogéne mais aussi par la réponse inflammatoire, en activant
les signes cardinaux de résolution. Ces derniers incluent 1’¢limination des débris, la clairance de
I’agent infectieux, 1’analgésie et le regain de fonction [53, 54]. Ils font intervenir certains

mécanismes, dont les principaux sont :

- Le catabolisme des médiateurs pro-inflammatoires et la désactivation de leurs voies de
signalisation, inhibant ainsi I’infiltration soutenue des neutrophiles, la production des

cytokines et la survie des leucocytes ;
- Le recrutement non phlogistique des leucocytes ;

- L’induction de I’apoptose des cellules inflammatoires et leur élimination subséquente par

les phagocytes professionnels (efférocytose) ;

- La commutation phénotypique des macrophages : I’efférocytose des neutrophiles déclenche
la polarisation des macrophages du phénotype pro-inflammatoire (également appelé
phénotype classique) au phénotype de pro-résolution (appelé phénotype alternatif). Les
macrophages pro-inflammatoires, principalement activés par I’IFN-y potentialisent la
réaction inflammatoire et interviennent précocement dans 1’inflammation. A I’opposé, les
macrophages de pro-résolution produisent la cytokine anti-inflammatoire IL-10 et le TGF-
B, ainsi que de nombreux autres facteurs de croissance, comme le facteur de croissance

analogue a l'insuline-1 (IGF-1) et le facteur de croissance de l'endothélium vasculaire
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(VEGF) contribuant a la réparation, la cicatrisation et / ou au remodelage tissulaire [55]. A
vrai dire, le changement de phénotype des macrophages a grandement contribué¢ a

promouvoir le concept de résolution de I’inflammation en tant que réponse active ;
- La clairance des cellules apoptotiques vers le systéme vasculaire ou lymphatique ;

- La stimulation des cellules du systéme immunitaire adaptatif pour assurer la mémoire ou la

tolérance;
- L’initiation des processus de réparation et de régénération des tissus.

Autrement dit, la phase de résolution de I’inflammation est la période s’étendant entre le
pic d'afflux des cellules inflammatoires, leur clairance du site inflammatoire et la restauration
de 'homéostasie fonctionnelle. Si ces mécanismes sont strictement suivis, l'inflammation aigué
disparaitra sans causer de dommages excessifs aux tissus et laissera peu de chances au
développement d'une inflammation persistante. Si pour une quelconque raison il y a une entrave
a I’un ou a plusieurs de ces mécanismes, cela peut contribuer a la pathogenese de plusieurs

maladies inflammatoires [53].

Sur le plan moléculaire, la résolution de I’inflammation est un programme hautement
régulé, régi par la production spatiale et temporelle de médiateurs pro-résolutifs. Elle est mise
en jeu quelques heures apres initiation de 1'inflammation et se chevauche avec celle-ci. En

réalité, une réponse inflammatoire approprié¢e alimente une résolution efficace.

Les étapes séquentielles du processus de résolution de 1’inflammation commencent
quand D’interaction des cellules de I'immunité innée avec 1’agent pathogéne déclenche la
libération et la formation de PG et LT. En effet, ces eicosanoides, notamment la PGE2 et la
PGD?2, jouent un double réle crucial. D’une part, ils régulent les événements précoces de la
réponse inflammatoire et stimulent le recrutent des leucocytes et PMN. D’une autre part, ils
activent la régulation transcriptionnelle d’enzymes responsables de la production d’autres
classes d'eicosanoides & mesure que la réaction inflammatoire se développe. Ces derniers,
¢galement générés a partir de I’AA, favorisent, au contraire, la résolution de I’inflammation. Cet
évenement est appelé la commutation de classe des eicosanoides dérivés de I'AA, passant des
PG et LT pro-inflammatoires aux LX anti-inflammatoires, initiant ainsi la séquence de

résolution. Ceci est associé a la synthése d’autres médiateurs lipidiques a partir des acides gras
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polyinsaturés oméga-3 (AG w-3), qui seront abordés en détail dans les prochains paragraphes

[18, 48, 56, 57]. La figure 3 illustre le déroulement d’une telle séquence.

: - "Homéostasie mal adaptée"
Inflammation chronique s = . g
Inflammation chronique

Echecde la Auto-immunité
résolution

Inflammation aigué e |, Recrutement des PMN
e | Libération des LT et PG
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Commutation de classe des
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Figure 3. De la réaction inflammatoire aigué a la résolution de I’inflammation.

L’évolution typique dans le temps de la réponse inflammatoire aigu€, allant de 1'initiation a la résolution.
L’edéme et I’infiltration des neutrophiles caractérisent I’inflammation aigué€. La commutation de classes
de médiateurs lipidiques initie la résolution et meéne au recrutement non phlogistique des monocytes /
macrophages, entre autres. L’échec de la résolution peut conduire a 1’inflammation chronique. Adaptée
de [56]
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2.2 La post-résolution

Des études récentes suggerent que la résolution n'est pas la fin des réponses
inflammatoires et immunitaires. En effet, il y aurait une troisiéme phase immunologique lors du
processus inflammatoire, qui aboutit a la création d’un microenvironnement propice au
développement d’une immunité adaptative. Autrement dit, aprés une résolution réussie de
l'inflammation, les tissus ne reviennent pas a leur état initial en termes de composition cellulaire.
Une accumulation de cellules aux propriétés immunologiques particuliéres a lieu dans les tissus
en post-inflammation. Elle modifie leur physiologie immunitaire et influence la sévérité des
réponses inflammatoires ultérieures, redéfinissant ce que I'on appelait autrefois I’homéostasie

réparatrice comme [’homéostasie adaptée.

Ainsi, la résolution agit comme un pont facilitant I’interaction entre I’immunité innée et

adaptative [58, 59].

2.3 Pro-résolutif versus anti-inflammatoire

Il est important de faire la distinction entre les termes anti-inflammatoire et pro-résolutif.
Par définition, le premier bloque ou antagonise les principaux médiateurs et voies impliqués
dans I’initiation de 1’inflammation. A titre d’exemple, les AINS qui inhibent I’action des COX
et bloquent par le fait méme la synthése des PG inflammatoires. A 1’opposé, un agent de
résolution agit comme un activateur ou un agoniste des voies de pro-résolution. Il active les

mécanismes de protection et conduit au retour de I’homéostasie [59, 60].

2.4 Les médiateurs de la résolution de ’inflammation

Nous savons maintenant que la résolution de l'inflammation est un processus complexe
orchestré par des molécules hautement spécialisées appelées médiateurs de la résolution. De
nombreuses molécules de nature aussi diverse que complexe ont été¢ décrites dans ce contexte
et de nouvelles autres sont en cours de découverte. Ces médiateurs de résolution peuvent étre
des lipides, également appelés médiateurs spécialisés de la résolution (SPM) ; des protéines et

peptides comme I’annexine Al (AnxAl), ’hormone adrénocorticotrope (ACTH), les galectines
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et I’'IL-10 ; des médiateurs gazeux (H2S et CO) ; des nucléotides (adénosine et 1'inosine) ; ainsi

que des neuromodulateurs (acétylcholine et autres neuropeptides).

Dans cette section, nous nous intéresseront plus particuliecrement a la classe des

médiateurs lipidiques, issus des AG -3 [52].

2.4.1 Les acides gras oméga-3

Les AG -3, représentés par 1’acide eicosapentaénoique (EPA), et [’acide
docosahexaénoique (DHA), sont particulierement abondants dans les huiles de poisson et les

suppléments nutritionnels apparentés.

Au cours des dernicres années, de plus en plus d’études ont rapporté les effets bénéfiques
de la supplémentation en AG ®-3 dans plusieurs pathologies. Notons I’exemple de leurs
propriétés immunomodulatrices et anti-inflammatoires dans 1’athérosclérose [61], dans I’asthme

[62], ou encore de leurs effets anti-tumoraux et anti-métastasiques dans des cancers [63].

En outre, de nombreuses études rapportent leurs effets positifs chez les patients atteints
de RA [64, 65], a I'origine d’une amélioration des symptomes et d’un moindre recours aux
AINS [66]. De plus, il est bien établi que la population du Japon, qui consomme de grandes

quantités de poisson, présente une faible incidence de RA [67].

Enfin, I’étude multicentrique MOST (Multicenter Osteoarthritis Study) [68], évaluant la
relation entre les AG -3 et 6 avec la synovite et les 1ésions du cartilage chez les sujets atteints

d’OA, a révélé qu’un apport en DHA est associé a une réduction de la dégradation du cartilage.

Toutefois, les mécanismes a 1’origine de ces effets positifs ne sont pas encore
completement €lucidés. Des explications sur leurs effets bénéfiques a 1’échelle moléculaire ont
néanmoins été avancées avec la mise en évidence des dérivés lipidiques, les SPM, aux propriétés
pro-résolutives remarquables. Par exemple, dans un modele de douleur inflammatoire induit par
I’injection intra-plantaire d’adjuvant complet de Freund, le traitement avec ’EPA ou le DHA a
¢té associé¢ a une réduction de TNF-a secondaire a I’augmentation des taux de résolvine D1
(RvD1), un membre actif des SPM [69]. D’autre part, les souris transgéniques dépourvues, soit
de la 12/15- LOX (une enzyme clé impliquée dans la biosynthése des SPM) ou du récepteur
peptide N — formyle 2 (FPR2, un récepteur de haute affinité pour certains SPM), affichent des

22



Iésions articulaires exacerbées dans un mod¢le d'arthrite inflammatoire par transfert de sérum
[70, 71]. Ces études renseignent sur I’implication des SPM dans la médiation des effets
bénéfiques des AG o-3.

2.4.2 Les médiateurs spécialisés de pro-résolution

Ce groupe renferme des médiateurs possédant des actions pro-résolutives et anti-
inflammatoires remarquables, spécifiques aux différentes cellules et organes. Ils sont capables

de controler la durée et I'ampleur de 1'inflammation [72].

Les SPM sont regroupés en quatre familles ; les LX, les résolvines, les protectines (PD)

et les marésines (MaR). [56].

La premiere famille de médiateurs aux propriétés anti-inflammatoires et pro-résolutives

ayant ¢été identifiée est celle des LX, avec les LXA4 et LXB4 comme seuls membres [57].

Le résolvines, dont I’appellation dérive de « resolution phase interaction products »,
comprennent deux séries ; les résolvines de la série E (RVE) et les résolvines de la série D (RvD).
La série des RVE englobe quatre médiateurs bioactifs, dont le plus important est la RvE1. Celle
des RvD en regroupe six ; de la RvD1 a la RvD6 [56]. La RvD1 ne sera pas abordée dans cette

section. Elle sera traitée en détail au prochain chapitre.

Les termes protectine et neuroprotectine sont inspirés de 1’effet protecteur et anti-
inflammatoire de ces médiateurs dans les tissus neuronaux. Lorsqu'elle est produite dans des

systémes neuronaux, la PD1 est appelée neuroprotectine D1 (NPD1) [56].

La famille des MaR comprend deux membres ; la MaR1 et la MaR2, dont 1’appellation

est issue de I’abréviation de « médiateurs produits par les macrophages » [73].

Enfin, il existe une famille particulicre de SPM qui sont dérivés de l'acide
docosapentaénoique (n-3 DPA). Chez les mammiféres, I’EPA est converti par allongement et
désaturation en DHA en passant par un intermédiaire, le n-3 DPA [74]. Chez I'homme,
I’augmentation des taux de n-3 DPA en circulation ne semblent pas étre directement associée a
l'apport alimentaire mais a un polymorphisme dans les genes codant pour 1'¢longase des acides
gras (ELOVL2) et la protéine régulatrice de la glucokinase (GCKR), responsables de la

conversion de ’EPA en DHA [75]. Cette augmentation des niveaux de n-3 DPA est également
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associée a une réduction des niveaux de DHA en circulation. Le n-3 DPA est alors converti en
de nouveaux médiateurs, congéneres des RvD, PD et MaR, ayant des actions comparables a
celles-ci. Ces médiateurs sont appelés RvDn-3 DPA, PDn-3 DPA, MaRn-3 DPA. Ils agissent

comme des mécanismes compensatoires pour les SPM lors des déficits en DHA [74].

La figure 4 illustre les voies de biosynthése ainsi que les structures chimiques des

différents SPM.
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Figure 4. Voies de synthése des SPM a partir de leurs précurseurs.

[lustration du réseau des précurseurs, enzymes et intermédiaires et de la biosynthese des SPM. Les RVE
sont issues de I’EPA via I’action du CYP450 ou de la COX-2 acétylée. Les RvD, PD et MaR sont issues

du DHA ou du n-3 DPA, via la voie de la LOX ou de la COX-2 acétylée. La stéréochimie de chaque
SPM est présentée. Adaptée de [56]
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2.4.2.1 Les effets biologiques des SPM

Les SPM exercent de puissantes actions dans divers types de cellules in vitro, ainsi que
dans de nombreux modeles de maladies inflammatoires in vivo. Certaines sont communes a tous
les SPM, telles que la capacité de réguler I’infiltration des leucocytes et le recrutement non
phlogistique de monocytes, I’activation de I’efférocytose des cellules apoptotiques, la clairance
des phagocytes du site enflammé et la potentialisation des fonctions cellulaires antimicrobiennes
[53]. D’autres actions sont propres et caractéristiques de chaque SPM. Quelques exemples non

exhaustifs sont brievement présentés au tableau II.

Médiateur Précurseur Récepteur Effets biologiques

- Parodontite chez le rat : protection contre la

RvE1 EPA ERV1 destruction osseuse par les ostéoclastes [76]
(Chem 23) - Péritonite chez la souris : bloque le recrutement des
/ PMN, régule la production des chimiokines et
BLT1 cytokines, favorise I’élimination lymphatique des

phagocytes [77, 78]

- Rétinopathie chez la souris : protége contre la
néovascularisation [79]

- Colite chez la souris : réduit le recrutement des
PMN et I’expression du gene pro-inflammatoire,
améliore la survie, réduit la perte de poids [80]

- Infection bactérienne (P. gingivalis) chez le rat :
réduit la formation d’cedémes et I’infiltration des
PMN [81]

- Insulinorésistance chez la souris : protége contre la
stéatose hépatique, réduit I’infiltration des
macrophages dans le tissu adipeux, augmente
I’adiponectine, GLUT-4 et PPAR-y [82]

- Asthme chez la souris : réduit I’infiltration des
leucocytes dans les voies respiratoires, réduit la
sécrétion des cytokines, augmente IFN-y et LXA4,
améliore les fonctions pulmonaires [83]
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RvE2 EPA
RvD2 DHA
RvD3 DHA
LXA4 AA

PD1/NPD1 DHA

MaR DHA

ERV
(Chem23)
/BLTI

DRV2
(GPR18)

ALX
/FPR2
DRV

(GPR32)

ALX/FPR
2

Associée a des scores de douleur plus faibles chez les

patients atteints de RA [84]

Ischémie cérébrale par reperfusion : améliore la

récupération de la perfusion et favorise I’artériogenese

[85]

Protection des tissus pulmonaires chez la souris [86]

Diminution de 1’obstruction respiratoire causée par
la LTC4 chez les patients asthmatiques [87]
Modulation allostérique endogene du récepteur CB1
des cannabinoides a I’origine de la réduction de la
douleur [88]

Asthme chez la souris : protége contre
I’inflammation et I’hyperréactivité des voies
respiratoires [89]

Réduit la gravité et I’incidence de la kératite causée
par le virus de I’herpes simplex [90]

Modele murin d’obésité : augmentation de PPAR-y
et de I’adiponectine, sensibilisation a l'insuline [82]
Rétinopathie chez la souris : protége contre la
néovascularisation [79]

Effet anti-nociceptif par la régulation du TRPV1
[91]

Protection des hépatocytes par la régulation de
I’expression des miARN et I’amélioration la
capacité phagocytaire des cellules de Kupffer [92]

Tableau II. Médiateurs lipidiques de la résolution de 1’inflammation et leurs actions biologiques.
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Il est aujourd’hui évident que promouvoir la résolution de I’inflammation pourrait
contribuer a mettre fin aux états inflammatoires caractérisant plusieurs maladies. La
disponibilité de plusieurs des médiateurs de résolution au niveau commercial a accéléré les
enquétes sur leurs actions biologiques a travers le monde. Ils peuvent étre utilisés tant comme
agents thérapeutiques que comme biomarqueurs, voire méme comme un outil d’évaluation de

I’efficacité de certains traitements spécifiques.

Les prochaines lignes se penchent de plus pres sur un SPM en particulier ; la RvD1. Elles
dressent un profil détaillé de ce remarquable médiateur, décrivant sa synthése, ses récepteurs

ainsi que ses effets biologiques jusque-la observés.

Notre choix d’étudier la RvD1 a été dicté par son potentiel biologique remarquable mais
aussi par le fait qu’elle soit détectée dans les articulations de la souris et de ’homme, laissant

croire a une nouvelle avenue thérapeutique pour les maladies articulaires.
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3 La résolvine D1

La premiére fois que la notion de résolvines a été introduite, était au « / /th International
Conference on Advances in Prostaglandin and Leukotriene Research », en Italie, en 1’an 2000,

par le groupe de recherche de Dr. Charles Serhan.

Les résolvines ont été identifiées pour la premicre fois en utilisant un modéle
inflammatoire murin, ou de 1’air stérile a été injecté pour créer des poches sous-cutanées, dans
lesquelles le TNF-a, les AG ®-3 et I’aspirine ont été injectés. Des analyses lipidomiques des
exsudats de la phase de résolution ont alors mis en évidence 1’existence d’une série de
molécules, jusque-la inconnues, dérivées des AG m-3 et qui sont activement impliquées dans la

phase de résolution de I’inflammation. Ce sont les SPM.

Parmi les SPM, la RvD1 a suscité un intérét considérable au cours de la derniére décennie
en raison des données croissantes montrant son potentiel a réguler une panoplie de mécanismes
impliqués dans l'inflammation, le stress oxydatif et la mort cellulaire, mais aussi dans la
régénération tissulaire [93]. Trés largement distribuée dans 1’organisme, sa production a été
observée dans divers types de cellules et tissus, notamment les glandes salivaires, la rétine, les

cellules épithéliales et endothéliales, les leucocytes et les neutrophiles, entre autres [94, 95].

3.1 La biosynthése de la RvD1

La biosynthese de la RvD1 a partir de son précurseur, implique deux voies distinctes
faisant ou non intervenir I’aspirine, pour donner les isomeres R et S, respectivement. Les

épimeres R sont plus stables sur le plan métabolique.

Ayant comme point de départ de DHA, la biosynthése de la RvD1 implique deux étapes
de lipoxygénation successives, par I’action de la 15-LOX chez I’homme (mais 12/15-LOX chez
la souris), suivie de celle de la 5-LOX pour générer plusieurs intermédiaires époxydes distincts.
En effet, le DHA est en premier lieu converti en 17S-hydroperoxyDHA (17SHpDHA), lui-
méme converti en 17S-hydroxy-DHA (17S-HDHA). La seconde lipoxygénation par la 5-LOX
en position C-7 aboutit & un intermédiaire peroxyde le 7-hydroperoxy-17S-HDHA qui sera
converti en époxyde 7S, 8S-époxy 17S-H-DHA puis hydrolysé pour générer un produit



trihydroxylé, a savoir la RvD1. Ces conversions enzymatiques peuvent se produire dans un seul
type de cellules quand il exprime les deux enzymes ou alors de maniére transcellulaire. Par
exemple, les éosinophiles humains riches en 15-LOX produisant le 17HpDHA, qui sera converti

par 5-LOX des PMN en RvD1 [96].

3.1.1 La biosynthése de la résolvine D1 induite par ’aspirine

La biosyntheése des résolvines peut étre renforcée par I’'un des médicaments anti-
inflammatoires les plus largement utilis€s, a savoir 1’aspirine. En effet, la COX-2 acétylée par
l'aspirine, agit comme une dioxygénase modifiée, insérant une molécule d'oxygene de
stéréochimie opposée. Lors de la biosynthése de la RvD1, elle transforme le DHA en catalysant
la commutation de I'oxygene de la position C-13 a la position C-17 avec une configuration R au
lieu de la configuration S décrite plus haut, générant ainsi le 17R-HpDHA.. Les transformations
enzymatiques ultérieures similaires a celles décrites plus haut, conduisent a des isomeres 17R
de la RvD1, appelés isomeres induits par I’aspirine (AT-RvD1) [96], tel qu’illustré dans la figure
5.

RvD1 AT-RvD1

Figure 5. Epiméres S et R de la RvD1.

L’AT-RvD1 présente une configuration R au C17 au lieu de la configuration S de la RvD1. Adaptée de
[60]
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3.2 Les récepteurs de la RvD1

Tout comme pour les médiateurs pro-inflammatoires, les actions biologiques des SPM
en général et de la RvD1 en particulier sont stéréosélectives, médiées par l'activation de

récepteurs spécifiques.

A ce jour, deux récepteurs couplés & la protéine G (GPCR) ont été identifiés pour la
RvD1 ; le récepteur de la LXA4 ; ALX / FPR2 et le récepteur GPR32 ou DRV1 (figure 6). La
RvD1 interagit autant avec le ALX / FPR2 qu’avec le DRVI1, dépendamment de
I’environnement dans lequel elle se trouve. De fagon générale, elle active le DRV pour les
fonctions homéostatiques, tandis qu’elle interagit avec le ALX / FPR2 pour s’opposer aux

actions des neutrophiles dans les conditions inflammatoires [97].

3.2.1 ALX/FPR2

Le récepteur de la LXA4 qui fait partie de la superfamille des récepteurs formyle peptide,
est le premier récepteur des voies de résolution ayant ét¢ identifié. Il est présent sur plusieurs
types de cellules, notamment les leucocytes, les cellules épithéliales et endothéliales, les
fibroblastes et les macrophages [97]. 1l lie spécifiquement la LXA4, la RvD1, la RvD3 et leurs
épimeres ainsi que I’AnxAl [98].

L’activation des voies de signalisation en aval du récepteur dépend du ligand ainsi que
du type cellulaire. Par exemple, son activation par la LXA4 augmente le niveau de calcium
intracellulaire dans les cellules conjonctivales mais pas dans les neutrophiles humains. D’autre
part, la liaison de la protéine pro-inflammatoire, ’amyloide A sérique (SAA), qui entre en
compétition avec les SPM, active une cascade d'inflammation. En effet, I’activation du récepteur
ALX / FPR2 par les SPM entraine son homo- ou hétéro-dimérisation avec les récepteurs FPR1
et FPR3 (les deux autres membres de sa famille), a I’origine d’une cascade de signalisation en
aval, résultant entre autres en la régulation & la hausse de I'IL-10. A 1’opposé, son activation par

la SAA entraine la production de médiateurs pro-inflammatoires [99].
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3.2.2 GPR32 ou DRV1

Le récepteur GRP32 ou DRV1 est exprimé chez les leucocytes, sur le tissu artériel et
veineux, chez les cellules myéloides et chez les macrophages. Il lie la RvD1, la RvD3, la RvD5

et la LXA4 [100].

Son activation conduit a I’inhibition du chimiotactisme des macrophages induit par la
chimérine et la CCL2 (chemokine ligand 2). De plus, il régule la production des cytokines pro-
inflammatoires ; I’'IL-1p et I’IL-8. Chez les macrophages, son activation par la RvDl1, a été
associée a I'amélioration de l'efférocytose ainsi qu’a la suppression de I'expression de la p50, un

facteur important dans la signalisation de TNF-a [101].

L’implication de ces deux récepteurs dans les actions de la RvD1 a été mise en évidence
dans des cellules surexprimant le ALX / FPR2 et le GPR32 et traitées par le TNF-a et la RvD1.
Ces cellules ont montré une baisse de I’activité transcriptionnelle de NF-xB, ainsi qu’une
amélioration de I’efferocytose. L’inactivation de ces récepteurs, au contraire, atténue ces actions

[102].

Par ailleurs, chez des souris transgéniques surexprimant le ALX/ FPR2, le traitement par
la RvD1 a montré une réduction de 50% du recrutement des PMN, comparé aux souris témoins
[102]. De plus, des études métabololipidomiques des exsudats inflammatoires ont révélé que la
RvD1 induit une réduction significative des médiateurs pro-inflammatoires, notamment les PG

et la LTB4, chez les souris témoins, qui est complétement absente chez les souris déficientes en
ALX /FPR2.

Que ce soit via le ALX / FPR2 ou via le GPR32, les voies de signalisation de la RvD1
ne sont pas encore clairement identifiées. Certaines études rapportent 1’activation des voies de
signalisation PI3K/AKT et ERK 1/2, par la RvD1, dans un mod¢le inflammatoire de fibroblastes
pulmonaires. Dans ce modele, la RvD1 inhibe I’expression de la COX-2 ainsi que la production
des PG et des LT [103]. Les voies de transduction des signaux de la RvD1 via ses récepteurs
ALX/FPR2 et GPR32 passe également par les microARN (miR) notamment les miR-146b, miR-
208a et miR-219, largement impliqués dans les réponses inflammatoires [104, 105]. En effet,

I’activation de miR146b est associée a une répression de I’activité de NF-kB. Celle de miR-219
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est associée a I’inhibition de la 5-LOX et de la production de LT, tandis que le miR208a est
associé a la régulation de I’IL-10 [104].

RvD1 AT-RvD1 RvD1 AT-RvD1
RvD3 LXA, RvD3 LXA,
AT-LXA, AT-LXA, RvD5

ALX/FPR2 DRV1/GPR32
Cellules NK; Lymphocytes;
Lymphocytes; Neutrophiles;
Neutrophiles; Monocytes;
Epithélium des voies Macrophages

réspiratoires;
Epithélium intestinal;
Monocytes;
Macrophages

Figure 6. Récepteurs de la RvD1.

Les interactions entre la RvD1 ainsi que d’autres SPM avec leurs GPCR respectifs, sur les différentes
cellules cibles. Le ALX / FPR2 lie la RvD1, la LXA4 et leurs épimeres, ainsi que la RvD3. Le DRV1 lie
la RvD1, la LXA4 et leurs épimeéres, ainsi que la RvD3, la RvDS5. Adaptée de [106]
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3.3 Les effets biologiques de la RvD1

La RvDI est la mieux étudiée des RvD a ce jour. A Iinstar des autres SPM, elle posséde
la capacité d’inhiber D’infiltration de PMN et d’atténuer leur activation, d’accroitre la
phagocytose des macrophages ainsi que la clairance des cellules apoptotiques et bactériennes,

en plus de favoriser le phénotype de pro-résolution des macrophages. [97].

En outre, elle exerce des effets directs sur la réponse immunitaire adaptative, en agissant
sur les cellules B pour réduire la production d'immunoglobulines E [107], ou alors sur les
cellules T pour réguler diverses réponses, telles que la production de TNF-a [108]. Plus
important encore, la RvD1 régule la biosynthése des LT pro-inflammatoires et stimule la

synthése des LOX ainsi que des autres SPM [109].

Ces actions ont été mises en ¢vidence in vitro, mais aussi dans des modeles in vivo
portant sur plusieurs systémes de 1’organisme, ou la RvD1 a été active a des concentrations de

I’ordre du nano-molaire.

Quelques exemples non-exhaustifs d’études précliniques étayent le potentiel
thérapeutique de la RvD1. En effet, il a ét¢ démontré que la RvD1 réduit I'inflammation oculaire
[110-112], protege contre l'infarctus du myocarde [113] et atténue la douleur [114, 115]. Elle a
¢galement montré une protection rénale [116] et une amélioration de la cicatrisation des plaies
[117]. De plus, elle réduit la croissance tumorale et potentialise le traitement anticancéreux

[118].

