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RÉSUMÉ

Les prostaglandines sont généralement considérées comme des médiateurs pro-

inflammatoires puissants, comme indique le terme «anti-inflammatoires non stéroïdiens »,

employé pour décrire les agents pharmacologiques qui bloquent la biosynthèse des

prostaglandines. Particulièrement, la prostaglandine D2 (PGD2) exerce dépendamment du

type cellulaire et de la maladie, des effets pro-inflammatoires et anti-inflammatoires, en se

liant et en activant ses deux récepteurs transmembranaires distincts couplés à la protéine G,

nommés DP-l et CR1112. Néanmoins, très peu d’études ont été faites sur l’implication de la

PGD2 au niveau de la régulation des réponses inflammatoires et cataboliques dans

l’arthrose. Par ailleurs. l”interleukine-1f3 (IL-113) joue un rôle crucial dans la

physiopathologie de Farthrose, en induisant les chondrocytes, seul type cellulaire du

cartilage, à produire excessivement des métalloprotéinases (MMPs) et de l’oxyde nitrique

(NO). Ces dernières molécules sont impliquées dans la dégénération du cartilage.

Les objectifs de ce projet de recherche sont, d’une part, de déterminer les effets de

la PGD2 sur l’induction par IL-113 de l’expression des métalloprotéinases MMP-l et MMP

13, de l’enzyme de synthèse de NO (iNOS), et de la production de NO. D’autre part, nous

voulons examiner les mécanismes par lesquels la PGD2 exerce ces effets : à savoir la

stimulation des deux récepteurs membranaires de la PGD2. et les voies des MAPKs et de

Nf-icB.
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Notre étude a démontré que la PGD2 inhibe l’induction par IL-113 de Fexpression de

MMP-l, MMP-13 et iNOS. et de la production de NO. En utilisant la PCR en temps réel,

l’immunobuvardage et l’immunohistochimie, nous avons démontré que les ARNm et les

protéines de DP-1 et de CRTH2 sont exprimés dans les chondrocytes articulaires humains.

Nous sommes les premiers à montrer la capacité des chondrocytes humains à produire le

CRTH2. Nos résultats ont également montré que 3W245C (agoniste sélectif de DP-l),

mais pas DK- PGD2 (agoniste sélectif de CRTH2), diminue l’induction par IL-113 de

l’expression de MMP-1, MMP-13; ni BW245C, ni DK- PGD7, n’affectent l’expression

OEiNOS et la production de NO; et enfin que la PGD2 n’induit pas de changements au

niveau des voies de signalisation des MAPKs et de NF-icB.

Les résultats de cette étude démontrent que la PGD2 inhibe des facteurs cataboliques

majeurs comme MMP-l, MMP-13 et NO et suggèrent que l’effet sur MMP-Ï et MMP-13.

passe par le récepteur DP-1. En revanche, l’effet de la PGD2 sur l’expression et l’activité

d’iNOS, ne peut s’expliquer par les stimulations de ces deux récepteurs membranaires. De

la même manière, la PGD2 ne semblerait pas induire ses effets via des voies des MAPKs et

de NF-icB. Néanmoins, ce projet a permis une meilleure compréhension du rôle que peut

jouer la PGD2 dans l’arthrose, et pourrait susciter de l’intérêt pour la recherche qui cible les

facteurs cataboliques comme nouveaux médicaments thérapeutiques de l’arthrose.

Mots-clés: Arthrose. Prostaglandine D2. IL-113, MMP-l. MMP-13, NO, DP-1. CRTH2.

MAPKs et NF-KB
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ABSTRACT

Prostaglandins are generally considered to be potent pro-inflanirnatory mediators, as

indicated by the term «non-steroidal anti-inflammatory drugs» used to describe

pharmacological agents that block the biosynthesis of prostaglandin. In particular,

prostaglandin D2 (PGD2) exerts pro-inflammatory and anti-inflarnmatory effects by binding

and activating two distinct G-protein-coupled receptors, narnely DP-l and CRTH2.

depending on cellular type and disease. Nevertheless very few studies have been done on

the implication of PGD2 on the regulation of inflammatory and catabolic responses in

human OA. Moreover, interleukin-1 f3 (IL-1 f3) plays a crucial role in the physiopathology of

OA by inducing chondrocytes, the only cellular type of cartilage to produce an excessive

level of matrix metalloproteinases (MMP5) and nitric oxide (NO). The latter are involved in

the degeneration of cartilage.

The objectives ofthis research project are, on the one hand, to determine the effects

of PGD2 on IL-1f3 induction of MMP-1, MMP-13, inductible nitric oxide synthase (iNOS)

expressions, and NO production. On the other hand, to examine by which mechanisms

PGD2 has these effects: stimulation of PGD2 membrane receptors, and MAPKs and NF-icB

signaling pathways.
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Our study showed that PGD2 inhibits IL-113-induced MMP-1. MMP-13, iNOS

expression and NO production. Using real time quantitative PCR, western blot, and

irnmunohistochemistry, we demonstrated that DP-1 and CRTH2 are expressed in human

articular chondrocytes at the mRNA and protein levels. We were the first to show the

capacity of human chondrocytes to produce CRTH2. Our resuits also showed that 3W245C

(selective DP-1 agonist). but flot DK- PGD2 (selective CRTH2 agonist), inhibits IL-113-

induced MMP-1 and MMP-13 neither BW245C nor DK- PGD7, affect iNOS expression

and NO production. Finally, PGD2 does flot induce changes in MAPKs and NF-xB

signaling pathways.

The findings of this study demonstrate that PGD2 inhibits major catabolic factors

such as MMP-1, MMP-13 and NO: and suggest that the effect on MMP-1 and MMP-13

occurs via the DP-1 receptor. In contrast, the effect of PGD7 on iNOS expression and

activity could flot be explained by either membrane receptor stimulations. Similarly, PGD2

does not seem to induce its effects by MAPKs and NF-icB pathways. Nevertheless, this

project has permitted a better comprehension of the role of PGD2 in OA, and may arouse

interest in studies which target catabolic factors as new therapeutic drugs of OA.

