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Résumé

Introduction: Le principal objectif de cette étude est de mesurer I’effet du GDF-5
sur I’homéostasie du cartilage. Le GDF-5 est un gene de susceptibilit¢ de ’OA faisant
partie de la famille des BMPs et qui favorise la synthese du cartilage. Le but de notre étude
a été de déterminer I’effet du GDF-5 sur le métabolisme catabolique ainsi que sur

I’équilibre global des chondrocytes, principalement au niveau de 1’ Aggrécan.

Méthode : Des chondrocytes arthrosiques canins et humains OA ont été exposés au
GDF-5. L’expression des ARNm et des protéines a ¢été analysée afin d’évaluer la
production de I’Aggrécan et le ratio Col-II/Col-I au niveau des facteurs anaboliques et du
phénotype. Pour le catabolisme, 1’expression et I’activité des aggrécanases ADAMTS-4 et
ADAMTS-5 ont été mesurées. Les épitopes NITEGE et CTX-II ont aussi ét¢ quantifiés

dans le liquide synovial canin aprés des injections intraarticulaires de GDF-5.

Résultats : Le GDF-5 provoque une augmentation de [’activité cellulaire des
chondrocytes canins et humains. Pour les ARNm et 1’expression protéique, le GDF-5
augmente ’expression de I’Aggrécan alors que les facteurs cataboliques le diminuent. Le
phénotype reste inchangé en présence du produit, sauf a haute dose ou on augmente le Col-
I. L’activité des aggrécanases diminue puisque ’épitope NITEGE diminue alors que le

CTX-II augmente dans ’articulation.

Conclusion : En somme, les facteurs anaboliques du cartilage sont favorisés, alors
que les facteurs cataboliques sont diminués par le GDF-5. Cette action double permet
d’illustrer D’effet du GDF-5, le classant comme un potentiel médicament modifiant la

maladie de ’OA qui mérite d’étre étudiée.

Mots-clés : Arthrose (OA), Chondrocytes, Aggrecan, Aggrecanases, GDF-5, ADAMTS-4,
ADAMTS-5, Pond-Nuki, NITEGE, CTX-II
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Abstract

Purpose: The objective of this study is to assess the effect of GDF-5 on cartilage
homeostasis. GDF-5 is a susceptibility gene for OA and member of the BMP super family.
Studies have shown that it can increase expression of anabolic factors in chondrocytes.
Therefore, our study indentifies how GDF-5 influences this metabolism and the global

homeostasis of chondrocytes, aiming mainly towards Aggrecan.

Methods : Osteoarthritic (OA) chondrocytes from canine and human models were
exposed to GDF-5. Protein expressions, along with mRNA expression were assessed in
order to investigate Aggrecan production and the ratio of Col-II/Col-I, for the anabolic
phenotype markers. The aggrecanases ADAMTS-4 and ADAMTS-5 and their global
activity were assed for the catabolic factors. The NITEGE and CTX-II epitope were also

measured in synovial fluid of Pond-Nuki dogs that received intraarticular GDF-5 injections.

Results : GDF-5 increases chondrocyte cellular activity, in our canine and human
models. Both mRNA and protein expression of the chondrocytes Aggrecan were increased
and the aggrecanases expression and activity were decreased. Collagen ratio did not show a
phenotype, except et high dosage where the Col-I production is induced. Aggrecanase

activity was lowered while CTX-II was increased.

Conclusion : In conclusion, the anabolic cellular activity of OA chondrocytes
increases while the catabolic factors decrease in presence of GDF-5. This double action
illustrates the global effect of GDF-5, identifying it as a potential disease modifying factor
of OA that should be further investigated.

Keywords : Osteoarthritis (OA), Chondrocytes, Aggrecan, Aggrecanase, GDF-5,
ADAMTS-4, ADAMTS-5, Pond-Nuki, NITEGE, CTX-II
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Introduction

L’arthrose (OA) est une maladie irréversible menant non seulement a Ia
dégénérescence du cartilage articulaire, mais aussi & des modifications de I’os et des autres
structures articulaires. Bien que plusieurs modalités thérapeutiques existent, le traitement
initial se limite au soin des symptomes et repose principalement sur des modalités
pharmacologiques. En phase avancée, lorsque la qualité¢ de vie des patients est fortement
diminuée, la chirurgie de remplacement articulaire demeure I’option de choix, malgré la
morbidité associée a cette chirurgie. Depuis plusieurs années, nombreuses €tudes ont tenté
de trouver un médicament qui pourrait ralentir voir arréter la progression de 1’arthrose.
Récemment, des études génétiques a grande échelle ont permis d’associer certains génes de
susceptibilité¢ de I’OA (1). Il est intéressant de noter que plusieurs génes impliqués dans le
développement des articulations ont été associés a I’OA. Du nombre, le gene du «growth
and differentiation factor», le GDF-5, est identifi¢ dans plusieurs populations comme étant
associ¢ a I’OA (1-3). Bien que son rdle dans le développement embryonnaire des
articulations soit décrit (2;3) et que son importance potentielle dans la vie adulte demeure
mal connue, des études in vitro démontrent un effet positif sur la synthése des
«glycoaminoglycans» GAG (4;5). Ainsi, puisqu’une association semble exister entre ’OA
et le GDF-5, et que ce dernier posséde des propriétés favorables sur les composantes de la
matrice cartilagineuse, il devient donc intéressant d’étudier le potentiel chondroprotecteur

du GDF-5 dans un contexte d’OA.



Etat des connaissances

Le cartilage articulaire

Fonction :

Le principal objet de 1’étude est le cartilage articulaire. Il s’agit de la structure qui
recouvre les os de diverses articulations afin de permettre un mouvement sans résistance de
friction. Au niveau du genou, le cartilage hyalin, un tissu avasculaire, assume les fonctions
d’amortir les chocs et le poids, tout en lubrifiant I’ensemble des mouvements articulaires. Il
est aussi susceptible a plusieurs maladies, notamment ’arthrose et I’arthrite, qui affectent

un large spectre de la population.

Développement :

Le cartilage hyalin se développe dés I’embryogénése. A ce stade, le squelette est
majoritairement cartilagineux, mais contient certaines structures osseuses. En dégradant la
structure cartilagineuse autour d’elles, ces zones osseuses primaires se développent pour
créer I’0s. Par contre, ce processus ne permet pas de remplacer tout le cartilage. En effet, le
cartilage aux extrémités de la structure résiste et la présence d’une plaque métaphysaire
permet une production constante, lors de la croissance, de cartilage. Située a ’intérieur de
I’os mais prés des extrémités, cette production de cartilage subit 1’attaque du

développement osseux. Quant a elle, la structure résistante aux extrémités ne produit pas



d’excédant de cartilage et n’est donc pas majoritairement responsable de la croissance. Elle
survit donc en ayant les nutriments nécessaires, par la cavité synoviale, pour ne pas se

détériorer et devenir a son tour, de 1’0s.

Le contréle de ce développement, tant de 1’os que du cartilage est géré
principalement par les molécules de la famille des «bone morphogenic proteins» (BMPs).
La détérioration du cartilage est provoquée par une calcification qui, combinée a une
angiogenése, favorise 1’apparition du tissu osseux. A mesure que la matrice devient plus
solide, les chondrocytes meurent et laissent place a des vaisseaux sanguins chargés
d’ostéoblastes. Cette angiogenése est majoritairement gérée par le Vascular endothelial
growth factor (VEGF) et ses récepteurs. Ils remplacent alors les chondrocytes et forment

une matrice osseuse, permettant la croissance du tissu osseux (6).

Structure et sa composition

Le cartilage articulaire est essentiellement composé de cellules appelées
chondrocytes et de leur matrice extracellulaire. Cette couche superficielle au tissu osseux
permet, dans les articulations, un partage des forces/charges qui s’appliquent sur
’articulation et permet aussi un mouvement libre entre les os. Il s’agit d’une couche
extrémement bien organisée ou quatre divisions en couches permettent un fonctionnement

optimal : superficielle, médiane, radiale et les zones calcifiées.



La premicre couche se retrouve a la surface de I’articulation. Cette couche
superficielle se compose principalement de fibres de collagéne perpendiculaires a la
surface, sous lesquelles se retrouve une couche concentrée de cellules chondrocytes
allongées et orientées de facon paralléle a la surface. Ce réseau de collagénes permet alors
I¢lasticité du tissu de méme qu’une résistance aux forces qui s’appliquent lors du
mouvement (7). Suite a une couche de transition, la section médiane, quant a elle, est la
plus importante pour ce qui est de sa taille. Elle est composée de réseaux de collagénes et
de protéoglycanes entre lesquels se retrouvent des chondrocytes ronds. Pour la couche plus
profonde, c'est-a-dire celle plus preés de 1’os, les chondrocytes sont encore ronds et peu
confluents, mais perpendiculaires a la surface. La matrice de cette zone possede a la fois
une grande concentration d’Aggrécans et une couche de fibres de collagene plus épaisse.
Finalement, les zones calcifiées représentent la jonction entre le tissu osseux et le cartilage.
On y retrouve des filaments de collagéne qui s’unissent en forme d’attache entre les deux

tissus de méme qu’une population cellulaire faible, mais hypertrophiée (7).



Couche de surface
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J Os sous-chondral

Figure 1: Figure représentant une coupe du cartilage articulaire. La section de
droite présente les différentes couches du cartilage tandis que la partie du bas
représente 1’os sous-chondral, puis, en remontant, la zone calcifiée, la couche
médiane, la couche de transition avec la couche de surface et la couche de
surface. La figure a été tirée et adaptée de Clouet et Al, 2009 (8).

En termes de composantes non cellulaires, le cartilage se compose de différentes
protéines telles le collagéne et les protéoglycanes dont 1’Aggrécan, qui lui permettent de
rester intact lorsqu’il assume sa fonction. Mis a part ces molécules, notons que pres de 80%
du poids restant est constitué d’eau et de divers minéraux dont la fonction est de nourrir et
de lubrifier I’ensemble du systeme. De plus, le collagéne représente un peu plus de la
moitié des protéines de la matrice extracellulaire, composée majoritairement de collagéne
de type II (Col-II), spécifique a ce tissu. Les protéoglycans assument, quant a eux, environ

10% du poids restant (9).



Collagene :

A ce qui a trait au réseau de collagénes qui compose principalement le cartilage
articulaire, il faut essentiellement s’attarder au Col-II. Cette protéine se compose de trois
chaines polypeptidiques qui s’enroulent entre elles pour former hélice trimérique. Ces
fibres peuvent alors s’agglomérer latéralement entre elles et avec différentes protéines
d’union ou de «linkage» pour former un réseau de filaments, ce qui donne le réseau de
fibres de collagénes décrit plus haut (10). En ce qui concerne sa production, les différents
polypeptides sont d’abord synthétisés en pro-chaines avec de longs polypeptides a chacune
des extrémités qui dépassent de la triple hélice lors de I’agglomération intracellulaire,
agglomération pour laquelle ils sont essentiels. Les extrémités de la protéine sont dégradées
lorsqu’elle sort de la cellule. Cela produit deux fragments : le collagéne de type IIA, qui se
retrouve dans le cartilage nouvellement formé, et le collagéne 1IB, qui est présent dans

toute la couche de cartilage (10;11).

Par contre, une fois établi en réseau de fibres/filaments de collagéne, il est difficile
d’effectuer une dégradation de ces molécules. Cependant, des protéines spécifiques,
notamment les métalloprotéines (MMP) associées au collagene ou collagénases, ont comme
objectifs de cliver ces macroprotéines. Pour ce faire, elles agissent généralement en coupant
un des polypeptides des triples hélices, ce qui le libére dans le milieu environnant. Cela
crée une zone instable dans les fibres et diminue leur résistance physique et leur résistance

face a la dégradation protéolytique des MMPs. Comme principales collagénases, notons les



MMP-1, MMP-8 et MMP-13 ou cette derniére favorise le clivage du collagene de type II

(12).

Aggreécan :

L’Aggrécan est une des protéines les plus importantes dans la matrice
extracellulaire des chondrocytes. De par sa structure, son rdle dans cette matrice est de
fournir le support et une grande résistance aux forces qui peuvent s’appliquer sur le
cartilage (13). Cela est dii a la charge positive de la molécule qui lui permet d’emprisonner
I’eau entre ses liens par osmose et a sa capacité de lier de fagon non-covalente les
molécules de collagénes présentes dans la matrice (14). En se basant sur la Figure 2, la
structure de 1’Aggrécan se compose de deux domaines globulaires (Gl et G2) a son
extrémité N-terminale qui sont séparés entre eux par un groupe IGD, associée a 1’épitope
NITEGE pour I’identification de la protéine. A partir de ces domaines et en allant vers
I’extrémité C-terminale, on notre d’abord une chaine de «Keratan Sulfate» (KS) suivie
d’une longue chaine de «Chondroitine Sulfate» (CS), ou glycoaminoglycans (GAG), CS-1
et CS-2, suivie par un domaine globulaire (G3). Au pdle G1, une protéine de liaison ou
«Link protein» (LP) permet 1’attachement a une protéine d’Hyaluronan (HA), essentielle a

la formation d’aggrégats.
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Figure 2: Cette figure présente la structure de 1’aggrécan de la matrice
extracellulaire des chondrocytes. Les trois globes G1, G2 et G3 représentent des
zones globulaires sur le squelette. Les sections CS montrent que le cceur de la
protéine est composé de «Chondroitine sulfate» alors que la zone KS représente
le «Keratan Sulfate». IGD représente 1’espace interglobulaire et LP la protéine
de liaison. Figure tirée et adaptée de Huang K et al., 2008 (15).

Dans la matrice extracellulaire, ces protéines forment des aggrégats en se liant aux
fragments d’Hyaluronan. Ces aggrégats peuvent se composer de prés d’une centaine de
protéines (13;16;17) et différent a la fois par la concentration de «Link Protein», par la
longueur des protéines d’Hyaluronan et par le métabolisme de 1’ Aggrécan (18). A 1’état
physiologique normal, I’Aggrécan est maintenue a 1’état d’équilibre par une constante
synthése/dégradation. Or, lors de sa dégradation, la protéine est clivée, laissant le domaine
Glattach¢ a I’Hyaluronan et le reste dans le liquide synovial. Lors de dégradations
importantes, ’accumulation continue concentre le complexe Gl/Hyaluronan dans la
matrice et diminue les complexes GAG (CS-1 et CS-2), qui sont responsables de la

capacité de résistance du complexe protéique (19;20).



Métabolisme du cartilage :

La structure moléculaire et organisationnelle peut étre représentée par un équilibre.
D’une part, il y a les facteurs anaboliques qui vont favoriser la production des protéines de
structures, comme les collagénes et 1’Aggrécan, ainsi que la survie des chondrocytes.
D’autre part, il y a les facteurs cataboliques qui vont dégrader ces mémes protéines de

structures et qui favorisent la destruction du cartilage.