Sur le systéme respiratoire, la RvD1 réduit I’inflammation des voies respiratoires [119-
122], ainsi que les réponses pulmonaires allergiques [123]. Dans les infections pulmonaires a
Pseudomonas aeruginosa, la RvD1, a 100 ng par souris, atténue ’infiltration des leucocytes
ainsi que les 1ésions pulmonaires. Par ailleurs, des études rapportent que les niveaux de la RvD1
et de la 17R-RvD1 sont plus élevés dans le plasma des patients tuberculeux par rapport aux

patients non tuberculeux, probablement en tant qu’une réponse de défense de 1’hdte [124].

Dans le systeme vasculaire, Fredman et al. [125] rapportent qu’un déséquilibre marqué
entre la RvD1 et les LT pro-inflammatoires en faveur de ces derniéres, est associé a une

inflammation vasculaire chez 'homme. Ces données ont été étayées par la mise en évidence de
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l'efficacité pharmacologique de la RvD1 chez des souris atteintes d'athérosclérose [125]. En
outre, dans un mode¢le d’endométriose, la RvD1 diminue la perméabilité vasculaire et diminue

la sévérité de I’hyperplasie vaginale [126].

D’autres études ont dévoilé ’effet analgésique de la RvDI1 dans le traitement de la
douleur inflammatoire en agissant en tant que puissants inhibiteurs endogenes des récepteurs
TRPV1 (transient receptor potentiel vanilloid type 1) et TRPAI1 (transient receptor potentiel
ankyrin type 1) [127, 128].

Enfin, dans un modéle murin d’obésité, Hellmann et al. [ 129] décrivent le réle important
de la RvD1 dans la régulation de l'inflammation dans les tissus adipeux par I’augmentation de

la production d'adiponectine et la diminution de I'[L-6.

Toutes ces propriétés et bien d’autres encore, témoignent du potentiel thérapeutique de
la RvD1 pour traiter un bon nombre de pathologies inflammatoires et infectieuses. Cependant,
il existe encore un manque important de données traitant de ses effets dans les maladies
ostéoarticulaires. De plus, le role de la RvD1 dans le métabolisme osseux est encore treés peu

documenté.

Le prochain chapitre portera essentiellement sur la physiopathologie ostéoarticulaire. Il
comportera une breve description de la structure et de la physiologie articulaire, avant d’aborder

deux principales pathologies touchant I’articulation, a savoir I’OA et la RA.
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4 L’inflammation, la résolution de I’inflammation et

I’articulation

4.1 Structure d’une articulation saine

L’articulation est la jonction entre deux os, elle a pour fonction de relier les os entre eux

assurant la mobilité du squelette.

Les diarthroses, par opposition aux amphiarthroses et synarthroses (articulations peu ou
pas mobiles) sont les articulations le plus fréquemment retrouvées dans 1’organisme (genou,
coude, hanche etc. ...) et sont typiquement constituées de tissu osseux, de tissu cartilagineux,
d’une membrane synoviale tapissant les cavités articulaires, de liquide synovial et de tissus
¢lastiques tels que les ligaments et les tendons. Nous nous attarderons a décrire successivement
les trois principales composantes, a savoir, le cartilage, 1’os sous-chondral et la membrane

synoviale (figure 7) [130].



Membrane Cartilage

synoviale hyalin
Capsule |

articulaire

Membrane
fibreuse

Cavité articulaire

Figure 7. Structure d’une articulation saine.

Le cartilage hyalin recouvre les extrémités osseuses et possede un role protecteur sur celles-ci. La capsule
articulaire est constituée de la membrane synoviale interne et de la membrane fibreuse externe. La
membrane synoviale est attachée sur les berges des surfaces articulaires, a la limite entre le cartilage et
l'os. Elle limite la cavité articulaire et sécréte le liquide synovial dans la cavité articulaire dont le rdle
essentiel est de lubrifier les surfaces articulaires. Adaptée de [130].

4.1.1 Le cartilage articulaire

Du fait de son importance fonctionnelle et des pathologies 1’affectant, le cartilage articulaire est
le tissu cartilagineux le mieux connu et le plus étudié. C’est un tissu hautement spécialisé, aux
propriétés mécaniques intéressantes. Interposé entre deux surfaces osseuses, il assure leur
glissement 1’une sur I’autre lors des mouvements, avec un minimum de friction. Sa structure
lubrifiée, a la fois élastique et résistante, lui confére un réle d'amortisseur. Elle lui permet

d’absorber les pressions et les chocs auxquels il est soumis [130, 131].
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D’un point de vue histologique, le cartilage est un tissu conjonctif ayant un aspect
translucide (hyalin), non vascularisé, dépourvu de circulation sanguine ou lymphatique et non
innervé. Ses apports en €nergie sont par conséquent dépendants du liquide synovial et de 1’os

sous-chondral [132].

Le tissu cartilagineux est formé d’un seul type cellulaire, les chondrocytes, éparses dans
une matrice extracellulaire (MEC) abondante et complexe. Elle est essentiellement composée
d’eau, de protéoglycanes et de collagéne en plus des macromolécules et des protéines. Les
constituants du cartilage s’organisent en une structure unique, hautement différenciée suivant
un ordre bien défini. C'est ainsi que quatre zones sont différenciées depuis la surface articulaire
jusqu'a l'os sous-chondral en fonction de leur composition, activité métabolique et propriétés
biomécaniques. La figure 8 montre la séparation entre la couche superficielle, la couche

intermédiaire ou transitionnelle, la couche profonde et la couche calcifiée [133].

La jonction entre les zones calcifiée et non calcifiée étant clairement marquée, elle
correspond au front de minéralisation. Cette jonction tres irréguliere et particulierement
résistante, est perforée par de rares vaisseaux venant des cavités de la moelle osseuse sous-

jacente [133].
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Collagéne de type II

Chondrocytes

Surface articulaire
(en contact avec la cavité synoviale)

Couche superficielle (ZoneI)
Couche transitionnelle (Zone II)

Couche profonde (Zone I11)

Ligne de séparation
(Tidemark)

Cartilage calcifié (Zone 1V)

Os sous-chondral

Os spongieux

Figure 8. Différentes couches du cartilage et de 1’os articulaires.

Les différentes zones composant le cartilage se séparent en : couche acellulaire qui recouvre la couche
superficielle (zone I); couche intermédiaire ou moyenne (zone II) composée de cellules rondes et plus
grandes; couche profonde (zone III). La ligne de démarcation la « tidemark » correspond au front de
calcification et délimite le cartilage calcifié. Enfin, le tissu osseux comprends I’os sous-chondral et 1’os
cortical [133].

4.1.1.1 Les chondrocytes

Unique type cellulaire du cartilage, les chondrocytes ne représentent qu’environ 1 a 5 %
du volume du cartilage adulte total. Ce sont des cellules mésenchymateuses, tres différenciées

et hautement spécialisées [131, 134].
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A I'é¢tat normal, les chondrocytes sont des cellules quiescentes qui ne se divisent que trés
peu et qui sont dépourvues de capacités de migration. En raison du caractére avasculaire du
cartilage, ils privilégient la voie de la glycolyse anaérobie pour leur métabolisme, 1’apport des

nutriments se faisant principalement par I’os sous-chondral ou le liquide synovial [135].

La principale fonction des chondrocytes est de synthétiser les constituants de la matrice
extracellulaire afin de maintenir I’homéostasie de la MEC. Ils assurent un €quilibre entre sa
synthése et sa dégradation, essentiel au cartilage. De plus, ils produisent et organisent tres
minutieusement la structure du cartilage en fibres de collagénes, protéoglycanes et molécules

non collagéniques [135].

4.1.1.2 La matrice extracellulaire

Composée principalement d’eau, de fibres de collageéne et de protéoglycanes. L’eau, la
composante la plus abondante (60-80 %) se répartit dans les espaces entre les protéoglycanes et
le collagéne et joue un role de transport de solutés et de lubrification articulaire. L’interaction
entre le collagene et le réseau de protéoglycanes assure la rigidité et la cohésion de la MEC [131,

133].

4.1.1.3 Le collagéne

Le collagene, dont 90 a 95 % est de type II, représente 40% a 70% du poids sec du
cartilage. Il s’agit d’un homotrimére formé de trois chalnes al identiques enchevétrées entre
elles et organisées en un réseau dense et dont la disposition varie de la superficie a la profondeur.
Le collagene est ainsi responsable de la rigidité du cartilage et joue un role fondamental dans le
maintien de la structure de la MEC. Les autres types de collagéne sont dits "mineurs", parmi

lesquels : le collagene de type I, IV, V, IX, X dont les fonctions sont tres variées [131, 133].

4.1.1.4 Les protéoglycanes

Au sein de ce réseau de collagéne, des macroagrégats de protéoglycanes hydrophiles
sont emprisonnés. Ils constituent environ 30 a 35% du poids humide du cartilage. Ils sont formés
par une protéine porteuse sur laquelle viennent se fixer des molécules de glycosaminoglycanes.
Ces monomeres appelés agrécanes se regroupent en macro agrégats en se liant sur un autre

glycosaminoglycane, 1’acide hyaluronique, pour former des polymeéres de protéoglycanes. En
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raison de leur pouvoir hydrophile, les protéoglycanes retiennent les molécules d’eau et mettent
sous tension les fibres de collagéne permettant la résistance aux pressions cycliques auxquelles

le cartilage est soumis [131].

La figure 9 illustre I’organisation du cartilage articulaire.

Collagéne type Il

Chondrocyte

Acide
hyaluronique

Matrice extracellulaire

Figure 9. Organisation de la matrice extracellulaire du cartilage.

Le chondrocyte synthétise et sécréte le collagéne de type Il et les protéoglycanes qui interagissent pour
former la MEC du cartilage. Le collagéne de type II est disposé dans la couche moyenne du cartilage
emprisonnant les protéoglycanes, eux-mémes attachés sur une longue molécule d’acide hyaluronique
[133].

4.1.2 L’os sous-chondral

Juste en dessous du cartilage articulaire se trouve une lame osseuse sous-chondrale. Elle
constitue une zone de transition entre le tissu cartilagineux et 1'os trabéculaire et joue ainsi un

role primordial dans l'amortissement des chocs en minimisant le stress mécanique du tissu
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cartilagineux. Il permet au méme titre que le cartilage calcifié de transformer les forces de

cisaillement en des forces de pression [131].

Contrairement au tissu cartilagineux, 1'os sous chondral est innervé et vascularisé et trés
perméable, permettant le transport des nutriments de la moelle osseuse au cartilage, ayant de ce

fait une fonction nutritive majeure [131, 132].

La matrice osseuse comprend une phase organique en plus d’une phase minérale. La
phase organique est composée a 90% de microfibrilles de collagene de type 1,
de protéoglycanes, ainsi que de 3 molécules impliquées dans la minéralisation de la matrice :
l'ostéocalcine, l'ostéopontine ainsi que l'ostéonectine. La phase minérale, quant a elle, est
constituée de cristaux d'hydroxyapatite (phosphate de calcium cristallisé) et de carbonates de
calcium. Les ions calcium et phosphates sont situés en surface de ces cristaux et participent a
des échanges rapides avec le liquide interstitiel et donc avec le courant sanguin. Ainsi, 1'os

contient 98 % du calcium de 'organisme [131].

Quatre principaux types cellulaires constituent ce tissu (figure 10): les cellules
bordantes, les ostéoblastes, les ostéocytes et les ostéoclastes. Les cellules bordantes sont des
ostéoblastes au repos. Certaines de ces cellules conservent un état quiescent tandis que d’autres
se redifférencient en ostéoblastes. Les ostéoblastes sont les cellules ostéoformatrices. Situées au
niveau des surfaces externe et interne du tissu osseux, ce sont les seules cellules de I’organisme
capables de synthétiser la matrice osseuse calcifiée a 1’origine de la rigidité a l'os. L’activité
ostéoformatrice des ostéoblastes s’achéve soit par leur apoptose ou alors par leur différenciation
en ostéocytes [131]. Les ostéocytes (90% de toutes les cellules osseuses), sont des cellules
osseuses dendritiques matures qui controlent les ostéoblastes et les ostéoclastes pour maintenir
I’homéostasie osseuse [136]. Enfin, les ostéoclastes sont impliqués dans le remodelage osseux
se produisant pendant la croissance, le développement ou la réparation de fractures.
Contrairement aux autres cellules osseuses qui sont dérivées de cellules fibroblastiques, les
ostéoclastes sont dérivés des monocytes circulants. Ce sont de grandes cellules multinucléées et
hautement mobiles, capables de se déplacer a la surface du tissu osseux d'un site de résorption
a un autre. L’équilibre de cette composition est essentiel a ’homéostasie des tissus osseux [17,

131, 132].
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Figure 10. Représentation des cellules osseuses.

Toutes les cellules sauf les ostéoclastes proviennent de la tige mésenchymateuse. Les cellules
mésenchymateuses se différencient en cellules ostéoprogénitrices, en ostéoblastes et enfin en ostéocytes
et en cellules tapissées. Les ostéoclastes proviennent des cellules progénitrices hématopoiétiques.
Adaptée de [131]

4.1.3 La membrane synoviale

La synoviale est le nom donné au tissu mou tapissant des cavités articulaires. Identique
aux autres tissus conjonctifs d’enrobement, elle est faite d’un mélange de fibres élastiques et de

tissus adipeux [133].

Constituée principalement de deux types cellulaires; les synoviocytes de type A
(macrophagiques) et les synoviocytes de type B (fibroblastiques), la membrane s’organise en
deux couches distinctes; la couche profonde fortement vascularisée et la couche superficielle

fibroblastique a 1’origine de la synthése de 1’acide hyaluronique [137].

La membrane synoviale constitue une barriere de filtration et de défense de I’articulation
et assure les échanges entre le liquide synovial et le sang. En outre, elle joue un role majeur dans
la nutrition et la trophicité du cartilage articulaire, principalement par le biais de la sécrétion du

liquide synovial [133, 137].
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Ce liquide correspond a un dialysat sélectif du plasma auquel manquent les protéines de
poids moléculaire élevé. Seules les petites molécules parviennent au cartilage par simple
diffusion ou imbibition favorisée par la mobilité de 1’articulation. Le liquide synovial est riche
en acide hyaluronique a ’origine de sa viscosité. Il a ainsi pour role de lubrifier les surfaces

articulaires et ainsi favoriser leur glissement lors des mouvements [137].

4.2 L’homéostasie articulaire

L’homéostasie articulaire désigne 1’équilibre entre la biosynthése ou 1’anabolisme et la

dégradation ou le catabolisme des tissus articulaires.

4.2.1 L’homéostasie du cartilage

Dans un cartilage mature tout est parfaitement autorégulé : la survie des chondrocytes,
I’équilibre synthése/destruction de la matrice, ainsi que son architecture. Le catabolisme est
assuré¢ par différentes familles de protéases dont les plus importantes sont les métalloprotéinases
matricielles (MMP). Principales enzymes impliquées dans la dégradation de la MEC, elles sont
capables de dégrader I’ensemble des protéines matricielles comme la fibronectine, le collagéne
de type 1I, les protéoglycanes, I’acide hyaluronique et la protéine matricielle oligomérique du
cartilage (COMP). Leur activité est ordinairement faible et augmente pendant les mécanismes
de réparation ou de remodelage, mais aussi dans les conditions pathologiques, telles que ’OA

ou la RA [138].

Outre les MMP, on retrouve les ADAM (a disintegrin and metalloproteinase) et
ADAMT (ADAM with a Thrombospondin motifs). Les ADAM peuvent cliver des cytokines, des
facteurs de croissance, des récepteurs ou des molécules d’adhésion. Les ADAMT dégradent les
protéoglycanes et les collagénes I, II et III et sont importantes pour la disposition normale du

collagene au sein de la MEC [138].

Certaines cytokines anaboliques classées en tant que facteurs de croissance interviennent
dans le maintien de I’intégrité du cartilage, essentiellement avec des fonctions de différenciation
des chondrocytes et de réparation du cartilage. Parmi eux, on note I’IGF-1, certains membres de
la famille du TGF-f, la protéine morphogénétique osseuse (BMP) ainsi que d’autres membres

de la famille du facteur de croissance des fibroblastes (FGF) [139-142].
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4.2.2 L’homéostasie de I’os

L’équilibre entre 1’érosion osseuse induite par les ostéoclastes et I’anabolisme osseux
assuré par les ostéoblastes est primordial & I’homéostasie osseuse. La résorption, suivie de la
formation du tissu osseux, s'effectue grace a des unités fonctionnelles de remodelage ou
ostéoclastes et ostéoblastes sont étroitement associés [143]. Sous l'action de facteurs
ostéorésorbants tels que I'nhormone parathyroidienne (PTH), la résorption osseuse est activée.
Elle débute par le recrutement des pré-ostéoclastes qui, une fois différenciés en ostéoclastes
fonctionnels sous l'effet de plusieurs facteurs de croissances tels que le M-CSF (macrophage
colony stimulating factor), enclenchent le cycle de résorption. Une fois la résorption terminée,
les ostéoclastes stimulent le recrutement des ostéoblastes qui initient la phase de formation

osseuse [144].

En plus du M-CSF, le RANKL (receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand),
son récepteur RANK et 1’ostéoprotégérine (OPG), jouent un role majeur dans la régulation de
I’activité des ostéoclastes et donc dans le remodelage osseux. Le RANKL stimule 1’activation,
la différenciation et 1’adhérence a I’os des ostéoclastes. Son récepteur le RANK, est présent
principalement sur les ostéoclastes et les cellules dendritiques. Son activation meéne a

I’expression de plusieurs genes spécifiques stimulant les ostéoclastes [145].

De son c6té, I’OPG est exprimée de fagon constitutive par une grande variété de cellules
dont les ostéoblastes. L’OPG exerce une action inhibitrice sur la différenciation et I’attachement
a I’os des ostéoclastes. Elle favorise également leur apoptose [146]. Par ailleurs, elle agit comme
un « decoy receptor » sur RANKL en empéchant sa liaison a RANK. Tel que la figure 11
I’illustre, les ostéoblastes ont donc la double fonction de recrutement des ostéoclastes par
I’expression a leur surface du RANK et d’inhibition de leur maturation par la sécrétion de
I’OPG. L’¢équilibre entre I’expression de ces deux médiateurs régit le remodelage osseux [144,

145].

La régulation de la masse osseuse par 1’axe RANK/RANKL/OPG dépend d’une
multitude de cytokines et hormones. La vitamine D, les glucocorticoides, la PTH, la PGE2, le

TNF-0, 'IL-1 et I’IL-6, entre autres, stimulent le RANKL. A 1’opposé, le TGF- et les
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cestrogénes accroissent la production d’OPG. Enfin, la calcitonine et le TGF- B peuvent agir

directement sur les ostéoclastes et les inhiber [147, 148].
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Figure 11. Mécanismes régulant la formation et la fonction des ostéoclastes.

Le RANKL associé¢ a la membrane des ostéoblastes se lie a son récepteur le RANK situé a la surface des
cellules des précurseurs des ostéoclastes. Cette interaction, avec le M-CSF, conduit a la formation
d’ostéoclastes fonctionnels. Les ostéoblastes sécretent également de I’OPG qui agit comme un récepteur
« leurre » pour RANKL, l'empéchant de se lier au récepteur RANK. Adaptée de [17]

Quand la balance entre le catabolisme et 1’anabolisme articulaire est bien équilibrée
I’homéostasie est bien préservée. Dans I’OA et la RA, ou encore dans I’ostéoporose, cet
¢quilibre se rompt en faveur d’un catabolisme accru et/ou un anabolisme insuffisant conduisant
a des processus de destruction de 1’os et du cartilage en plus de I'inflammation synoviale [149,

150].
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4.3 Les pathologies articulaires

4.3.1 L’arthrose

L’OA a pendant longtemps été considérée comme la conséquence directe de 1’usure et
de 1’érosion du cartilage articulaire. Or, cette définition a été lentement mais profondément
reconsidérée au cours des vingt dernieres années. Aujourd’hui, il n’est plus tout a fait juste de
qualifier I’OA comme une simple conséquence de I'usure du cartilage articulaire. C’est, a vrai
dire, une pathologie ostéoarticulaire multi-tissulaire impliquant [’ensemble des tissus
articulaires. Régie par des mécanismes physiopathologiques complexes ayant trait au cartilage,
a I’os sous-chondral, a la membrane synoviale et aux tissus adjacents, elle se manifeste par une
dégradation du cartilage, une sclérose osseuse sous-chondrale, une inflammation synoviale, un

relachement ligamentaire et un affaiblissement des muscles périarticulaires [151-153].

Bien que 1’¢étiologie de I’OA ne soit pas encore précisément établie, les manifestations
biologiques, morphologiques et cliniques sont similaires chez la plupart des patients. Elle affecte
généralement les articulations portantes comme celles des genoux, des hanches, du cou et de la
colonne vertébrale, mais aussi celles des mains et des doigts, le plus souvent de maniére non
symétrique. Cliniquement, elle se manifeste par une douleur chronique, une raideur et une

limitation des mouvements [151].

L’OA, ainsi que la douleur et I’instabilité articulaire qui en résultent, causent un handicap
et une invalidité majeurs chez les personnes atteintes et sont a I’origine d’un lourd tribut social

et économique [154].

4.3.1.1 Epidémiologie

Selon le rapport de I’ Alliance de I’ Arthrite du Canada (AAC), produit en automne 2011,
I’OA est la forme d’arthrite la plus courante. Elle touche plus de Canadiens que toutes les autres
formes d’arthrite combinées. Affectant environ un adulte Canadien sur huit, soit 13% de la
population avec une prévalence plus élevée chez les femmes que chez les hommes, ¢’est en effet

I’une des maladies chroniques les plus répandues [154].
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En raison de I’espérance de vie croissante, de l'activité physique réduite, des taux élevés
d’obésité et du manque d'acces aux soins de santé en temps opportun, le nombre de personnes
qui en souffriront est appelé a croitre au cours des prochaines décennies. Les études estiment a
pres de 5 millions les Canadiens qui en sont actuellement atteints et a plus de 10 millions ceux

qui le seront vers 1’an 2035, soit une personne sur quatre ou un nouveau diagnostic d'OA toutes

les 60 secondes [154].

4.3.1.2 Retentissement socio-économique

Quelle que soit la cause de ’OA, son impact social et économique est bien accepté par
tous. En effet, bien qu’elle ait souvent été décrite comme une maladie invisible, I’OA est
considérée comme ’une des causes majeures d’invalidité au monde [155, 156]. Son impact
significatif sur I’invalidité a long terme et sur la force de travail canadienne ne peut étre ignore.

Son fardeau aussi bien en terme social qu’économique doit étre souligné.

Selon I’AAC, ce fardeau a été estimé en 2010, a 27,5 milliards de dollars en cofts directs
et indirects des soins de la santé, a 195 milliards de dollars en 2015 et devrait atteindre 400

milliards de dollars en 2020 [154].

4.3.1.3 Facteurs de risque

L’OA peut étre décrite de diverses manieres en se basant sur des observations cliniques
et radiographiques. Cependant, il existe peu de preuves scientifiques concordantes sur
I’étiologie de cette pathologie. On peut toutefois classer I’OA sous deux différentes formes.
L’OA primaire ou idiopathique ayant une forte composante héréditaire et ’OA secondaire,

autrement appelée OA post-traumatique, faisant généralement suite a des insultes articulaires.

L'OA primaire et secondaire semblent avoir différentes origines, néanmoins plusieurs
facteurs de risque contribuant a leur apparition et a leur développement ont été fermement
identifiés. Ils peuvent étre scindés en facteurs de risque non modifiables tels que 1’age, le sexe,
la génétique et la race, entre autres, et en facteurs modifiables tels que le surpoids, le stress

mécanique et le mode de vie, entre autres [155-157].
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4.3.1.4 Physiopathologie

Bien que 1’étiologie de I’OA ne soit pas encore clairement définie, il est actuellement
bien reconnu que les bases physiopathologiques de I’OA vont au-dela de la simple « usure du
cartilage ». Plusieurs études ont montré que bien que la destruction du cartilage soit la
composante majeure influengant la progression irréversible de I’OA, le remodelage de 1’os sous-
chondral ainsi que I’inflammation synoviale sont des composantes tout aussi critiques [152],

leur intensité étant fortement corrélée au pronostic de la maladie [158, 159].

Au niveau du cartilage, un catabolisme accru et /ou un anabolisme insuffisant peut étre
induit par le stress mécanique, les cytokines inflammatoires ou tout autre facteur prédisposant
cité ci-haut. Il se produit alors une activation inflammatoire caractérisée par la production de
cytokines pro-inflammatoires particulierement I’IL-1 et le TNF-a, d’enzymes protéolytiques
et particulierement la MMP-13, de PG notamment la PGE2, de la COX-2, du monoxyde d’azote
(NO) et des ROS [160, 161]. Tout ceci résulte en une perte considérable des protéoglycanes et
une dégradation du réseau de collagéne conduisant a la dégénérescence du tissu cartilagineux

[160, 162].

Par ailleurs, le remodelage de 1’os sous-chondral s’accélére avec une augmentation des
os ostéoides et une réduction de la minéralisation osseuse conduisant a 1’épaississement des

extrémités osseuses et la formation marginale d’ostéophytes [159].

D’autre part, la membrane synoviale peut étre le siege de phénomenes inflammatoires
complexes. Il aura fallu une décennie avant que la synovite ne soit acceptée comme une
caractéristique essentielle de I’OA. La membrane synoviale arthrosique est caractérisée par une
infiltration de leucocytes et une synthése accrue de chimiokines, de cytokines et de MMP

entretenant la réaction inflammatoire et le catabolisme articulaire [163].

4.3.1.5 Inflammation et arthrose

Initialement non reconnue, la composante inflammatoire a 1’origine des symptomes
communs de I’OA est maintenant bien affirmée. Elle peut étre a 1’origine, mais peut également
étre une conséquence d’un métabolisme articulaire défaillant. Dans tous les cas, elle est

retrouvée a la fois aux stades précoces et avancés de la maladie [164].
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4.3.1.5.1 Role des cytokines pro-inflammatoires

Les cytokines pro-inflammatoires les plus incriminées dans la pathogénese de I’OA

semblent étre I’'TL-1f et le TNF-a [165].

L'IL-1PB induit ’expression génique des MMP et des ADAMT et est fortement associé,
en plus de la MMP-1, la MMP-3, la MMP-8 et la MMP-13 a la dégradation de la MEC [166].
En outre, ’'IL-1 B et le TNF-a induisent la synthése de la PGE2 en stimulant 1’expression
génique et ’activité¢ de la COX-2 ainsi que de la PGE synthase-1 microsomale (mPGES-1) et
régulent positivement la production du NO par la monoxyde d’azote synthase inductible (iNOS).
IIs peuvent également induire d'autres cytokines et chimiokines pro-inflammatoires ainsi que
leur propre synthése. Dans les chondrocytes arthrosiques, ces effets sont médiés par 1’activation

de certaines voies de signalisation, notamment celles de NF-kB et MAPK [160, 167].

En effet, plusieurs études décrivent les rdles de 1'IL-1P et de TNF-a dans la pathogenése
de I'OA. Par exemple, I’expression du récepteur p55 du TNF-a a ét¢€ associée a des sites de perte
de protéoglycanes dans le cartilage humain arthrosique [168]. En outre, 1’augmentation de
I'expression du récepteur de 1'IL-1B est associée a une production accrue de MMP par les
chondrocytes arthrosiques in vitro [169]. Enfin, Glasson et al. [170] ont rapporté que des souris
transgéniques IL-1B -/~ ne développent pas ’OA dans un modeéle d'instabilité du ménisque

induite par chirurgie.

