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Résumé

L’arthrose ou ostéoarthrose (OA) est I’affection rhumatologique la plus fréquente au
monde. Elle est caractérisée principalement par une perte du cartilage articulaire et
I’inflammation de la membrane synoviale. L’interleukine (IL)-1B, une cytokine pro-
inflammatoire, joue un rdle trés important dans la pathogeneése de I’OA. Elle exerce son
action en induisant I’expression des enzymes cyclo-oxygénase 2 (COX-2), prostaglandine
E synthétase microsomale 1 (mPGES-1) et I’oxyde nitrique synthétase inductible (iNOS)
ainsi que la production de la prostaglandine E, (PGE;) et de I’oxyde nitrique (NO). Ces
derniers (PGE, et NO) contribuent a la synovite et la destruction du cartilage articulaire par
leurs effets pro-inflammatoires, pro-cataboliques, anti-anaboliques, pro-angiogéniques et

pro-apoptotiques.

Les modifications épigénétiques, telles que la méthylation de I’ADN, et
I’acétylation et la méthylation des histones, jouent un role crucial dans la régulation de
I’expression des genes. Parmi ces modifications, I’acétylation des histones est la plus
documentée. Ce processus est controlé par deux types d’enzymes: les histones
acétyltransférases (HAT) qui favorisent la transcription et les histones déacétylases

(HDAC) qui I’inhibent.

L’objectif de ce travail est d’examiner le role des enzymes HDAC dans la régulation

de I’expression de la COX-2, mPGES-1 et iNOS.

Nous avons montré qu’au niveau des chondrocytes, les inhibiteurs des
HDAC (iHDAC), trichostatine A (TSA) et butyrate de sodium (NaBu), suppriment
I’expression de la COX-2 et iNOS au niveau de ARNm et protéique, ainsi que la
production de la PGE; et du NO, induites par I’IL-18. L’effet inhibiteur a lieu sans affecter
I’activité de liaison a I’ADN du facteur de transcription NF-kB (nuclear factor x B). La
TSA et le NaBu inhibent également la dégradation induite par I’IL-18 des protéoglycanes
au niveau du cartilage.

Nous avons également montré, qu’au niveau des fibroblastes synoviaux, les
iHDAC, TSA, NaBu et acide valproique (VA), suppriment I’expression de la mPGES-1

ainsi que la production de la PGE; induites par I’'IL-1B. En utilisant diverses approches
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expérimentales, nous avons montré¢ que HDAC4 est impliquée dans I’induction de
I’expression de la mPGES-1 par I'IL-18. HDAC4 exerce son action, via son activité
déacétylase, en augmentant 1’activité transcriptionnelle de Egr-1 (early growth factor 1),
facteur de transcription principal de I’expression de la mPGES-1.

L’ensemble de ces résultats suggere que les inhibiteurs des HDAC pourraient étre

utilisés dans le traitement de I’OA.

Mots-clés : Ostéoarthrose, chondrocyte, fibroblastes synoviaux, I11-18, COX-2, mPGES-
1, PGE,, iNOS, NO, inflammation, NF-kB, Egr-1, HDAC, HDAC4, inhibiteurs des HDAC.



Abstract

Osteoarthritis (OA) is the most common form of arthritic diseases in the world. It is
primarily characterized by the loss of articular cartilage and inflammation of the synovial
membrane. Interleukin (IL)-18 is a pro-inflammatory cytokine that plays a major role in the
pathogenesis of OA. It induces the expression of cyclo-oxygenase 2 (COX-2), microsomal
prostaglandin E synthase-1 (mPGES-1), inducible nitric oxide synthase (iNOS), as well as
the production of prostaglandin E, (PGE,) and nitric oxide (NO). The later (PGE, and NO)
contribute to articular cartilage destruction and synovitis through their pro-inflammatory,
pro-catabolic, anti-anabolic, pro-angiogenic and pro-apoptotic effects.

Epigenetic modifications such as DNA methylation, histone acetylation and
methylation play a crucial role in gene expression. Among these modifications, histone
acetylation is the most studied. Histone acetylation is determined by two types of enzymes:
histone acetyltransferases (HAT) and histone deacetylases (HDAC) which activate and
repress transcription, respectively.

The purpose of these studies is to examine the role of HDAC enzymes in the
regulation of COX-2, mPGES-1, and iNOS expression.

We demonstrated that HDAC inhibitors (HDAC1), trichostatin A (TSA) and sodium
butyrate (NaBu), suppressed the I1-1B-induced transcription and translation of COX-2 and
iINOS, as well as the production of PGE, and NO in chondrocytes. The inhibitory effect of
HDAC:I on transcription does not affect the binding activity of NF-kB (nuclear factor x B)
to DNA. Treatment with TSA and NaBu also inhibited the Il-18-induced degradation of
proteoglycan in cartilage explants.

We also showed that HDACi, TSA, NaBu and valproic acid (VA), suppressed IL-1-
induced-mPGES-1 expression and the production of PGE, in synovial fibroblasts. Our data
indicated that HDAC4 is involved in Il-1B-induced expression of mPGES-1. HDACA4,
through its deacetylase activity, up-regulated the transcriptional activity of Egr-1 (early
growth factor-1), a principal transcription factor for the expression of mPGES-1.

From our studies we propose that HDAC inhibitors can be used in the treatment of

OA.
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Introduction

I. L’ostéoarthrose
I.1. Données générales sur I’ostéoarthrose (OA)

L’arthrose ou ostéoarthrose (OA) est la forme la plus commune d’arthrite. Il s’agit
d’une affection dégénérative du systéme musculo-squelettique qui affecte les articulations
synoviales, avec une destruction progressive et la perte du cartilage articulaire. Outre le
cartilage, d’autres structures articulaires sont également affectées par ’OA. Ainsi, on
observe une formation d’excroissances osseuses ou ostéophytes en marge de 1’articulation,
un remodelage de 1’os sous-chondral (sclérose et formation de géodes), une inflammation
du tissu synovial, ainsi qu’une variété de changements dans les tissus périarticulaires

(Altman, 2010) (Figure 1).
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Figure 1 : Les structures articulaires affectées dans 1’ostéoarthrose (OA). (a) articulation

normale. (b) articulation OA. (Adaptée de Wieland, 2005).




L’OA est la plus fréquente des affections articulaires en Amérique du Nord.
Pratiquement, 33% de tous les adultes (Felson et al., 1998) et plus de 60% des individus
>75 ans (Busija et al., 2010) présentent des signes radiologiques d’OA. Au Canada, ~13%
de la population est concernée par I’OA symptomatique (douleur la plupart de la journée +
signes radiologiques), soit un Canadien sur 8 (4,4 millions). Ce nombre devrait augmenter a
10,4 millions (un Canadien sur quatre) d’ici 30 ans (Arthritis alliance of Canada, 2011).

La symptomatologiec dominante de IOA est la douleur. Celle-ci résulte de
I’innervation des tissus articulaires autres que le cartilage, puisque ce dernier est aneuronal.
Méme si la majorité de ces structures ne sont pas observées dans la radiologie classique aux
rayons X, la sévérité des changements radiologiques apparait étre reliée a I’intensité de la
douleur (Felson, 2010). On observe également dans I’OA, une raideur articulaire avec géne
fonctionnelle et déformation des articulations (Das and Farooqi, 2008). L’enflure, la
faiblesse musculaire et les craquements, sont d’autres symptomes qui caractérisent 1’OA.
Ils peuvent conduire a des changements de posture et une perte de mobilité (Wieland et al.,
2005).

Le diagnostic de I’OA se fait grace a des questions ciblées par le médecin et un
examen physique des articulations. Pour confirmer le diagnostic, la radiographie simple
reste la technique de référence, méme si elle ne permet pas d’évaluer directement 1’état du
cartilage, puisque ce dernier n’est pas apparent (Kraus and Doherty, 2010). Les signes
principaux qui sont détectés sur une radiologie standard regroupent le pincement articulaire,
témoin d’une destruction du cartilage, 1’apparition d’ostéophytes, le plus souvent en marge
de l’articulation, et les réactions osseuses sous-chondrales de type sclérose et géode
(Carillon, 2006). Aujourd’hui, des techniques plus avancées telles que 1’arthroscanner, et
surtout I’imagerie par résonance magnétique (IRM), sont utilisées soit pour confirmer le
diagnostic en cas de doute, ou bien pour un examen détaill¢ des 1ésions (Cadet and Maheu,
2010).

L’OA est une affection multifactorielle ou plusieurs facteurs peuvent influencer
d’une maniere directe ou indirecte son développement ainsi que sa progression. Les
facteurs de risques peuvent étre de nature systémique telle que I’age, le sexe et I’origine

ethnique (Berenbaume, 2001a). Le facteur génétique (Valdes and Spector, 2010), et les



facteurs environnementaux comme I’obésité (Blagojevic et al., 2010) et les contraintes
mécaniques, peuvent aussi influencer le risque d’apparition de I’OA ainsi que son évolution
durant les différents stades de la maladie. Les facteurs biomécaniques incluent les mauvais
alignements osseux (Varus et Valgus), la réduction de la force musculaire, les chocs
répétitifs tels que ceux subis dans les sports professionnels (soccer, course de fond) ainsi
que les dommages acquis des tissus périarticulaires (déchirure de ménisque, rupture de
ligament, etc) (Busija et al., 2010).

Enfin, Iimpact socio-économique de I’OA est énorme. En effet, les personnes
atteintes d’OA souffrent d’une diminution de la qualité de leur vie. D’autre part, en prenant
en compte les colits directs et indirects, le fardeau économique de ’OA au Canada est
estimé en 2010 a 27.5 milliards $. Le vieillissement de la population couplée a d’autres
facteurs tels que I’augmentation de 1’obésité et la diminution de [D’activité physique
suggerent que les répercussions de I’OA seront encore plus importantes dans 1’avenir

(Arthritis alliance of Canada, 2011).

I.2. Structure et physiologie d’une articulation normale du genou

L’articulation du genou est de type synovial ou diarthrose. Le genou est composé
des extrémités osseuses (ou épiphyses) du fémur et du tibia recouvertes par 1’os sous-
chondral et le cartilage. Les extrémités osseuses sont de formes différentes: 2 spheres
accollantes (condyles) pour le fémur et un plateau tibial (Figure 2). Pour mieux articuler
ces deux formes, et permettre la stabilité du genou et les principaux mouvements de flexion
et d’extension, I’articulation est maintenue en contact par des structures de soutien : deux
ménisques qui s’interposent entre les deux épiphyses, des haubans musculaires et tendons,
et un appareil capsulo-ligamentaire. La capsule articulaire est un manchon fibreux qui
enveloppe I’articulation. Elle est tapissée sur sa face interne par la membrane synoviale, et

délimite une cavité close stérile ou baigne le liquide synovial (ou synovie) (Figure 1a).
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Figure 2 : Schéma d’une articulation du genou.

I.2.1. Le cartilage articulaire

Le cartilage articulaire (CA) couvre les surfaces osseuses. Il s’agit d’un tissu
conjonctif hautement spécialisé de type hyalin. Il est dépourvu de vaisseaux sanguins et
lymphatiques, et de nerfs. Sa surface est blanche, un peu translucide, lisse et brillante. Son
¢épaisseur varie en fonction de I’articulation : 6-7 mm pour le genou, 2 & 4 mm pour la
hanche (Chevalier, 1998).

La fonction principale du CA est d’assurer I’absorption et la répartition des forces
qui s’appliquent sur ’articulation, et de permettre les mouvements libres sans friction entre
les os. Ces fonctions sont rendues possibles grice a la composition et la structure de la
matrice extracellulaire qui le compose. Cette derniére est synthétisée, mais aussi dégradée,

par le seul type cellulaire qu’abrite le CA : le chondrocyte.



1.2.1.1. Composition et morphologie
1.2.1.1.1. Les chondrocytes

Les chondrocytes sont des cellules sphériques ou ovoides mesurant entre 30-40 um
de diamétre, et qui n’entretiennent pas de contact entre-elles (Chevalier and Richette,
2005). Elles représentent ~10% du volume total du CA. Chez I’adulte, les chondrocytes
sont fortement différenciés et leur prolifération est quasiment nulle. Ceci implique que leur
mort n’est pratiquement pas compensée par des divisions cellulaires (Corvol, 2000; Tebib,
2006). Toutefois, les chondrocytes sont des cellules métaboliquement trés actives, avec un
réticulum endoplasmique (RE) et un appareil de Golgi bien développés. Ils assurent la
synthése (anabolisme) et la dégradation (catabolisme) des protéoglycanes et des protéines
collagéniques et non collagéniques de la matrice extracellulaire.

1.2.1.1.2. La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) représente 20-35% du poids total du cartilage.
Elle est composée d’une trame fibrillaire et d’une substance fondamentale intermédiaire
hydratée et riche en complexes protéiques.

La trame fibrillaire forme 15-25% du poids total du CA. Elle est constituée de
collagene en majorité de type II. Ce dernier est assemblé en faisceaux ou trousseaux de
collagéne, qui donnent au cartilage sa forme, et assure ses propriétés mécaniques de
tension, de force, et de rigidité (Martel-Pelletier et al., 2008). Le reste du collagéne, dit «
mineur », est représenté entre autre par les types XI, IX, VI, et X. Le rdle de ces collagenes
est de limiter le diamétre et la séparation des fibrilles de collagéne de type II. Ils assurent
également ’interaction entre le collagéne de type II et les protéoglycanes (Johnston, 1997).

La substance fondamentale est responsable de I’¢lasticité du CA. Ceci est rendu
possible grace a sa forte teneur en eau (75%) et aux macromolécules qu’elle contient : les
protéoglycanes (Pg). Ces derniers occupent 5-10% du poids total du CA (Martel-Pelletier et
al., 2008). Ils sont formés de multiples monomeres dits « aggrécanes » branchés d’une
facon non covalente sur 1’acide hyaluronique (ou hyaluronane) (Dudhia, 2005).
L’aggrécane représente a lui seul ~90% du poids total des Pg. Il s’agit d’une protéine axiale

sur laquelle sont greffés de nombreux glycoaminoglycanes (GAG). Ces derniers sont de



grandes chaines d’unités disaccharidiques de chondroitine sulfate et de kératane sulfate
(Martel-Pelletier et al., 2008).

Un grand nombre de molécules d’aggrécane (plus de 300) se fixent ainsi sur ’acide
hyaluronique pour former un superagrégat de trés haut poids moléculaire (PM) (Dudhia,
2005). La fonction de ces agrégats est définie par leur richesse en charges négatives, qui
attirent les cations, créant un appel d’eau qui augmente la pression osmotique a I’intérieur
du cartilage, mettant en tension les fibrilles de collagene. La rétention rapide d’eau et son
relarguage, assimilés a une éponge, conférent au CA sa propriété d’élasticité qui assure la
fonction biomécanique d’amortissement des chocs (Knudson and Knudson, 2001;
Roughley and Lee, 1994).

Il existe en plus de ces grands Pg, des formes plus petites non agrégeantes, formées d’une
ou deux chaines de GAG tels que la décorine et le biglycane. Ces protéines seraient
impliquées dans 1’organisation de la trame fibrillaire et la modulation de son métabolisme
(Iozzo, 1999; Martel-Pelletier et al., 2008). La MEC contient également des glycoprotéines
et des protéines non collagéniques. C’est le cas des molécules d’adhésion qui permettent les
interactions cellules/matrice telles que 1’anchorine, la chondronectine, les matrilines, et
cartilage oligomeric matrix protein (COMP). 11 a été suggéré que ces molécules pourraient
jouer un role de mécanorécepteur, transmettant des signaux de stress vers I’intérieur de la
cellule (Chevalier and Richette, 2005).

Enfin, I’eau et les sels inorganiques forment la majeure partie du tissu cartilagineux (65-
80% du poids total du cartilage). Sa teneur dépend de la couche du CA. Elle est maximale
en superficie et diminue en allant vers la profondeur. Elle forme une sorte de gel qui soude
les fibres de collagene et les Pg, ce qui permet de résister aux compressions mécaniques
(Martel-Pelletier et al., 2008).

Le CA chez I’adulte est formé de quatre couches ou zones histologiques,
différenciées selon 1’organisation des chondrocytes, I’orientation des fibrilles de collagene,
la quantité d’eau, et le type et la quantité des Pg présents (Buckwalter et al., 1994): la
couche superficielle ou tangentielle, la couche intermédiaire ou de transition, la couche
profonde ou radiale et la couche calcifiée (Figure 3). Cette derniére couche est localisée

immédiatement aprés une ligne de démarcation ou tide-mark, qui la sépare de la zone



profonde. Elle permet d’isoler, physiquement et mécaniquement, le cartilage de 1’os sou-

chondral, en formant une barriére vis-a-vis des vaisseaux de 1’os (Chevalier and Richette,

2005).
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Figure 3 : Structure du cartilage articulaire. Quatre couches sont décrites dans le cartilage
articulaire adulte. A- Organisation des chondrocytes de la couche superficielle (denses,
plats et paralleles a la surface), intermédiaire (gros et arrondies) et profonde (groupés en
colonne, orientés perpendiculairement a la surface). B- Orientation des fibres de collagénes
de la zone superficielle (fines et tangentielles), intermédiaire (épaisses et enchevétrés), et
profonde (épaisses et perpendiculaires). C- Les changements des teneurs en eau et en Pg

entre les différentes couches sont également schématisés. (Adaptée de Buckwalter, 1994).

Dans chacune des couches cartilagineuses, la MEC est distribuée en trois régions
par rapport a sa proximit¢ du chondrocyte (Heinegard and Saxne, 2011). La zone
péricellulaire est de pH acide et est pauvre en collagene fibrillaire. Elle forme avec les
cellules une unité fonctionnelle appelée « chondron ». La zone territoriale forme une
capsule autour d’un ou plusieurs chondrocytes. Elle est riche en aggrécane et en
microfibrille de collagene de type VI et peu ou pas de collagéne fibrillaire (Thonar et al.,

1999). Ces deux premieres zones servent a protéger mécaniquement le chondrocyte et a lui



transmettre, via des récepteurs transmembranaires de la surface cellulaire (CD44,
intégrines), les modifications physico-chimiques environnantes (Pollard et al., 2008). Enfin,
la zone interterritoriale est de pH neutre et couvre la majeure partie de la MEC. Elle est
métaboliquement inerte et son contenu est trés élevé en fibres larges de collageéne de type 11
et en aggrécane (Thonar et al., 1999).
1.2.1.2. Physiologie
1.2.1.2.1. Nutrition du cartilage

Chez I’adulte, le CA se nourrit presque exclusivement a partir du liquide synovial.

Ce dernier recoit ses nutriments des capillaires synoviaux. Le hyaluronane et certaines
protéines sont produits par les synoviocytes (Sandell et al., 2007). Les molécules de petite
taille et celles de taille intermédiaire peuvent traverser la MEC pour atteindre les
chondrocytes, alors que les macromolécules en sont incapables (Chevalier, 1998).
L’os sous-chondral peut également participer dans la nutrition du cartilage (Madry et al.,
2010). Sa principale fonction reste cependant 1’absorption des contraintes mécaniques
exercées sur D’articulation (jusqu'a 30%) (Imhof et al., 2000) et la congruence articulaire
(Madry et al., 2010).

Les chondrocytes vivent dans un milieu hypoxique et tirent de ce fait leur énergie de
la glycolyse anaérobie. Ainsi, la concentration en oxygene dans le CA varie de 10% en
surface a 1% en profondeur. Le glucose est leur principale source d’énergie. Il sert surtout a
la fabrication des GAG (Chevalier and Richette, 2005). Il a été rapporté, qu’au moins in
vitro, les chondrocytes s’adaptent aux faibles tensions d’oxygene en surexprimant HIF-1a
(hypoxia-inducible factor 1 alpha). Ce facteur est capable de stimuler 1’expression des
transporteurs de glucose (Mobasheri et al., 2005), des facteurs angiogéniques (Lin et al.,
2004), ainsi qu’un certain nombre de geénes associ€s a I’anabolisme du cartilage tels que
Sox-9 (sry (sex determining region y) box 9) et a la différenciation et la survie des
chondrocytes tels que le facteur anti-apoptotique GADD45B (growth arrest and DNA
damage-inducible gene 45 beta) (Ijiri et al., 2008; Robins et al., 2005).

1.2.1.2.2. Homéostasie du cartilage : anabolisme et catabolisme
Les propriétés biomécaniques du CA sont définies, d’une part, par la rigidité de la

charpente fibrillaire collagénique, dont [’orientation tangentielle dans la couche



superficielle confére au cartilage sa résistance a la déformation (pressions horizontales et
frottement) sur toute la surface articulaire (Sandell et al., 2007). D’autre part, elles sont
définies aussi par la grande quantit¢ en Pg, fortement hydrat¢ dans les couches
intermédiaire et profonde. Le cartilage devient de ce fait élastique, ce qui est important dans
I’amortissement des chocs et la résistance a 1’écrasement (pressions verticales) (Chevalier
and Richette, 2005). Par ailleurs, 1’acide hyaluronique, joue le rdle de lubrificateur a la
surface cartilagineuse. Son coefficient de friction trés bas, assure un glissement sans
frottement des surfaces articulaires (Smikin and Gardner, 2008).

Dans un CA normal, les chondrocytes s’adaptent aux changements de
I’environnement mécanique et biochimique en ajustant le degré de synthése et de
dégradation des macromolécules dans le but de maintenir une homéostasie du cartilage
(Pollard et al., 2008). Ceci est assuré par des enzymes anaboliques et cataboliques secrétées
par les chondrocytes, et régulées par des cytokines et des facteurs de croissance (Martel-
Pelletier et al., 2008).

1.2.2. La membrane synoviale et le liquide synovial

1.2.2.1. La membrane synoviale

La membrane synoviale (MS) délimite la cavité articulaire. Elle assure la fonction
mécanique de lubrification et la nutrition du cartilage, via le liquide synovial qu’elle
sécrete. Elle permet également le contrdle du volume synovial et 1’élimination des
métabolites et des produits de dégradation de la MEC de la cavité articulaire (Smith and
Walker, 2008). La présence d’un réseau de capillaires apporte a la MS les nutriments
nécessaires pour nourrir le cartilage, et lui permet de réagir et de contribuer a la réparation
tissulaire en cas d’inflammation ou d’infection (Goldring and Goldring, 2005).

1.2.2.1.1. Structure

La MS est un tissu conjonctif lache formé de deux couches: ’une intimale ou
bordante (/ining region, synovial intima), du coté de la cavité articulaire, et la seconde sous-
intimale (subintimal stroma) en contact avec la capsule articulaire (Goldring and Goldring,

2005).
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La couche intimale est composée d’une a trois assises de synoviocytes, ayant 20-40
um d’épaisseur, baignant dans une MEC contenant de grande quantité d’acide hyaluronique
(Garnero et al., 2000; Smith and Walker, 2008).

La couche sous-intimale est un tissu mésenchymateux hétérogéne constitué
essentiellement de MEC fibreuse et un petit nombre de cellules par rapport a la couche
intimale. La majorité de ces cellules sont des fibroblastes et des macrophages, bien qu’on
peut trouver également des adipocytes et occasionnellement des mastocytes (Smith and
Walker, 2008). Cette couche contient en outre, des terminaisons nerveuses libres, et est
riche en capillaires, en artérioles et en vaisseaux lymphatiques. Ce réseau vasculaire permet
d’avoir un flux sanguin suffisant pour : 1) I’échange de soluté et de gaz avec le tissu
synovial lui-méme, 2) la génération du liquide synovial, important pour la nutrition du
cartilage, 3) le recrutement de cellules et de substances en cas de stress ou d’inflammation,
et enfin 4) la régulation de la température articulaire (Goldring and Goldring, 2005).

1.2.2.1.2. Composition

Les deux principales cellules qu’abrite la couche intimale sont les synoviocytes de
type A et les synoviocytes de type B.

1.2.2.1.2.1. Les synoviocytes de type A

Ces cellules représentent 20-30% des cellules de la couche intimale (Iwanaga et al.,
2000). Ce nombre peut augmenter jusqu'a 80% en conditions pathologiques (Smith and
Walker, 2008). Elles ressemblent aux macrophages, d’ou le surnom de « macrophages
synoviaux » (Nozawa-Inoue et al., 2003). Elles sont souvent sphériques, localisées a la
surface de la MS, projetant a la face luminale des filopodes. Elles interviennent dans le
nettoyage de I’articulation, en phagocytant et dégradant les débris cellulaires de la cavité
articulaire (Schneider et al., 2007). Ces cellules participent également dans I’initiation des
réponses immunes en conditions pathologiques (Iwanaga et al., 2000).

1.2.2.1.2.2. Les synoviocytes de type B

Ces cellules sont apparentées aux fibroblastes avec des fonctions sécrétoires, elles
sont par conséquent appelées « fibroblast-like cells » ou « fibroblastes synoviaux ». Elles
constituent 70-80% des cellules de la couche intimale (Nozawa-Inoue et al., 2003). Leur

RE rugueux est bien développé, ce qui témoigne d’une synthése protéique accrue. Ces
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cellules sont en effet, capables de sécréter dans I’intima et la cavité articulaire I’acide
hyaluronique et la lubricine (Goldring and Goldring, 2005).
1.2.2.2. Le liquide synovial

La fonction du liquide synovial est la nutrition et la lubrification de 1’articulation. Il
permet aussi I’évacuation des débris issus du CA (Goldring and Goldring, 2005). En dehors
de I’acide hyaluronique, la majorité des protéines et des autres molécules qui le compose
tels que le glucose, I'urée, I’oxygene et les électrolytes, dérivent des vaisseaux sanguins de
la couche sous-intimale de la MS. Il s’agit en fait d’un ultra-filtrat de plasma dépourvu des
protéines de haut PM. On y trouve également les produits de dégradation du cartilage
(Iwanaga et al., 2000).
L’acide hyaluronique est un GAG non sulfaté formé d’une longue chaine d’un polymeére de
disaccharides (8000-16000 unités/chaine) qui a I’aspect d’un gel (Schneider et al., 2007).
Son PM chez I’adulte est de 0.5 10° daltons, et sa concentration varie entre 0.1-5 mg/ml
(Garnero et al., 2000). Ces hautes concentrations conférent au cartilage son importante
viscosité. Cette propriété permet le maintien d’un film de lubricine sur les surfaces
articulaires, et assure de ce fait la lubrification du cartilage (Smith and Walker, 2008).
Enfin, par sa présence a la surface de la couche intimale, 1’acide hyaluronique joue le rdle
de filtre sélectif qui empéche le retour du liquide synovial dans la membrane (Goldring and

Goldring, 2005).

I.3. Physiopathologie de ’OA

1.3.1. Histopathologie de I’articulation arthrosique

De nombreux systémes d’évaluation histopathologique de I’OA permettent de
suivre les changements qui ont lieu dans I’articulation OA (Mankin et al., 1971; Pritzker et
al., 20006).

I.3.1.1. Lésions cartilagineuses

Sur le plan histologique, le cartilage subit différentes modifications structurales tout
au long de la progression de ’OA.

Les stades précoces de I’OA correspondent aux grades 1 a 3 selon I’échelle de

mesure de Osteoarthritis Research Society International (OARSI) (Pritzker et al., 2006), et
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sur le plan clinique a la douleur articulaire avec manifestations arthroscopiques de I’OA
(absence de signes radiologiques) (Sellam and Berenbaum, 2010). Durant ces stades, il se
produit un changement dans la composition du cartilage. C’est ’cedéme cartilagineux ou
ramollissement du cartilage (Berenbaum, 2008b). Il résulte de I’hyperhydratation du
cartilage, notamment dans sa couche intermédiaire, qui le fait apparaitre plus épais qu’un
cartilage normal. Il aurait pour origine, d’une part le relichement du réseau collagénique
suite a des lésions dans le cartilage, démasquant les charges négatives des Pg, et d’autre
part la synthése excessive de Pg, du fait de la tentative de réparation des 1ésions par le
chondrocyte. Ces deux processus créent un appel d’eau vers le cartilage et
I’hyperhydratation qui s’en suit. Les Pg qui étaient emprisonnés dans le réseau
cartilagineux vont alors fuir la MEC. Le cartilage devient de ce fait moins élastique et plus
dépressible (Pollard et al., 2008).

La perte des Pg rend le réseau collagénique fragile, on le qualifie de fibrillaire. Ceci conduit
a Dapparition de fissures cartilagineuses. Ces derniéres sont dans un premier temps
tangentes a ’os sous-chondral puis perpendiculaire (Berenbaum, 2008b; Madry et al.,
2011).

Les chondrocytes durant ce stade se divisent et se regroupent en amas autours des fissures
et a la surface. On assiste ¢galement a I’hypertrophie des chondrocytes, qui aboutit a une
différenciation des chondrocytes en fibrochondrocytes et a la mort des chondrocytes par
apoptose (Pollard et al., 2008).

Les stades tardifs de I’OA correspondent aux grades 4 a 6 selon 1’échelle de mesure
de I’OARSI (Pritzker et al., 2006), et cliniquement a la nécessit¢ d’une arthroplastie
(Sellam and Berenbaum, 2010). Durant ces stades, les fissures deviennent plus nombreuses
et plus profondes, conduisant a 1’'ulcération et la perte de substances cartilagineuses dans la
cavité synoviale. L’os sous-chondral est a la fin mis a nu, c’est I’éburnation. Il en résulte le
pincement de I’interligne articulaire, signe typique de 1I’OA radiologique (Berenbaum,
2008Db; Pritzker et al., 2006).

1.3.1.2. L’inflammation synoviale
L’inflammation synoviale est responsable de certains signes cliniques de I’OA tels

que I’enflure (développement d’un pannus), 1I’épanchement (effusion du liquide synovial),
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la douleur et occasionnellement la rougeur (Poole et al., 2007). Elle est observée dans plus
de 50% des cas d’OA symptomatique (Ayral et al., 2005; D'Agostino et al., 2005; Rollin et
al., 2008). Certaines études ont rapporté également sa manifestation durant les stades
précoces de ’OA (Benito et al., 2005; Fernandez-Madrid et al., 1995; Loeuille et al., 2005).

Les changements histopathologiques qui s’operent dans la synoviale incluent
I’hypertrophie et I’hyperplasie synoviale, avec une augmentation du nombre de cellules
dans la couche intimale, et une infiltration de la couche sous-intimale par des cellules
mononuclées : lymphocytes T, B et surtout les macrophages (Benito et al., 2005; Pelletier
et al., 2001). Contrairement a I’inflammation de la synoviale au cours de [D’arthrite
rhumatoide (AR), celle observée durant I’OA n’est pas diffuse et reste confinée dans les
zones entourant les 1ésions cartilagineuses (Ayral et al., 2005). Des études par IRM ont
montré qu’il existe une corrélation entre I’augmentation du volume synovial et 1’apparition
d’une synovite (Loeuille et al., 2005) ainsi qu’avec la sévérit¢ de I’OA du genou et du
pincement articulaire (Ayral et al., 2005; Sellam and Berenbaum, 2010).

On observe également dans la membrane synoviale une néoangiogénése détectée par la
présence de facteur pro-angiogéniques (Haywood et al., 2003), qui peuvent affecter la
progression de la maladie ainsi que 1’apparition de la douleur.

Dans les stades tardifs de I’OA, on observe dans la majorité des cas d’OA, une
fibrose de la capsule articulaire, qui est responsable de certaines symptdmes cliniques, en
particulier la raideur articulaire (Aigner et al., 2006).

1.3.1.3. Formation d’ostéophytes et sclérose de I’os sous-chondral

Plusieurs études ont démontré qu’un remodelage intense de 1’os sous-chondral est
associ¢ a I’OA. Dans les stades précoces de I’OA, ’os sous-chondral est le sieége d’une
résorption osseuse (Kwan Tat et al., 2010). Durant la progression de I’OA et a ces stades
avanceés, la formation osseuse prédomine, avec 1’épaississement des extrémités osseuses et
I’apparition d’excroissances osseuses marginales ou ostéophytes, qui peuvent, en clinique,
générer de la douleur et une réduction de I’amplitude des mouvements articulaires (Brandt
et al.,, 1991; Kwan Tat et al., 2010). On observe également dans 1’0os sous-chondral,
I’augmentation de la densité osseuse (sclérose), qui peut diminuer les capacités absorbantes

aux chocs de I’articulation. Elle serait due a une augmentation de la formation d’os ostéoide
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plutot qu’a une augmentation de la densité minérale de 1’os (Kwan Tat et al., 2010; Li and
Aspden, 1997). Dans certaines OA, il peut aussi exister le développement de géodes (ou
kystes) dans 1’os sous-chondral et I’apparition d’un cedéme dans 1’os trabéculaire sous-
chondral (Goldring, 2008). Enfin, a la jonction entre le cartilage et 1’0os sous-chondral se
déroule une invasion de la vascularisation et I’avancement de la zone calcifiée du cartilage
vers la ligne de démarcation, ce qui contribue au pincement de l’interligne articulaire
(Goldring and Goldring, 2007).

[.3.2. Roéle de I’inflammation dans I’OA

Le premier mécanisme déclencheur de ’OA n’est pas connu. De méme, jusqu'a
aujourd’hui, on ne sait pas dans quel tissu articulaire débute I’OA (Martel-Pelletier and
Pelletier, 2010). En effet, méme si I’événement central de I’OA est la dégradation du
cartilage, celui-ci a lieu dans le joint articulaire ou chaque structure assume une part plus ou
moins importante du fonctionnement normal de I’articulation. Ceci améne a considérer
aussi ces tissus (MS, os sous-chondral, ménisque, tendon, ligament et muscle) dans la
genese et/ou la progression de I’OA. Toutefois, les études de ces deux dernieres décennies,
souligne le réle prédominant, par rapport aux autres tissus, du cartilage (Martel-Pelletier et
al., 2008), de la MS (Sellam and Berenbaum, 2010) et de 1’os sous-chondral (Kwan Tat et
al., 2010) dans la pathogenése de I’OA.

La pathogenéese de I’OA résulte d’une boucle d’interaction et de rétrocontrole entre
des évenements mécaniques, biologiques, biochimiques, moléculaires et enzymatiques dans
(et entre) le cartilage, la MS et 1’os sous-chondral.

L’OA est une maladie du cartilage. En effet, ’OA est associée a une modulation

phénotypique et métabolique au niveau des chondrocytes. Ces derniers répondent au stress
qui s’exerce sur I’articulation en libérant des cytokines pro-inflammatoires et des protéases
qui dégradent la matrice cartilagineuse. En réponse a ces dégradations, les chondrocytes
augmentent leur anabolisme avec la synthése de Pg (Lohmander et al., 1999) et de
collagéne (Nelson et al., 1998), et ’expression d’enzymes et de cytokines anti-cataboliques
(interleukine (IL)-4, IL-10 et IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra)) (Su et al., 1999). Cette
synthese est favorisée aussi par 1’action des cytokines dites anaboliques tels que les facteurs

de croissance transforming growth factor 3 (TGF-B), bone morphogenetic proteins (BMP),
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fibroblast growth factor (FGF) et insulin growth factor 1 (IGF-1) (Martel-Pelletier et al.,
2008). Pour une raison encore mal comprise, les produits néosynthétisés sont anormaux et
de moindre qualité. La synthése du collagene de type II est ainsi réduite au dépend d’une
synthése plus importante de collagéne de type I, III, VI et X, marqueurs des chondrocytes
dédifférenciés et hypertrophiés (Aigner et al., 1993; Girkontaite et al., 1996; Swoboda et
al., 1998). Les Pg néosynthétisés ressemblent a ceux du cartilage de croissance (immature)
et possedent des GAG plus courtes qui les rendent moins agrégeantes (Cs-Szabo et al.,
1995; Vasan, 1980). De plus, le taux de Pg de petite taille est augmenté. Ces nouveaux
composants de la MEC sont incapables de supporter les pressions mécaniques exercées sur
I’articulation (Martel-Pelletier et al., 2008; Sandell et al., 2007). La tentative de réparation
du chondrocyte échoue donc, et a un certain stade de 1’évolution de I’OA, le catabolisme
I’emporte sur I’anabolisme. Les chondrocytes perdent leur disposition initiale en colonne en
faveur d’amas de clones (clusters), s’hypertrophient et finissent par s’épuiser et mourir par
apoptose (Blanco et al., 1998; Lotz et al., 2010; Matsuo et al., 2001).