Pour ce qui est des facteurs anaboliques, il y a d’abord la présence de facteurs de
croissance. Les principaux font parties des familles du «transforming growth factor-p»
(TGF-B) et des insuline-like growth factors» (IGFs). La premicre famille est
multifonctionnelle et favorise la croissance cellulaire et la formation de la matrice
extracellulaire. Sa présence au niveau du cartilage favorise a la fois une activité pro et anti-
inflammatoire. Ainsi, elle bloque I’activit¢ de I’«interleukine 1-f» (IL-1B), qui est
responsable d’un large spectre d’effets inflammatoires, et induit I’inflammation dans la
synoviale du genou (21-23). Or, parmi cette grande famille, notons les protéines BMP.
Elles sont d’excellents stimulants de la formation osseuse et cartilagineuse ainsi que de la
matrice extracellulaire des chondrocytes. Des études ont, notamment, démontré qu’elles

peuvent favoriser la production du Col-II et de I’ Aggrécan chez les chondrocytes (24;25).
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Les molécules de la deuxiéme famille, les IGFs, permettent de réguler la division
cellulaire ainsi que la formation de la matrice extracellulaire des chondrocytes (26). Des
¢tudes ont aussi démontré leur importance dans la production de protéoglycans. (27). Ils ont
aussi un effet protecteur dans le développement de I’OA ou ils diminuent les
métalloprotéinases qui dégradent le collagene. Par ailleurs, il faut noter qu’il existe
beaucoup d’autres facteurs anaboliques du cartilage. Ils ont un impact moins important que
les facteurs de croissance, mais jouent un role essentiel au maintien a long terme du tissu

(28).

Les facteurs cataboliques sont aussi exprimés de fagon constitutive. Ils permettent,
en condition physiologique normale, une dynamique dans la matrice extracellulaire des
chondrocytes. Cela permet a la matrice de s’adapter, entre autres, a des changements de
charges et donc, de rester optimale. Parmi les plus importants facteurs cataboliques, il y a
les protéases. Il s’agit des différentes enzymes qui sont responsables de la dégradation
directe de la matrice extracellulaire. Ainsi, les protéoglycans sont principalement dégradés
par les «disintegrin and metalloproteinase with a thrombospondin type 1 motify ADAMTS
(29;30) et les collagenes par les «matrix metalloprotéinases» MMPs (21;31) qui composent
la matrice. Comme autres marqueurs, il y a les molécules inflammatoires. Elles agissent
principalement en modifiant le métabolisme cellulaire en favorisant la production d’autres
molécules cataboliques. L’IL-1 et le TNF-a sont les principales molécules de cette
catégorie. La premiére active un ensemble de facteurs cataboliques et bloque la production

des facteurs anaboliques alors que le deuxiéme agit plutdt en synergie avec I'IL-1B et
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amplifie alors la réponse inflammatoire (28;32;33). Comme pour les facteurs anaboliques,
il existe aussi un large spectre de facteurs cataboliques qui, par I’entremise de voies

différentes, favorisent la dégradation de la matrice extracellulaire du cartilage (28).
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L’arthrose

L’OA est une maladie dégénérative caractérisée essentiellement par la dégradation
du cartilage articulaire, un remodelage de I’os et une modification des molécules présentes
dans la cavité synoviale. Dans notre population actuelle, elle représente la principale cause
de dysfonction physique, d’atteinte a la qualité de vie et de colits de traitements. (34)
Sachant cela, plusieurs études ont été mises de I’avant afin d’approfondir les connaissances

générales de cette maladie.

Les causes de I’OA :

Le vieillissement :

Dans les faits, la cause la plus probante de I’OA semble étre le vieillissement. (35)
Combinée au volet génétique, décrit plus loin, elles caractérisent I’arthrose primaire, qui
correspond a un développement pathologique 1i¢ a I’age et a la génétique, et I’a différenciée
de I’OA secondaire, qui est davantage liée aux traumas et au stress sur les articulations.En
termes de chiffres, cela représente 80% de la population agée de plus de 75 ans. Les
symptomes augmentent avec 1’dge de méme que la portée de son apparition dans les
diverses articulations. Le vieillissement pourrait donc jouer sur d’autres facteurs

caractérisés dans I’OA, notamment la baisse de production des facteurs anaboliques des
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chondrocytes et la perte de leurs télomeres qui favorise leur mort programmeée. De fait, les
chondrocytes de patients arthrosiques ne réagissent pas normalement aux facteurs de
croissance, comme I’IGF-1 (36) qui stimule généralement la production des facteurs
anaboliques (35). Cela correle avec le fait que 1’age avancé favorise la production de
facteurs pro-apoptotiques chez les chondrocytes. Ainsi, il y a une plus grande production de
facteurs, comme FAS, P53, FAS-ligand, qui favorisent la mort cellulaire programmée, ce
qui implique des dommages a la mitochondrie et, par le fait méme, 1’apparition de ’OA

(37:38).

Prédispositions et atteintes génétiques :

Le volet génétique a aussi un impact important dans la pathologie de ’OA. De fait,
des études ont démontré qu’il y a un lien entre I’apparition de I’OA et des antécédents
familiaux d’OA (39). L’incidence ¢élevée de la pathologie s’avére un certain enjeu dans la
caractérisation des geénes (40;41), mais n’a pas empéché d’établir, parmi d’autres, les
associations du Tableau I suivant. Qui plus est, notons qu’il est possible que cet aspect
génétique dans la pathologie ait une importance d’environ 50% a ce qui a trait, surtout, a
son site d’apparition parmi les différentes articulations (41-43). Quant aux différentes
mutations et atteintes géniques qui peuvent avoir une influence sur la maladie, c’est surtout
les atteintes aux protéines de structures, comme les collagénes du cartilage qui sont
problématiques. Elles affectent de fagon négative, entres autres, la résistance mécanique et
la qualité de I’équilibre moléculaire cellulaire et de la matrice extracellulaire, qui sont des

facteurs clés a la physiologie normale. Elles ne sont cependant pas seules puisque des
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mutations qui visent certains facteurs de croissance peuvent entrainer des effets similaires.
Ainsi, certaines de ces mutations peuvent étre la cause directe de I’apparition de ’OA, alors
que d’autres ne font qu’accélérer son apparition (44;45). Notons que la mutation d’un
nucléotide au niveau 5’-UTR du géne GDF-5 a démontré un phénotype similaire a I’OA, ce

qui le propose comme gene favorisant 1’apparition de la pathologie (2).
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Tableau 1: Tableau présentant quelques génes d’intéréts qui sont susceptibles de
provoquer I’OA du genou suite & des mutations. Les informations sont tirées et
adaptées de Valdes & Spector, 2008 et les références qui s’y trouvent sont celles
citées par ces mémes auteurs (46).

Abréviations
AACT
(47;48)

ADAMI12
(47;49)

ASPN
(50;51)

BMP2
(47;48)
COL2A1
(52;53)

COX2(PTGS2)
(47;54)

GDF5
(55:56)

HLA
(57-59)

IL6
(60)

IL10
(61)

OPG
(47;48)

VDRI
(48)

Nom du gene

Alphal antiprotéinase
antitrypsin

A disintegrin and
metalloproteinase domain
12

Asporine

Bone morphogenetic protein
#2

Collagene de type 11

Prostaglandine

Growth differentiation
factor 5

Systéme de présentation
d’antigeéne des lymphocytes
humains.

Interleukine 6

Interleukinel0

Ostéoprotégrine

Récepteur de la Vitamine D

Fonction attribuée a la protéine
Inhibiteur des serine-protéinases
impliquées dans la dégradation des
protéoglycans.

Metalloprotéinase impliquée dans la
formation des ostéoclastes.

Protéine extracellulaire régulatrice de
I’activité du TGF-

Facteur de croissance favorisant la
chondrogenése et 1’ostéogenése.
Collagene de structure principal du
cartilage articulaire.

Le produit de la COX-2, la PGE2, est un
médiateur de la dégradation des
protéoglycans dans I’OA.

Membre de la famille des BMPs qui régule
la croissance et la différentiation osseuse.
Protéine essentielle a la présentation
d’antigene au récepteur des lymphocytes T
lors de la réponse immunitaire spécifique.
Cytokine pro-inflammatoire impliquée
dans la réduction de I’'IL-1Ra: un
inhibiteur de I’'IL-1.

Une cytokine impliquée dans la réduction
de I’expression de I’'IL-1.

Une protéine régulatrice de la synthese des
ostéoclastes.

Récepteur nucléaire qui régule I’impacte
de la vitamine D sur I’incidence et la
sévérité de I’OA.
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La localisation des articulations:

Par ailleurs, ’OA semble se développer a différents rythmes en fonction de
I’articulation atteinte. De fait, les articulations qui ont pour fonction de supporter le poids
des patients, ont tendance a développer la maladie plus rapidement que les autres
articulations (62;63). Cela est essentiellement dii au stress qui est appliqué sur ces
articulations et qui peut entrainer une érosion plus rapide du cartilage. Ainsi, ce sont

majoritairement les hanches et les genoux qui montrent les premiers signes d’arthrose (64).

L’obésité :

Comme décrit précédemment, le stress appliqué aux différentes articulations peut
influencer le développement de I’OA. Dans le cas de 1’obésité, on note que les individus
souffrant d’un surplus de poids appliquent constamment une charge supplémentaire sur les
articulations qui les supportent. Ce poids supplémentaire est, de plus, accompagné d’un
changement de posture et de 1’activité physique qui, modifient la mécanique normale du
genou entrainant ainsi une augmentation du risque de développer I’OA au niveau de cette
articulation (65;66). Dans ce cas, on note alors un remodelage plus rapide de I’os avec un
développement beaucoup plus rapide des ostéophytes (67). Mais encore, il a ét¢ démontré
que les tissus adipeux pres des articulations peuvent produire divers facteurs humoraux
pouvant altérer le métabolisme du cartilage. On peut, notamment, y associer une certaine

corrélation entre ’OA de la main et I’obésité (68).
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Les traumas :

Dans le cas de notre pathologie, les traumas ont une importance trés grande quant a
I’incidence et la localisation de celle-ci. De fait, bien que le tissu cartilagineux soit résistant
a des forces importantes, il ne 1’est pas autant lorsque ces forces sont appliquées de fagons
répétitives (69). Des études ont mis en évidence le fait que des stress répétitifs élevés
favorisaient la dégradation et la mort chondrocytaire alors qu’un stress physiologique,
comme une inflammation locale, pouvait favoriser un retour a un phénotype normal (70).
Ainsi, des activités sportives ou autres qui provoquent ces chocs répétitifs sur des endroits
directs du corps, comme les épaules ou les genoux, favorisent une corrélation directe entre
le développement de I’OA et la localisation de ces chocs (71). Par ailleurs, il est possible
que certains mauvais alignements osseux ainsi que des problémes de posture puissent étre
causés suite a un trauma. En effet, ces cas présentent une réorganisation des charges qui
s’appliquent sur I’articulation et provoquent des altérations dans la capacité de I’articulation
a nourrir sa couche cartilagineuse (72;73). Ainsi, toutes actions qui influencent les forces
directes qui s’appliquent sur le cartilage et qui provoquent de I’instabilité au niveau de
I’articulation, au niveau du poids et des liens muscles-tendons-os par exemple, résultent en

facteur d’incidence de I’OA.
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Les changements provoqués par I’OA :

Maintenant que les différentes causes de ’OA ont été présentées, il est intéressant
de s’attarder a son effet au niveau des articulations. Puisque le phénotype peut varier d’une
articulation a 1’autre, la présente étude portera sur la gonarthrose. Ainsi, 1’¢tude portera sur
les changements macroscopiques que provoque 1’OA, suivi des changements moléculaires
au niveau de la matrice extracellulaire des chondrocytes et finalement, des changements

cellulaires dans les chondrocytes.

Changements macroscopiques :

Dans les premicres étapes du développement de I’arthrose, il est possible de
constater des changements macroscopiques au niveau des articulations. En effet, le
cartilage articulaire, généralement lisse, commence a se dégrader et a s’effriter, ce qui
permet d’apercevoir un relief rugueux a sa surface. Cette observation n’est cependant
visible qu’au microscope pour le stade précoce de I’arthrose. Les changements visibles a
I’ceil nu et en radiographie ne reflétent que les stades tardifs de I’arthrose, la ou les
dommages sont plus importants. Ainsi, a mesure que cette érosion se perpétue, 1’0os sous-
chondral devient exposé et des 1ésions importantes apparaissent sur le cartilage. Face a cela,
les chondrocytes se multiplient afin de compenser leur perte de matrice. Une formation
d’ostéophytes dans les parties latérales externes des articulations se produit alors, ce qui
consistent & une accumulation de matrice cartilagineuse et fibreuse qui a été recouverte d’os

(74).
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Formation des ostéophytes :

Les ostéophytes sont des excroissances osseuses qui apparaissent aux extrémités des
articulations lors du développement de 1’arthrose. Selon les études, ces formations osseuses
surviennent a la suite de ’entrée de vaisseaux sanguins dans la couche basale du cartilage
en dégénérescence et suite a une accumulation de réparation de microfractures de 1’os sous-
chondral aux extrémités de 1’articulation (75). Ce faisant, cela débute avec une fusion entre
le périoste de I’os et le cartilage articulaire, ce qui permet 1’arrivée de vaisseaux sanguins
(76;77). Le nouveau tissu qui se forme a cet endroit est caractéristique d’un tissu
cartilagineux, mais riche en collagéne de type I et il produit des protéoglycans non adaptés
a faire des aggrégats (78;79). De plus, il a été démontré que les ostéophytes peuvent étre
générés in-vitro et ou ils produisent du TGF-f qui stimule la production de collageéne et de
protéoglycans (80;81). En somme, les ostéophytes sont un tissu cartilagineux différent du
cartilage articulaire. Leur forme change aussi la cinématique des articulations dans
lesquelles elles apparaissent. Elles modifient les charges sur le cartilage et cela peut
permettre de ralentir, temporairement, le développement de 1’arthrose dans 1’articulation

(82).
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Changements moléculaires :

Au niveau moléculaire, 1’érosion du cartilage articulaire, décrite précédemment, se
traduit par des changements moléculaires et ce, principalement dans la matrice
extracellulaire. Dans les premiéres étapes, on note une accumulation d’eau dans la matrice.
Cela se produit lorsque la matrice fibreuse, notamment les réseaux de protéoglycans et de
collageénes, commence a faiblir et permet I’entrée de I’eau entre les liaisons (78;83). De
plus, selon différentes études, surtout chez le modéle canin, on note que les protéoglycans
ont tendance a se séparer plus facilement de la matrice et ainsi étre les premiers a faiblir.
D’une fagon plus précise, I’entrée d’eau dans le cartilage déstabilise 1’équilibre des
protéoglycans en favorisant la production de chondroitin sulfate par rapport au keratan
sulfate, ce qui diminue la qualité et 1’efficacité des liaisons entre les protéoglycanes (84).
Ainsi, la matrice extracellulaire des chondrocytes commence a se dégrader sans qu’il y ait
de signes apparents au niveau macroscopique/radiologique; c’est le stade précoce de ’OA
(78;83;85). Par ailleurs, a cette étape, des études ont démontré que les chondrocytes
réagissent a ce changement en produisant un ensemble de molécules, tant anaboliques que
cataboliques (Voir Figure 3). Les chondrocytes produisent une grande quantité¢ de
protéoglycans et de collagénes et essaient de maintenir 1’intégrité¢ de la structure, ce qui
explique I’absence de signes macroscopiques a cette étape (78;86;87). A mesure que la
pathologie se développe, les liens entre les différents protéoglycans continuent de se
détériorer et I’eau, qui avait jusque-la tendance a s’emmagasiner dans la chaine principale
de protéoglycans, commence a s’échapper de la matrice extracellulaire. De plus, le profil

d’expression des collagénes par les chondrocytes est altéré et favorise la formation le
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collagéne de type I plutot que le type II normalement exprimé (78). La résultante est une

perte de structure, de dynamique biomécanique et I’érosion du cartilage.