Keywords: Osteoarthritis. Prostaglandin D2. IL-113, MMP-1, MMP-13, NO, DP-1,

CRTH2, MAPKs et NF-KB
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PARTIE A. INTRODUCTION

I. ARTHROSE

L’arthrose (OA) est la forme d’arthrite la plus courante dans le monde, et représente

une des causes majeures de morbidité et d’invalidité. D’après l’Organisation mondiale de la

santé tOMS), l’arthrose est l’une des dix maladies les plus invalidantes dans les pays

développés. L’OMS estime qu’à l’échelle mondiale 9.6% des hommes et 18% des femmes

âgés de plus de 60 ans en souffrent (WHO, 2001).

En 2002, 13.2, 14.5 et 6.6 millions de cas d’arthrose ont été diagnostiqués

respectivement aux États-Unis, en Europe et au Japon. Particulièrement au Canada,

l’arthrose touche une personne sur dix dans l’ensemble de la population, soit environ

3 millions de Canadiens (Bardin et al, 2005; Wieland et al, 2005; Mallette, 2006).

Dans les prochaines aimées, la tendance est à la hausse en ce qui concerne l’arthrose

pour la plupart des pays à travers le monde. Ceci est d’autant plus justifié vu le

vieillissement croissant de la population. Les épidémiologistes estiment que la prévalence

totale de cas d’arthrose aux États-Unis, en Europe et au Japon, augmentera de 34.3 millions

en 2002 à 36.5 millions en 2007 et à 38.6 millions en 2012. En ce qui concerne le Canada,

tout porte à croire d’après les épidémiologistes, qu’il y aura annuellement environ 100 000

nouveaux cas d’arthrite durant les 30 prochaines années, soit une augmentation d’un

million par décennie (Arthroscope, 2003; Wieland et al, 2005; Mallette, 2006).
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1. DÉFINITION DE LA PATHOLOGIE

L’arthrose est une maladie rhumatismale, couramment définie par le Collège

américain de rhumatologie comme étant un groupe hétérogène de conditions qui conduit à

des symptômes associés à la dégradation progressive du cartilage et à des changements de

l’os sous-chondral de l’articulation (Altman et ai, 1986; Buckwalter et al, 1997; Wieland et

al, 2005).

2. LOCALISATION DE L’ARTHROSE

L’arthrose est une maladie dégénérative qui peut toucher n’importe quelle

articulation du corps. Cependant. les articulations les plus affectées sont celles du genou, de

la hanche, des mains et de la colonne vertébrale (Buckwalter et aL 1997: Wieland et al,

2005). Nous détaillerons uniquement dans ce qui suit, l’arthrose du genou et de la hanche,

domaines ciblés de ce projet de recherche.

2.1 Arthrose du genou

L’arthrose du genou, aussi appelée gonarthrose, est l’arthrose périphérique la plus

fréquente. Larthrose du genou peut atteindre trois compartiments du genou, on parle alors

de:

+ l’arthrose fémoro-patellaire touchant l’articulation située entre la rotule et le fémur;
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+ l’arthrose fémoro-tibiale interne affectant la partie interne de l’articulation située

entre le tibia et le fémur;

+ l’arthrose fémoro-tibiale externe affectant la partie externe de l’articulation située

entre le tibia et le fémur (Bardin et al, 2005; Wieland et al, 2005).

2.2 Arthrose de la hanche

L’arthrose de la hanche ou coxarthrose est l’arthrose de l’articulation coxo-fémorale

située entre la partie supérieure du fémur et le bassin. La coxarthrose est la deuxième

localisation d’arthrose périphérique en terme de fréquence (Bardin et al, 2005; Wieland et

al, 2005).

3. ÉPIDÉMIOLOGIE

3.1 Facteurs de risques

La cause exacte de l’arthrose est inconnue. Cependant, plusieurs facteurs aggravants

sont à considérer pour comprendre comment elle se développe.

3.1.1 Facteurs de risques systémiques

a) L’âge: il est reconnu comme le facteur de risque le plus important. Bien que

l’arthrose puisse apparaître à tout âge, les personnes âgées sont les plus à risques de

la développer (Berenbaum, 2001; Sarzi-Puttini et al, 2005; Arden et al, 2006). En
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effet, des études ont montré que la prévalence de l’arthrose augmente après l’âge de

40 ans et de 50 ans respectivement chez les femmes et chez l’homme. Près de 50%

de personnes âgées de 65 ans et plus, et 85% de personnes âgées de 75 ans et plus,

en sont affectées (felson, 1995).

b) Le sexe et les hormones: les femmes sont les plus sujettes à développer l’arthrose

(Berenbaum, 2001; Sarzi-Puttini et al, 2005; Arden et al, 2006). Cependant,

certaines études montrent que la fréquence de l’arthrose de la hanche augmente de

la même manière chez l’homme et chez la femme. Néanmoins, l’arthrose de la

hanche apparaît plus tôt chez la femme. Les oestrogènes auraient un effet protecteur

contre l’arthrose (McAlindon et al, 1996; Nevitt, 1996; Felson et al, 199$), ce qui

expliquerait la fréquence élevée de l’arthrose chez les femmes ménopausées.

c) La densité osseuse: plusieurs études suggèrent que la sclérose de l’os sous-chondral

élevée est associée avec une forte prévalence de l’arthrose du genou et de l’arthrose

de la hanche (Lane et al, 1999; Sharma et al, 2006).

d) La génétique: des évidences nous poussent à penser qu’il y aurait une composante

génétique à considérer. Il est important de noter que les facteurs génétiques

comptent pour au moins 50% des cas d’arthrose de la hanche et des mains, mais une

faible proportion des cas d’arthrose du genou (Wrigth et al, 1996). Plusieurs gènes
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candidats sont associés à l’arthrose comme, par exemple, la région HLA, les gènes

codant pour le procollagène de type II (Col2A), pour le facteur I de croissance de

l’insuline. etc (Berenbaum, 2001: Sarzi-Puttini et ai, 2005; Arden et ai, 2006).