L’OA est aussi associée a une sécrétion accrue de cytokines, notamment de type
pro-inflammatoire telles que I'IL-1B, le tumor necrosis factor a (TNF-a), 'IL-6, I'IL-8,
I’'TL-17 et ’IL-18. Ces cytokines sont surexprimées par les chondrocytes mais aussi par les
cellules de la synoviale, et sont retrouvées dans le liquide synovial. L’IL-18 et le TNF-a
sont les cytokines majoritaires impliquées dans la pathogenése de I’OA (Kapoor et al.,
2011). Au niveau des chondrocytes, ces cytokines stimulent le catabolisme en favorisant
I’expression des protéases et d’autres molécules cataboliques (médiateurs lipidiques pro-
inflammatoires dont la prostaglandine E, (PGE,), et radicaux libres dont I’oxyde nitrique
(NO)) (Goldring and Berenbaum, 2004). Elles diminuent, d’un autre coté, 1’expression des
inhibiteurs des protéases, et la syntheése des Pg et du collageéne de type II et IX, au dépend
des marqueurs des chondrocytes dédifférenciés (collagéne de type I et III) (Goldring and
Goldring, 2004). L’ensemble de ces effets altére 1’équilibre entre I’anabolisme et le
catabolisme, en favorisant ce dernier, et contribue aux changements phénotypiques des
chondrocytes. Le résultat final étant plus de dégradation de cartilage et de mort des

chondrocytes (Goldring and Marcu, 2009).
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Lors de I’OA, le chondrocyte surexprime également plusieurs familles de protéases
de la MEC, qui sont responsables de la dégradation du cartilage : sérine protéases, thiol
protéases (cathepsines), et surtout les métalloprotéases (Martel-Pelletier et al., 2008).

Les matrix metalloproteinase (MMP) agissent spécifiquement contre le collagéne. La
MMP-13 (collagénase 3) est la protéase qui joue le réle central dans la dégradation de la
MEC au cours de I’OA. Elle est surexprimée dans le cartilage OA et agit spécifiquement
contre le collageéne de type II (Bau et al., 2002; Billinghurst et al., 1997). Les principales
autres MMP qui sont également surexprimées au cours de I’OA sontla MMP-1
(collagénase 1), la MMP-8 (collagénase 2), la MMP-2 (gélatinase A) et la MMP-9
(gélatinase B). La MMP-3 (stromélysine 1) joue le role d’activateur des autres MMP, et son
expression est ¢levée durant les phases précoces de I’OA (Martel-Pelletier et al., 2008).
Concernant la dégradation de 1’aggrécane, elle implique aussi les MMP, mais aprés I’action
des protéases a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motif (ADAMTS)
(Pollard et al., 2008). Ces protéases, en particulier ’ADAMTS-4 (aggrécanase 1) et -5
(aggrécanase 2), sont surexprimées dans le cartilage OA (ADAMTS-5>ADAMTS-4) (Bau
et al., 2002). En dégradant les macromolécules d’aggrécane, elles conduisent aux pertes de
Pg observées lors de ’OA (Malfait et al., 2002; Troeberg and Nagase, 2012).

Les MMP et ADAMTS sont inhibées par les tissus inhibitors of metalloproteinases (TIMP)
(TIMP-1 a -4) (Sandell et al., 2007), dont TIMP-3 apparait jouer le rdle central du fait
qu’elle peut inhiber les deux types de protéases (Troeberg and Nagase, 2012). Ces
enzymes, sont surexprimées au cours des premieres étapes de développement de ’OA ou
elles permettent un certain équilibre entre 1’anabolisme et le catabolisme. Cependant, elles
n’arrivent plus a assumer ce rdle lors des stades tardifs de ’OA ou I’expression des
protéases est excessive (Dean et al., 1989; Su et al., 1999).

L’OA est une maladie du tissu synovial également. Bien que le rdle de

I’inflammation synoviale dans I’OA est toujours sujet a débat, de nombreuses études ont
montré que plusieurs médiateurs pro-inflammatoires et cataboliques sont produits dans le
tissu synovial. Historiquement, I’OA n’est pas classée comme une maladie arthritique
inflammatoire, du fait du faible nombre de leucocytes dans le liquide synovial (<2000

cellules/'mm®) (Goldring and Goldring, 2007; Krasnokutsky et al., 2008; Poole et al., 2007)
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et de I’absence d’une manifestation systémique de I’inflammation (Vlad et al., 2011).
Malgré ces données, il est reconnu aujourd’hui que ’OA est associée a un processus
inflammatoire d’un certain degré, qui participe dans la pathogénese de I’OA, et plusieurs
des manifestations cliniques de I’OA reflétent cette inflammation synoviale (Goldring and
Otero, 2011; Sellam and Berenbaum, 2010). De plus, il a été¢ rapporté qu’une synovite
localisée pres des sites de 1ésion de cartilage peut avoir lieu méme en absence de signes
cliniques de I’OA. Ainsi, le liquide synovial des patients avec I’OA précoce contient plus
d’IL-18 et de TNF-a que celui des patients avec I’OA tardive (Benito et al., 2005).

Le tissu synovial OA surexprime de nombreuses cytokines pro-inflammatoires, en
particulier I'IL-18 et le TNF-a, des chémokines (IL-8), des facteurs de croissance, des
molécules d’adhésion cellulaire, et des protéases (MMP-1, MMP-3) (Furuzawa-Carballeda
et al., 2008; Sellam and Berenbaum, 2010; Shibakawa et al., 2003; Smith et al., 1997). 1l a
été rapporté que les macrophages synoviaux CD14" sont la source principale de la
production de I’IL-1B et de TNF-a. En effet, la déplétion de ces cellules dans une culture
cellulaire de synoviocytes OA, réduit d’une manic¢re importante la production de ces
cytokines, ainsi que celles des cytokines et MMP produites souvent par les fibroblastes
synoviaux (IL-6, IL-8, MMP-1 et MMP-3) (Bondeson et al., 2006). Par ailleurs, les
fibroblastes synoviaux OA expriment fortement les récepteurs pour I’'IL-18 (Sadouk et al.,
1995) et le TNF-a (Alaaeddine et al., 1997). Il semble donc que les macrophages synoviaux
jouent un réle important dans 1’activation des fibroblastes synoviaux pour la production
d’enzymes cataboliques et de cytokines qui entretiennent la réponse inflammatoire
(Bondeson et al., 2010).

Le mécanisme déclencheur de ’activation des synoviocytes peut étre, au moins
pour ’OA tardive, les débris de la MEC résultant de la destruction mécanique ou
enzymatique du cartilage et libérés dans le liquide synovial (Rosenthal, 2011). Les
médiateurs produits vont agir d’une manicre autocrine et paracrine au niveau de la
synoviale mais aussi du cartilage, aprés leur libération dans le liquide synovial. Ils vont
ainsi induire, au niveau des chondrocytes, la production de cytokines, de protéases, de la
PGE;, du NO et d’autres ROS (reactive oxygen species), qui sont déja produits par le

chondrocyte et sont fortement incriminés dans la mort des chondrocytes et la dégradation
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de la MEC du cartilage (Krasnokutsky et al., 2008). Les produits de dégradation du
cartilage générés vont a nouveau stimuler les cellules de la synoviale, et un cercle vicieux
de rétrocontrdle se crée entre ces produits et I’inflammation synoviale, ce qui entretient le
processus arthrosique (Sellam and Berenbaum, 2010) (Figure 4).

Les cellules du tissu synovial peuvent également agir sur d’autres tissus articulaires
ou sur d’autres processus associés a ’OA. Elles peuvent ainsi stimuler I’angiogénése. En
général, I’inflammation et I’angiogénese sont souvent liées, et ceci doit étre aussi le cas
dans I’articulation OA ou I’inflammation facilite I’angiogénése et cette dernic¢re potentialise
I’inflammation (Bonnet and Walsh, 2005). Elles sont aussi capables de produire des
neuropeptides impliqués dans la douleur, et qui peuvent aussi induire I’inflammation, et la
prolifération et 1’activation des synoviocytes (Sutton et al., 2009). Enfin, elles peuvent
stimuler, via la sécrétion des BMP, la formation des ostéophytes (van Lent et al., 2004).

L’OA est aussi une maladie de 1’os sous-chondral. Les recherches de ces

derni¢res années indiquent que 1’0os sous-chondral participe d’une manicre active dans
I’initiation et/ou la progression de I’OA, méme si les médiateurs inflammatoires dérivant de
ce tissu sont moins bien documentés par rapport a ceux provenant du cartilage ou de la
synoviale (Kwan Tat et al., 2010). Sur le plan cellulaire et moléculaire, il se produit des
modifications métaboliques dans les ostéoblastes qui aboutissent a des changements
phénotypiques de ceux-ci. Ainsi, les ostéoblastes OA produisent plus de collagéne de type
I, mais la qualit¢ de celui-ci est modifiée, ce qui ne lui permet pas d’assurer une
minéralisation optimale de ’os sous-chondral, et aboutit a la sclérose de ce dernier
(Couchourel et al., 2009). Les ostéoblastes produisent ¢galement plus de molécules pro-
cataboliques comme MMP-1 et MMP-13, de cytokines pro-inflammatoires (IL-6), de la
PGE,, et des facteurs de croissance (IGF-1, TGF-B) (Martel-Pelletier et al., 2008). Ces
molécules peuvent agir sur 1’os lui-méme, par exemple en induisant la formation
d’ostéophytes (Krasnokutsky et al., 2007). Elles peuvent également agir sur les
chondrocytes a travers des canaux, des microfissures, et le réseau vasculaire de 1’os sous-
chondral, qui rendent possible le transfert de signaux chimiques entre 1’os sous-chondral et

le cartilage (Lories and Luyten, 2011; Martel-Pelletier et al., 2008).
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Figure 4 : Les médiateurs inflammatoires clés impliqués dans la pathogenése de 1I’OA.

LTBy: leucotriéne B4. (Adaptée de Goldring and Otero, 2011).

1.3.3. La prostaglandine E; (PGE,) et I’oxyde nitrique (NO) dans ’OA

La PGE; est le prostanoide le plus abondant dans I’articulation des patients OA, ou
elle est synthétisée dans les chondrocytes et les synoviocytes sous 1’action combinée de la
cyclo-oxygénase-2 (COX-2) et de la prostaglandine E synthétase microsomale-1 (mPGES-
1) (Knott et al., 1994; Martel-Pelletier et al., 2003). Elle est considérée comme un des
médiateurs cataboliques majeurs impliqués dans les 1ésions cartilagineuses (Figure 5). En
effet, la PGE,; stimule la résorption du cartilage en induisant la dégradation des composants
de la MEC du cartilage a travers 1’activation des MMP au niveau des chondrocytes
(Bunning and Russell, 1989), des synoviocytes (Mehindate et al., 1995) et des explants de

cartilage OA humains (Amin et al., 1997). La PGE, peut aussi agir sur ’anabolisme en
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inhibant 1’expression du gene de 1’aggrécane au niveau des chondrocytes (Li et al., 2009).
In vitro, I'utilisation d’un inhibiteur sélectif de la COX-2, le célécoxib, supprime la
dégradation du cartilage induite par les cytokines (Mastbergen et al., 2002) et augmente la
synthése des Pg dans les chondrocytes (de Boer et al., 2009; El Hajjaji et al., 2003;
Mastbergen et al., 2005). Cet effet chondroprotecteur n’est cependant pas observé in vivo
dans un mode¢le animal OA (Mastbergen et al., 2006) ainsi que chez ’homme (de Boer et
al., 2010).

D’autres fonctions ont été attribuées a la PGE, dans I’OA :

v Elle présente des capacités pro-apoptotiques sur les chondrocytes, via des effets
directs (Miwa et al., 2000) ou indirects a travers le NO produit par 1’oxyde nitrique
synthétase inductible (iNOS) (Notoya et al., 2000).

v’ Elle contribue a la néoangiogénése par I’induction de la production de facteurs pro-
angiogéniques, ce qui peut accentuer les réactions inflammatoires (Bonnet and Walsh,
2005; Martel-Pelletier et al., 2003).

v" Elle participe grandement dans la douleur arthritique (Martel-Pelletier et al., 2003).

v" Elle stimule I’expression de I’IL-1p, amplifiant ainsi le processus inflammatoire
local (Lorenz et al., 1995).

v' Enfin, la PGE, est impliquée dans la déminéralisation osseuse a travers la
stimulation de la formation des ostéoclastes (cellules qui dégradent 1’os) (Lader and
Flanagan, 1998).

En plus de la PGE,, plusieurs données in vitro et in vivo suggerent que le NO,
produit par iNOS au niveau des chondrocytes, est fortement mis en jeu dans la pathogenese
de I’OA. En effet, le NO présente des capacités pro-inflammatoires, pro-cataboliques et
pro-apoptotiques, avec comme résultat final la promotion de la dégradation du CA (Figure
5).

v" Le NO amplifie le processus inflammatoire en induisant la production des cytokines
pro-inflammatoires (Mclnnes et al., 1996), en réduisant la syntheése de I’IL-1Ra (Pelletier et
al., 1996), en induisant 1’expression de la COX-2 (Nedelec et al., 2001), et en augmentant

la sensibilité a d’autres agents pro-oxydants (Clancy et al., 1997).
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v" Le NO peut favoriser les réponses cataboliques en stimulant I’expression et la
production des MMP (Jarvinen et al., 2008; Murrell et al., 1995; Sasaki et al., 1998). D’un
autre coté, le NO peut agir sur 1’anabolisme a travers I’inhibition de la synthése du TGF-f
(Studer et al., 1999), du collagéne de type II (Cao et al., 1997) et des Pg (Jarvinen et al.,
1995; Taskiran et al., 1994). Le NO contribue en outre a la résistance contre les effets
anaboliques de I’IGF-1 (Studer et al., 2000).

v" L’action pro-apoptotique du NO a été rapportée dans de nombreux travaux. Ainsi, le
NO peut induire 1’apoptose des chondrocytes par lui-méme ou en concert avec d’autres
ROS (Clancy et al., 1997; Del Carlo and Loeser, 2002; Hashimoto et al., 1998). L’effet pro-
apoptotique du NO peut étre obtenu a travers son métabolite toxique, le péroxynitrite. Ce
dernier est capable d’induire la nitration des tyrosines, ce qui peut affecter I’activité des
protéines modifiées (Souza et al., 2008). Une étude immunohistochimique du cartilage OA
a montré qu’une partie des sections fortement marquées a 1’IL-18, le sont également pour
les nitrotyrosines (Loeser et al., 2002b).

L’importance du NO au cours de I’OA est supportée également par des études in
vivo. Dans un mod¢le animal OA chez le chien, I’inhibition sélective de ’activité de la
iNOS diminue la progression des lésions cartilagineuses, avec réduction de l’activité
métalloprotéasique au niveau du cartilage, et des taux de I’IL-18, de la PGE, et des
nitrates/nitrites dans le liquide synovial (Pelletier et al., 1998). Dans le méme modele
animal, une réduction est également observée pour I’expression des MMP dans le cartilage
et de I'IL-1B et la COX-2 dans la MS (Pelletier et al., 1999), pour 1’apoptose des
chondrocytes, possiblement via la réduction de I’expression de la caspace 3 (Pelletier et al.,
2000), et de 'ICE (IL-1-converting enzyme ou caspase-1) et I'IL-18 dans le cartilage
(Boileau et al., 2002). Dans un autre modele animal OA, Van den berg et al. ont montré que
les souris invalidées pour le géne de la iNOS présentent une diminution des 1ésions du
cartilage et de la formation des ostéophytes (van den Berg et al., 1999). Par ailleurs, une
réduction de la douleur dans un mod¢le animal OA chez le rat est obtenue dans le cadre

d’un traitement prophylactique ciblant la iNOS (Castro et al., 2006).
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Figure 5 : Role de la PGE, et du NO dans I’OA.

1.4. Traitement de ’OA

Ces deux dernieres décennies ont connu beaucoup d’efforts visant le traitement de

I’OA, qui reste toujours une maladie incurable. Pour une meilleure utilisation des

traitements existants, plusieurs organisations nationales et internationales (OARSI, ACR

(American College of Rheumatology) et EULAR (European League Against Rheumatism))

ont permis de hiérarchiser ces traitements et ont émis des recommandations. Ces

organisations préconisent une prise en charge globale et personnalisée de la maladie, avec

la combinaison de traitements non pharmacologiques (éducation, lutte contre les facteurs de

risque, rééducation, soutien psychologique et social, etc) et pharmacologiques, avant

d’arriver au dernier recours qui est la chirurgie (arthroplastie) (Zhang et al., 2008a).
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La thérapeutique médicamenteuse de ’OA peut étre locale ou systémique, et a
action rapide ou lente. Elle inclut le paracétamol, les anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS) classiques ou spécifiques pour la COX-2 (coxibs), les analgésiques narcotiques
ainsi que I’injection de stéroides et de 1’acide hyaluronique. Ces traitements ont pour but de
réduire la douleur et la raideur, et de maintenir la mobilité (fonction) de 1’articulation
(Zhang et al., 2008a). Ils sont cependant limités par leurs effets secondaires (ulcéres
digestifs, problémes cardio-vasculaires et rénales, etc) et par I’absence d’effets sur la
dégradation touchant le cartilage, c’est-a-dire sur 1’évolution de la maladie (Richette, 2011).
L’amélioration de la qualité de la vie et la préservation du capital cartilagineux, en
ralentissant la progression de la maladie, sont en fait les objectifs a long terme de la
thérapeutique arthrosique. Pour atteindre ces objectifs, des antiarthrosiques symptomatiques
a action lente (AASAL), dont les plus connus sont la chondroitine sulfate et la glucosamine
sulfate, sont déja employés. Ces produits ont cependant montré une capacit¢ modeste a
ralentir le pincement de I’interligne articulaire (Hunter and Hellio Le Graverand-Gastineau,
2009; Richette, 2011). D’autres agents de type DMOAD (disease modifying OA drugs) sont
en cours d’essai clinique. Jusqu'a aujourd’hui, aucun traitement de fond de I’OA n’a été

approuvé par les autorités réglementaires (Martel-Pelletier et al., 2011).
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IL. Biologie de la cyclo-oxygénase-2 (COX-2), de la prostaglandine E
synthétase microsomale-1 (mPGES-1) et de I’oxyde nitrique synthétase
inductible (iNOS)

II.1. La COX-2

I1.1.1. Fonctions générales des COX

Les eicosanoides sont des composants lipidiques qui sont mis en jeu dans plusieurs
fonctions physiologiques et physiopathologiques. Ils sont impliqués dans de nombreux
processus physiopathologiques dont la réaction inflammatoire, 1’hyperalgésie et le cancer.
Ils agissent en outre comme des médiateurs intercellulaires et des hormones locales dans la
régulation de la reproduction, du tonus cardiovasculaire, de la fonction rénale, et du
maintien de l'intégrité du tractus digestif.

Les eicosanoides dérivent d'acides gras insaturés dont le principal est I'acide arachidonique

(AA). Celui-ci est libéré par hydrolyse enzymatique a partir des phospholipides

membranaires sous 1’action de phospholipases A, notamment le type cytosolique (cPLA>)

(Park et al., 2006). L’AA est ensuite converti en de nombreux métabolites oxydés selon

plusieurs voies : cyclo-oxygénases ou prostaglandin-endoperoxide synthase (PTGS),

lipoxygénases et cytochrome P450 (CYP450) (Smith et al., 2000) (Figure 6). Les
eicosanoides générés ne sont pas stockés dans la cellule mais sont synthétisés de novo

(Funk, 2001).

Les COX posseédent une activité cyclo-oxygénase qui convertit I’AA en PGG,, en
insérant deux molécules d’oxygenes, et une activité péroxydase qui réduit 1’intermédiaire
PGG; en PGH,. Cette derniere diffuse a travers les membranes dans le cytoplasme ou elle
sera rapidement convertie par des isomérases en plusieurs types de prostanoides plus
stables (Figure 6). Les prostanoides formés inclus les prostaglandines : PGE,, PGF; et
PGDy,; la prostacycline I, (PGI,), et le thromboxane A, (TXA;) (Smith et al., 2000). La
production de ces composants est ubiquitaire, mais si l'on trouve 1'ensemble des différents
prostanoides au niveau par exemple du poumon et de la rate, on trouvera principalement du
TXA, au niveau des plaquettes et de la PGI, au niveau des cellules endothéliales. Cette

production dépend des synthétases qui sont exprimées sélectivement dans certains tissus ou



25

certains types cellulaires, et de la COX mise en jeu (cf. prochain paragraphe) (Dubois et al.,
1998).

FPhospholipides membranares

\ PLA,
Cytochrome P450 o :
epoxidase C/\z/\/\/ e Lipoxygenases
/ Al E"“H}
EET. dihydroxyacides l GOxT eh 002 Leucotriéne
w‘m
mﬁ\/\/\/
b
PGH,
| Synthétases tissu-specifiques
Prostanoides
_'-'_'_'_'_'_'_'_‘_._ x
("/f Frostaglandines \
Prostacycline ' ! ! Thromboxane
PGI, PGD, PGE, PGF., TXA,
v
v
gric TXB,
v

154dPGJ;

Figure 6 : Les Voies métaboliques de 1’acide arachidonique. EET : epoxyeicosatrienoic; 15-
dPGlJ,: 15—deoxy—A12’ “_pGJ2.

Il existe au moins deux types de COX, codés par des génes différents. La COX-1
(ou PTGS-1) est exprimée d’une fagon constitutive et ubiquitaire, et est activée par les
stimuli physiologiques. Elle est responsable d'effets nombreux et variés permettant le
maintien de 'homéostasie tissulaire, en particulier celle du rein et des vaisseaux ainsi que la
cytoprotection gastrique (Morita, 2002). 11 faut cependant noter que les souris dont le géne

de la COX-1 a ¢été invalidé ne présentent pas de pathologies gastriques et sont résistantes
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aux ulcérations induites par I’indométacine, ce qui suggere que la suppression de la
production des PG dérivant de la COX-1 n'est pas suffisante pour induire des ulceres
gastriques (Langenbach et al., 1995; Loftin et al., 2002).

La COX-2 (ou PTGS-2) est le second type des COX. Elle est de nature inductible,

notamment lors de la réponse inflammatoire ou elle est responsable de la synthése de la
majorité des PG (Smith et al., 2000).
La COX-2 a été fortement incriminée dans les conditions pathologiques. Ceci est le cas des
maladies dégénératives articulaires comme I’OA et I’AR (Martel-Pelletier et al., 2003), des
maladies neurodégénératives comme la maladie de Parkinson (Bartels and Leenders, 2010),
et des maladies prolifératives comme le cancer (Rizzo, 2011). Dans certains mod¢les
pathologiques comme celui de la colite ulcéreuse (Morteau et al., 2000) et des maladies
respiratoires allergiques (Gavett et al., 1999), la COX-2 semble jouer un rdle anti-
inflammatoire. Ce role est attribué, en moins en partie, a la production de prostanoides anti-
inflammatoires comme les cyclopenténones (PGJ, et 15d-PGJ,) (Rajakariar et al., 2007),
les lipoxines, les résolvines et les protectines (Serhan et al., 2008). En fait, les données
actuelles suggéerent que la COX-2 possede une dualité fonctionnelle lors de 1I’inflammation,
contribuant au départ au processus inflammatoire, et aidant a la fin a la résolution de celui-
ci (Smyth et al., 2009). L’exemple de ce role est la fonction importante de la COX-2 dans la
cicatrisation des 1ésions de la muqueuse digestive (Peskar, 2005).

Les COX ont une grande importance pharmacologique puisqu’elles sont la cible des
AINS.

v" Les AINS classiques se lient et inactivent le site actif de la COX-1 et la COX-2, ce
qui bloque la synthése des prostanoides (Yuan et al., 2009). Ils sont utilisés pour leurs
activités antipyrétiques, analgésiques, anti-inflammatoires et antiagrégeantes. L’inhibition
de la COX-2 serait a l'origine de I’effet bénéfique des AINS classiques, alors que
I’inhibition de la COX-1 serait responsable de leurs effets secondaires dont I’irritation de la
muqueuse gastro-intestinale, potentiellement graves, notamment chez les sujets a risque
(Patrono et al., 2001).

v Les AINS spécifiques de la COX-2 ou coxibs. Ces AINS permettent de réduire la
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morbidité et les cofits liés aux traitements préventifs des effets iatrogénes imputables aux
AINS classiques (Marnett, 2009). Bien que les coxibs entrainent moins de troubles
digestifs, leur utilisation chronique a été associée a une augmentation des événements
cardiovasculaires et cérébrovasculaires, en particulier chez les patients avec un risque élevé
de thrombose. Ils sont de ce fait contre-indiqués chez les personnes soufrant de pathologies

cardiaques (Marnett, 2009).

I1.1.2. Caractéristiques biochimiques et moléculaires de la COX-2

Le gene de la COX-2 est situé sur le chromosome humain 1¢25.2-q25.3 et montre
60% d’homologie avec celui de la COX-1 (Appleby et al., 1994; Tazawa et al., 1994). 1l
s’étend sur une longueur de 8.3 kb (kilobases) et contient 10 exons et 9 introns (Appleby et
al., 1994). Le produit de transcription du géne de la COX-2 varie dans sa taille (2.8, 3.2 et
4.6 kb) en fonction de I’origine tissulaire et de la nature du stimulus (Appleby et al., 1994).
Des variations supplémentaires peuvent étre obtenues par ¢épissage alternatif des ARNm
(Roos and Simmons, 2005) ou par polymorphisme d’un seul nucléotide (Bi et al., 2010).

Le géne de la COX-2 code pour une protéine homodimérique avec une taille de 587
acides aminés (aa) sous sa forme mature (Smith et al., 2000). Chaque monomeére peut subir
une N-glycosylation et posseéde une masse moléculaire de ~70 kDa (kilodalton) (Otto et al.,
1993). Le dimere COX-2 est localisé du c6té luminal de la membrane du RE ainsi que de
part et d’autre de I’enveloppe nucléaire ou il est plus concentré (Morita et al., 1995). Des
localisations dans la mitochondrie et dans les corps lipidiques au niveau des cellules
tumorales ont également été rapportées (Accioly et al., 2008; Liou et al., 2005).

Il existe une différence majeure entre les structures de la COX-2 et la COX-1, et
dont les conséquences biologiques et pharmacologiques sont importantes. En effet, le site
actif de la COX-2 est ~20% plus large que celui de la COX-1 (Luong et al., 1996), ce qui
explique que la COX-2 posseéde un plus grand nombre de substrats que la COX-1.
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I1.1.3. Régulation de la COX-2
I1.1.3.1. Voies de signalisation impliquées dans I’expression de la COX-2

Les différents stimuli qui induisent I'expression de la COX-2, agissent a travers des
récepteurs membranaires qui peuvent étre des récepteurs de type tyrosine kinase. Une fois
liés, ces stimuli créent des modifications au niveau récepteur qui conduisent, via différentes
voies de transduction de signal, a I’activation de facteurs de transcription. Il est difficile de
connaitre toutes les cascades de signalisation intracellulaire déclenchées pour tous les
activateurs et sous toutes les conditions, mais celles qui concernent les agents pro-
inflammatoires sont bien documentées. Elles ménent principalement, en fonction de la
nature du stimulus et du type cellulaire, a l'activation de 1’'une des trois cascades MAPK
(mitogen-activated protein kinase) : ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1/2),
INK/SAPK (c-jun-N-terminal kinase/stress-activated protein kinase) ou p38, ainsi que de
la voie NF-xB (nuclear factor kappa B) (Smith et al., 2000). Les facteurs de transcription
activés NF-kB et AP-1 (activating protein-1)/ATF (activating transcriptional factor)
peuvent ensuite se lier sur leurs sites de fixation dans le promoteur du geéne de la COX-2 et
déclencher la transcription. La figure 7 résume les événements moléculaires générés par la

liaison de I’IL-1 jusqu’a I’expression de la COX-2.
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Figure 7 : Cascade de signalisation conduisant a I’expression du géne de la COX-2 sous
I’action de I'IL-1. En présence de I'IL-1, I’adaptateur moléculaire MyD88 est activé et
recrute a son tour deux serine thréonine kinases distinctes. L’une d’entre elles est IRAK,
qui interagit avec une autre molécule adaptateur TRAF6, qui fait la liaison avec la
deuxiéme kinase NIK. Cette derniere conduit au final a I’activation de NF-xB aprés celle de
IKK, et phosphorylation par ce dernier complexe de IxkB. La kinase ECSIT relie la
signalisation IL-1 aux kinases MEKK, MEK, et MAPK (p38, ERK1/2 et JNK). MyDS88 :
myeloid differentiation 88; IRAK : IL-1 receptor-activated kinase, TRAF6 : TNF-receptor-
associated factor 6; NIK : NF-kB-inducing kinase; 1IKK : IkB kinase complex; kB :
inhibitor of NF-xkB; ECSIT : evolutionarily conserved signaling intermediate in Toll
pathways; MEKK : MEK kinase; MEK : MAPK kinase.
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I1.1.3.2. Régulation au niveau transcriptionnel

Contrairement au promoteur de la COX-1, qui montre une homologie a ceux des
genes domestiques (houskeeping gene), I’analyse de la région 5'-UTR (untranslated region)
de la COX-2 montre qu’elle est homologue a celles des génes de réponse précoce
(immediate early gene) puisque sa séquence contient une boite TATA ainsi que d’autres
¢léments transcriptionnels qu’on trouve dans ce type de gene (Tazawa et al., 1994). Le
promoteur de la COX-2 est truffé d’éléments régulateurs en cis, incluant deux sites CRE
(cAMP-response element), C/EBP (CCAAT/enhance-binding protein), deux sites AP-1,
deux sites NF-«xB et trois sites Spl (specificity protein-1) (Kraemer et al., 1992; Mitchell
and Warner, 1999) (Figure 8). L’ensemble de ces sites rend la COX-2 sensible a des
signaux intracellulaires initiés par des médiateurs inflammatoires, des facteurs de
croissance et des hormones. L’expression de la COX-2 est activée par I’'[L-1B, le TNF-a et
le lipopolysaccharide (LPS), alors qu’elle est inhibée en présence de glucocorticoides, d’IL-
4 et d’IL-10. Ces derniers agissent en inhibant, entre autres, la voie NF-kB (Kang et al.,

2007; Tanabe and Tohnai, 2002).

Figure 8 : Les ¢léments régulateurs au niveau du promoteur du géne de la COX-2 humaine.
Les ¢léments en cis dans le promoteur de la COX-2 sont notés dans des boites colorées, et
leur localisation par rapport au site d’initiation de la transcription est notée au dessus ou au

dessous de chaque ¢lément. (Adaptée de Kang et al., 2007).

I1.1.3.3. Régulation au niveau post-transcriptionnel
La COX-2 est aussi régulée au niveau post-transcriptionnel. En effet, sa région non
traduite 3'-UTR, d’une longueur de ~2.5 kb (Appleby et al., 1994), contient de multiples
¢léments régulateurs, ce qui laisse supposer son implication dans la régulation de la stabilité

de ’ARNm et de I’efficacité de la traduction. Au niveau de cette région, plusieurs sites de
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polyadénylation sont localisés. Il a été¢ proposé que la spécificité de I’expression tissulaire
détermine le choix du site de clivage (Hall-Pogar et al., 2005). La sélection de ces sites est
favorisée également par la présence d’¢lément de séquence en amont USE (upstream
sequence elements) ciblés par des RNA-binding proteins (RNA-BP) (Hall-Pogar et al.,
2007).

Outre ces sites, la partie 3'-UTR contient une région riche en AU : ARE (adenylate-
and uridylate (AU)-rich elements), composée de copies multiples de la séquence AUUUA
réparties sur une longueur de plus de 2000 nucléotides. Chez les mammiféres, les ARE
permettent la dégradation de I’ARNm (RNA decay) souvent par le recrutement de
I’exosome. Ce dernier reconnait I’ARNm a travers des RNA-BP qui controlent la stabilité
de ’ARNm et I’efficacité de la traduction protéique (Eberhardt et al., 2007).

Enfin, il a été rapporté qu’au niveau des synoviocytes, la PGE, est capable de
réguler sa propre synthése en stabilisant ’ARNm de la COX-2, ceci grace a I’activation de
la voie p38 MAPK (Faour et al., 2001). Cette activation stimule le transfert vers le
cytoplasme de la protéine stabilisant I’ARNm Hur (Hu antigen R), ce qui augmente la
stabilité¢ de ’ARNm de la COX-2 (Lin et al., 2011; Subbaramaiah et al., 2003).

I1.1.3.4. Régulation au niveau post-traductionnel

La COX-2 possede un temps de demi-vie (t;2) de 2 a 7 h (Kang et al., 2007).
Plusieurs études suggerent que la dégradation de la COX-2 est programmée spécifiquement
pour limiter la quantité de la COX-2 présente dans la cellule, qui lorsqu’elle est élevée, est
associée a de nombreuses pathologies. Deux voies de dégradation protéique ont été
décrites. La premicre voie fait intervenir le systtme ERAD (endoplasmic-reticulum-
associated protein degradation) (Kang et al., 2007). Alors que ce systéme agit souvent sur
des protéines structurellement endommagées ou mal repliées, il agit sur la COX-2 sous son
état natif (Rizzo, 2011). La deuxiéme voie de dégradation de la COX-2 correspond a
I’inactivation suicide de son activité catalytique, qui s’opere in vitro et possiblement in
vivo, et dont les mécanismes biochimiques et les significations biologiques ne sont pas

encore connus (Mbonye et al., 2008).
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I1.1.4. COX-2 et OA

Il est admis aujourd’hui que la COX-2 est impliquée dans la pathogenése des
maladies arthritiques, en particulier ’OA. Comparée aux tissus normaux, I’expression de la
COX-2 est augmentée dans la MS (Siegle et al., 1998) et le cartilage OA (Amin et al.,
1997, Siegle et al., 1998). Dans la MS, la surexpression de la COX-2 est localisée au niveau
de la couche intimale, sous-intimale et des vaisseaux sanguins.