Le développement de I'arthrose
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Figure 3: Les principales interactions moléculaires entre les différentes cellules
impliquées dans la destruction du cartilage dans un contexte d’OA. Cette figure
refléte la destruction du cartilage articulaire suite a un stress mécanique et a
I’implication des différentes molécules de signalisation / facteurs de
transcriptions reliées a ’OA. La figure a été tirée et adaptée de Goldring et
Marcu, 2009 (88).
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Changements cellulaires :

Comme il a été possible de le constater, ’OA engendre plusieurs changements dans
la matrice extracellulaire autour des chondrocytes. Or, ces changements sont associés a la
rupture d’un équilibre entre la production de facteurs anaboliques et cataboliques par ces
cellules. Dans un état physiologique normal, la matrice extracellulaire est dans un état
dynamique, c’est-a-dire qu’elle se forme et se dégrade constamment. Afin de maintenir cet
équilibre, diverses protéines seront produites par les chondrocytes. Du c6té anabolique, les
collagenes et protéoglycans forment la base de la structure du cartilage alors que du coté
catabolique, il est d’abord possible de voir les protéines de la famille des MMPs puis celle

des agrécanases (89-92).

L’expression et la production des MMPs sont augmentées dans I’OA. En état
pathologique, des études in vitro ont démontré que leur activité était aussi augmentée. En
termes de fonctionnement dans 1’OA, les protéines MMP-1, MMP-8 et MMP-13 se
chargent de dégrader les fibres de collageénes primaires en fragments secondaires qui seront
par la suite dégradés par les MMP-2, MMP-9, MMP-3 et la cathepsine B. Il faut aussi noter
I’importance de la MMP-13 qui s’avére étre I'une des plus importantes pour I’OA a cause
de son affinité pour le collagene de type II. Or, certaines études in vitro ont démontré que
d'autres protéines, comme 1'Aggrécan, pouvaient étre une cible substituante des MMPs. A
vrai dire, la surexpression de ces protéines peut provoquer une dégradation compléte du

cartilage.
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Ensuite, les aggrécanases ont, quant a elles, une implication directe dans la
dégradation de I’Aggrécan extracellulaire. De fagon plus précise, les ADAMTS-4 et
ADAMTS-5 semblent avoir I’implication la plus importante pour la dégradation de cette
molécule puisque, selon des études in vitro, elles peuvent dégrader 1I’Aggrécan a cinq sites
de clivage spécifiques. Cela provient de la découverte de leur mécanisme d’action identifié
comme ¢étant «désintégrine et métalloprotéinase A avec motifs thrombospondine» ou
ADAMTS (93). Dans leur cas, les domaines thrombospondines servent de site de
régulation, en modifiant la qualité¢ des liaisons ligand-récepteur (94), afin de contrdler le
site catalytique (16). Dans le phénotype de I’OA, ces principales enzymes portent
généralement comme nomenclature les noms d’«aggrécanase-1» (ADAMTS-4) (95) et
d’«aggrécanase-2» (ADAMTS-5) (96). La premicre ne posséde qu’un site de régulation

thrombospondine alors que la deuxiéme en possede deux (voir Figure 4).
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Figure 4: Cette figure présente la structure des ADAMTS-4 et ADAMTS-5. Les
deux protéines sont composées, dans I’ordre, d’un domaine signal, d’un pro
domaine, d’un site catalytique, d’un site désintégrine-like, d’un site
d’espacement suivi de motifs thrombospondines. Figure tirée et adaptée de
Huang K et al. 2008 (15).

Différentes études ont démontré que les ADAMTS avaient le potentiel de diminuer
I’Aggrécan dans le contexte de I’OA (97). Mais encore, leur inhibition semble offrir un
potentiel thérapeutique face a cette pathologie. Cela a notamment, ét¢ démontré dans des
modeles cellulaires et murins (98-100). Ainsi, les différentes recherches actuelles portent
sur des inhibiteurs potentiels des aggrécanases en tant que médicaments pouvant modifier
la maladie. Différentes molécules ont dé¢ja été identifiées, comme la partie C-terminal de la
fibronectine, mais d’autres études doivent encore en valider 1’efficacité¢ (101-104). Par
contre, au niveau du développement de 1I’OA, il est important de noter que la perte de
I’Aggrécan, qui est une des premiéres molécules a étre dégradée, engendrée par 1’activité

des aggrécanases pourrait s’avérer étre une étape réversible. De fait, des études utilisant
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I’IL-1 et du cartilage de nez, qui provient de la créte neurale, ont permis de démontrer qu’il
n’y a pas une dégradation aussi complete des collagénes que chez le cartilage hyalin

articulaire du genou (105;106).

A ce qui a trait aux facteurs qui modulent I’expression des aggrécanases, notons que
ces protéines semblent étre affectées par les mémes facteurs qui facilitent le développement
de ’OA. Ainsi, I’expression des ADAMTS-4 et ADAMTS-5 semble étre favorisée par les
molécules telles que I'IL-la, IL-1p et le TNF-a. L’ADAMTS-4 parait, cependant,
beaucoup plus sensible a ces molécules que ’ADAMTS-5 (107-110). De plus, les études
portent a croire que ’ADAMTS-5 est exprimée de fagon beaucoup plus constitutive, aidant
au maintient de 1’équilibre anabolique/catabolique de 1’Aggrécan chez les chondrocytes,
alors que ’ADAMTS-4 est plus inductible, bien qu’une expression basale ait été identifiée

(110;111).

Différents médiateurs contribuent a modifier [’équilibre de synthése des
chondrocytes. L’IL-1 est parmi I’une des molécules les plus importantes dans la stimulation
des facteurs cataboliques. Cette cytokine, exprimée par une variété de cellules dont les
synoviocytes et les chondrocytes, (112;113) permet 1’activation, chez les chondrocytes,
d’enzymes de dégradation qui sont, en temps normal, réprimées par la cellule (114;115). De
plus, pour le processus de régulation, il y a deux molécules qui, a leur tour, aident a la
production de facteurs anaboliques. Ainsi, les molécules TIMP et le «Plasminogen activator

inhibitor-1» permettent de maintenir une production stable de facteurs anaboliques (116).
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Elles sont exprimées de fagon constitutive et sont aussi stimulées lorsque des facteurs de
croissance sont présents dans le milieu des chondrocytes (117;118). Toutefois, lorsque leur
expression diminue, la voie catabolique a une plus grande facilité a prendre le dessus et il

s’en suit la dégradation du cartilage (119).

Le traitement de ’OA :

Comme les causes de ’OA sont multiples, il n’existe actuellement aucun traitement
qui permet de guérir cette pathologie ou de la prévenir. Par contre, certains sont mis de
I’avant afin de diminuer les symptomes associés, et ainsi, améliorer la qualité de vie des
patients. Ces traitements se classent essentiellement en trois catégories: les non

pharmacologiques, les pharmacologiques et les traitements pouvant modifier la maladie.

Les traitements non pharmacologiques :

Les traitements non pharmacologiques sont essentiellement des traitements qui
permettent d’améliorer le quotidien de vie des individus. Ces traitements servent donc a
apaiser un facteur ou une situation qui fait en sorte que la douleur provoquée par 1’arthrose
s’en voit diminuer. On peut donc penser a I’exercice qui sert a contrer 1’obésité. Cette
activité permet de diminuer la charge appliquée sur ’articulation et ainsi améliorer la
qualité des tendons, des muscles et autres qui sont généralement diminués dans cette
condition. Leur amélioration augmente alors la qualit¢ de vie générale des patients (120-

122). Dans la méme optique, 1’utilisation d’appareils, telle qu’une cane, permet de diminuer
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la charge sur I’articulation et donc, de diminuer la douleur (123;124). Dans un spectre
similaire, I’ajout d’orthése permet de rétablir partiellement la dynamique des articulations,
principalement au niveau plantaire et du genou. Ces traitement non pharmacologiques
permettent alors un soulagement significatif, quoique temporaire, de la douleur tout en
permettant une augmentation du niveau d’activité des patients (125-127). Par ailleurs,
divers autres traitements permettent de soulager les patients. Que ce soit par la chaleur,
I’acuponcture ou autre, ces traitements ont tous pour objectif de réduire la douleur et
d’améliorer la qualité de vie sans pour autant traiter la maladie. Or, comme dernier recours
non pharmacologique, il y la chirurgie de I’articulation, mieux connue sous la technique de
I’arthroplastie. Elle consiste a remplacer, partiellement ou totalement, la surface
cartilagineuse et osseuse qui fait face a I’articulation par une prothése synthétique. Son taux
de succes est ¢élevé et ses succes répétés démontrent un soulagement presque complet de la

douleur. (128)

Les traitements pharmacologiques locaux:

Lorsque la douleur est importante, différents agents pharmacologiques peuvent étre
utilisés afin de diminuer les symptomes de la maladie. Dans un premier temps, les
médicaments dits topiques peuvent étre employés. Par exemple, la Capsaicin (129), qui est
prescrite sous forme de créme, est appliquée de facon locale, et peut affecter le systéme
nerveux local afin de diminuer I’influx nerveux associé¢ a la douleur. Bien qu’intéressants,
ces traitements ont une efficacité mitigée puisque des produits placebos ont des effets

similaires et que certains produits ont des effets secondaires indésirables, comme des



28

démangeaisons (130-132). Des crémes contenant des anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS) ont aussi été mises au point. Elles ont généralement une efficacité supérieure, mais
les degrés d’absorption de 1’agent pharmacologique peuvent varier d’un patient a ’autre et

d’une créme a I’autre selon sa formulation (133;134).

Les traitements pharmacologiques systémiques :

Cette catégorie est essentiellement composée de produits non narcotiques en vente
libre comme 1’acétaminophéne, un antidouleur, qui produit un effet de soulagement
similaire aux AINS sans pour autant créer les mémes effets secondaires. Ils sont cependant
limités puisqu’ils n’offrent pas de traitements anti-inflammatoires, contrairement aux AINS
(135;136). De toute évidence, la seconde catégorie de traitements dans cette catégorie est
les AINS. Il en existe deux classes, ceux qui inhibent a la fois la Cox-1 et la Cox-2 et ceux
qui inhibent que la Cox-2. Les deux ont des effets similaires, mais la premiere provoque
I’inhibition de la Cox-1 dans I’estomac, ce qui crée des douleurs abdominales liées a
I’irritation gastrique. C’est pour cette raison que les inhibiteurs spécifiques a la Cox-2 ont
été développés, dans le but de diminuer la douleur et I’inflammation sans avoir de douleurs
au niveau de I’estomac. Ces derniers sont cependant associés a une augmentation des

risques de maladies cardiovasculaires (137).
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Les traitements pharmacologiques par corticostéroides :

Ces produits n’affectent pas directement la maladie, mais empéchent les infiltrations
de cellules immunitaires dans la cavité synoviale en bloquant les molécules d’adhésion. Ils
diminuent aussi 1’inflammation et la douleur. Il faut cependant les administrer par une
injection intra-articulaire, ce qui provoque un inconfort chez les patients. Aussi, ils ne
peuvent pas étre administrés de fagon trop importante puisqu’ils peuvent créer des

dommages importants aux cellules lorsque présents en trop grande quantité (35;138).

Les traitements qui modifient la maladie :

Les produits qui modifient la maladie essaient de changer le phénotype de
I’arthrose. Pour ce faire, ils vont généralement tenter de modifier I’expression cellulaire
afin de corriger le déséquilibre anabolique/catabolique dans I’articulation. Plusieurs sont
encore au stade des études in-vitro, mais trés peu en sont au stade clinique. L’acide
hyaluronique et la majorit¢ de ce type de traitement sont administrés de facon intra-
articulaire et modifient les symptomes de la maladie, c’est-a-dire qu’ils diminuent la
douleur et améliorent la mobilité. Bien que leur mécanisme d’action ne soit pas connu, des
¢tudes ont mis de 1’avant ses capacités anti-inflammatoire, de lubrification de 1’articulation
et de stimulation des synoviocytes pour qu’ils produisent de 1’acide hyaluronique
(35;139;140). De plus, plusieurs traitements expérimentaux veulent modifier la présence
des cytokines et aider le métabolisme en ajoutant des facteurs de croissance. L’ajout
d’inhibiteur a I’'IL-1, comme I’IL-1Ra, est actuellement tenté de facons diverses (141-143).

La thérapie génique est aussi mise de ’avant dans cette optique afin que les cellules
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produisent plus d’inhibiteurs a I’'IL-1 (144). Un autre traitement prometteur est la licofelone
qui a été décrite comme pouvant diminuer le développement de I’OA en diminuant la
dégradation du cartilage dans le modéele canin. Mais encore, son effet semble plus
important lorsque la progression de la maladie est rapide chez les sujets. L’ensemble des
traitements in-vitro de ces traitements démontre 1I’'importance de I’impact potentiel qu’ils
auront sur 1’épidémiologie de la pathologie (145). Outre le cartilage, certains de ces
médicaments ciblent également la membrane synoviale, en modulant principalement les
cytokines et 1’0s sous-chondral, afin d’y diminuer les facteurs de résorption osseuse ou en

stimulant sa formation (145).
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Le GDF-5

La principale molécule identifiée dans cette étude est le GDF-5. Elle fait partie de la
famille des BMPs et de la superfamille des TGF-, molécules qui interagissent avec des
récepteurs sérine-thréonine kinase présents a la surface cellulaire (2;3;146). Ces molécules
favorisent également la croissance, le maintien et la réparation du cartilage articulaire (147-
151). Le GDF-5 est principalement impliqué puisque son expression affecte les premicres
étapes du développement. On y attribue un effet au niveau du cartilage des os longs, 1a ou il
y a une grande formation de matrice osseuse et dans les articulations, a la fin du
développement embryonnaire (2;3;148;152). Des études plus approfondies a partir d’un
modele murin, ont aussi démontré que le GDF-5 régule la formation des articulations, la
croissance et la différenciation chondrocytaire (153). De plus, le GDF-5 est exprimé au
cours de la vie adulte mais son effet physiologique demeure inconnu. (154). Aussi, la
présence de mutations dans la séquence se traduit par des pathologies importantes,
notamment au niveau des articulations et de la formation osseuse, ce qui entraine,

essentiellement, des malformations osseuses et articulaires (155;156).

Le GDF-5 a justement été identifi¢ dans des mutations spontanées, dans un contexte
OA. Dans ces différentes études, une corrélation a été observée entre I’apparition de ’OA
et la présence de mutations spontanées dans le géne codant pour le GDF-5 (154;157).

Aussi, au niveau de ’OA, on note que des mutations, principalement dans la section 5°-
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UTR, provoquent un phénotype similaire a I’OA chez ’animal indiquant, ainsi, que la
régulation du gene GDF-5 est importante. Cette mutation provoque, notamment, une
dysplasie osseuse et elle favorise 1’apparition de I’OA de la hanche (158;159). Cette
association se base d’abord sur une mesure d’expression combinée a la luciférase qui a
démontré un effet direct de la mutation sur I’expression du GDF-5 in vitro. Au niveau
clinique, I’expression de GDF-5 est diminuée d’environ 27% chez les patients OA
comparativement aux sujets normaux (154;157). De facon plus précise, les différentes
¢tudes in vitro présentent le GDF-5 comme étant un facteur pouvant faciliter 1’activité
chondrogénique et la croissance des chondrocytes (159) de méme qu’ostéogénique a travers

la voie de signalisation des Smads (Voir Figure 5) (160-163).
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Figure 5: Représentation simplifiée de la signalisation des molécules
BMP/TGF-f a travers la voie de signalisation des Smads. Le ligand représente
les molécules BMP/TGF-3 qui provoquent une signalisation a travers un canal
ionique afin d’activer les Smads.L’image a été tirée et adaptée de Chen et al.,

2004 (164).