4.3.1.5.2 Role des cytokines anti-inflammatoires

Les cytokines anti-inflammatoires occupent également une place importante et
s’opposent a 1’action des cytokines pro-inflammatoires. L'TL-4, 1'TL-10 et I'l[L.-13 semblent étre
les principales cytokines anti-inflammatoires impliquées dans I'OA. Elles inhibent la production
des cytokines pro-inflammatoires et des MMP. De plus, 1'IL-4 inhibe la synthese de la PGE2,
de la COX-2 et de I’iNOS [171, 172], I'lL-10 stimule la synthése du Collageéne de type II et de
l'aggrécan [173]. Enfin, 1'[L-13 augmente la production de 1’antagoniste du récepteur de I’'IL-1

(IL-1Ra) [165].
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4.3.1.5.3 Role de la COX-2 et de la PGE2

A Dinstar des cytokines, la COX-2 et la PGE2 jouent un réle important dans les réactions
inflammatoires dans I’OA. En effet, des niveaux protéiques de COX-2 et de PGE2, au moins 50
fois plus ¢élevés, sont retrouvés dans le cartilage et dans la synoviale humains arthrosiques par
rapport aux tissus sains [174, 175]. La PGE2 contribue au catabolisme articulaire par I’inhibition
de I’expression du collagéne, 1’activation des MMP mais aussi par la potentialisation de la

résorption osseuse en stimulant 1'activité des ostéoclastes [176, 177].

4.3.1.5.4 Role des MMP

Tel que discuté dans la section précédente, les MMP ont un rdle direct dans le
catabolisme du cartilage et contribuent notablement a la pathogénése de ’OA. En effet, la
synoviale et le cartilage des patients souffrant d'OA montrent une activité exacerbée de plusieurs
MMP, la MMP-13 étant la principale enzyme impliquée dans la dégradation du collagene de
type II [178]. En réponse a cette activité aberrante, il se produit une activation de la syntheése
des inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases (TIMP) qui est néanmoins insuffisante pour

neutraliser les actions cataboliques accrues des MMP [160].

4.3.1.5.5 Role du NO

Les niveaux plus ¢élevés de NO retrouvés dans les liquides synoviaux humains des
patients atteints d’OA renseignent sur le role important que joue ce médiateur dans la maladie
[179]. La libération du NO conduit a la formation du radical peroxynitrite a 1’origine de réponses
pro-apoptotiques et pro-inflammatoires des chondrocytes [180]. Dans ces cellules, le NO est
non seulement cytotoxique, mais exerce en plus un effet catabolique majeur [181, 182].
L’inhibition de I’'iNOS et donc de la production du NO, est a I’origine d’une diminution
significative de la production de facteurs cataboliques tels que MMP et le peroxynitrite, ainsi

qu’une suppression marquée de la destruction du cartilage [183, 184].

4.3.1.5.6 Role du stress oxydatif

Le stress oxydatif, a son tour, contribue de fagon majeure dans la pathogenese de I’OA.
Certaines études montrent que la diminution concomitante de la réponse antioxydante

protectrice dans l'articulation conduit a I’apoptose des chondrocytes par activation des caspases
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[185]. A I’inverse, le traitement du cartilage avec un agent antioxydant a montré un effet
protecteur contre les effets induits par le stress oxydatif sur la sénescence et le

dysfonctionnement des chondrocytes et donc sur les 1ésions du cartilage [186].

4.3.1.6 Prise en charge thérapeutique de ’OA

En dépit de sa fréquence dans la population, les modalités thérapeutiques de ’OA se
limitent a des traitements pharmacologiques symptomatiques ou a la chirurgie lorsque la qualité
de vie des patients est altérée. Les objectifs des traitements pharmacologiques sont de maitriser
la douleur et d’optimiser la mobilité et la capacité fonctionnelle et ainsi améliorer la qualité de
vie [187].

Les mesures non pharmacologiques reposent sur les reégles hygiéno-diététiques avec
deux piliers essentiels: la pratique de I’activité physique et la bonne hygi¢ne alimentaire.

La prise en charge pharmacologique consiste en l'utilisation d'analgésiques par voie
topique (AINS topiques), d’analgésiques par voie systémique (I’acétaminophene, les AINS et
les antalgiques opioides faibles), ainsi que des agents par voie injectable (infiltrations intra-

articulaires de corticoides ou d’acide hyaluronique), telle que décrite au tableau II1.

Par ailleurs, les produits de santé naturels qui auraient un intérét dans la prise en charge
de I’OA sont principalement la glucosamine, la chondroitine et le collagéne hydrolysé.
Actuellement, les données sur les bénéfices de la supplémentation en glucosamine et en
chondroitine, seules ou en association, ne sont toujours pas concluantes. En effet, malgré
I’existence d’études cliniques montrant que la chondroitine et la glucosamine offrent un bon
profil d’innocuité et d’efficacité chez des patients atteints d’OA [188, 189], de nombreuses
revues systématiques et méta-analyses n'ont démontré aucun bénéfice de la glucosamine et / ou
de la chondroitine exogenes pour le traitement de I’OA [190-194]. 1l va de méme pour le
collagéne hydrolysé [195]. Ces produits ne sont donc pas recommandés pour le traitement de
I’OA par manque de données. Cependant, les patients qui prennent ces suppléments et qui ont
constaté des améliorations ne doivent pas cesser de les prendre du fait que ces suppléments sont

sans danger a prendre a long terme [196].
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Rappelons qu’il n’existe a I’heure actuelle aucun traitement pour renverser la

progression ou guérir I’OA [197].

Le traitement chirurgical est envisagé en dernier recours lorsque la qualité de vie des

patients se dégrade malgré un traitement antalgique bien mené. Il consiste a remplacer, de

manicre partielle ou totale, I’articulation endommagée par un matériel synthétique [187].

I existe de ce fait un besoin non encore satisfait en nouvelles thérapies visant a ralentir

et a arréter la dégradation du cartilage, voire induire une régénération des tissus.

Traitements

pharmacologiques

o AINS topiques

Traitements locaux
o Infiltration de cortisone

et d’acide hyaluronique

o Acétaminophene

Traitements

.. o AINS
systemiques

o Antalgiques opioides

faibles

Traitements non

pharmacologiques

Physiothérapie

Canne, genouilleéres, semelles

plantaires

Chirurgie

Exercices

Hygiéne alimentaire

Tableau III. Stratégies thérapeutiques de I’OA
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4.3.2 L’arthrite rhumatoide

La RA est une maladie inflammatoire systémique, auto-immune et chronique. Pouvant
affecter toutes tranches d’age, elle se caractérise par une inflammation importante de la
synoviale et une destruction majeure et irréversible des tissus articulaires. Se manifestant le plus
souvent au niveau des poignets et des doigts, d’autres articulations peuvent étre touchées comme

les pieds et les orteils, les genoux, les hanches, le cou, les coudes et les épaules [189-191].

L’arthrite se traduit par une ankylose et une douleur articulaire et évolue en poussées
entrecoupées de rémissions. Etant une maladie inflammatoire par excellence, ses symptomes
sont plus volontiers présents le matin [190, 191]. Au fil de son évolution, la RA conduit a
des déformations articulaires mais aussi a des atteintes extra-articulaires pouvant toucher les
systémes cardiovasculaire, pulmonaire, rénal et nerveux. Enfin, la RA est malheureusement

associée a une forte baisse de 1’espérance de vie [189, 192].

4.3.2.1 Epidémiologie

Selon le rapport de I’AAC publié¢ en automne 2011 [154], la RA est le plus fréquent des
rhumatismes inflammatoires chroniques. Elle affecte environs 1% de la population mondiale,

avec un ratio femme : homme de 3:1.

4.3.2.2 Retentissement socioéconomique

Selon ce méme rapport [154], les colts de la RA estimés en 2011 étaient de plus de 2
milliards de dollars en dépenses de santé directes et a plus de 3 milliards de dollars en cofts
indirects. Ces dépenses devraient atteindre cumulativement preés de 95 et de 163 milliards de

dollars, respectivement, d’ici 1’an 2040.

4.3.2.3 Facteurs de risque

Bien que son étiologie exacte demeure inconnue, il est largement admis que la RA est
une pathologie multifactorielle, impliquant plusieurs facteurs de risques. La composante
génétique est assez importante, méme si I’incidence chez les jumeaux homozygotes n’est que
de 10-15%. Les geénes les plus incriminés sont ceux du complexe majeur

d’histocompatibilit¢ (CMH) impliqués dans la présentation des antigénes du soi au systéme
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immunitaire. Par ailleurs, 1’age semble étre un facteur prédisposant, le pic d’apparition de la
maladie se situant vers 45 ans. En outre, la maladie est deux a trois fois plus fréquente chez les
femmes que chez les hommes, ce qui suggere que le sexe peut influencer I’apparition de la
maladie. Enfin, certaines études suggeérent que la fumée de tabac joue un role trés important. En
effet, la RA est plus fréquente, plus grave et répond moins au traitement chez les fumeurs [193,

194].

4.3.2.4 Physiopathologie

La RA est une maladie systémique aux caractéres inflammatoire et auto-immun
particuliers. Bien que les connaissances sur sa pathogénése aient progressé¢ de manicre
importante au cours des dernieres années, les mécanismes déclenchant le processus
pathologique de la RA restent mal identifiés. Une réponse inflammatoire aberrante, des
autoantigenes des composants articulaires comme le collagene de type 11, ou encore des peptides
exogenes issus de bactéries ou de virus, seuls ou associés aux facteurs prédisposants cités plus
haut, peuvent étre les ¢léments déclencheurs [189, 195]. Des réponses immunitaires innées et
acquises sont alors activées et conduisent a la formation du pannus, soit une prolifération
pseudo-tumorale du tissu synovial. C’est la Iésion élémentaire responsable de la destruction des

tissus articulaires [196-198].

La synoviale normale est une structure paucicellulaire, en revanche, la synovite
rhumatoide est infiltrée par de nombreuses cellules comprenant principalement des

macrophages ainsi que des lymphocytes T et des lymphocytes B [198, 199].

4.3.2.4.1 Role des macrophages

Tel que développé dans le chapitre 1, les macrophages sont au cceur de la
physiopathologie de l'inflammation, particulierement dans la RA. Ils sont abondants dans la

membrane synoviale et a la jonction cartilage-pannus [200].

Dans la RA, les macrophages sont activés et surexpriment des cytokines pro-
inflammatoires et des facteurs de croissance, tels que I’IL-1, I’IL-6, I’'IL-10, I’'IL-13 et le M-
CSF ainsi que des agents chimio-attractants comme I’IL-8 et la MCP-1 en plus des MMP et sont
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les principaux producteurs du TNF-a. Enfin, les macrophages contribuent également a la

progression de la maladie en produisant des ROS et des NOS [199, 201].

Par ailleurs, ils induisent une infiltration de lymphocytes T via la présentation de
l'antigeéne. Cette action peut déclencher une infiltration subséquente de cellules B et la
production d'immunoglobulines, ainsi que la sécrétion d’autres facteurs qui auront des effets

rétroactifs positifs sur les macrophages et les fibroblastes [202, 203].

En plus de leur role central dans l'inflammation, les macrophages sont a l'origine de
I'érosion osseuse pathologique de la RA en raison de leur différenciation excessive en

ostéoclastes par I’action de RANKL et M-CSF, renforcée par le TNF-a, I’IL-6 et I’'IL-1 [203].

L’importance des macrophages dans la RA est reflétée par la corrélation entre la
progression radiologique de la destruction articulaire et le degré d'infiltration des macrophages
synoviaux [204]. De plus, I'épuisement des macrophages a des effets bénéfiques chez les

modé¢les animaux de RA [205].

4.3.2.4.2 Role des lymphocytes T

Les lymphocytes T jouent un rdle crucial dans la pathogénése de la RA. Les
macrophages interagissent in situ avec les lymphocytes T en leur présentant des peptides
antigéniques associés aux molécules du CMH. Les lymphocytes T se différencient alors en Thl
qui participent a I’activation et a ’entretien de la réaction immunitaire en produisant I’'ITFN-y,
I’IL-2 ou I’IL-17 [206]. L’importance des lymphocytes T dans la pathogénése de la RA est
¢tayée par les niveaux €levés de lymphocytes T activés et mémoires dans les liquides synoviaux
des patients RA [207]. De plus, des études ont montré que les cellules T humaines activées
expriment RANKL et peuvent induire une ostéoclastogénése a partir de monocytes
périphériques [208], laissant croire a I’existence d’'un mécanisme unificateur entre l'activation
des cellules T, la production de cytokines, l'activation des ostéoclastes et la destruction

articulaire.

4.3.2.4.3 Role des lymphocytes B

De leur c6té, les lymphocytes B interviennent autant dans la présentation antigénique et

I’activation des lymphocytes T que dans la production de cytokines comme le TNF-a ou I’IL10.
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D’autre part, et surtout, les lymphocytes B produisent des auto-anticorps tels que le facteur
rhumatoide (RF) ou les anticorps anti-protéines citrullinées. Ces derniers sont

pathognomoniques de la maladie et participent aux mécanismes Iésionnels de la RA [209].

4.3.2.4.4 Role des ostéoclastes et de RANKL

La RA est marquée par des érosions osseuses focales, une ostéoporose périarticulaire,
en plus d'une perte osseuse généralisée [210, 211]. Chez les individus en bonne santé, la
résorption osseuse par les ostéoclastes est compensée par la formation osseuse ostéoblastique,
tandis que dans la RA 1'activité des ostéoclastes est induite de maniére chronique [211-213]. En
effet, la destruction osseuse chez les rats arthritiques a été fortement corrélée a I’augmentation
du nombre d'ostéoclastes [214]. De plus, dans le modele de l'arthrite induite par 1’adjuvant, le
RANKL est exprimé a la surface des cellules T synoviales isolées au début de l'arthrite et induit
I’€érosion osseuse par 1’activation des ostéoclastes. L'inhibition de RANKL via I’OPG supprime,

au contraire, la perte de la densité minérale osseuse dans les articulations de ces animaux [215].

4.3.2.4.5 Role des cytokines inflammatoires

L’activation immunitaire intense est a 1’origine d’une production excessive de cytokines
pro-inflammatoires. Beaucoup d’études appuient I’implication des cytokines dans Ia
pathogénése de la RA. Le TNF-q, I’'IL-1p et I’'IL-6 ayant particuliérement été soulignés, agissent
sur différentes cellules immunitaires et composantes articulaires et constituent les cytokines clés
de l’inflammation et la dégradation articulaire, observées dans la RA [216, 217]. Leur
neutralisation par des thérapies ciblées, permet d’une part, d’inhiber la réaction inflammatoire
et d’autre part, de controler la destruction ostéoarticulaire, appuyant ainsi leur réle non

seulement dans les processus inflammatoires mais aussi dégénératifs de la maladie [218, 219].

4.3.2.5 Prise en charge thérapeutique de la RA

Comme pour I’OA, les mesures non pharmacologiques sont de regle, reposant
principalement sur 1’activité physique ainsi que sur I’hygiéne alimentaire.
Les traitements pharmacologiques comprennent schématiquement: les traitements

symptomatiques (antalgiques et AINS) et les antirhumatismaux modificateurs de la maladie
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(ARMM). Ces derniers comportent les ARMM conventionnels et les ARMM biologiques
(tableau 1V); I’objectif thérapeutique de 1’un ou de 1’autre étant de ralentir la progression de la

maladie et d’atténuer 1’inflammation et la douleur [43, 220, 221].

Bien que les vingt derniéres années aient connu un essor considérable de traitements par
ces agents, la réelle preuve de leur efficacité n’est seulement observable que sur environ la
moitié¢ des patients. De plus, ces traitements, souvent de longue durée, sont assez coliteux (des
dizaines de milliers de dollars par patient par année) et ont des effets secondaires lourds et

difficiles a maitriser [222-224]. Il y a de ce fait un besoin urgent d’améliorer la prise en charge

et la thérapie de la RA.
Traitements Traitements antirhumatismaux modificateurs de la maladie
symptomatiques (ARMM)
ARMM conventionnels ARMM biologiques
o Acétaminophene o Méthotrexate o Inhibiteurs du TNF-a, ex :
o AINS o Hydroxychloroquine etanercept, et infliximab
o Antalgiques o Sulfalazine o L’inhibiteur du récepteur de 1'[L-

opioides faibles . 6 : tocilizumab.
P o Léflunomide o L’inhibiteur de la voie de
o Sels d’or costimulation des lymphocytes :

o Minocycline abatacept

o L’anticorps monoclonal anti-

o D-pénicillamine ~OR
lymphocytes B : rituximab

o Azathioprine o
‘ o L’inhibiteur du récepteur de I'IL-
o Cyclosporine 1: anakinra

o L’inhibiteur des Janus Kinases :
tofacitinib

Tableau IV. Traitements pharmacologiques de la RA [220, 225].
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4.4 La résolution de I’inflammation et les pathologies articulaires

L’impact de l'échec de la résolution de I’inflammation sur ’apparition et /ou le
développement des maladies inflammatoires, et plus particulierement articulaires, est une notion
qui ne peut étre précisément apprécié¢e a I’heure actuelle [56]. Néanmoins, on peut affirmer
qu’une résolution défaillante contribue en grande partie a la physiopathologie de ces maladies.
Au niveau articulaire, ceci a été étudié par quelques équipes de recherche. D’abord les
nombreuses études rapportant les bienfaits de la supplémentation en AG ®-3 chez les patients
atteints de RA ou d’OA [64, 65, 68]. Ensuite, celles mettant en évidence I’implication des
enzymes ou des récepteurs de la résolution dans 1’apparitions et /ou la prévention des Iésions
articulaires [70, 71]. D’autres rapports soulignent I’implication des SPM au niveau articulaire.
Citons a titre d’exemple, I’étude de Barden et al. [84] qui ont constaté que, dans les liquides
synoviaux articulaires des patients souffrant d'arthrite, les concentrations élevées de RvE2 sont
associées a des scores plus faibles de douleur. Ou encore, 1’é¢tude de Norling et al. [93], qui
montre que la 17 (R)-RvD1, réduit l'infiltration des leucocytes au niveau articulaire et améliore
les signes cliniques de la RA dans le modele K/BxN chez la souris. Ils ont en outre démontré
une protection contre la dégradation du cartilage in vitro. Par ailleurs, Lima-Garcia et al. [226]
ont indiqué que la 17 (R) -RvD1 a également des effets positifs contre la douleur dans un modéle
de douleur arthritique induite par I’administration intra-plantaire de 1’adjuvant complet de
Freund. Enfin, le traitement intra-articulaire avec la RvD1 ralenti la progression de I'OA du
genou dans un modele d’OA associée a l'obésité chez la souris. Il diminue ’infiltration de
macrophages dans la synoviale et atténue la gravité de la synovite ainsi que de la dégradation
du cartilage [227]. Toutefois, malgré les avancées réalisées par ces études, d’autres recherches
demeurent nécessaires afin de mieux apprécier I’implication des médiateurs pro-résolutifs dans

la pathogénie articulaire.
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Hypothéses du projet de recherche

Exploiter les concepts et les mécanismes de résolution de l'inflammation est une
approche innovante pour le traitement des pathologies inflammatoires. Cette nouvelle avenue
pourrait aider a répondre aux besoins thérapeutiques non satisfaits des maladies inflammatoires,
notamment celles affectant I’articulation. De plus, le rdle proactif que joue la RvD1 dans le
contrdle des processus inflammatoires excessifs, mais aussi dans la promotion de la régénération
de divers tissus de I’organisme, est indéniable. Toutefois, un manque de données considérable

existe sur ses effets sur les composantes articulaires.

Devant le manque de données dans la littérature face aux propriétés de la RvD1 sur le
métabolisme ostéoarticulaire, nous voulons clarifier ses propriétés protectrices a ce niveau.
Nous avons alors émis I’hypothése que la RvD1 exercerait de puissants effets de résolution
de l'inflammation sur les processus majeurs impliqués dans la physiopathologie
articulaire. De plus, compte tenu des résultats préliminaires in vitro démontrant les effets
positifs de la RvDI1 sur le cartilage, nous voulons étudier ses actions sur le tissu osseux. Nous
avons émis I’hypothése que la RvD1 aurait un effet d’inhibition de la résorption osseuse.
Les résultats positifs des premicres expériences, justifiant I’étude de I’implication de la RvD1
dans la protection des tissus articulaires in vivo, notre troisiéme hypothéese stipule que les effets
positifs de la RvD1 observés in vitro et ex vivo seraient reproduits in vivo dans un modéle
murin de RA en limitant les lésions articulaires, principalement la dégradation du

cartilage et la résorption osseuse.



Objectifs du projet de recherche

Objectif général

Etudier les effets pro-résolutifs de la RvD1 sur l'inflammation et la dégradation des tissus

articulaires.
Objectifs spécifiques

1- Evaluer les effets de la RvD1 sur la régulation des médiateurs principaux impliqués dans
I’inflammation, le catabolisme, 1’apoptose et le stress oxydatif des chondrocytes
arthrosiques humains, in vitro. Ces médiateurs incluent la COX-2 et son produit la PGE2,
I’INOS et son produit le NO, et la MMP-13, en plus des caspase-3 et -9, de la lactate
déshydrogénase (LDH), de la Bcl-2, de I’AKT et du glutathion réduit (GSH).

2- Etudier les effets de la RvD1 sur le recrutement et I’activation des ostéoclastes in vitro, ainsi
que sur la résorption de la matrice osseuse ex vivo, en évaluant I’expression de TRAP
(Tartrate-Resistant Acid Phosphatase) et de la cathepsine K, ainsi que celle des cytokines

pro- et anti-inflammatoires, de méme que celle de RANKL.

3- Etudier les effets de la RvD1 sur les tissus articulaires in vivo, dans le modéle CAIA chez la

souris.
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Résumé de Particle 1 en francais

Le réle de la résolvine D1 dans la régulation des médiateurs inflammatoires et

cataboliques impliqués dans I'arthrose

La RvD1, un dérivé des AG w-3, a montré des propriétés remarquables dans la résolution
de I’'inflammation ainsi que dans la réparation et la préservation de 1’intégrité tissulaire. Dans
cette étude, nous évaluons les effets de la RvD1 sur les processus majeurs impliqués dans la
physiopathologie de I’OA. Les niveaux de la RvDl ont été mesurés par dosage
immunoenzymatique dans les liquides synoviaux des genoux provenant du modele expérimental
d’OA chez le chien, obtenus d’une étude antérieure. Les chondrocytes arthrosiques humains ont
¢été traités avec 1 ng/ ml d'TL-1PB ou avec 20 uM de HNE, en présence ou non de concentrations
croissantes de RvD1 (0 a 10 uM). La viabilité cellulaire était évaluée par le test 3- (4,5-diméthyl-
thiazoyle)-2,5-diphényl-SH-tétrazolium-bromure. Les médiateurs de I'inflammation, du
catabolisme et de 1'apoptose ont été déterminés par dosage immuno-enzymatique, Western blot,
et gPCR. Le GSH a été évalu¢ par un kit commercial. L'activation de la MAPK et de NF-xB a
été évaluée par Western blot. Nous avons montré que les niveaux de la RvD1 sont plus élevés
dans les liquides synoviaux des articulations arthrosiques par rapport aux articulations saines.
Sur les chondrocytes arthrosiques humains, nous avons démontré que les doses utilisées de la
RvD1 ne sont pas toxiques pour les cellules. Par ailleurs, la RvD1 inhibe I’expression de la
COX-2, de la PGE2, de I'iNOS, du NO et de la MMP-13, induite par I'lL-1p. L’étude des voies
de signalisation a révélé que la RvD1 s’oppose a 1'activation de NF-kB/p65, p38/MAPK et INK
1/2, induite par 'IL-1B. De plus, elle prévient I’apoptose cellulaire et le stress oxydatif induits
par le HNE, tel qu’indiqué par l'inactivation des caspases, 1'inhibition de libération de la LDH
et ’augmentation des taux de la Bcl-2 et de I’AKT, ainsi que du GSH. Il s’agit de la premiére
étude in vitro démontrant l'effet bénéfique de la RvD1 dans I'OA. Les propriétés démontrées de
la RvD1 sur les nombreux facteurs impliqués dans la pathogenese de I'OA, fait d’elle un agent

thérapeutique potentiel pour le traitement et la prévention de la maladie.
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ABSTRACT

OBJECTIVE AND DESIGN: Resolvin D1 (RvDI1), an omega-3 fatty acid derivative, has
shown remarkable properties in resolving inflammation, promoting tissue repair and preserving
tissue integrity. In this study, we investigated RvD1 effects on major processes involved in
osteoarthritis (OA) pathophysiology.

MATERIALS AND METHODS: Human OA chondrocytes were treated with either 1 ng/ml
interleukin-1p (IL-1B) or 20 uM 4-hydroxynonenal (HNE), then treated or not with increased
concentrations of RvD1 (0-10 uM). RvD1 levels were measured by enzyme immunoassay in
synovial fluids from experimental dog model of OA and sham operated dogs obtained from our
previous study. Cell viability was evaluated by 3-(4,5-dimethyl-thiazoyl)-2,5-diphenyl-SH-
tetrazolium bromide assay. Parameters related to inflammation, catabolism and apoptosis were
determined by enzyme-linked immunosorbent assay, Western blotting, and quantitative
polymerase chain reaction. Glutathione (GSH) was assessed by commercial kit. The activation of
mitogen-activated protein kinases (MAPKSs) and nuclear factor-kappaB (NF-«B) pathways was
evaluated by Western blot.

RESULTS: We showed that RvD1 levels were higher in synovial fluids from OA joint compared
to controls. In OA human chondrocytes, we demonstrated that RvD1 was not toxic up to 10 uM
and stifled IL-1B-induced cyclooxygenase 2, prostaglandin E2, inducible nitric oxide synthase,
nitric oxide, and matrix metalloproteinase-13. Our study of signalling pathways revealed that
RvD1 suppressed IL-1B-induced activation of NF-xB/p65, p38/MAPK and JNK'2. Moreover,
RvDI1 prevented HNE-induced cell apoptosis and oxidative stress, as indicated by inactivation of
caspases, inhibition of lactate dehydrogenase release, and increased levels of Bcl2 and AKT, as
well as GSH.

CONCLUSION: This is the first in vitro study demonstrating the beneficial effect of RvD1 in
OA. That RvD1 abolishes a number of factors known to be involved in OA pathogenesis renders

it a clinically valuable agent in prevention of the disease.
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INTRODUCTION

Osteoarthritis (OA) is a common, degenerative and irreversible osteo-articular disease causing
severe pain and impaired joint function and leadsto devastating and debilitating effects on
millions of lives [1]. Its incidence will likely increase in the coming decades as the population
ages and the obesity rate rises [2]. Moreover, OA is now considered as one of the most important
causes of disability in the world. It has a significant impact on mobility, labour force and
activities of daily living [3]. The burden of OA is in fact physical, psychological and
socioeconomic. Given its high frequency in the population, it is costly to society, in both personal
and economic terms [2].