Le cartilage OA libére spontanément 50 fois plus de PGE, que le cartilage normal,
et 18 fois plus que le cartilage normal stimulé avec des cytokines et le LPS. De plus, la
production de la PGE, est supprimée par les inhibiteurs de la synthése protéique, ce qui
implique que cette production est dépendante d’enzyme inductible (Amin et al., 1997).
Enfin, la concentration de la PGE, est élevée dans le liquide synovial OA comparé¢ a celui
des sujets normaux (Li et al., 2009).

Au niveau cellulaire, aussi bien les chondrocytes que les fibroblastes synoviaux
humains expriment la COX-2 et produisent la PGE; aprés induction par 'IL-18, I'IL-17, le
TNF-a, ou le LPS (Martel-Pelletier et al., 2003). Au contraire, les cytokines anti-
inflammatoires IL-4, IL-10 et IL-13, en agissant sur des voies de signalisation diverses,
inhibent I’expression de la COX-2 (Alaaeddine et al., 1999; Alvarez-Soria et al., 2008;
Fahmi et al., 2001).
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I1.2. La mPGES-1
I1.2.1. Fonctions générales des PGES
La production de la PGE; nécessite en plus des PLA, et COX, un troisiéme type
d’enzyme qui catalyse I’isomérisation de la PGH,; : les prostaglandine E synthases (PGES).

Jusqu'a aujourd’hui, trois types de ces enzymes ont ét¢ identifiés (Tableau I).

Tableau I : Caractéristiques des différentes PGES. KO : knockout. (Adapté de Hara, 2010;
Park, 2006).

mPGES-1 cPGES mPGES-2
Localisation  sur e 9934.4 12913.13 9933-034
genome (humain)
Régulation Inductible Constitutive Constitutive
transcriptionelle
Taille de I'ARNmM 1824o0ud dkb 19kb 2kb
PM des protéines 16kDa 23 kDa 33 kDa
Compositionen aa 152-153 aa 160aa 377-384aa
Localisation cellulaire Membrane périnucléaire Cytoplasme Golgi, cytoplasme
Préférence pour COX-2=> COX-1 COX-1> COX-2 Pas de préférence
lisoenzyme
Distribution tissulaire Prostate, testicule, placenta, Cerveau, cceur, rein,
glande mammaire, vessie, Ubiguitaire fole, muscle
cartilage, tissu synovial, os, squelettique
etc.
Changements Réactions inflammatoires Mort périnatale avec défaut de
phenotypiques chez les réduites, reduction de la développement de poumon, Absence de
souris KO douleur, suppression de la maturation retardée de la peau, phénotype
tumorigénese, etec. retard dans la croissance specifique

La cPGES (cytoplasmic PGES) est fonctionnellement couplée a la COX-I,
notamment durant la réponse immédiate de biosynthese de la PGE; initiée par les stimuli
qui déclenchent la libération de calcium (Ca®") (Figure 9). La PGE, générée par la cPGES

est impliquée dans de nombreux processus physiologiques tels que la protection gastro-
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intestinale, la reproduction, le flux sanguin rénal, 1’ostéogénese, ’homéostasie pulmonaire,
des fonctions immunitaires, et certaines fonctions neuronales qui conduisent a la douleur
aigue dans la périphérie et le systéme nerveux central (Hara et al., 2010; Samuelsson et al.,
2007).

La PGE,, apres sa production, n’est pas stockée dans la cellule mais est métabolisée en
quelques minutes par des enzymes cytoplasmiques (Tai et al., 2006). Elle est transportée
activement via le transporteur MRP4 (multidrug resistance protein 4), ou diffuse a travers
la membrane cytoplasmique (Park et al., 2006). La PGE, agit au niveau local d’une maniére
autocrine ou paracrine apres sa liaison a des récepteurs EP (E prostanoid), qui déterminent
ses effets. Il s’agit de récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) localisés a la surface
cellulaire. Ces récepteurs sont en nombre de quatre : EP1, EP2, EP3 et EP4 (Sugimoto and
Narumiya, 2007).

Le second isoforme des PGES est mPGES-2 (microsomal PGES type 2). Des
expériences de cotransfection ont montré que la mPGES-2 est impliquée dans la production
de la PGE; lors des réponses immédiates et tardives, et peut fonctionnellement étre couplée
aussi bien a la COX-1 qu’a la COX-2 (Figure 9). La mPGES-2 peut donc intervenir dans la
production de la PGE, dans les conditions physiologiques et pathologiques (Murakami et
al., 2003). Récemment, une ¢étude a montré que les souris invalidées pour le géne de la
mPGES-2 ne montrent pas de phénotype spécifique et ne présentent pas d’altération de la
production de la PGE, dans plusieurs tissus, incluant ceux dans lesquels la mPGES-2 est
préférentiellement exprimée, ainsi que dans les macrophages stimulés avec le LPS (Jania et

al., 2009).
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Figure 9 : Couplage fonctionnel entre les PGES et les COX. (Adaptée de Hara, 2010).

La mPGES-1 (microsomal PGES type 1), I’objectif de cette partie, est la premicre
PGES qui a été identifiée par Jakobsson et al. en 1999 (Jakobsson et al., 1999b). Elle se
nommait autrefois microsomal glutathione transferase-1-like-1 (MGSTI1-L1). Elle est de
type inductible et appartient a la superfamille des membrane-associated protein involved in
eicosanoid and glutathione metabolism (MAPEG). Ce groupe d’enzymes inclut également
les MGST1 a 3 avec le type 1 qui est le mieux caractérisé, la LTC4S (leukotriene Cy
synthase) et la FLAP (5-lipoxygenase-activating protein) (Jakobsson et al., 1999a). Ces
enzymes interviennent dans le métabolisme lipidique et la détoxification des substances
exogeénes (Naraba et al., 2002). Au niveau cellulaire, la mPGES-1 est localisée dans la
membrane périnucléaire et du RE, et est séparée dans la fraction microsomique lors d’un
fractionnement cellulaire (Jakobsson et al., 1999b; Ouellet et al., 2002). La réaction
catalysée par la mPGES-1 nécessite le glutathion (GSH) comme cofacteur, comme pour la

cPGES (Jakobsson et al., 1999b).
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La mPGES-1 est induite par les stimuli qui induisent aussi I’expression de la COX-2 tels
que les cytokines, les facteurs de croissance, le LPS et les promoteurs tumoraux. D’un autre
coté, lorsque les enzymes COX-2 et mPGES-1 sont cotransfectées dans les cellules
HEK?293, des quantités considérables de PGE, sont produites a partir d’AA exogeéne et
endogeéne, comparativement aux cellules transfectées uniquement avec une seule des deux
enzymes (Murakami et al., 2000). Dans une autre étude, I’invalidation du géne de la
mPGES-1 par des oligonucléotides antisens ou par siRNA (small interfering RNA),
diminue la production de la PGE, médiée par la COX-2 (Sweeney et al., 2003). La
mPGES-1 et la COX-2 sont aussi coexprimées dans différentes maladies et conditions
pathologiques. Ces données suggerent que la mPGES-1 est fonctionnellement couplée
d’une fagon marquée a la COX-2 pour la production tardive de la PGE; (Figure 9).
Plusieurs hypotheses ont été émises concernant le couplage mPGES-1/COX-2. L’une d’elle
repose sur le fait que la COX-2 et la m-PGES-1 colocalisent au niveau du RE et de la
membrane périnucléaire. Cependant, dans les expériences de transfection (Murakami et al.,
2000), les trois enzymes mPGES-1, COX-2 et COX-1 colocalisent au niveau périnucléaire.
Une autre explication possible est la proximité physique entre la mPGES-1 et la COX-2
dans des microdomaines, ce qui permet un transfére plus efficace de la PGH; entre les deux
enzymes (Ackerman et al., 2005).

La mPGES-1 est impliquée dans de nombreuses pathologies reliées a I’inflammation, la
douleur et la fievre (Figure 10). Ainsi, les souris invalidées pour le géne de la mPGES-1,
comparativement aux souris sauvages, présentent une réduction de la sévérité pathologique
(réduction des dommages tissulaires, des cytokines pro-inflammatoires et de la douleur)
dans des modéles d’AR (Kamei et al., 2004; Trebino et al., 2003) et de sclérose en plaques
(Kihara et al., 2009). La PGE, produite par la mPGES-1 participe aussi dans la perte
osseuse associée a I’inflammation induite par le LPS (Inada et al., 2006). Son absence
retarde, par contre, la guérison des fractures lors de désordres squelettiques induits chez les
animaux (Yamakawa et al., 2008).

D’autres fonctions ont été attribuées a la mPGES-1 dans la douleur nociceptive (Kamei et
al., 2004) et neuropathique (Trebino et al., 2003) ainsi que dans la fieévre (Engblom et al.,
2003).
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La mPGES-1 constitue donc une cible thérapeutique de choix pouvant conduire a des effets
anti-inflammatoire, anti-pyrétique et analgésique. De plus, le ciblage de la mPGES-1 n’est
pas associé a une cardiotoxicité, liée a I’inhibition de la production de la PGI,. En effet,
dans un mod¢le animal de dicte salée, la perte de la mPGES-1 conduit a une réduction de la
production de la PGE,, une augmentation du niveau de la PGI,, sans altération de la
synthése de TXA,, de la thrombogénése et de la pression sanguine (Cheng et al., 2006). De
méme, dans un modele animal d’athérosclérose, la délétion du gene de la mPGES-1 retarde
I’apparition de la pathologie, en parall¢le avec une réduction de la synthése de la PGE,, et
une augmentation de la production de la PGI, (Wang et al., 2006). L un des produits dirigés
spécifiquement contre la mPGES-1 est MF63. Ce produit inhibe la mPGES-1 avec une
forte puissance (ICsy (inhibitory concentration 50%) de 1.3 nM) et un haut degré de
sélectivité (>1000 fois) par rapport a d’autres prostanoides. Il supprime la douleur et la
chaleur dans un mod¢le inflammatoire préclinique, avec absence de toxicité gastro-
intestinale (Xu et al., 2008). Toutefois, certaines études ont rapporté que la mPGES-1
pourrait jouer un role homéostatique dans le rein, I’intestin et les poumons, et peut-&tre

aussi dans le cceur (Brenneis et al., 2011) (Figure 10).
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Figure 10 : Les fonctions physiopathologiques de la mPGES-1. (Adaptée de Murakami,
2011).
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I1.2.2. Caractéristiques biochimiques et moléculaires de la mPGES-1

Le gene codant pour la mPGES-1 chez I’homme est localisé sur le chromosome
9q34.4 et possede une taille ~14,8 kb. Il contient 3 exons et 2 introns (Forsberg et al.,
2000a) (Tableau I).

La protéine mPGES-1 contient 152-153 aa avec un PM de ~16 kDa. Elle présente
une homologie significative avec les protéines de la superfamille MAPEG, avec une plus
forte homologie pour MGST1 (38%), et une haute homologie (80%) avec les mPGES-1 des
autres especes (rat, souris et lapin) (Iyer et al., 2009; Thoren et al., 2003).

I1.2.3. Régulation de la mPGES-1
I1.2.3.1. Voies de signalisation impliquées dans I’expression de la mPGES-1

L’emploi d’inhibiteurs spécifiques des membres de la voie MAPK, a montré que
p38B et ERK1/2 sont impliquées dans 1’expression induite de la mPGES-1 par I’'IL-18 au
niveau des chondrocytes (Masuko-Hongo et al., 2004).
L’Egr-1 (early growth response gene-1) est le facteur de transcription principal de la
transcription du geéne de la mPGES-1 (Cheng et al.,, 2004; Naraba et al., 2002;
Subbaramaiah et al., 2004).

I1.2.3.2. Régulation au niveau transcriptionnel

Dans une variété de cultures cellulaires, une stimulation avec des produits pro-
inflammatoires comme le LPS et les cytokines IL-16 et TNF-a, induit une augmentation
marquée de la mPGES-1 et de la production de la PGE,, en parall¢le avec I’induction et
I’expression de la COX-2 (Li et al., 2005; Murakami et al., 2000; Stichtenoth et al., 2001).
De méme, les glucocorticoides inhibent toutes ces expressions, synthéses et productions.
Cependant, des différences dans la cinétique d’induction de la mPGES-1 et la COX-2
existent, ce qui suggere que les deux enzymes sont soumises a des mécanismes de
régulation différents (Stichtenoth et al., 2001). Ainsi, contrairement au gene de la COX-2,
le promoteur de la mPGES-1 est dépourvu de la boite TATA (Naraba et al., 2002), et la
région 3'-UTR ne renferme pas les séquences d’instabilit¢ de I’ARNm AUUUA (Hara et
al., 2010). Le promoteur de la mPGES-1 ne contient pas également de site de liaison pour

NF-kB, CRE ou encore la E-box (Naraba et al., 2002). Il est par contre riche en GC.
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L’expression de la mPGES-1 nécessite la présence de deux boites GC preés du site
d’initiation (Forsberg et al., 2000b). Ces régions servent a la liaison des facteurs de
transcription Egr-1 dans le cas d’une induction par le LPS, I’'IL-18 ou le TNF-a (Naraba et
al., 2002; Subbaramaiah et al., 2004), ou Sp1 et Sp3 dans le cas d’une expression basale
(Ekstrom et al., 2003). Outre ces régions, le promoteur de la mPGES-1 contient deux boites
en tandem Barbies et un Aryl hydrocarbon regulatory element (Forsberg et al., 2000b)
(Figure 11).

En plus des glucocorticoides, I’expression de la mPGES-1 peut aussi étre inhibée par la
15d-PGJ2 d’une mani¢re dépendante de PPARYy (peroxisome proliferator-activated
receptor gamma) ou indépendante (Cheng et al., 2004; Li et al., 2005).

¢/ EBPa PR GR AP-1 c 'EBPBE GC box GG box

Figure 11 : Les ¢éléments régulateurs au niveau du promoteur du geéne de la m-PGES-1

humaine. GR : glucocorticoid receptor; PR : progesterone receptor.

I1.2.3.1. Régulation par la PGE,
Une boucle de rétrocontrole positive existe entre la PGE, et la mPGES-1. En effet,
au niveau des chondrocytes et des synoviocytes de patients atteints d’AR, la PGE,
augmente I’expression de la mPGES-1 en augmentant I’AMPc, via les récepteurs EP2 et

EP4 (Kojima et al., 2005; Kojima et al., 2003) (Figure 12).
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Figure 12 : La régulation positive de I’expression de la mPGES-1 par la PGE, au niveau

des chondrocytes.

11.2.4. mPGES-1 et OA

La mPGES-1 est surexprimée dans les tissus articulaires humains OA : cartilage et
zone intimale et sous-intimale de la MS, et ceci aussi bien au niveau de ’ARNm qu’au
niveau protéique (Kojima et al., 2004; Korotkova and Jakobsson, 2010; Li et al., 2005). In
vitro, le traitement des chondrocytes ou des synoviocytes OA avec I'IL-1B conduit a
I’induction de I’expression de la mPGES-1 et de la production de la PGE, (Cheng et al.,
2004; Li et al., 2005; Masuko-Hongo et al., 2004). Les cytokines TNF-a et IL-17, a
concentration optimale, sont aussi capables d’induire ces surexpressions, alors que les
cytokines IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 et IFN-y (interferon y) en sont incapables (Alvarez-Soria
et al., 2008; Kojima et al., 2004; Li et al., 2005). Les PGES constitutives (cPGES et
mPGES-2), ne sont pas affectées par les cytokines pro-inflammatoires. Des concentrations

faibles d’IL-1B, de TNF-o et d’IL-17 induisent un léger effet sur I’expression de la
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mPGES-1. Au contraire, la combinaison de ces trois cytokines montre un effet synergique
(Li et al., 2005).

D’autres facteurs, qui participent dans la pathogenése de 1’OA, peuvent aussi induire
I’expression de la mPGES-1 ainsi que celle de la COX-2 et la production de la PGE,. Parmi
eux citant HIF-1o (Grimmer et al., 2007), les AGE (advanced glycation-end products) (Nah
et al., 2008), les compressions mécaniques (Gosset et al., 2006) ainsi que les adipokines

(adipocytokines impliquées dans I’obésité et ’OA) (Gosset et al., 2008).
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I1.3. La iNOS
I1.3.1. Fonctions générales de la iNOS
L’oxyde nitrique (NO) est synthétis€¢ par une classe d’enzyme appelée oxyde
nitrique synthétases (NOS pour nitric oxide synthase). Celles-ci catalysent 1’oxydation de
I’atome d’azote terminal du groupement guanidine de la L-arginine (Bruckdorfer, 2005)

(Figure 13).
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Figure 13 : Biosynthése de 1’oxyde nitrique (NO) a partir de la L-arginine. Le NO est
synthétisé grace aux NOS a travers une oxydation séquentielle qui transforme la L-arginine
en L-citrulline, en présence d’oxygene. Outre NADPH (Nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate), les cofacteurs FAD (Flavine adénine dinucléotide), FMN (Flavine
mononucléotide), BH4 (Tétrahydrobioptérine) et I’héme sont aussi nécessaires. (Adaptée

de Pannu and Singh, 2006).

Trois isoformes distincts de la NOS ont été isolés. Le type inductible (iNOS pour
inducible NOS ou NOS de type II) est exprimé dans plusieurs types cellulaires dont les
cellules du systéme immunitaire tels que les macrophages, les cellules endothéliales, les
astrocytes, les hépatocytes, les myocytes et les chondrocytes. Contrairement aux autres
isoformes (NOS endothéliale et NOS neuronale) qui sont constitutives, la iNOS est
généralement absente des cellules au repos. Son induction se fait d’une manicre
indépendante du taux de calcium intracellulaire, a cause de son interaction non covalente

quasi-permanente avec la calmoduline (Alderton et al., 2001). Une fois induite, elle
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demeure active dans le cytoplasme durant 4-24 h jusqu’a sa dégradation, et produit pres de
100 fois plus de NO (micromolaire) que les NOS constitutives (picomolaire-nanomolaire)
(Aktan, 2004; MacMicking et al., 1997). Le NO généré exerce alors des fonctions
bénéfiques pour I'organisme a travers des actions cytotoxiques et cytostatiques bactéricides,
antivirales, antiparasitaires et antitumorales (Bogdan et al., 2000). Sa production excessive
peut au contraire conduire a des conséquences néfastes, et est impliquée dans la
physiopathologie de plusieurs maladies associées a I’inflammation telles que les maladies
articulaires, 1’asthme, les maladies neurodégénératives et le choc septique.

Le NO produit par la iNOS agit d’une maniere indirecte (>400 nM) a travers les
produits azotés réactifs (RNS pour reactive nitrogen species) formés de sa réaction avec
I’oxygéne ou I’anion superoxyde O, qui engendrent un stress nitrosatif et oxydatif
(Alderton et al., 2001; Thomas et al., 2008; Wink and Mitchell, 1998). L’effet final du NO
généré par la iINOS et ses dérivées peut €tre bénéfique ou toxique pour la cellule
dépendamment de plusieurs facteurs dont la nature du stimulus, le type cellulaire, le niveau
et la durée d’expression de la iNOS, et probablement le statut redox de la cellule. Ce
dernier étant influencé par des antioxydants exogenes et endogenes (Masini et al., 2010).
Parmi les RNS dérivés de NO, les nitrates (NO3") et nitrites (NO2") sont les deux
métabolites stables retrouvés dans le plasma. Les autres RNS incluent principalement le
péroxynitrite (ONOQ"), le dioxyde d’azote (NO,) et le trioxyde d’azote (N,O3) (Thomas et
al., 2008). Ces RNS peuvent réagir avec différentes macromolécules (protéines, lipides et
ADN) et altérer leur fonctions a travers des réactions d’oxydation, de S-nitrosylation
oxydantes qui génerent des S-nitrosothiols (SNO) (Sha and Marshall, 2011) et de nitration
de tyrosine (Souza et al., 2008). Ainsi, les RNS peuvent causer des dommages aux
membranes cellulaires, inhiber des réactions biochimiques vitales (cycle de Krebs et chaine
respiratoire) (Martinez-Ruiz et al., 2011) et méme induire la mort cellulaire (Singh and
Gupta, 2011). Ils peuvent aussi agir sur des cascades de transduction de signal (Kelleher et

al., 2011) et déclencher la peroxydation des lipides (Stadler et al., 2008) (Figure 14).
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Figure 14 : La chimie du NO produit par la iNOS et ses effets indirects. La iNOS produit de
grande quantité de NO et pour une durée prolongée. Les RNS formés de la combinaison de
NO avec O, ou O, génerent un stress nitrosatif et oxydatif. Ces stress induisent des
changements dans différentes molécules biologiques, avec des conséquences sur plusieurs
événements physiopathologiques. (Adaptée de Thomas et al., 2008; Wink and Mitchelle,
1998).

Dans les conditions physiopathologiques ou la composante inflammatoire est importante et
ou la iNOS est induite de fagon continue dans plusieurs types cellulaires, en particulier les
macrophages, les neutrophiles et les chondrocytes, 1’action de NO est généralement
délétere. Dans ce cas, en plus des cellules affectées, les cellules des tissus sains avoisinants
sont aussi la cible des RNS (Forstermann and Sessa, 2011).

Les propriétés pharmacologiques de NO généré par la iNOS ont fait de cette
enzyme une cible de choix pour le traitement des maladies inflammatoires aigués et
chroniques. Parmi les inhibiteurs non sélectifs de la iNOS citant les analogues d’arginine.
Du fait de I’'importance physiologique des autres NOS, des inhibiteurs sélectifs de la iNOS
ont été développés. Ces derniers, bien qu’ayant donné des résultats prometteurs dans des
mode¢les animaux, aucuns d’entre eux n’a encore recu la validation pour une application

clinique chez I’homme (Joubert and Malan, 2011).
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I1.3.2. Caractéristiques biochimiques et moléculaires de la INOS

Le géne de la iNOS chez I’homme est localisé sur le chromosome 17q11.2-q12 et
s’étend sur ~37 kb. Il code pour deux transcrits dont I’un est majoritaire avec 27 exons. Il
n’y a pas suffisamment de données concernant 1’expression et la traduction du second
transcrit (Pautz et al., 2010). Le site d’initiation de la transcription commence a 1’exon 2, et
le codon stop se situe a I’exon 27 (Xu et al., 1996).

Les NOS ne peuvent étre actives que sous forme d’homodimeére. L’analyse de la
protéine native de la iNOS a montré un PM de ~131 kDa pour la forme monomérique, et
une homologie de séquence avec les autres NOS de ~50%, et avec la iNOS de macrophage
murin de 80%. Des différences notables dans la structure primaire des NOS sont cependant

observées (Alderton et al., 2001; Du, 2010).

I1.3.3. Régulation de la iNOS
I1.3.3.1. Voies de signalisation impliquées dans I’expression de la iNOS
Les voies conduisant a I’induction de la iNOS peuvent varier en fonction des
cellules et des espéces. Les voies de signalisation MAPK (p38, ERK et INK), JAK (Janus
kinase)/STAT (signal transducer and activator of transcription) et NF-kB sont impliquées
dans I’induction de la iNOS, dépendamment du stimulus et du type cellulaire (Sareila et al.,
2008; Shalom-Barak et al., 1998).
I1.3.3.2. Régulation au niveau transcriptionnel
Le promoteur du géne de la iNOS humaine dans la plupart des lignées cellulaires
testées, s’étend sur une région qui peut aller jusqu’a 16 kb pour une expression optimale (de
Vera et al., 1996b), alors que dans le systéme murin, 1.6 kb sont suffisantes pour une telle
expression (Martin et al., 1994; Pautz et al., 2010). La taille du promoteur de la iNOS
dépend en fait de D’espéce et du type cellulaire (Pautz et al., 2010). Différents
polymorphismes ont été aussi rapportés dans la séquence du promoteur de la iNOS (Qidwai
and Jamal, 2010).
Le promoteur de la iNOS contient plusieurs éléments régulateurs en cis pour la
liaison de facteurs de transcriptions tels que AP-1, C/EBP, CREB, IRF-1 (interferon
regulatory factor-1), NF-xB, NF-IL6 (nuclear factor for IL-6 transcription), et STAT-1a
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(Kleinert et al., 2004). Les promoteurs des iNOS des différentes espeéces analysées
possedent tous une région TATA box d’environ 30 pb a partir du site d’initiation. Alors
qu’une forte homologie existe dans la séquence 5'-UTR de la iNOS humaine et celles des
singes, macaques et rhésus, une homologie limitée existe avec celle des souris et rats (Pautz
etal., 2010) (Figure 15).

L’expression de la iNOS est stimulée par certains médiateurs inflammatoires telles
que les cytokines (IL-1B, TNF-a et INF-y) et les endotoxines bactériennes comme le LPS.
Au niveau du promoteur de la iNOS, il existe plusieurs sites de liaison de NF-kB entre les
régions -4 et -8 kb. Les sites proximaux -76 et -85 pb sont importants pour une expression
basale de la iNOS alors que le site -5.8 kb est nécessaire pour 1’induction par les cytokines
TNF-a et IL-18 (Du, 2010). Au contraire, les cytokines TGF-p, IL-4 et IL-10 ainsi que les
glucocorticoides suppriment la transcription de la iNOS (Schroeder and Kuo, 1995).
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Figure 15 : Les ¢éléments régulateurs au niveau du promoteur du géne de la iNOS humaine.
Les ¢léments en cis dans le promoteur de 16 kb de la iNOS sont représentés sous forme de
barres. Leur localisation par rapport au site d’initiation est aussi indiquée. KLF6 : Kriipel-
like factor 6; GAS : Interferon-gamma activated sequence; NRE : Negative regulatory
element. RARE : Retinoic acid response element. (Adaptée de Pautz et al., 2010).
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I1.3.3.3. Régulation au niveau post-transcriptionnel

Il y a une différence importante entre I’activité du promoteur et 1’expression de
I’ARNm iNOS, en particulier chez I’homme. En effet, sous I’action de cytokines, le taux de
transcription de la iNOS est augmenté de seulement 2 a 5 fois, alors que les niveaux
d’ARNm augmentent de plus de 20 fois, ce qui implique I’existence d’un mécanisme de
régulation post-transcriptionnelle (de Vera et al., 1996a; Linn et al., 1997).

Cinq séquences ARE (AUUUA ou AUUUUA) sont présentes dans la région 3'-UTR
de ’ARNm de la iNOS (Pautz et al., 2010). Un mod¢le synthétique de la régulation post-
transcriptionnelle de ’ARNm de la iNOS humaine par I’interaction des ARE avec
différentes RNA-BP a ¢été proposé par Linker et al. (Linker et al., 2005). D’apres ce
modele, au niveau des cellules qui n’ont pas subit de traitement, la protéine KSRP (kA-type
splicing regulatory protein) se lie aux ARE de I’ARNm et recrute 1’exosome qui assure la
dégradation rapide de I’ARNm de la iNOS. Au niveau de la lignée chondrocytaire C-28/12,
KSRP serait impliquée dans ce mode de régulation (Schmidt et al., 2010). Sous ’effet des
cytokines, 1’expression de la protéine TTP (#ristitraprolin), une autre RNA-BP, et son
interaction avec la protéine KSRP, sont augmentées. Le résultat de cette interaction est le
délogement du complexe KSRP/exosome de ’ARNm de la iNOS. Le compétiteur de la
protéine KSRP pour les sites ARE, Hur, peut ainsi se lier a ces sites et augmenter la
stabilité de I’ARNm et I’expression de la iNOS (Linker et al., 2005).

I1.3.3.4. Régulation au niveau post-traductionnel

Il a été rapporté que la voie du protéasome en coopération avec la cavéoline-1 est
impliquée dans la dégradation protéique de la iINOS (Felley-Bosco et al., 2000). Au
contraire, la phosphorylation de la iNOS via la tyrosine kinase Src augmente ses niveaux

protéiques (Hausel et al., 2006).
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I1.3.4. iNOS et OA

Le NO est un des facteurs cataboliques majeurs impliqués dans I’OA (Scher et al.,
2007). La capacité¢ des chondrocytes a produire du NO a été démontrée pour la premiere
fois dans une culture de chondrocytes articulaires bovins (Stadler et al., 1991), ensuite dans
les chondrocytes humains (Charles et al., 1993). Par la suite, il a été rapporté 1’expression
d’une OA-NOS (OA4-affected NOS), détectable uniquement dans le cartilage OA et avec des
propriétés similaires a la NOS neuronale (Amin et al., 1995). Il est suggéré que cette
isoforme soit une forme modifié¢e de la NOS neuronale ou inductible. Par
immunohistochimie, plusieurs équipes ont montré que la iNOS est surexprimée dans le
cartilage OA (Grabowski et al., 1997; Vuolteenaho et al., 2001). Le NO produit et ses
dérivées (nitrite, nitrotyrosine, S-nitrosoprotéine) sont retrouvés dans le liquide synovial et
le sérum des patients OA (Ersoy et al., 2002; Karan et al., 2003; Loeser et al., 2002a;
Renoux et al., 1996).

In vitro, des cultures d’explants de cartilage OA sont capables de produire, d’une
manicre spontanée et temps dépendante (5-7 jours), des nitrites. Cette production qui est
inhibée par les inhibiteurs non sélectifs des NOS. Les chondrocytes normaux nécessitent
une stimulation pour que la iNOS puisse s’exprimer (Amin et al., 1995; Vuolteenaho et al.,
2001; Wollheim and Lohmander, 2008). Les cytokines pro-inflammatoires (IL-1, TNF-a,
IL-17), 'IFN-y, le LPS, les forces de cisaillement, les AGE, ainsi que la leptine combinée a
des cytokines, ont été rapportés comme étant capables d’induire la production de NO dans

les chondrocytes humains (Huang et al., 2009; Vuolteenaho et al., 2007).
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IIL. Les histones déacétylases (HDAC) et leurs inhibiteurs (iHDAC)

II1.1. La chromatine et le nucléosome

La chromatine est une structure dynamique qui joue un réle important dans les
principales fonctions du génome : transcription, réplication, réparation et recombinaison de
I’ADN. Son unité de base est le nucléosome. Celui-ci est composé de 146 paires de bases
(pb) d’ADN (~1,65 tours), enroulées autour d’un octamére protéique comprenant deux
exemplaires de chacune des histones H3, H4, H2A et H2B (Luger et al., 1997). L’addition
d’une région d’ADN internucléosomique et de 1’histone H1 génére une fibre de 30 nm de
diameétre par condensation en spirale (Nemeth and Langst, 2004; Wolffe and Guschin,

2000) (Figure 16).
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Figure 16 : La chromatine et le nucléosome. (a) La chromatine est un complexe formé
d’histones et d’ADN qui sont organisés en de multiples niveaux qui permettent une grande
condensation de I’hélice de I’ADN : chromosome, chromatine condensée, fibre de
chromatine, collier de nucléosome et ADN double brin. (b) Le nucléosome est formé de 4
paires d’histones. Les parties N-terminales de ces histones sont la cible de modifications

post-traductionnelles (b). (Adaptée de www.epitron.eu.).
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Les histones du coeur nucléosomique partagent en commun un motif globulaire, le domaine
histone-fold ou repliement histone. Ce domaine est structurellement conservé, et est
constitué de trois hélices a reliées entre-elles par deux courtes boucles L1 et L2 impliquées
dans la dimérisation des histones, et une région flexible N-terminale ou queue de I’histone
exposée a la surface des nucléosomes (Davey et al., 2002; Hansen, 2002; Luger et al.,
1997).

Entre I’ADN et les histones s’établissent des interactions de type hydrogene et
¢lectrostatique, grace aux groupes phosphates chargés négativement de I’ADN et aux
charges positives portées par les lysines et arginines des histones (Szerlong and Hansen,
2011). Ces interactions sont importantes pour la compaction de la chromatine, mais elles
limitent en méme temps son accessibilité aux facteurs qui sont impliqués dans les différents
événements la mettant en jeu. Afin de surmonter cet obstacle, plusieurs mécanismes
cellulaires, qui permettent une réorganisation adéquate de la chromatine, ont ét¢ mis en

¢évidence; ils font partie des modifications dites « épigénétiques ».

I11.2. Epigénétique et code histone

La définition de I’épigénétique la plus couramment utilisée aujourd’hui est celle de
Riggs et Porter. En 1996, ces auteurs 1’ont définie comme étant 1’é¢tude des changements
héritables dans la fonction des génes qui ne sont pas expliqués par des altérations dans la
séquence de I’ADN (Riggs and Porter, 1996).

L’¢épigénétique englobe plusieurs modes de controle qui incluent la méthylation de
I’ADN, les modifications post-traductionnelles (PTM) affectant la partie N-terminale des
histones, le remplacement d’histones par des variants d’histones, la répression
transcriptionnelle ou post-transcriptionnelle par les ARN non codants comme les
microARN ainsi que le remodelage dépendant d’ATP (adénosine triphosphate) des
nucléosomes.

Les histones sont la cible d’au moins 8 modifications distinctes, détectées sur plus
de 60 résidus d’aa des extrémités N-terminales et dans une moindre mesure C-terminales
(Kouzarides, 2007) (Figure 16). Ces modifications régulent de nombreux événements

cellulaires liés a I’ADN comme la transcription, lors du développement et en réponse a des
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facteurs locaux ou environnementaux capables d’induire des changements physiologiques
dans la cellule. Les modifications les plus étudiées a ce jour sont [’acétylation, la
méthylation, la phosphorylation et I'ubiquitination (Kouzarides, 2007).

Les PTM des histones et d’une maniére générale les modulations €pigénétiques sont
définies, lues et interprétées par des protéines ou complexes protéiques selon un code dit :
code histone ou code épigénétique, proposé en 2001 par Thomas Jenuwein et C. David Allis
(Jenuwein and Allis, 2001). Ce code dicte 1’état de la chromatine, et étend 1’information
potentielle du code génétique. Il stipule que 1’établissement et la suppression des PTM par
des enzymes : « writers » et « erasers » respectivement, servent comme une marque pour la
liaison de facteurs d’interprétation spécifiques : « readers » (Jenuwein, 2001; Ruthenburg
et al., 2007; Strahl and Allis, 2000; Wang et al., 2007). Son existence est avérée par la
découverte de domaines protéiques : « effectors », qui se lient spécifiquement a ces
marques, tels que le bromodomaine qui reconnait les groupements acétyles, et le
chromodomaine qui se lie aux groupements méthyles (Ruthenburg et al., 2007). Une fois en
place, ces modules peuvent a leur tour recruter d’autres protéines afin d’induire I’activation
ou la répression transcriptionnelle.

Le code histone stipule aussi qu’un cross-talk existe entre les différentes
modifications, ou une modification peut réguler une autre sur la méme histone (régulation
en cis), ou entre des molécules d’histones ou de nucléosomes (régulation en trans)
(Jenuwein, 2001; Latham and Dent, 2007; Strahl and Allis, 2000). La complexité de ce
code apparait encore plus évidente par le fait qu’'un méme résidu d’aa peut subir plusieurs
types de modifications, comme la lysine qui peut étre méthylée, acétylée, ubiquitinylée et
sumoylée. Un degré supérieur de complexité vient s’ajouter par le statut précis de
méthylation des lysines : mono-, di- ou triméthylation, et des arginines : mono- et
diméthylation (symétrique ou asymétrique), qui, in vivo, est associ¢ a des réponses
géniques différentes. De plus, certaines enzymes peuvent écrire, effacer ou lire plus qu’une
modification, et une marque donnée peut recruter de multiples protéines effectrices
(Gardner et al., 2011).