33

De plus, des études in vivo ont établi que le GDF-5 pouvait faciliter la réparation des

tissus de ligaments/tendons, osseux et cartilagineux (5;165-167). En effet, I’injection de

GDF-5 peut faciliter la réparation du tendon d’Achilles dans un modele murin (168). Des

expériences de transfection ont prouvé que le GDF-5 a la capacité de faciliter la formation

et la réparation du cartilage (4;169). Mieux encore, des travaux de Mikic et Al (170), ont

démontré que le GDF-5 pouvait réparer des fractures. En considérant tant son implication
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directe dans le développement chondrocytaire et la réparation du tissu osseux, le GDF-5

s’avere une molécule intéressante a examiner dans le contexte de 1’OA.

Le modéle Pond-Nuki :

Au cours de I’étude proposée, des essais sur des cellules provenant d’un modele
canin seront effectués. Ce modele sert a simuler le développement de I’OA. Il consiste
essentiellement a effectuer une lacération chirurgicale du LCA afin de perturber la
cinématique du genou. Ce faisant, le débalancement des forces et le frottement entre le
fémur et le tibia provoquent une érosion du cartilage avec un profil macroscopique
similaire au phénotype observé dans I’OA. De facon plus précise, des coupes histologiques
du cartilage ont démontré que 1’érosion du cartilage n’était pas égale sur toute sa surface.
En effet, les parties interne/centrale des os de 1’articulation sont principalement atteintes.
On y note des zones dénudées de cellules ou il y a une érosion de la structure cartilagineuse
superficielle (171). Au niveau temporel, le développement de I’OA dans ce modéle canin
semble procéder de facon trés similaire a ce qui est observé chez I’humain (172;173). De
plus, nous y retrouvons une sécrétion de marqueurs d’inflammation, dégradation et
peroxydation lipidique similaire a ce qu’il est possible de trouver chez I’humain,
notamment une activation des métalloprotéinases (174) et une sécrétion de molécules
inflammatoires, principalement par la membrane des synoviocytes (175). En effet, puisqu’il
s’agit d’une reproduction d’une Iésion fréquente au niveau canin, (176) cette approche sert

de repere pour de futurs tests chez ’homme.
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Objectifs

Considérant I’importance du GDF-5 pour le développement des articulations dans
les différentes étapes de I’embryogenese et I’effet positif sur la synthése des composantes
protéiques de la matrice cartilagineuse observée in vitro ainsi que sur les récentes évidences
faisant du GDF-5 un géne de susceptibilité pour I’OA, I’objectif global de cette étude est
d’évaluer le potentiel thérapeutique du GDF-5 dans un contexte d’arthrose chez le chien.
De fagon plus précise, la portion de 1’étude décrite dans ce mémoire s’affaire a expliquer
I’action du GDF-5 sur I’équilibre anabolique/catabolique des chondrocytes OA canins et

humains.
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Hypothéses

Le GDF-5 est impliqué dans la genése des articulations dans les premicres phases de
la vie, mais son role demeure obscur chez I’adulte. Puisque des mutations dans le géne de
GDF-5 conférent a ’homme une susceptibilité a I’OA, nous avons posé comme hypothese
générale que le role de GDF-5 dans la vie adulte pourrait étre celui du maintien de
I’équilibre syntheése/dégradation du cartilage. Afin de répondre a 1’objectif fixé pour cette
¢tude, nous avons émis I’hypothése suivante: «pour maintenir cet équilibre, le GDF-5
devrait a la fois affecter les facteurs anaboliques et cataboliques du cartilage». Ainsi, il est
proposé que le GDF-5 ait un effet positif sur les facteurs anaboliques, dont 1’Aggrécan,
alors qu’il y a un effet négatif sur les facteurs cataboliques, principalement les ADAMTS-4

et ADAMTS-S.



Chapitre 2. Matériel et méthode

Le prélevement des échantillons a partir du plateau tibial

Pour notre étude, des chondrocytes OA de patients et de chiens ont été utilisés. Dans
le cas des chondrocytes humains, huit genoux de patients atteints d’un stade chronique
d’arthrose d’age moyen de 64 + 9 ont été transférés au Centre de Recherche dans les deux
heures suivant une opération d’arthroplastie totale du genou selon un protocole approuvé

par le comité d’éthique du Centre de Recherche de I’'Hopital du Sacré-Coeur de Montréal.

Pour les chondrocytes canins, ceux-ci ont été obtenus a partir de chiens de races
différentes afin de tester le produit dans un échantillon non homogene. Ils ont un age
moyen de deux ans, un poids moyen de 25kg et traités selon le modele Pond-Nuki (171) a
I’animalerie de I’Hopital du Sacré-Cceeur de Montréal en approbation avec le comité
d’éthique a la recherche. Cela implique que le genou de 1'une des pattes postérieures de
chaque chien a subi une rupture chirurgicale de son LCA suite a I’entrée d’un scalpel dans
la partie antérieure de D’articulation. Chaque animal a ensuite été exposé, pendant huit
semaines, a un effort physique comprenant des séances de jeu et de course, une dicte et un
traitement vétérinaire régulier afin de provoquer le développement d’un phénotype
chronique d’arthrose. Ils ont ét¢ euthanasiés avec du pentobarbital sodium (Abbott Animal
Health, Montreal, Qc, Canada) et les genoux ont été prélevés et traités afin de permettre les

tests sur les chondrocytes.



38

Etude in vivo préliminaire

Pour effectuer 1’étude préliminaire in vivo, des injections intra-articulaires de 300
ng/mL de GDF-5 ont di étre effectuées dans un intervalle régulier de 3 jours. Ainsi, n=5
chiens ayant subi une lacération de leur LCA ont recgu ces injections. Chaque injection a été
effectuée sous anesthésie générale au Propofol (Abbott Animal Health, Montreal, Qc,
Canada) en vertu du protocole adopté par le comité d’éthique a la recherche de I’Hopital du
Sacré-Ceeur. 11 y eut prélévement de liquide synovial par I’insertion d’une seringue dans la
cavité¢ synoviale lors de la lacération du LCA, au temps 0, et lors du sacrifice apres 8
semaines de traitement. Le dosage du CTX-II, ou épitope du Col-II, s’est effectué a partir
d’un ensemble fourni par le fabricant (Serum Pre-Clinical Cartilaps, IDS Inc, Fountain
Hills, AZ, USA). Le fragment a ét¢ dosé dans le liquide synovial en fonction des

recommandations du fabricant.
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Culture cellulaire

Pour ce qui a trait au prélévement du cartilage et a I’obtention des chondrocytes, il y
a d’abord eu prélevement du cartilage, sous condition stérile, dans les deux heures suivant
la chirurgie ou le déces. Les extraits de cartilage sont alors submergés dans de la pronase
(1pg/ml) (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA) pendant une heure, puis lavés deux fois
avec du PBS, pour ensuite étre submergé dans de la collagénase (1pug/ml) (Sigma-Aldrich,
Saint-Louis, MO, USA) pendant 16 heures. Le produit est alors filtré sur un filtre de 0,2
um (Sarstedt Inc, Montreal, QC, Canada) et mis en culture dans des flacons de cultures 75

cm’ (Sarstedt Inc, Montreal, QC, Canada).

A partir des spécimens humains et canins décrits précédemment, le cartilage des
articulations a été prélevé afin d’y isoler les chondrocytes OA. Dans les deux types de
spécimens, la procédure est identique de méme que les conditions de digestion. Les cellules
sont incubées a une température de 37°C dans un environnement de 5% CO2. Par la suite,
elles sont submergées dans des flacons de culture 175cm® (Sarstedt Inc, Montreal, QC,
Canada) comprenant du Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Invitrogen Canada
Inc, Burlington, ON, Canada) avec 10% de «Fetal bovine serum» (FBS) (Fisher Scientific
Company, Ottawa, ON, Canada) inactivé par la chaleur et 1% de pénicilline-streptomycine

(Invitrogen Canada Inc, Burlington, ON, Canada) (177).
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La stimulation cellulaire

Une fois les chondrocytes extraits des différents échantillons et mis en culture,
ceux-ci y furent incubés pendant 14 jours avec un changement de milieu de culture tous les
deux jours. Cette période a ét¢ déterminée en suivant la croissance des cellules au
microscope pour ainsi éviter une confluence cellulaire trop importante dans les flacons, afin
de prévenir une inhibition par contact de la division cellulaire. A pleine confluence, les
cellules ont été récoltées avec de la trypsine et ont été prélevées et centrifugées 1000xg
pendant cinq minutes. Par la suite, le culot de cellules a été resuspendu dans 10 ml de
milieu de culture DMEM 10% FBS. Les cellules ont alors été comptées avec un
hématimétre et le volume de milieu a été ajusté afin d’obtenir une concentration de 1x10°
cellules/ml. Pour la stimulation, 1 ml de cette solution a été placé dans différentes plaques,
soit six puits pour les tests RT-PCR ou douze puits pour les autres dosages (BD Falcon,
Ultident Inc., Montreal, Canada), a culture pour cellules adhérentes pendant 48 heures. Une
fois les cellules adhérées, le milieu de culture a été changé pour un milieu restrictif (2%
FBS) pendant 24 heures afin de ralentir le métabolisme cellulaire. Finalement, ce milieu a
¢été changé et différents puits ont recu des concentrations de 100, 250 et 500 ng/ml de GDF-
5 pendant 72 heures sans que le milieu ne soit changé. Les différents surnageants des puits
ont alors été récoltés et les extraits cellulaires, adhérés aux plaques, ont été lavés avec PBS
puis complétement resuspendus soit dans 100 pl de tampon Laemmli pour faire I’analyse

protéique ou soit dans 1 ml de Trizol pour I’analyse par qPCR.
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Analyse de I’expression protéique

Afin de doser I’expression des différentes protéines, les extraits cellulaires de méme
qu’une fraction du surnageant cellulaire ont été resuspendus dans un tampon Laemmli 2X
(Bio-Rad Laboratories Ltd, Mississauga, ON, Canada). Les extraits cellulaires ont été
solubilisés dans le tampon et dilués a raison de 1 pg/uL aprés dosage par colorimétrie sur
«BCA protein assay» (Fisher Scientific Company, Ottawa, ON, Canada). Pour les
surnageants, ils ont été dilués 1 :1 afin de respecter le protocole émis par le fabriquant et la
quantité¢ de protéine a été adaptée a la méme concentration (1 pg/pL). Ainsi, 8§ ug de
protéines (ou 8 pL) des différents échantillons ont alors migré sur un gel SDS-PAGE 10% a
base d’acrylamide a 120V pendant 90 minutes. Un transfert sur une membrane de
nitrocellulose a ensuite été effectué. Les membranes ont alors été rincées avec de ’eau
distillée puis submergées dans une solution de blocage (1 :10 Superblock solution (Fisher
Scientific Company, Ottawa, ON, Canada), 1: 2 lait 2% et complété avec du TBS 1X (50
mM Tris, 0.5 M NaCl, 0.05% Tween-20, pH 7.4) pendant 24 heures afin de bloquer les

sites de liaisons non spécifiques sur les membranes.

Les membranes ont alors été exposées aux différents anticorps primaires afin
d’identifier I’expression des différentes protéines. Les différents extraits cellulaires, tant
humains que canins, ont été exposés aux anticorps, selon les recommandations et
concentrations standards de leur manufacturier respectif, de lapin contre la protéine

humaine Aggrécan (dilution 1 :100 dans du TTBS 1X), de lapin contre la protéine humaine
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ADAMTS-4 (dilution 1:1000 dans du TTBS 1X), de lapin contre la protéine humaine
ADAMTS-5 (dilution 1 :250 dans du TTBS 1X) (Abcams Inc, Cambridge, MA, USA)
alors que les extraits de surnageants ont été exposés a I’anticorps de lapin contre la protéine
humaine aggrecan N-terminal epitope (NITEGE) (dilution 1:100 dans du TTBS 1X )
(MDBioproducts, Saint-Paul, MN, USA). Les membranes ont ensuite été rincées avec du
TTBS 1X trois fois pendant 10 minutes sur plaque agitatrice puis exposées a 1’anticorps
secondaire de chevre dirigé contre I’anticorps de lapin IgG (1 png dans du TTBS 1X)
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA, USA). Aprés avoir été
rincées avec du TTBS 1X, les membranes ont été submergées dans un substrat de
chemiluminescence (Pierce *SuperSignal* West Chemiluminescent Substrates) (Fisher
Scientific Company, Ottawa, ON, Canada) afin de mesurer ’intensit¢ lumineuse sur un
film d’autoradiographie. Une fois exposées, les membranes ont été séparées de leurs
anticorps par un traitement dans un «stripping buffer» (62.5 mM Tris-HCI (pH 6.8), 2%
SDS) pendant 45 minutes sur plaque agitatrice. Les membranes ont alors été rincées avec
du TTBS 1X et I’anticorps rabbit monoclonal-anti actin (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO,
USA) (lug/ml) a été¢ incubé avec les membranes pendant une heure pour ensuite étre
exposé a l’anticorps goat anti-rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.,
West Grove, PA, USA). Finalement, apres 3 lavages de dix minutes au TTBS, le substrat a

chimiluminescence a été ajouté afin de permettre une nouvelle lecture d’intensité.
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Pour la comparaison et la normalisation des bandes, il y eut des temps d’expositions
identiques pour les différentes conditions et leur B-actine. L’intensité des différentes bandes
a ¢té mesurée a 1’aide du logiciel ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD,
USA) en s’assurant que les échantillons/segments d’image a analyser soient les mémes sur
chaque image et pour chaque condition. En dernier lieu, les différentes intensités ont
d’abord été normalisées en fonction de leur contrdle puis ont été comparées a I’expression

de la B-actine.
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Analyses qPCR

L’analyse qPCR des différents échantillons a été faite a partir des chondrocytes
présents aux surfaces du tibia et du fémur. Ces chondrocytes ont été submergés dans 1 ml
Trizol / 1x10° cellules. De plus, 0,2 ml de chloroforme (Sigma-Aldrich Canada Ltd.,
Oakville, ON, Canada) par ml de Trizol initial a été ajouté et la solution a été mélangée 30
secondes puis centrifugée 12000xg/15 minutes. La phase supérieure a été récoltée et 0,5 ml
d’isopropanol (Sigma-Aldrich Canada Ltd., Oakville, ON, Canada) a ensuite été ajouté. Les
¢chantillons furent par la suite précipités pendant 18 heures a -80°C. Ils ont alors été
décongelés puis centrifugés 12000xg/5 minutes a 4°C ou le surnageant a été éliminé. Le
culot est ensuite remis en suspension dans 1 ml d’éthanol 70%, pour lavage, puis centrifugé

12000xg/5 minutes.