Although OA has been designated as "wear and tear" of the cartilage, it is finally perceived as a
complex dysfunction of the whole joint, connecting cartilage, sub-chondral bone and synovial
membrane [3]. If many risk factors such as age, weight, ethnicity and family history have been
well identified, the mechanisms on the cellular level, leading from the presence of risk factors to
joint dysfunction, are not entirely understood [4]. Nonetheless, it has been reported that, in OA
cartilage, the balance between synthesis and degradation of extracellular matrix is disturbed,
promoting in turn catabolic and inflammatory pathways. Among factors involved in OA process
are cartilage-degrading metalloproteinases, mainly the metalloproteinase-13 (MMP-13), and the
pro-inflammatory mediators such as cyclooxygenase-2 (COX-2), prostanglandine-E2 (PGE2),
inducible nitric oxide synthase (iNOS), and nitric oxide (NO) [5;6]. Furthermore, chondrocyte
death by apoptosis appears to play a central role in altering the cartilage along with oxidative
stress [7;8]. Many authors have implicated this latter point in the pathophysiology of OA by
focusing on its impacts not only on the catabolism, but also on the aging of the cartilage [9;10].
At present, there is no cure for OA [11]. Its management is broadly divided among non-
pharmacological, pharmacological, and surgical treatments. Pharmacological management is
symptomatic and consists mainly of pain control. Surgical management is generally reserved for
failed medical management where functional disability affects the patient’s quality of life [12-
14].

In the past few years, growing evidence has shown that the shift from inflammatory to non-
inflammatory status is not a passive but an active regulated program designated as resolution of
inflammation [15]. It is actually an active process in which numerous mediators, such as lipoxins,

resolvins and protectins, are endogenously biosynthesized in a specific way, at distinct times and
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locations, during the inflammatory course [16], in the purpose of tissue repair as well as
preserving tissue integrity and homeostasis [17;18]. Resolvins are lipid derivatives, generated
from omega-3 polyunsaturated fatty acids, more specifically after sequential enzymatic
transformations of eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) producing
series of E resolvins (RvVE) and D resolvins (RvD), respectively [19]. RvD are produced by the
enzymatic action of 15-lipoxygenase-1 (15-LO) followed by 5-lipoxygenase (5-LO) to generate
several chemically distinct bioactive compounds (RvDI1-RvD6) [20;21]. This work focuses
specifically on RvD1. RvDI1 has shown interesting anti-inflammatory effects and has been
effective not solely in the resolution of acute, but also chronic inflammation [22;23].

The concept of blocking the inflammatory process and even reversing it by promoting resolution
of inflammation in the joints represents a novel and very promising approach in the treatment of
OA. Assuming that RvD1 has a protective effect on OA chondrocytes, the overall objective of
this work is to demonstrate the anti-inflammatory, anti-catabolic and anti-apoptotic actions of

RvD1 on OA chondrocytes.
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MATERIALS AND METHODS

Specimen selection and Cell culture

Human chondrocytes were obtained from OA patients who underwent total knee arthroplasty.
Informed consent had been obtained from OA patients for the use of their tissues for research
purposes. Experimental protocols and use of human tissues were approved by the Research
Ethics Board of the Hopital du Sacré Coeur de Montréal.

OA cartilage was obtained in aseptic conditions and carefully isolated from the underlying bone,
sliced then rinsed with phosphate buffered saline (PBS), as described previously [24]. OA
chondrocytes were extracted by sequential enzymatic digestion for one hour with 1 mg/ml of
protease (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada), followed by six hours with 2 mg/ml of
collagenase (Sigma-Aldrich) or overnight with 0.5 mg/ml of collagenase at 37°C in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM, Hyclone, Logan, UT, USA) supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS; Hyclone), and 100 units/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin
(Hyclone). The cells were cultured at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO: until they

became confluent and ready for the experiment.

Synovial fluids collection

Synovial fluids were obtained within the context of our previous study [25]. Samples were
collected by inserting a needle with syringe into the joint space of normal and OA dogs and then
centrifuged at 800 x g for 10 min at 4°C. The supernatants were drawn off with sterile Pasteur

pipette and then stored at -80°C until use.

Cell treatment

First-passage OA chondrocytes were seeded (at 10° cells/cm?) in tissue culture plates and
incubated for 48 hours before experimental procedures. The experiments were performed in
DMEM containing 1% FBS and antibiotics with the factors under study. Cells were pretreated
with increasing concentrations of RvD1 (1-10 uM, Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Ml,
USA) for 1 h and then activated with (i) 1 ng/ml interleukin-13 (IL-1B, R&D systems,
Minneapolis, MN, USA) for 24 h or (ii) 20 uM of 4-hydroxynonenal (HNE, Cayman Chemical
Company) for 16 and 24 h. The IL1p and HNE are inducers of cellular metabolism and apoptosis

of chondrocytes [6;10]. In another set of experiments, cells were treated with increasing doses of
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RvD1 (0-10 uM) or with 10 uM RvD1 for 1 h followed by another incubation with 1 ng/ml IL-1f3

for 30 min or for increasing times of incubation (0-60 min).

RvD1 level measurement
RvD1 level was measured in the synovial fluids from experimental dog model of OA and sham-
operated dogs [25] by enzyme immunoassay (EIA). Absorbance was measured with the micro-

ELISA Vmax photometer (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA).

Cell viability Assay

Human OA chondrocytes were treated for 24 and 48 hours with increasing concentrations of
RvD1 (1-10uM). Cell viability was assessed with MTS assay kit (Promega Corporation,
Madison, WI, USA), as described by the manufacturer. Absorbance was measured with the

micro-ELISA Vmax photometer (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA).

Protein detection by Western blotting

At the end of treatment periods, chondrocytes were lysed and cellular extracts collected then
loaded in a 4-12% sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gel for electropheresis. They
were then electroblotted onto nitrocellulose membranes (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON,
Canada). After protein transfert, membranes were blocked using commercial blocking buffer
(Pierce) and then incubated with the following primary antibodies: anti-human iNOS, anti-human
Bcl2 (R&D systems), anti-human total phosphorylated p38/MAPK, JNK'"2, NF-kB/p65, anti-
human total and phosphorylated AKT (Cell Signaling Technology Inc., Danvers, MA, USA),
anti-human pro- and active forms of caspase-3 and -9 (Milliport, Billerica, MA, USA), anti-
human COX-2 (Cayman Chemical Company). After serial washes, the membranes were
incubated with anti-mouse IgG conjugated to horseradish peroxidase (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc., West Grove, PA, USA). Immunoreactive bands were visualised with
SuperSignal blotting substrate (Life Technologies Inc. Burlington, ON, Canada) and exposed to
HyBlot CL film (Harvard Apparatus Canada, Saint-Laurent, QC, Canada).
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PGE;, MMP-13 and NO determination

After treatment, cell supernatant was collected, then, PGE2, MMP-13 and NO levels were
assessed by EIA (Cayman Chemical Company), ELISA kits (R&D Systems), and Greiss reaction,
respectively. All assays were performed in duplicate. Absorbance was measured with the micro-

ELISA Vmax photometer (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA).

RNA extraction and Quantitative real-time PCR (qQRT-PCR)

Total RNA was isolated with TRIzol reagent (Invitrogen/life thechnologies) according to the
manufacturer's instructions. RNA was quantitated with a nanophotometer (MBI Lab equipment),
dissolved in RNase free water (Qiagen, Mississauga, ON, Canada) and stored at -80°C until use.
1 pg of total RNA was reverse-transcribed into cDNA with Quantitect reverse transcription Kit
(Qiagen) as detailed in the manufacturer's guidelines. The reverse transcriptase reaction product
was subjected to PCR analysis with QuantiTect Syber Green PCR Kit (Qiagen), according to the
manufacturer's guidelines and as described in our previous report [26]. The following specific
sense and antisense primers were purchased from Bio-Corp Inc. (Montreal, Qc, Canada): human
COX-2, 5'-TTC AAA TGA GAT TGT GGG AAA ATT GCT-3' (forward) and 5'-AGT TCA
TCT CTG CCT GAG TAT CTT-3' (reverse), human MMP-13, 5'-CTT AGA GGT GAC TGG
CAA AC (forward) and 5'-GCC CAT CAA ATG GGT AGA AG (reverse); human iNOS, 5°-
ACA TTG ATG AGA AGC TGT CCC AC-3’ (forward) and 5’-CAA AGG CTG TGA GTC
CAC-3’ (reverse); human actin 5’-AGC CTC GCC TTT GCC GA-3’ (forward) and 5’-CTG
GTG CCT GGG GCG-3’ (reverse).

Relative mRNA expression in chondrocytes was quantified according to the AACt method, as
detailed in our previous report [26]. Each sample was in duplicate for each independent

experiment.

Lactate dehydrogenase (LDH) and glutathione (GSH) determination

Culture medium of cultured OA chondrocytes was collected and LDH levels were measured with
specific commercial kits from Cayman Chemical, according to the manufacturer's instructions.
Reduced GSH and oxidized GSH (GSSG) were quantified in cellular extracts with a Glutathione
Assay Kit (Cayman Chemical Compagny), accodrding, to the manufacturer’s directions and as

described previously [6]. Values were expressed as the GSSG/GSSG+GSH ratio levels. All
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assays were performed in duplicate. Absorbance was measured with the micro-ELISA Vmax

photometer (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA).

Statistical analysis
All quantitative results were calculated as mean £+ SEM. The data were analyzed by Student’s t
tests and ANOVA, with adjusted correction for multiple comparisons using Tukey tests. P < 0.05

values were considered statistically significant.
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RESULTS

RvD1 levels are higher in the synovial fluid of OA dogs compared to control animals.

To answer our first objective, we performed initial experiments to verify the presence of RvD1 in
synovial fluids obtained from experimental dog model of OA and in sham-operated dogs
(control). The development of this model was published in our recent report [25]. Our findings
are shown in Figure 1 and revealed that RvD1 levels were 3.5-fold higher in OA synovial fluid

compared with control (P < 0.001).

RvD1 was not cytotoxic in human OA chondrocytes.

This part of the experiment was designed to test the cytotoxic effect of RvDIl on human OA
chondrocytes. As illustrated in Figure 2, RvD1 at different concentrations (1-10 pM) did not alter
the cell viability after 24 and 48 h of incubation. Moreover, RvD1 (1-10 uM) did not affect the
chondrocyte phenotype, as indicated by the expression of type II collagen (data not shown).

RvD1 inhibits the production of inflammatory and catabolic mediators in human OA
chondrocytes.

To investigate the anti-inflammatory and anti-catabolic effects of RvD1 in OA chondrocytes, we
evaluated its effect on key mediators involved in OA, namely, COX-2, iNOS and their respective
products, PGE2 and NO, as well as on MMP-13. To do so, human OA chondrocytes were treated
with increased concentrations of RvD1 (1-10 uM) for 1h then activated with 1 ng/ml of IL-1p for
24 h. As illustrated in Figures 3 and 4, western blot data shows that RvD1 at 5 and 10 pM,
significantly reduces IL-1B-induced protein and mRNA expression of COX-2, iNOS as well as
PGE: and NO release. In a similar pattern, MMP-13 expression at protein and mRNA levels was
decreased in the presence of RvD1 (Fig. 5). Maximum inhibition of inflammatory and catabolic
mediators was achieved with 10 uM RvDI1. In another set of experiments, isolated chondrocytes
were treated with 1 ng/ml IL-1p for 1 h and thereafter with 10 pM RvDI1 for 24 h. Our findings
showed that RvDI1 significantly abolished IL-1B-induced COX-2 and MMP-13 protein

expression in a similar pattern (data not shown).
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RvD1-dependent inhibition of MAPKS and NF-kB-signalling pathways

To elucidate the signalling pathways that will be modulated by RvD1, we analyzed members of
the MAPKs and NF-kB pathways by Western blotting with protein samples from human OA
chondrocytes that had been preincubated with 10 uM RvD1 for 1 h, followed by 5, 15, 30, 60,
120 min of stimulation with 1 ng/ml IL-1p or preincubated with increased dose of RvD1 (0-10
uM) followed by another incubation for 30 min in the presence of 1 ng/ml IL-18. RvD1 at 10 uM
had no effect on basal expression of p38 MAPK, JNK'? and p65-NF-«B (data not included).
However, combined with IL-1B, RvD1 blocked IL-1B-induced p38 MAPK, JNK'? and NF-«kB-
p65 phosphorylation with all incubation time periods (Fig. 6A) and in a dose dependent manner
(Fig. 6B). Taken together, these findings suggest that RvD1-inhibited inflammatory and catabolic
mediators could be attributed, in part, to abrogation of the MAPKs and NF-kB-signalling
pathways.

RvD1 prevents apoptosis in OA chondrocytes

In the next set of experiments, we investigated the anti-apoptotic effects of RvDl on OA
chondrocytes, considering apoptosis as an important process involved in the pathogenesis of OA
and play a key role in its development and setting [27]. For this purpose, various markers of
apoptosis, including caspases-3 and 9, LDH, Bcl2 and AKT, were studied after pre-treatment of
OA chondrocytes with RvD1 for 1h, followed by activation with 20 uM HNE. At this
concentration, HNE is known to induce apoptosis in chondrocytes [6].

As illustrated in figure 7A, western blot data revealed that RvD1 at 5 and 10 uM blocked HNE-
induced activation of caspase-3 and -9. This effect is supported by the progressive increase in
caspase-3 and 9 protein cleavage and the progressive decrease in pro-caspase-3 and -9 protein
expressions in OA chondrocytes treated with RvD1. The investigation of the expression of anti-
apoptotic proteins showed that RvD1 abolished HNE-induced down-regulation of Bcl2 (Fig. 7B).
In addition, analysis of cell supernatants showed that RvD1 significantly reduced the release of
LDH in a dose-dependent manner, indicating a protective effect against the apoptosis of
chondrocytes (Figure 7C).

To study the signalling pathways involved in the protective effect of RvD1 against cell death
induced by HNE, we examined the activation of AKT in chondrocytes at different times of

incubation and in increasing doses of RvD1. Western blot analysis indicated that RvD1, in a time
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and dose dependent manner, prevented HNE-induced AKT inactivation, as depicted by the
phosphorylated level of AKT (Fig. 7D). Total AKT was unchanged. Collectively, these results

clearly demonstrate the anti-apoptotic effects of RvD1 on OA chondrocytes.

RvD1 has an antioxidant effect in OA chondrocytes

Oxidative stress is an essential element leading to inflammatory and apoptotic processes [28]. To
establish whether RvD1 could potentially regulate the oxidative status in OA chondrocytes, we
measured the level of GSH after induction of chondrocytes by 20 uM HNE. At this
concentration, HNE decreased the reduced form of GSH in human OA chondrocytes [6]. Figure 8
shows that 10 uM RvDI1 increased of about 2-folds the GSH levels compared to HNE-treated

cells, demonstrating the antioxidant effects of RvDI.
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DISCUSSION

Osteoarthritis (OA) is the most common joint disorder and a leading cause of physical disability
[29]. Its prevalence is expected to increase significantly in the upcoming decades, as a result of
increased life expectancy and population aging. Consequently, it is of greatest social importance
that we facilitate advances in the treatment of this musculoskeletal disorder through research, the
main goal being to improve disease prevention and treatment. There is currently no effective
treatment to prevent or stop cartilage destruction during OA, and relieving OA pain remains a
substantial issue. Therefore identification of agents that down-regulate factors known to be
involved in OA parthenogenesis may prove to be useful for the prevention or treatment of OA.
Over the past decades, the inflammatory cascade has been at the center of the pathophysiological
scene of OA disease. What was striking in the last years is the discordance between the enormous
volume of data supporting the involvement of inflammatory mediators in OA development and
the inconclusive clinical results of exogenous anti-inflammatory therapy [30]. These results
highlight the existence of other cellular and molecular pathways linked to inflammation that are
not taken into account. In this light, the present study was focused on clarifying the role of a pro-
resolving mediator; RvD1, in OA therapy. RvD1 is an endogenous lipid mediator biosynthesized
during the resolution phase of inflammation. It is known to have, potent pro-resolving and anti-
inflammatory activities. The main results emerging from the present study are that RvD1 plays a
key role in the regulation of the major processes involved in OA pathophysiology, including
mediators of inflammation, catabolism and oxidative stress. Our observations support the notion
that RvD1 administration could decrease cartilage lesions and degradation.

First, in synovial fluids obtained from our experimental dog model of OA, we demonstrated
increased levels of RvD1 in OA dog synovial fluids, as compared to controls. This result is
consistent with the literature data indicating that RvD1 synthesis is conducted in inflammatory
conditions to promote the resolution of inflammation [31].

It is widely established that the resolution of the inflammation process, requires the production of
bio-active molecules, able to neutralize pro-inflammatory insults [31]. The biosynthesis and
biological effects of these substances can be achieved at local and systemic levels. Among them,
RvD1 linked to resolution of inflammation, has attracted considerable research interest during the
last decade. The interest for RvD1 seems not only due to its potential use as an indicator of

resolution process of inflammation, but also because of increasing data showing that it is able to
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regulate a panoply of signal transductions involved in inflammation, oxidative stress and cell
death [32]. RvD1 is synthesized physiologically by enzymatic conversion of docosahexaenoic
(DHA) by 15- and 5-lipoxygenases(15-LOX and 5-LOX) [33]. Its production has been previously
observed in various cell types and tissues, including salivary glands, retina, polymorphonuclear
leukocytes, epithelial and endothelial cells, neutrophils, vascular cells, whole blood, and in the
brain [33-36]. Moreover, the production of RvD1 is enhanced by aspirin treatments. In fact, it has
been reported that aspirin generates 17R-HDHA through COX-2 acetylation, which following
sequential oxygenation by 5-LOX, results in production of 17-epi-RvD1. The latter is known as
aspirin-triggered RvD1 (AT-RvD1) [37;38]. Furthermore, synovial fluid lipid composition was
quantified in patients with rheumatoid arthritis [39]. Authors revealed the presence of numerous
lipid mediators such as MaR1, RvDS5, LXA, 5S,12S-diHETE. In addition, the expression of
RvD1-generating enzymes (e.g. 15-LOX and 5-LOX) was reported in articular tissues such as
articular cartilage at basal and inducible levels [39;40]. This suggests that these enzymes play an
important role in the regulation of inflammatory processes in OA, via pro- and anti-inflammatory
mediator’s biosynthesis.

Second we assessed RvD1 actions on IL-1B-induced inflammatory and catabolic mediators in OA
chondrocytes. As illustrated in our results, RvD1 significantly reduced IL-1B-induced COX-2,
iINOS and MMP-13 expression as well as PGE2 and NO generation. Changes in protein
expression of COX-2, iNOS and MMP-13 correlate with those of mRNA. In OA, MMP-13,
COX-2 and iNOS play a critical role in maintaining cartilage homeostasis [41;42]. Indeed, it has
been widely established that their expression levels are higher in OA articular tissues. MMP-13,
largely secreted by OA chondrocytes, is involved in type II collagen cleavage [43], and its
expression, up-regulated by IL-1p, IL-17 and TNF-a, COX-2 and iNOS are an early response
genes that are rapidly induced, often by IL-1p and TNF-a and most likely responsible for the
elevated PGEz and NO levels in OA [42;44;45]. The accumulation of PGE2 and NO in knee joint
plays a key role in OA progression and pain [46].

Third we conducted additional experiments to investigate the signaling pathways of IL-1
involved in COX-2, iNOS and MMP-13 expression [47]. We demonstrated that RvD1 abolished
IL-1B-induced activation of p38/MAPK, JNK'? and NF-kB/p65 signaling pathways. Our findings
are in accordance with previous reported data indicating that RvD1 is a potent inhibitor of

inflammatory mediators via NF-xB and p38/MAPK inactivation [48]. Moreover, in murine
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macrophage-like RAW264.7 cells, RvD1 treatments markedly reduced LPS-induced TNF-a
expression via NF-kB inactivation. The inhibitory effect of RvDl on LPS-induced TNF-a
expression was associated with concomitant reduction of p65/p50 heterodimer accumulation in
the nucleus, as well as proteasomal degradation of NF-kB [49]. In a murine peritonitis model, the
administration of RvD1 abolished the zymosan-A-induced TNFa production [49]. Furthermore,
in an experimental model of LPS-induced acute lung injury, it has been reported that RvDI
markedly reduced the LPS-induced expression of COX-2, iNOS, and adhesion molecules, as well
as myeloperoxidase activity [50]. Altogether, our data collectively supports the concept that
RvD1 could be beneficial to not only oppose inflammation but also to inhibit a number of
mediators involved in cartilage degradation.

Fourth, recognizing the important role of apoptosis and oxidative stress in OA [26;27], we tested
the hypothesis that RvD1 may prevent cartilage damage through the inhibition of these cellular
processes. To do so, different markers of apoptosis, namely caspase-3 and -9, LDH, Bcl2 were
evaluated after pretreatment of OA chondrocytes with RvD1 and then with HNE, a very reactive
product of lipid peroxidation, known to induce apoptosis in OA chondrocytes [6]. Our results
showed that RvD1 blocked caspases activation by HNE and decreased LDH release. In addition,
RvD1 abolished HNE-decreased expression of anti-apoptotic factor, Bcl2. Our findings add to
the prevailing hypothesis that RvD1 is an anti-apoptotic molecule that, when added exogenously
to the cultured cells, modulates numerous mediators of apoptosis, including caspases, LDH, and
Bcl2. Moreover, the investigation of activation of apoptotic signal transduction pathways,
revealed that RvD1 rapidly abolished HNE-induced AKT inactivation, demonstrated by its
phosphorylation levels. These data are in agreement with the recent study of Gilbert et al. [51]
showing that RvD1 plays an important role in cardioprotection. In fact, RvD1 treatment reduces
infarct size induced by ischemia via a mechanism involving the PI3K/Akt pathway. In HepG2
hepatocytes, Jung et al [32] reported that RvDI attenuates cell apoptosis through JNK pathway.
Collectively, the activation of AKT by RvDI suggests that RvDIl confers a real cellular
protection that may occur upstream of the induction of cell death.

Previous reports have demonstrated that oxidative stress generates a panoply of signalling
pathways implicated in various physiological and pathophysiological events of OA [52]. In
articular chondrocytes, there is evidence that reactive oxygen species (ROS) are involved as

signaling intermediates for TNF-a and IL-1p [9;53]. It has been suggested that ROS produced
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inside the joint may contribute significantly to the pathogenesis of OA, since these inorganic
oxidants are able to degrade cartilage via oxidation of ECM components or posttranslational
modification of MMPs [54;55].To investigate this concept, we studied the possibility that RvD1
regulates oxidative stress. Our finding showed that RvD1 increases redox status as indicated by
expanded GSH pool. These data are consistent with those of the literature indicating that RvD1
induces GSH synthesis [56]. Overall, the anti-apoptotic and anti-oxidative profile lends support
to the notion that RvD1 presents the potential to oppose oxidative stress-induced apoptosis and
inflammation, which have been associated to OA.

In conclusion, our results clearly show that RvD1 modulates both inflammation and catabolism
responses in OA chondrocytes. Additionally, we observed promising outcomes with RvD1 in the
prevention of oxidative stress-induced OA chondrocytes apoptosis, mainly via the restoration of
redox status. Our findings strongly suggest that RvD1 may offer a very promising and original
approach in targeting OA therapy.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. RvD1 levels are higher in the synovial fluid of OA dogs compared to control
animals. Synovial fluids were obtained within the context of our previous study (refer to
materials and methods). Levels of RvD1 were measured with an EIA kit (enzyme immunoassay).
Student’s t-test was performed for the comparison of the results. Results are expressed as mean =+
SEM for n = 6. ***P < (.001.

Figure 2. RvD1 did not impair chondrocytes viability. Human OA chondrocytes were
incubated with RvD1 at different concentrations (1-10 uM) for 24 h (A) and 48 h (B). Cell
viability was evaluated by 3-(4,5-dimethyl-thiazoyl)-2,5-diphenyl-SH-tetrazolium bromide assay.
ANOVA test was performed to compare the results. Results are expressed as mean = SEM for
n=3.

Figure 3. RvD1 reduced IL-1B-induced COX-2 expression and PGE; release. Chondrocytes
were pre-treated with RvD1 (1-10 uM) for 1 h, then activated with IL-1p (1 ng/ml) for 24 h.
PGE: production was measured with an EIA kit in the cell supernatants (A). mRNA (B) and
protein expression (C) of COX-2 were analyzed in cell extracts by qRT-PCR and western blot,
respectively. ANOVA test was performed to compare the results. Results are expressed as mean
+ SEM for n=3-5. *P < (.05, ***P < 0.001, ****P < (0.0001 (vs IL-1B), P < 0.001, *#P <
0.0001 (vs untreated cells).

Figure 4. RvD1 reduced IL-1B-induced iNOS expression and NO production. Chondrocytes
were treated as described in Figure 2. Cell supernatant was collected, in which NO production
was measured with Greiss reagent (A). mRNA (B) and protein expression (C) of iNOS were
analyzed in cell extracts by qRT-PCR and western blot, respectively. ANOVA test was
performed to compare the results. Results are expressed as mean = SEM for n=4-5. **P < 0.01,
#££P < (0,001, ***%*%P < 0.0001 (vs IL-1B), ¥ P < 0.001, P < 0.0001 (vs untreated cells).
Figure 5. RvD1 reduces IL-1B-induced MMP-13 expression. The chondrocytes were treated as
described in Figure2. Cell supernatant was collected and MMP-13 production was measured with
an ELISA kit (A). MMP-13 mRNA expression (B) were analyzed in cell extracts by qRT-PCR.
ANOVA test was performed to compare the results. Results are expressed as mean + SEM for
n=4-5. *P <0.05, **P < 0.01, ****P < (0.0001 (vs IL-1p), “P < 0.05, P < 0.01, P < 0.0001 (vs

untreated cells).
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Figure 6. RvD1 inhibited IL-1fB-induced activation of NF-kB, p38/MAPK and JNK”
pathways. Chondrocytes were pre-treated with RvD1 (10 uM) for 1h, then activated with IL-15
(1 ng/ml) at different time intervals for 120 min (A), or pre-treated with increasing concentrations
of RvDI (1-10 uM) for 1h, then activated with IL-1p (1 ng/ml) for 30 min (B). Cell extracts were
collected and the protein expression of phosphorylated forms of NF-kB, p38/MAPK and JNK”
were measured by western blot (n=5).

Figure 7. RvD1 inhibited HNE-induced caspases activation and LDH release, but activated
AKT pathway. Chondrocytes were pre-treated with RvD1 (10 pM) for 1 h, then activated by
HNE (20 uM) for 16 h. Cell extracts were collected, in which pro- and active-caspase-3 and -9
were determined by Western blot (A). Cells were treated with RvD1 (0-10 uM) for 1 h followed
by another treatment with 20 uM HNE for 24 h and Bcl2 (B) and LDH (C) levels were
determined by Western blot and commercial kit, respectively. Total and phosphorylated AKT (D)
was revealed by Western blot in treated cells with 10 uM RvDI for 1 h and then with 20 uM
HNE or with 10 uM RvD1 alone for increasing times of incubation (0-60 min). (n=2-4). ANOVA
test was performed to compare each condition. Results are expressed as mean + SEM for n=3. *P
< 0.05 (vs untreated cells; “P < 0.05 (vs HNE).

Figure 8. RvD1 increases GSH level in OA chondrocytes activated with 4-HNE. Cells were
pre-treated with RvD1 (10 uM) for 1 h, then activated by HNE (20 uM) for 16 h. GSH
production was assessed in cell extracts by commercial kit. ANOVA test was performed to
compare the results. Results are expressed as mean = SEM for n=4. **P < 0.05 (vs HNE), #P <

0.01 (vs untreated cells).
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6

A

5 15 30 60 120-min

IL-1B(1ng/ml) - + + + + + + + + + +
RvD1 (10 uM) - -+ -+ -+ -+ -+

P-P65/NFcB==dpi s o ol

p-p38/MAPK==p ™% ©% #8 55 &8 <« o o oo

p-JNK1 = = |
p-JNK2 =P == & &=

B-actin—b{ — . — ——— —

B
30min
IL-18 (1 ng/ml) - + + + + +
RvD1 (uM) 0 0 1 2 5 10
pP-p65/NFB==p —— —
p-p38/MAPK ==p — am— —
p-JNK1 ==p ——
p-JNKZ = | =

B-ACtiN == s R ———

94



Figure 7
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Résumé de Particle 2 en francais

Etude in vitro et in vivo des propriétés prorésolutives et antirésorptives de la

resolvin D1 : application a I'arthrite.