La fonction principale du code épigénétique serait de permettre ou non la lecture d’un géne,

en fonction du stade de développement, et de I’état de la cellule et de la position qu’elle
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occupe dans I’organisme. Ainsi, sous sa forme condensée : 1’hétérochromatine,
I’accessibilit¢ de I’ADN pour la machinerie transcriptionnelle est limitée, et il faut une
dérepression de certaines régions pour donner une conformation ouverte favorable a la
transcription : 1’euchromatine. Si une dérégulation dans 1’établissement de ces structures et
des marques épigénétiques a lieu, I’expression de certains génes peut étre perturbée, et la
mémoire cellulaire risque de ne plus étre maintenue, ce qui peut conduire a 1’apparition de
pathologies. Cependant, a I’inverse des changements génétiques (les mutations) qui
affectent la séquence d’ADN, les modifications épigénétiques sont réversibles, ce qui offre

la possibilité d’interventions thérapeutiques.

IT1.3. L’acétylation et la déacétylation des histones

L’acétylation des histones a été rapportée pour la premicre fois en 1964 par Allfrey
et ses collaborateurs comme étant associée a une synthese plus efficace de I’ARN et donc a
la régulation de la transcription (Allfrey et al., 1964). Ce processus résulte d’un équilibre
entre deux types d’enzymes a activités antagonistes : les histones acétyltransférases (HAT)
et les histones déacétylases (HDAC). L’acétylation des histones joue un rdle important dans
la transcription qu’elle permet d’activer. En effet, les génes de I’euchromatine en état actif
sont enrichis en histones hyperacétylées (Tsukiyama, 2002). Si I’activité¢ HAT est associée
a une activation de la transcription, celle des HDAC conduit a des structures chromatiques
répressives (Strahl et al., 1998). Toutefois, plusieurs études ont montré que ces associations
ne sont pas systématiques, et que 1’acétylation des histones peut étre associée a des régions
hétérochromatiques (Braunstein et al., 1996), de méme que leur déacétylation ne conduit
pas toujours a la répression des génes concernés (Ellis et al., 2008a).

L’acétylation des histones se déroule a travers le transfert d’un groupe acétyle de
’acétyl-coenzyme A (Acétyl-CoA) vers la fonction amine (NH3") & d’une lysine située sur
la partie N-terminale des histones (Hodawadekar and Marmorstein, 2007; Roth et al., 2001)
(Figure 17).
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Figure 17 : Réaction d’acétylation/déacétylation des histones et conséquences sur 1’état de

la chromatine. Ac : acétyle; Gly : Glycine; Lys : Lysine.

Deux mécanismes moléculaires ont été proposés pour expliquer 1’action déclenchée
par cette réaction sur I’état de la chromatine. Le premier mécanisme est le changement
structural des nucléosomes, basé sur I’hypothése électrostatique ou physico-chimique. Cette
hypothése repose sur le fait que les modifications covalentes au niveau de la queue des
histones moduleraient leurs charges, influencant par conséquence, 1’état de condensation de
la chromatine. Dans le cas du processus d’acétylation, la neutralisation de la charge positive
portée par le groupement amine € de la lysine conduit a I’affaiblissement de I’interaction
¢lectrostatique entre I’ADN (chargé négativement) et les histones (chargées positivement)
(Workman and Kingston, 1998). Il en résulte une augmentation de la fluidité du
nucléosome et de I’accessibilité a I’ADN de la machinerie transcriptionnelle (Kingston and
Narlikar, 1999). Le second mécanisme fait intervenir I’hypothése du code histone, selon

laquelle le groupe acétyle porté par un résidu lysine constituerait un signal pour la liaison
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de protéines possédant le bromodomaine (Jenuwein and Allis, 2001; Strahl and Allis,
2000). Il s’agit d’un motif ~110 aa qui reconnait spécifiquement la lysine acétylée des
histones, mais aussi de protéines non histones, grace a une poche hydrophobe criée par
quatre hélices alpha (Sanchez and Zhou, 2009).

Les principaux sites qui sont acétylés et les conséquences fonctionnelles qui leur
sont associées sont décrits dans le Tableau II.

I1 est maintenant admis que le processus d’acétylation/déacétylation ne concerne pas
uniquement les histones mais également des substrats non histones (Peserico and Simone,
2011). En effet, il apparait aujourd’hui que le phénoméne ’acétylation/déacétylation peut
agir sur une multitude de protéines nucléaires ou non, et pas nécessairement reliée a la
fonction de la chromatine. Récemment, une étude a identifié, en utilisant la spectrométrie
de masse a grande échelle, 3600 sites d’acétylation de lysine sur 1750 protéines
(Choudhary et al., 2009). Cette méme ¢étude a montré que I’acétylation des lysines, cible
préférentiellement des complexes macromoléculaires larges qui sont impliqués dans des
processus tres divers : remodelage de la chromatine, cycle cellulaire, épissage des ARNm,
transport nucléaire, métabolisme énergétique et le remodelage du cytosquelette d’actine.
Pour tenir compte de ces données, une nouvelle nomenclature a été proposée, méme si
I’ancienne appellation reste couramment utilisée (Allis et al., 2007). Ainsi, les HAT sont
devenues KAT (lysine acetyltransferases). Les HDAC, par contre, ont conservé leur
appellation de fait de la cohérence de leur nomenclature. Les geénes codant pour les
enzymes KAT/HDAC ont conservé également leurs anciennes dénominations pour des

considérations techniques.
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Tableau II : Les sites d’acétylation sur les histones et leurs effets biologiques. K : lysine.

(Adapté de Selvi and Kundu, 2009).

Histone  Site acétylé Conséquence functionelle
[ H3 K9 Activation transcriptionnelle
K14 Activation transcriptionnelle
K18 Activation transcriptionnelle, enlévement de H3, cycle cellulaire
K23 Activation transcriptionnelle
K56 Déposition d’histone et assemblage de la chromatine, réparation de JADN
H4 [ &] Activation transcriptionnelle
K8 Réparation de 'ADN
Ki2 Activation transcriptionnelle
K16 Inactivation de 'ADNr, développement, architecture de la chromatine
[ H2A K5 Activation transcriptionnelle
K14 Activation transcriptionnelle
H2B Ki2 Architecture de |a chromatine
K15 Architecture de la chromatine
K6, K11 Activation transcriptionnelle, survie cellulaire

I11.4. Les histone déacétylases (HDAC)

Les HDAC font partie d’une famille d’enzymes trouvées chez les animaux, les
plantes, les champignons et les bactéries. Leurs substrats types sont des protéines histones,
mais aussi non histones (Minucci and Pelicci, 20006).

Seules les HDAC de classe I, II et IV seront abordées en détail. Les sirtuines seront citées
d’une maniére succincte, car elles ne font pas partie de 1’objet de cette theése.

I11.4.1. Classification des HDAC

Basées sur leur homologie aux déacétylases des histones des levures et des analyses
phylogénétiques, les HDAC se classent chez I’homme en quatre catégories contenant au
total 18 membres (de Ruijter et al., 2003; Gregoretti et al., 2004).

v" Les HDAC de classe I (HDACI1, 2, 3 et 8). Elles sont homologues de la protéine
Rpd3 (reduced potassium dependency 3) de la levure (Bjerling et al., 2002). Elles ont une
expression tissulaire ubiquitaire, et sont localisées presque exclusivement dans le noyau,

grace a la présence d’un signal de localisation nucléaire (NLS pour nuclear localization
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signal) et a ’absence, a I’exception pour HDAC3, du signal d’export nucléaire (NES pour
nuclear export signal) (de Ruijter et al., 2003). L'HDAC3 peut étre localisée en plus, dans
le cytoplasme et la membrane plasmique (Takami and Nakayama, 2000; Waltregny et al.,
2004b). Des localisations de HDAC8 dans le cytoplasme de cellules cancéreuses
(Waltregny et al., 2004b) et des cellules musculaires différenciées, ont été aussi rapportées
(Waltregny et al., 2004a). Les HDAC de classe I sont de petite taille (~40-55 kDa), et
présentent une haute homologie dans leur site catalytique, localis¢é dans un domaine N-
terminal qui couvre la majeure partie de la protéine (de Ruijter et al., 2003). Cette classe
peut étre divisée en sous classes la (HDACI et 2), Ib (HDAC3) et Ic (HDACS) (Gregoretti
et al., 2004) (Figure 18).

v Les HDAC de classe II (HDAC4, 5, 6, 7, 9 et 10). Elles sont homologues de la
protéine Hdal (histone deacetylase 1) de la levure (Bjerling et al., 2002). Elles sont de taille
plus grande (~70-130 kDa), de distribution restreinte (cceur, cerveau, muscle, pancréas,
placenta, plaquette, rein, rate, testicule, thymocytes CD4/CD8") et a localisation
cytoplasmique et/ou migrent entre le noyau et le cytoplasme. Cette classe contient les
domaines NLS en N-terminal et NES en C-terminal (de Ruijter et al., 2003). Elles sont
divisées en sous classes Ila (HDACA4, 5, 7 et 9) et IIb (HDAC6 et 10) (Gregoretti et al.,
2004). Les membres de la sous-classe Ila possédent un seul site catalytique situé dans un
domaine C-terminal hautement conservé (~420 aa), et un grand domaine N-terminal (~600
aa) qui les différencie des HDAC des autres classes (Verdin et al., 2003). Ce dernier
intervient dans la régulation de la migration entre le noyau et le cytoplasme (Witt et al.,
2009). La sous-classe IIb est caractérisée par un domaine déacétylase supplémentaire qui
est actif uniquement dans HDAC6. Cette derniére possede en plus un motif de type zinc-
finger ubiquitin binding domain en C-terminal (ZnF-UBP) (Verdin et al., 2003) (Figure
18).

v" Les HDAC de classe III (SIRT1 a 7). Elles sont homologues de la protéine Sir2
(silent information regulator 2) de la levure (Blander and Guarente, 2004). Ces membres ne
présentent pas d’homologie de séquence avec les HDAC de classe I, II et IV. Les sirtuines
(sir two ("tu")-like protein) sont localisées dans le cytoplasme (SIRT1 et 2), le noyau

(SIRTI, 2, 6 et 7) ou dans la mitochondrie (SIRT3, 4 et 5). Elles sont largement exprimées
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et a des degrés variés dans une variété de tissus (Kelly, 2010). Elles catalysent la réaction
de déacétylation d'une lysine couplée a I'hydrolyse du NAD' (nicotinamide adenine
dinucleotide). Certains membres des sirtuines (SIRT3, 4 et 6) sont capables de catalyser une
réaction d’ADP ribosylation, qui transfére un groupement ADP-ribose sur des protéines
acceptrices (Kelly, 2010; Sauve, 2010).

v L’HDAC de classe IV (HDAC11). Le seul membre de cette classe, HDACI11,
partage des homologies de séquence dans son domaine catalytique avec les enzymes de
classes I et II, et posséde une taille de méme ordre. Sa localisation est notamment nucléaire,
et son expression est restreinte comme pour les HDAC de classe II (Gao et al., 2002)
(Figure 18).

Les HDAC de classes I, II et IV, appelées aussi « HDAC classiques », nécessitent
un ion zinc (Zn*") comme cofacteur essentiel pour leur activité catalytique, alors que les

sirtuines nécessitent le NAD" comme cofacteur (Finnin et al., 1999).
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Figure 18 : Organisation en domaines des HDAC classiques de la levure a ’homme, et les
modifications post-traductionnelles qui les affectent. Les HDAC classiques sont divisées en
3 groupes. La taille totale des séquences protéiques en aa est indiquée a droite des figures.
Les domaines catalytiques sont schématisés en rectangle coloré en jaune (classe 1), en claire
(classe II) ou en vert claire (classe 1V). Le pourcentage d’identité/similarité par rapport a
Rpd3 (class I) ou Hda (classe II/IV) est indiqué. L’identité/similarité de séquence de Hdal

et HDACI1 est citée entre parenthéses. Les lignes €épaisses représentent les domaines N- et

C-terminal, similaires entre les HDAC de classe Ila. = . Serine; SE14 : Ser-Glu-containing
tetradecapeptide repeats, Ac : acétylation; P : phosphorylation; S : sumoylation; Ub :
ubiquitination. (Adaptée de Yang and Seto, 2008; Di Marcotullio et al., 2011).

I11.4.2. Les complexes a activité HDAC

A P’exception de HDACS, la majorité des HDAC recombinantes purifiées sont
inactives, et sont retrouvées au sein de complexes répresseurs formés de plusieurs sous-
unités (Bolden et al., 2006; Vannini et al., 2007). Dans ces complexes, différentes sous-

classes de HDAC sont associées avec des corégulateurs spécifiques ainsi que d’autres
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protéines impliquées dans la modification de la chromatine. Ces complexes ont pour
fonction la définition de la spécificité des HDAC pour un géne ou un domaine chromatinien
donné, la fixation a I’ADN puisque les HDAC sont dépourvues de structure leur permettant
de le faire, la modulation de leur activité ainsi que le recrutement d’éléments indispensables
a cette activité¢ (Hayakawa and Nakayama, 2011).

I11.4.3. Régulation de ’activité des HDAC

L’activité des HDAC peut étre divisée en deux parties : I’activité enzymatique (la
capacité a déacétyler des protéines histones ou non histones) et 1’activité fonctionnelle (la
capacit¢ de réguler la transcription ainsi que d’autres fonctions biologiques
indépendamment de leur activité enzymatique). Ces activités peuvent étre contrdlées a
différents niveaux : recrutement dans différents complexes corépresseurs, interactions
protéine-protéine, localisation intracellulaire, dégradation par le systéme de protéasome,
modifications post-traductionnelles, expression génique ainsi que la régulation par des
cofacteurs métaboliques (Gallinari et al., 2007; Sengupta and Seto, 2004).

Les HDAC existent dans des complexes protéiques qui peuvent affecter leur activité
biologique. Par exemple, des expériences de reconstitution in vitro ont montré que 1’activité
des HDACA4, 5 et 7 dépend de leur association au complexe NCoR (nuclear receptor co-
repressor)/SMRT (silencing mediator for retinoic acid and thyroid hormone receptors)-
HDACS3. Dans le cadre de ce dernier, les trois HDAC montrent cependant, une faible
activité catalytique (Fischle et al., 2002). Il apparait en effet que les HDAC de la sous-
classe Ila régulent la transcription non pas grace a leur activité enzymatique intrinséque,
mais plutot via des effets fonctionnels. Elles peuvent, notamment par I’intermédiaire leur
domaine de régulation N-terminal, lier et inhiber directement des facteurs de transcription
spécifiques. Elles peuvent aussi recruter des corépresseurs et/ou des enzymes qui, a leur
tour, agissent sur leurs cibles (Gallinari et al., 2007). La faible activité de cette sous-classe
peut étre reliée au remplacement dans leur domaine catalytique d’un résidu tyrosine par une
histidine (Lahm et al., 2007).

En dehors de leur activité, les HDAC peuvent aussi étre régulées a d’autres niveaux
comme I’expression tissue spécifique des HDAC II (Verdin et al., 2003), ou 1’épissage

alternatif de HDAC9 (Zhou et al., 2001).
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I11.4.4. Les cibles non histones des HDAC

L’¢étude des profils d’expression des genes par la technique des biopuces d’ADN a
montré que relativement un faible pourcentage de génes est influencé sous ’action des
inhibiteurs des HDAC (Glaser et al., 2003; Mariadason et al., 2000). Il est clair aujourd’hui
que les HDAC régulent en plus de la chromatine, un éventail de protéines non histones, a
travers le controle de leur niveau d’acétylation. Plusieurs auteurs ont qualifié¢ de ce fait les
HDAC de « protéine déacetylases (PDAC) » ou « lysine deacetylases (KDAC) ».
Différentes protéines cibles des HDAC ont ét¢ identifiées aussi bien in vitro qu’in vivo :
facteurs et régulateurs de la transcription, médiateurs des signaux de transduction, enzymes
de réparation de I’ADN, régulateurs de I’import nucléaire, protéines chaperonnes, protéines
de structure, médiateurs inflammatoires, et des protéines virales.

Les conséquences fonctionnelles de 1’acétylation/déacétylation des protéines non

histones incluent des effets positifs ou négatifs a plusieurs niveaux comme le résume le
Tableau III (Spange et al., 2009).
L’activité de liaison a I’ADN et les effets qui en résultent comme ’expression génique, la
rétention nucléaire ou cytoplasmique, et les interactions entre partenaires protéiques, ont été
rapportées pour de nombreux facteurs de transcription. Par exemple, ’acétylation de K221
(lysine 221) de la sous-unité p65 de NF-«kB est liée a une augmentation de la fixation a
I’ADN et de [Dactivité transcriptionnelle de NF-xB, celui de K310 a seulement
I’augmentation de son activité transcriptionnelle (Chen et al.,, 2002). Les effets de
I’acétylation de NF-kB sont encore plus complexe, puisque I’acétylation des sites K122 et
K123 par p300 et PCAF (p300/CBP-associated factor), deux membres des HAT, réduit la
liaison a I’ADN de NF-kB, avec comme conséquence, une augmentation de sa liaison a IkB
(inhibitor of k B) et de son export nucléaire (Kiernan et al., 2003). Les HDAC, notamment
de la classe I et SIRTI, catalysent la déacétylation de p65, engendrant des effets opposés a
ceux induits par 1’acétylation (Ashburner et al., 2001; Kiernan et al., 2003; Yeung et al.,
2004).
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Tableau III : Acétylation des protéines non histones. Liste non exhaustive des protéines non
histones acétylées et les conséquences fonctionnelles de leur acétylation. (Adapté de

Spange et al., 2009).

Proteéines affectées par I'acétylation

Implication biologique

Stabilité protéique

L'acétylation augmente la stabilité :
p53, p73, Smad7, c-Myc, Runx3

Lacetylation diminue la stabilité :

GATAL, HIF-1a, pRb

Liaison & I'ADN

Augmentation de |a liaison & FADN :

p53, STAT3, GATA, E2F1, p50 (NF-
KB), p65 (NF-kB), c-Myb, MyoD

Diminution de la liaison & I'ADN :
p65 (NF-kB)

Expression génique Activation transcriptionnelle : Inactivation transcriptionnelle :
p53, HMG-A1, STAT3, GATA, MyoD,  HIF-1a, STAT1
E2F1, p65 (NF-xB), B-Catenin, Spl
Interaction protéique Augmentée : Réduite:
STAT3, a-Tubulin, actin, cortactin p65 (RelA), Ku70, Hsp90
Localisation Ac - noyau : PCAF, SRY Ac - cytoplasme : p300, PAP

Stabilité de FARNm

Augmentee : p21, Brm

Diminuée: Tyrosinhydrolase (Th), eNOS

Activite enzymatique Augmentée : p300 Diminuée: PTEN, HDAC1, Mdm2
Protéines mitochondriales  ACS (Ac-CoA-Synthetase), Sod1/2, Thiorédoxine
Protéines virales HIV Tat, SV40 T-Ag

L’acétylation/déacétylation des protéines non histones régule également la stabilité
protéique et donc leur demi-vie, par compétition avec 1’ubiquitination qui s’opére sur le
méme résidu lysine (Sadoul et al., 2008). Les HDAC peuvent induire la dégradation des
protéines et accélérer leur turnover, alors que les HAT les proteégeraient (Caron et al.,
2005). Certaines HDAC font partie de complexes a activité ubiquitinase, et posséderaient
méme une activité ubiquitinase intrinseque (Ito et al., 2002). La stabilité protéique peut
aussi résulter des changements conformationels qui empéchent 1’ubiquitination de s’opérer,
avec des protéines partenaires qui masquent le site

ou bien des interactions
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d’ubiquitination. Ceci est le cas du facteur de régulation du cycle cellulaire E2F1 (E2
transcription factor 1), dont 1’acétylation permet son interaction avec son inhibiteur Rb
(retinoblastoma protein), et une augmentation de sa stabilité en conséquence (Galbiati et
al., 2005; Ianari et al., 2004).
Pour certains événements cellulaires, 1’action des HAT/HDAC est associée a une
perte/maintien de la stabilit¢ protéique respectivement (Spange et al., 2009). Les
mécanismes mis en jeu impliquent notamment des E3 ubiquitine ligases dont 1’affinité
devient plus élevée apres 1’acétylation du facteur concerné. Cet effet peut résulter aussi
indirectement de la modulation de I’activit¢é de protéines régulatrices comme les
chaperonnes. L’exemple type est celui de 1’acétylation du site K294 de la protéine
chaperonne HSP90 (heat-shock protein 90), qui réduit 1’association HSP90/protéines
clientes et accélére la dégradation de celles-ci. L’HDAC6 prévient ses événements en
déacétylant HSP90 (Bali et al., 2005; Scroggins et al., 2007).

I11.4.5. Fonctions biologiques des HDAC et pathologies

Les HDAC sont impliquées dans de nombreux processus biologiques, incluant le
développement, le métabolisme cellulaire, la prolifération, la différenciation ainsi que la
mort cellulaire. La présence de nombreuses HDAC chez les mammiféres refléte une
diversification fonctionnelle dans différents tissus et processus biologiques, avec
I’existence d’une certaine part de redondance.
Par ailleurs, le déséquilibre entre 1’acétylation et la déacétylation des histones joue un rdle
important dans le développement de pathologies. Ainsi, la perte de 1’acétylation associée a
une hyperméthylation locale de I’ADN, est une caractéristique bien connue des cellules
cancéreuses. Les altérations structurales directes des HDAC sont rares, contrairement aux
délétions, translocations et mutations ponctuelles qui affectent les génes HAT (Riester et
al., 2007). Cependant, les HDAC sont recrutées d’une maniére aberrante aux promoteurs
par les protéines de fusion de liaison a I’ADN, résultant de translocation chromosomique, et
par les facteurs de transcription répresseurs surexprimés et qui sont physiquement associés
aux HDAC (Minucci and Pelicci, 2006). Le déséquilibre HAT/HDAC est aussi associé a de

nombreuses maladies inflammatoires ou 1’utilisation d’inhibiteurs ou d’activateurs de ces
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enzymes dans des modeles animaux et dans certains cas chez I’homme a entrainé des
changements dans 1’évolution de ces pathologies (Dinarello et al., 2011).
I11.4.5.1. Fonctions/pathologies des HDAC de classe I

Les HDAC de classe I jouent un réle important dans la prolifération et la survie
cellulaire. Les HDACI et 2 sont des protéines fortement homologues (82% d’identité en aa)
(de Ruijter et al., 2003), et ont de ce fait une redondance dans de nombreuses fonctions
biologiques, en particulier dans le systéme nerveux et cardiaque (Haberland et al., 2009c;
Montgomery et al., 2007). Un effet compensatoire a également été¢ observé dans le cycle
cellulaire, la mort cellulaire (Haberland et al., 2009a), la différenciation des précurseurs
neuronaux (Montgomery et al., 2009) ainsi que dans le syst¢éme hématopoiétique (Wilting
et al.,, 2010). Les HDACI1 et 2 ont, cependant, des fonctions qui leurs sont propres a
chacune, et sont de ce fait requises toutes les deux surtout lors de certaines étapes clés du
développement comme la gastrulation. Les souris invalidées pour les genes codant pour
HDACI ou HDAC2 meurent avant la naissance et 24h apres, respectivement (Montgomery
et al., 2007). Récemment, une étude a montré que HDAC1, mais non pas HDAC2, controle
la différenciation des cellules souches embryonnaires (Dovey et al., 2010).
Concernant HDAC3, elle intervient dans la progression du cycle cellulaire, la réponse aux
dommages de I’ADN (Bhaskara et al., 2008) ainsi que dans 1’assemblage du fuseau
mitotique et la cohésion des chromatides sceurs. Les souris invalidées pour le géne de
HDAC3 meurent a un stade embryonnaire précoce de développement, alors qu'une délétion
conditionnelle de HDAC3 affecte le métabolisme lipidique, induit une hypertrophie des
hépatocytes ou du cceur, et conduit a la mort des souris apres quelques mois de naissance
(Bhaskara et al., 2008; Knutson et al., 2008; Montgomery et al., 2008).
Aussi bien HDACI1, 2 que HDAC3 sont surexprimées dans plusieurs cancers solides et
hématologiques (Bolden et al., 2006; Karagianni and Wong, 2007).
Par rapport aux autres membres de classe I, HDACS posséde des fonctions plus spécifiques
(Gregoretti et al., 2004). Elle contrdlerait le développement du crane en réprimant des
facteurs de transcription dans les cellules de la créte neurale cranienne (Haberland et al.,
2009b). L’HDACS jouerait également un réle dans les cellules musculaires lisses, ou elle

est associée avec a-actine, et est essentielle a la capacité contractile de ces cellules
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(Waltregny et al., 2005). Récemment, une relation a été rapportée entre la surexpression de
HDACS et le degré de sévérité du neuroblastome, une tumeur qui touche les cellules de la
créte neurale chez les enfants (Oehme et al., 2009).
I11.4.5.2. Fonctions/pathologies des HDAC de classe 1T

Les HDAC II ont une activité limitée par rapport a celles de la classe I (Fischle et
al., 2002). Celles du sous-groupe Ila agissent comme corépresseur transcriptionnel grace a
leur domaine de répression, en coopérant avec d’autres corépresseurs ou en se fixant
directement sur des facteurs de transcription (Yang and Gregoire, 2005).
Les souris dont le géne de HDAC4 a été invalidé montrent une hypertrophie des
chondrocytes et meurent durant les 10 jours suivant la naissance, & cause d’un exces
d’ossification, néfaste pour la respiration. L’HDAC4 jouerait donc un réle central dans la
formation du squelette (Vega et al., 2004).
Les souris invalidées pour les génes des HDACS ou 9 sont viables mais montrent des
dysfonctionnements cardiaques séveres incluant I’hypertrophie et la fibrose (Chang et al.,
2004; Zhang et al., 2002).
Les souris invalidées pour les génes de HDAC7 meurent au stade embryonnaire, du fait
d’une perte de la vascularisation (Chang et al., 2006). L’HDAC7 régule I’intégrité des
vaisseaux sanguins en interagissant avec MEF2, un activateur direct de I’expression de la
MMP-10 et un régulateur essentiel de développement des vaisseaux sanguins. Cette
interaction conduit a une réduction de I’expression de la MMP-10 et une surexpression de
TIMP-1 (Chang et al., 2006). L’HDAC7 interviendrait aussi dans le développement des
cellules T, ou elle favoriserait la sélection positive (Dequiedt et al., 2003), et dans le
catabolisme du cholestérol en inhibant CYP7A1 (Mitro et al., 2007). Cette dernicre
fonction, fait de HDAC7 une cible potentielle dans le traitement de maladies liées au
cholestérol telles que 1’hypercholestérolémie.
Les souris invalidées pour le géne de HDAC6 survivent avec absence de phénotype,
excepté une augmentation du niveau d’acétylation de la tubuline (Zhang et al., 2008b).
L’HDACS6 est impliquée dans des processus biologiques importants reliés au réseau des
microtubules, tels que la migration cellulaire et la dégradation des protéines mal repliées.

Elle utilise pour cela des mécanismes dépendants et indépendants de son activité
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déacétylase. Du fait de ces fonctions, HDACG6 a été associée a de nombreuses pathologies,
notamment les troubles neurodégénératifs (Li et al., 2011).
Le second membre de la classe IIb, HDACI10, bien qu’il partage des similarités
fonctionnelles avec HDACS6, exerce des fonctions différentes, méme si trés peu connues.
Aucune étude n’a rapporté pour le moment la génération de souris délétées pour ce membre
des HDAC. L’HDACI10 peut dans le noyau réprimer la transcription de geénes qui
controlent le programme mélanogénique d’une manicre indirecte, sans déacétyler les
histones (Lai et al., 2010). Une association entre HDACI10 et le cancer a été aussi décrite
(Osada et al., 2004).
Enfin, pour HDACI11, du fait de I’absence d’étude sur le phénotype de souris délétée pour
son gene, sa fonction demeure peu connue. Les données disponibles montrent que
HDACIT1 est exprimée dans les cellules présentatrices d’antigénes ou elle régule la balance
entre D’activation et la tolérance immunitaire, en favorisant la premiére réponse par
inhibition de D’expression de I’IL-10, cytokine immunosuppressive (Lian et al., 2011;
Villagra et al., 2009; Wang et al., 2011). L’HDACI1 interviendrait en outre dans la
différenciation oligodendrocytaire (Liu et al., 2009), et dans la régulation de la survie des
cellules tumorales lors du lymphome d’Hodgkin (Buglio et al., 2011).

I11.4.6. Régulation de I’expression des génes de la COX-2 et iNOS par les

HAT/HDAC

En plus des modes de régulation traités dans les parties I1.1.3 et I1.3.3, la COX-2 et
la iNOS sont également régulées sur le plan épigénétique, en particulier par les enzymes
HAT/HDAC. Ainsi, I’expression au niveau transcriptionnel de la COX-2 est associée a une
augmentation du niveau d’acétylation des histones H3 et H4 (Nie et al., 2005; Park et al.,
2004; Pero et al., 2011), et a une dissociation de HDAC1 de son promoteur (Cao et al.,
2007; Pero et al., 2011). L acétylation des histones par p300/PCAF, joue un réle central
dans I’activation de la COX-2. Ceci a ét¢ démontré au niveau des fibroblastes synoviaux
OA (Farrajota et al., 2005), des fibroblastes de peaux humaines stimulées par le PMA
(phorbol myristate acetate), I’'IL-1B ou le LPS, et des macrophages murins stimulés par le
LPS. Cet effet est complétement aboli lorsque les cellules sont transfectées par HDACI1

(Deng et al., 2004). En plus de HDACI, il a été rapporté que HDAC 3 (Subbaramaiah and
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Dannenberg, 2007), HDACS8 (Aung et al., 2006) et HDAC4 (Wang et al., 2008) peuvent
aussi participer dans la répression transcriptionnelle de la COX-2. Plusieurs mécanismes
peuvent &tre mis en jeu au cours de ce mode de régulation du gene de la COX-2, dont
I’ouverture de la chromatine et peut étre I’acétylation des composants de NF-kB (Deng et
al., 2004).

Plusieurs études ont également rapporté la régulation de la iNOS par
I’acétylation/déacétylation des protéines histones et non histones. Certaines d’entre elles
ont montré qu’au niveau des macrophages de souris RAW traitées avec le LPS et IFNy,
p300 est recrutée au niveau du promoteur de la iNOS, et que ceci induit 1’acétylation de
p50 et augmente 1’activité de liaison a I’ADN ainsi que 1’activité transcriptionnelle de NF-

kB (Deng and Wu, 2003; Granja et al., 2006).

I1L.5. Les inhibiteurs des histones déacétylases (iHDAC)
IIL.5.1. Classification des iHDAC
Il existe une grande diversit¢ des iHDAC, qu’ils soient d’origine naturelle ou
synthétique. Leur utilisation a méme précédé la découverte des HDAC, et a servi pour la
purification et le clonage de celles-ci chez les mammiféres. Six classes ont été décrites
(Figure 19).

v Les acides gras a courtes chaines aliphatiques : tels que le butyrate de sodium
(NaBu), le phénylbutyrate (PB) et I’acide valproique (VA). Les molécules de cette classe
sont bien tolérées par les patients et sont métabolisées facilement. Elles sont cependant, du
fait de leur courte chaine, incapables d’établir un contact significatif au niveau de la poche
catalytique des HDAC, d’ou leur faible puissance et un ICsy voisin du millimolaire
(Johnstone and Licht, 2003). Elles inhibent les HDAC des classes I et II, except¢ HDAC6
et 10, et présentent un temps de demi-vie court (t;»= 6 mn) (de Ruijter et al., 2003).

v" Les dérivés d’acides hydroxamiques : comme 1’acide suberoylanilide
hydroxamique (SAHA) et la trichostatine A (TSA). Cette classe est caractérisée par une
puissance d’inhibition ¢élevée (ICsy de I’ordre de nM) (Blanchard and Chipoy, 2005). La
TSA, de méme que le SAHA. inhibent toutes les HDAC des classes I et 11, avec une faible
efficacité contre HDACS (Khan et al., 2008).
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v Les tétrapeptides cycliques : comme la trapoxine (TPX), la dépudécine et le

depsipeptide (FK228). Ils sont doués d’une puissance d’inhibition élevée (ICso de 1’ordre de
nM) et ont une structure qui est la plus complexe parmi les iHDAC (Gallinari et al., 2007).

La trapoxine inhibe fortement et irréversiblement les HDAC (Kijima et al., 1993).

v" Les Benzamides : tel que MS-275. Ils présentent une demi-vie de 45-100 h et une

puissance d’inhibition modérément élevée (ICso de 1’ordre de uM) (Gallinari et al., 2007).
Le MS-275 inhibe HDACI, 2, 3 et 9 mais est inactif contre HDAC4, 6, 7 et 8 (Khan et al.,
2008). Le MGCDO0103 est un autre benzamide, qui agit spécifiquement contre les HDAC

des classes [ et IV (Le Tourneau and Siu, 2008).
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Figure 19 : Structures chimiques des principaux iHDAC employés in vitro et in vivo. Les
iHDAC sont réparties en 6 groupes. Le SAHA et le depsipéptide sont approuvés pour le

traitement anti-tumoral. (Adaptée de Ellis and Pili, 2010).
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v Les cétones et les cétoamides : tels que les triflurorométhylcétones. Ils possédent
une faible capacité a inhiber les HDAC du fait de leur instabilité, puisqu’ils sont facilement
réduits en alcools inactifs (Furumai et al., 2001; Gallinari et al., 2007).

v Les molécules hybrides : telles que CHAP31 et CHAP50. 11 s’agit de molécules
synthétiques formées de la combinaison de deux iHDAC différents. L hybridation peut
servir pour rendre la réaction réversible, a augmenter I’affinit¢é pour les HDAC et a
améliorer leur stabilité¢ dans le sang (Hoshino and Matsubara, 2010).

I11.5.2. Propriétés générales des iHDAC

La plupart des iHDAC sont des inhibiteurs compétitifs des HDAC de classe I, II et
IV, et agissent en déplagant le Zn™* du site actif (Somoza et al., 2004; Vanommeslaeghe et
al., 2005). Ils exercent leurs effets d’une manicre réversible, excepté pour la dépudécine et
la trapoxine qui se lient de fagcon covalente au site actif des HDAC (Furumai et al., 2001).

La structure cristallographique de histone deacetylase-like protein, 1’homologue des
HDAC de classe I des mammiféres chez les bactéries, en complexe avec la TSA et le
SAHA (Finnin et al., 1999), et celle de HDACS en complexe avec le SAHA (Somoza et al.,
2004; Vannini et al., 2004) ont été résolues. Ces structures montrent que les iHDAC
interagissent avec trois régions du site actif et ont, particuli¢rement ceux de la classe des
acides hydroxamiques, des caractéristiques structurales communes : un domaine de
reconnaissance hydrophobe trés souvent aromatique qui interagit avec les résidus autour du
site actif, un domaine de liaison linéaire alkyl, vinyl ou aryl, qui occupe le canal, et enfin un
site de liaison au Zn" avec un groupe fonctionnel différent d’un iHDAC a un autre (Marks,
2010b; Miller et al., 2003) (Figure 20).