Une fois cette extraction terminée, I’ARN a été dosée en utilisant le RiboGreen
comme réactif et de ’ARN ribosomal comme standard. La méthode utilisée consiste a
diluer 1 pl d’ARN dans 500 pl d’eau pure et de quantifier celle-ci avec 1’affinité du
RiboGreen pour I’ARN. Le mélange de Ribogreen, du tampon TE (Qiagen Inc.
Mississauga, ON, Canada) et de notre ARN a permis de dresser une droite de corrélation et
d’identifier la concentration de chacun de nos échantillons. Ces concentrations sont alors
toutes ramenées au volume de départ et une concentration égale de chaque échantillon a été
utilisée pour la transcription inverse (RT), méthode établie selon le protocole du fabricant

(Qiagen Inc. Mississauga, ON, Canada). Cette partie consiste alors a mélanger une quantité
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fixe d’ARN (0,5 pg), a un mélange contenant une enzyme qui dégrade I’ADN génomique
(gDNA Wipeout Buffer 7X) pendant 2 min a 42°C pour ensuite mélanger le tout, dans les 5
minutes suivantes, a un mélange a RT (Quantitech Reverse Trascriptase (1ul/échantillon),
Quantiscript RT buffer 5x (4ul/échantillon), RT primer Mix (1pl/échantillon)) qui sera
chauffé 15 minutes a 42 °C puis 3 minutes a 95 °C. (Qiagen Inc. Mississauga, ON, Canada)

Les échantillons sont alors conservés a -20°C jusqu’au dosage par PCR quantitatif.

Pour le dosage, il suffit de mélanger les produits de RT obtenus précédemment avec
un mélange & SYBR Green (Qiagen Inc. Mississauga, ON, Canada) et les amorces sens et
anti-sens de ’ARNm voulu (voir Tableau I). Le tout a subi une série de cycles
d’amplification selon paramétres suivants : Segment 1 (2 min a 50 °C), Segment 2 (15 min
a 95 °C), Segment 3 (45 cycles) (15 sec a 94 °C suivi de 30 sec a 55°C suivi 20 sec a 72 °C)

et Segment 4 (courbe de dissociation).
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Tableau 2: Tableau présentant les séquences des amorces utilisées afin d’amplifier les
différents genes lors de I’étape du PCR quantitatif.

Amorces canines

Amorces humains

Aggrécan

(S) 5'-ACC CCT GAG GAA CAG GAG TT-3'

(AS) 5'-GTG CCA GAT CAT CAC CACAC-3
ADAMTS-4

(S) 5'-CAT CAC TGA GTT CCT GGA CA-3'
(AS)5'-CGA TCA GCG TCA TAG TCCTT- 3’
ADAMTS-5

(S) 5'-GGC ATC ATT CAT GTG ACAC-3'

(AS) 5'-GCA TCG TAG GTC TGT CCTG-3'
Col-I1

(S) 5'-ATC GGG CCT GTC TGC TTC TTG TAA-3'
(AS) 5'-ACA TCA GGT CAG GTC AGC CAT TCA-3'
Col-1

(S) 5'-GAG AAA GAG GCT TCC CTG GT-3’

(AS) 5'-AGG AGA ACC ATC TCG TCC AG-3’

Aggrécan

(S) 5-ACT GGC GAG CAC TGT AAC-3'

(AS) 5'-TCT TGG GCA TTG TTG TTG AC-3'
ADAMTS-4

(S) 5'- GAC CTT CCG TGA AGA GCA GTGT-3'
(AS): 5'-CCT GGC AGG TGA GTT TGC AT-3'
ADAMTS-5

(S) 5'-GGC ATC ATT CAT GTG ACAC -3'

(AS) 5'-GCA TCG TAG GTC TGT CCTG-3'
Col-11

(S) 5'-AAC CAG ATT GAG AGC ATC CG-3'
(AS) 5'-AAC GTT TGC TGG ATT GGG GT-3'
Col-1

(S) 5°-GGC AGA CCT TGC AAT CCA TTG TGT-3’

(AS) 5°-GGC AAA CAT GGA AAC CGT GGT GAA-
3

Une mesure de la fluorescence du SYBR green a été faite en continu tout au long de

I’expérience avec 1’appareil GeneAmp 5700 Sequence detection system (Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA). Ces valeurs, ajustées en fonction du seuil de la phase

exponentielle de la fluorescence, ont été utilisées aux fins d’analyses et normalisées en

fonction du niveau d’expression de la GAPDH. Ces nouveaux résultats ont alors été

normalisés avec 1’échantillon non stimulé puis transformés en facteur d’expression.
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Analyse statistique

Afin de valider les résultats obtenus au cours des différentes analyses, une analyse
statistique a été faite. Dans le cas des résultats obtenus par extraction protéique, 1’intensité
des bandes n’a pas été compilée en fonction du nombre d’échantillon, mais bien par une
simple moyenne afin de comparer les différentes conditions entre elles. Quant au qRT-
PCR, une analyse statistique de Student (T) a été effectuée entre les controles et les
différentes conditions a I’intérieur des différents génes. Cela permet de valider la différence
significative entre I’expression génique des contrdles par rapport aux échantillons testés. Le

seuil de signification utilisé est p<0,05.



Chapitre 3. Résultats

Validation du modéle canin
En premier lieu, il a été important de valider notre modele Pond-Nuki en fonction
des résultats expérimentaux de la littérature. Ainsi, la Figure 6 présente la condition d’un

genou canin suite aux § semaines d’observations apres une rupture du LCA.

Dans cette figure, on peut voir une Iésion au niveau du plateau tibial interne. Cette
1ésion expose I’os sous-chondral et est de grade 3 sur une échelle d’arthrose allant de 1 a 4.
Elle mesure 0,8 cm de longueur et 0,3 cm en largeur. Sur le plateau tibial externe, pres de la
moitié de la surface cartilagineuse est rugueuse de fagon macroscopique et correspond a

une plaque d’arthrose de grade 2 faisant 1 cm2.



Figure 6: Photo d’un genou canin suite & 8 semaines d’effort physique normal
aprés une lacération du LCA. La partie supérieure représente les condyles
fémoraux et la partie interne est le plateau tibial. Le coté gauche de 1’image
représente le coté interne de I’articulation. Le cercle englobe une lésion sur le
plateau interne.
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Analyse de ’expression génique

Comme premicre étape de 1’étude, I’impact du GDF-5 sur la transcription génique a
¢été évalué. En utilisant la technique RT-PCR quantitative, il a été possible d’obtenir des
données quantitatives reliées au nombre de cycles nécessaires pour détecter une
fluorescence de SYBR Green. Dans la section suivante, les résultats d’expression d’ARNm
des chondrocytes OA canins seront d’abord présentés puis suivront ceux des chondrocytes

OA humains.

Analyse PCR des chondrocytes canins:

Dans un premier temps, 1’étude in vitro sur les chondrocytes canins a été effectuée a
partir de chiens ayant subi une rupture de leur LCA. Ces chondrocytes ont été incubés avec
différentes doses de GDF-5 pendant 3 jours. Les extraits cellulaires de cette incubation ont
été isolés dans le Trizol. Les médiateurs anaboliques et cataboliques produits par les
chondrocytes et reconnus comme importants dans un contexte OA ont été analysés par RT-
PCR. Ainsi, comme premier dosage, I’expression de ’ARNm de 1’Aggrécan a été évaluée

et le résultat est présenté a la Figure 7 suivante.
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Expression de 'ARNm de I'Aggrécan de chondrocytes OA canins exposés au GDF-5
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Figure 7: Expression des ARNm de 1I’Aggrécan, par qRT-PCR avec SYBR
Green, de chondrocytes OA canins exposés au GDF-5 en relation dose-
dépendante pendant 72 heures. Les doses sont représentées en fonction de la
concentration du produit dans le milieu de culture cellulaire. Les amorces de
I’ Aggrécan ont été utilisées et I’expression a été normalisée avec I’expression du
GAPDH. La bande noire représente le contrdle alors que les bandes blanches
représentent les conditions de stimulation. Les résultats représentent un
¢échantillon n=5 en triplicata ou chaque dose a été comparée au contrdle par un
test Student T.

Dans cette figure, on note une augmentation croissante de 1’expression de I’ARNm
de I’Aggrécan en fonction de la dose. Aussi, I’ensemble des doses présente un ratio
d’expression supérieur au controle. De fait, cela se traduit par une expression de 1,28 pour
100 ng/ml, 1,43 pour 250 ng/ml et 1,58 pour 500 ng/ml. Ces différences sont toutes

significatives lorsque comparées au controle avec p<0,01.
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En plus de cette manipulation, le dosage de I’expression des Col-I et Col-II a été

effectué. Les mémes extraits d’ADN ont été utilisés et les résultats représentant cette

variation d’expression se retrouvent a la Figure § suivante.

Expression du ratio Col-11/Col-| des ARNm de chondrocytes OA canins exposés au GDF-5
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Figure 8: Expression du ratio d’ARNm des Col-II /Col-I, par la méthode SYBR
Green, de chondrocytes OA canins exposés au GDF-5 en fonction dose-
dépendante pendant 72 heures. Les doses sont représentées en fonction de la
concentration du produit dans le milieu de culture cellulaire. Les amorces Col-11
et Col-I ont été utilisées et ont été normalisées avec 1’expression du GAPDH. Le
ratio a été fait suite a cette normalisation. La bande noire représente le contrdle
alors que les bandes blanches représentent les conditions de stimulation. Les
résultats représentent un échantillon n=5 en triplicatat ou chaque dose a été
comparée au contrdle par un test Student T.
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Nous pouvons observer une augmentation du ratio d’expression Col-II /Col-I
lorsqu’il y a présence de GDF-5 et ce, pour toutes les doses lorsqu’elles sont comparées au
controle. Cette augmentation a une tendance plateau pour les doses de 100 et 250 ng/ml
pour finalement augmenter a la dose de 500 ng/ml. De fagon plus précise, les ratios sont de
2,21 pour 100 ng/ml, 2,13 pour 250 ng/ml et 2,43 pour 500 ng/ml. Ces ratios représentent
une combinaison d’une diminution de I’expression de Col-I combinée a une augmentation
de I’expression du Col-II, mais leur variation n’est pas présentée. Une fois comparés au

contrdle, ces résultats sont tous significatifs avec une P value < 0,001.
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Expression de 'ARNm de 'ADAMTS-4 de chondrocytes OA canins exposés au GDF-5
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Figure 9: Expression des ARNm de ’ADAMTS-4, par qRT-PCR avec SYBR
Green, de chondrocytes OA canins exposés au GDF-5 en relation dose-
dépendante pendant 72 heures. Les doses sont représentées en fonction de la
concentration du produit dans le milieu de culture cellulaire. Les amorces de
I’ADAMTS-4 ont été utilisées et I’expression a été normalisée avec 1’expression
du GAPDH. La bande noire représente le contrdle alors que les bandes blanches
représentent les conditions de stimulation. Les résultats représentent un
¢chantillon n=5 en triplicatat ou chaque dose a été comparée au controle par un
test Student T.
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Finalement, les extraits d’ADN ont été incubés, lors du qPCR, avec les amorces des

aggrécanases ADAMTS-4 (Figure 9) et ADAMTS-5 (Figure 10). L’expression de I’ARNm

de ces différentes molécules se traduit dans les figures suivantes.

Expression de 'ARNm de I'ADAMTS-5 de chondrocytes OA canins exposés au GDF-5
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Figure 10: Expression des ARNm de ’ADAMTS-5, par qRT-PCR avec SYBR
Green, de chondrocytes OA canins exposés au GDF-5 en relation dose-
dépendante pendant 72 heures. Les doses sont représentées en fonction de la
concentration du produit dans le milieu de culture cellulaire. Les amorces de
I’ADAMTS-5 ont été utilisées et I’expression a été normalisée avec 1’expression
du GAPDH. La bande noire représente le contrdle alors que les bandes blanches
représentent les conditions de stimulation. Les résultats représentent un
¢chantillon n=5 en triplicata ou chaque dose a été comparée au contréle par un
test Student T.
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En observant les différentes variations obtenues a travers la Figure 9, il est possible
de noter qu’une diminution du facteur d’expression survient lorsqu’il y a présence de GDF-
5, c'est-a-dire que I’expression est en dessous du contrdle, et ce, pour toutes les doses.
D’une fagon plus précise, la dose de 100 ng/ml présente une baisse non significative
d’expression a 0,67 et cela est suivi d’une diminution significative lorsque la dose est
augmentée a 250 ng/ml (0,38) (p<0,03) et a 500 ng /ml (0,42) (p<0,02). Dans le cas de la
Figure 10, il y a aussi une diminution d’expression pour toutes les doses lorsqu’il y a
présence de GDF-5 en culture. Cette baisse est représentée par une diminution significative
du facteur d’expression a 0,48 (p<0,02) pour la dose de 100 ng/ml, 0,37 (p<0,01) pour la

dose de 250 ng/ml et 0,44 (p<0,01) pour la dose de 500 ng/ml.
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Analyse PCR des chondrocytes OA humains

Apres avoir dosé les chondrocytes OA canins, les chondrocytes des spécimens
humains ont été stimulés avec les mémes doses de GDF-5 puis, une mesure de 1’expression
des ARNm a été effectuée. Pour cette analyse, I’expression des ARNm de 1I’Aggrécan a été

mesurée et ces résultats se retrouvent dans la Figure 11 qui suit.

Les résultats de cette premiere figure présentent une augmentation de I’expression
de ’ARNm de I’ Aggrécan pour toutes les doses. En fonction de la dose, on note qu’il y a
une augmentation d’expression de 100 (1,24) a 250 (1,68) ng/ml pour redescendre a un
niveau plus inférieur pour la dose de 500(1,12) ng/ml. On note que pour la dose de 250
ng/ml, I’augmentation est significative par rapport au controle avec une p value < 0,02,

mais qu’elle ne 1’est pas pour les autres doses.
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Expression de TARNm de I'Aggrécan de chondrocytes OA humains exposés au GDF-5
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Figure 11: Expression des ARNm, par qRT-PCR avec SYBR Green, de
chondrocytes OA humains exposés au GDF-5 en relation dose-dépendante
pendant 72 heures. Les doses sont représentées en fonction de la concentration
du produit dans le milieu de culture cellulaire. Les amorces de I’Aggrécan ont
été utilisées et I’expression a été¢ normalisée avec I’expression du GAPDH. La
bande noire représente le controle alors que les bandes blanches représentent les
conditions de stimulation. Les résultats représentent un échantillon n=5 en
triplicata ou chaque dose a été comparée au controle par un test Student T.

A ces résultats ont été ajoutés ceux des protéines anaboliques Col-II et Col-I. Pour
ces résultats, un ratio d’expression des ARNm du Col-II sur le Col-I a été effectué pour

chacune des doses et ces ratios sont représentés dans la Figure 12 suivante.
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Expression du ratio Col-1l/Col-l des ARNm de chondrocytes OA humains exposés au GDF-5
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Figure 12: Expression des ARNm, par la méthode SYBR Green, de
chondrocytes OA humains exposés au GDF-5 en fonction dose-dépendante
pendant 72 heures. Les doses sont représentées en fonction de la concentration
du produit dans le milieu de culture cellulaire. Les amorces Col-II et Col-I ont
été utilisées et ont ét€¢ normalisées avec 1’expression du GAPDH. Le ratio a été
fait suite a cette normalisation. La bande noire représente le contrdle alors que
les bandes blanches représentent les conditions de stimulation. Les résultats
représentent un échantillon N=5 en triplicata ou chaque dose a été comparée au
contrdle par un test Student T.