D’autres études suggèrent que les locus liés à l’arthrose se situerait dans une région

des chromosomes 2q et llq (Wrigth et al, 1996; Chapman et al, 1999).

e) Les facteurs nutritionnels : l’hypothèse selon laquelle l’arthrose est augmentée par

ies dommages oxydatifs du cartilage et d’autres tissus articulaires via les radicaux

oxygénés produits par des chondrocytes arthrosiques, suggèrerait la possibilité d’un

rôle joué par les radicaux libres provenant de l’alimentation. De plus. une

alimentation riche en vitamines C, D et E protègerait contre la progression de

l’arthrose chez les personnes âgées (Bardin. 2005; Arden et al. 2006).

f) Les facteurs métaboliques : l’hyperglycémie a été associée à une augmentation de la

sévérité et la fréquence de l’arthrose. Des maladies métaboliques peuvent être

responsables du développement de l’arthrose : par exemples la maladie de Paget

entraîne l’arthrose secondaire par des déformations osseuses et articulaires; et ta

goutte peut être en cause dans les arthroses exubérantes par le dépôt et

l’accumulation d’acide urique au niveau des articulations (Cimmino et al. 1990;

Berenbaum, 2001; Sarzi-Puttini et al. 2005).
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g) L’ethnicité: il n’y a pas de consensus quand à Fimplication de la race dans le

développement de la gonarthrose et de la coxarthrose chez les Africains —

Américains et les Caucasiens (Berenbaum, 2001). Cependant une étude suggère que

la prévaience de l’arthrose du genou est le plus élevée chez les femmes de couleur

noire et non chez les hommes (Spector et al. 1996), tandis qu’une autre étude (Clark

et ai, 1999) ne montre aucune différence. Néanmoins, l’étude de Clark et al (1999)

montre que les hommes de couleur noire ont probablement 35% plus de chance

d’avoir l’arthrose de la hanche que les hommes de couleur blanche.

3.1.2 Facteurs de risques biomécaniques

En dépit des facteurs de risques systémiques, il existe aussi des facteurs de risque

locaux biomécaniques considérables. Ces derniers en affectant la structure des articulations,

pourraient augmenter un stress local sur le cartilage et ainsi contribuer au développement

de l’arthrose.

a) L’obésité : il est bien établi dans la littérature que l’obésité est un facteur de risque

pour l’arthrose du genou et l’arthrose de la hanche. Autrement dit, les gens ayant

une surcharge de poids ont une prévalence élevée de la gonarthrose et de la

coxarthrose. Une charge pondérale excessive exerce donc une pression sur les

articulations, favorisant ainsi la dégradation du cartilage (Berenbaum, 2001;

Coggon et al, 2001; Arden et al, 2006). Plus particulièrement, l’étude de
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Framingham a révélé que les femmes ayant perdu 11 livres, diminuent de 50% le

risque de développer l’arthrose du genou (Felson et al, 1992).

b) Les blessures et les déformations des articulations : des traumatismes (ex. fractures,

dislocation, lésions, etc.) aigus et répétitifs, des malformations congénitales ou

acquises modifiant la morphologie des articulations, pourraient accroître le risque

d’être atteint d’arthrose (Felson et al, 2000; Berenbaum, 2001).

e) L’excès d’activité physique: la santé du cartilage et même celle d’autres tissus

articulaires nécessitent un entretien régulier. L’intensité ou même la fréquence

extrême d’exercices sportifs, contribue au développement de l’arthrose. De plus,

certains métiers (ex. fermiers, constructeurs, miniers, etc), et des activités de loisir

nécessitant un effort physique accru, peuvent favoriser l’augmentation du risque de

développer l’arthrose du genou et l’arthrose de la hanche (Buckwalter et al, 1995;

Lequesne et al, 1997; Lievense et al, 2003; Sharma et al, 2006).

3.2 Impacts socio-économiques

L’arthrose affecte lourdement la qualité de vie des personnes atteintes. En effet, les

symptômes éprouvés, particulièrement la douleur, réduisent la capacité des patients dans

leurs activités professionnelles, familiales, de loisirs et autres. D’après l’OMS, l’arthrose
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limite les mouvements des patients atteints dans 80% des cas, et 25% se voient dans

l’incapacité d’exercer des tâches de la vie quotidienne (WHO Global, 2001). Au Canada, un

sondage révèle que les patients atteints d’arthrite ont dû, soit rester alités, soit réduire leurs

activités beaucoup plus souvent que les personnes atteintes d’autres maladies chroniques

plus de 8% de patients arthritiques ont eu 11 à 14 jours d’incapacité à vaquer à leurs

activités, par rapport à 4% de ceux atteints d’autres maladies chroniques (Arthroscope,

2003).