Les iHDAC différent entre eux par le fait qu’ils n’induisent pas les mémes
éveénements d’acétylation. Par exemple, I’acétylation de HSP90 est induite par le SAHA
mais non pas par MS-275, alors que ’inverse est observé pour 1’acétylation de pS3 (Norris
et al., 2009). IIs different aussi par leur capacité a induire I’hyperacétylation ainsi que par
leurs propriétés pharmacocinétiques.

Les iHDAC peuvent agir d’une manieére non spécifique (broad-spectrum ou pan-
HDACi) comme le font les acides hydroxamiques. Ils peuvent aussi agir d’'une manicre

s¢lective contre un seul isoforme (isoform-slective HDACi), comme la tubactin qui inhibe
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sélectivement HDAC6 (Haggarty et al., 2003), et PC-34051 qui inhibe HDACS8 (Marks,
2010a). Leur sélectivité peut aussi étre dirigée contre plusieurs isoformes de la méme classe
HDAC (class-selective HDACi), comme MS-275 et VA qui inhibent les HDAC de classe I,
bien qu’a haute concentration, ils peuvent aussi affecter les HDAC de classe II

(Balasubramanian et al., 2009).
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Figure 20 : Pharmacophore type des iHDAC. Le pharmacophore des iHDAC, représenté ici
par un iHDAC a base d’acide hydroxamique, est constitué d’un domaine de reconnaissance
hydrophobe, d’un domaine de liaison linaire et d’un site de liaison de Zn*". (Adaptée de

Marks, 2010c¢).

Enfin, il est intéressant de signaler que, comme pour les HDAC et les HAT, la nomination
des iIHDAC devrait aussi €tre reconsidérée. Des appellations comme les inhibiteurs des
lysine déacétylases (IKDAC) ou plus simplement les inhibiteurs des déacétylases (iIDAC)
ont été proposées (Prince, 2010).

I11.5.3. Mode d’action des iHDAC

Les iHDAC exercent leurs effets via la modulation de 1’expression génique et
indirectement en inhibant 1’effet des HDAC sur les protéines non histones (Ellis and Pili,
2010). Des études transcriptomiques sur des cultures de lignées cellulaires ont démontré
que les iIHDAC modifient I’expression de 2 a 22% des genes analysés, avec autant de génes
activés que réprimés (Chambers et al., 2003; Glaser et al., 2003; Peart et al., 2005). Chez
les patients ayant recu des iHDAC on observe également 1’augmentation du niveau

d’acétylation de plusieurs genes bien que cela ne permet pas de conclure a une corrélation
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entre 1’acétylation des histones et les réponses cliniques, du fait du faible nombre des
patients utilisés (Ellis et al., 2008b; Ellis and Pili, 2010; Schrump et al., 2008).

L’effet des iHDAC dépendrait de plusieurs facteurs, dont le stade et le type
cellulaire, I’inhibiteur lui-méme, la concentration et le temps d’exposition, ainsi que le
contexte cellulaire (état normal ou pathologique des cellules) (Marks, 2010a). Le dernier
point implique que les iHDAC n’agissent pas de la méme maniére selon que les cellules
soient saines ou pathologiques (Qiu et al., 2000).

La figure 21 résume certains des mécanismes d’action par lesquels les iHDAC agissent.
Ces effets ont été étudiés surtout au niveau des lignées cellulaires cancéreuses, et dans
divers modeles d’animaux porteurs de tumeurs. Ils sont a large spectre et cibleraient
différentes fonctions cellulaires. Fait important, les iHDAC induisent la sénescence et la
mort cellulaire spécifiquement dans les cellules tumorales, alors que les cellules saines sont
épargnées (Xu et al., 2007). La dérépression des genes qui participent dans les voies pro-
apoptotiques, et leurs actions restreintes contre les cellules tumorales permet d’éviter les

effets secondaires observés avec plusieurs médicaments utilisés en chimiothérapie.
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exercent leurs actions par des mécanismes impliquant des effets sur les histones et sur des
protéines non histones mises en jeu dans diverses fonctions cellulaires, lors de pathologies
inflammatoires ou de développement de cancer. (Adaptée de Xu et al., 2007; Lemoine and

Younes, 2010).

I11.5.4. Effets anti-inflammatoires des iHDAC

Il existe de plus en plus d’évidences que les iHDAC ont un potentiel thérapeutique
contre des pathologies avec une composante inflammatoire qui est importante. En effet,
plusieurs études ont montré que les iHDAC ont des propriétés anti-inflammatoires aussi
bien in vitro qu’in vivo, dans une variété de modeles pathologiques, incluant ceux des
maladies dégénératives du cerveau, des muscles et des articulations, les maladies auto-
immunes, le diabéte, les maladies inflammatoires de I’intestin ainsi que le rejet de greffe
(Blanchard and Chipoy, 2005; Ververis and Karagiannis, 2011). Ainsi, [’inhibiteur
ITF2357 (givinostat) supprime I’expression de TNF-a et de ’IFN-y ainsi que la synthése et
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la sécrétion de I’[L-18 au niveau des cellules mononuclées sanguines (Leoni et al., 2005).
De méme, la TSA inhibe la synthése de I’IL-6 au niveau des fibroblastes et macrophages
synoviaux, induite par le TNF-a ou I'IL-18 (Grabiec et al., 2011). Le VA est capable
d’inhiber la production de cytokines pro-inflammatoires et des ROS, induites par le LPS au
niveau des cellules de la microglie (Peng et al., 2005). In vivo, dans le mode¢le animal
d’arthrite a adjuvant chez le rat, I'utilisation de la TSA ou de PB permet de diminuer
I’inflammation locale, avec réduction de I’infiltration synoviale, prévention des érosions
cartilagineuses et osseuses et inhibition de I’expression de TNF-a (Chung et al., 2003).
Dans un mod¢le animal de lupus érythémateux, I’administration des inhibiteurs TSA ou
SAHA déclenche des effets immuno-modulateurs, en réduisant la production des cytokines
IL-12 et IL-23 par les cellules Thl (7-helper 1) et Th17 ainsi que des chémokines par les
cellules Thl (Bosisio et al., 2008). De méme, plusieurs iHDAC (SAHA, ITF2357 et VA)
suppriment la réponse inflammatoire dans un mode¢le animal de colite chimiquement

induite par le dextran sulfate de sodium.
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IV. Hypothese de recherche

L’OA est associée a des changements dans I’expression de plusieurs génes. Ainsi,
les genes tels que ceux codant pour COX-2, iNOS, mPGES-1, IL-1p, TNF-a et collagéne
de type I et III, qui sont normalement réprimés ou faiblement exprimés dans une
articulation normale, s’expriment fortement. De méme, les geénes qui s’exprimaient dans
I’articulation saine, deviennent réprimés ou faiblement exprimés (génes codant pour
I’aggrécane et le collagéne de type II par exemple). Plusieurs modes de régulation
gouvernent ces changements. Parmi elles, les modifications épigénétiques sont fortement
incriminées. L’acétylation/déacétylation des histones est la modification épigénétique la
plus étudiée. Les recherches des deux précédentes décennies ont permis le développement
d’inhibiteurs des HDAC, ce qui a accéléré les découvertes concernant la fonction de ces
enzymes. Les HDAC sont de plus en plus mises en jeu dans la pathogenése de nombreux
désordres inflammatoires et immunologiques, ce qui a ouvert la voie a des essais cliniques
ciblant ces enzymes. L’OA, bien que n’est pas classée comme une maladie inflammatoire
dans le sens classique du terme, renferme une composante inflammatoire qui entretient et
accentue le processus arthrosique. Les enzymes COX-2, mPGES-1 et iNOS sont les
¢léments clés de ce phénomene, et assument une partie des changements phénotypiques et
biochimiques qui affectent le cartilage et la MS. La régulation de ces enzymes se fait a
plusieurs niveaux. Des ¢tudes effectuées ces derniéres années ont montrées que
I’expression de ces enzymes peut aussi €tre régulée par le processus d’acétylation.

L’objectif de cette thése est de déterminer, au niveau des chondrocytes et les
fibroblastes synoviaux, si les enzymes COX-2, mPGES-1 et iNOS sont régulées au niveau
épigénétique par les HDAC, les conséquences de cette régulation sur la synthése de la MEC
(au niveau du cartilage OA), et de rechercher les HDAC mises en jeu dans cette régulation
(au niveau des synoviocytes OA). Les iHDAC sont I’outil le plus employé dans 1’étude des
HDAC. Nous avons alors, comme autre objectif, de rechercher les mécanismes
moléculaires par les quels ces inhibiteurs agissent. Les résultats de ces travaux nous
permettront d’approfondir nos connaissances sur la régulation des enzymes COX-2,
mPGES-1 et iNOS dans les tissus articulaitres, et pourront également avoir un impact sur le

plan clinique.
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Abstract

Objective: Overproduction of nitric oxide (NO) and prostaglandin (PG) E, plays an
important role in the pathogenesis of osteoarthritis (OA). In the present study, we
determined the effect of trichostatin A (TSA) and butyric acid (BA), two histone
deacetylase (HDAC) inhibitors, on NO and PGE, synthesis, inducible NO synthase (iNOS)
and cyclooxygenase (COX)-2 expression, and NF-kB DNA-binding activity, in interleukin-
1B (IL-1)-stimulated human OA chondrocytes, and on IL-1-induced proteoglycan
degradation in cartilage explants.

Methods: Chondrocytes were stimulated with IL-1 in the absence or presence of increasing
concentrations of TSA or BA. The production of NO and PGE, was evaluated using Griess
reagent and an enzyme immunoassay, respectively. The expression of iNOS and COX-2
proteins and mRNAs were evaluated using Western blotting and real-time reverse
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR), respectively. Proteoglycan degradation
was measured with dimethymethylene blue assay. Electrophoretic mobility shift assay
(EMSA) was utilized to analyze the DNA binding activity of NF-kB.

Results: HDAC inhibition with TSA or BA resulted in a dose-dependent inhibition of IL-1-
induced NO and PGE, production. IL-17- and tumor necrosis factor-a(TNF-a)-induced NO
and PGE,; production was also inhibited by TSA and BA. This inhibition correlated with
the suppression of iNOS and COX-2 protein and mRNA expression. TSA and BA also
prevented IL-1-induced proteoglycan release from cartilage explants. Finally, we
demonstrate that the DNA-binding activity of NF-kB, was induced by IL-1, but was not

affected by treatment with HDAC inhibitors.
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Conclusions: These data indicate that HDAC inhibitors suppressed IL-1-induced NO and
PGE,; synthesis, iNOS and COX-2 expression, as well as proteoglycan degradation. The
suppressive effect of HDAC inhibitors is not due to impaired DNA-binding activity of NF-
«kB. These findings also suggest that HDAC inhibitors may be of potential therapeutic value

in the treatment of OA.
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Introduction

Osteoarthritis (OA) is the most common joint disorder and a leading cause of
disability among the elderly population. It is characterized by progressive degenerative
structural changes in articular cartilage, leading to loss of joint function. It is also
characterized by excessive production of several inflammatory mediators [1-3]. Among
these mediators, the proinflammatory cytokine interleukin-1p (IL-1) plays a pivotal role in
the pathophysiology of OA. It induces a cascade of inflammatory and catabolic events in
chondrocytes including the synthesis of prostaglandin (PG) E, and nitric oxide (NO). IL-1
also alters chondrocyte anabolism by suppressing the synthesis of proteoglycan and
collagen and by enhancing the production of matrix metalloproteinases (MMPs) [1-3].

NO is synthesized from L-arginine by a family of NO synthases of which three
isoforms have been identified. Neuronal NOS (nNOS) and endothelial NOS (eNOS) are
constitutively expressed, while the inducible NOS (iNOS) is expressed following
stimulation with a variety of inflammatory agents such as endotoxins or cytokines [4]. NO
promotes inflammation by enhancing the production of inflammatory cytokines [5] and
PGE; [6] and by reducing the synthesis of endogenous IL-1 receptor antagonist (IL-1 Ra)
[7]. NO is also considered a potent catabolic agent in OA since it inhibits collagen and
proteoglycan synthesis [8,9], stimulates the production and activation of MMPs [10] and
induces chondrocyte apoptosis [11]. Accordingly, the in vivo selective inhibition of iNOS
in an experimental model of OA reduces the joint structural changes and the expression of
several inflammatory and catabolic factors, including IL-1 and MMP-1 [12].

The biosynthesis of PGE, from arachidonic acid (AA) involves multiple enzymes

including, cyclooxygenases (COX). Two isoforms of COX have been identified: COX-1 is
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constitutively expressed in most tissues, whereas COX-2 is induced by various stimuli such
as endotoxins, growth factors and pro-inflammatory cytokines [13]. PGE, is the most
abundant prostanoid in arthritic joint and one of the major catabolic mediators involved in
cartilage resorption. PGE, elicits cartilage resorption by enhancing the activation and
production of MMPs and the degradation of cartilage matrix components [14,15] and by
promoting chondrocyte apoptosis [16]. In addition PGE, mediates pain responses and
potentiates the effects of other inflammatory mediators [13].

Acetylation and deacetylation of nucleosomal histones play an important role in the
regulation of gene expression [17,18]. The histone acetylation status is controlled by the
opposing actions of two classes of enzymes: histone acetyl transferases (HATs) and histone
deacetylases (HDACs). Acetylation of histones loosens nucleosomal structures, thereby
promoting gene transcription. In contrast, deacetylation of histones stabilizes nucleosomal
structures and represses gene transcription [17,18]. However, emerging evidence indicates
that gene regulation by acetylation/deacetylation is more dynamic and complex, and that
HATs can act as repressors and HDAC as activators of transcription. Indeed, global
analysis of gene expression has shown that inhibition of HDAC activity results both in
induction and repression of gene expression [19-24].

In recent years, significant interest has emerged in the inhibition of HDAC activity
as a possible anticancer treatment. HDAC inhibitors induce growth arrest, differentiation
and apoptosis of cancer cells in vitro and reduce the growth of experimental tumors in vivo
[25,26]. Presently, several HDAC inhibitors are in clinical trials for the treatment of solid
and hematological tumors [27,28]. In addition to their anti-cancer effects, recent studies

have demonstrated that HDAC inhibitors modulate inflammatory responses. For instance,
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HDAC inhibitors reduce the production of IL-1, tumor necrosis factor-a (TNF-a), and
interferon-y (IFNY) in LPS-stimulated human peripheral blood mononuclear cells [29,30].
Likewise, HDAC inhibitors prevent LPS-induced production of TNF-a, IL-6 and reactive
oxygen species in neuroglia cultures, and primary microglia [31-33]. HDAC inhibitors
have also been reported to suppress IL-12 production in dendritic cells and macrophages
[34]. However, it is currently unknown whether HDAC inhibitors regulate inflammatory
responses in articular chondrocytes.

Since excessive production of the inflammatory mediators NO and PGE2 plays an
important role in the pathogenesis of OA, we assessed the effect of two HDAC inhibitors,
trichostatin A (TSA) and butyric acid (BA), on the production of NO and PGE, in primary
cultured human chondrocytes stimulated with IL-1. We additionally analyzed the
expression of iNOS and COX-2 as well as the binding activity of transcription factor NF-

kB.
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Materials and methods
REAGENTS

Recombinant human (rh) IL-1B was obtained from Genzyme (Cambridge, MA),
rhTNF-a and rhIL-17 were from R&D Systems (Minneapolis, MN). Trichostatin A and
butyric acid were from Sigma-Aldrich Canada (Oakville, ON, Canada). Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM), penicillin and streptomycin, fetal calf serum (FCS),
and TRIzol® reagent were from Invitrogen (Burlington, ON, Canada). All other chemicals

were purchased from either Sigma-Aldrich Canada or Bio-Rad (Mississauga, ON, Canada).

SPECIMEN SELECTION AND CHONDROCYTE CULTURE

Human normal cartilage (from femoral condyles) was obtained at necropsy, within
12 hours of death, from donors with no history of arthritic disease (n = 7, mean + SD age:
54 t 16 years). To ensure that only normal tissue was used, cartilage specimens were
thoroughly examined both macroscopically and microscopically. Only those with no
alterations were further processed. Human OA cartilage samples from femoral condyles
and tibial plateaus were obtained from OA patients undergoing total knee replacement (n =
47, mean = SD age: 66 = 12 years). All OA patients were diagnosed according to the
criteria developed by the American College of Rheumatology Diagnostic Subcommittee for
OA [35]. At the time of surgery, the patients had symptomatic disease requiring medical
treatment in the form of non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) or selective
COX-2 inhibitors. Patients who had received intraarticular injections of steroids were
excluded. The Clinical Research Ethics Committee of Notre-Dame Hospital approved the

study protocol and the use of human articular tissues.
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Chondrocytes were released from cartilage by sequential enzymatic digestion as
previously described [36]. In brief, this consisted of 2 mg/ml pronase for 1 hour followed
by 1 mg/ml collagenase (type IV; Sigma-Aldrich) for 6 hours at 37°C in DMEM and
antibiotics (100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin). The digested tissue was briefly
centrifuged and the pellet was washed. The isolated chondrocytes were seeded at high
density in tissue culture flasks and cultured in DMEM supplemented with 10% heat-
inactivated FCS. At confluence, the chondrocytes were detached, seeded at high density,
and allowed to grow in DMEM, supplemented as above. The culture medium was changed
every second day, and 24 hours before the experiment the cells were incubated in fresh

medium containing 0.5% FCS. Only first passaged chondrocytes were used.

NO AND PGE, DETERMINATIONS

The nitrite levels, used as an indicator of NO production, were determined using the
Griess assay as previously described [36]. The levels of PGE, were determined using a
PGE, enzyme immunoassay from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI). The detection limit

and sensitivity was 9 pg/ml. All assays were performed in duplicate

WESTERN BLOT ANALYSIS

Chondrocytes were lysed in ice-cold lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150
mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 mM PMSF, 10 pug/ml each of aprotinin, leupeptin, and
pepstatin, 1% NP-40, 1 mM Na3;VO,4, and 1 mM NaF). Lysates were sonicated on ice and
centrifuged at 12000 rpm for 15 min. The protein concentration of the supernatant was

determined using the bicinchoninic acid method (Pierce, Rockford, IL). Twenty ug of total
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cell lysate was subjected to SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and electrotransferred
to a nitrocellulose membrane (Bio-Rad). After blocking in 20 mM Tris-HCI pH 7.5
containing 150 mM NaCl, 0.1% Tween 20, and 5% (w/v) non-fat dry milk, blots were
incubated overnight at 4°C with the primary antibody and washed with a tris buffer (Tris-
buffered saline (TBS) pH 7.5, with 0.1% Tween 20). The blots were then incubated with
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody (Pierce), washed again, incubated
with SuperSignal Ultra Chemiluminescent reagent (Pierce), and exposed to Kodak X-Omat

film (Eastman Kodak Ltd, Rochester, NY).

RNA EXTRACTION AND REVERSE TRANSCRIPTASE-POLYMERASE CHAIN
REACTION

Total RNA from stimulated chondrocytes was isolated using the TRIzol® reagent
(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. To remove contaminating DNA,
isolated RNA was treated with RNase-free DNase I (Ambion, Austin, TX). The RNA was
quantitated using the RiboGreen RNA quantitation kit (Molecular Probes, Eugene, OR),
dissolved in diethylpyrocarbonate (DEPC)-treated-H,O and stored at -80°C until use. One
pg of total RNA was reverse-transcribed using Moloney Murine Leukemia Virus reverse
transcriptase (Fermentas, Burlington, ON, Canada) as detailed in the manufacturer’s
guidelines. One fifth of the reverse transcriptase reaction was analyzed by real-time PCR as
described below. The following primers were used: iNOS, sense 5°-
ACATTGATGAGAAGCTGTCCCAC-3’ and antisense 5’-
CAAAGGCTGTGAGTCCTGCAC-37; COX-2, sense 5’-

TGTGTTGACATCCAGATCAC-3’ and antisense 5’-ACATCATGTTTGAGCCCTGG-3;
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and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), sense 5-
CAGAACATCATCCCTGCCTCT-3’ and antisense 5’-

GCTTGACAAAGTGGTCGTTGAG -3°.

REAL-TIME PCR

Real-time PCR analysis was performed in a total volume of 50 ul containing
template DNA, 200 nM of sense and antisense primers, 25 pl of SYBR® Green master mix
(QIAGEN, Mississauga, ON, Canada) and uracil-N-glycosylase (UNG, 0.5 Unit, Epicentre
Technologies, Madison, WI). After incubation at 50°C for 2 min (UNG reaction), and at
95°C for 10 min (UNG inactivation and activation of the AmpliTaq Gold enzyme), the
mixtures were subjected to 40 amplification cycles (15 sec at 95°C for denaturation and 1
min for annealing and extension at 60°C). Incorporation of SYBR® Green dye into PCR
products was monitored in real time using a GeneAmp 5700 Sequence detection system
(Applied Biosystems, Foster City, CA) allowing determination of the threshold cycle (Cr)
at which exponential amplification of PCR products begins. After PCR, dissociation curves
were generated with one peak, indicating the specificity of the amplification. A threshold
cycle (Ct value) was obtained from each amplification curve using the software provided
by the manufacturer (Applied Biosystems).

Relative mRNA expression in chondrocytes was determined using the AACt
method, as detailed in the manufacturer’s guidelines (Applied Biosystems). A ACr value
was first calculated by subtracting the Cr value for the housekeeping gene GAPDH from

the Cr value for each sample. A AACt value was then calculated by subtracting the ACr
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value of the control (unstimulated cells) from the ACt value of each treatment. Fold
changes compared with the control were then determined by raising 2 to the -AACt power.
Each PCR reaction generated only the expected specific amplicon as shown by the melting-
temperature profiles of the final product and by gel electrophoresis of test PCR reactions.
Each PCR was performed in triplicate on two separate occasions for each independent

experiment.

PROTEOGLYCAN RELEASE

Cartilage proteoglycan degradation was assessed by measuring sulfated
glycosaminoglycan (GAG) released into culture media using dimethyl methylene blue
(DMMB) with chondroitin sulfate as a standard [37]. Results are expressed as ug of GAG

released per mg cartilage.

NUCLEAR EXTRACT PREPARATION AND ELECROPHORETIC MOBILITY SHIFT
ASSAY

Nuclear extracts were prepared as previously described [38]. Briefly, chondrocytes
were washed in ice-cold PBS and gently scraped in ice-cold hypotonic buffer containing 10
mM HEPES-KOH, pH 7.9, 10 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 0.5 mM DTT, 1 mM PMSF, 1
mM Na3;VOy and 10 pg/ml of aprotinin, leupeptin, and pepstatin. The cells were allowed to
swell on ice and the nuclei were recovered by brief centrifugation. The pellets were
resuspended in high salt buffer containing 20 mM HEPES, pH 7.9, 420 mM NaCl, 1.2 mM
MgCl,, 0.5 mM DTT, 0.2 mM EDTA, 25 % glycerol, 0.5 mM PMSF, 1 mM Na;VO, and

10 png/ml of aprotinin, leupeptin, and pepstatin, followed by incubation on ice for 20 min.
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The nuclear extracts were recovered by centrifugation and protein concentration was
determined using the Bradford method (Bio-Rad). A synthetic double-stranded
oligonucleotide containing the kB consensus sequence 5’-
AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’ was end-labeled by T4 polynucleotide kinase in
the presence of [7-32P]ATP. The mutant competitor oligonucleotide had the following
sequence with a one bp substitution (underlined): 5~ AGTTGAGGCGACTTTCCCAGGC-
3’. The binding buffer consisted of 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 50 mM NaCl, 0.5 mM DTT,
0.5 mM EDTA, 1 mM MgCl,, 4 % glycerol and 2.5 pug poly (dI-dC). Binding reactions
were conducted with 5 pg nuclear extract and 100,000 cpm 32[P]-labeled oligonucleotide
probe at 22°C for 20 min in a final volume of 10 pl. In supershift assays, the antibody to
p65 (1 ug/reaction) was incubated with the reaction mixture for 1 h at 4 °C before the
addition of **[P]-labeled oligonucleotide. In cold competition assays, 50-fold molar excess
of cold wild-type or mutant oligonucleotide was used. Binding complexes were resolved on
non-denaturating 6% polyacrylamide gel electrophoresis in Tris-borate buffer system, after

which the gels were fixed, dried, and subjected to autoradiography.

STATISTICAL ANALYSIS
Data are expressed as the mean + SEM. Statistical significance was assessed by the

2-tailed Student’s t-test. P values less than 0.05 were considered statistically significant.
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Results
TSA AND BA ATTENUATE IL-1-INDUCED NO AND PGE, PRODUCTION IN
HUMAN CHONDROCYTES.

Chondrocytes were stimulated with 100 pg/ml IL-1 in the absence or presence of
increasing concentrations of two HDAC inhibitors, TSA and BA, and the production of NO
was evaluated using Griess reagent. As shown in Fig. 1A, treatment with either TSA or BA
suppressed IL-1-induced NO production in a dose-dependent manner. Similarly, the
production of PGE, was dose-dependently suppressed in the presence of each HDAC
inhibitor (Fig. 1B). In another set of experiments, we found that TSA and BA also dose-
dependently inhibited IL-1-induced iINOS and COX-2 protein expression in normal
chondrocytes (n = 3, data not shown). The observed inhibition was not a result of reduced

cell viability as confirmed by the MTT assay (data not shown).

TSA AND BA INHIBIT TNF-a AND IL-17-INDUCED NO AND PGE, PRODUCTION.
The pro-inflammatory cytokines TNF-a and IL-17 also contribute to the
pathogenesis of OA and are potent inducers of NO and PGE, production [1-3]. Therefore,
we examined whether HDAC inhibition could also attenuate TNF-a and IL-17-induced NO
and PGE,; production. As shown in Fig. 2, stimulation of chondrocytes with TNF-a or IL-
17 dramatically increased the production of NO and PGE,. Interestingly, the induction of
NO and PGE; production by TNF-a or IL-17 was almost completely abolished after
treatment with TSA or BA. These data suggest that the suppressive effect of HDAC
inhibitors was not specific to IL-1, and that HDAC inhibitors might target common

pathways implicated in NO and PGE, production.
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TSA AND BA DECREASE IL-1-INDUCED iNOS AND COX-2 EXPRESSION IN
CHONDROCYTES.

To determine whether the inhibition of IL-1-induced NO and PGE,; production is
due to reduced iNOS, and COX-2 protein expression, the effects of HDAC inhibitors on the
expression of both proteins were analyzed by Western blotting. Under basal conditions,
iINOS and COX-2 proteins were undetectable and treatment with IL-1 resulted in a strong
induction of both protein expression (Fig. 3). Consistent with their effects on NO and PGE,
production, HDAC inhibitors prevented the induction of iNOS and COX-2 protein
expression by IL-1, in a concentration-dependent manner (Fig. 3). The levels of B-actin and
COX-1 were not influenced by IL-1 alone or in combination with each HDAC inhibitors
(Fig. 3). IL-1-induced iNOS and COX-2 protein expression was also inhibited by TSA and
BA in normal chondrocytes (n = 3; data not shown). As expected, the induction of iNOS
and COX-2 proteins by TNF-a or IL-17 was also suppressed by each HDAC inhibitor (Fig.
4).

Next, we used real-time PCR to determine whether HDAC inhibitors modulate
iNOS and COX-2 mRNAs induction. The relative expression level of each gene mRNA
was plotted as fold changes over untreated control cells. Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) gene expression was used for normalization. As expected, IL-1
induced a marked increase of both iNOS and COX-2 mRNA levels (Fig. 5). Treatment with
either TSA or BA dose-dependently suppressed the induction of iNOS and COX-2 mRNA

expression (Fig. 5), suggesting that HDAC inhibitors exert their effects at the
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transcriptional level. Similar results were observed with normal chondrocytes (n = 3; data

not shown).

TSA AND BA PREVENT IL-1-INDUCED PROTEOGLYCAN DEGRADATION IN
CARTILAGE EXPLANTS.

To investigate the effect of HDAC inhibitors on IL-1-induced proteoglycan
degradation, cartilage explants were incubated in DMEM with 10% FBS for 48 h and then
transferred to medium containing 0.5% FBS and reincubated for an additional 48 h.
Therafter, the explants were stimulated with IL-1 in the absence or presence of increasing
concentrations of TSA or BA for 72 h, and GAG release into the supernatants was
determined [37]. As shown in Fig. 6, IL-1-induced GAG release was inhibited in a dose-

dependent manner by either TSA or BA.

TSA AND BA DO NOT IMPAIR NF-«B BINDING TO THE iNOS AND COX-2
PROMOTERS.

The transcription factor NF-kB, mainly composed of p50 and p65 dimers, plays a
pivotal role in mediating the effects of IL-1 in chondrocytes [39,40]. Therefore, we
performed EMSA to determine whether HDAC inhibitors modulate IL-1 effects by
interfering with the DNA-binding activity of NF-kB. Nuclear extracts from chondrocytes
treated with IL-1 alone, or in combination with increasing concentrations of HDAC
inhibitors for 1 h, were used for these assays. As shown in Fig. 7, IL-1 treatment induced a

prominent increase in the DNA binding activity of NF-kB. Interestingly, treatment with
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each HDAC inhibitor did not decrease the DNA-binding activity of NF-xB at any
concentration point. The specificity of DNA binding was confirmed using unlabelled wild
type and mutant oligonucleotides. The specificity was further evidenced using supershift
assays and a specific anti-p65 antibody. Together these data suggest that HDAC inhibitors
modulate IL-1 effects in chondrocytes without interfering with the DNA binding activity of

NF-«B.
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Discussion

In the present study we demonstrated that inhibition of HDACs by two structurally
unrelated HDAC inhibitors, TSA and BA, results in a dose-dependent suppression of IL-1-
induced NO and PGE; production. The inhibition of NO and PGE, production was
concomitant with the suppression of iNOS and COX-2 expression at both the protein and
mRNA levels. We also showed that this inhibition is not associated with changes in NF-kB
DNA binding activity.

The effects of HDAC inhibition on the production of NO and the expression of
INOS have been examined in a few recent studies. Yu et al demonstrated that TSA
inhibited IL-1- or LPS + IFNy-induced NO production in mesangial cells and RAW 264.7
cells [41]. Leoni et al [29] showed that another HDAC inhibitor, suberoylanilide
hydroxamic acid (SAHA), dose-dependently attenuated NO release from mouse peritoneal
macrophages stimulated by the combination of TNF-a and IFNYy. Similarly, Larsen et al
[42] found that TSA and SAHA prevented the production of NO and the expression of
iINOS in the B cell line INS-1 and in intact rat islets treated with IL-1 + IFNy [42]. On the
other hand, TSA and SAHA have been shown to enhance LPS-induced production of NO
in microglial cells [43], and butyrate was reported to increase the expression of iNOS and
the production of NO in response to treatment with LPS + IFNYy in intestinal epithelial cells
[44]. The reasons for these discrepancies are unclear but may be attributable to several
factors including cell type and stimulation conditions. We also demonstrated that TSA and
BA prevented IL-1-induced PGE; release in chondrocytes. Furthermore, TSA and BA

suppressed IL-1-induced COX-2 expression at the mRNA and protein levels. These
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findings are in agreement with previous studies showing that HDAC inhibitors prevented
the induction of PGE, production and COX-2 expression in several cell types [45,46].

Pro-inflammatory cytokines TNF-a and IL-17 are also believed to contribute to the
pathogenesis of OA and are strong inducers of NO and PGE, synthesis in chondrocytes [1-
3]. Interestingly, HDAC inhibitors blocked the production of NO and PGE, in
chondrocytes treated with either TNF-a or IL-17. Thus, the suppression of NO and PGE,
synthesis by HDAC inhibitors is not specific to IL-1 and is independent of the nature of the
stimulus that triggers NO and PGE, production.

Several studies have demonstrated that HDAC inhibitors suppress the production of
a number of pro-inflammatory cytokines in vitro and in vivo. For example, treatment with
SAHA or ITF2357 decreased the release of IL-1, IL-12, TNF-a and IFNy from LPS-
stimulated human peripheral blood mononuclear cells [29,30]. TSA treatment was also
reported to prevent the expression of IL-8 in Caco-2 cells [47] and of IL-12 in lung
epithelial cells stimulated with LPS [48]. In vivo, SAHA dose-dependently reduced the
circulating levels of the proinflammatory cytokines TNF-a, IL-1, and IL-6 in an
endotoxemia model [29]. In addition to their anti-inflammatory effects, HDAC inhibitors
display chondroprotective properties. Indeed, we demonstrated here that treatment with
TSA or BA prevents IL-1-induced proteoglycan degradation in cartilage explants.
Moreover, Young et al [49] showed that HDAC inhibitors blocked the induction of several
enzymes responsible for cartilage degradation, including MMP-1, MMP-13, ADAMTS (a
disintegrin and metalloproteinase domain with thrombospondin motifs) -4, -5 and -9 and
prevented cartilage degradation in an explant assay [49]. Together these data suggest that

HDAC inhibitors may prevent cartilage destruction in arthritis. Indeed, HDAC inhibitors
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prevent cartilage damage in models of adjuvant-induced arthritis [50] and autoantibody-
mediated arthritis [51]. Protective effects of HDAC inhibitors on cartilage were also
observed in collagen-induced arthritis models [52].

The transcription factor NF-kB is important in the induction of iNOS and COX-2 by
pro-inflammatory cytokines and stimuli in chondrocytes, and the 5’-flanking regions of
both iNOS and COX-2 genes contain binding sites for NF-xB [39,40]. In the present study,
we demonstrated that IL-1 enhances the binding activity of NF-kB p65. Interestingly,
treatment with TSA or butyrate did not affect the binding activity of NF-kB, suggesting that
HDAC inhibitors influence NF-kB-dependent gene expression down-stream of DNA
binding in chondrocytes. These results are in accordance with previous reports showing that
HDAC inhibitors did not affect the DNA-binding activity of NF-xB in IL-1-stimulated
mesangial cells [41], and Caco-2 cells [47], as well as in LPS-stimulated N9 microglia cells
[43]. In contrast, other groups have reported that HDAC inhibitors reduced the DNA-
binding activity of NF-kB in A549 cells [53] and human colon cell lines [54] treated with
proinflammatory cytokines. Several reasons may explain this dichotomy including the
differences in time exposure to HDAC inhibitors and the model used.

There are a number of potential mechanisms by which HDAC inhibitors could
inhibit IL-1-induced iNOS and COX-2 expression. First, HDAC inhibitors may down-
regulate gene expression by altering local chromatin structure secondary to increased
histone acetylation. Secondly, the suppressive effect of HDAC inhibitors could be mediated
by hyperacetylation of transcription factors or signalling molecules that participate in IL-1-
induced iNOS and COX-2 expression. Finally, gene products induced by HDAC inhibitors

may also interfere with the signalling pathways involved in iNOS and COX-2 expression.



93

Regardless of the exact mechanism by which HDAC inhibitors down-regulate IL-1-induced
NO and PGE, production, these results are very interesting from a pharmacological point of
view since inhibitors of PGE, and NO production are a promising class of compounds with
therapeutic potential for OA.