Ainsi, la Figure 12 présente un ratio qui a tendance a diminuer en fonction de la dose.
On note, notamment, une diminution non significative pour les doses de 100 (0,96) et de
250 (0,86) ng/ml suivie d’une diminution plus importante et significative a 0,62 pour 500

ng/ml ou p<0,05.
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Expression de 'ARNm de 'ADAMTS-4 de chondrocytes OA humains exposés au GDF-5
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Figure 13: Expression des ARNm, par qRT-PCR avec SYBR Green, de
chondrocytes OA humains exposés au GDF-5 en relation dose-dépendante
pendant 72 heures. Les doses sont représentées en fonction de la concentration
du produit dans le milieu de culture cellulaire. Les amorces de ’ADAMTS-4 ont
été utilisées et I’expression a été¢ normalisée avec I’expression du GAPDH. La
bande noire représente le controle alors que les bandes blanches représentent les
conditions de stimulation. Les résultats représentent un échantillon n=5 en
triplicata ou chaque dose a été comparée au controle par un test Student T.

Toujours suite a la stimulation de 72 heures avec du GDF-5, les extraits d’ARNm

des chondrocytes OA humains ont été incubés par RT-PCR avec les amorces stimulant la

production d’ARNm de ’ADAMTS-4 (Figure 13) et de ’ADAMTS-5 (Figure 14). Les

résultats des qRT-PCR sont reflétés dans les figures suivantes.
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Expression de ’ARNm de 'ADAMTS-5 de chondrocytes OA humains exposés au GDF-5
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Figure 14: Expression des ARNm, par qRT-PCR avec SYBR Green, de
chondrocytes OA humains exposés au GDF-5 en relation dose-dépendante
pendant 72 heures. Les doses sont représentées en fonction de la concentration
du produit dans le milieu de culture cellulaire. Les amorces de ’ADAMTS-5 ont
été utilisées et I’expression a été¢ normalisée avec I’expression du GAPDH. La
bande noire représente le controle alors que les bandes blanches représentent les
conditions de stimulation. Les résultats représentent un échantillon n=5 en
triplicata ou chaque dose a été comparée au controle par un test Student T.

Ainsi, a la Figure 13, il y a formation d’un plateau du facteur d’expression pres de 0,65
pour chacune des trois doses. Plus précisément, on note une expression de 0,63 pour 100
ng/ml, 0,58 pour 250 ng/ml et 0,69 pour la dose de 500 ng/ml. Chacune des doses présente

une différence significative lorsque comparée au contrdle, notamment p<0,02 pour les
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doses de 100 et 500 ng/ml et p<0,01 pour la dose de 250ng/ml. Aussi, la Figure 14 présente
une tendance a la diminution pour les doses de 100 (0,70) et 250 (0,73) ng/ml, mais cette
baisse n’est pas significative. Or, pour la plus haute dose, il y a une baisse du facteur

d’expression a 0,58 qui est significative avec p < 0,02.
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Analyse de I’expression protéique

Par la suite, des analyses de I’expression protéique de 1’Aggrécan et des
aggrécanases ont été effectuées. Elles ont été faites a partir de différents extraits cellulaires
stimulés, mais isolés dans un tampon Laemmli. Les protéines ont alors migré sur gel
d’acrylamide 10% SDS-PAGE, permettant d’obtenir des profils d’expression pouvant étre

compargs.

Analyse d’expression protéique des chondrocytes canins:

Dans le contexte d’analyse d’expression protéique, l’analyse de I’expression des
chondrocytes canins a d’abord été effectué¢e. Apres avoir obtenu I’intensité d’expression sur
film, ces intensités ont été traduites en valeurs quantitatives via le logiciel Image J et ont été
comparées. La variable statistique a été éliminée puisque la technique utilisée est semi-
quantitative et ne permet par une bonne comparaison entre les variables. Ce faisant,
’anticorps primaire utilis¢ a été dirigé contre la protéine Aggrécan canine dont I’expression

est reflétée dans la Figure 15 suivante.



Représentation western blot de la protéine Aggrécan de chondrocytes OA canins exposés au GDF-5
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Figure 15: Représentation autoradiographique du western blot suivi des
moyennes des intensités d’expression de la protéine Aggrécan aprés un Western
Blot d’extraits cellulaires de chondrocytes OA canins exposés au GDF-5 en
relation dose-dépendante pendant 72 heures. Les doses sont représentées en
fonction de la concentration du produit dans le milieu de culture cellulaire et ont
toutes €té normalisées avec la protéine de la B-actine. La bande noire représente
le controle alors que les bandes blanches représentent les conditions de
stimulation. Les valeurs présentées ici représentent une moyenne des intensités
afin d’obtenir un profil global d’expression.
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Cette Figure 15 présente une moyenne d’expression des différents échantillons.
Dans celle-ci, on note que pour les plus hautes doses, il y a une plus grande expression de la
protéine que dans le contrdle. Ainsi, I’expression d’Aggrécan a tendance a diminuer (78%)
a faible dose (100 ng/ml) pour ensuite avoir tendance a remonter en présence de doses plus

fortes, notamment 108% pour 250 ng/ml et 132% pour 500 ng/ml.

Par la suite, la mesure de I’expression de I’aggrécanase ADAMTS-4 a été effectuée
selon la méme technique. En utilisant les mémes doses et la méme procédure western blot,

il a été possible de représenter I’expression de la protéine dans la Figure 16 qui suit.
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Représentation western blot de la protéine ADAMTS-4 de chondrocytes OA canins exposés au GDF-5
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Figure 16: Représentation autoradiographique du western blot suivi des
moyennes des intensités d’expression de la protéine ADAMTS-4 aprés un
Western Blot d’extraits cellulaires de chondrocytes OA canins exposés au GDF-
5 en relation dose-dépendante pendant 72 heures. . Les doses sont représentées
en fonction de la concentration du produit dans le milieu de culture cellulaire et
ont toutes été normalisées avec la protéine de la B-actine. La bande noire
représente le controle alors que les bandes blanches représentent les conditions
de stimulation. Les valeurs présentées ici représentent une moyenne des
intensités afin d’obtenir un profil global d’expression.
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Cette figure présente un profil d’expression moyen d’échantillons ou on note une
tendance a la baisse pour la dose de 100 ng/ml suivie d’une remontée supérieure au
contrdle pour les doses de 250 et 500 ng/ml. Plus précisément, il y a une diminution de
I’expression de la protéine pour la dose de 100 ng/ml (83%) suivie d’une augmentation

continue pour les doses de 250 ng/ml (94%) et 500 ng/ml (122%).

A cette figure se rajoute celle traitant de 1’aggrécanase ADAMTS-5. Aprés avoir
utilisé la méme technique tout en changeant I’anticorps primaire, il a été possible de
représenter graphiquement 1’expression de la protéine. Cela peut étre observé a la Figure 17

suivante.
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Représentation western blot de la protéine ADAMTS-5 de chondrocytes OA canins exposés au GDF-5
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Figure 17: Représentation autoradiographique du western blot suivi des
moyennes des intensités d’expression de la protéine ADAMTS-5 apres un
Western Blot d’extraits cellulaires de chondrocytes OA canins exposés au GDF-
5 en relation dose-dépendante pendant 72 heures. Les doses sont représentées en
fonction de la concentration du produit dans le milieu de culture cellulaire et ont
toutes €té normalisées avec la protéine de la B-actine. La bande noire représente
le controle alors que les bandes blanches représentent les conditions de
stimulation. Les valeurs présentées ici représentent une moyenne des intensités
afin d’obtenir un profil global d’expression.
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En somme, cette figure présente une tendance a la formation d’un plateau
d’expression de ’ADAMTS-5 supérieur au contrdle lorsque le GDF-5 est mis en culture et
ce, peu importe la dose utilisée. De fait, aprés une normalisation avec la B-actin, on note
que la variation entre les doses de 100 (118%), 250 (114%) et 500 (116%) ng/ml est

similaire puisqu’elless ne varient pas de fagon importante.

Analyse d’expression protéique des chondrocytes OA humains :

Aprées avoir effectué I’analyse de I’expression protéique au niveau canin, la méme
¢tude au niveau des chondrocytes humains a été effectuée afin d’établir une comparaison
entre leur profil d’expression. Ainsi, la premicre protéine analysée a été I’Aggrécan par

Western blot. La Figure 18 suivante présente ce profil d’expression.
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Représentation western blot de la protéine Aggrécan de chondrocytes OA humains exposés au GDF-5
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Figure 18: Représentation autoradiographique du western blot suivi des
moyennes des intensités d’expression de la protéine Aggrécan aprés un Western
Blot d’extraits cellulaires de chondrocytes OA humains exposés au GDF-5 en
relation dose-dépendante pendant 72 heures. Les doses sont représentées en
fonction de la concentration du produit dans le milieu de culture cellulaire et ont
toutes €té normalisées avec la protéine de la B-actine. La bande noire représente
le controle alors que les bandes blanches représentent les conditions de
stimulation. Les valeurs présentées ici représentent une moyenne des intensités
afin d’obtenir un profil global d’expression.
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Cette figure présente donc I’évolution de la production d’Aggrécan selon la dose de
GDF-5 présente en solution de culture. En ce sens, lorsque normalisé a la B-actin, il y a une
baisse a 81% d’expression pour la dose de 100 ng/ml suivie d’'une augmentation au-dela du
contrdle a 117% pour la dose de 250 ng/ml. La dose de 500 ng/ml (108%) présente une
augmentation par rapport au contrdle, mais une diminution lorsque comparée a la dose de
250 ng/ml. Par ailleurs, une étude de I’expression protéique des aggrécanases a été
effectuée sur ces mémes chondrocytes. Toujours avec la méme technique et en normalisant
I’expression des différentes protéines a 1’expression de la B-actine cellulaire, il a été
possible de dresser des figures pour le profil d’expression de ’ADAMTS-4 (Figure 19) et

de PTADAMTS-5 (Figure 20).
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Représentation western blot de la protéine ADAMTS-4 de chondrocytes OA humains exposés au GDF-5
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Figure 19: Représentation autoradiographique du western blot suivi des
moyennes des intensités d’expression de la protéine ADAMTS-4 aprés un
Western Blot d’extraits cellulaires de chondrocytes OA humains exposés au
GDF-5 en relation dose-dépendante pendant 72 heures. Les doses sont
représentées en fonction de la concentration du produit dans le milieu de culture
cellulaire et ont toutes été normalisées avec la protéine de la B-actine. La bande
noire représente le contrdle alors que les bandes blanches représentent les
conditions de stimulation. Les valeurs présentées ici représentent une moyenne
des intensités afin d’obtenir un profil global d’expression.
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En identifiant les profils d’expressions présentés dans chacune des figures, on note
d’abord que la Figure 19 présente une diminution de la protéine ADAMTS-4 pour toutes
les doses. Qui plus est, cette diminution est moins importante au fur et & mesure que la dose
augmente. Ainsi, on constate que 1’expression, normalisée a la B-actine, diminue a 68%
pour 100 ng/ml et tend a remonter 1égérement pour les doses de 250 ng/ml (76%) et 500
ng/ml (83%) lorsque comparée au controle. Quant aux résultats de la Figure 20 qui suit, on
note aussi une diminution de ’ADAMTS-5 lorsqu’il y a présence de GDF-5 dans le milieu
de culture. De facon plus détaillée, il y a formation d’un plateau pour les doses de 100
ng/ml (74%) et de 250 ng/ml (76%). Pour la derniére dose, il y a une diminution beaucoup

plus importante faisant ainsi passer le taux a 46% par rapport a I’échantillon non stimulé.
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Représentation western blot de la protéine ADAMTS-5 de chondrocytes OA humains exposés au GDF-5
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Figure 20: Représentation autoradiographique du western blot suivi des
moyennes des intensités d’expression de la protéine ADAMTS-5 apres un
Western Blot d’extraits cellulaires de chondrocytes OA humains exposés au
GDF-5 en relation dose-dépendante pendant 72 heures. Les doses sont
représentées en fonction de la concentration du produit dans le milieu de culture
cellulaire et ont toutes été normalisées avec la protéine de la B-actine. La bande
noire représente le contrdle alors que les bandes blanches représentent les
conditions de stimulation. Les valeurs présentées ici représentent une moyenne
des intensités afin d’obtenir un profil global d’expression.




75

Analyse de ’activité des aggrécanases

Aprées avoir analysé la cohérence entre I’expression des ARNm et la présence de la
protéine au niveau cellulaire, des analyses ont été faites afin d’identifier I’activité globale
des aggrécanases. Pour ce faire, le surnageant cellulaire a été récolté et dilué¢ 1 :1 dans un
tampon Laemmli. Ce nouveau mélange a été traité par Western blot et analysé comme les
¢chantillons décrits précédemment. Seul 1’anticorps primaire a été dirigé contre 1’épitope
N-Terminal de I’Aggrécan, qui se retrouve dans le surnageant suite a la digestion de la
protéine par les aggrécanases. Sa présence est donc liée a I’activité des enzymes, ce que

représentent les Figure 21 et Figure 22 suivantes.
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Représentation western blot de I'épitope N-Terminal de I'Aggrécan de chondrocytes
OA canins exposés au GDF-5
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Figure 21: Représentation autoradiographique du western blot suivi des
moyennes des intensités d’expression de 1’épitope N-Terminale de 1’Aggrécan
aprés un Western Blot d’extraits de surnageant de chondrocytes OA canins
exposés au GDF-5 en relation dose-dépendante pendant 72 heures. Les doses
sont représentées en fonction de la concentration du produit dans le milieu de
culture cellulaire et ont toutes été normalisées avec la protéine de la f-actine. La
bande noire représente le contrdle alors que les bandes blanches représentent les
conditions de stimulation. Les valeurs présentées ici représentent une moyenne
des intensités afin d’obtenir un profil global d’expression.
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Représentation western blot de I'épitope N-Terminal de I'Aggrécan de chondrocytes
OA humains exposés au GDF-5
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Figure 22: Représentation autoradiographique du western blot suivi des
moyennes des intensités d’expression de 1’épitope N-Terminale de 1’Aggrécan
aprés un Western Blot d’extraits de surnageant de chondrocytes OA humains
exposés au GDF-5 en relation dose-dépendante pendant 72 heures. Les doses
sont représentées en fonction de la concentration du produit dans le milieu de
culture cellulaire et ont toutes été normalisées avec la protéine de la B-actine. La
bande noire représente le controle alors que les bandes blanches représentent les
conditions de stimulation. Les valeurs présentées ici représentent une moyenne
des intensités afin d’obtenir un profil global d’expression.
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Dans un premier temps, la Figure 21 démontre que I’activité des enzymes tend a
diminuer lorsqu’il y a du GDF-5 dans le milieu de culture des chondrocytes canins puisque
I’expression/présence de 1’épitope tend a diminuer. Cette diminution a aussi une tendance a
étre plus importante en fonction de la dose pour ces échantillons. De fagon plus précise,
I’activité¢ semble diminuer de prés de 78% pour la dose de 100 ng/ml pour continuer a
diminuer a 52% pour la dose de 250 ng/ml et 46% pour 500 ng/ml. Finalement, la Figure
22 présente un effet positif suivi d’un retour a la normale sur 1’activité enzymatique dans
les chondrocytes humains pour les doses de 100 (112%) et 250 (105%) ng/ml. Par contre,
lorsque la dose atteint 500 ng/ml, il y a une baisse trés importante a 46% de la présence de

I’épitope et donc, de I’activité des aggrécanases.
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Résultats in vivo préliminaires

Dans ce dernier volet de I’étude, une étude pilote in vivo a été mise de I’avant afin
d’évaluer I’impact potentiel du GDF-5 dans la pathologie de I’OA. Ainsi, il y a eu injection
deux fois par semaine, une apres 3 jours et ’autre apres 4 jours, d’une quantité identifiée
comme optimale de GDF-5 (300 ng/ml) dans I’articulation ou il y a eu lacération du LCA.
Le liquide synovial a été prélevé au stade de lacération de méme qu’au temps du sacrifice,
ce qui a permis d’y doser le fragment CTX-II du Col-II. Ce dosage est représenté a la

Figure 23 suivante.
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Concentration de fragments CTX-Il dans le liquide synovial de chiens opérés
selon le modeéle Pond-Nuki et traités avec du GDF-5
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Figure 23: Concentration de fragment CTX-II dans le liquide synovial de chiens
opérés selon le modéle Pond-Nuki avec injections intraarticulaires répétées de
GDF-5. La bande noire représente le liquide synovial d’un chien controle avec
rupture du LCA seule alors que la bande blanche représente la méme condition
avec injections intraarticulaires de GDF-5 tous les 3 jours. Le calcul statistique
s’est fait a partir de n=3 spécimens pour chaque échantillon dosé en duplicata.