Les maladies chroniques comme l’arthrose engendrent des coûts directs et indirects

aux gouvernements, mais aussi aux patients. Les coûts directs incluent les consultations, les

traitements, les hospitalisations, les soins paramédicaux, les examens complémentaires, et

les adaptations de domicile, s’il y a lieu. Par contre, les coûts indirects englobent les arrêts

de travail, les pertes d’emploi, l’invalidité chronique, les accidents de travail, la retraite

anticipée et la baisse de rendement. En 199$, le Canada a déboursé pour l’arthrite un

montant s’élevant à presque 4.4 milliards de dollars, soit environ 908.8 millions en coûts

directs et 3.5 milliards en coûts indirects (Arthroscope, 2003). De plus, Reginster et al

rapportent que les charges économiques totales de l’arthrite sont de 1% à 2.5% du produit

national brut des Pays de l’Ouest, et que l’arthrose compte pour la majeur partie de ce

fardeau économique. En considérant que l’arthrose est la forme d’arthrite la plus fréquente,

elle devient subséquemment une des maladies les plus coûteuses sur le plan socio

économique.
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4. SYMPTÔMES

La douleur est le principal symptôme de l’arthrose, qui pousse le patient à consulter

un médecin. Elle est soit d’origine mécanique, soit d’origine inflammatoire. Par exemple, la

douleur peut être ressentie au niveau de la face interne ou externe du genou, de l’arrière du

genou (creux poplité). Quant à l’arthrose de la hanche, la douleur est concentrée dans le pli

de l’aine ou au niveau de la fesse et peut descendre vers l’avant-cuisse, voire même le

genou. Autrement dit, la douleur peut se loger dans la zone arthrosique ou s’étendre à

distance de l’articulation (os, muscles, tendons, etc.). La douleur et la gêne sont accentuées

durant la marche ou d’autres mouvements, et même en position assise (cas de l’arthrose de

la hanche). La gêne affecte la mobilité de l’articulation atteinte par l’arthrose. De plus, une

perte de souplesse avec une diminution de l’ampleur des mouvements peut également être

observée. Le gonflement ou l’enflure, des craquements, etc., sont également d’autres

symptômes qui peuvent se manifester (Hochberg, 2001; Wieland et al. 2005; Bardin et al.

2005).

5. PHYSIOPATHOLOGIE

L’articulation normale se compose de quatre éléments principaux: le cartilage, la

membrane synoviale, l’os sous-chondral et la cavité articulaire. Une articulation atteinte

d’arthrose voit ces composantes affectées (Fig. 1). En effet, l’arthrose est caractérisée par

une dégénération du cartilage articulaire dans lequel la dégradation entraîne la fibrillation
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de la matrice, l’apparition de fissures, d’ulcérations et d’érosion de la surface articulaire.

Des changements hypertrophiques de l’os avec la formation d’ostéophytes (excroissances

de l’os s’étendant dans la cavité articulaire) et une atteinte de l’os sous-chondral, s’en

suivent. L’inflammation de la membrane synoviale peut également être observée

(Buckwalter et al, 1997; Martinek, 2003; Martel-Pelletier, 2004; Wieland et ai, 2005).

Source: http://www.liguerhumatisme-vaud.ch/_a/Ivr/_imgGlob/arthrose.gif

Figure 1. Structure articulaire affectée par l’arthrose. L’articulation normale ne présente aucune fissure ni

signes d’inflammation. Par contre, l’articulation atteinte d’arthrose révêle la dégradation progressive du

cartilage pouvant conduire à l’érosion très poussée du cartilage, l’inflammation de la membrane synoviale et

la condensation de l’os sous-chondral avec la formation d’ostéophytes.
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5.1 Cartilage

Le cartilage normal est un tissu conjonctif blanchâtre, dense et élastique, qui

recouvre l’extrémité de l’os. Il est aneural, alymphatique, avasculaire et nourri par le

liquide synovial ou des vaisseaux sanguins de l’os sous-chondral. La nature avasculaire du

cartilage articulaire explique la longue durée des phénomènes de cicatrisation se produisant

en son sein. Il se compose de cellules appelées chondrocytes, et d’une matrice

extracellulaire (MEC). Le cartilage possède des propriétés biomécaniques permettant une

résistance aux contraintes de pressions et assurant un glissement entre les surfaces osseuses

(Frenkel et al, 1999 ; Goldring, 2001; Wieland et al, 2005; Helga et al, 2006).

5.1.1 Différents types de cartilage

On distingue trois types de cartilage (McCartey et al, 1993; Buckwalter et al, 1997):

• Le cartilage hyalin est le plus abondant de l’organisme. Le cartilage hyalin porte

également le nom de cartilage articulaire. Il participe à la formation du nez, du

larynx, de la trachée, des bronches et des voies bronchiques, et des articulations des

extrémités des os longs.

• Le cartilage élastique est proche du cartilage hyalin de par sa composition.

Néanmoins, il est plus riche en fibres élastiques ce qui lui confère une résistance

accrue aux flexions répétées. Le cartilage élastique se trouve dans l’épiglotte, le

pavillon auriculaire et les trompes d’Eustache.
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• Le cartilage fibreux est constitué de tissu dont la nature se situe entre celle du

cartilage hyalin et celle du tissu conjonctif. Le fibrocartilage est localisé dans la

symphyse pubienne, dans les disques intervertébraux et dans les ménisques des

genoux.

5.1.2 Structure du cartilage articulaire

Le tissu cartilagineux se divise en quatre couches principales distinctes (Fig. 2;

Buckwalter et al, 1990; Gannon et ai, 1991; McCartey et al, 1993; Buckwalter et ai, 1997;

Goldring, 2001).

• Une couche superficielle se divisant typiquement en deux couches une première

couche sans chondrocytes recouvrant la surface articulaire, et une seconde couche

où des chondrocytes sont petits et plats. La concentration des collagènes

(majoritairement le collagène de type II) est élevée alors que celle des

protéoglycanes est basse.

• Une couche moyenne (couche de transition) où les chondrocytes ont une forme

sphéroïdale et possèdent une plus forte concentration dorganelles synthétiques, de

réticulum endoplasmique et de membranes de Golgi que ceux de la zone

superficielle. Les fibrilles de collagènes ont un plus gros diamètre, mais sont

présentes en moins haute concentration. On y retrouve les collagènes de types II, IX
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et XI. De plus. la concentration de protéoglycanes est plus élevée dans cette zone

que dans la zone superficielle.