La RvDI1, un membre important des résolvines, exerce un large spectre d’effets
biologiques, dont la résolution de I'inflammation, la réparation des tissus et la préservation de la
viabilité cellulaire. Le but de la présente étude est d’étudier le potentiel anti-arthritique et
clarifier les actions protectrices de la RvD1 sur les os, in vitro et in vivo. Les cellules RAW264.7
ont été traitées avec 50 ng/ ml de LPS pendant 72 h en présence ou en absence de concentrations
croissantes de RvD1 (0 a 500 nM). Les monocytes primaires humains ont été traités avec M-
CSF + RANKL pendant 14 jours £ RvD1 (0-500 nM) avec ou sans siRNA dirigés contre le
récepteur de la RvD1, ALX/FPR2. L’expression des médiateurs inflammatoires et des enzymes
cataboliques, le recrutement des ostéoclastes, ainsi que la résorption osseuse ont ¢té analysés.
L’effet thérapeutique de la RvD1 (0—1 000 ng) a été évalué dans le modéle CAIA chez la souris,
ou le score clinique de l'arthrite, I'histologie articulaire et les marqueurs de I’inflammation et du
remodelage osseux ont été¢ évalués. La RvD1 n'est pas toxique et inhibe la différenciation et
l'activation des ostéoclastes, tel que montré par I’inhibition de 1’expression de TRAP et de la
cathepsine K. Elle diminue la résorption osseuse, tel que révélé par I’inhibition de la dégradation
de la matrice d’hydroxyapatite ainsi que de I’érosion de la matrice osseuse ex vivo. De plus, la
RvD1 réduit I’expression de TNF-a, de I'IL-1P, de ’IFN-y, de la PGE2 et de RANKL et
augmente celle de I’IL-10, chez les ostéoclastes. Chez les souris arthritiques, la RvD1 réduit le
score clinique, I'inflammation de la patte et la destruction des os et des articulations. En outre,
elle inhibe les médiateurs inflammatoires et diminue significativement les marqueurs sériques
du remodelage osseux et cartilagineux. Nos résultats fournissent une preuve supplémentaire que
la RvD1 joue un rdle clé dans la prévention de la résorption osseuse ainsi que des autres
modifications physiopathologiques associées a l'arthrite. L'é¢tude met en évidence la pertinence
clinique de RvD1 en tant qu’agent potentiel pour le traitement de 'arthrite inflammatoire et des

troubles osseux associés.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Resolvin D1 (RvDI1), an important member of resolvins, exerts
a wide spectrum of biological effects, including resolution of inflammation, tissue repair
and preservation of cell viability. The aim of the present study is to investigate the anti-
arthritic potential and clarify the bone protective actions of RvD1 in vitro and in vivo.
METHODS: RAW264.7 cells were treated with 50 ng/ml LPS for 72 h in the presence
or absence of RvD1 (0-500 nM). Primary human monocytes were treated with M-CSF
+ RANKL for 14 days £ RvD1 (0-500 nM) with or without siRNA against RvD1
receptor FPR2. Expressions of inflammatory mediators, degrading enzymes,
osteoclasts (OC) formation, and bone resorption were analyzed. The therapeutic effect
of RvD1 (0-1000 ng) was studied out in murine collagen antibody-induced arthritis.
Arthritis scoring, joint histology, as well as inflammatory and bone turnover markers were
measured. RESULTS: RvD1 is not toxic and inhibits OC differentiation and activation.
It decreases bone resorption, as assessed by the inhibition of TRAP and cathepsin K
expression, hydroxyapatite matrix resorption, and bone loss. In addition, RvD1 reduces
TNF-a, IL-1B, IFN-y, PGE2, and RANK and concurrently enhances IL-10 in OC.
Moreover, in arthritic mice, RvD1 alleviates clinical score, paw inflammation, and
bone and joint destructions. Besides, RvD1 reduces inflammatory mediators and
markedly decreases serum markers of bone and cartilage turnover.

CONCLUSION: Our results provide additional evidence that RvD1 plays a key role in
preventing bone resorption and other pathophysiological changes asociated with
arthritis. The study highlights the clinical relevance of RvD1 as a potential compound for

the treatment of inflammatory arthritis and related bone disorders.

Keywords: Arthritis, inflammation, resolvin D1, joint, bone resorption, mice.
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INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic immune-mediated inflammatory disease that
features persistent inflammation leading to joint tissue destruction [1]. Afflicting up to
1% of the general population worldwide, women are three to five times more likely to
develop RA than men [2, 3]. Highly debilitating, RA leads to impair joint function, in
addition to severe pulmonary, renal and cardiovascular dysfunctions, thereby affecting
patient’s quality of life and significantly decreasing their life expectancy [3, 4].
Joint injuries are associated with excessive synovial inflammation and hyperplasia
which promotes recruitment of inflammatory cells [5]. These activated cells will further
induce excessive release of pro-inflammatory and catabolic mediators within the joint,
thereby causing cartilage and bone breakdown [5-7].

Due to the central role of the immune system and inflammation in the pathogenesis of
RA, current therapies mainly target inflammatory mediators such as tumor
necrosis factor-alpha (TNF-a) and interleukin-6 (IL6) [8]. However, even if the currently
available therapies such as disease-modifying anti-rheumatic drugs improve RA
symptoms, they are effective in only half of the treated patients [9, 10]. Moreover, the
severe side effects attributed to the long term and high dosage usage limit their use [8].
Most importantly, none of these agents repair or even control joint damage [10, 11].
This underlines the importance of finding alternative pathophysiological pathways that
could identify a new target leading, in terms, to a more adequate management of RA.
Hence, 2015 international recommendations for RA treatment set a dozen goals, the main
one being to improve patients' long-term quality of life, by reducing symptoms and
preventing irreversible joint damage. They have pointed out not only controlling,
but eliminating inflammation as the most effective way to achieve it [12]. Promoting
the resolution of inflammation could be one effective way to reach this goal. Indeed,
the identification of the resolution phase of inflammation as an active process, once
believed to be passive, has highlighted the fact that there is a fine line between
sufficiently strong inflammation and uncontrolled chronic inflammatory responses
seen in inflammatory diseases such as RA. Failure in the resolution responses may

therefore be responsible for that line being overpassed [13, 14].
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The resolution process is orchestrated by a number of mediators such as resolvins [15].
They are derived from omega-3 polyunsaturated fatty acids, with well-described anti-
inflammatory and proresolutive activities [16, 17]. By counter-regulating pro-
inflammatory mediators and decreasing neutrophil recruitment in inflammatory sites,
these mediators actively trigger the resolution of inflammation and promote the return to
homeostasis [18, 19]. Resolvin DI (RvD1), an important member of resolvins, is
biosynthesized from the omega-3 docosahexaenoic acid (DHA; C22:6) via 15-
lipoxygenase (15-LOX) and 5-LOX interactions in humans [20, 21]. RvD1 properties
encompass a wide spectrum, ranging from potent anti-inflammatory and pro-resolutive
actions, to analgesic properties in inflammatory pain [20-23]. Moreover, we previously
reported that RvD1 level 1is higher in knee synovial fluid from patients with
osteoarthritis [24]. We, furthermore, demonstrated the potency of RvDI1 in controlling
inflammatory and catabolic responses, in human osteoarthritic chondrocytes.

Aiming to extend our research on the potential of RvD1 effects in inflammatory osteo-
articular conditions, the purpose of this study is to determine the effects of RvD1 on RA
onset and progression in vivo using a mouse model that shares many features with human

RA as well as the molecular mechanism involved, using in vitro model.
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MATERIALS AND METHODS

Materials

RvD1, LDH ELISA kit, and PGE2 EIA kit were obtained from Cayman Chemical (Ann
Arbor, M1, USA). AMEM, RPMI 1640 1X medium, FBS, and antibiotics were purchased
from Wisent Bio Products (Montreal, QC, Canada). LPS (E. Coli 0111:84), RANKL, M-
CSF, TRAP staining kit, and mouse anti-f-actin antibody were obtained from Sigma-
Aldrich (Oakville, ON, Canada). MTS assay kit was purchased from Promega
Corporation (Madison, WI, USA). Primary antibodies against mouse-TRAP and
cathepsin K, Von Kossa (calcium stain) kit, and rabbit polyclonal anti-Beclin-1 were
obtained from Abcam Inc (Toronto, ON, Canada). Peroxidase IgG secondary antibody
was purchased from Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA, USA).
TNF-a and IL-10 ELISA kits were purchased from R&D systems (Minneapolis, MN,
USA). Th17-6 plex cytokines assay kit was purchased from Bio-Rad (Mississauga, ON,
Canada). CTX-II ELISA kit and anti-mouse FPR2 antibody were purchased from
MyBiosource (San Diego, CA, USA). CTX-I EIA kit was purchased from
Immunodiagnostic Systems Limited (Boldon, United Kingdom). Ficoll-Paque PLUS was
obtained from GE Healthcare (Mississauga, ON, CA). Osteo Assay Stripwell plates were
purchased from Corning Inc. (New York, NY, USA). Arthrogen-CIA Arthrogenic
Monoclonal Antibody was purchased from Chondrex (Redmond, W A, USA). FPR2
siRNA and scramble siRNA were purchased from Santa-Cruz Biotechnology (Santa-
Cruz, CA, USA).

Cell Culture

Murine macrophage RAW 264.7 (ATCC, Manassas, VA, USA) were cultured with
AMEM/10% FBS and antibiotics at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO..
Primary human monocytes were isolated from whole blood obtained from healthy
volunteers. Briefly, blood was centrifuged on a Ficoll-Paque density gradient, as
described previously [25]. Isolated monocytes were then cultured in RPMI 1640 medium
supplemented with 10% FBS, and antibiotics. All donors provided written, informed
consent for the use of their blood for research purposes. Experimental protocols were

approved by the Research Ethics Board of the “Hdpital du Sacré-Coeur de Montréal”.
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Animals

Thirty 8-week-old female DBA/1J mice, weighing approximately 18-20 g, were
purchased from Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME, USA). Animal handling and
experimental procedures were conducted in compliance with the Canadian Council on
Animal Care guidelines. The experimental protocol was adapted from previously
reported methods [26] and approved by the Animal Research Ethics Committee of

Hopital du Sacré-Coeur de Montréal.

Viability Assay and LDH Release

RAW 264.7 cells were cultured as described above then seeded in a 96-well plate at 4 x
10* cells/well then treated with RvD1 (0-500 nM) with or without LPS (50 ng/ml) for 48
h. Cell viability and LDL release were assessed with commercial kits under the
manufacturer’s instructions. The absorbance was measured at 590 nm with EL800

universal micro-plate readers (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA).

TRAP Staining

RAW 264.7 cells were cultured as described previously, seeded in chambered cell culture
slides at 8 x 10* cells/ well, and transfected or not with 100 nM FPR2 siRNA or scramble
siRNA. Osteoclast formation was induced by treatment of cells with LPS (50 ng/ml) +
RvD1 (0-500 nM) for 72 h. TRAP staining performed as recommended by the
manufacturer. Nuclei were counter stained with Gill’s hematoxylin and TRAP positive
multinucleated osteoclasts staining (>3 nuclei) was counted in 10 randomly selected
high-power fields using digital EVOS light microscopy (Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, PA, USA) at 20X magnification.

Western Blot

RAW 264.7 cells were seeded in a 24-well plate at 2 x 10° cells/well then treated with
RvD1 (0-500 nM) with or without LPS (50 ng/ml) for 72 h. ~20 ug total proteins were
loaded onto a 4-12% gradient SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane

(Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, Canada). The primary antibodies were: anti-
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mouse TRAP, anti-mouse cathepsin K, anti-mouse beclin-1, anti-FPR2, and anti-mouse
B-actin primary antibodies. Revelation of immunoreactive bands and semi-quantitative

analysis were performed as described in our previous report [24]

TNF-a, IL-10, PGE2, RANK quantification in cell culture supernatant

TNF-a, IL-10, and RANK levels were assessed in cell culture supernatants by ELISA and
PGE: level was determined by EIA, according to the manufacturer instructions. All
assays were performed in duplicate. The absorbance was quantified with the micro-

ELISA Vmax photometer at 405 nm (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA).

Hydroxyapatite Resorption Assay Pit Formation Assay

Mononuclear cells were seeded in an Osteo Assay Stripwell plate at 5 x 10° cells/well
and allowed to adhere (2 h at 37°C) in RPMI/10% FBS in a humidified atmosphere and
5% COz. The nonadherent cells were removed by vigorous washes with PBS and
adherent cells (mainly monocytes/macrophages) were cultured in RPMI/10% FBS
containing 10 ng/ml M-CSF and 50 ng/ml sSRANKL. They were concurrently treated with
increasing concentrations of RvD1 (0-500 nM) over two weeks. The culture medium was
renewed every 3 days.

The resorption area in each plate was analyzed by Von Kossa staining following the
manufacturer’s instruction, then visualized and measured in 10 randomly selected high-

power fields using digital EVOS light microscopy at 20X magnification.

Bone Resorption in Ex-Vivo Model

Bone explants from normal mice knee joints were rinsed in PBS containing antibiotics
and cultured in BGJb medium supplemented with 20% FBS and antibiotics. Samples
were treated or not with 10 ng/ml of M-CSF and 50 ng/ml of RANKL for 28 days in the
presence or absence of 500 ng/ml RvDI1. Culture medium were renewed 2 times per
week. Bone histomorphometry was performed as described in our previous report [27] by

measuring bone surface (um?) and marrow cavity area (um?).
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Collagen Antibody Induced Arthritis (CAIA)

Arthritis was induced using an arthritogenic cocktail of five monoclonal antibodies
anti-type II collagen (mAb) combined to LPS as previously describe [26]. Briefly, on
day 1, mice were immunized by an intra-peritoneal (i.p.) injection of 1.5 mg of mAb,
followed on day 4, by an i.p. injection of 50 pg of LPS (E. Coli 0111:84). Mice were
monitored daily for body weight and disease scoring, and then sacrificed on day 10.
Animals were randomly separated into 6 groups: Group 1 non-immunized mice; Group
2: CAIA mice, Groups 3-5 CAIA mice received a daily i.p. injection of 100, 500, and
1000 ng RvDI since day 1, respectively; Group 6 CAIA mice received a daily i.p.
injection of 1000 ng RvD1 from day 4. Groups 1 and 2 were given a saline solution with
0.1% EtOH instead. On day 10, mice were anesthetized by isoflurane inhalation, and
blood was collected by cardiac puncture and then euthanized. Serum samples were

stored at -80°C and knees and ankles were conserved in formalin until analyzed.

Clinical Evaluation of Induced Arthritis

Arthritis onset and progression were monitored daily by recording hind paw thickness
using a caliper, arthritic score, and body weight, by two independent observers blinded to
treatment groups. The arthritic score was graded using a 4-point clinical index for each
paw, based on macroscopic signs (0 = no evidence of inflammation; 1 =
inflammation (swelling and/or redness) in one joint; 2 = inflammation in two joints; 3 =
inflammation in more than two joints; and 4 = severe arthritis of the entire paw and

joints) as described by Lee et al. [28], for a total score of 0-16 for all four paws.

Serum Inflammatory Mediator’s Determination

TNF-a, IL-17, IL-1B, IL-6, and IFN-y were quantified in serum using a convenient
bioplex kit assay, according to the manufacturer’s instructions. The concentrations of
cytokines were measured using Bio-Plex™ 200 System instrument (Bio-Rad

Laboratories, Hercules, CA, USA) and Bio-Plex manager 4.1 Software.
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Bone and Cartilage Remodeling Assessment

CTX-I and CTX-II, were quantified in mice serum by an EIA and ELISA Kkit,
respectively, under the manufacturer’s instructions. The sensitivity of each kit is 4.5 and
10 pg/ml, respectively, and the absorbance was measured at 450 nm with

ELS800 universal micro-plate readers (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA).

Histopathology Study

Histopathologic sections of the knees were prepared following a conventional
histopathologic processing of fixation, decalcification and paraffin embedding, as we
previously reported [29]. The joints sections were stained with Safranin-O to assess
cartilage degradation. Cartilage destruction was evaluated by two blinded observers, as
described in detail in [29] using a previously described scoring system [30]. Osteoclast
recruitment and activation were revealed by TRAP staining, as described in “TRAP
staining" section. Cell proliferation in synovial membrane was performed by

heamatoxylin and eosin staining.

Micro-CT (u-CT) Analysis

After the sacrifice, the ankles from each mice group were fixed whi 4%
paraformaldehyde for 24 h and placed in PBS for 3-dimension (3D) p-CT analysis. Each
sample was scanned using Skyscan 1176-High Resolution in vivo X-ray
Microtomography (Bruker-MicroCT, Kartuizer Weg 3B, Kontich 2550, Belgium) at 50
kVp and 500 uA [26]. The 3D reconstruction was carried out using NRecon software, and

the images were then after processed with u-CT analyzer software.

Statistics

All experiments were at least triplicated. Means comparisons were performed by analysis
of variance (ANOVA) with appropriate post-hoc analysis or 2-way ANOVA with
repeated measures where appropriate. Data are expressed as mean = S.E.M. p-values

<0.05 were regarded as significant.
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RESULTS

RvD1 does not affect murine RAW 264.7 macrophages viability.

We first evaluated the potential toxicity of RvD1 in murine RAW 264.7 macrophages by
performing an MTS assay. In contrast to H2O2, RvD1 did not alter the cell viability and
LDH release after 48 h of incubation at tested doses ranging from 0 to 500 nM (Figs. 1A
and 1B). Finally, the expression of Beclin-1, which is regulated in autophagy
programmed cell death [31], was also unaffected by RvDI, in the presence or absence

of LPS (Fig. 1C). Together, these data suggest that RvD1 does not affect cell viability.

RvD1 attenuates osteoclast differentiation and inflammatory mediator expression in
RAW264.7 macrophages.

Here, we evaluated the impact of RvD1 treatment on RAW 264.7 macrophages-LPS-
derived osteoclasts, by measuring their phenotypic markers, namely TRAP and cathepsin
K. Western blot data show a strong inhibition of LPS-induced TRAP and cathepsin K
expression by RvD1 at different concentrations (Fig. 2A) as well as TRAP activity and
osteoclast differentiation (3 to 4-fold of inhibition, p<0.05, Fig. 2B). Interestingly, down
regulation of FPR2 expression by a specific siRNA abrogated the inhibitory effect
of RvDI1 as compared to LPS and LPS + scrambled (Sc) control siRNA (Fig. 2B). Of
note, cell viability of transfected RAW264.7 with FPR2 siRNA or Sc siRNA was not
affected and reached ~90-95% in comparison to untransfected cells.

We next investigated the anti-inflammatory of RvD1 in RAW 264.7 macrophages-LPS-
derived osteoclasts. When used alone, RvD1 does not affect PGE>, TNF-a, IL-10 releases
neither RANK expression (Figs. 2C-2F). In contrast, RvD1 significantly reduces LPS-
induced PGE2, TNF-a, and RANK expression in a dose-dependent manner. At 500 nM,
RvDI significantly decreased LPS-induced PGE2, TNF-0, and RANK by 3 to 4-fold
(Figs. 2C, 2D, and 2F p<0.001). In contrast, IL-10 level is significantly enhanced in
RvDI-treated cells during LPS-induced osteoclast differentiation (Fig. 2E, p<0.0001).
Together, these results suggest that RvDI1 inhibits osteoclast differentiation and

activation, therefore reducing their pro-inflammatory mediator releases.
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RvD1 prevents bone erosion using primary human monocyte-derived osteoclasts.

Next, we studied the effects of RvD1 on resorptive activity of human monocyte-derived
osteoclasts. As shown by Von Kossa staining, a significantly higher erosion surface is
observed when cells were M-CSF/RANKL (R-M)-differentiated when compared to
control, while RvD1 at 500 nM drastically reduces hydroxyapatite matrix erosion to
almost background level (p<0.01, Fig. 3A). RvD1 at 100 and 1000 nM inhibits bone
resorption in a similar pattern (data not shown). Interestingly, FRP2 silencing by siRNA
abolished the inhibitory action of RvD1 (p<0.05).

Then after, additional experiments were conducted using whole mouse femoral bone
cultured during 4-weeks. The addition of 500 nM RvD1 reverses bone resorption induced
by the R-M treatments to almost baseline level, as observed by hematoxylin and eosin
staining (Fig. 3B, p<0.05). This observation is sustained by a reduction in marrow cavity
area and an increase in bone surface. Collectively, these data clearly demonstrate the pro-
resolutive and antiresorptive potential of RvD1 on osteoclasts differentiation in vitro and

in ex vivo.

RvD1 improves RA clinical endpoints in arthritic mice.

As expected, CAIA mice develop arthritis on day 4 and exhibit maximum inflammation
between days 7 and 10 which was reflected by an increased arthritic score and swelling
of paws as well as concomitant weight loss (Figs. 4A-4C). All RvD1 treatment groups
exhibit a reduced arthritic score when compared to CAIA group (p<0.05, Fig. 4A).
Moreover, RvD1 mice had a lesser hind paw thickness over the disease period and
reached a maximum effect at the end of the experiment (30% compared to CAIA group,
p<0.05, Fig. 4B). Furthermore, CAIA mice exhibit a trend toward weight loss over the
disease period as compared to normal mice, with significant (up to 16%) weight loss at the
end of the experiment. RvD1 treatment at 500 ng protected the mice from weight
loss and reaches a maximum effect at day 10 (30% less than CAIA mice, p<0.05, Fig.
4C). However, no significant differences were found in the measured parameters when
1000 ng RvD1 were given at day 4. Altogether, these findings underscore the

clinical therapeutic potential of RvD1 for arthritis management. They indicate that
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RvD1 treatment clearly alleviates RA main clinical endpoints, suggesting that RvDI

effectively delays RA onset, progression, and severity in an arthritic mouse model.

RVDI1 attenuates synovial proliferation and bone resorption in arthritic mice

This part of the experiment was designed to verify the ability of RvDI to
attenuate histological changes in bone and synovial membrane. As shown in Figure 4D,
RvD1 slightly reduced cell proliferation in synovium and strongly inhibited
osteoclasts recruitment and activation in arthritic mice. Taken together, these data
confirm the in vitro findings and indicate the biological efficacy of RvD1 in suppressing

bone and joint damage.

RvD1 prevents cartilage degradation in knee joints of arthritic mice.

As expected, knee sections from RA mice show signs of histopathologic changes, such as
fibrillation with loss of chondrocytes and proteoglycans, as compared to control mice
(CTL) (Fig. 5A). In contrast, daily RvD1 treatment (100 and 500 ng) of the arthritic
mice significantly reduced -cartilage destruction and prevented chondrocytes and
proteoglycan loss, when compared to RA, suggesting that RvD1 preserves normal
homeostasis of the knee joint. Similar findings were obtained in animals treated with
1000 nM RvDI given at day 1 and 4 (data not shown). These results are coherent with

the arthritic score and the thickness of the paw that were measured.

RvD1 inhibits bone destruction in RA mice

We next investigate the ability of RvD1 to prevent bone loss in our RA mice model using
uCT imaging. pnCT analyses of the ankles from control, RA mice, and RA mice treated
with RvD1 were performed in order to obtain a detailed image of the eroded
mineralized bone tissues. As illustrated in Figure 5B, the intraperitoneal injection of 500
ng of RvD1 results in a marked reduction of bone erosion across several tarsal bones, as
compared to RA mice ankles. These results suggest that RvD1 treatment prevents bone

erosion in vivo as our results in vitro.
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RvD1 reduces serum markers of cartilage and bone damage.

In order to evaluate by which mechanism RvD1 prevented bone erosion, we investigated
the effect of RvD1 administration on the expression of bone destruction markers in RA
mice model. First, our data indicated that RvD1 level increased in serum from RA mice
and its administration at different doses enhanced its serum biodisponibility (Fig. 5C).
Second, our findings revealed that RvDI1 significantly reduced serum cartilage
degradation markers, such as CTX-II (Fig. 5D), and serum bone resorption markers, such
as CTX-I and TRAP (Figs. SE and 5F), as compared to RA mice. Together, these
findings suggest the protective effect of RvD1 against cartilage and bone destruction in

RA disease and possibly in other bone and joint-related disorders.

RvD1 attenuates inflammatory mediators in arthritic mice serum.

This part of our study was designed to investigate the anti-inflammatory effect of RvDI
in the CAIA mouse model. As shown in Figure 6, RvDI significantly down regulates the
production of the most important inflammatory mediators playing crucial roles in RA. In
fact, RvD1 given at 100 ng at day 1 and 4 significantly inhibits serum levels of
inflammatory cytokines such as TNF-a (Fig. 6A, p<0.01), IL-17 (Fig. 6B, p<0.001), IL-
1B (Fig. 6C, p<0.01), IL-6 (Fig. 6D, p<0.01), IFN-y (Fig. 6E, p<0.01), and PGE: (Fig.
6F, p<0.01) by nearly 50% compared to CAIA group. Altogether, these findings confirm

our expectations that RvD1 exerts an anti-inflammatory action in arthritic mice.
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DISCUSSION

As a chronic autoimmune inflammatory condition, RA has been extensively studied. The
well-defined and consistent impairment in all RA patients is the severe joint dysfunction,
associated with synovial inflammation, cartilage degradation, as well as
osteoporosis [32]. At present, even if some treatments have improved RA therapy, they
are still erratic and can cause notable side effects to the patient [33]. Finding a novel
therapy could potentially enhance patient quality of life.

In this perspective, we studied an alternative approach for RA therapy using RvD1. RvDI1
is an important factor in the resolution phase of inflammation, with well-known pro-
resolving and anti-inflammatory properties. We have demonstrated that RvD1 is higher in
inflammatory conditions [24], probably in an attempt to reduce the inflammation as
an endogenous mechanism. Herein, we describe promising results about the contribution
of RvDI in improving RA symptoms and support the notion that RvDI prevents
arthritic joint disorders, caused by excessive cartilage degradation and bone resorption.
We initially studied the effects of RvD1 on macrophages and osteoclasts, which are key
players in promoting and expanding inflammation in RA joint tissues. Macrophages
play a pivotal role in promoting and maintaining RA pathogenesis. In concert
with chondrocytes and fibroblast-like synoviocytes, they drive cartilage catabolism
through the release of catabolic and inflammatory factors. Here, we demonstrated in
vitro that RvD1 significantly inhibited osteoclast differentiation and activation as
well as  the release of pro-inflammatory mediators. In contrast, IL-10, an
anti-inflammatory cytokine, was up-regulated. Besides, the osteoclasts inhibition by
RvD1 treatment was associated with TRAP and cathepsin-K inhibition. Cathepsin-K
actions are crucial in normal skeletal physiology [6] and have been implicated in bone
and cartilage pathological degradation [34]. In fact, overexpressing cathepsin-K in
mouse has led to synovitis, as well as cartilage and bone destruction, similar to the
manifestation of RA [35]. Otherwise, it has been established that RA serum and synovial
fluid present high levels of IL-1B, IL-6, IL-17 and TNF-a, as well as cathepsin-K,
which triggers osteoclast differentiation and activation in the early phases of the
disease [36]. Consistent with our findings, results have indicated that RvDI1 reduces
osteoclastogenesis through inhibition of the dendritic cell-specific transmembrane

protein expression which is essential for cell fusion during osteoclastogenesis [37].
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Likewise, DHA showed significant inhibitor effects on osteoclastogenesis, which was
reversed by LOX inhibition, suggesting that DHA properties are essentially mediated by
RvD1 [37,38]. Similarly, Boeyens et al. indicated that RANKL-induced and
DHA-treated RAW264.7 cells showed suppressed expression of cathepsin-K and TRAP
[39]. Moreover, Gu et al. showed that RvDI, in addition to other resolution mediators
is a strong inhibitor of pro-inflammatory cytokines produced by monocytes in response
to stimulation with LPS [40], while Hsiao et al. suggested that RvD1 increased IL-10
levels in smoke-exposed mice lungs [41].