Cette figure présente la concentration du fragment CTX-II dans le liquide synovial
de chiens ayant subi une lacération de leur LCA et dont certains ont regus des injections
régulieéres de GDF-5 de fagon intra-articulaire. On peut ainsi observer que la condition LCA
rupturée seule a une concentration de 99 pg/ml de CTX-II alors que la condition LCA

rupturée avec GDF-5 (300 ng/ml) est a 49 pg/ml. Cette variation est significative a p<0.04.



Chapitre 4. Discussion

Le but a long terme de cette étude étant de mesurer le potentiel thérapeutique du
GDEF-5 dans un contexte d’arthrose, ce mémoire traite donc de I’effet du GDF-5 sur
I’équilibre anabolique des chondrocytes OA canins et humains. Pour ce faire, nous avons
émis I’hypothése que le GDF-5 devrait a la fois affecter les facteurs anaboliques et
cataboliques du cartilage. Ainsi, le GDF-5 devrait avoir, chez les chondrocytes OA, a la
fois la capacit¢ de favoriser la production de facteurs anaboliques, principalement
I’Aggrécan, et a la fois la capacit¢ de diminuer I’expression de facteurs cataboliques,

principalement celles des aggrécanases.

Tout d’abord, il est important de s’assurer que le modéle canin soit valable. Ce
faisant, en se basant sur les critéres de gradation de I’OA de Kellgren and Lawrence, tiré de
Menkes 1991 (178), et sur nos observations macroscopiques, la Figure 6 vient confirmer
notre modele. Elle y présente un phénotype d’OA de grade 3, ce qui le place entre les
stades modéré et sévere. Cette caractérisation se confirme par la présence d’une lésion
importante sur le plateau tibial interne : une Iésion assez profonde pour exposer I’os sous-
chondral. Par ailleurs, les spécimens humais sont gradés de 3 a 4 généralement associé¢ a un

phénotype chronique d’OA.
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Par la suite, afin de bien confirmer les deux hypotheses de départ, il est important de
s’assurer que les chondrocytes ne change pas de phénotype en présence de GDF-5.
Actuellement, il a été démontré que le GDF-5 peut augmenter I’expression du Col-I, 1i¢ a
un phénotype plus ostéogénique, et celle du Col-II, lié au phénotype chondrogénique, et
qu’il peut favoriser ’activité¢ ostéogénique a haute dose (179). Dans ce contexte, nous
avons utilis¢ le ratio Col-II/Col-I afin de vérifier I’intégrit¢é du phénotype ainsi que
déterminer la dose qui favorisera au maximum [’activité chondrogénique. Ainsi, au niveau
des chondrocytes canins, la Figure 8 présente une augmentation du ratio et ce, pour toutes
les doses. Cette augmentation est significative a p<0.001 pour toutes les conditions avec
des valeurs de 2,21 pour la dose de 100 ng/ml, 2,13 pour la dose de 250 ng/ml et 2,43 pour
la dose de 500 ng/ml de GDF-5. Cela confirme que le Col-II est favorisé par rapport au
Col-I avec un facteur moyen de 2 :1 et qu’il y a maintien du phénotype. Or, dans les cas des
chondrocytes humains, la Figure 12 ne présente pas un effet similaire. De fait, le ratio a
tendance a diminuer de facon non significative pour les doses de 100 ng/ml (0,96) et 250
ng/ml (0,86) et de fagon significative a 0,62 pour la dose de 500 ng/ml (p<0.05) de GDF-5.
Cela démontre surtout que la synthése du Col-I semble étre favorisée lorsque la dose
augmente, mais aussi que le Col-II ne varie pas de facon notable. Nous pouvons donc
proposer la dose de 250 ng/ml comme étant la plus optimale chez ’homme puisqu’elle ne
présente pas de débalancement phénotypique important. Cela concorde avec la littérature
voulant que le produit favorise la différenciation et I’activité ostéogénique a hautes doses
(180;181). Aussi, pour expliquer la différence entre les deux spécimens, nous pouvons

d’abord mettre en évidence le stade de développement de I’OA. De fait, les différents
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spécimens canins se situent a un stade plus 1éger et modéré dans le développement de ’OA,
alors que les chondrocytes humains sont a un stade plus tardif et chronique (182). En effet,
en vertu de notre protocole, les chondrocytes humaines prélevés sont a un stade de
dégradation avancée ou le seul traitement possible est la chirurgie. Nos spécimens canins
sont, quant a eux, prélevés au début du stade chronique d’arthrose. Cette étape se
caractérise, notamment selon Pelletier et al., 1983, comme étant le moment ou les
ulcérations débutent dans le mod¢le. Par ailleurs, le fait que nous avons utilis¢ un GDF-5 de
provenance humaine peut aussi avoir un impact quant a la qualité de la réponse au niveau
canin. En effet, de légeres différences au niveau de la qualité¢ du lien GDF-5/récepteur
cellulaire peuvent influencer la réponse. Ainsi, une dose plus élevé chez 1’animal pourrait
étre le reflet d’un effet d’une dose plus faible chez I’homme, mais il nous est impossible de
le confirmer clairement dans cette étude. Par ailleurs, il faut tenir compte de la variabilité
entre les spécimens d’une méme espece. Certaines variations apparaissent naturellement
entre les candidats et influencent nos patrons d’expression. Or, en combinant tous les
candidats d’'une méme espéce, nous tentons d’¢liminer cette variabilité, en tentant

d’atténuer les réponses extrémes, et définir une réponse globale au GDF-5.

Nous avons ensuite évalué 1’effet du GDF-5 sur un constituant majeur de la matrice
cartilagineuse, 1’Aggrécan. Pour ce faire, des chondrocytes OA provenant de spécimens
canins et humains, ont été exposés a différentes doses (0, 100, 250 et 500 ng/mL) de GDF-5
pendant 72 heures. Conséquemment, la Figure 7 démontre que 1’expression de I’ARNm de

I’Aggrécan de chondrocytes OA canins augmente en fonction de la dose. De fait,
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I’expression relative au GAPDH augmente a 1,18 pour la dose de 100 ng/ml a 1,43 pour
250 ng/ml et finalement a 1,58 pour 500 ng/ml. Ces trois résultats sont significatifs a p<
0,001 lorsque comparées avec un contrdle non stimulé. Mais encore, du c6té des
chondrocytes OA humains, le profil d’expression de ’ARNm de I’Aggrécan présente un
effet global similaire. En effet, la Figure 11 présente une augmentation du facteur
d’expression a 1,24 pour 100 ng/ml suivie de 1,68 pour 250 ng/ml et de 1,12 pour 500
ng/ml. Notons ici que seule la dose de 250 ng/ml est significative a p<0,02, mais que les
autres doses ont une tendance d’expression a la hausse lorsque comparées au contrdle. En
somme, le GDF-5 a I’effet souhaité, c'est-a-dire qu’il augmente 1’expression de I’ Aggrécan
dans les deux spécimens. Chez les spécimens canins, cette augmentation est proportionnelle
a la dose alors que chez I’humain, on note une réponse maximale a 250 ng/ml. Cette
derniére observation concorde aussi avec les résultats précédents portant sur le ratio Col-
II/Col-I. De fait, les doses de 100 et 500 ng/ml présentent une réponse supérieure d’environ
20% au controle alors que le maximum de 250 ng/ml se retrouve avec une réponse de
supérieure de 70%. Cette variation entre espéces pourrait, quant a elle, s’expliquer par une
différence de sensibilité a la protéine, puisqu’elle est de nature humaine. Cela impliquerait,
comme pour les résultats du ratio Col-II/Col-I, que les spécimens humains ont une
sensibilité plus forte a la protéine utilisée, principalement au niveau du lien GDF-
S/récepteur cellulaire. Une différence qui pourrait faire en sorte que le maximum
d’expression soit a une dose inférieure. Les résultats appuient aussi cette théorie,
notamment en constatant que le maximum d’expression chez le chien (1,58 a 500 ng/ml)

est relativement pres de celui humain (1,68 a 250 ng/ml).
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Par ailleurs, nous avons tenté de vérifier si ’effet du GDF-5 se refléte au niveau
protéique. Ainsi, au niveau des chondrocytes canins, I’expression de la protéine de
I’Aggrécan (Figure 15) permet d’étre corrélée avec 1’expression de son ARNm, a savoir
qu’il y a une réponse dose-dépendante. Cela se refléte par une expression protéique
normalisée a la B-actine de 78% pour les doses de GDF-5 de 100 ng/ml, 108% pour la dose
de 250 ng/ml et 132% pour la dose de 500 ng/ml. Au niveau des chondrocytes humains (a
la Figure 18), on note une baisse d’environ 20% de I’expression (81%) pour la dose de 100
ng/ml. La dose de 250 ng/ml reflcte les résultats de I’expression de I’ARNm; expression la
plus forte avec 117%. La dose de 500 ng/ml se caractérise par une baisse d’expression a
(108%). Pour les deux spécimens, le profil d’expression, ou I’allure des bandes de résultats,
de I’expression de ’ARNm et de la protéine de I’Aggrécan sont similaires. Cela confirme
la littérature voulant que le GDF-5 augmente la synthése de 1’Aggrécan des chondrocytes
(183). Le fait que les proportions entre 1I’expression des ARNm et des protéines ne soient
pas identiques peut s’expliquer par la régulation post-transcriptionnelle. Ce faisant, ce n’est
pas tous les ARNm qui sont traduits et qui deviennent des protéines, mais le patron
d’expression reste toutefois similaire. Lorsque comparée au contrdle, on note que la dose de
100 ng/ml provoque une diminution de la protéine, mais que les deux autres doses
stimulent sa synthése de facon croissante selon la dose. La baisse observée pour la dose de
100 ng/ml pourrait, quant a elle, s’expliquer par une variabilité et une sensibilité importante
dans la méthode et chez le spécimen. De fait, de 1égeres variations entre la taille de bandes,

de temps d’exposition ou autres ont pu influencer les valeurs et ainsi provoquer une



86

diminution. La sensibilité a, quant a elle, aussi pu jouée un impacte, a cause de la différence

d’espéces qui peut modifier I’affinité récepteur-ligand.

En somme, la production de ’ARNm de I’Aggrécan, tant chez les chondrocytes
humains que canins, augmente lorsqu’il y a du GDF-5 dans le milieu. Bien que certaines
conditions présentent des variations, il y a essentiellement une réponse dose-dépendante
favorisant la production de 1’Aggrécan. Qui plus est, cette conclusion se refléte aussi au
niveau de la synthése de la protéine. Bien que la dose de 100 ng/ml provoque une baisse de
la présence de la protéine, les autres doses ont démontré une augmentation de la protéine.
Avec une réponse maximale a 250 ng/ml pour I’humain et 500 ng/ml chez le chien, le
GDF-5 stimule la production de 1I’Aggrécan chez les chondrocytes OA. En comparant avec
la littérature, la confirmation de la premicre partie de notre hypothese vient aussi confirmer
les études précédentes qui stipulaient que le GDF-5 augmentait la production de I’ Aggrécan
(183). Qui plus est, le fait que le Col-I semble étre favorisé a 500 ng/ml, au niveau des
collagenes, vient aussi confirmer la littérature qui présente le GDF-5 comme stimulant de
I’activité ostéogénique. En effet, il semble qu’il peut induire une différenciation cellulaire
vers le tissu osseux lorsque la dose augmente (180;181). Cela confirme la place du GDF-5

comme molécule favorisant la production de facteurs anaboliques chez les chondrocytes.
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La deuxiéme partie de cette étude porte sur le contréle du GDF-5 sur les enzymes
responsables de la dégradation du cartilage. Pour le mesurer, nous avons choisi d’étudier le
profil d’expression des aggrécanases ADAMTS-4 et ADAMTS-5 chez les chondrocytes
OA. Ces enzymes ont été choisies puisqu’elles sont reconnues comme étant les principales
aggrécanases responsables de la dégradation de I’ Aggrécan dans le contexte OA et qu’elles
sont principalement associées au développement de la pathologie. (107) Dans un premier
temps, en observant [’expression des ARNm des chondrocytes OA canins, il est possible
de constater que le GDF-5 diminue I’expression de ces deux enzymes. De fait, selon les
résultats de la Figure 9, le GDF-5 permet une diminution de I’ARNm de ’ADAMTS-4
pour les trois doses utilisées. De facon plus précise, cela implique une diminution non
significative a 0,67 pour les doses de GDF-5 de 100 ng/ml, suivie d’une baisse a 0,38
(p<0,03) pour celle de 250 ng/ml et d’une augmentation a 0,42 (p<0,02) pour celle de 500
ng/ml. Qui plus est, la Figure 10 présente des baisses significatives de 1’expression de
I’ARNm de PADAMTS-5 pour I’ensemble des doses de GDF-5. Cela signifie une
diminution a 0,48(p<0,02) de I’expression relative au GAPDH pour la dose de 100 ng/ml,
alors que la dose de 250 ng/ml est a 0,37 (p<0,01) et celle de 500 ng/ml a 0,44 (p<0,01).
Dans un deuxiéme temps, les chondrocytes OA humains présentent un patron d’expression
des ADAMTS légerement différent en réponse au GDF-5. Pour les ARNm de ’ADAMTS-
4, on note une diminution de I’expression relative au GAPDH. Cela est démontré a la
Figure 13 avec des valeurs de 0,63 (p<0,02) pour la dose de 100 ng/ml, 0,58 (p<0,01) pour
la dose de 250 ng/ml et 0,69 (p<0,02) pour la dose de 500 ng/ml. Il est alors possible

d’affirmer que le GDF-5 diminue I’expression de ’ADAMTS-4 puisque toutes les doses
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ont une expression inférieure au controle. Cependant, cet effet est maximum a basse
concentration de GDF-5, sans effet relatif a la dose. Au niveau de ’ADAMTS-5, on note
une diminution d’expressions semblables, mais non significatives. Selon la Figure 14, les
valeurs de 0,70 pour la dose de 100 ng/ml, 0,73 pour la dose de 250 ng/ml et 0,58 (p<0,02)
pour la dose de 500 ng/ml montrent que 1’expression diminue dés qu’il y a du GDF-5 en
culture. Cet effet est stable puisqu’il n’y a pas de différences majeures entre les doses de
100 et 250 ng/ml. Cela implique aussi qu’une quantité plus importante de GDF-5 doit étre
présente en solution pour renverser 1’augmentation physiologique d’autres molécules pro-
ADAMTS-5 dans un contexte d’OA. De fait, des études ont démontré que plusieurs
médiateurs inflammatoires ont tendance a étre produits par les chondrocytes dans ’OA
(184). Aussi, puisque les chondrocytes humains sont & un stade OA plus avancé, ils
produisent plus de médiateurs inflammatoires, ce qui concorde avec nos résultats. L’effet
du GDF-5 est tout de méme bénéfique puisque toutes les doses diminuent 1’expression des
aggrécanases et confirment donc la seconde hypothése. Ainsi, tant au niveau humain que
canin, le GDF-5 tend a diminuer I’expression des ARNm des aggrécanases ADAMTS-4 et

ADAMTS-5.