* Une couche profonde (couche radiale) où les chondrocytes ont également une forme

sphéroïdale. Dans cette couche. les fibrilles de collagènes sont les plus grosses. la

concentration de protéoglycanes est la plus élevée, et la concentration en eau est la

plus basse. On y retrouve les collagènes de types II. IX et XI.

• Une couche calcifiée qui sépare la couche profonde de l’os sous-chondrale, sert de

tampon mécanique important. Elle est le résultat de l’ossification endochondrale.

Elle renferme le collagène de type X.

Fibres
de collagène

Chondrocytes

Source http://www.mon-arthrose.com/main/articulations/structure,htm

Figure 2. Structure simplilïee du cartilage articulaire. Le tissu est divisé en quatre couches : superficielle,

moyenne, profonde et calcifiée.

Couche superficielle

Couche moyenne

• ,E

% ‘.

Couche calcifiée

Os
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5.1.3 Composition

5.1.3.1 Chondrocytes

Le cartilage est constitué d’un seul type de cellules nommées chondrocytes

(chondro cartilage, cytes = cellules). Les chondrocytes sont contenus dans des lacunes

ovalaires ou arrondies appelées chondroplastes. Les chondrocytes baignent dans la MEC.

Cependant, ils n’occupent qu’un volume minoritaire du cartilage articulaire, soit —1% chez

l’homme adulte. Les chondrocytes sont caractérisés par leur forme sphéroïdale, par la

synthèse de collagènes, d’agrégats géants de protéoglycanes et de protéines non

collagéniques spécifiques, et par l’agencement de ces molécules en matrice cartilagineuse.

Autrement dit, les chondrocytes assurent la synthèse et la dégradation de tous les

composants de la MEC cartilagineuse (Buckwalter et aI, 1997; Goldring, 2000; Goldring,

2001; Wieland et al, 2005; Helga et al, 2006).

5.1.3.2 Matrice extracellulaire ou MEC

La MEC est riche en eau (70-80% de son poids), et représente 90% du poids sec du

cartilage. La MEC contient entre autres des fibres de collagènes et des molécules de

protéoglycanes. Le collagène de type II est le plus abondant. Les protéoglycanes sont

principalement constitués de l’aggrécane, qui dorme au cartilage ses propriétés mécaniques

de compressibilité et d’élasticité. Les protéoglycanes sont des molécules hydrophiles, car

elles renferment des glycosaminoglycanes (ex. chondroïtine-sulfate, kératane-sulfate, etc.)

riches en radicaux acides très hydrophiles, d’où la teneur en eau et l’élasticité du cartilage
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(Hardingham et ai, 1992; Buckwaiter et ai, 1994; Buckwaiter et ai, 1997; Goidring, 2000;

Goidring, 2001; Wieland et ai, 2005; Helga et ai, 2006).

La MEC contient égaiement des enzymes protéoiytiques (ex. métaiioprotéinases

matricieiies et aggrécanases) permettant la dégradation de ia matrice lors de son

renouveilement, et de nombreux facteurs de croissance et cytokines produits par ies

chondrocytes et/ou provenant d’autres celluies (monocytes/macrophages, synoviocytes).

Les protéinases principaiement impiiquées dans ia dégradation du cartiiage, sont les

métaiioprotéinases de ia matrice (MMPs). Ces dernières sont un groupe majeur

d’endopeptidases zinc-dépendant fonctionnant généralement à pH neutre et requérant le

Ca2 pour leur activité. Eues réguient ia composition de la MEC en dégradant ses

composantes teiies que ies collagènes fibriliaires et non fibriilaires, ia fibronectine, ia

lamine, l’éiastine et ies glycoprotéines de la membrane (Goidring, 2001). Les MMPs jouent

un rôie important dans piusieurs maladies comme l’arthrose, l’athérosciérose, ie cancer, etc.

En effet, les MMPs sont fortement synthétisées dans les chondrocytes et synoviocytes sous

i’influence des cytokines (Martei-Pelletier et aI, 2001; Martel-Peiietier, 2004; Yasuda,

2006). Leurs activités sont contrôlées par des inhibiteurs tissuiaires des MMPs ou TIMPs

(Tissus Inhibitors of Metalloproteinases) (Siawomir et aI, 1997; Chakraborti et ai, 2003;

Kevorkian et ai, 2004).
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Il existe au moins 25 MMPs. Cependant les principales MMPs impliquées dans

l’arthrose sont la collagénase 1 ou MMP-l et la collagénase 3 ou MMP-13. MMP-1 et

MMP-13 diffèrent de leur affinité à la dégradation du collagène de type II. Cependant,

MMP-13 est la collagénase qui possède une plus grande affinité pour le collagène II. Leur

distribution dans la matrice du cartilage diffère aussi : MMP- 1 se retrouve aux couches

superficielles du cartilage, tandis que MMP-13 est exprimée majoritairement en profondeur

dans le cartilage. MMP-1 est sécrétée sous forme de zymogène de 57/52 kDa et sous forme

active de 46/42 kDa. MMP-13 se présente également sous une forme de proenzyme de

60 kDa et sous forme active de 4$ kDa. En plus du collagène de type II, MMP-1 dégrade

d’autres collagènes incluant les types I, III, VII, VIII et X, la gélatine, l’aggrécane, etc.,

alors que MMP-13 dégrade les collagènes de types I, III, IV, IX, X et XIV, la gélatine, la

fibronectine, l’aggrécane, etc. (Martel-Pelletier, 2001; Chakraborti et al, 2003; Martel

Pelletier, 2004; Kevorkian et al, 2004; Yasuda, 2006).