In the present study, we also put special emphasis on the potential of RvD1 to prevent
bone erosion. Our results demonstrated that RvD1 strongly inhibited hydroxyapatite
matrix degradation induced by RANKL + M-CSF using human primary monocytes.
Indeed, many authors have reported that TRAP and cathepsin K-positive osteoclasts are
largely found in areas of pannus invasion into bone in RA [5, 42, 43]. Bone damage
arises from complex interactions involving osteoclast maturation, mainly mediated via
RANKL, M-CSF, and TNF-a pathways [44]. It has been established that RvD1 and its
aspirin-triggered epimer switch gene regulation profiles from MIl-type pro-
inflammatory macrophages into M2-type pro-resolution macrophages involved in
homeostasis and bone repair [45, 46]. Hence, our findings contribute to the data dealing
with the potential of RvD1 in bone protection.

Furthermore, in order to harness and clarify our findings, we focused on analyzing the
involvement of FPR2/ALX receptors in RvDI1 effects. Our results demonstrated that
FPR2/ALX silencing inhibited RvD1 effects and led to significant osteoclasts
differentiation as well as important hydroxyapatite matrix erosion, suggesting that RvD1
exerts its actions in part by interacting with FPR2/ALX receptors. These findings are
consistent with the literature data indicating that RvD1 actions are mediated by two
GPCRs, FPR2/ALX and GPR32 [47]. In fact, Krishnamoorthy et al. have shown that in
self-limited peritonitis, RvD1 treatment reduced neutrophil infiltration in human
FPR2/ALX-overexpressing transgenic mice, while this effect was not observed in
FPR2/ALX knockout mice [48].

In an attempt to refine the in vivo effect of RvD1, another set of experiments was

conducted using CAIA mouse model. Our findings showed that daily administration of
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RvDI1 provides its serum bioavailability that is consistent and predictable at every dose.
As expected, the arthritic group displayed significant swelling and redness of paws as
assessed by macroscopic clinical evaluation and also showed high levels of inflammatory
mediators in mice serum. Whereas, daily treatment with RvD1 reduced paw swelling and
redness and limited mice weight loss. More importantly, RvD1 strongly reduces TNF-a,
IL-17, IL-6, IL-1B, IFNy as well as PGEz, in mice serum. TNF-q, IL-17 and IL-6 have
been shown to be closely correlated with RA activity [36], and IL-1B involved in
cartilage degradation [44].

In accordance with these effects, RvD1 reduced synovial proliferation, osteoclasts
recruitment, and cartilage destruction in RA mice as depicted by the histological
examination. Interestingly, the protective effect of RvD1 in cartilage and bone was
confirmed by the decrease of serum levels of their respective biomarkers, namely CTX-II
and CTX-I. Additional findings were obtained on bone resorption, as indicated by pu-CT
analysis. Our findings support previous data on cartilage and bone metabolism. In
chondrocytes, we demonstrated that RvD1 protects cartilage from degradation and
preserves its homeostasis by inhibiting IL-1B-induced matrix metalloproteinase-13
production in human chondrocytes [24].

Additionally, a significant amount of evidence revealed the presence of resolvins, in
addition to FPR2/ALX in RA synovial tissues [10, 49, 50]. The interest for RvDI in
general, seems not only due to its potential to neutralize inflammatory and catabolic
tissue insults, but also because of increasing data showing that it has the ability to repair
injured tissues and most importantly to promote their regeneration. In the context of RA,
Norling et al. [10] provided promising finding on RvD1 and its aspirin-triggered epimer.
They identified its remarkable efficiency to relieve arthritis symptoms in the K/BxN
mouse model. Furthermore, they identified the potential of RvD1 for chondroprotection
since it promotes direct cartilage anabolic responses in vitro. Their findings are highly
valuable and contribute to the advancement of knowledge on RvD1 and most importantly
on how it could be beneficial for RA therapy. The ultimate objective being to build as
complete knowledge as possible on a very promising therapy for inflammatory
osteoarticular diseases, our study aimed to expand the knowledge by addressing other

facets of RvD1 in other important hallmarks of RA. We showed that RvD1 preserves
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joint structure and prevents bone destruction and erosion by inhibiting osteoclast

recruitment.

CONCLUSION

In conclusion, the present study demonstrates that RA is indeed positively affected by
RvD1 and contributes to other studies clarifying the implication of RvD1 in improving
signs and symptoms of RA. This lends support to the notion that RvD1 acts as a potent
resolution mediator to control arthritis inflammatory manifestations and may hold

promise for use as a potent agent in RA therapy.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. RvD1 does not impair RAW264.7 cells viability. RAW264.7 cells were
incubated with different concentrations of RvD1 (0-500 nM) without or with 50 ng/ml
LPS for 72 h. Cell viability percentages were obtained by 3-(4,5-dimethyl-thiazoyl)-2,5-
diphenyl-SH-tetrazolium bromide assay (A) and LDH release was measured in cell
supernatants by a commercial kit (B). Cell death and LDL release were induced by the
addition of 0.5 mM H20:. Beclin-1 protein expression was assessed in cell extracts by
western blot (C). ANOVA test was performed to compare each condition. Results are
expressed as mean = SEM for n = 4. Data are means + SEM and One-way ANOVA was

performed to compare the results. ##p<0.01 compared to untreated cells.

Figure 2. RvD1 inhibits osteoclast activation and recruitment as well as LPS-
induced TRAP, cathepsin-k, PGE:, TNF-0, and RANK expression, and concurrently
enhances IL-10 release in LPS-activated RAW 264.7 macrophages. Macrophages
were stimulated with LPS (50 ng/ml) with or without RvD1 treatment (0-500 nM) for
72h. Cell extracts were collected, and then TRAP and cathepsin-k protein expression was
assessed by western blot (A). The same treatment was conducted after incubation or not
of cells with sc-siRNA or siRNA against FPR2 (50 nM) for 24 h. TRAP enzymatic
staining was performed and TRAP positive cells were observed with an inverted
microscope (x200). Arrows show osteoclasts with 3 nuclei or more (B). Western blot was
employed to confirm FPR2 silencing by siRNA (B). In parallel, cell media was collected
and then PGE: (C), TNF-a (D), IL-10 (E), and RANK (F) expression was assessed by
commercial kits. Data are means £ SEM for n=3 and One-way ANOVA was performed
to compare the results. #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, ###p<0.0001 compared to non-
stimulated cells; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 compared to LPS-

activated cells.
Figure 3. RvD1 inhibits hydroxyapatite matrix degradation as well as bone

resorption induced by primary human monocytes-derived osteoclasts. (A) Human

monocytes were incubated on a hydroxyapatite matrix. They were first treated without or
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with sc-siRNA or siRNA FPR2 (50 nM) for 24 h and then stimulated over two weeks
with RANKL (50 ng/ml) and M-CSF (10 ng/ml) with or without RvD1 treatment (500
nM). Culture medium was changed every 3 days. Von Kossa staing was performed then
pit areas were observed under inverted microscope (x200) and measured using ImageJ
software. (B) Normal mouse femoral bone explants were incubated with RANKL (50
ng/ml) and M-CSF (10 ng/ml) with or without RvD1 treatment (100 or 500 nM) over 28
days. Culture medium was changed every 3 days. Hematoxylin-Eosin staining was
performed and resorption areas were observed and scored under inverted microscope
(x200). Data are means + SEM for n=3 and One-way ANOVA was performed to
compare the results. ##p<0.01 compared to untreated cells; *p<0.05 compared to M-

CSF/RANKL-activated cells; @p<0.05 compared to RvD1--stimulated cells.

Figure 4. RvD1 treatment improves RA clinical endpoints as well as synovium and
bone changes in arthritic mice. Arthritis was induced by ip injection of arthritogenic
cocktail of five monoclonal antibodies anti-type II collagen (mAb) on day 1, followed by
ip injection of 50 pg LPS on day 4, as described in methods. Over the course of the
experiment, and for each of the experimental groups (non-immunized control mice,
CAIA mice immunized with type II collagen antibody and treated with vehicle, and mice
immunized with type II collagen and treated with RvD1 (100, 500, 1000 ng/day) at day 1
or with 1000 ng/ml at day 4, clinical score was attributed by two investigators blinded to
groups on a scale of 0-4 for each paw, for a maximum of 16 for all four paws, as
described in methods (A). Hind paw thickness was measured using a caliper and
expressed as thickness change from baseline (B). Weight evolution was assessed and
expressed as percentage of weight loss from baseline (C). Data are means + SEM for n=6
and One-way ANOVA was performed to compare the results. *p<0.05, **p<0.01
compared to RA group. Cell proliferation in synovial membrane and TRAP staining in

bone were performed as described in Material and Methods (D).
Figure 5. RvD1 daily treatment prevents cartilage and bone alterations in arthritic

mice joints. Arthritis was induced as previously described. After mice sacrifice, blood

was collected. Knees and ankles were removed and then fixed and sectioned as described
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in methods. Knee sections were stained with safranin-O staining and scored (A). Ankles
were examined with a micro-CT scanner (B). Serum RvD1, TRAP, CTX-I, and CTX-II
levels were assessed by EIA and ELISA, respectively (C-F). Data are means + SEM and
One-way ANOVA was performed to compare the results. #p<0.05, ##p<0.01,
####p<0.0001 compared to non-immunized group; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
compared to CAIA group. n = 4-5 mice per group. F = femur; T = tibia.

Figure 6. RvD1 daily treatment decreases inflammatory mediators release in
arthritic mice serum. Arthritis was induced as previously described in figure 4. Blood
was collected after mice sacrifice at day 10. Serum levels of inflammatory cytokines (A-
E) as well as PGE:2 (F) were measured by multiplex and EIA assays respectively. Data
are means = SEM. One-way ANOVA was performed to compare the results. *p<0.05,
*#p<0.01, ***p<0.001 compared to CAIA group; #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001,

####p<0.0001 compared to non-immunized group. n = 4-5 mice per group.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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SECTION 3 : DISCUSSION



5 Discussion

L’implication de la résolution de I’inflammation dans diverses pathologies
inflammatoires chroniques semble gagner de plus en plus d’importance depuis quelques années.
On reconnait aujourd'hui le role essentiel des résolvines et leur importance majeure pour
atténuer le processus inflammatoire pathologique dans 1’organisme. Parmi les résolvines, la
RvD1 se distingue par de puissantes propriétés pro-résolutives et par son potentiel a réguler
divers mécanismes impliqués dans 1’inflammation. Des propriétés qui lui ont valu un intérét
considérable et ont fait que les projets de recherche se multiplient a son sujet, au cours de la
dernieére décennie. Sa large distribution dans les tissus biologiques témoigne du role essentiel
qu’elle joue dans les différentes fonctions de 1’organisme. L’o0s et ’articulation synoviale ne
font vraisemblablement pas exception, méme s’il n’existe que trés peu de données traitant de
ses effets a ce niveau. En effet, la majorité des travaux décrivent les actions de la RvD1 sur les
cellules immunitaires notamment les macrophages et les neutrophiles, mais trés peu d’études
traitent de ses effets sur les composantes cellulaires de 1’articulation a savoir les chondrocytes,
les synoviocytes, les ostéoclastes ou les ostéoblastes. Particulierement, le réle de la RvD1 dans

le métabolisme osseux per se, reste peu exploré et trés peu de données existent sur ce sujet.

A cet effet et devant le manque de données dans la littérature face aux propriétés
potentielles de la RvD1 dans le métabolisme osseux et articulaire, nous nous sommes proposés
de clarifier son rdle sur le métabolisme ostéoarticulaire et de mettre la lumiere sur son potentiel
dans le maintien de I’intégrité articulaire. La premiére publication démontre que la RvD1 est bel
est bien produite dans 1’environnement articulaire et s’oppose a I’inflammation, au catabolisme
et au stress oxydatif au niveau du cartilage. Elle clarifie ¢galement ses effets sur les voies de
signalisation intracellulaire médiées par I'IL-1B, cytokine majeure impliquée dans la
dégradation du cartilage. La deuxiéme publication vient préciser ces faits en démontrant, dans
un premier temps, que la RvD1 s’oppose a la différentiation et 1’activation des ostéoclastes et
prévient la résorption osseuse in vitro et ex vivo. Par la suite, elle met en évidence 1I’ensemble
des effets décrits de la RvD1 dans le contexte d’une maladie inflammatoire articulaire in vivo,
la RA en I’occurrence, ou elle réduit les signes cliniques, ainsi que les marqueurs biologiques

de la dégradation osseuse et du cartilage caractérisant la maladie. Au niveau histologique, elle



protege le cartilage articulaire contre la dégradation, réduit le recrutement des ostéoclastes et

attenue la prolifération cellulaire de la membrane synoviale.

L’ensemble de nos travaux expose les effets positifs de la RvD1 sur le métabolisme
ostéoarticulaire et renforce sa pertinence clinique en tant qu’agent thérapeutique potentiel pour

le traitement de l'arthrite inflammatoire et des troubles osseux associés.

5.1 La RvDl1 est accumulée dans le liquide synovial et régule

I’inflammation et le catabolisme des chondrocytes humains

Notre premicre observation démontre que la RvD1 est non seulement présente dans le
liquide synovial articulaire mais surtout que ses niveaux sont plus ¢levés dans les conditions
arthrosiques (modele canin d’OA). Ces données concordent avec celles obtenues a partir de
liquides synoviaux arthrosiques humains (résultats non publiés). Ces observations ne peuvent
qu’affirmer I’implication de la RvDI1 dans la physiopathologie articulaire. Plus important
encore, ses niveaux ¢levés suggerent fortement qu’elle est produite par les tissus articulaires
telle une réponse endogene a I’état inflammatoire caractérisant ’articulation arthrosique. Nous
avions expliqué dans les premiers chapitres que la résolution de I’inflammation coexiste avec
les processus inflammatoires dans la tentative de les neutraliser par I’entremise des médiateurs
de la résolution. Ceci s’applique sans doute a notre contexte, d’autant plus que les données de
la littérature indiquent que les enzymes de la voie de biosynthese de la RvDI1 ;la 5- et 15-LOX,
ainsi que son récepteur ALX/FPR2, sont également exprimés dans la synoviale. De fagon
intéressante, leurs taux sont plus élevés chez les patients RA comparés aux patients OA [150,

228], probablement en raison du statut inflammatoire plus prononcé dans la RA.

De ce résultat nous pouvons déduire que la production de la RvD1 est une réponse de
I’organisme a l’environnement inflammatoire et catabolique prédominant au niveau des
articulations arthrosiques, au méme titre que l’est la surexpression marquée, néanmoins
insuffisante, de certains autres médiateurs physiologiques. Citons a titre d’exemple, la synthese
des cytokines anti-inflammatoires IL-10 et IL-4 pour contrecarrer les cytokines pro-
inflammatoires IL-1p et TNFa [149], ou encore, la production des TIMP en réponse a

I’expression accrue des MMP [229]. Or, dans ces mémes articulations ou la RvD1 a été détectée,
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les phénomeénes arthrosiques et les dommages tissulaires sont encore bien manifestes. Cecinous
renseigne que la RvD1 a un role probable dans les mécanismes de controle de I’inflammation
et du catabolisme au niveau articulaire, mais que la mesure dans laquelle elle est produite reste

insuffisante et présente le méme profil d’inefficacité décrit pour les cytokines et les TIMP.

Ce premier résultat nous a alors menés a réfléchir sur I’intérét d’une telle présence au
niveau articulaire et nous interroger si la RvD1 serait une cible thérapeutique potentielle capable
d’inhiber I’inflammation et le catabolisme ostéoarticulaire et, dans I’affirmative, dans quelle

mesure et a quelle concentration un effet significatif serait observé.

L’étape suivante était donc d’étudier les effets de la RvDI sur les médiateurs
inflammatoires et cataboliques les plus impliqués dans les 1ésions articulaires en prenant comme

premier modele les chondrocytes arthrosiques humains.

Les résultats de la premicre publication démontrent que la RvD1 réduit de maniere
significative l'expression de I’ARNm et protéique de la COX-2 et de I’'iNOS induite par I’'IL-
1B, ainsi que leurs produits respectifs ; la PGE2 et le NO. Le role clé que jouent ces médiateurs
dans le développement et la progression des Iésion articulaires, notamment dans I’OA, a été
largement ¢étudié. Ils sont fondamentalement impliqués dans la perturbation des fonctions
métaboliques des chondrocytes [161, 230]. La COX-2 et la PGE2 contribuent largement a
I’inflammation et la dégradation du cartilage et jouent un rdle clé dans la progression et la
douleur de I'OA [161, 231]. L’inhibition de la COX-2 par les AINS est d’ailleurs d’un intérét
certain dans la prise en charge thérapeutique de I’OA. De son c6té, le NO, s’oppose a la synthese
de la matrice du cartilage, active les MMP et peut induire 1’apoptose chez les chondrocytes,
entre autres [232]. Ainsi, nos résultats suggerent fortement que la RvD1 aurait un role protecteur

vis-a-vis du cartilage, en inhibant I’expression des médiateurs inflammatoires.

La dégradation du cartilage est probablement la caractéristique la plus critique d’une
articulation arthrosique. L'implication des MMP sécrétées par les chondrocytes dans la
dégradation du collagéne et des protéoglycanes du cartilage arthrosique est plus que bien établie.
Les MMP sont souvent localisées dans les régions de dégradation du cartilage et leurs niveaux
sont accrus dans le liquide synovial ainsi que dans le cartilage de patients souffrant d'OA. Fait

intéressant, les niveaux de TIMP-1 sont également augmentés dans le liquide synovial
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arthrosique et correlent avec les niveaux des MMP [229]. Ceci refléte probablement une réponse
adaptative endogene a I’activité accrue de ces protéinases dans I’OA. L’expression marquée de
la MMP-13 dans le cartilage arthrosique et sa capacité plus prononcée et plus spécifique a
dégrader le collagéne de type II souligne le réle majeur de cette enzyme dans la dégradation du

cartilage [233].

Le résultat avancé par le présent travail démontre que la RvD1 réprime 1’expression de
la MMP-13 induite par ’IL-1P. La valeur de ce résultat est considérable tenant compte du
contexte inflammatoire et dégénératif qui marque 1’OA. En effet, la capacité de réparation de la
matrice cartilagineuse est trés limitée et & moins que ce processus de dégradation ne soit
interrompu, les dommages au cartilage risquent d’étre irréversibles. Le caractére dégénératif
irréversible du cartilage arthrosique souligne 1’importance d’une telle trouvaille. Nos résultats
concordent avec les données ultérieurement rapportées dans la littérature, décrivant les fonctions
protectrices de I’AT-RvD1 au niveau du cartilage par action directe sur les chondrocytes. L’AT-
RvD1 s’est non seulement opposée a la dégradation du cartilage induite par I’IL-1f mais a de
plus stimulé significativement des génes impliqués dans la synthése de la matrice cartilagineuse,
a savoir le collagéne de type II et les aggrécanes [93]. Par ailleurs, d’autres études ont démontré
que le récepteur ALX/FPR2 est présent sur les chondrocytes humains et est positivement régulé

dans les conditions cataboliques, telles que celles induites par I’'IL-1f [234].

Dans un deuxiéme temps, et dans la perspective de comprendre les actions de la RvD1
dévoilées par nos études, nous avons étudié son effet sur les voies de signalisation médiées par
I'TL-1B. Nos travaux montrent que la RvD1 s’oppose a l'activation des voies de signalisation
INK (Jun N-terminal Kinase) 1/2, p38 / MAPK et NF-xB / p65, par I'IL-1p. Cette derniere, via
I’activation de ses voies de signalisation, contribue activement a 1’exacerbation des processus
arthrosiques, notamment a la dégradation du cartilage. D’ailleurs, la régulation de certains de
ces kinases et facteurs de transcription s'est avérée extrémement efficace dans le traitement des
désordres inflammatoires, particuliérement dans la prévention des dommages articulaires,
notamment la dégradation du cartilage. Par exemple, ’inhibition de la voie p38/MAPK atténue
la dégradation du collagéne induite par I'IL-1B dans les chondrocytes en culture [235], et
promeut une protection contre la destruction du cartilage dans un modele d'arthrite induite par

I’adjuvant chez le rat [236]. Ces résultats sont corroborés par les données de la littérature,
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indiquant que chez les macrophages murins, la RvD1 inhibe [’activation du facteur de
transcription NF-kB par le LPS et réduit par conséquent 1I’expression de TNF-a [237]. D’autres
¢tudes montrent que la RvD1 atténue la dermatite psoriasiforme et améliore les modifications
pathologiques de la peau via I’inhibition des voies p38 / MAPK, JNK 1/2 et NF-kB / p65,

induites par l'imiquimode [238].

L’inhibition de ces voies de signalisation ne fait qu’expliquer la modulation de
I’expression des principaux acteurs de la dégradation du cartilage induits par 1’IL-1. Toutefois,
elle ne renseigne pas sur les voies directement induites par la RvD1. Par conséquent, bien que
nos résultats aient identifié¢ les mécanismes par lesquels la RvD1 s’opposent a I’action de 1’IL-
1B au niveau des chondrocytes, ses action directes demeurent inconnues. L’indentification des
voies intracellulaires exactes induites par la RvD1 permettrait d’accroitre les connaissances sur
ses mécanismes d’action au niveau des chondrocytes et ainsi de renforcer son intérét dans le
contexte de maladies ostéoarticulaires. Trés peu de données dans la littérature identifient les
voies de signalisation de la RvD1. Des études récentes ont démontré que dans les cellules des
muscles lisses vasculaires, ’AT-RvD1 active la voie AMPc / PKA [239]. D’autres études ont
montré, qu’elle active la voie de signalisation PI3K / AKT dans les cellules alvéolaires [240],
et promeut 1’activation de I’homodimere p50 / p50 dans les fibroblastes pulmonaires de rats

[241]. De plus amples renseignements demeurent néanmoins nécessaires.

5.2 La RvDI1 s’oppose au stress oxydatif et a I’apoptose des

chondrocytes

Le maintien du phénotype ainsi que la survie des chondrocytes sont essentiels a la
synthése d'une matrice de cartilage normale. De plus en plus d’études suggérent que 1’apoptose
des chondrocytes est un facteur majeur contribuant a la pathogenese de I’OA [149, 242]. Les
caspases-3 et -9 ainsi que de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 sont d’ailleurs au premier plan
dans la régulation de ces processus apoptotiques [243]. A cet effet, nous avons évalué le
potentiel de la RvD1 a prévenir les Iésions du cartilage via l'inhibition de 1’apoptose des
chondrocytes. Nos résultats démontrent que la RvD1 inhibe l'activation des caspases-3 et -9
ainsi que la libération de LDH et s’oppose a I’inhibition de I’expression du facteur anti-

apoptotique Bcl2, induites par le HNE. Ce dernier est un produit réactif de la peroxydation

138



lipidique, connu pour induire l'apoptose des chondrocytes dans I’OA, en plus de participer au
processus arthrosique in vivo [244, 245]. Ces résultats sont renforcés par 1'étude subséquente
des voies de transduction du signal apoptotique, qui révele que la RvD1 s’oppose non seulement
a l'inactivation de I'AKT induite par le HNE, mais active elle-méme son expression. D’ailleurs,

cela pourrait étre une des voies de signalisation intracellulaire de la RvD1 dans les chondrocytes.

Considérant que D’apoptose des chondrocytes est un ¢€lément central dans la
dégénérescence du cartilage, nos résultats montrent clairement, une fois de plus, que la RvDI

offre une réelle protection des chondrocytes et donc du cartilage articulaire.

Les données de littérature indiquent que la RvD1 réduit la mort cellulaire et s’oppose a
I’inhibition de la prolifération et de la viabilité¢ des cellules alvéolaires pulmonaires ainsi qu’a
I’activation de la caspase-8, induites par sFasL et / ou TNF-a. Ces effets sont médiés par le
récepteur ALX via I’activation de la voie PI3K / AKT [246]. D’autres auteurs rapportent que la
RvD1 atténue I’apoptose des cellules épithéliales et endothéliales pulmonaires chez les souris
prétraitées par le LPS [247]. En outre, dans les cellules de la conjonctive humaines et murines
en culture, la RvD1 active AKT et ERK 1/2 et conduit a la stimulation de la sécrétion de mucine
[248]. Enfin d’autres études indiquent qu’elle s’oppose a I'apoptose induite par le stress oxydatif
en modulant la voie JNK 1/2 dans les les cellules HepG2 [249] et en stimulant l'expression de

Bcel-xL et Bel-2 dans les macrophages [250].

D’un autre coté, le stress oxydatif est a 1’origine de divers événements
physiopathologiques impliqués dans la perturbation de I’homéostasie articulaire [251, 252]. En
effet, il est prouvé que les ROS agissent en tant qu'intermédiaires de signalisation pour le TNF-
a et I'IL-1P [253, 254] et dégradent le cartilage par oxydation des composants de la MEC ou par
modification post-traductionnelle des MMP [255, 256]. En outre, les produits finaux de la
peroxydation lipidiques, notamment le HNE, induisent les principaux facteurs impliqués dans
I’OA in vitro et in vivo [245]. Nos résultats montrent que la RvDI régule le stress oxydatif et
améliore le statut redox des chondrocytes arthrosiques via 1’augmentation du pool du GSH. Ils
concordent avec ceux de la littérature indiquant que la RvDI1, administrée par voie
intrapéritonéale a des doses de 3-100 ng / souris, réduit I'appauvrissement en GSH, la formation
d’hydroperoxydes ainsi que la production d’anions superoxydes induits par I’irradiation de la

peau avec des rayons ultraviolets. Elle induit également 1’expression du facteur de transcription
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Nrf2 (nuclear factor erythroid-2-related factor 2) impliqué dans la régulation des enzymes
antioxydantes [257]. Dans une autre étude, la RvD1 induit la synthése de GSH [121] et atténue
I’apoptose induite par les ROS, via I’inhibition de la NADPH oxydase [250]. Ces résultats

appuient une fois de plus, les effets bénéfiques de la RvD1 sur le cartilage articulaire.

L’ensemble de nos résultats démontre que dans les tissus articulaires, la RvD1 est
bénéfique non seulement pour moduler l'inflammation, mais également pour s’opposer au
catabolisme et a I’apoptose des chondrocytes et assurer de ce fait, une protection du cartilage.
Cette découverte laisse suggérer que l’action de la RvDI1 traduit une résolution de
I’inflammation et plus important encore, un métabolisme articulaire axé sur I’inhibition de la
dégradation du cartilage mais probablement aussi de la perte osseuse. L’étape suivante de nos
recherches consistait a explorer les effets de la RvD1 sur le métabolisme osseux in vitro, ex vivo

et in vivo.

5.3 La RvDl1 inhibe Pactivation et le recrutement des ostéoclastes
in vitro ainsi que la résorption de la matrice d’hydroxyapatite

et des explants d’os ex vivo

Pour appuyer notre hypothese stipulant que la RvD1 préserve I’intégrité articulaire, nous
avons étudié ses effets sur les macrophages et ostéoclastes, pierre angulaire dans I’inflammation

articulaire et 1’érosion osseuse.