Par la suite, une analyse de I’expression des protéines ADAMTS-4 et ADAMTS-S5 a
été faite par western blot ou les expressions ont été normalisées avec 1’expression de la B-
actine. Ainsi, la Figure 16 présente des profils non significatifs a 83% de I’expression pour
la dose de 100 ng/ml suivie d’une remontée a 94% pour la dose de 250 ng/ml pour se

terminer avec une remontée a 122% pour la dose de 500 ng/ml de GDF-5. Ainsi, on note un
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effet bénéfique global pour les doses de 100 et 250 ng/ml puisqu’elles semblent diminuer
I’expression de ’ADAMTS-4, mais cet effet tend a diminuer lorsque la dose augmente.
Dans le cas de ’ADAMTS-5, par contre, la Figure 17 présente une augmentation non
significative de la protéine pour I’ensemble des doses. Cette augmentation a, cependant,
une allure de plateau pour 1’ensemble des doses, c'est-a-dire que les valeurs de 118% pour
la dose de 100 ng/ml, 114 % pour la dose de 250 ng/ml et 116% pour la dose de 500 ng/ml
sont toutes proches I'une de 1’autre. Cela implique que le GDF-5 n’a pas d’effet sur la
production de la protéine de ’ADAMTS-5. De fait, il a été décrit que ’ADAMTS-5 était
exprimée de fagon constitutive dans les chondrocytes OA et qu’elle était trés peu influencée
par les médiateurs inflammatoires ou autres (110;111). Ce faisant, il est normal d’avoir une
réponse stable qui ne varie pas beaucoup pour I’ensemble des doses. Il se pourrait,
cependant, qu’il existe un phénomeéne compensatoire, c'est-a-dire une diminution de la
dégradation de la protéine, pour annuler la baisse de I’ARNm expliquée plus tot chez ces
spécimens. Cela expliquerait I’expression supérieure au controle. Par ailleurs, pour les
chondrocytes OA humains, on note que le profil d’expression de ’ADAMTS-4 est diminué
lorsque le GDF-5 est présent en culture. Selon la Figure 19, I’ensemble des doses présente
une valeur inférieure lorsque comparée a la condition contrdle. Plus spécifiquement, des
tendances d’expressions avec des valeurs moyennes de 68% a 100 ng/ml, 76% a 250 ng/ml
et 83% a 500 ng/ml démontrent que 1’effet semble étre bénéfique pour toutes les doses,
mais que le produit perd de son efficacité lorsque la dose augmente. Quant a ’ADAMTS-5,
on note que le GDF-5 produit un effet similaire, c'est-a-dire que 1’ensemble des doses a une

expression inférieure au controle. De fait, selon les résultats non significatifs présentés a la
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Figure 20, les doses de 100 ng/ml (74%) et 250 ng/ml (76%) sont similaires suivi d’une
chute a 46% pour la dose de 500 ng/ml. Ainsi, pour ce spécimen, on note une certaine
corrélation entre I’allure des bandes de 1’expression des ARNm et des protéines pour les
deux aggrécanases. Bien que ce ne soient que des tendances d’expressions, on retrouve les
mémes diminutions/augmentations au  niveau des différentes aggrécanases et des
différentes doses, ce qui confirmerait 1’effet bénéfique du GDF-5. Or, puisque les résultats
ne sont pas significatifs, il serait intéressant d’approfondir ce volet avec d’autres études afin

d’affirmer ou infirmer ces observations.

Toujours dans cette optique, il faut s’attarder a ’activité des aggrécanases afin de
bien confirmer la seconde hypothéese. En se basant sur les résultats des Figure 21 et Figure
22, il est possible d’observer la présence de 1’épitope de I’Aggrécan dans les milieux de
culture des chondrocytes. Ainsi, lorsqu’il y a variations de la présence de ce fragment, il est
possible d’y corréler positivement I’activité des aggrécanases. Pour ce qui est des
chondrocytes canins, la Figure 21 présente une diminution dose-dépendante de 1’épitope et
donc, de Dl’activité enzymatique. De fait, les tendances d’expression, non significatives
cependant, semblent diminuer & 78% pour la dose de 100 ng/ml, 52% pour la dose de 250
ng/ml et 46% pour 500 ng/ml. Quant aux chondrocytes humains OA, on note un profil
d’expression similaire; 1’activité des enzymes diminue avec la dose. Cependant, les valeurs
pour les différentes doses ont un profil différent des chondrocytes OA canins. Bien que les
résultats ne soient pas significatifs, les doses de 100 ng/ml (112%) et de 250 ng/ml (105%)

on des valeurs supérieures, mais tres pres de la condition contrdle. Cela pourrait s’expliquer
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par le fait que I’enzyme reste en solution pendant un fort lapse de temps sans étre active ou
que la présence d’autres facteurs pro aggrécanases, comme des molécules pro
inflammatoires,(184) soit trop importante pour que notre produit ait un effet. Par contre, la
dose de 500 ng/ml offre une valeur moyenne d’expression similaire a I’expression canine
avec une valeur de 46%. Bien que cette condition soit associée a un changement dans le
phénotype cellulaire, il est quand méme possible de constater une tendance a la diminution.
Par ailleurs, le cas des chondrocytes canins est particulier puisque 1’expression protéique de
I’ADAMTS-5 chez cette espéce porte a croire qu’il y a une plus grande présence de
I’épitope, ce qui n’est pas le cas ici. Cela implique que I’épitope n-terminal de 1’Aggrécan
(NITEGE) dans le surnageant est davantage corrélé avec I’ADAMTS-4, puisque les valeurs
correspondent davantage avec 1’expression protéique de celle-ci. Cela est aussi en accord
avec la théorie voulant que I’ADAMTS-5 soit exprimée de fagon plus constitutive alors que
I’ADAMTS-4 est inductible (110;111). Elle agirait alors de fagon plus spécifique et

efficace sur la dégradation de I’ Aggrécan.

En résumé, les résultats démontrent qu’il y a une baisse de l’expression des
aggrécanases ADAMTS-4 et ADAMTS-5 lorsqu’il y a du GDF-5 en solution. Or, cet effet
n’est pas en fonction de la dose, ce qui laisse présager que le GDF-5 agit via une autre
protéine avec une activité saturable et que son effet se produit surtout a faible dose. Qui
plus est, seule la protéine ADAMTS-5 canine ne semble pas affectée par ce phénomene.
Cela ouvre donc une piste quant a I’identification de la voie de signalisation du GDF-5,

c'est-a-dire la voie qui induit ’ADAMTS-4. Ainsi, puisqu’il y a une baisse de ’ARNm, de
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I’expression protéique et de I’activité de nos deux enzymes, la seconde hypothese s’avere

confirmée.

Dans un autre ordre d’idée, une étude in vivo préliminaire a été effectuée au niveau
canin. Suite a des injections intra-articulaires de GDF-5 (300 ng/mL) dans un mode¢le canin
Pond-Nuki, il a été possible d’y doser les fragments CTX-II, ou épitope du Col-II, dans le
liquide synovial des genoux. Ainsi, la Figure 23 présente des valeurs de 99 pg/ml pour la
condition controle, ¢’est-a-dire une rupture simple du LCA, et 49 pg/ml (P<0.04) pour les
genoux traités au GDF-5. Cette différence significative propose que le GDF-5 prévienne
I’apparition de I’OA. Cela vient confirmer, dans le mode¢le in vivo, I’ensemble des résultats
démontrés lors des essais in vitro décrits précédemment. De fait, la diminution de 1’épitope
propose que le Col-II soit moins dégradé en présence de GDF-5, confirmant son potentiel
protecteur. Cela pourrait s’expliquer par le fait que la molécule favorise la production de
I’Aggrécan et diminue la production des aggrécanases, molécules associées au stade
précoce du développement de ’OA. Ainsi, un effet protecteur a cette étape permettrait de
retarder 1’étape chronique de la dégradation du collagéne. De plus, il faut noter que la dose
de 300 ng/mL utilisée dans cette étude s’avere efficace et refléte les résultats maximaux
obtenus dans les études in vitro. L’effet direct du GDF-5 sur les chondrocytes se refléte
donc directement dans son modéle animal par une protection du cartilage face au

développement de I’OA.
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De plus, maintenant que notre hypotheése de départ a été confirmée, il est intéressant
de s’attarder au mécanisme d’action du GDF-5 et d’en faire une comparaison avec la
littérature actuelle. Au niveau des GAG, deux études par Isnard et Ohno, (185;186) mettent
en évidence I'importance de leurs fragments pour I’activation de certaines MMPs,
notamment les MMP-2 et MMP-9. Puisque le GDF-5 diminue I’importance des
aggrécanases de leur activité, et possiblement la quantit¢ de fragments de GAG, il est
intéressant de comparer des séquences temporelles de I’activation de ces MMPs lorsqu’il y
a du GDF-5 en quantité suffisante en solution. Il faudrait donc pousser I’étude au niveau
des MMP 2 et 9 afin de confirmer un éventuel ralentissement de 1’apparition de la
pathologie. Par contre, des résultats préliminaires, non présentés ici, n’ont pas permis de
démontrer un effet du GDF-5 sur la MMP-13 au niveau des ARNm. Cependant, d’autres
¢tudes ont démontré que les molécules inhibitrices telles que la TIMP-3 bloquaient
I’activité¢ de la MMP-13 plutot que son expression (187). Puisque le GDF-5 fait parti de la
superfamille des TGF-B et qu’il a été prouvé que le TGF-B1 a la capacité de stimuler la
molécule TIMP-3 via la voie de signalisation akt (188), il est intéressant de s’attarder a
cette voie et a I’activité de la MMP-13 afin d’y vérifier I’effet du GDF-5. Du co6té des
aggrécanases, TIMP-3 a aussi été identifiée comme inhibitrice de I’ ADAMTS-4 (189). Cela
concorde avec nos résultats voulant que notre produit diminue 1’activité de cette enzyme.
Comme il a été observé dans I’analyse de la seconde hypothése, cette diminution serait due
a une autre protéine activée par le GDF-5. Aussi, puisque le GDF-5 augmente 1’ Aggrécan
et diminue les ADAMTS, il pourrait s’avérer un traitement préventif de I’OA. De fait,

puisqu’il semble avoir le potentiel de renverser I’équilibre de dégradation de I’ Aggrécan, il
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pourrait agir dans le stade précoce de I’OA, ou I’on retrouve cette dégradation (78;83;85).
Ainsi, lorsqu’utilis¢é a la suite de traumas, par exemple, il pourrait retarder le
développement de [’arthrose jusqu’a 1’étape de chirurgie qui permettra de rétablir la
cinématique de I’articulation. Qui plus est, cette option s’avere intéressante puisqu’il a été
démontré que le GDF-5 a la capacité d’aider a la réparation des ligaments (190). Aussi,
comparativement aux autres médicaments modifiant la maladie, le GDF-5 a le potentiel de
renverser un équilibre plutét que de diminuer I’implication d’un facteur, comme I’ajout
d’IL-1Ra par exemple (141-143). Cependant, cette approche limitée devrait étre
administrée avant les premiers signes radiologiques de I’OA puisqu’elle n’aura qu’un faible
impact lorsqu’ajouté a ce stade. De fait, les autres médicaments agissent sur des voies de
signalisation qui sont présentes dans le stade tardif de I’arthrose alors que le GDF-5 agit sur
le métabolisme de 1’ Aggrécan, qui n’est plus présent a ce stade (78;86;87). Les résultats des
chondrocytes canins appuient aussi cette théorie. De fait, bien qu’ils se situent dans un
stade encore modéré de développement de 1I’OA, ils ont généralement une meilleure
réponse au GDF-5 que les chondrocytes humains. Comme il a été démontré précédemment,
on leur attribue une meilleure augmentation du taux d’Aggrécan et de diminution de

I’expression et de I’activité des aggrécanases ADAMTS-4 et ADAMTS-5.



Conclusion et perspectives futures

En conclusion, I’hypotheése de départ a été confirmée par notre é¢tude. De fait, nos
résultats ont confirmés la littérature voulant que le GDF-5 augmente 1’activité anabolique
des chondrocytes, principalement 1’ Aggrécan. De plus, les résultats ont aussi été en mesure
de prouver une diminution de I’expression et de I’activité des aggrécanases, responsables
de la dégradation de 1’Aggrecan. Cela implique que notre molécule agit a la fois de facon
positive sur le métabolisme anabolique et sur le métabolisme catabolique des chondrocytes.
Nous avons aussi mis en évidence une dose maximale de 250 ng/ml pour cet effet combiné.
Ainsi, nous croyons que le GDF-5 agit principalement sur 1’activité anabolique et diminue
I’activité catabolique via I’activation d’une autre protéine, non identifiée. Finalement, ces
résultats ont été obtenus sans qu’il y ait eu un changement de phénotype au niveau des
chondrocytes, ce qui montre I’implication potentielle que pourrait avoir le GDF-5 dans le
traitement de ’OA. Qui plus est, il semble avoir le potentiel de renverser la cascade de
dégradation présente dans les premieres étapes de I’OA. Enfin, le produit pourrait permettre
de ralentir la premicre dégradation de la matrice de protéoglycan, souvent associée a 1’étape
précoce de I’OA. Il pourrait donc étre une solution importante a la prévention de la
pathologie suite a des traumas importants sur les articulations, souvent causes de I’OA.
Comme futures cibles, il serait intéressant d’explorer davantage le volet in vivo de I’étude.
En analysant le cartilage de ces chiens traités, il nous serait alors possible d’identifier la
cause de I’augmentation du CTX-II et d’approfondir I’impact a long terme du GDF-5 sur le

cartilage. Il serait aussi intéressant de s’attarder a la signalisation intracellulaire du GDF-5.
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Mettre en évidence les protéines impliquées permettrait d’éclaircir ses différentes cibles, de
méme qu’il permettrait de comprendre comment il augmente les facteurs anaboliques et
diminue les facteurs cataboliques. Cette voie de signalisation pourrait alors s’avérer une

cible de choix pour d’éventuelles cibles pharmaceutiques et traitements de I’OA.
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