5.1.4 Cartilage arthrosique

Au cours de la dégradation du cartilage, il y a un déséquilibre entre la synthèse des

facteurs cataboliques et anaboliques par les chondrocytes. Les facteurs cataboliques sont

augmentés, tandis que les facteurs anaboliques sont diminués. Parmi les facteurs

cataboliques jouant un rôle important dans la réponse des chondrocytes aux dommages

causés à la MEC, on peut citer les MMPs et l’oxyde nitrique (NO) ou monoxyde d’azote.
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En effet. l’oxyde nitrique est un gaz synthétisé par l’oxydation de la L-arginine via

des enzymes appelées NO synthase (NOS). Il existe trois isoformes de la NOS avec des

fonctions distinctes. Ces isoformes sont généralement divisés en deux classes la NOS

constitutive et la NOS inductible. En effet, la NOS neuronale (nNOS ou NOS I) et la NOS

endothéliale (eNOS ou NOS3) sont exprimées constitutivernent. tandis que Fexpression de

la NOS inductible (iNOS ou NOS2) est régulée entre autres durant l’inflammation.

Habituellement. la nNOS est impliquée dans la neurotransmission. et la eNOS est

importante pour la relaxation des muscles lisses vasculaires et la régulation de la pression

artérielle. L’iNOS (130 kDa), considérée comme la principale source de NO, est

importante dans les réponses inflammatoires et pathogéniques. À faibles concentrations, le

NO est un messager paracrine, mais à fortes concentrations comme dans les cas

d’inflammation, le NO a des effets adverses via la formation de radicaux libres (Moncada

et ai, 1989; Moncada et ai, 1991: Beckman et ai, 1996; Folkerts et ai, 2001).

Les chondrocytes produisent une grande quantité de NO après une stimulation de

l’iNOS par les cytokines. Des études ont démontré que le NO est en partie responsable du

blocage de la synthèse des glycosaminoglycanes et des collagènes par l’interleukine 1 bêta

(IL-113), et de ce fait pourrait contribuer à l’activation de la forme latente des MMPs. Aussi,

NO participerait à la mort ceiiulaire des chondrocytes en interférant avec des signaux de

survie provenant de la MEC (Pelletier et aI, 1996; Clancy et ai, 199$; Lotz et ai, 1999;

Berenbaum, 2001).
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5.2 Membrane synovia]e

La membrane synoviale est un tissu vascularisé et innervé. La vascularisation joue

trois rôles i) permet l’échange de soluté et de gaz nécessaires pour la membrane elle-

même, mais aussi pour le cartilage avasculaire; ii) est essentielle pour la production du

liquide synovial; iii) et, régule la température de l’articulation. Le système lymphatique

présent permet de drainer entre autres l’excès de fluide, les protéines et les petites

particules. La membrane possède également des fibres sensorielles et des fibres dites

efférentes provenant du système nerveux sympathique. Donc, elle permet l’homéostasie

locale, et débarrasse la cavité articulaire de ses débris qui passent ensuite dans l’urine via la

circulation sanguine (Wilkinson et al, 1989; Mapp et àl. 1990; Fox et al 1993; Simkin,

1993).

La membrane synoviale encercle l’articulation pour retenir le liquide synovial. Près

de l’os, la membrane se sépare de la capsule et s’étale sur le périoste. Au niveau

macroscopique, elle paraît lisse et luisante. Cependant, elle possède des microvillosités qui

permettent son extension durant le mouvement articulaire ou en réponse à un changement

de pression intra-articulaire. Elle est constituée de cellules nommées synoviocytes et de la

MEC. Elle est aussi le siège de l’inflammation (Simkin, 1993; Edwards, 2001).

5.3 Os sous-chondral

L’os sous-chondral est la surface osseuse articulaire située directement sous le

cartilage. Il permet aux vertébrés de se tenir debout, de se mouvoir, et, protège et nourrit
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partiellement le cartilage. L’os sous-chondral est vascularisé, ce qui favorise l’intégrité du

cartilage. Il se compose de trois types de cellules: les ostéoblastes, les ostéocytes, et les

ostéoclastes. Les ostéoblastes sont les cellules responsables de la synthèse et de la

régulation du dépôt et de la minéralisation de la MEC osseuse. Une fois incorporés dans la

matrice osseuse, les ostéoblastes sont nommés ostéocytes. Quant aux ostéoclastes. ils

déminéralisent l’os et son entourage. et de ce fait, sont responsables de la résorption

osseuse. De plus, la majeure partie de la matrice organique est constituée de collagène de

type I produit par les ostéoblastes. Le collagène de type I constitue la charpente pour la

minéralisation. D’autres constituants de la matrice osseuse sont les collagènes de types II,

III. V, et X. les protéoglycanes. l’eau. des lipides, et de protéines (ex. Fostéocalcine. la

fibronectine, etc.). La partie inorganique de l’os représente le deux tiers de la matrice

osseuse, et comprend essentiellement des cristaux d’hydroxyapatite (Marks, 1988; Robey

et al. 1988; Green, 1994; Boskey, 2001: Wieland et al, 2005).

Les principaux changements osseux survenant lors de l’arthrose sont la sclérose

(épaississement) osseuse de l’os spongieux subarticulaire et la formation d’ostéophytes ou

d’ostéochondrophytes. Au cours du stade avancé, il peut se fonrier de l’os à la place du

cartilage (ossification endochondrale) accompagné d’angiogénèse pouvant pénétrer le

cartilage et exposer des bouts d’os lisses et denses à la surface du cartilage (éburnation)

(Grynpas et aI, 1991; Huebner et al 2002; Wieland et ai. 2005)
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5.4 Cavité articulaire

La cavité articulaire contient le liquide synovial. Ce dernier est très visqueux. Il

permet l’amortissement des chocs, empêche le contact des cartilages entre eux, assure la

nutrition du cartilage, et évacue les débris issus de l’usure du cartilage (Levik, 1984;

Wieland et ai, 2005).