In conclusion, we have shown that HDAC inhibitors suppress IL-1-induced NO and
PGE,; production, iNOS and COX-2 expression as well as proteoglycan degradation. The
mechanism by which HDAC inhibitors attenuate IL-1-effects is independent of the DNA
binding activity of the transcription factor NF-kB. These data also suggest that HDAC

inhibitors represent a promising new class of compounds in the treatment of OA
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Figure Legends

Fig. 1. HDAC inhibitors TSA and BA prevent IL-1-induced NO and PGE, release
from chondrocytes. Chondrocytes were stimulated with 100 pg/ml IL-1 in the absence or
presence of increasing concentrations of TSA or BA for 24 h. Conditioned media were
collected and analyzed for NO (A) and PGE, (B) release. Results are expressed as
percentage of control (i.e. cells treated with IL-1 alone) and are the mean £ SEM from four

independent experiments. *, p<0.05 compared with cells treated with IL-1 alone.

Fig. 2. TSA and BA suppress TNF-a and IL-17-induced NO and PGE; production
Chondrocytes were treated with TNF-a (1 ng/ml) or IL-17 (100 ng/ml) in the absence or
presence of TSA (250 ng/ml) or BA (10 mM) for 24 h. Culture media were collected and
analyzed for the production of NO (A) and PGE; (B). Results are expressed as mean =+
SEM of three independent experiments. *, p<0.05 compared with cells treated with TNF-a

or [L-17 alone.

Fig. 3. TSA and BA decrease IL-1-induced iNOS and COX-2 protein expression

Chondrocytes were stimulated with 100 pg/ml IL-1 in the absence or presence of increasing
concentrations of TSA (A) or BA (B) for 24 h. Cell lysates were prepared and analyzed for
iNOS and COX-2 protein expression by Western blotting. In the lower panels the blots
were stripped and reprobed with specific anti-f-actin or anti-COX-1 antibodies. The blots

are representative of similar results obtained from four independent experiments.
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Fig. 4. TSA and BA suppress TNF-a and IL-17 iNOS and COX-2 protein expression

Chondrocytes were treated with TNF-a (1 ng/ml) or IL-17 (100 ng/ml) in the absence or
presence of TSA (250 ng/ml) or BA (10 mM) for 24 h. Cell lysates were prepared and
analyzed for iNOS and COX-2 protein expression by Western blotting. In the lower panels,
the blots were stripped and re-probed with specific anti-f-actin or anti-COX-1 antibodies.

The blots are representative of similar results obtained from three independent experiments.

Fig. 5. TSA and BA decrease IL-1-induced iNOS and COX-2 mRNA expression

Chondrocytes were stimulated with 100 pg/ml IL-1 in the absence or presence of increasing
concentrations of TSA or BA for 6 h. Total RNA was isolated, cDNA was synthesized; and
iINOS and COX-2 mRNAs were quantified using real-time PCR. GAPDH gene expression
was used for normalization. The results are expressed as —fold changes considering 1 as the
value of untreated cells. All experiments were performed in triplicate, and negative controls
without template RNA were included in each experiment. The results are expressed as
mean + SEM of four independent experiments. *, p<0.05 compared with cells treated with

IL-1 alone (control).

Fig. 6. TSA and BA suppress IL-1-induced cartilage proteoglycan degradation

Cartilage explants were stimulated with 1 ng/ml IL-1 in the absence or presence of
increasing concentrations of TSA or BA for 72 h. Proteoglycan degradation was assessed
by assaying aliquots of culture media for GAG release. Results are expressed as Ug
GAG/mg cartilage and are the mean + SEM from four independent experiments. *, p<0.05

compared with cells treated with IL-1 alone.
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Figure 7. Effect of TSA and BA on DNA-binding activity of NF-kB

Confluent chondrocytes were treated with IL-1 (100 pg/ml) in the absence or presence of
increasing concentrations of TSA (A) or BA (B) for 1h. Nuclear extracts were prepared and
incubated with a **[P]-labeled oligonucleotide containing the NF-kB sequence. Specificity
of binding was confirmed using 50-molar excess of wild type and mutated unlabeled
oligonucleotides. The supershifted (SS) band is indicated. The autoradiograph shown is

representative of similar results obtained from four independent experiments.



106

Figure 1
A B
20
= >
] =
o 15 S
. 5
3 ®
& 10 £
g (o]
4 &
= =
= 5
1]
-1 -+ o+ + + o+ o+ o+ o+ + IL-1 -+ o+ o+ + o+ o+ o+ o+ o+
TS& (nghml) - - 10 25 100230 - - - - TS54& (ngiml) - - 10 A woz2zs;]o- - - -

B (rb) Somi T e s s o B (mld) SORTRTE SN e g 5y



107

Figure 2

#1]

o n 5
b o

(220 01,20 FAOd

-

=
— L

(31132 o T,T0WTE) SRR

IL-17

IL-17

TEa
BA

T3A
BA



108

Figure 3

A

wos— [
Bractin g m——————
corz—» [ - -
o -

IL-1 . + 4+ + o+ o+
TaA(gm) 0 0 10 25 100 250

B&Ctﬁlm—_ . - |

cox-2 [ -

IL-1 - + 4+ Ak i
Ba(mh) 0 o os 1 5 10



Figure 4

A

wos — [
i - -
THF-& = + ik 4 . 4
IL-17 o wo M ow B by X
TS4 e ww o e e Sbr e
B I

109

CO¥-2—»

COE-1—»

THF-&
IL-17
TaA
Ba

T T
5w odm o w wk ds
A
o =3 i + - _ +



110

Figure 5

=
ow)

COX-2 mRENA levels
(Fold changes)
O3 mBHA levels
(Fold changes)

-1 S S R S T Y IL-1
TS&ingin) - - 10 2% 10280 - - - - T54 (ngiml)
B () - - - - - - 051 5 10 E4 (rabd)



111

Figure 6

2,0

10 ]

Proteoghroan mlease ([Uzf ms)

0,0

-1 - + + + + + + + + +
Tiaingmlh - - 1o 25 100 250 - - - -
B4 (mbl) - - - - - - 05 1 5 1o



112

Figure 7

A B

IL1 . T T IL1 = ok, o koo 3R
TSh(ngml - - 10 25 SO2%0 - - - BAGmM) - - 051 510 - - -
Conpetior - - - - - - wi not - Competiicr - - - - - - wi not-
Aniedy - - - - - - - - 45 dntibady

4— 55
pES — pes —

Free

Free
pobe

piche




113

Article 2

HDAC4 Contributes to IL-1-Induced mPGES-1 Expression in Human Synovial

Fibroblasts through Up-Regulation of Egr-1 Transcriptional Activity

Nadir Chabane, Xinfang Li, and Hassan Fahmi*

*Address: Osteoarthritis Research Unit, Notre-Dame Hospital, CR-CHUM, 1560

Sherbrooke Street East, Pavillon J.A. DeSéve, Y-2628, Montreal, QC, Canada, H2L 4M1.

Tel: 514 890 8000 ext 25119, Fax: 514 412 7583.

Keywords: microsomal Prostaglandin E synthase-1 (mPGES-1), Interleukin-1 (IL-1), Early

growth response factor-1 (Egr-1), histone deacetylase (HDAC).

Publi¢ dans: Journal of Cellular Biochemistry 106:453-463 (2009).

Pour cette deuxieme publication, j’ai réalisé toutes les expériences. J’ai également participé

a ’analyse des résultats, la rédaction et la préparation des figures.



114

ABSTRACT

Microsomal prostaglandin E synthase-1 (mPGES-1) catalyzes the terminal step in the
biosynthesis of PGE,, which contributes to many physiopathological processes. We show
here that inhibitors of histone deacetylase (HDAC) activity, trichostatin A (TSA), butyric
acid (BA) and valproic acid (VA) prevented IL-1-induced mPGES-1 protein expression in
human synovial fibroblasts. TSA also inhibited IL-1-induced mPGES-1 mRNA expression
and promoter activation. Overexpression of HDAC4, but not of HDACI, 2, 3, 5, or 6
enhanced, whereas HDAC4 silencing with small interfering RNA (siRNA) reduced, IL-1-
induced mPGES-1 promoter activation, implying that HDAC4 contributes to mPGES-1
gene expression. Consistently, IL-1-induced mPGES-1 protein expression was prevented
by siRNA for HDAC4. We also demonstrate that IL-1 induced HDAC4 recruitment to the
mPGES-1 promoter. This recruitment was not accompanied by deacetylation of histones
H3 and H4, suggesting that HDAC4 contributes to mPGES-1 induction independently of
local deacetylation of histone H3 and H4. We then investigated whether HDAC4 regulates
mPGES-1 expression by modulating the activity of Egr-1, a key transcription factor in IL-
1-induced mPGES-1 expression. We found that HDAC4 overexpression enhances, whereas
HDAC4 knockdown by siRNA reduces Egr-1-mediated activation of the mPGES-1
promoter. Together these data indicate that HDAC4 contributes to transcriptional induction
of mPGES-1 by IL-1 through a mechanism involving up-regulation of Egr-1 transcriptional

activity.
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INTRODUCTION

The lipid mediator prostaglandin (PG) E, is produced by various cells and has been
implicated in a wide range of physiological and pathological processes including cell
growth, vascular homeostasis, inflammation, pain, arthritis and cancer [Wang and Dubois,
2006; McCoy et al., 2002]. The biosynthesis of PGE, from arachidonic acid requires two
enzymatic activities. Cyclooxygenase (COX) enzymes convert arachidonic acid (AA) into
PGH,; which is in turn isomerized to PGE, by PGE synthase (PGES) enzymes [Smith and
Langenbach, 2001; Tanioka et al., 2000; Murakami et al., 2000]. Two isoforms of the COX
enzyme, COX-1 and COX-2, have been identified. COX-1 is constitutively expressed in
most tissues, whereas COX-2 is inducible by various stimuli including pro-inflammatory
signals [Smith and Langenbach, 2001]. Several PGES have been cloned and characterized
including microsomal PGES-1 (mPGES-1), which was originally named MGST-L-1
(membrane-bound gluthatione S-transferase-1-like-1), mPGES-2, and cytosolic PGES
(cPGES, or the heat shock protein-associated protein p23). cPGES is constitutively
expressed and is functionally coupled with COX-1 to promote immediate PGE, production
[Tanioka et al., 2000]. In contrast, mPGES-1 is markedly up-regulated by inflammatory or
mitogenic stimuli and functionally coupled with COX-2 for delayed PGE, production
[Murakami et al., 2000]. mPGES-2 is constitutively expressed in various cells and tissues
and can be coupled with both COX-1 and COX-2 [Murakami et al., 2003].

The expression of mPGES-1 is up-regulated in several cell types after treatment
with pro-inflammatory stimuli such as interleukin-1 (IL-1) and tumor necrosis factor-o
(TNF-0) and is down-regulated by anti-inflammatory glucocorticoids [Murakami et al.,

2000; Stichtenoth et al., 2001]. The transcriptional induction of mPGES-1 is primarily
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controlled by Egr-1 through two Egr-1 binding motifs located in the proximal region of the
mPGES-1 promoter [Naraba et al., 2002; Subbaramaiah et al., 2004; Cheng et al., 2004].
The importance of mPGES-1 in induced PGE, production was evidenced in studies using
mPGES-1 deficient mice. In these mice, induced PGE, production was almost completely
abrogated [Boulet et al., 2004; Uematsu et al., 2002; Trebino et al., 2003; Engblom et al.,
2003]. Importantly, mPGES-1 deficiency was protective in animal models of conditions in
which PGE; has been implicated such as inflammation, pain, arthritis [Trebino et al., 2003;
Kamei et al., 2004], pyresis [Engblom et al., 2003], bone loss [Inada et al., 2006], stroke
[Ikeda-Matsuo et al., 2006], and atherogenesis [Wang et al., 2006], which implies that
mPGES-1 is a potential target for therapeutic intervention.

The reversible acetylation of histone proteins plays a critical role in the control of
gene transcription [Jenuwein and Allis, 2001; Urnov, 2003]. In general, acetylation which
is catalyzed by histone acetyltransferases (HATSs) is associated with transcription activation
through relaxed chromatin structure. In contrast, histone deacetylation by deacetylases
(HDAC:S) is associated with transcription repression via chromatin condensation [Jenuwein
and Allis, 2001;Urnov, 2003]. However, emerging evidence indicates that gene regulation
by acetylation/deacetylation is more dynamic and complex, and that HATs can act as
repressors and HDACs as activators. For instance, HDAC inhibitors were reported to
prevent the inducible expression of several genes including IL-1, IL-2, IL-8, IL-12, TNF-a,
Id-1, and a number of IFN « and y responsive genes [Leoni et al., 2002; Leoni et al., 2005;
Koyama et al., 2000; Huang et al., 1997; Xu et al., 2003; Nusinzon and Horvath, 2003;
Klampfer et al., 2004; Chang and Pikaard, 2005]. Moreover, global analysis of gene

expression showed that inhibition of HDAC activity can result in the induction of gene
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expression [Chambers et al., 2003; Mariadason et al., 2000; Chang and Pikaard, 2005; Reid
et al., 2005]. In addition, genome-wide genetic studies with yeast clearly demonstrated that
HDAC:Ss also participate in transcriptional activation [Bernstein et al., 2000; Nawaz et al.,
1994; Vidal and Gaber, 1991], and gene profiling experiments have identified many
Drosophila genes that are activated by overexpression of individual HDACs [Cho et al.,
2005]. HATs and HDACs were also reported to impact gene expression by modulating the
activity of a variety of signalling proteins and transcription factors such as C/EBPf [Xu et
al., 2003], HIF- a [Kato et al., 2004; Qian et al., 2006], and GR [Qiu et al., 2006] STAT1
[Klampfer et al., 2004], STAT2 [Nusinzon and Horvath, 2003], and STATS [Xu et al.,,
2003], adding another layer of complexity to the process.

In this report we have shown that HDAC inhibitors prevent IL-1-induced mPGES-1
expression in human synovial fibroblasts. HDAC4 overexpression enhances, whereas
HDAC4 knock-down abrogates, IL-1-mediated activation of the mPGES-1 promoter,
suggesting that HDAC4 participates in mPGES-1 transcription. Accordingly, HDAC4
silencing reduces IL-1-induced mPGES-1 protein expression. Moreover, HDAC4 is
recruited to the mPGES-1 promoter in the presence of IL-1. Surprisingly, this recruitment
was not associated with local histone deacetylation of histone H3 and H4. We also show
that HDAC4 overexpression enhances, whereas HDAC4 silencing reduces, Egr-1-mediated
activation of the mPGES-1 promoter. These findings indicate that HDAC4 contributes to
mPGES-1 expression via a mechanism involving enhancement of Egr-1 transcriptional

activity.
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MATERIALS AND METHODS

REAGENTS AND ANTIBODIES

Human recombinant (rh) IL-1p was obtained from Genzyme (Cambridge, MA). TNF- a
and IL-17 were purchased from R&D Systems (Minneapolis, MN). Trichostatin A (TSA),
Butyric acid (BA), valproic acid (VA), aprotinin, leupeptin, pepstatin, and
phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) were from Sigma-Aldrich Canada (Oakville, ON,
Canada). Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), penicillin and streptomycin,
foetal calf serum (FCS) and Trizol reagent were supplied by Invitrogen (Burlington, ON,
Canada). Plasmid DNA was prepared using a kit from Qiagen (Mississauga, ON, Canada).
FuGene 6 transfection reagent was from Roche Applied Science (Laval, QC, Canada) . The
luciferase reporter assay system was from Promega (Madison, WI). All other chemicals
were purchased from either Sigma-Aldrich or Bio-Rad (Mississauga, ON, Canada). The
following antibodies were used: anti-mPGES-1 (catalog no P9053-28; US Biological,
Swampscott, MA); anti-cPGES (catalog no 160150; Cayman Chemical); anti-Egr-1 (sc-
110; Santa Cruz, Santa Cruz, CA); anti-B-actin (sc-7210; Santa Cruz); anti-Flag (catalog no
F3165; Sigma); anti-HDACI1 (catalog no 06-720; Upstate/Millipore, Lake Placid, NY);
anti-HDAC2 (catalog no 05-814; Upstate/Millipore); anti-HDAC3 (catalog no 07-522;
Upstate/Millipore); anti-HDAC4 (catalog no 2072; Cell Signaling); anti-HDACS (catalog
no 2082; Cell Signaling); anti-HDAC6 (catalog no 2162; Cell Signaling). Antiacetyl
histone H3 antibodies (catalog no 06-599; Upstate/Millipore) were generated against the
peptide ARTKQTAR[K*]STGG[K*]APRKQLC, and antiacetyl histone H4 antibodies

(catalog no 06-866; Upstate/Millipore) were generated against the peptide
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AGG[K*]GG[K*|GMG[K*]VGA[K*]RHSC where [K*] denotes acetylated lysine

residues.

SPECIMEN SELECTION AND CELL CULTURE

Human synovial fibroblasts (HSF) were isolated from synovial membranes obtained from
osteoarthritic (OA) patients undergoing total knee replacement. All OA patients were
evaluated by a certified rheumatologist and diagnosed based on criteria developed by the
American College of Rheumatology Diagnostic Subcommittee for OA. Briefly, synovial
fibroblasts were released by sequential enzymatic digestion with 1 mg/ml pronase (Roche
Applied Science) for 1 h followed by a 6 h incubation with 2 mg/ml collagenase (Type IA,
Sigma) at 37 °C in DMEM supplemented with 10% heat-inactivated FCS, 100 units/ml
penicillin and 100 pg/ml streptomycin. The cells were seeded in tissue culture flasks and
cultured until confluence in DMEM supplemented with 10% FCS and antibiotics at 37 °C
in a humidified atmosphere of 5% CO,/ 95% air. Only cells between passages 3 and 7 were

used.

WESTERN BLOT ANALYSIS

Cells were lysed in ice-cold lysis buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, 2 mM
EDTA, 1 mM PMSF, 10 pug/ml each of aprotinin, leupeptin and pepstatin, 1% NP-40, 1
mM sodium orthovanadate (Na;VOy), and 1 mM NaF). Lysates were sonicated on ice and
centrifuged at 12000 rpm for 15 min. The protein concentration of the supernatant was
determined using the bicinchoninic acid method (Pierce). Twenty ug of cell lysate was

subjected to SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and electrotransferred to a
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nitrocellulose membrane (Bio-Rad). After blocking in 20 mM Tris-HCI, pH 7.5, containing
150 mM NaCl, 0.1% Tween 20, and 5% (w/v) non-fat dry milk, blots were incubated
overnight at 4°C with primary antibodies and washed with wash buffer (TBS pH 7.5, with
0.1% Tween 20). The blots were then incubated with horseradish peroxidase-conjugated
secondary antibody (Pierce), washed again, incubated with SuperSignal Ultra
Chemiluminescent reagent (Pierce) and finally exposed to Kodak X-Omat film (Eastman

Kodak Ltd).

PGE; ASSAYS

At the end of the incubation period, the culture medium was collected and stored at — 80°
C. Levels of PGE; were determined using a PGE, enzyme immunoassay kit from Cayman
Chemical (Ann Arbor, MI). The detection limit and sensitivity was 9 pg/ml. All assays

were performed in duplicate.

RNA EXTRACTION AND ¢cDNA SYNTHESIS

Total RNA was isolated from HSF using the TRIzol reagent (Invitrogen), and dissolved in
20 ul of diethylpyrocarbonate (DEPC)-treated-H,O. One pg of total RNA was treated with
RNase-free DNase and reverse-transcribed using Moloney Murine Leukemia Virus reverse
transcriptase (Fermentas) as detailed in the manufacturer’s guidelines. One-fifth of the
reverse transcriptase reaction was analyzed by real-time PCR as described below. The
following primers were used: mPGES-1: sense 5’-GAAGAAGGCCTTTGCCAAC-3’ and
antisense 5’-GGAAGACCAGGAAGTGCATC-3’; cPGES : sense 5’-

GCAAAGTGGTACGATCGAAGG-3’ and antisense 5’-
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TGTCCGTTCTTTTATGCTTGG-3’; and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH): sense 5-CAGAACATCATCCCTGCCTCT-3> and antisense  5°-

GCTTGACAAAGTGGTCGTTGAG -3°.

REAL-TIME PCR

Real-time PCR analysis was performed in a total volume of 50 pl containing cDNA
template, 200 nM of sense and antisense primers and 25 ul of SYBR® Green master mix
(Qiagen). Incorporation of SYBR® Green dye into PCR products was monitored in real
time using a Gene Amp 5700 sequence detector (Applied Biosystems) allowing
determination of the threshold cycle (Cr) at which exponential amplification of PCR
products begins. After incubation at 95 °C for 10 min to activate the AmpliTaq Gold
enzyme, the mixtures were subjected to 40 amplification cycles (15 s at 95 °C for
denaturation and 1 min for annealing and extension at 60 °C). After PCR, dissociation
curves were generated with one peak indicating the specificity of the amplification. A
threshold cycle (Cr value) was obtained from each amplification curve using the software
provided by the manufacturer (Applied Biosystems). Data were expressed as —fold changes
relative to control conditions (unstimulated cells) using the AACt method as detailed in the
manufacturer’s guidelines (Applied Biosystems). A ACr value was first calculated by
subtracting the Cr value for the housekeeping gene GAPDH from the Cr value for each
sample. A AACt value was then calculated by subtracting the ACt value of the control from
the ACr value of each treatment. Fold changes compared with the control (unstimulated

cells) were then determined by raising 2 to the AACt power. Each PCR reaction generated
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only the expected specific amplicon as shown by the melting-temperature profiles of the
final product and by gel electrophoresis of test PCR reactions. Each PCR was performed in

triplicate on two separate occasions from at least three independent experiments.

TRANSIENT TRANSFECTION

The mPGES-1 promoter construct (-538/-28) was provided by Dr. Terry Smith (University
of California, Los Angeles). Flag-tagged expression vectors for HDACI, 5 and 6 were
donated by Dr. Stuart Schreiber (Howard Hughes Medical Institute, Cambridge) and
HDAC2 and 3 by Dr. Edward Seto (H. Lee Moffitt Cancer Center, Tampa). The flag-
tagged expression vectors for wild type HDAC4 and a mutant HDAC4 that lacks
deacetylase activity were a kind gift from Dr. Xiang-Jiao Yang (McGill University,
Montreal, Quebec, Canada). Egr-1 expression vector was provided by Dr. Yuqing Chen
(Morehouse School of Medicine, Atlanta). A B-galactosidase reporter vector under the
control of SV40 promoter (pSV40-B-gal) was from Promega. siRNA for HDACI, 2, 3, 4, 5,
6, or scrambled control were obtained from Dharmacon.

Transient transfection experiments were performed using FuGene-6 Transfection reagent
(Roche Applied Science) according to the manufacturer’s recommended protocol. Briefly,
HSF were seeded 24 h prior to transfection at a density of 3.10° cells/well in 12 well plates
and transiently transfected with 1 pug of the mPGES-1 promoter construct and 0.5 pg of the
internal control pSV40-B-galactosidase. Six hours later, the medium was replaced with
DMEM containing 1% FCS. At 1 day after transfection, the cells were treated or not with
IL-1 in the absence or presence of TSA for 18 h. In the overexpression experiments, the

amount of transfected DNA was kept constant by using the corresponding empty vector. In
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some assays, HSF were co-transfected with 200 nM of HDAC4 siRNA or scrambled
control. At the end of the indicated treatment, the cells were washed twice in ice-cold PBS
and extracts were prepared for luciferase reporter assay or Western blot analysis. Luciferase
activity was normalized for transfection efficiency using the corresponding -galactosidase

activity [Cheng et al., 2004].

CHROMATIN IMMUNOPRECIPITATION (ChIP) ASSAY

The ChIP experiments were performed according to the ChIP protocol provided by
Upstate/Millipore. Following treatment, the cells were crosslinked with 1% formaldehyde
for 10 min at room temperature. The fixed cells were washed twice with ice-cold
phosphate-buffered saline containing protease inhibitors and then lysed for 10 min at 1x10°
cells/200 ul of SDS lysis buffer (50 mM Tris-Cl (pH 8.0), 0.5% SDS, 100 mM NaCl, 5 mM
EDTA) plus protease inhibitors. The chromatin samples were sonicated to reduce DNA
length to 200-500 bp. Twenty Ul of the supernatant were saved as the input DNA and the
remainder was diluted 1:10 in ChIP dilution buffer (0.01% SDS, 1.1% Triton X-100, 1.2
mM EDTA and 16.7 mM Tris-Cl) containing protease inhibitors. The chromatin samples
were precleared with a salmon sperm DNA/protein A-agarose 50% gel slurry (Upstate
Biotechnology Inc.) for 3 h. The samples were then immunoprecipitated overnight at 4°C
with antibodies specific for either HDAC4, acetylated H3, or acetylated H4 (Upstate
Biotechnology, Inc.). As negative controls, cross-linked chromatin was incubated overnight
with control Ig or in the absence of antibody. Immune complexes were recovered by
addition of salmon sperm DNA/protein A-agarose slurry for 2 h at 4°C. The immune

complexes were sequentially washed three times each (5 min on a rotating platform), with
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low salt, high salt, lithium chloride, and Tris/EDTA buffers, and eluted twice with 250 ul
1% SDS, 0.1 M NaHCOs for 15 min. The eluted material and the DNA input samples were
heated for 4 h at 65°C to reverse cross-linking. The samples were treated with 40 pug/ml
DNase-free proteinase K for 1 h at 45°C, extracted with phenol-chloroform-isoamyl alcohol
and chloroform, and ethanol precipitated in the presence of 20 ug of glycogen. Pellets were
suspended in 25-30 pl H,O and subjected to PCR analysis. The primer sequences used
were: mPGES-1 promoter sense 5’-CCCGGAGACTCTCTGCTTC-3" and antisense 5’-
TCAACTGTGGGTGTGATCAGC-3’; COX-2 sense 5’-
AGAAAAGACATCTGGCGGAAAC-3’ and antisense 5-

TATGACAATTGGTCGCTAACCG-3’

STATISTICAL ANALYSIS
All results were calculated as the mean = SEM of independent experiments. Statistics were

analyzed using Student’s 2-tailed t-test. p values less than 0.05 were considered significant.
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RESULTS

HDAC INHIBITION PREVENTS IL-1-INDUCED mPGES-1 EXPRESSION

To examine the role of HDACs in IL-1-induced mPGES-1 expression in HSF, cells were
stimulated with IL-1 in the absence or presence of increasing concentrations of trichostatin
A (TSA) and the expression of mPGES-1 was evaluated by Western blotting. As shown in
Fig. 1A, TSA inhibited IL-1-induced mPGES-1 expression in a dose-dependent manner. In
contrast, the expression of cPGES was not affected by these treatments. To rule out
nonspecific effects of TSA, we tested two additional HDAC inhibitors, butyric acid (BA)
and valproic acid (VA). Treatment of HSF with BA and VA also prevented IL-1-induced
mPGES-1 expression in a dose-dependent manner (Fig. 1B, C). To determine whether the
inhibitory effect of HDAC inhibitors was specific to IL-1, we assessed their effects on
TNF-a and IL-17-induced mPGES-1 expression. Interestingly, TSA prevented the
induction of mPGES-1 expression by both TNF-a and IL-17 (Fig. 1D), indicating that its
effect was not restricted to IL-1. Taken together, these results suggest that HDAC activity is

required for induced mPGES-1 expression.

HDAC INHIBITION PREVENTS IL-1-INDUCED mPGES-1 EXPRESSION AT
THE TRANSCRIPTIONAL LEVEL

To understand the molecular mechanisms by which HDAC inhibition prevented IL-1-
induced mPGES-1 expression we analyzed the effect of TSA on IL-1-induced mPGES-1
mRNA expression by real-time PCR. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

(GAPDH) was used for normalization. Treatment with IL-1 increased mPGES-1 mRNA
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expression ~7-fold (Fig. 2A), an effect that was dose-dependently suppressed by TSA (Fig.
2A). These data suggest that TSA suppressed IL-1-induced mPGES-1 expression through a
transcriptional mechanism. To verify this, we performed transient transfection experiments.
HSF were transfected with the human mPGES-1 promoter-luciferase reporter gene and
stimulated with IL-1 in the absence or presence of TSA. The results in Fig. 2B show that
IL-1 activates the mPGES-1 promoter and this activation was dose-dependently reduced by
TSA. This suggests that the suppressive effect of TSA on IL-1-induced mPGES-1 takes

place, at least in part, at the transcriptional level.

HDAC4 CONTRIBUTES TO IL-1-INDUCED mPGES-1 EXPRESSION

To define which HDAC is important in IL-1-induced mPGES-1 transcription, we examined
the effect of elevated expression of individual HDAC on IL-1-mediated activation of the
mPGES-1 promoter. HSF were co-transfected with the mPGES-1 promoter and increasing
concentrations of expression vectors that encode HDACI, 2, 3, 4, 5 or 6, and 24 h post-
transfection the cells were stimulated with IL-1 for an additional 18 h. Overexpression of
HDAC4 dose-dependently enhanced IL-1-mediated activation of the mPGES-1 promoter
(Fig. 3A). In contrast, overexpression of HDACI, 2, 3, 5 and 6 had no significant effect on
mPGES-1 promoter activation by IL-1 (Fig. 3A). These data demonstrate that HDAC4
plays an essential role in IL-1-induced mPGES-1 promoter activation.

Next, we evaluated the impact of endogenous HDAC4 silencing by small interfering RNA
(siRNA) on IL-1-mediated activation of the mPGES-1 promoter. HSF were co-transfected
with the mPGES-1 promoter and scrambled control siRNA or siRNA for HDACI, 2, 3, 4,

5, or 6 and after 24 h of transfection, the cells were stimulated with IL-1 for 18 h. As shown
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in Fig. 3B, transfection with HDAC4 siRNA reduced IL-1-induced mPGES-1 promoter
activity by more than 75%, whereas transfection with control scrambled siRNA or siRNA
for HDACI, 2, 3, 5, or 6 had no effect. Immunoblotting demonstrated that transfection with
each siRNA resulted in a marked reduction in protein levels of the corresponding HDAC,
but did not affect the levels of other HDACs (Fig. 3B, lower panel), indicating the
specifcity and selectivity of the siRNA used. Together, these results indicate that HDAC4 is
needed for IL-1-induced mPGES-1 transcription

To determine whether the effect of HDAC4 requires its deacetylase activity, we tested a
mutant version of HDAC4 that lacks deacetylase activity (HDAC4-H803L). Substitution of
a histidine for a lysine residue at position 802 resulted in complete loss of deacetylase
activity [Wang et al., 1999]. As shown in Fig. 4A, HDAC4 increased IL-1-induced
mPGES-1 promoter activity in a dose-dependent manner, whereas the deacetylase-deficient
HDAC4 mutant had no significant effect on mPGES-1 promoter activity, suggesting that
deacetylase activity is needed for HDAC4 to enhance IL-1-induced mPGES-1 promoter
activation. Transfected HDAC4 and HDAC4-H803L were expressed at comparable levels
as revealed by Western blotting (Fig. 4A, lower panel). Treatment with TSA dose-
dependently attenuated the enhancing effect of HDAC4 on IL-1-mediated activation of the
mPGES-1 promoter (Fig. 4B), confirming the requirement of deacetylase activity for the
effect of HDAC4 on IL-1-induced mPGES-1 promoter activation.

To further characterize the role of HDAC4 in IL-1-induced mPGES-1 protein expression
and activity, we analyzed the effect of HDAC4 siRNA on IL-1-induced mPGES-1 protein
expression and PGE, production. HSF were transfected with scrambled control siRNA or

siRNA for HDACI, 2, 3, 4, 5, or 6 and then treated or not with IL-1 for 20 h. As shown in
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Fig. 5, siRNA for HDAC4 reduced IL-1-induced mPGES-1 expression and PGE2
production by as much as 80-85%. In contrast, control siRNA or siRNA for HDACI, 2, 3,
5, or 6 had no effect. Each siRNA reduced the level of the corresponding HDAC without
affecting the levels of other HDACs (Fig. 5). Together, these data clearly show that

HDAC4 is required for IL-1-induced mPGES-1 protein expression.

IL-1 INDUCES HDAC4 RECRUITMENT TO THE mPGES-1 PROMOTER
WITHOUT CONCOMITANT DEACETYLATION OF HISTONE H3 AND H4

Next we performed chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays to determine whether IL-
1 promotes HDAC4 recruitment to the mPGES-1 promoter. As shown in Fig. 6A, treatment
with IL-1 induced the binding of HDAC4 to the proximal region of the mPGES-1
promoter. No PCR products were obtained with control rabbit IgG (data not shown). Thus,
IL-1 induced HDAC4 recruitment to the mPGES-1 promoter in vivo. Given that histones
H3 and H4 are important targets of HDAC, we assessed whether IL-1-induced HDAC4
recruitment to the mPGES-1 promoter correlates with local histone deacetylation. The
status of histone acetylation at the mPGES promoter was analyzed using ChIP assays with
antibodies against both acetylated histones H3 and H4. Acetylated histones H3 and H4
were readily detected at the mPGES-1 promoter. Unexpectedly, and despite the fact that IL-
1 induced HDAC4 recruitment to the mPGES promoter, treatment with IL-1 had no effect
on the level of acetylated histones H3 and H4 at the mPGES-1 promoter (Fig. 6B). As
previously reported [Farrajota et al., 2005; Nie et al., 2003; Miao et al., 2004] we found that
IL-1 enhances the levels of histone H3 and H4 acetylation at the COX-2 promoter (Fig.

6C), confirming the suitability of each antibody for ChIP assays. Together, these data
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indicate that the IL-1-induced mPGES-1 expression does not involve deacetylation of
histones H3 and H4 at the analyzed region of this gene promoter and suggest that
deacetylation of histones H3 and H4 is not the major mechanism by which HDAC4

contributes to mPGES-1 expression.

HDAC4 IS REQUIRED FOR EGR-1-MEDIATED ACTIVATION OF THE mPGES-
1 PROMOTER

We have previously shown that IL-1 induces Egr-1 expression in HSF [Cheng et al., 2004].
Moreover, Egr-1 is known to play a crucial role in mPGES-1 transcription [Naraba et al.,
2002; Subbaramaiah et al., 2004]. To evaluate the involvement of this transcription factor
in IL-1-induced mPGES-1 expression in HSF, cells were transfected with a control or Egr-1
siRNA and then treated with IL-1 for 1 or 20 h. As shown in Fig. 7, Egr-1 siRNA almost
completely blocked IL-1-induced Egr-1 and mPGES-1 expression as well as PGE;
production. These results clearly show that Egr-1 is crucial for IL-1-induced mPGES-1
expression in HSF.

HDAC: are also known to regulate transcription by modulating the activity of transcription
factors [Xu et al., 2003; Kato et al., 2004; Qian et al., 2006; Qiu et al., 2006; Klampfer et
al., 2004; Nusinzon and Horvath, 2003]. Therefore, we hypothesized that HDAC4 may
contribute to IL-1-induced mPGES-1 expression by enhancing Egr-1 activity. To test this
hypothesis, HSF were co-transfected with the mPGES-1 promoter and an expression vector
for Egr-1 together with increasing concentrations of vectors encoding for HDACI, 2, 3, 4, 5
or 6. As shown in Fig. 8A, overexpression of Egr-1 caused a strong increase in the mPGES-

1 promoter activity. Interestingly, co-transfection with HDAC4 further enhanced Egr-1-
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mediated activation of the mPGES-1 promoter. In contrast, overexpression of HDACI, 2,
3, 5, and 6 had no effect on Egr-1-mediated activation of the mPGES-1 promoter. These
results strongly implicate HDAC4 as a critical positive coactivator of Egr-1-dependent
activation of the mPGES-1 promoter. This effect of HDAC4 appears to require its
deacetylase activity since TSA dose-dependently suppressed the enhancing effect of
HDAC4 (Fig. 8B) and the deacetylase-deficient HDAC4 mutant failed to enhance Egr-1-
mediated activation of the mPGES-1 promoter (Fig. 8C).