Une importante partie de la littérature portant sur les SPM, s’intéresse a leurs actions sur
les macrophages. Elle rapporte essentiellement leurs effets sur la composante pro-
inflammatoire, comme la libération des cytokines et des ROS ou alors sur la commutation
phénotypique vers le phénotype de résolution [101, 258]. Néanmoins, a notre connaissance, trés
peu d’études traitent de leurs effets sur les macrophages en tant qu’acteurs du métabolisme
articulaire. Notre travail s’est alors penché spécifiquement sur I’ étude des effets de la RvD1 sur
les macrophages au niveau articulaire in vitro et ex vivo. Nos résultats démontrent que la RvD1
inhibe la différenciation et 'activation des ostéoclastes a partir des macrophages, ainsi que la
libération de médiateurs pro-inflammatoires notamment le TNF-a, la PGE2, mais également le

RANKL, un facteur essentiel a la résorption osseuse. En revanche, elle stimule I’expression de

140



I’IL-10. Ces effets sur les ostéoclastes sont associés a 1'inhibition de 1’expression de TRAP et
de la cathepsine K. Nous avons de plus, étudié ses capacités a protéger la matrice
d’hydroxyapatite contre la résorption induite par des ostéoclastes dérivés des monocytes
humains apres activation par le RANKL et le M-CSF. Les résultats ont encore démontré que la
RvD1 inhibe la résorption et prévient la dégradation de la matrice d'hydroxyapatite. Un dernier
résultat mais non des moindre est obtenu de 1’étude des effets de la RvD1 sur la résorption
osseuse ex vivo, en utilisant des explants d’os fémoraux de souris, traités par le RANKL et le
M-CSF. Sur ces explants, la RvD1 a démontré, une fois de plus, une inhibition spectaculaire de

la dégradation la matrice osseuse fémorale induite par le RANKL et le M-CSF.

Dans les maladies inflammatoires et ostéoarticulaires telles que la RA ou I’OA, une
multitude de médiateurs interagissent avec les cellules osseuses et inflammatoires et ménent
entre autres a 1’érosion osseuse et a I’ ostéoporose sous-jacente caractérisant ces maladies. Parmi
ces médiateurs, on peut nommer le systtme RANK / RANKL / OPG ainsi que d’autres cytokines
pro-inflammatoires notamment le TNF-a ou encore I’IL-6 [198]. Il a d’ailleurs été démontré
que le sérum et le liquide synovial provenant des patients RA, présentaient des taux ¢levés d’I1L-
1B, d’IL-6, d’IL-17 et de TNF-a, ainsi que de la cathepsine K [259, 260] et que le sérum des
patients avec fractures de la hanche présente une expression marquée de 1’'IL-6 et de TNF-a

[261].

D’un autre c6té, la cathepsine K joue un réle de premier plan, non seulement dans la
physiologie osseuse [262], mais également dans la dégradation pathologique des os et du
cartilage [263]. Sa surexpression chez la souris conduit a une synovite, ainsi qu’a une destruction
du cartilage et des os [264]. Par ailleurs, de nombreux auteurs ont rapporté que dans la RA, les
ostéoclastes exprimant TRAP et la cathepsine K sont largement présents dans les zones

d’invasion de I’os par le pannus [265, 266].

Par ailleurs, un déséquilibre de I’expression de RANKL et de ’OPG mene a un
débalancement métabolique en faveur du recrutement des ostéoclastes ainsi que I’augmentation
de leur activité. Cliniquement, ceci se traduit par une érosion osseuse caractéristique, faisant que
I’une des stratégies thérapeutiques pour la prévention de la dégradation osseuse notamment dans

’ostéoporose, s’appuie sur I'utilisation d’un anticorps dirigé contre le RANKL [267].
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Ainsi, les actions de la RvD1 que nous avons démontrées, semble clairement prévenir

1’érosion osseuse in vitro et ex vivo et préserver de ce fait I’intégrité articulaire.

Certaines données de la littérature appuient notre raisonnement. Par exemple, Gu et al.
[268] ont indiqué que la RvD1 ainsi que d’autres SPM, inhibent la production des cytokines
pro-inflammatoires par les macrophages en réponse a une stimulation par le LPS. De leur coté,
Boeyens et al. [269] ont indiqué que les cellules RAW264.7 co-traitées par le RANKL et le
DHA présentent une expression réduite de la cathepsine K et de TRAP. De méme, d’autres
¢tudes ont indiqué que le DHA a montré des effets inhibiteurs significatifs sur
l'ostéoclastogenése, qui ont été inversés par l'inhibition de la LOX, suggérant que les propriétés

anti-résorptives du DHA sont essentiellement attribuées a la RvD1 [270, 271].

D’une autre maniere, nos études soulignant les effets positifs de la RvDI1 sur le
métabolisme osseux sont également corroborées par les données d’une étude récente indiquant
que la RvDI s’oppose a ’activation de I'expression protéique et de 'ARNm du TNF-a, de I’'IL-
1B et de I’IL-6, induites par le LPS dans les ostéoblastes MG63 [272]. Enfin, une autre étude
indique que la PTH stimule la production de la RvD1 et RvD2 qui activent a leur tour
l'efférocytose des ostéoblastes apoptotiques par les macrophages, suggérant que ces SPM sont,

en partie, a I’origine des effets bénéfiques de la PTH sur le métabolisme osseux [273].

5.4 Les effets de l1a RvD1 sont médiés par son récepteur

ALX/FPR2

Le récepteur ALX/FPR2 joue un role de pivot dans la régulation des réponses de 1’hote.
Activé par ses ligands, notamment la LXA4 et la RvD1, il médie des effets pro-résolutifs et
régule les processus immunitaires dans les tissus 1ésés [274-277]. De ce fait, comprendre le role
de ce récepteur dans les effets de la RvD1 décrits ci-haut a vraisemblablement été au centre de
nos démarches, afin de mieux mettre le doigt sur le mode d’action de la RvD1 et sur ses effets
sur le métabolisme osseux. Nos résultats démontrent que le silangage de I’ARNm de FPR2/ALX
supprime les effets de la RvD1 et rétablit la différenciation et le recrutement des ostéoclastes
ainsi que 1’érosion de la matrice d'hydroxyapatite induits par le M-CSF et le RANKL. Ceci

suggere que les effets de la RvD1 décrits par notre étude, sont médiés en grande partie par son
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récepteur ALX/FPR2. Ces résultats sont cohérents avec les données de la littérature indiquant
que les actions de RvDI1 passent par deux GPCR, le FPR2/ALX et le GPR32. En effet,
Krishnamoorthy et al. [102] ont montré que dans les cas de péritonite spontanément résolutive,
le traitement par RvDI1 réduisait l'infiltration de neutrophiles chez les souris transgéniques
surexprimant le ALX/FPR2, alors que cet effet est nul chez les souris ALX/Fpr2 . De plus, tel
que mentionné plus haut dans cette section, I’AT-RvD1 stimule la synthése de la matrice du
cartilage par liaison directe au récepteur ALX/FPR2 sur les chondrocytes. Il médie ainsi les
actions de la RvDI sur les chondrocytes [93]. Ces résultats confortent l'idée selon laquelle
l'expression de ce récepteur est modulée dans les conditions inflammatoires pour médier les

actions de la RvD1 et promouvoir la résolution.

Toutes ces observations nous ont menés vers des études expérimentales in vivo, pour

confirmer I’efficacité de la RvD1 comme traitement potentiel des pathologies articulaires.

5.5 La RvDl1 inhibe ’inflammation et préserve I’intégrité des

tissus articulaires in vivo

Notre deuxiéme publication fournit des preuves supplémentaires et trés solides sur le
role de la RvD1 dans la prévention des lésions articulaires et des modifications

physiopathologiques qui y sont associées.

Puisqu’on avait déja démontré des effets trés prometteurs de la RvD1 sur les cellules du
cartilage et de 1’0s, nous nous sommes demandé¢ si ces effets pourraient se traduire in vivo par
une résolution de I’inflammation et surtout par des actions protectrices sur les tissus osseux et
articulaires. L’ensemble des effets de la RvD1 a alors été étudié sur un modéle murin d’une
pathologie inflammatoire touchant principalement ’articulation et mettant en avant a la fois la
dégradation du cartilage et 1’atteinte osseuse secondaire, en plus de I'inflammation de la
synoviale. La pathologie en question étant la RA, elle a été étudiée en utilisant le modele CATA
chez la souris. Les résultats de cette étude montrent que I'administration quotidienne de la RvD1
chez les souris RA, réduit les signes cliniques de la maladie, notamment 1’cedéme et la rougeur
des pattes. Plus important encore, la RvD1 réduit fortement 1’expression des cytokines

inflammatoires (TNF-a, IL-17, IL-6, IL-1B et IFN-y) ainsi que de la PGE2, dans le sérum de
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souris. Tél que discuté dans le chapitre 4.3, ces cytokines sont largement impliquées dans la
pathogené¢se de la RA. Par des voies de signalisation complexes, elles agissent sur différentes
cellules et amplifient I’inflammation, qui ménera entre autres, a la dégradation du cartilage ainsi
qu’a une ostéoporose périarticulaire. Ces deux phénoménes seraient alors atténués a la suite de
I’inhibition de ’expression des cytokines par la RvD1. Effectivement, les résultats des études
histologiques révelent que la RvD1 prévient la perte de chondrocytes et de protéoglycanes et
s’oppose ainsi a la dégradation du cartilage. De plus, elle inhibe fortement le recrutement des
ostéoclastes articulaires principalement incriminés dans 1’érosion osseuse dans les articulations
arthritiques. Enfin, elle atténue significativement la prolifération synoviale caractéristique de la
RA. La RvD1 a ainsi procuré un effet protecteur sur le cartilage et les os articulaires, confirmé
par la diminution des taux sériques de CTX-II, CTX-I, biomarqueurs de la dégradation du
cartilage et de 1’os respectivement. Ces derniers sont des prédicteurs puissants des érosions
articulaires, tel qu’illustré par 1'¢tude COBRA ou des niveaux élevés de CTX-I et CTX-II

mesurés au début de la RA prédisent un risque accru de 1ésions articulaires ultérieures [278].

L’aspect saillant de notre étude est 1’effet protecteur de la RvD1 sur le
métabolisme osseux. En effet, en plus des biomarqueurs cités ci-haut, ses effets sur I’intégrité
osseuse ont été démontrés par analyse de micro-CT, qui révéle une réduction des zones de
résorption osseuse au niveau des chevilles des souris traitées par la RvD1 par rapport aux souris
RA. Ce résultat renseigne clairement sur les aptitudes de la RvD1 quant a la préservation de

I’intégrité osseuse in vivo.

Un autre aspect important de 1’étude est le fait d’avoir validé une marge de doses
thérapeutiques de la RvD1 in vivo. Certaines recherches tendent a étudier les effets bénéfiques
de la supplémentation en AG ®-3 sur les maladies ostéoarticulaires, sans vraiment réussir a
démontrer un effet thérapeutique significatif [279], probablement parce que les concentrations
de la RvD1 et des SPM en général provenant du métabolisme des AG -3, n’atteignent pas la
marge thérapeutique efficace. Norling et al. [93] ont démontré que la supplémentation de souris
RA en AG -3 donne des taux de RvD1 de 6.6 + 1.4 pg / patte de souris. Bien que ces souris
aient tout de méme montré une amélioration des signes cliniques de la maladie, la dose de I’AT-
RvD1 qui a réussi a procurer une protection articulaire significative était largement supérieure

aux concentrations issues des AG »-3, soit 100 ng/ souris. Ainsi, la posologie utilisée dans nos
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études offrant des doses plus élevées en RvD1 que ce que la supplémentation en AG -3 peut
fournir, explique, au moins en partie, les résultats non-concluants observés dans ces études et
apporte des clarifications et une validation de la marge thérapeutique efficace et sécuritaire de

la RvD1 in vivo.

Ces résultats sont d’une valeur considérable, car ils élargissent les connaissances sur les
effets de la RvD1 dans les conditions inflammatoires et dégénératives au niveau articulaire et
¢tudient des aspects pathologiques qui n’ont pas été préalablement abordés par d’autres
recherches. En effet, Lima-Garcia, et al. [226] ont étudié¢ I’aspect analgésique de I’AT-RvD1
dans un modele d’arthrite induite par I'adjuvant chez le rat. De leur c6té, Norling et al. [93] ont
décrit I’action de I’AT-RvD1 sur le modéle murin K/BxN de la RA, ou ils ont démontré ses
effets positifs sur les signes cliniques de la maladie et sa capacité a raccourcir ’intervalle de la
rémission. Cependant, dans leur recherche, ils se sont particulierement penchés sur 1’étude du
profil métabololipidomique dans les articulations arthritiques ou ils ont démontré que 1I’AT-
RvD1 module le profil des médiateurs lipidiques, en réduisant la biosynthese de la PGE2 tout
en augmentant les niveaux des autres SPM. Ils ont également montré que I’AT-RvDI1 réduit
I’infiltration de leucocytes dans les articulations des souris et confere des actions protectrices
vis-a-vis du cartilage. Enfin, trés récemment, Sun A et al. [227] ont montré que 1’administration
intra-articulaire de RvD1 diminue la progression de I'OA chez les souris obéses, en diminuant

I’infiltration des macrophages dans la synoviale et en prévenant la dégradation du cartilage.

Tout comme la notre, ces études se distinguent par un profil de recherche particulier et
apportent chacune une contribution propre. Elles sont complémentaires et contribuent ensemble

a I’avancement des connaissances sur les effets de la RvD1 dans les maladies articulaires.

Enfin, nos résultats discutés jusqu’ici ont une valeur clinique substantielle. Comme
mentionné dans le chapitre précédant, la plupart des traitements actuellement utilisés pour I’OA
ou la RA (a I’exception des traitements biologiques) ne procurent aucun effet protecteur
significatif sur le métabolisme osseux. Méme que certains traitements anti-inflammatoires
comme les corticostéroides ont un effet délétere sur I’intégrité osseuse [280]. Les médicaments
biologiques décrits au chapitre 4 sont indiqués quand il y a présence de résorption osseuse non
controlée. Cependant, ils ont des effets secondaires immunosuppresseurs majeurs. Tous ces

traitements corrigent, certes, dans une certaine mesure, les défaillances inflammatoires ou
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immunitaires observées dans ’OA et la RA et ont de ce fait un effet thérapeutique incontestable
mais certainement insuffisant pour assurer une protection tissulaire et combler le besoin
thérapeutique de ces maladies. A I’instar de ces traitements, la RvD1 agit sur la composante
inflammatoire et immunitaire et semble, de surcroit, combler ce vide thérapeutique d’une fagon
tout a fait complémentaire mais aussi plus sécuritaire. En effet, le point fort de cette approche
étant qu’en plus de ses puissantes actions biologiques, la RvD1 serait théoriquement dépourvues
des effets secondaires majeurs rencontrés avec les traitements anti-inflammatoires et
immunosuppresseurs classiques. Cela serait attribué au fait que par son principe d’action
endogene, elle mime les mécanismes naturels de I’organisme et ne s’oppose pas de fagon intense
aux actions des médiateurs inflammatoires. Au contraire, elle rééquilibre les mécanismes pro-
et anti-inflammatoires et module les réponses immunitaires vers I’immunité adaptative [281].
De plus elle procure de puissants effets analgésiques. Plus important encore, 1’intérét pour la
RvD1 découle de sa capacit¢ a induire des réponses anaboliques et a réparer les tissus
endommagés et surtout a promouvoir leur régénération, une condition préalable au retour de

I'homéostasie [53].
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5.6 Perspectives futures

5.6.1 Perspectives a court terme

Les résultats présentés par ce travail nous poussent a spéculer que la RvD1 a des effets
trés prometteurs dans la physiopathologie ostéoarticulaire et pourrait représenter une cible

thérapeutique potentielle dans le traitement des maladies musculosquelettiques.

Jusqu’ici, trés peu d’équipes se sont intéressées a développer les connaissances
physiopathologiques portant sur le role de la RvD1 dans un contexte osseux, pas plus qu’a ses

applications potentielles comme molécule thérapeutique dans les pathologies ostéoarticulaires.

Une meilleure compréhension des effets de la RvD1 sur le métabolisme articulaire
s’impose. Il est alors important de définir ses cibles moléculaires sur les cellules et composantes
articulaires, ainsi que ses circuits de signalisation cellulaire en amont des effets observés. En
outre, il serait important d’¢élargir les connaissances sur ses actions sur les ostéoclastes et les
chondrocytes et d’¢lucider ses effets sur les ostéoblastes pour enfin clarifier ces mécanismes sur
le métabolisme osseux et les appliquer a des pathologies comme I’OA, la RA et I’ostéoporose

secondaire voire méme 1’ostéoporose primaire.

5.6.2 Perspectives a long terme

Les résultats de ce travail laissent présager une application clinique potentielle de la
RvD1 et jettent les bases du développement de stratégies thérapeutiques innovantes. Le
développement d’analogues pharmacologiques plus puissants et plus stables, en améliorant la
structure par I’addition de radicaux chimiques par exemple, ou encore 1’utilisation de vecteurs
pharmaceutiques, tels que des nanoparticules plus spécifiques des cibles visées, représenterait
des approches trés prometteuses qui ouvriraient la voie a une nouvelle génération de molécules

thérapeutiques.

Cliniquement parlant, si on prend I’exemple de I’arthrite, un traitement bas¢ sur la RvD1
pourrait se faire au tout début du traitement au méme titre que le MTX, ou alors en association
pour retarder ou méme limiter le recours aux médicaments biologiques dans des cas d’arthrite

rebelle au traitement classique.
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Conclusion

En réponse aux hypothéses émises dans ce travail, nous pouvons conclure que :

Hypothese 1: «La RvD1 exercerait de puissants effets de résolution de

I'inflammation sur les processus majeurs impliqués dans la physiopathologie articulaire »

La RvD1 s’oppose a I’inflammation et au catabolisme et inhibe l'activation des voies de
signalisation de I’IL-1PB dans les chondrocytes arthrosiques humains. De plus, elle prévient
I’apoptose cellulaire et le stress oxydatif induits par le HNE et active la voie de I’AKT. Nous
mettons ainsi la lumiére sur son intérét probable dans la prise en charge thérapeutique des

maladies ostéoarticulaires.

Hypothese 2 « La RvD1 aurait un effet d’inhibition de la résorption osseuse ».

Nous avons démontré que la RvD1 inhibe de fagon significative la différenciation et
l'activation des ostéoclastes in vitro, la dégradation de la matrice d’hydroxyapatite et d’explants
d’os de souris ex vivo, ainsi que la libération de médiateurs pro-inflammatoires impliqués dans
I’érosion osseuse et la destruction des tissus articulaires. Ceci souligne I’effet protecteur majeur

de la RvD1 sur I’érosion osseuse.

Hypotheése 3 : « Les effets positifs de la RvD1 observés in vitro et ex vivo seraient
reproduits in vivo dans un modéle murin de RA en limitant les lésions articulaires

principalement la dégradation du cartilage et la résorption osseuse. »

Nous avons démontré in vivo, les effets bénéfiques du mécanisme endogeéne de
résolution de I'inflammation procuré par la RvD1 chez le modele murin CAIA. La RvD1 a réduit
les signes cliniques de la maladie et a préservé les articulations de la destruction du cartilage et

des os ainsi que de la prolifération de la synoviale.



En résumé, cet ouvrage a permis de faire avancer les connaissances quant au role de la

RvD1 dans les processus physiopathologiques au niveau articulaire.

Considérant les connaissances existantes décrivant le role de la RvD1 dans une multitude
de tissus biologiques en réponses a divers états pathologiques, en plus des données présentées
dans cet ouvrage sur les fonctions importantes de la RvD1 dans le maintien de I'intégrité
articulaire et la prévention de la dégradation osseuse, il ne fait aucun doute que la RvD1 occupe

une place primordiale dans la prise en charge thérapeutique des maladies ostéoarticulaires.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Resolvin D1 (RvDI1), an important member of resolvins, exerts
a wide spectrum of biological effects, including resolution of inflammation, tissue repair
and preservation of cell viability. The aim of the present study is to investigate the anti-
arthritic potential and clarify the bone protective actions of RvD1 in vitro and in vivo.
METHODS: RAW264.7 cells were treated with 50 ng/ml LPS for 72 h in the presence
or absence of RvD1 (0-500 nM). Primary human monocytes were treated with M-CSF
+ RANKL for 14 days £ RvD1 (0-500 nM) with or without siRNA against RvD1
receptor FPR2. Expressions of inflammatory mediators, degrading enzymes,
osteoclasts (OC) formation, and bone resorption were analyzed. The therapeutic effect
of RvD1 (0-1000 ng) was studied out in murine collagen antibody-induced arthritis.
Arthritis scoring, joint histology, as well as inflammatory and bone turnover markers were
measured. RESULTS: RvD1 is not toxic and inhibits OC differentiation and activation.
It decreases bone resorption, as assessed by the inhibition of TRAP and cathepsin K
expression, hydroxyapatite matrix resorption, and bone loss. In addition, RvD1 reduces
TNF-a, IL-1B, IFN-y, PGE2, and RANK and concurrently enhances IL-10 in OC.
Moreover, in arthritic mice, RvD1 alleviates clinical score, paw inflammation, and
bone and joint destructions. Besides, RvD1 reduces inflammatory mediators and
markedly decreases serum markers of bone and cartilage turnover.

CONCLUSION: Our results provide additional evidence that RvD1 plays a key role in
preventing bone resorption and other pathophysiological changes asociated with
arthritis. The study highlights the clinical relevance of RvD1 as a potential compound for

the treatment of inflammatory arthritis and related bone disorders.

Keywords: Arthritis, inflammation, resolvin D1, joint, bone resorption, mice.
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INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic immune-mediated inflammatory disease that
features persistent inflammation leading to joint tissue destruction [1]. Afflicting up to
1% of the general population worldwide, women are three to five times more likely to
develop RA than men [2, 3]. Highly debilitating, RA leads to impair joint function, in
addition to severe pulmonary, renal and cardiovascular dysfunctions, thereby affecting
patient’s quality of life and significantly decreasing their life expectancy [3, 4].
Joint injuries are associated with excessive synovial inflammation and hyperplasia
which promotes recruitment of inflammatory cells [5]. These activated cells will further
induce excessive release of pro-inflammatory and catabolic mediators within the joint,
thereby causing cartilage and bone breakdown [5-7].

Due to the central role of the immune system and inflammation in the pathogenesis of
RA, current therapies mainly target inflammatory mediators such as tumor
necrosis factor-alpha (TNF-a) and interleukin-6 (IL6) [8]. However, even if the currently
available therapies such as disease-modifying anti-rheumatic drugs improve RA
symptoms, they are effective in only half of the treated patients [9, 10]. Moreover, the
severe side effects attributed to the long term and high dosage usage limit their use [8].
Most importantly, none of these agents repair or even control joint damage [10, 11].
This underlines the importance of finding alternative pathophysiological pathways that
could identify a new target leading, in terms, to a more adequate management of RA.
Hence, 2015 international recommendations for RA treatment set a dozen goals, the main
one being to improve patients' long-term quality of life, by reducing symptoms and
preventing irreversible joint damage. They have pointed out not only controlling,
but eliminating inflammation as the most effective way to achieve it [12]. Promoting
the resolution of inflammation could be one effective way to reach this goal. Indeed,
the identification of the resolution phase of inflammation as an active process, once
believed to be passive, has highlighted the fact that there is a fine line between
sufficiently strong inflammation and uncontrolled chronic inflammatory responses
seen in inflammatory diseases such as RA. Failure in the resolution responses may

therefore be responsible for that line being overpassed [13, 14].
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The resolution process is orchestrated by a number of mediators such as resolvins [15].
They are derived from omega-3 polyunsaturated fatty acids, with well-described anti-
inflammatory and proresolutive activities [16, 17]. By counter-regulating pro-
inflammatory mediators and decreasing neutrophil recruitment in inflammatory sites,
these mediators actively trigger the resolution of inflammation and promote the return to
homeostasis [18, 19]. Resolvin DI (RvD1), an important member of resolvins, is
biosynthesized from the omega-3 docosahexaenoic acid (DHA; C22:6) via 15-
lipoxygenase (15-LOX) and 5-LOX interactions in humans [20, 21]. RvD1 properties
encompass a wide spectrum, ranging from potent anti-inflammatory and pro-resolutive
actions, to analgesic properties in inflammatory pain [20-23]. Moreover, we previously
reported that RvD1 level 1is higher in knee synovial fluid from patients with
osteoarthritis [24]. We, furthermore, demonstrated the potency of RvDI1 in controlling
inflammatory and catabolic responses, in human osteoarthritic chondrocytes.

Aiming to extend our research on the potential of RvD1 effects in inflammatory osteo-
articular conditions, the purpose of this study is to determine the effects of RvD1 on RA
onset and progression in vivo using a mouse model that shares many features with human

RA as well as the molecular mechanism involved, using in vitro model.
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MATERIALS AND METHODS

Materials

RvD1, LDH ELISA kit, and PGE2 EIA kit were obtained from Cayman Chemical (Ann
Arbor, M1, USA). AMEM, RPMI 1640 1X medium, FBS, and antibiotics were purchased
from Wisent Bio Products (Montreal, QC, Canada). LPS (E. Coli 0111:84), RANKL, M-
CSF, TRAP staining kit, and mouse anti-f-actin antibody were obtained from Sigma-
Aldrich (Oakville, ON, Canada). MTS assay kit was purchased from Promega
Corporation (Madison, WI, USA). Primary antibodies against mouse-TRAP and
cathepsin K, Von Kossa (calcium stain) kit, and rabbit polyclonal anti-Beclin-1 were
obtained from Abcam Inc (Toronto, ON, Canada). Peroxidase IgG secondary antibody
was purchased from Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA, USA).
TNF-a and IL-10 ELISA kits were purchased from R&D systems (Minneapolis, MN,
USA). Th17-6 plex cytokines assay kit was purchased from Bio-Rad (Mississauga, ON,
Canada). CTX-II ELISA kit and anti-mouse FPR2 antibody were purchased from
MyBiosource (San Diego, CA, USA). CTX-I EIA kit was purchased from
Immunodiagnostic Systems Limited (Boldon, United Kingdom). Ficoll-Paque PLUS was
obtained from GE Healthcare (Mississauga, ON, CA). Osteo Assay Stripwell plates were
purchased from Corning Inc. (New York, NY, USA). Arthrogen-CIA Arthrogenic
Monoclonal Antibody was purchased from Chondrex (Redmond, W A, USA). FPR2
siRNA and scramble siRNA were purchased from Santa-Cruz Biotechnology (Santa-
Cruz, CA, USA).

Cell Culture

Murine macrophage RAW 264.7 (ATCC, Manassas, VA, USA) were cultured with
AMEM/10% FBS and antibiotics at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO..
Primary human monocytes were isolated from whole blood obtained from healthy
volunteers. Briefly, blood was centrifuged on a Ficoll-Paque density gradient, as
described previously [25]. Isolated monocytes were then cultured in RPMI 1640 medium
supplemented with 10% FBS, and antibiotics. All donors provided written, informed
consent for the use of their blood for research purposes. Experimental protocols were

approved by the Research Ethics Board of the “Hdpital du Sacré-Coeur de Montréal”.
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Animals

Thirty 8-week-old female DBA/1J mice, weighing approximately 18-20 g, were
purchased from Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME, USA). Animal handling and
experimental procedures were conducted in compliance with the Canadian Council on
Animal Care guidelines. The experimental protocol was adapted from previously
reported methods [26] and approved by the Animal Research Ethics Committee of

Hopital du Sacré-Coeur de Montréal.