6. TRAITEMENTS

Les traitements servent généralement à soulager les symptômes comme la douleur, à

améliorer la fonction de l’articulation et à réduire les inaptitudes. Le traitement de

l’arthrose est personnalisé pour chaque patient. Les médecins et les rhumatologues suivent

des recommandations de la Ligue européenne contre le rhumatisme (EULAR), ou du

Collège américain de rhumatologie (ACR), pour administrer les traitements adéquats. Il

revient alors au patient d’être compliant dans la prise de ses médicaments.

6.1 Traitements pharmacologiques

6.1.1 Traitements généraux

Il existe deux grandes classes thérapeutiques les analgésiques et les anti

inflammatoires non stéroïdiens.

Les analgésiques ou les antalgiques: ce sont des médicaments comme

l’acétaminophène (ex. Tylenol®, Panadol®, Exdol®, etc). Ces médicaments
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soulagent rapidement et efficacement la douleur légère à modérée, et pour certains,

sont des médicaments en vente libre. Cette classe comprend aussi des analgésiques

opioïdes. Cependant. dépendamment de la dose utilisée, ils peuvent être toxiques

(hépatotoxicité, dommages aux reins, etc.) et induire des effets secondaires non

négligeables (Cannon, 2001: Wieland et al, 2005; Sarzi-Puttini et al, 2005;

Steinmeyer et al, 2006; Mallette, 2006).

- Les anti-inflammatoires non stéroïdiens (ATN$): ils agissent en bloquant l’action

des cyclooxygénases (COXs). enzymes intervenant dans la fabrication de

prostaglandines (PGs). On peut distinguer deux sous-groupes dans cette classe, les

AE’JS non sélectifs et les AINS sélectifs (Coxibs) contre la cyclooxygénase 2

(COX-2). Les ATNS non sélectifs sont habituellement utilisés pour réduire la

douleur et l’inflammation. Parmi les AINS non sélectifs, on peut citer l’acide

acétylsalicylique ou ASA (ex. Aspirine®, Anacine®, etc.) et l’ibuprofène (ex.

Motrin®, Advil®, ete). Bien qu’étant efficaces, les AINS non sélectifs présentent

des effets secondaires comme les troubles gastro-intestinaux (ex. ulcères, brûlures

d’estomac, saignements, etc.) qui limitent leurs utilisations. Par contre, les Coxibs

ont apporté une meilleure innocuité comparativement aux analgésiques et AINS non

sélectifs, entre autres en diminuant l’incidence des effets secondaires de type

digestifs. En effet, les Coxibs inhibent sélectivement la COX-2, ce qui déjoue les

effets néfastes causés par l’inhibition de la cyclooxygénase 1 (COX-1) des autres



22

médicaments. Malheureusement, des preuves cumulées ont montré que les Coxibs

renferment «autres dangers sur les plans cardiovasculaire, rénal et cutané. Le 30

septembre 2004, VIOXX (Rofécoxib) a été retiré du marché canadien, et plus tard

dans le marché mondial, à cause du risque élevé de maladies cardiovasculaires telles

que les infarctus du myocarde et les accidents vasculaires cérébraux. D’autre part,

Santé Canada a demandé à Pfizer Canada en avril 2005, de suspendre la vente de

Bextra (Valdécoxib), jusqu’à ce que les questions «innocuité de types cutané et

cardiovasculaire soient résolues. Quant au Celebrex (Célécoxib), il est actuellement

le seul inhibiteur sélectif de la COX-2 en vente au Canada, mais avec de nouvelles

restrictions imposées par Santé Canada. En somme, cette sous-classe, les Coxibs,

fait l’objet dune surveillance et d’une attention particulière des instances

gouvernementales à travers le monde (Cannon, 2001; Wieland et al. 2005; Sarzi

Puttini et al, 2005; Steinrneyer et al, 2006; Mallette, 2006).

6.1.2 Traitements à faibles actions

Les médicaments à faibles actions dans l’arthrose ont été ainsi désignés par la

Société internationale de recherche sur l’arthrose. II s’agit de la Glucosamine. la

Chondroïtine sulfate, et la Diacerhéine. Ces médicaments ou plutôt suppléments

nutritionnels semblent avoir des effets palliatifs contre les symptômes. prévenir et modifier

morphologiquement la dégénération du cartilage chez l’humain. Cependant, la controverse

concernant leur réelle efficacité est toujours présente. Par exemple, des études cliniques
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récemment publiées, n’ont montré aucun avantage de la glucosarnine sulfate par rapport au

placebo (Rindone et ai, 2000; Caimon, 2001; Thie et al, 2001; Hughes et aI, 2002; Cibere et

ai, 2004). De plus, quelques effets secondaires induits par la Diacerhéine ont été rapportés,

comme la diarrhée, des affections cutanées (Dougados et ai, 2001; Steinrneyer et al, 2006).

Il n’en demeure pas moins que certains de ces suppléments nutritionnels sont

énormément vendus dans plusieurs pays à travers le monde tels que l’Australie, la France.

l’Italie, l’Espagne. les États-Unis et le Canada, pour ne citer que ceux-là (Steinrneyer et al.

2006).

6.1.3 Thérapies locales

Les thérapies locales ciblent directement F articulation atteinte.

> Des injections intra-articulaires de stéroïdes et d’acide hyaluronique

administration intra-articulaire de giucocorticoïdes est prescrite dans le traitement

de douleurs aigus (Cannon, 2001; Wieland et ai, 2005). L’injection d’acide

hyaluronique (ex. Hylan G-f 20, Hyaluronate de sodium, etc.), quant à elle, redonne

au fluide synovial sa viscoélasticité, ce qui permet de lubrifier le cartilage, de

favoriser une plus grande mobilité et de soulager la douleur. Cette technique est

appelée la viscosuppiéance (Cannon, 2001; Wieland et al, 2005; Sarzi-Puttini et ai,

2005).
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Le lavage articulaire : Cette tecimique est parfois employée en cas de poussées

hydarthrodiales récidivantes ou d’épanchement chronique malgré le traitement bien

adapté pour l’arthrose du genou. En fait, elle consiste à nettoyer l’articulation des

débris de cartilage et des produits d’inflammation qui favorisent la douleur. Sous

anesthésie locale, le rhumatologue injecte, puis retire un liquide physiologique

stérile dans l’articulation. Ce lavage est même réalisé avant les infiltrations de

cortisone ou d’acide hyaluronique afin d’augmenter leur efficacité (Cannon, 2001).