Next, we examined the effect of silencing endogenous HDAC4 on Egr-1-dependent
activation of the mPGES-1 promoter. HSF were co-transfected with the mPGES-1
promoter and an expression vector for Egr-1 together with HDAC4 siRNA or scrambled
control siRNA. As shown in Fig. 8D, overexpression of Egr-1 strongly activated the
mPGES-1 promoter and this effect of Egr-1 was reduced by ~75% in the presence of
HDAC4 siRNA. In contrast, transfection with control siRNA did not affect Egr-1-induced
mPGES-1 promoter activation. The effectiveness of HDAC4 siRNA in down-regulating
HDAC4 expression was documented by densitometry analysis showing that HDAC4 levels
were reduced by as much as 70% 1in cells transfected with HDAC4 siRNA when compared
to cells transfected with control siRNA.These findings suggest that HDAC4 is required for

Egr-1-mediated mPGES-1 promoter activation.
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DISCUSSION

In this report we have shown that deacetylase inhibition prevents IL-1-induced mPGES-1
expression in HSF. HDAC4 overexpression enhanced, whereas HDAC4 silencing by
siRNA reduced, IL-1-mediated activation of the mPGES-1 promoter. IL-1-induced
mPGES-1 protein expression was also prevented by HDAC4 siRNA. Using ChIP analysis,
we demonstrated that HDAC4 is recruited to the mPGES-1 promoter in the presence of IL-
1, but without concomitant local deacetylation of histones H3 and H4. HDAC4
overexpression enhances, whereas HDAC4 knockdown, reduces Egr-1-mediated activation
of the mPGES-1 promoter. Together, these data indicate that HDAC4 contributes to IL-1-
induced mPGES-1 expression through a mechanism that involves up-regulation of Egr-1
transcriptional activity.

Our current data show that inhibitors of HDAC activity, including TSA, butyric acid and
valproic acid, prevent IL-1-induced mPGES-1 protein expression, suggesting that a
deacetylase activity is required for IL-1-induced mPGES-1 expression. The repressive
effect of TSA on IL-1-induced mPGES-1 expression occurred at the transcriptional level,
as determined by real-time RT-PCR analysis and transient transfection assays.
Interestingly, the induction of mPGES-1 expression by TNF-a and IL-17 was also inhibited
by HDAC inhibitors, suggesting that the requirement for deacetylase activity might be a
general mechanism involved in mPGES-1 expression.

Analysis of individual HDAC family members revealed that overexpression of HDAC4
enhanced IL-1-induced mPGES-1 promoter activation, while HDACI, 2, 3, 5 and 6 had
little or no effect. Moreover, siRNA-mediated HDAC4 silencing reduced IL-1-induced

mPGES-1 promoter activation, suggesting that HDAC4 contributes to IL-1-induced
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mPGES-1 expression. Indeed, HDAC4 siRNA strongly reduced IL-1-induced mPGES-1
protein expression. These data suggest that HDACs can function not only as transcription
repressors, but also as transcription activators. This is supported by the current finding as
well as data from several studies. For example, treatment with HDAC inhibitors prevents
the expression of several genes including IL-1, IL-2, IL-8, IL-12, TNF-a, Id-1, and a
number of [FNa and 7y responsive genes [Leoni et al., 2002; Leoni et al., 2005; Koyama et
al., 2000; Huang et al., 1997; Xu et al., 2003; Nusinzon and Horvath, 2003; Klampfer et al.,
2004; Chang and Pikaard, 2005]. Furthermore, gene profiling studies have identified many
genes that are activated by overexpression of individual HDAC:s in yeast [Bernstein et al.,
2000], Drosophila [Cho et al., 2005], and mammalian cells [Zupkovitz et al., 2006].
Therefore, HDACs, besides their well-documented role as transcription repressors, may
also function as positive regulators of gene expression.

Furthermore, we showed by ChIP assays that HDAC4 is recruited to the mPGES-1
promoter when the cells are stimulated with IL-1. Surprisingly, HDAC4 recruitment does
not correlate with deacetylation of histones H3 or H4 at the mPGES-1 promoter, suggesting
that local deacetylation of histones H3 and H4 is not the primary mechanism by which
HDAC4 contributes to IL-1-induced mPGES-1 expression.

In addition to histones, HDACs have been shown to modulate gene expression by
enhancing the activity of several transcription factors such as C/EBPP [Xu et al., 2003],
HIF-a, [Kato et al., 2004; Qian et al., 2006], GR [Qiu et al., 2006], STAT1 [Klampfer et al.,
2004], STAT2 [Nusinzon and Horvath, 2003], and STATS [Xu et al., 2003]. Therefore, it is
possible that HDAC4 contributes to IL-1-induced mPGES-1 expression by increasing Egr-

1-dependent transcriptional activity. Indeed, overexpression of HDAC4 enhanced, whereas



133

silencing of endogenous HDAC4 by siRNA, reduced Egr-1-mediated activation of the
mPGES-1 promoter. This is the first evidence that HDAC4 up-regulates Egr-1
transcriptional activity in HSF. Taken together, these data suggest that HDAC4 contributes
to IL-l-induced mPGES-1 expression through a histone deacetylation-independent
mechanism that involves up-regulation of Egr-1 transcriptional activity.

The molecular mechanism by which HDAC4 promotes transcriptional activity of Egr-1
remains undefined but it may include modulation of the acetylation level of Egr-1 itself.
Indeed, Yu et al reported that the acetylation status of Egr-1 appears to modulate its
activity. Acetylated Egr-1 activates growth and survival genes, while nonacetylated Egr-1
activates genes involved in apoptosis [Yu et al., 2004]. Egr-1 transcriptional activity
involves structural and functional cooperativity (positive and negative) with numerous
transcription or regulatory factors [Mouillet et al., 2004; Tsai et al., 2000; Barthel et al.,
2003; Svaren et al., 1996]. Therefore, it also is possible that HDAC4 regulates Egr-1
activity through deacetylation of co-factors involved in Egr-1 transcriptional response.
Additional molecular and biochemical studies are needed to understand the detailed
mechanism by which HDAC4 regulates Egr-1 transcriptional activity.

The realization that HDAC4 contributes to mPGES-1 expression has potentially important
implications for a variety of human disorders associated with increased mPGES-1 levels,
such as arthritis [Westman et al., 2004; Li et al., 2005] inflammatory bowel disease
[Subbaramaiah et al., 2004] atherosclerosis [Gomez-Hernandez et al., 2006] and
tumorogenesis [Kamei et al., 2003]. Thus, strategies to suppress mPGES-1 expression by

inhibiting HDAC4 activity would be predicted to have therapeutic values.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. HDAC inhibition suppressed IL-1-induced mPGES-1 expression. HSF were
stimulated with 100 pg/ml IL-1 in the absence or presence of increasing concentrations of
TSA (A), VA (B), or BA (C) for 20 h. D, HSF were treated with 1 ng/ml TNF-a or 100
ng/ml IL-17 in the absence or presence of TSA (250 ng/ml) for 20 h. Cell lysates were
prepared and analyzed for mPGES-1 protein expression by Western blotting. In the lower
panels the blots were stripped and reprobed with specific anti-cPGES antibody. The blots

are representative of similar results obtained from four independent experiments.

Fig. 2. TSA inhibited IL-1-induced mPGES-1 expression at the transcriptional level.
A, HSF were stimulated with 100 pg/ml IL-1 in the absence or presence of increasing
concentrations of TSA for 8 h. Total RNA was isolated, reverse transcribed into cDNA, and
mPGES-1 levels were quantified using real-time PCR. GAPDH gene expression was used
for normalization. All experiments were performed in triplicate, and negative controls
without template RNA were included in each experiment. B, HSF were co-transfected with
the human mPGES-1 promoter (1 pg/well) and the internal control pSV40-§-galactosidase
(0.5 pg/well) using FuGene 6 transfection reagent. The next day, transfected cells were
treated with IL-1 (100 pg/ml) in the absence or presence of increasing concentrations of
TSA for 18 h. Luciferase activity values were determined and normalized to f-
galactosidase activity. Results are expressed as —fold changes, considering 1 as the value of
untreated cells and represent the mean + SEM of four independent experiments. *p<0.05

compared with cells treated with IL-1 alone (control).
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Fig. 3. HDAC4 contributes to IL-1-induced mPGES-1 promoter activation. A. HSF
were co-transfected with the human mPGES-1 promoter (1 pg/well), the internal control
pSV40-B-gal (0.5 pg/well) and increasing concentrations (0.01, 0.1 and 1 pg/well) of
expression vectors for HDACI, 2, 3, 4, 5, or 6. The total amount of transfected DNA was
kept constant by the addition of the empty vector. The next day, transfected cells were
stimulated with IL-1 (100 pg/ml) for 18 h. Cell extracts were prepared and analyzed for
luciferase activity. Results are expressed as —fold changes, considering 1 as the value of
untreated cells and represent the mean £ SEM of four independent experiments. *p<0.05
compared with cells treated with IL-1 alone (control). B, HSF were co-transfected with the
human mPGES-1 promoter (1 pg/ml), the internal control pSV40-B-gal (0.5 ug/well)
together with 200 nM of control scrambled siRNA or siRNA for HDACI, 2, 3, 4, 5 or 6.
The next day, transfected cells were treated with IL-1 (100 pg/ml) for 18 h. Cell extracts
were prepared and analyzed for luciferase activity. Specific knockdown of each HDAC
isoform was confirmed by Western-blotting using antibodies specific for HDACI, 2, 3, 4, 5

or 6 (lower panel).

Fig. 4. HDAC4-mediated enhancement of IL-1-induced mPGES-1 promoter activation

requires deacetylase activity. HSF were co-transfected with the human mPGES-1
promoter (1 pg/well), the internal control pSV40-B-gal (0.5 pg/well) and increasing

concentrations (0.01, 0.1, 1 and 2 pg/well) of an expression vector for HDAC4 (HDAC4-
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WT) or HDAC mutant that lack deacetylase activity (HDAC4-H803L). The total amount of
transfected DNA was kept constant by the addition of the empty vector. The next day,
transfected cells were stimulated with IL-1 (100 pg/ml) for 18 h. Results are expressed as —
fold changes, considering 1 as the value of untreated cells and represent the mean + SEM of
four independent experiments. *p<0.05 compared with cells treated with IL-1 alone
(control). The expression levels of HDAC4 and HDAC4-H803L were analyzed by Western
blotting using an anti-Flag antibody (lower panel)

B. HSF were co-transfected with 1 pg of the human mPGES-1 promoter, 0.5 pug of pSV40-
B-gal, and 1 pg of an expression vector for HDAC4. The total amount of transfected DNA
was kept constant by the addition of the empty vector. The next day, transfected cells were
stimulated with IL-1 (100 pg/ml) in the absence or presence of increasing concentrations of
TSA for 18 h. Results are expressed as —fold changes, considering 1 as the value of
untreated cells and represent the mean £ SEM of four independent experiments. *p<0.05

compared with cells transfected with Egr-1 and treated with IL-1 alone (control).

Fig. 5. HDAC4 is required for IL-1-induced mPGES-1 expression. HSF were
transfected with 200 nM of control scrambled siRNA or siRNA for HDACI, 2, 3, 4, 5, or 6.
At 24 h post-transfection, cells were washed and left untreated or treated with IL-1 for 20 h.
The culture media were collected and PGE, production was determined by EIA (upper
panel). Data are expressed as mean = SEM from four independent experiments. *, p<0.05

compared with cells treated with IL-1B alone (control). Cell lysates were prepared and
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analyzed for the expression level of mPGES-1, cPGES (middle panel), HDACI1, HDAC2,
HDAC3, HDAC4, HDACS, HDACS6 or B-actin (lower panel) proteins by Western blotting.

The blots are representative of similar results obtained from four independent experiments.

Fig. 6. Effect of IL-1 on HDAC4 recruitment and histone acetylation at the mPGES-1
promoter. A, Confluent HSF were treated with 100 pg/ml IL-1 for the indicated time
periods. ChIP assays, coupled with real-time PCR, were performed using a specific anti-
HDAC4 antibody. The results are expressed as fold changes of HDAC4 binding to the
mPGES-1 promoter relative to untreated cells (upper panel) and represent the mean £ SEM
of four independent experiments. No PCR product was detected when a control IgG was
used for immunoprecipitation. B, C, Confluent HSF were treated as in (A) and ChIP assays
were performed using antibodies specific to acetylated histone H3 and H4. The results are
expressed as -fold changes of histones H3 and H4 acetylation at the mPGES-1 (B) or the
COX-2 promoter (C) over untreated cells and represent the mean = SEM of four
independent experiments. For each ChIP assay, the immunoprecipitated DNA was

quantitated in triplicate on two separate occasions. *, p<0.05 compared with untreated cells.

Fig. 7. Effect of Egr-1 siRNA on IL-1-induced mPGES-1 expression in HSF. HSF were
transfected with 200 nM of control scrambled siRNA or Egr-1 siRNA. At 24 h post-
transfection, cells were washed and treated with IL-1 for 1 or 20 h. Cell lysates were

prepared and analyzed for Egr-1, B-actin ( 1h treatment) mPGES-1 and c¢PGES (20 h
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treatment) protein expression by Western blotting. The blots are representative of similar
results obtained from three independent experiments. The upper graph shows the
production of PGE2 in the cultured media of cells transfected with Egr-1 siRNA and treated

with IL-1 for 20 h. Data are expressed as mean = SEM from four independent experiments.

* p<0.05 compared with cells treated with IL-1 alone (control).

Fig. 8. HDAC4 is required for Egr-1-mediated mPGES-1 promoter activation. A, HSF
were co-transfected with 1 pg of the human mPGES-1 promoter, 0.5 ng of pSV40-p-gal,
100 ng of the Egr-1 expression vector and increasing concentrations (0.1, 0.5 and 1 pg/ml)
of expression vectors for HDACI, 2, 3, 4, 5 or 6. The total amount of transfected DNA was
kept constant by addition of the empty vector. Total cell extracts were prepared 40 h after
transfection and analyzed for luciferase activity. Results are expressed as —fold changes,
considering 1 as the value of untreated cells and represent the mean = SEM of four
independent experiments. *p<0.05 compared with cells transfected with Egr-1 alone
(control). B, HSF were co-transfected with 1 pug of the human mPGES-1 promoter, 0.5 ug
of pSV40-B-gal, 100 ng of the Egr-1 expression vector and 1 pg of an expression vector for
HDACA4. The total amount of transfected DNA was kept constant by the addition of the
empty vector. The cells were then left untreated or treated with increasing concentrations of
TSA for 40 h. Total cell extracts were prepared and analyzed for luciferase activity as
indicated above. Results are expressed as —fold changes, considering 1 as the value of

untreated cells and represent the mean £ SEM of four independent experiments. *p<0.05
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compared with cells transfected with Egr-1 and HDAC4 (control). C, HSF were co-
transfected with 1 pg of the human mPGES-1 promoter, 0.5 pug of pSV40-B-gal, 100 ng of

the Egr-1 expression vector and increasing concentrations (0.01, 0.1 and 1 pg/well) of an
expression vector for HDAC4 (HDAC4-WT) or HDAC mutant that lack deacetylase
activity (HDAC4-H803L). The total amount of transfected DNA was kept constant by the
addition of the empty vector. Total cell extracts were prepared 40 h after transfection and
analyzed for luciferase activity. Results are expressed as —fold changes, considering 1 as
the value of untransfected cells and represent the mean = SEM of four independent
experiments. *p<0.05 compared with cells transfected with Egr-1 alone (control). D, HSF
were co-transfected with the human mPGES-1 promoter (1 pg/ml), 0.5 pug of pSV40-p-gal,
100 ng of the Egr-1 expression vector, together with 200 nM of control scrambled siRNA
or HDAC4 siRNA. Total cell extracts were prepared 40 h after transfection for luciferase

activity analysis or for Western blot analysis to evaluate HDAC4 levels.
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Figure 6

50 mPGES-1

)

4,0
3,0
2,0

ge)

&1
5
=
-
&)
<<
2

(Fold chan

1,0

0,0
Time (h) 0 05 1

4 6 2 IR

3

b2

mPGES-1

Relative acetylation of

0,0
Time (h)

6,0 COX-2
50
4,0
3,0
2,0
1,0
0,0




156

Figure 7

20
3
(&
S
> 10
Ujl
() *
(a1

0

MPGES-]1— | S —

CPGES — b = e e o wyy w—

Egr-1 — [+ ——— o —

B-actin ——p ————— —
IL-1 S
Control siRNA = = T F = 2

Egr-1 siRNA - = = - + o+



157

Figure 8

6
. 67
2 R
2% 5] 3
S5 4 524
£% % iz
2% 24 TE 2
~ -
1 1
0 0
—tll el el il ol il Egr-l - + + + + + +
HDAC1 HDAC2 HDAC3 HDAC4 HDAC5 HDACE HDAC4 - - + + + + +
Egr-1 TSA (ng/ml) - - - 10 25100250

3,0

% 20
G
=
£ 10

0,0
Egr-1 T e T I ST S St Egr-1 - + - + = +
Control siRNA - = - + - -
HDAC4 ) WT H803L HDAC4 siRNA - - - - + +

HDACY —p o s s s »

DGl —— e o o— o — — —



158

Discussion

L’arthrose est associée a des changements dans 1’expression de certains génes, qui

aboutit & une augmentation ou a une diminution de leur niveau d’expression. A I’origine de
ces changements, les régulations épigénétiques sont fortement mises en cause. Une
caractéristique importante de ce mode de contrdle est sa réversibilité, ce qui a suscité la
recherche de molécules capables de cibler les enzymes impliquées dans ces processus.
L’acétylation/déacétylation des histones est la modification épigénétique la plus étudiée.
Les enzymes HAT et HDAC catalysent respectivement ces réactions. Les HAT conduisent
en général a I’augmentation du niveau d’expression des genes, en établissant des structures
chromatiques relachées qui favorisent la transcription, alors que les HDAC répriment la
transcription a travers des structures chromatiques compactes qui limitent 1’accessibilité des
¢léments régulateurs en cis au niveau de I’ADN aux facteurs de transcription. Plusieurs
données expérimentales ont montré que I’inhibition de I’activit¢ des HDAC, par les
1IHDAC, peut avoir des effets anti-inflammatoires, aussi bien in vitro qu’in vivo (Dinarello
et al., 2011; Ververis and Karagiannis, 2011). Ces données suggerent que I’induction d’une
hyperacétylation des histones, mais aussi des protéines non histones, est a I’origine de cet
effet anti-inflammatoire. Elles suggerent également que les HDAC peuvent étre mises en
jeu dans I’expression de genes pro-inflammatoires impliqués dans la physiopathologie de
nombreuses maladies ou la composante inflammatoire est importante.
D’un autre co6té, les recherches des deux derni¢res décennies, en particulier celles menées a
I’unité de recherche en arthrose, ont permis de démontrer I’importance des phénomenes
inflammatoires dans le développement de ’OA (Kapoor et al., 2011; Pelletier et al., 1991).
La tendance actuelle assimile I’OA a une maladie inflammatoire locale ou plusieurs
médiateurs inflammatoires sont mis en jeu dans la destruction du cartilage ainsi que dans
les différents changements s’opérant dans les autres tissus articulaires, la MS en particulier
(Sellam and Berenbaum, 2010).

L’objectif de mon projet de recherche a ¢été d’étudier les capacités anti-
inflammatoires des iHDAC au niveau des cellules du cartilage articulaire: les
chondrocytes, et de celles majoritaires de la MS: les fibroblastes synoviaux. Dans ce

projet, nous avons également déterminé les mécanismes moléculaires par lesquels les
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1HDAC exercent leurs actions anti-inflammatoires, ainsi que les HDAC impliquées dans la

régulation de I’expression de la mPGES-1.

Association HDAC/répression versus activation transcriptionnelle.

Nous avons commenceé ce projet par I’analyse de I’effet des iIHDAC sur I’expression
des genes pro-inflammatoires COX-2 et iNOS au niveau des chondrocytes articulaires de
genoux humain OA (Chabane et al., 2008). Nous avons montré (Chabane et al., 2008) que
I’inhibition des HDAC par la TSA et le NaBu, deux des iHDAC les plus utilisés in vitro, au
niveau des chondrocytes OA, conduit a une suppression dose-dépendante de la production
de NO et de la PGE, induite par I’'IL-1B, le TNF-o ou I’IL-17. Ceci démontre que I’effet
des iHDAC utilisés n’est pas IL-1 spécifique et qu’il cible des voies communes impliquées
dans la production de la PGE,; et de NO. Les inhibitions obtenues sont en corrélation avec
la suppression de la synthése protéique des enzymes COX-2 et iNOS. De méme, la TSA et
le NaBu suppriment I’expression des deux enzymes au niveau de I’ARNm, ce qui implique
que ces inhibiteurs agissent au moins au niveau transcriptionnel.

Dans un premier temps, nous pouvons remarquer que ces résultats différent de ce
qui est connu en général quand a ’association acétylation/déacétylation des histones a
I’activation/répression de la transcription respectivement. En effet, ['utilisation d’un
iHDAC devrait en théorie activer 1’expression génique au lieu de la réprimer, puisque
I’inhibition des HDAC favoriserait 1’action des HAT, qui, en acétylant les histones,
permettent 1’ouverture de la chromatine et ainsi la transcription. Cependant, ceci n’est pas
notre cas. En réalité, ce profil de résultats a commencé a étre observé il y a déja une
décennie. Des études avaient montré que la TSA et le NaBu sont capables de supprimer
I’action et la production de cytokines pro-inflammatoires par les cellules épithéliales
coliques (Segain et al., 2000; Yin et al., 2001). Des études de transcriptome ont montré par
la suite qu’il y a autant de génes activés que réprimés, lors d’un traitement de cellules par

des iHDAC (Chambers et al., 2003; Glaser et al., 2003; Peart et al., 2005). La régulation
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des génes par les HAT/HDAC est donc complexe et dynamique avec les HAT qui peuvent
verrouiller I’expression génique, et les HDAC qui peuvent favoriser la transcription.

L’effet suppresseur des iHDAC sur I’expression des enzymes COX-2 et iNOS a
aussi été rapporté dans d’autres études. Ainsi, I’expression de la COX-2 dans une lignée
cellulaire de colon est inhibée par la TSA et le NaBu en présence de TNF-a (Tong et al.,
2005). De méme, I’expression de la COX-2 et la production de la PGE, sont inhibées par la
TSA dans une lignée de cellules stromales endométriales stimulées avec I’'IL-16 (Wu and
Guo, 2007), ainsi que dans les cellules endothéliales vasculaires ombilicales stimulées avec
le LPS (Hsu et al., 2011).

I1 a été rapporté que I’expression de la iNOS et la production de NO sont également
affectées par les iHDAC (Larsen et al., 2007; Lewis et al., 2011). Ainsi, le traitement des
cellules mésengiales murines par la TSA diminue ’activité transcriptionnelle du promoteur
de la iNOS et la production de NO induite par les cytokines ou le LPS (Yu et al., 2002).
Dans une autre étude, I’inhibiteur ITF2357 supprime, aussi bien in vitro qu’in vivo, dans un
modele animal de diabete, la production de NO et I’expression de la iNOS (Lewis et al.,
2011). Un autre iHDAC, MS-275, inhibe I’expression de la iNOS dans un modéle
expérimental de polyradiculonévrite (Zhang et al., 2010).

A partir de ces données, il apparait que les iHDAC induisent des effets anti-inflammatoires,
malgré la diversit¢ des inhibiteurs utilisés, ainsi que celle des stimuli et des modéles
pathologiques. Une explication possible de cette propriétée se trouve au niveau du mode
d’action des iHDAC. Ces derniers sont en effet capables d’agir non seulement sur les
histones, mais aussi sur des protéines non histones, et principalement sur les facteurs de
transcription. Les différents agents inflammatoires cités dans les deux paragraphes
précédents partagent dans leur voie de signalisation plusieurs facteurs de transcription, ce
qui implique que I’inhibition de ces facteurs bloquerait les effets situés en aval dont la
suppression de I’expression des genes cibles, ceux codant pour la COX-2 et la iNOS dans

notre cas.
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A I’inverse de nos résultats, il existe des études qui ont montré que ’induction de la
INOS et la COX-2 par des médiateurs pro-inflammatoires peut étre augmentée par les
iHDAC dont ceux que nous avons utilisés. Ainsi, ’expression de la COX-2 est augmentée
dans les macrophages dérivant de la moelle osseuse de souris stimulés avec le LPS et traités
avec la TSA, le NaBu ou le SAHA (Halili et al., 2010). Les mémes résultats ont été¢ obtenus
dans une autre étude, avec la TSA comme inhibiteur et le LPS comme inducteur (Aung et
al., 2006). D’autres équipes ont également rapportés des situations pareilles avec la iNOS.
Ainsi, la TSA et le SAHA augmentent la production de NO induite par le LPS dans les
cellules mésangiales (Suuronen et al., 2003). De méme, le NaBu augmente 1’expression de
la iNOS et la production de NO dans les cellules épithéliales intestinales traitées avec le
LPS + IFN-y (Stempelj et al., 2007). Ces données sont en accord avec la fonction
répressive attribuée aux HDAC dans le controle de 1I’expression des génes de la COX-2 et
iINOS. En effet, le processus d’acétylation joue un réle important dans I’expression de ces
deux geénes (Farrajota et al., 2005; Granja et al., 2006; Pero et al., 2011).
Ces divergences (association HDAC/répression transcriptionnelle ou HDAC/activation
transcriptionnelle) peuvent résulter des différences dans les concentrations utilisées entre
les différents travaux. En effet, certaines données suggerent que 1’effet anti-inflammatoire
des iIHDAC est obtenu aux faibles concentrations, alors que I’effet pro-inflammatoire
s’observe lorsque des concentrations élevées sont employées. Par exemple, dans 1’étude de
Halili et al. (cf. paragraphe précédent), pour obtenir une surexpression de la COX-2 induite
par le LPS, la TSA a été utilisée a une concentration de 500 nM. Lorsqu’une concentration
de 10 nM est utilisée, il y a absence d’effet sur I’expression de la COX-2 induite par le LPS
(Halili et al., 2010).
Dans notre étude, les concentrations utilisées pour la TSA et le NaBu sont de 250 ng/ml
(~800 nM) et 10 mM respectivement. Des concentrations un peu plus faibles peuvent aussi
avoir un effet suppresseur significatif, mais la suppression est presque totale aux
concentrations maximales. Le NaBu appartient aux iHDAC de la classe des acides gras a

courte chaine aliphatique. Ces derniers sont caractérisés par leur faible puissance d’ou les
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concentrations en mM utilisées. De plus, plusieurs études ont rapporté un effet anti-
inflammatoire pour la TSA lorsque celle-ci est utilisée & des concentrations de quelques
centaines de nM (Larsen et al., 2007; Wu and Guo, 2007; Yamaguchi et al., 2005; Yu et al.,
2002). 11 est donc possible que I’effet anti- ou pro-inflammatoire des iHDAC soit également
dépendant de d’autres facteurs tels que I’inhibiteur utilis¢, le type cellulaire, la pathologie

concernée et 1’agent inducteur.

Effets des iHDAC sur le catabolisme et ’anabolisme.

Les conséquences de la suppression de 1I’expression de la COX-2 et de la iNOS par
les iHDAC peuvent étre multiples. En analysant I’effet de la TSA et de NaBu sur I’activité
pro-catabolique de I’IL-1, nous avons montré que les deux inhibiteurs suppriment d’une
maniére dose-dépendante la dégradation des Pg de la MEC induite par I'IL-1, ce qui
suggere que les iIHDAC que nous avons utilisés sont chondroprotecteurs. Ce résultat est en
accord avec les travaux de Young et al. qui ont montré que la TSA et le NaBu sont capables
de supprimer la perte de Pg et de collageéne induite par les cytokines (IL-10/oncostatine M)
dans une culture d’explants de cartilage nasal bovin (Young et al., 2005).

L’implication de I'IL-18 et des enzymes iNOS et COX-2 dans la dégradation du
cartilage articulaire est bien documentée. Avec les travaux qui ont été effectués ces
derniéres années, il apparait que I’effet protecteur du cartilage conféré par les iHDAC peut
étre direct ou indirect (Hong et al., 2009; Wang et al., 2009; Young et al., 2005). Ainsi, les
iHDAC, en supprimant la production de NO et de la PGE,, réduisent indirectement la
dégradation du cartilage. Il est possible, toujours dans I’effet indirect, qu’en absence de NO
et de la PGE,, on supprime toutes les boucles de rétrocontrdle positives que peuvent avoir
ces molécules entre elles, ainsi qu’avec les cytokines pro-inflammatoires dont I’'IL-18 et le
TNF-a. Il a également été rapporté que les iHDAC peuvent aussi agir sur 1’expression de
ces cytokines ainsi que d’autres cytokines de type inflammatoire. Ainsi, in vitro,
I’expression induite par les TLR (7oll-like receptor) de I’IL-12p40, au niveau protéique et
de PARNm, est fortement inhibée par la TSA ou le SAHA au niveau des cellules
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dendritiques murines (Bode et al., 2007). De méme, la production de I’IL-6 et de TNF-a par
les macrophages synoviaux stimulés par le LPS est supprimée sous ’action de la TSA
(Grabiec et al., 2010). Enfin, le SAHA supprime plus de 50% de la production des
cytokines pro-inflammatoires IL-18, TNF-a, IFN-y et IL-12 au niveau des cellules
mononuclées sanguines stimulées par le LPS (Leoni et al., 2002). In vivo, il a été montré
que le taux des cytokines pro-inflammatoires circulantes IL-18, TNF-a et IL-6 diminue
chez les souris traitées avec le LPS et ayant recu par voie orale le SAHA (Leoni et al.,
2002). L’utilisation d’un autre inhibiteur, ITF2357, réduit de 50% les cytokines pro-
inflammatoires TNF-a et IFN-y, chez les souris traitées avec le LPS (Leoni et al., 2005).

Un effet direct des iHDAC sur les protéases de la MEC a aussi été rapporté. Ainsi, dans une
culture de cellules SW1353 (lignée cellulaire de chondrosarcome) et de chondrocyte
articulaire humain OA, la TSA et le NaBu inhibent 1’expression induite par 1’IL-
1/oncostatine M des MMP-1 et -13, et des ADAMTS-4, -5 et -9 (Young et al., 2005). Les
niveaux protéiques et I’activité enzymatique des MMP-1 et -13 sont également affectés par
ces inhibiteurs. Dans une autre étude, Wang et al. ont montré que la TSA est capable
d’inhiber I’effet inducteur de I'IL-18 et de FGF2 (fibroblast growth factor 2) sur
I’expression des MMP-1, -3 et -13 (Wang et al., 2009).

Les iHDAC possedent donc des effets anti-cataboliques. Quel est leur effet sur
I’anabolisme ? L’action des iHDAC sur I’anabolisme a été examinée dans quelques études
au niveau des chondrocytes. D’aprés ces travaux, I’effet des iHDAC est temps-dépendant.
En effet, alors que certaines études ont montré une activation précoce (4-8h) de
I’expression des genes Col2al (code pour le collagene de type II) et de I’aggrécane en
présence de la TSA (Furumatsu et al., 2005b; Wang et al., 2009), d’autres ont rapporté que
ces geénes sont inhibés a des temps tardifs de culture (>24h) (Huh et al., 2007; Wang et al.,
2009). Entre les deux temps (6h), les iHDAC sont sans effet sur les deux génes (Wang et
al., 2009; Young et al., 2005). Dans une ¢tude de Hong et al., les mémes résultats ont été
obtenus, mais avec des fenétres de temps qui sont décalées (12h (augmentation de

I’expression), 72h (sans effet) et 6 jours (réduction de I’expression) de culture) (Hong et al.,
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2009). 11 est possible que I’inhibiteur utilisé soit a 1’origine de ces différences puisque dans
cette dernicre étude, c’est le NaBu qui est employé. Les auteurs de ce travail suggerent que
les iHDAC, en diminuant les processus cataboliques et anaboliques au niveau du cartilage,

permettent de ralentir le turnover de la MEC, ce qui permet de la préserver.

Effets des iHDAC sur la prolifération et la survie cellulaire.

Les iHDAC sont capables d’induire des effets anti-prolifératif et pro-apoptotique
(Xu et al., 2007). Il est alors raisonnable de se demander si ces effets sont observés lorsque
des cellules articulaires, comme les chondrocytes et les synoviocytes, sont traitées avec les
iHDAC.

L’apoptose des chondrocytes étant augmentée dans ’OA (Kuhn et al., 2004; Zamli
and Sharif, 2011), il est donc important de préserver le lot cellulaire restant pour assurer un
certain renouveélement de la matrice cartilagineuse. Dans nos travaux, nous n’avons pas
observé d’effet sur la survie des chondrocytes ou des fibroblastes synoviaux sous 1’action
de la TSA, NaBu ou VA, ce qui est en accord avec d’autres études. Wang et al. ont montré
que la TSA (200nM) n’induit pas 1’apoptose des chondrocytes, mais posséde des effets
anti-prolifératifs dans une culture de chondrocyte stimulée avec le facteur de croissance
FGF2. L’action favorable a la survie des chondrocytes par le FGF2 n’est pas également
réduite par la TSA. L’effet anti-prolifératif des iHDAC est observé apres 6 jours de culture,
mais non pas a 1 jours ou 3 jours (Wang et al., 2009). Dans une autre étude, il a été rapporté
que le traitement prolongé (>2 semaines) d’une culture de chondrocyte OA par le NaBu
(5mM) conduit a un arrét de la croissance cellulaire, mais sans affecter la viabilité
cellulaire, contrairement a son action pro-apoptotique dans des cultures de lignées
cellulaires tumorales de chondrosarcome, et de sarcome synovial humain (Hong et al.,
2009). De plus, dans notre étude, nous avons également travaillé sur les chondrocytes de
sujets normaux, et nous n’avons pas observé de différence dans la réponse des cellules aux

traitements par les iHDAC par rapport aux chondrocytes OA.