Viability Assay and LDH Release

RAW 264.7 cells were cultured as described above then seeded in a 96-well plate at 4 x
10* cells/well then treated with RvD1 (0-500 nM) with or without LPS (50 ng/ml) for 48
h. Cell viability and LDL release were assessed with commercial kits under the
manufacturer’s instructions. The absorbance was measured at 590 nm with EL800

universal micro-plate readers (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA).

TRAP Staining

RAW 264.7 cells were cultured as described previously, seeded in chambered cell culture
slides at 8 x 10* cells/ well, and transfected or not with 100 nM FPR2 siRNA or scramble
siRNA. Osteoclast formation was induced by treatment of cells with LPS (50 ng/ml) +
RvD1 (0-500 nM) for 72 h. TRAP staining performed as recommended by the
manufacturer. Nuclei were counter stained with Gill’s hematoxylin and TRAP positive
multinucleated osteoclasts staining (>3 nuclei) was counted in 10 randomly selected
high-power fields using digital EVOS light microscopy (Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, PA, USA) at 20X magnification.

Western Blot

RAW 264.7 cells were seeded in a 24-well plate at 2 x 10° cells/well then treated with
RvD1 (0-500 nM) with or without LPS (50 ng/ml) for 72 h. ~20 ug total proteins were
loaded onto a 4-12% gradient SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane

(Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, Canada). The primary antibodies were: anti-
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mouse TRAP, anti-mouse cathepsin K, anti-mouse beclin-1, anti-FPR2, and anti-mouse
B-actin primary antibodies. Revelation of immunoreactive bands and semi-quantitative

analysis were performed as described in our previous report [24]

TNF-a, IL-10, PGE2, RANK quantification in cell culture supernatant

TNF-a, IL-10, and RANK levels were assessed in cell culture supernatants by ELISA and
PGE: level was determined by EIA, according to the manufacturer instructions. All
assays were performed in duplicate. The absorbance was quantified with the micro-

ELISA Vmax photometer at 405 nm (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA).

Hydroxyapatite Resorption Assay Pit Formation Assay

Mononuclear cells were seeded in an Osteo Assay Stripwell plate at 5 x 10° cells/well
and allowed to adhere (2 h at 37°C) in RPMI/10% FBS in a humidified atmosphere and
5% COz. The nonadherent cells were removed by vigorous washes with PBS and
adherent cells (mainly monocytes/macrophages) were cultured in RPMI/10% FBS
containing 10 ng/ml M-CSF and 50 ng/ml sSRANKL. They were concurrently treated with
increasing concentrations of RvD1 (0-500 nM) over two weeks. The culture medium was
renewed every 3 days.

The resorption area in each plate was analyzed by Von Kossa staining following the
manufacturer’s instruction, then visualized and measured in 10 randomly selected high-

power fields using digital EVOS light microscopy at 20X magnification.

Bone Resorption in Ex-Vivo Model

Bone explants from normal mice knee joints were rinsed in PBS containing antibiotics
and cultured in BGJb medium supplemented with 20% FBS and antibiotics. Samples
were treated or not with 10 ng/ml of M-CSF and 50 ng/ml of RANKL for 28 days in the
presence or absence of 500 ng/ml RvDI1. Culture medium were renewed 2 times per
week. Bone histomorphometry was performed as described in our previous report [27] by

measuring bone surface (um?) and marrow cavity area (um?).
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Collagen Antibody Induced Arthritis (CAIA)

Arthritis was induced using an arthritogenic cocktail of five monoclonal antibodies
anti-type II collagen (mAb) combined to LPS as previously describe [26]. Briefly, on
day 1, mice were immunized by an intra-peritoneal (i.p.) injection of 1.5 mg of mAb,
followed on day 4, by an i.p. injection of 50 pg of LPS (E. Coli 0111:84). Mice were
monitored daily for body weight and disease scoring, and then sacrificed on day 10.
Animals were randomly separated into 6 groups: Group 1 non-immunized mice; Group
2: CAIA mice, Groups 3-5 CAIA mice received a daily i.p. injection of 100, 500, and
1000 ng RvDI since day 1, respectively; Group 6 CAIA mice received a daily i.p.
injection of 1000 ng RvD1 from day 4. Groups 1 and 2 were given a saline solution with
0.1% EtOH instead. On day 10, mice were anesthetized by isoflurane inhalation, and
blood was collected by cardiac puncture and then euthanized. Serum samples were

stored at -80°C and knees and ankles were conserved in formalin until analyzed.

Clinical Evaluation of Induced Arthritis

Arthritis onset and progression were monitored daily by recording hind paw thickness
using a caliper, arthritic score, and body weight, by two independent observers blinded to
treatment groups. The arthritic score was graded using a 4-point clinical index for each
paw, based on macroscopic signs (0 = no evidence of inflammation; 1 =
inflammation (swelling and/or redness) in one joint; 2 = inflammation in two joints; 3 =
inflammation in more than two joints; and 4 = severe arthritis of the entire paw and

joints) as described by Lee et al. [28], for a total score of 0-16 for all four paws.

Serum Inflammatory Mediator’s Determination

TNF-a, IL-17, IL-1B, IL-6, and IFN-y were quantified in serum using a convenient
bioplex kit assay, according to the manufacturer’s instructions. The concentrations of
cytokines were measured using Bio-Plex™ 200 System instrument (Bio-Rad

Laboratories, Hercules, CA, USA) and Bio-Plex manager 4.1 Software.
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Bone and Cartilage Remodeling Assessment

CTX-I and CTX-II, were quantified in mice serum by an EIA and ELISA Kkit,
respectively, under the manufacturer’s instructions. The sensitivity of each kit is 4.5 and
10 pg/ml, respectively, and the absorbance was measured at 450 nm with

ELS800 universal micro-plate readers (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA).

Histopathology Study

Histopathologic sections of the knees were prepared following a conventional
histopathologic processing of fixation, decalcification and paraffin embedding, as we
previously reported [29]. The joints sections were stained with Safranin-O to assess
cartilage degradation. Cartilage destruction was evaluated by two blinded observers, as
described in detail in [29] using a previously described scoring system [30]. Osteoclast
recruitment and activation were revealed by TRAP staining, as described in “TRAP
staining" section. Cell proliferation in synovial membrane was performed by

heamatoxylin and eosin staining.

Micro-CT (u-CT) Analysis

After the sacrifice, the ankles from each mice group were fixed whi 4%
paraformaldehyde for 24 h and placed in PBS for 3-dimension (3D) p-CT analysis. Each
sample was scanned using Skyscan 1176-High Resolution in vivo X-ray
Microtomography (Bruker-MicroCT, Kartuizer Weg 3B, Kontich 2550, Belgium) at 50
kVp and 500 uA [26]. The 3D reconstruction was carried out using NRecon software, and

the images were then after processed with u-CT analyzer software.

Statistics

All experiments were at least triplicated. Means comparisons were performed by analysis
of variance (ANOVA) with appropriate post-hoc analysis or 2-way ANOVA with
repeated measures where appropriate. Data are expressed as mean = S.E.M. p-values

<0.05 were regarded as significant.
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RESULTS

RvD1 does not affect murine RAW 264.7 macrophages viability.

We first evaluated the potential toxicity of RvD1 in murine RAW 264.7 macrophages by
performing an MTS assay. In contrast to H2O2, RvD1 did not alter the cell viability and
LDH release after 48 h of incubation at tested doses ranging from 0 to 500 nM (Figs. 1A
and 1B). Finally, the expression of Beclin-1, which is regulated in autophagy
programmed cell death [31], was also unaffected by RvDI, in the presence or absence

of LPS (Fig. 1C). Together, these data suggest that RvD1 does not affect cell viability.

RvD1 attenuates osteoclast differentiation and inflammatory mediator expression in
RAW264.7 macrophages.

Here, we evaluated the impact of RvD1 treatment on RAW 264.7 macrophages-LPS-
derived osteoclasts, by measuring their phenotypic markers, namely TRAP and cathepsin
K. Western blot data show a strong inhibition of LPS-induced TRAP and cathepsin K
expression by RvD1 at different concentrations (Fig. 2A) as well as TRAP activity and
osteoclast differentiation (3 to 4-fold of inhibition, p<0.05, Fig. 2B). Interestingly, down
regulation of FPR2 expression by a specific siRNA abrogated the inhibitory effect
of RvDI1 as compared to LPS and LPS + scrambled (Sc) control siRNA (Fig. 2B). Of
note, cell viability of transfected RAW264.7 with FPR2 siRNA or Sc siRNA was not
affected and reached ~90-95% in comparison to untransfected cells.

We next investigated the anti-inflammatory of RvD1 in RAW 264.7 macrophages-LPS-
derived osteoclasts. When used alone, RvD1 does not affect PGE>, TNF-a, IL-10 releases
neither RANK expression (Figs. 2C-2F). In contrast, RvD1 significantly reduces LPS-
induced PGE2, TNF-a, and RANK expression in a dose-dependent manner. At 500 nM,
RvDI significantly decreased LPS-induced PGE2, TNF-0, and RANK by 3 to 4-fold
(Figs. 2C, 2D, and 2F p<0.001). In contrast, IL-10 level is significantly enhanced in
RvDI-treated cells during LPS-induced osteoclast differentiation (Fig. 2E, p<0.0001).
Together, these results suggest that RvDI1 inhibits osteoclast differentiation and

activation, therefore reducing their pro-inflammatory mediator releases.
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RvD1 prevents bone erosion using primary human monocyte-derived osteoclasts.

Next, we studied the effects of RvD1 on resorptive activity of human monocyte-derived
osteoclasts. As shown by Von Kossa staining, a significantly higher erosion surface is
observed when cells were M-CSF/RANKL (R-M)-differentiated when compared to
control, while RvD1 at 500 nM drastically reduces hydroxyapatite matrix erosion to
almost background level (p<0.01, Fig. 3A). RvD1 at 100 and 1000 nM inhibits bone
resorption in a similar pattern (data not shown). Interestingly, FRP2 silencing by siRNA
abolished the inhibitory action of RvD1 (p<0.05).

Then after, additional experiments were conducted using whole mouse femoral bone
cultured during 4-weeks. The addition of 500 nM RvD1 reverses bone resorption induced
by the R-M treatments to almost baseline level, as observed by hematoxylin and eosin
staining (Fig. 3B, p<0.05). This observation is sustained by a reduction in marrow cavity
area and an increase in bone surface. Collectively, these data clearly demonstrate the pro-
resolutive and antiresorptive potential of RvD1 on osteoclasts differentiation in vitro and

in ex vivo.

RvD1 improves RA clinical endpoints in arthritic mice.

As expected, CAIA mice develop arthritis on day 4 and exhibit maximum inflammation
between days 7 and 10 which was reflected by an increased arthritic score and swelling
of paws as well as concomitant weight loss (Figs. 4A-4C). All RvD1 treatment groups
exhibit a reduced arthritic score when compared to CAIA group (p<0.05, Fig. 4A).
Moreover, RvD1 mice had a lesser hind paw thickness over the disease period and
reached a maximum effect at the end of the experiment (30% compared to CAIA group,
p<0.05, Fig. 4B). Furthermore, CAIA mice exhibit a trend toward weight loss over the
disease period as compared to normal mice, with significant (up to 16%) weight loss at the
end of the experiment. RvD1 treatment at 500 ng protected the mice from weight
loss and reaches a maximum effect at day 10 (30% less than CAIA mice, p<0.05, Fig.
4C). However, no significant differences were found in the measured parameters when
1000 ng RvD1 were given at day 4. Altogether, these findings underscore the

clinical therapeutic potential of RvD1 for arthritis management. They indicate that
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RvD1 treatment clearly alleviates RA main clinical endpoints, suggesting that RvDI

effectively delays RA onset, progression, and severity in an arthritic mouse model.

RVDI1 attenuates synovial proliferation and bone resorption in arthritic mice

This part of the experiment was designed to verify the ability of RvDI to
attenuate histological changes in bone and synovial membrane. As shown in Figure 4D,
RvD1 slightly reduced cell proliferation in synovium and strongly inhibited
osteoclasts recruitment and activation in arthritic mice. Taken together, these data
confirm the in vitro findings and indicate the biological efficacy of RvD1 in suppressing

bone and joint damage.

RvD1 prevents cartilage degradation in knee joints of arthritic mice.

As expected, knee sections from RA mice show signs of histopathologic changes, such as
fibrillation with loss of chondrocytes and proteoglycans, as compared to control mice
(CTL) (Fig. 5A). In contrast, daily RvD1 treatment (100 and 500 ng) of the arthritic
mice significantly reduced -cartilage destruction and prevented chondrocytes and
proteoglycan loss, when compared to RA, suggesting that RvD1 preserves normal
homeostasis of the knee joint. Similar findings were obtained in animals treated with
1000 nM RvDI given at day 1 and 4 (data not shown). These results are coherent with

the arthritic score and the thickness of the paw that were measured.

RvD1 inhibits bone destruction in RA mice

We next investigate the ability of RvD1 to prevent bone loss in our RA mice model using
uCT imaging. pnCT analyses of the ankles from control, RA mice, and RA mice treated
with RvD1 were performed in order to obtain a detailed image of the eroded
mineralized bone tissues. As illustrated in Figure 5B, the intraperitoneal injection of 500
ng of RvD1 results in a marked reduction of bone erosion across several tarsal bones, as
compared to RA mice ankles. These results suggest that RvD1 treatment prevents bone

erosion in vivo as our results in vitro.
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RvD1 reduces serum markers of cartilage and bone damage.

In order to evaluate by which mechanism RvD1 prevented bone erosion, we investigated
the effect of RvD1 administration on the expression of bone destruction markers in RA
mice model. First, our data indicated that RvD1 level increased in serum from RA mice
and its administration at different doses enhanced its serum biodisponibility (Fig. 5C).
Second, our findings revealed that RvDI1 significantly reduced serum cartilage
degradation markers, such as CTX-II (Fig. 5D), and serum bone resorption markers, such
as CTX-I and TRAP (Figs. SE and 5F), as compared to RA mice. Together, these
findings suggest the protective effect of RvD1 against cartilage and bone destruction in

RA disease and possibly in other bone and joint-related disorders.

RvD1 attenuates inflammatory mediators in arthritic mice serum.

This part of our study was designed to investigate the anti-inflammatory effect of RvDI
in the CAIA mouse model. As shown in Figure 6, RvDI significantly down regulates the
production of the most important inflammatory mediators playing crucial roles in RA. In
fact, RvD1 given at 100 ng at day 1 and 4 significantly inhibits serum levels of
inflammatory cytokines such as TNF-a (Fig. 6A, p<0.01), IL-17 (Fig. 6B, p<0.001), IL-
1B (Fig. 6C, p<0.01), IL-6 (Fig. 6D, p<0.01), IFN-y (Fig. 6E, p<0.01), and PGE: (Fig.
6F, p<0.01) by nearly 50% compared to CAIA group. Altogether, these findings confirm

our expectations that RvD1 exerts an anti-inflammatory action in arthritic mice.
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DISCUSSION

As a chronic autoimmune inflammatory condition, RA has been extensively studied. The
well-defined and consistent impairment in all RA patients is the severe joint dysfunction,
associated with synovial inflammation, cartilage degradation, as well as
osteoporosis [32]. At present, even if some treatments have improved RA therapy, they
are still erratic and can cause notable side effects to the patient [33]. Finding a novel
therapy could potentially enhance patient quality of life.

In this perspective, we studied an alternative approach for RA therapy using RvD1. RvDI1
is an important factor in the resolution phase of inflammation, with well-known pro-
resolving and anti-inflammatory properties. We have demonstrated that RvD1 is higher in
inflammatory conditions [24], probably in an attempt to reduce the inflammation as
an endogenous mechanism. Herein, we describe promising results about the contribution
of RvDI in improving RA symptoms and support the notion that RvDI prevents
arthritic joint disorders, caused by excessive cartilage degradation and bone resorption.
We initially studied the effects of RvD1 on macrophages and osteoclasts, which are key
players in promoting and expanding inflammation in RA joint tissues. Macrophages
play a pivotal role in promoting and maintaining RA pathogenesis. In concert
with chondrocytes and fibroblast-like synoviocytes, they drive cartilage catabolism
through the release of catabolic and inflammatory factors. Here, we demonstrated in
vitro that RvD1 significantly inhibited osteoclast differentiation and activation as
well as  the release of pro-inflammatory mediators. In contrast, IL-10, an
anti-inflammatory cytokine, was up-regulated. Besides, the osteoclasts inhibition by
RvD1 treatment was associated with TRAP and cathepsin-K inhibition. Cathepsin-K
actions are crucial in normal skeletal physiology [6] and have been implicated in bone
and cartilage pathological degradation [34]. In fact, overexpressing cathepsin-K in
mouse has led to synovitis, as well as cartilage and bone destruction, similar to the
manifestation of RA [35]. Otherwise, it has been established that RA serum and synovial
fluid present high levels of IL-1B, IL-6, IL-17 and TNF-a, as well as cathepsin-K,
which triggers osteoclast differentiation and activation in the early phases of the
disease [36]. Consistent with our findings, results have indicated that RvDI1 reduces
osteoclastogenesis through inhibition of the dendritic cell-specific transmembrane

protein expression which is essential for cell fusion during osteoclastogenesis [37].
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Likewise, DHA showed significant inhibitor effects on osteoclastogenesis, which was
reversed by LOX inhibition, suggesting that DHA properties are essentially mediated by
RvD1 [37,38]. Similarly, Boeyens et al. indicated that RANKL-induced and
DHA-treated RAW264.7 cells showed suppressed expression of cathepsin-K and TRAP
[39]. Moreover, Gu et al. showed that RvDI, in addition to other resolution mediators
is a strong inhibitor of pro-inflammatory cytokines produced by monocytes in response
to stimulation with LPS [40], while Hsiao et al. suggested that RvD1 increased IL-10
levels in smoke-exposed mice lungs [41].

In the present study, we also put special emphasis on the potential of RvD1 to prevent
bone erosion. Our results demonstrated that RvD1 strongly inhibited hydroxyapatite
matrix degradation induced by RANKL + M-CSF using human primary monocytes.
Indeed, many authors have reported that TRAP and cathepsin K-positive osteoclasts are
largely found in areas of pannus invasion into bone in RA [5, 42, 43]. Bone damage
arises from complex interactions involving osteoclast maturation, mainly mediated via
RANKL, M-CSF, and TNF-a pathways [44]. It has been established that RvD1 and its
aspirin-triggered epimer switch gene regulation profiles from MIl-type pro-
inflammatory macrophages into M2-type pro-resolution macrophages involved in
homeostasis and bone repair [45, 46]. Hence, our findings contribute to the data dealing
with the potential of RvD1 in bone protection.

Furthermore, in order to harness and clarify our findings, we focused on analyzing the
involvement of FPR2/ALX receptors in RvDI1 effects. Our results demonstrated that
FPR2/ALX silencing inhibited RvD1 effects and led to significant osteoclasts
differentiation as well as important hydroxyapatite matrix erosion, suggesting that RvD1
exerts its actions in part by interacting with FPR2/ALX receptors. These findings are
consistent with the literature data indicating that RvD1 actions are mediated by two
GPCRs, FPR2/ALX and GPR32 [47]. In fact, Krishnamoorthy et al. have shown that in
self-limited peritonitis, RvD1 treatment reduced neutrophil infiltration in human
FPR2/ALX-overexpressing transgenic mice, while this effect was not observed in
FPR2/ALX knockout mice [48].

In an attempt to refine the in vivo effect of RvD1, another set of experiments was

conducted using CAIA mouse model. Our findings showed that daily administration of
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RvDI1 provides its serum bioavailability that is consistent and predictable at every dose.
As expected, the arthritic group displayed significant swelling and redness of paws as
assessed by macroscopic clinical evaluation and also showed high levels of inflammatory
mediators in mice serum. Whereas, daily treatment with RvD1 reduced paw swelling and
redness and limited mice weight loss. More importantly, RvD1 strongly reduces TNF-a,
IL-17, IL-6, IL-1B, IFNy as well as PGEz, in mice serum. TNF-q, IL-17 and IL-6 have
been shown to be closely correlated with RA activity [36], and IL-1B involved in
cartilage degradation [44].

In accordance with these effects, RvD1 reduced synovial proliferation, osteoclasts
recruitment, and cartilage destruction in RA mice as depicted by the histological
examination. Interestingly, the protective effect of RvD1 in cartilage and bone was
confirmed by the decrease of serum levels of their respective biomarkers, namely CTX-II
and CTX-I. Additional findings were obtained on bone resorption, as indicated by pu-CT
analysis. Our findings support previous data on cartilage and bone metabolism. In
chondrocytes, we demonstrated that RvD1 protects cartilage from degradation and
preserves its homeostasis by inhibiting IL-1B-induced matrix metalloproteinase-13
production in human chondrocytes [24].

Additionally, a significant amount of evidence revealed the presence of resolvins, in
addition to FPR2/ALX in RA synovial tissues [10, 49, 50]. The interest for RvDI in
general, seems not only due to its potential to neutralize inflammatory and catabolic
tissue insults, but also because of increasing data showing that it has the ability to repair
injured tissues and most importantly to promote their regeneration. In the context of RA,
Norling et al. [10] provided promising finding on RvD1 and its aspirin-triggered epimer.
They identified its remarkable efficiency to relieve arthritis symptoms in the K/BxN
mouse model. Furthermore, they identified the potential of RvD1 for chondroprotection
since it promotes direct cartilage anabolic responses in vitro. Their findings are highly
valuable and contribute to the advancement of knowledge on RvD1 and most importantly
on how it could be beneficial for RA therapy. The ultimate objective being to build as
complete knowledge as possible on a very promising therapy for inflammatory
osteoarticular diseases, our study aimed to expand the knowledge by addressing other

facets of RvD1 in other important hallmarks of RA. We showed that RvD1 preserves
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joint structure and prevents bone destruction and erosion by inhibiting osteoclast

recruitment.

CONCLUSION

In conclusion, the present study demonstrates that RA is indeed positively affected by
RvD1 and contributes to other studies clarifying the implication of RvD1 in improving
signs and symptoms of RA. This lends support to the notion that RvD1 acts as a potent
resolution mediator to control arthritis inflammatory manifestations and may hold

promise for use as a potent agent in RA therapy.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. RvD1 does not impair RAW264.7 cells viability. RAW264.7 cells were
incubated with different concentrations of RvD1 (0-500 nM) without or with 50 ng/ml
LPS for 72 h. Cell viability percentages were obtained by 3-(4,5-dimethyl-thiazoyl)-2,5-
diphenyl-SH-tetrazolium bromide assay (A) and LDH release was measured in cell
supernatants by a commercial kit (B). Cell death and LDL release were induced by the
addition of 0.5 mM H20:. Beclin-1 protein expression was assessed in cell extracts by
western blot (C). ANOVA test was performed to compare each condition. Results are
expressed as mean = SEM for n = 4. Data are means + SEM and One-way ANOVA was

performed to compare the results. ##p<0.01 compared to untreated cells.

Figure 2. RvD1 inhibits osteoclast activation and recruitment as well as LPS-
induced TRAP, cathepsin-k, PGE:, TNF-0, and RANK expression, and concurrently
enhances IL-10 release in LPS-activated RAW 264.7 macrophages. Macrophages
were stimulated with LPS (50 ng/ml) with or without RvD1 treatment (0-500 nM) for
72h. Cell extracts were collected, and then TRAP and cathepsin-k protein expression was
assessed by western blot (A). The same treatment was conducted after incubation or not
of cells with sc-siRNA or siRNA against FPR2 (50 nM) for 24 h. TRAP enzymatic
staining was performed and TRAP positive cells were observed with an inverted
microscope (x200). Arrows show osteoclasts with 3 nuclei or more (B). Western blot was
employed to confirm FPR2 silencing by siRNA (B). In parallel, cell media was collected
and then PGE: (C), TNF-a (D), IL-10 (E), and RANK (F) expression was assessed by
commercial kits. Data are means £ SEM for n=3 and One-way ANOVA was performed
to compare the results. #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, ###p<0.0001 compared to non-
stimulated cells; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 compared to LPS-

activated cells.
Figure 3. RvD1 inhibits hydroxyapatite matrix degradation as well as bone

resorption induced by primary human monocytes-derived osteoclasts. (A) Human

monocytes were incubated on a hydroxyapatite matrix. They were first treated without or
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with sc-siRNA or siRNA FPR2 (50 nM) for 24 h and then stimulated over two weeks
with RANKL (50 ng/ml) and M-CSF (10 ng/ml) with or without RvD1 treatment (500
nM). Culture medium was changed every 3 days. Von Kossa staing was performed then
pit areas were observed under inverted microscope (x200) and measured using ImageJ
software. (B) Normal mouse femoral bone explants were incubated with RANKL (50
ng/ml) and M-CSF (10 ng/ml) with or without RvD1 treatment (100 or 500 nM) over 28
days. Culture medium was changed every 3 days. Hematoxylin-Eosin staining was
performed and resorption areas were observed and scored under inverted microscope
(x200). Data are means + SEM for n=3 and One-way ANOVA was performed to
compare the results. ##p<0.01 compared to untreated cells; *p<0.05 compared to M-

CSF/RANKL-activated cells; @p<0.05 compared to RvD1--stimulated cells.

Figure 4. RvD1 treatment improves RA clinical endpoints as well as synovium and
bone changes in arthritic mice. Arthritis was induced by ip injection of arthritogenic
cocktail of five monoclonal antibodies anti-type II collagen (mAb) on day 1, followed by
ip injection of 50 pg LPS on day 4, as described in methods. Over the course of the
experiment, and for each of the experimental groups (non-immunized control mice,
CAIA mice immunized with type II collagen antibody and treated with vehicle, and mice
immunized with type II collagen and treated with RvD1 (100, 500, 1000 ng/day) at day 1
or with 1000 ng/ml at day 4, clinical score was attributed by two investigators blinded to
groups on a scale of 0-4 for each paw, for a maximum of 16 for all four paws, as
described in methods (A). Hind paw thickness was measured using a caliper and
expressed as thickness change from baseline (B). Weight evolution was assessed and
expressed as percentage of weight loss from baseline (C). Data are means + SEM for n=6
and One-way ANOVA was performed to compare the results. *p<0.05, **p<0.01
compared to RA group. Cell proliferation in synovial membrane and TRAP staining in

bone were performed as described in Material and Methods (D).
Figure 5. RvD1 daily treatment prevents cartilage and bone alterations in arthritic

mice joints. Arthritis was induced as previously described. After mice sacrifice, blood

was collected. Knees and ankles were removed and then fixed and sectioned as described
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in methods. Knee sections were stained with safranin-O staining and scored (A). Ankles
were examined with a micro-CT scanner (B). Serum RvD1, TRAP, CTX-I, and CTX-II
levels were assessed by EIA and ELISA, respectively (C-F). Data are means + SEM and
One-way ANOVA was performed to compare the results. #p<0.05, ##p<0.01,
####p<0.0001 compared to non-immunized group; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
compared to CAIA group. n = 4-5 mice per group. F = femur; T = tibia.

Figure 6. RvD1 daily treatment decreases inflammatory mediators release in
arthritic mice serum. Arthritis was induced as previously described in figure 4. Blood
was collected after mice sacrifice at day 10. Serum levels of inflammatory cytokines (A-
E) as well as PGE:2 (F) were measured by multiplex and EIA assays respectively. Data
are means = SEM. One-way ANOVA was performed to compare the results. *p<0.05,
*#p<0.01, ***p<0.001 compared to CAIA group; #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001,

####p<0.0001 compared to non-immunized group. n = 4-5 mice per group.
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Figure 2
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Figure 4
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Figure 6
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