165

L’ensemble de ces données sont en accord avec ce qui est connu dans la littérature quant a
I’arrét de la prolifération cellulaire sous 1’action des iHDAC, aussi bien dans les cellules
normales que dans les cellules transformées, avec une différence dans le temps nécessaire
pour obtenir cet arrét (Xu et al., 2007). L’arrét de la division cellulaire peut étre le résultat
de I’inhibition des kinases dépendantes des cyclines (Hong et al., 2009). L’inhibition de ces
kinases a été observée également dans les fibroblastes synoviaux de patients AR stimulés
avec le depsipeptide (Nishida et al., 2004). Les mécanismes moléculaires de la résistance
relative des cellules normales a I’apoptose sous ’effet des iHDAC sont mal connus. Une
des hypothéses émises est la capacité des iHDAC a induire la protéine TBP-2 (Trx binding
protein-2) dans les cellules tumorales et non pas dans les cellules normales. La TBP-2 est
capable de se lier a la protéine Trx (thioredoxin), un antioxydant capable de capter les ROS
et d’inhiber la protéine inductrice de I’apoptose ASKI1 (apoptosis signaling kinase 1).
L’emploi d’un iHDAC dans les cellules normales, comme il ne conduit pas a une
augmentation de la TBP2, conserve [’activit¢é antioxydante des Trx, empéchant
I’accumulation des ROS, et protégeant les cellules contre 1’apoptose via I’inhibition de
I’ASK1 (Marks and Xu, 2009). 1l a été rapporté que la Trx est exprimée dans le cartilage
murin ou elle favoriserait la réparation tissulaire lors du stress oxydatif (Kakimaru et al.,

2005).

Expression et fonction des HDAC au niveau du cartilage.

Plusieurs équipes de recherche se sont intéressées a I’expression et au rdle des
HDAC dans le cartilage OA. Higashiyama et al. ont montré que les HDACI a 11 sont
exprimées dans le cartilage OA. Le taux d’ARNm de HDAC?7 est significativement plus
¢levé dans le cartilage OA que normal, et plusieurs cellules de la zone moyenne et profonde
du cartilage OA expriment fortement HDAC7. Le ciblage de HDAC7 par siRNA au niveau
des cellules SW1353 supprime I’expression induite par I’'IL-18 de la MMP-13, ce qui
implique que HDAC?7 pourrait contribuer dans la dégradation du cartilage via 1’induction

de I’expression génique de la MMP-13 (Higashiyama et al., 2010). Dans une autre étude,
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qui s’est intéressée principalement aux HDACI, 2 et 6, il a ét¢ montré que les niveaux
protéiques des HDACI et 2, et le taux d’ARNm de HDAC2 sont élevés dans les
chondrocytes OA comparés aux cellules normales. La surexpression de HDACI et 2 dans
les chondrocytes conduit a la diminution de I’expression de ’aggrécane et de celle de
coll2A1. Le ciblage de HDAC?2 par siRNA permet une augmentation de 1’expression de ces
deux genes anaboliques (Hong et al., 2009). Les HDACI et 2 exercent leur effet répresseur
en partie via leur domaine C-terminal. Ce dernier sert de module de ciblage des génes et au
recrutement du facteur répresseur de I’expression de col2al, Snail (Hong et al., 2009).

Ces données suggerent que le processus d’acétylation/déacétylation des histones est
impliqué dans I’homéostasie du cartilage. Ceci a été démontré pour les geénes anaboliques
tel que Col2al au niveau des chondrocytes. En effet, I’expression de ce géne nécessite
I’ouverture de la chromatine via ’acétylation des histones par CBP/p300. Ces HAT sont
importantes dans la chondrogenese. Elles sont recrutées par le complexe formé de
I’association entre Sox9, un régulateur clé de 1’expression de Col2al, et le facteur de
transcription Smad3 (small mothers against decapentaplegic deleted in pancreatic
carcinoma) (Furumatsu et al., 2005b; Furumatsu et al., 2005a). Les HAT CBP/p300 sont
¢galement mises en jeu dans I’expression du marqueur chondrocytaire cd-rap (cartilage-
derived retinoic acid—sensitive protein) qui code pour une protéine de la MEC du cartilage
(Imamura et al., 2008).

Les HDAC sont également importantes pour 1’homéostasie du cartilage. Ainsi,
HDAC4 joue un role crucial dans le controle du développement du cartilage, puisque les
souris invalidées pour le géne codant pour HDAC4 présentent un exces dans I’hypertrophie
des chondrocytes et l'ossification (Vega et al., 2004). L’HDAC4 contrdleraient
I’hypertrophie des chondrocytes et la croissance osseuse en se liant et inhibant ’activité du
facteur de transcription Runx2 (runt-related transcription factor 2), le régulateur de
I’hypertrophie des chondrocytes et de 1’ossification endochondrale et intra-membranaire

(Stein et al., 2004). Cette inhibition empéche I’hypertrophie prématurée des chondrocytes.
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La classe III des HDAC, les sirtuines, est €¢galement impliquée dans 1’homéostasie
du cartilage. Cette classe intervient dans les processus de survie, de vieillissement cellulaire
et d’apoptose (Lavu et al., 2008). Comme I’OA est une maladie liée a 1’age et ou les
chondrocytes se font rares, du fait de 1’apoptose, des études ont analysé I’expression ainsi
que la fonction des sirtuines dans les chondrocytes. Parmi celles-ci, SIRT1 est exprimée
aussi bien dans les chondrocytes OA que normaux avec une tendance vers des niveaux plus
faibles dans les chondrocytes OA (Takayama et al., 2009). Ces résultats ont été confirmés
par des analyses immunohistochimiques ainsi que par d’autres équipes (Fujita et al., 2011;
Gagarina et al., 2010). Fujita et al. ont montré également que le cartilage issu des zones
séverement atteintes par la dégradation exprime moins SIRT1 par rapport a celui des zones
plus conservées.

La fonction de SIRT1 dans les chondrocytes serait de les protéger contre I’hypertrophie
(Fujita et al.,, 2011) et P’apoptose (Takayama et al., 2009), en partie en réprimant
I’expression de la phosphatase PTP1B (protein tyrosin phosphatase 1B), une protéine pro-
apoptotique puissante qui est surexprimée dans le cartilage OA (Gagarina et al., 2010).
D’autres fonctions ont également été attribuées aux SIRT au niveau des chondrocytes.
Ainsi, SIRT1 posséde des capacités pro-anaboliques et anti-cataboliques en favorisant
I’expression du collagéne de type II et de ’aggrécane, et la répression de ADAMTS-5
(Dvir-Ginzberg et al., 2008; Fujita et al., 2011). La SIRT1 présente aussi des propriétés
anti-inflammatoires, puisque, activée par le resvératrol, un anti-oxydant naturel et un
activateur potentiel de SIRT1, elle est capable de supprimer I’expression induite par I’IL-10
de la iNOS au niveau des chondrocytes murins (Lei et al., 2011).

Etant donné que la PGE, et le NO possédent des effets pro-apoptotiques et pro-
inflammatoires, il est possible que I’inhibition des différents membres des HDAC, en
dehors de ceux de la classe III, favorise I’action des SIRT, en particulier SIRT1, et renforce

ainsi les capacités anti-inflammatoires et anti-apoptotiques des cellules chondrocytaires.
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Effet anti-inflammatoire des iHDAC au niveau des cellules de la synoviale.

Dans la seconde partie de ma these, nous avons analysé I’effet des iHDAC sur

I’expression du geéne pro-inflammatoire codant pour la mPGES-1 dans les fibroblastes
synoviaux OA humains. Nous avons également déterminé 1’isoforme HDAC qui est
impliquée dans I’expression de la mPGES-1 ainsi que le mécanisme moléculaire par lequel
la TSA agit. Nous avons montré que la TSA, NaBu et VA suppriment I’expression au
niveau protéique et de ’ARNm de la mPGES-1 induite par I’'IL-1p, le TNF-a ou I’IL-17.
La TSA inhibe également 1’activation du promoteur de la mPGES-1, confirmant que la
suppression de I’expression de la mPGES-1 se fait au niveau transcriptionnel. La
surexpression de HDAC4 augmente 1’activation du promoteur de la mPGES-1, ce qui n’est
pas le cas lorsqu’on surexprime HDACI, 2, 3, 5 ou 6. En accord avec ce résultat,
I’inhibition de HDAC4 par siRNA réduit I’expression protéique et I’activation du
promoteur de la mPGES-1, ainsi que la production de la PGE,. L’HDAC4 contribue donc
dans I’expression de la mPGES-1 (Chabane et al., 2009).
La régulation de I’expression de la mPGES-1 sur le plan épigénétique n’a pas été rapportée
auparavant. Nous sommes donc les premiers a montrer qu’en plus des autres modes de
régulation auxquels la mPGES-1 est soumise, le processus d’acétylation/déacétylation est
¢galement impliqué dans son expression.

L’inflammation de la MS est observée dans plus de 50% des cas d’OA
symptomatique (Ayral et al., 2005). Méme si ’OA n’est pas classée traditionnellement
comme un désordre inflammatoire et que la synovite dans ce cas est moins intense par
rapport a celle observée chez les sujets avec AR, de plus en plus d’étude sont en faveur du
role important de la MS dans I’inflammation et la dégradation du cartilage articulaire
(Sellam and Berenbaum, 2010). La capacité des iHDAC a supprimer la production de la
PGE; induite par les cytokines pro-inflammatoires, par les cellules majoritaires de I’intima
synoviale, suggere qu’ils peuvent exercer des effets bénéfiques (directs ou indirects) sur
I’articulation en inhibant/ralentissant le processus d’aggravation de la dégradation du

cartilage articulaire assuré par la MS inflammée. Ils peuvent exercer cet effet en supprimant
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I’expression induite par la PGE, des cytokines pro-inflammatoires, des MMP, des
chémokines, des facteurs pro-angiogéniques générés par les différentes cellules qui
composent la MS, ainsi que par les chondrocytes. Par exemple, il a été rapporté que le
traitement des souris par le depsipeptide, dans un modele d’arthrite médiée par les
anticorps, permet de réduire I’inflammation de la synoviale et la destruction du cartilage et
de I’os (Nishida et al., 2004). Les niveaux d’IL-18 et de TNF-a dans le tissu synovial sont
aussi réduits. La TSA, dans un mode¢le d’arthrite induite au collagéne chez la souris, permet
aussi d’voir une réduction de I’inflammation, de la dégradation du cartilage et de 1’érosion
osseuse. Le nombre de cellules marquées pour MMP-1 et -13 est réduit chez les animaux
traités avec la TSA, I’inverse étant observé pour TIMP-1 (Nasu et al., 2008).

En diminuant la production de la PGE,, les iHDAC pourraient également agir sur la
douleur, étant donné que la MS est un tissu innervé et vascularisé, et que la PGE, est le
médiateur majoritaire responsable de 1’hyperalgie dans I’OA. De plus, il existe des données
qui démontrent le potentiel thérapeutique contre la douleur des iHDAC (Chiechio et al.,

2009; Lu et al., 2010).

Expression des HDAC dans la synoviale.

Les données disponibles, concernant I’expression des HDAC dans la MS, sont
limitées. Dans notre travail, nous avons observé que HDACI1 a 6 sont exprimées dans les
fibroblastes synoviaux OA. L’expression tissulaire synoviale des HDAC a été évaluée chez
les sujets OA, AR et normaux dans deux études. Ces derniéres ont montré qu’il n’existe pas
de différence significative dans I’activit¢ des HDAC entre le tissu synovial OA et celui de
sujets sains. Les mémes résultats sont observés pour 1’activit¢ HAT (Huber et al., 2007;
Kawabata et al., 2010). Toutes les HDAC analysées (HDACI1 a 8) sont exprimées dans le
tissu synovial OA et normal avec I’absence de différences entre les deux tissus pour
chacune des HDAC testées (Kawabata et al., 2010). Les deux ¢études divergent cependant
concernant I’activit¢ HDAC totale et I’expression de HDACI1 au niveau du tissu synovial

AR par rapport aux tissus OA et normaux. Alors que le travail de Huber et al. rapporte une
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baisse de I’activité¢ des HDAC, et donc du rapport HDAC/HAT dans le groupe AR, celui de
Kawabata et al., a ’'inverse de la précédente étude, souligne que la synoviale des sujets AR
présente une augmentation de I’activit¢ HDAC et de ’expression de I’ARNm de HDACI.
De plus, dans cette étude, le niveau d’expression de HDAC4 est plus faible chez les sujets
AR par rapport aux sujets OA et normaux. Une troisieme étude a comparé, au niveau des
fibroblastes synoviaux, le taux d’ARNm des HDACI a 11 entre les sujets OA et AR. Il est
montré dans cette étude que les taux les plus élevés des HDAC sont ceux de HDAC2, et
que seule HDACI présente une différence significative, avec des valeurs plus élevées dans
les tissus AR (Horiuchi et al., 2009), ce qui est en accord avec I’étude de Kawabata et al..
La conclusion de ces différents travaux est que I’expression des génes pro-inflammatoires
dans la MS est soit favorisée par la baisse de ’activit¢ HDAC (Huber et al., 2007) ou bien
par sa hausse (Horiuchi et al., 2009; Kawabata et al., 2010). Dans le premier cas,
I’utilisation des iHDAC ne serait pas recommandable, dans le second cas, il 1’est. D’un
autre coté, Horiuchi et al. ont aussi montré que I’inhibition de HDACI par siRNA
augmente la production de la MMP-1 par les fibroblastes synoviaux AR induites par le
TNF-a, ce qui ne concorde pas avec la présence de niveau élevé de HDACI dans les
fibroblastes synoviaux AR (Horiuchi et al., 2009).

Plusieurs limites peuvent étre a I’origine des contradictions observées dans ces travaux :
utilisation de tissu total versus cellules, petit nombre d’échantillons, analyse d’ARN versus
protéine, différences techniques, patients OA utilisés comme controle, durée de la maladie,
sites d’articulation touchés différents dans la méme ¢étude, et personnes de sexes différents.
L’utilisation d’une grande cohorte de patients semble étre nécessaire pour avoir une idée

définitive sur ’expression des HDAC dans le tissu synovial y compris chez les patients

OA.



171

Effets des iHDAC in vivo dans les modéles animaux OA.

L’analyse de I’effet des iHDAC dans un modé¢le animal OA a été rapportée
récemment. Chen et al., dans une premicre publication, ont examiné 1’effet de la TSA (250
ng/ml) dans un modele expérimental OA par chirurgie (rupture unilatérale du ligament
crois¢ antérieur), chez le lapin (Chen et al., 2010). Cette étude a montré qu’au niveau
morphologique, il n’existe pas de différence significative dans la dégradation du cartilage
entre les animaux traités avec la TSA (groupe TSA) et ceux qui n’ont pas €té traités (groupe
OA), bien que la dégradation dans le groupe TSA apparait moins séveére. Au niveau
histologique, 1I’hypocellularité et la perte de Pg sont plus prononcées chez les animaux du
groupe OA. L’expression des genes cataboliques codant pour les MMP-1, -3 et -13 et pour
I’IL-18 dans le cartilage des animaux du groupe TSA est supprimée.

La méme équipe de recherche, dans une seconde étude, a montré que l’expression au
niveau de ’ARNm des cathepsines (K, B, L et S) est également supprimée dans le cartilage
des animaux ayant été traités avec la TSA (Chen et al., 2011).

D’autres études in vivo plus approfondies sont certainement nécessaires pour évaluer ’effet
prophylactique des iHDAC, ainsi que leur effet sur la progression de ’OA. L’intérét doit en
particulier étre porté sur I'utilisation d’autres modéles animaux, 1’analyse des niveaux
protéiques des facteurs cataboliques et pro-inflammatoires dont ceux de la COX 2 et de la
INOS dans le cartilage, et I’analyse des facteurs anaboliques et des facteurs de croissance.
L’utilisation d’autres iHDAC doit également étre envisagée. En effet, la TSA est utilisée a
I’origine comme antifongique isolé a partir de Streptomyces hygroscopicus (Tsuji et al.,
1976). C’est le premier hydroxamate naturel découvert comme un iHDAC avec des
propriétés antiprolifératives, mais elle n’est pas utilisée en thérapeutique du fait de sa
toxicité (Kijima et al., 1993; Yoshida et al., 1990).

L’état de la MS n’a pas aussi été¢ examiné dans les deux études précédentes. Néanmoins,
plusieurs données dans des modeles animaux AR apportent des arguments en faveur de
fonctions anti-inflammatoires des iHDAC dans ce tissu. En effet, en plus des travaux que

j’ai cités dans ’introduction et la discussion, d’autres études confirment ce role. Ainsi,
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I’utilisation du depsipeptide, dans un mode¢le d’arthrite a adjuvant chez le rat, permet de
prévenir le développement de la maladie lors d’un traitement prophylactique, et de réduire
la destruction de I’os et les gonflements articulaires dans un modele thérapeutique
(Nakamura et al., 2005). Deux études récentes ont montré, dans des modeles d’AR aigues
(AR induite par une paroi streptococcique) ou chroniques (AR a adjuvant ou au collagene),
que les composants ITF-2357 et TSA sont capables de réduire le gonflement articulaire, la
destruction de I’os (Joosten et al., 2011; Zhou et al., 2011), I’influx cellulaire dans la cavité
articulaire, I’inhibition de la synthése des Pg et les niveaux d’IL-1, de TNF- a, d’IL-6, d’IL-
12 et des chémokines (Joosten et al., 2011).

Des différences existent entre les fibroblastes synoviaux OA et AR, quant a leur réponse in
vitro aux traitements par les iHDAC, avec un effet antiprolifératif pour les premicres
cellules et pro-apoptotique pour les secondes, di au fait que les fibroblastes synoviaux AR
sont des tumor-like cells. Malgré ¢a, les effets anti-inflammatoires et anti-cataboliques avec
arrét/réduction de I’érosion osseuse, de la dégradation du cartilage et de 1’inflammation
synoviale observés dans les différents modeles animaux AR, suggérent le potentiel élevé

que peuvent avoir les iIHDAC dans le traitement de I’OA.

iHDAC et application thérapeutique chez ’homme.

Les iHDAC sont utilisés chez I’homme pour le traitement de pathologies
néoplasiques. A ce jour, la FDA (Food and Drug Administration) a approuvé le vorinostat
(Zolinza®, SAHA) en 2006 (Duvic et al, 2007), et la romedepsine (Istodax®,
depsipeptide, FK228) en 2009, pour le traitement du lymphome cutané a cellule T (Bertino
and Otterson, 2011).

L’optimisme concernant I’avenir des iHDAC dans les maladies dégénératives
articulaires est renforcé par un essai clinique réalisé récemment chez des enfants atteints
d’arthrite juvénile idiopathique avec début systémique (SOJIA pour systemic onset juvenil
idiopathic arthritis) (Vojinovic and Damjanov, 2011; Vojinovic et al., 2011). La SOJIA est

une atteinte inflammatoire articulaire, débutant dans 1'enfance ou l'adolescence, et qui est



173

caractérisée par I’intensité des signes extra-articulaires (fievre, éruption) (Gare and Fasth
2008). Dans leur étude, Vojinovic et al. ont évalué par voie orale, I’efficacité et la toxicité
du givinostat qui inhibe les HDAC de classe I et II, chez 17 enfants atteints de SOJIA,
pendant 12 semaines. Les résultats obtenus a la fin de I’essai ont montré une réduction du
nombre d’articulations avec des signes de maladie active et/ou une limitation de
I’amplitude des mouvements. Le nombre total de globules blancs, le pourcentage des
neutrophiles, les concentrations de I’'IL-1a et de CD40L sont également réduites, apres 2 a
4 semaines de traitement. La tolérance aux médicaments a été aussi jugée excellente avec
des effets secondaires, nausées, vomissements et fatigue, légers a modérés et de courte
durée.

Dans plusieurs maladies articulaires, les iHDAC ont donc montré, in vitro et/ou in
vivo, des effets anti-inflammatoires avec la suppression de la production des médiateurs
inflammatoires dont les cytokines et les prostaglandines, et des protéases de la MEC.
L’avantage de ces effets, c’est qu’ils peuvent étre obtenus a des doses qui sont
considérablement plus faibles que celles nécessaires pour avoir un effet anti-tumoral dans
les essais contre le cancer. L’autre avantage des iHDAC est qu’ils ont déja été utilisés en
médecine et continuent de 1’étre pour certains, méme si on ignorait leur effet sur les
histones. Ainsi, le NaBu, premier produit a étre décrit comme un iHDAC (Boffa et al.,
1978), a ¢été utilis¢é pendant plusieurs années pour induire I’expression génique de
I’hémoglobine F chez les enfants et les adultes atteints de drépanocytose (Dover et al.,
1994; Wang, 2008). Cependant, a cause de sa trés faible puissance et de sa courte demi-vie
(30-40 capsules/jour), son utilisation a ét¢ abandonnée in vivo (Davie, 2003; Wang, 2008),
méme si d’autres stratégies d’utilisation sont explorées (Hines et al., 2008). Le VA est a
I’origine un agent antiépileptique utilis¢ dans le traitement de 1’épilepsie, mais qui peut
aussi étre utilis¢ comme régulateur de I’humeur, dans le traitement de fond de la migraine
et dans les douleurs neurogenes (Peterson and Naunton, 2005). Des essais cliniques avec
d’autres iHDAC sont en cours également, pour le traitement d’autres maladies non

cancéreuses comme le GVHD (Graft Versus Host Disease) (Choi and Reddy, 2011).
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Meécanismes moléculaires d’action des iHDAC.

Parmi les objectifs de cette theése, déterminer les mécanismes moléculaires par
lesquels les iHDAC exercent leurs effets anti-inflammatoires. Plusieurs hypothéses peuvent

étre envisagées pour rendre compte de ces effets.

Effet sur ’acétylation des histones des génes cibles (Figure 22).
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Figure 22 : Action des iHDAC sur les genes cibles selon I’hypothése électrostatique et du

code histone.

Ce mécanisme ne permet pas d’expliquer ’effet suppresseur des iHDAC sur
I’expression de la COX-2 et iNOS. D’une part, ces génes sont connus pour étre régulés par
les HAT, qui favorisent leur expression, et par certaines HDAC qui les inhibent (Cao et al.,
2007; Granja et al., 2006; Pero et al., 2011). Le traitement des fibroblastes synoviaux avec
I’Il-1B permet une augmentation du niveau d’acétylation des histones H3 et H4 au niveau
du promoteur du géne de la COX-2 (Chabane et al., 2009; Farrajota et al., 2005). D’autre
part, le traitement par les iHDAC, induit une hyperacétylation des histones in vitro (Ellis et
al., 2008a; Roger et al., 2011) et in vivo (Schrump et al., 2008). Or, I’expression induite par

les cytokines pro-inflammatoires de nos genes d’intérét est supprimée dans les
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chondrocytes traités avec la TSA ou NaBu. Ceci implique que ’acétylation des histones
n’est pas automatiquement associée a 1’activation de la transcription.

Ce mécanisme ne permet pas également d’expliquer 1’effet de la TSA sur
I’expression de la mPGES-1. En effet, I’IL-18 induit le recrutement de HDAC4 au niveau
du promoteur de la mPGES-1. Ce recrutement n’est pas accompagné d’une déacétylation
des histones H3 et H4, suggérant que HDAC4 participe dans I’induction de la mPGES-1 de
manicre indépendante de la déacétylation locale des histones H3 et H4, et que de ce fait, la
TSA ne peut pas agir a travers 1’hyperacétylation des histones (Chabane et al., 2009). De
plus, il a été rapporté que les iIHDAC induisent I’expression d’Egr-1 (Kim et al., 2009; Pan
et al., 2007; Tur et al., 2010). Si ce dernier est induit dans les fibroblastes synoviaux, ceci
devrait théoriquement augmenter 1’expression de la mPGES-1, ce qui n’est pas le cas. Il est
alors possible que la TSA exerce son action, soit sur la liaison d’Egr-1 aux sites GC box du
promoteur de la mPGES-1 ou sur son activité transcriptionnelle.

Ce mécanisme d’action pourrait cependant étre a I” origine de 1’effet pro-anabolique
des iHDAC rapporté par certaines études, au moins celui observée in vitro dans les phases
précoces de traitement des cellules par les iHDAC. Ainsi, au niveau des chondrocytes
traités avec la TSA pendant 4h, le niveau d’acétylation des histones H3/H4 autour de
I’enhancer du géne Col2al est augmenté via 1’action de la p300. L’enhancer du collagéne
de type II contient le site de liaison de Sox9. Celui-ci peut s’associer a p300, ce qui permet

la transcription génique (Furumatsu et al., 2005b).
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Effet sur ’acétylation des histones des génes codant pour des protéines anti-

inflammatoires (Figure 23).
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Figure 23 : Action des iHDAC sur les génes anti-inflammatoires selon 1’hypothése

¢lectrostatique et du code histone.

Cet effet donne un sens au précédent dans le cadre de I’hypothése €lectrostatique et
du code histone. Nous pouvons, en effet, supposer que les iHDAC en induisant
I’hyperacétylation des histones, peuvent favoriser I’expression de génes qui contrdlent ceux
codant pour la COX-2, iNOS ou mPGES-1. Ainsi, in vitro, les iHDAC induisent
pratiquement I’activation et la répression du méme nombre de génes (Peart et al., 2005). De
plus, les geénes induits peuvent avoir des fonctions qui sont opposées, par exemple
immunosuppressive et immunostimulatrice (Roger et al., 2011).

Ce mode d’action a été décrit précédemment pour expliquer I’inhibition qu’exercerait les
IHDAC sur D’expression du collagéne de type II au temps tardifs de culture des

chondrocytes (12h). En effet, cette période de temps est associée a I’activation du gene
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répresseur Wnt-5 (wingless integration site), régulateur négatif de 1’expression de col2al.
L’expression de ce répresseur est elle-méme associée a 1’augmentation du niveau
d’acétylation de I’histone H4 au niveau du promoteur de Wnt-5 (Huh et al., 2007).

Nous avons montré, dans un travail dans le quel j’ai participé, qu’au niveau des
chondrocytes OA, le VA est également capable de supprimer 1’expression de la mPGES-1
ainsi que la production de la PGE,. Cette expression est dépendante de la synthese
protéique de novo, ce qui nous a amené a rechercher les protéines qui peuvent étre mises en
jeu dans la suppression de I’expression de la mPGES-1 par le VA. Nous avons montré que
le corépresseur physiologique du facteur de transcription Egr-1, appelé NAB-1 (NGFI-A-
binding protein 1), est impliqué dans cette répression puisque son expression est induite par
VA. NAB-1 induit se lie a Egr-1, ce qui inhibe I’activité transcriptionnelle de ce dernier
(Zayed et al., 2011). On ne sait pas par contre, si le VA induit I’expression de NAB-1 selon
le premier mod¢le, c’est-a-dire en augmentant le niveau d’acétylation des histones de son
promoteur. On ne sait pas aussi si la TSA utilise ce mécanisme pour inhiber I’expression de

la mPGES-1 au niveau des fibroblastes synoviaux.

Effet sur la stabilité de ’ARNm des génes cibles.

Dans une étude récente, Grabiek et al. ont montré qu’au niveau des fibroblastes et
macrophages synoviaux AR traités avec les iHDAC (TSA ou ITF2357), la production de
I’IL-6 induite par I’'IL-18, TNF-a ou les ligands des TLR, est supprimée. La réduction de la
stabilité de ’ARNm de I’'IL-6 est a I’origine de ces suppressions (Grabiec et al., 2011).

I1 est possible que les génes de la COX-2 et iNOS, vue qu’ils possédent dans leur partie 5'-
UTR des ¢éléments de régulation post-transcriptionnel (Hall-Pogar et al., 2007; Pautz et al.,
2010), soient affectés par les iIHDAC au niveau de la stabilit¢ de leur ARNm.

Effet sur ’acétylation de protéines non histones (Figure 24).

Ce mécanisme peut étre a I’origine des effets anti-inflammatoires que nous avons

observé. Il apparait, d’apres les données actuelles in vitro et sur les modeles animaux, que
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I’effet bénéfique des iHDAC dans les maladies inflammatoires et immunologiques, découle
de leur capacité a déclencher une hyperacétylation de protéines cytoplasmiques, et non pas
de leur action au niveau nucléaire, bien que les deux effets ont lieu en méme temps. Les
conséquences de ces acétylations sont diverses, en particulier celles qui affectent la
translocation entre le cytoplasme et le noyau, la liaison a 1’ADN, [Dactivité
transcriptionnelle, et la stabilité protéique des facteurs de transcription (Tableau III). Dans
notre étude, nous avons remarqué que les iHDAC seuls n’ont pas d’effet sur 1’expression
des geénes codant pour COX-2, mPGES-1 et iNOS. L’action des iHDAC nécessite donc la
présence d’inducteurs capables de déclencher des événements cytoplasmiques régulés par

les HDAC.
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Figure 24 : Action des iHDAC sur les protéines non histones.
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Le NF-«kB fait partie des facteurs qui ont regus le plus d’intérét a ce propos, du fait
de son implication dans [D’induction par les cytokines de plusieurs geénes pro-
inflammatoires, en particulier dans I’OA. En effet, dans un modele expérimental OA par
chirurgie chez le rat, I’injection intra-articulaire d’un vecteur contenant le siRNA spécifique
de p65NF-kB réduit la progression de I’OA et inhibe la production de I’IL-18 et de TNF-a
(Chen et al., 2008). Les cytokines IL-1B, TNF-a et IL-17 partagent dans leurs voies de
signalisation ce facteur pour 1’induction de 1’expression des génes de la COX-2 et iNOS
(Lianxu et al., 2006; Shalom-Barak et al., 1998). Ce facteur étant connu pour étre régulé par
les enzymes HAT/HDAC (Chen et al., 2002), et étre influencé par les iHDAC que ce soit
au niveau de sa translocation vers le noyau, que de sa liaison a I’ADN et son activité
transcriptionnelle (Calao et al., 2008). Par exemple, il a été rapporté que le SAHA et la
TSA réduisent la phosphorylation de IkB induite par I’[L-18 au niveau d’une lignée
cellulaire beta (Larsen et al., 2007). De méme, la TSA, le SAHA et le NaBu réduisent
I’activité de translocation nucléaire et de liaison a ’ADN de NF-kB dans les cellules A549
(Imre et al., 2006), ou les lignées cellulaires de colon humain (Yin et al., 2001) stimulées
avec le TNF-o. En agissant sur au moins une de ces étapes, les iHDAC peuvent bloquer
I’expression de tous les génes ciblés par les trois cytokines et dont 1’expression est NF-kB-
dépendante. Il nous a alors paru logique de vérifier si les iHDAC employés affectent
’activité de NF-kB. Nous avons analysé ’effet de la TSA et du NaBu sur la capacité de
I’IL-1B a induire la liaison de NF-kB a une séquence consensus. Les expériences de gel
retard ont montré que I’activité de liaison de NF-kB a I’ADN n’est pas affectée par la TSA
ou le NaBu. Ce résultat est en accord avec les travaux d’autres groupes de recherche qui ont
rapporté également que la TSA et le SAHA suppriment I’expression de la iNOS induite par
I’IL-1B sans affecter ’activité de NF-kB (Larsen et al., 2007). De méme, les suppressions
par la TSA de Dl’expression de I'[L-6 induite par I'IL-1B au niveau des fibroblastes
synoviaux (Grabiec et al., 2011), et de celle de TNF-a induit par les agonistes des TLR par
la TSA et le SAHA dans les cellules murines dendritiques (Bode et al., 2007), se font sans
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affecter I’activation de la voie NF-kB. Dans ce dernier travail, la voie MAPK n’est pas
également affectée par la TSA et le SAHA.

Nos résultats et ceux des autres équipes, suggerent que 1’inhibition de I’activité de NF-xB
n’est pas nécessaire pour que les iHDAC manifestent leurs propriétés anti-inflammatoires.

Dans mon second travail, nous avons montré que la surexpression de HDAC4
augmente ’activation médiée par Egr-1 du promoteur de la mPGES-1, alors que son
inhibition par siRNA diminue cette activation. De plus, la surexpression de HDAC4
dépourvue de son domaine catalytique, ou le prétraitement des cellules par la TSA,
supprime la capacit¢ de HDAC4 a induire I’activité transcriptionnelle d’Egr-1. L’HDAC4
fait partie de la sous-classe Ila des HDAC qui agit notamment via des effets fonctionnels,
qui ne requierent pas l’activité déacétylase. Cependant, au niveau des fibroblastes
synoviaux, I’activité déacétylase de HDAC4 est nécessaire pour 1’induction de la mPGES-1
par ’IL-1B. Nos résultats indiquent que HDAC4 participe dans cette induction a travers un
mécanisme impliquant 1’augmentation de 1’activité transcriptionnelle d’Egr-1. Nous avons
émis 1’hypothése que la TSA pourrait agir en modulant le niveau d’acétylation d’Egr-1 ou
de facteur impliqué positivement ou négativement dans la réponse transcriptionnelle
dépendante d’Egr-1. L hyperacétylation d’Egr-1 inhiberait son activité transcriptionnelle.
En effet, Yu et al. ont rapporté que le statut d’acétylation d’Egr-1 peut réguler son activité
et déclencher des réponses cellulaires différentes (Yu et al., 2004).

Les iHDAC, toujours selon ce mode d’action, peuvent également déclencher
I’hyperacétylation de facteur de transcription qui régule I’expression de geénes anti-
inflammatoires. Ceci a été rapporté pour le facteur de transcription STAT3 qui est associé¢ a
des réponses anti-inflammatoires et immunosuppressives (Stepkowski et al., 2008), et dont
I’acétylation conduit a sa dimérisation et son activation (Yuan et al., 2005). II a été suggéré
que les inhibiteurs ITF2357 et SAHA induisent ’expression de indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO), qui est responsable de la réduction de nombreuses réponses des cellules
dendritiques, en favorisant I’acétylation de STAT3 (Choi and Reddy, 2011; Reddy et al.,
2008).
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Conclusion

En conclusion, les travaux de cette these ont permis de montrer que les genes de la
COX-2 et la iNOS, au niveau des chondrocytes, sont régulés par les HDAC. De méme, le
gene de la mPGES-1, au niveau des fibroblastes synoviaux, est aussi régulé par les HDAC,
en particulier par HDAC4. Les iHDAC sont capables d’inhiber I’expression de ces trois
enzymes pro-inflammatoires. Ils suppriment également la production induite par les
cytokines pro-inflammatoires (Il-1B, TNF-a et IL-17), de la PGE2 et du NO, ce qui peut
avoir des effets bénéfiques sur 1’intégrité¢ des tissus cibles de ces médiateurs. Ainsi, la
dégradation de I’aggrécane au niveau du cartilage, induite par I’'IL-1B, est inhibée par les
itHDAC. La recherche des mécanismes moléculaires d’action des iHDAC ont permis de
montrer, concernant 1’expression de la mPGES-1, que ceux-ci agissent en inhibant I’activité
transcriptionnelle du facteur de transcription Egr-1. Leur mécanisme d’action sur
I’expression des enzymes COX-2 et iNOS reste a découvrir, mais nous avons montré qu’il
s’effectue au moins en partie au niveau transcriptionnel, et qu’il n’affecte pas le facteur de
transcription NF-kB.

Nos travaux ont donc permis de montrer que les modifications épigénétiques
définies par les HDAC participent dans 1’activation des geénes inflammatoires. L’effet
suppresseur des iHDAC sur ces genes ouvre la voie vers une utilisation clinique de ces
produits. De nombreuses questions demeurent cependant, concernant les HDAC impliquées
dans la régulation des génes de la COX-2 et iNOS dans les chondrocytes, et les mécanismes
moléculaires précis de ces régulations. De méme, 1’expression et le réle des HDAC dans le
tissu synovial doivent étre clarifiés dans I’avenir. Les réponses a ces questions permettront

de mieux comprendre la fonction des HDAC dans le processus arthrosique.
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