> Des traitements topiques : les analgésiques topiques (ex. la crème Capsaïcine. AINS

topiques, etc.) sont souvent prescrits en monothérapie ou en traitement additif dans

le cas de la gonarthrose et de la coxarthrose. Ceux-ci permettent d’améliorer la

souplesse et de diminuer la douleur (Cannon. 2001; Sarzi-Puttini et al, 2005).

La kinésithérapie permet de diminuer les contraintes articulaires, et de tonifier les

muscles, par exemple, avant une intervention chirurgicale. Cette forme de

rééducation est intéressante dans le cas de la gonarthrose (ex. arthrose fémoro

patellaire) et de la coxarthrose (Sarzi-Puttini et al, 2005).

> D’autres traitements locaux comme la physiothérapie, les ultrasons, la

mésothérapie, l’usage de semelles orthopédiques, peuvent être utilisés lors des

phases douloureuses et congestives d’arthrose (Sarzi-Puttini et al. 2005).
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6.2 Traitements non pharmacologïques

En dépit du fait qu’il y ait peu d’évidences sur l’efficacité des traitements non

pharmacologiques, il n’en demeure pas moins que leur recours soit fréquent pour la gestion

des patients atteints d’arthrose.

• Certains exercices (ex. la marche, la natation, etc.) améliorant la qualité de vie des

patients, sont recommandés en cas d’arthrose chronique. subaigu, et post

chirurgicale afin de garder le patient en bonne santé (Van Baar et ai, 1999; Bischoff

et ai, 2003; Gilbey et al, 2003). Ils consistent en des activités qui ne donnent pas

trop de charge aux articulations affectées, et en des étirements doux.

• La perte de poids est toujours de mise surtout pour les patients obèses. Étant donné

que les articulations du genou et de la hanche s’usent plus rapidement chez les

personnes ayant un surpoids, une perte de poids a un impact important sur la santé

de l’articulation (felson et al, 1992; Caimon, 2001).

• Plusieurs comportements sont importants à considérer dans la gestion de la douleur.

Bien que le soulagement de la douleur soit relativement complet, l’éducation du

patient sur larthrose et sa participation à des programmes. peuvent l’aider à passer

au travers émotioimellement et même financièrement (Sarzi-Puttini et al, 2005). La
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Société d’arthrite au Canada a développé plusieurs programmes comme par

exemple le «Programme d’initiation personnelle contre l’arthrite ».

6.3 Chirurgie

Le traitement chirurgical pour l’arthrose n’est considéré seulement qu’après l’échec

de tout autre traitement non chirurgical. Pour certains cas graves de la gonarthrose et de la

coxarthrose, où le cartilage a pratiquement disparu et une grande partie de l’os est dénudé,

une intervention chirurgicale peut être envisagée. Elle peut aider à rétablir la mobilité des

jointures et leurs fonctionnements (Cannon, 2001; Sarzi-Puttini et al, 2005).

• Le recours à la prothèse est la solution ultime. L’articulation peut être remplacée

partiellement (prothèse uni-compartimentale) ou totalement (prothèse totale). La

prothèse unicompartimentale est proposée aux patients qui présentent une arthrose

peu évoluée, unilatérale, avec un ligament croisé antérieur sain et sans déformation

angulaire excessive. La prothèse totale, quant à elle, se compose de trois pièces

une pièce en acier inoxydable remplaçant la partie articulaire du fémur; une pièce

en polyéthylène à la place de la rotule; et enfin, la troisième remplace la partie

articulaire du tibia, elle est en polyéthylène reposant sur une base métallique. La

prothèse totale du genou ou de la hanche est la plus couramment utilisée. De plus, il

existe une troisième forme de prothèses, la prothèse dite charnière, qui est indiquée

dans des cas très particuliers (gonarthrose avec déformations majeurs, de reprises
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de prothèses avec pertes osseuses importantes, altérations des structures

ligamentaires périphériques, etc.) (Cannon, 2001).

La décision de placer une prothèse tient compte de la douleur et de la gêne

ressenties par le patient, et non uniquement sur le stade radiographique. Cette

intervention a l’avantage d’irradier complètement la douleur et la gêne, et a une

durée de vie longue soit 15 ans (Millis et al, 1996; Sarzi-Puttini et ai, 2005).

Néanmoin, elle peut comporter certaines complications telles que la phlébite,

l’hématome, des infections, etc. (Nestor, 1998; Mallette, 2006).

• L’ostéotomie est une technique surtout employée dans le cas de la gonarthrose

lorsqu’il y a un genu varum (déviation de l’axe des jambes en forme de lettre O) ou

plus rarement un genu valgum (déviation de l’axe des jambes en forme de lettre X)

qui sont responsables respectivement d’une gonarthrose fémoro-tibiale interne ou

externe. En effet, le chirurgien retire un morceau triangulaire dans l’os pour

remettre des appuis qui redonnent un axe normal à l’articulation. Cette intervention

est indiquée pour de jeunes patients (Millis et al, 1996; Sarzi-Puttini et al, 2005).
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6.4 Traitements alternatifs

Plusieurs patients atteints d’arthrose utilisent des thérapies alternatives ou

complémentaires. Ces traitements inclus l’acupuncture, des herbes, des diètes,

l’homéopathie, des thérapies électromagnétiques, etc (Astin, 199$; Eisenberg et al, 199$;

Rao et ai, 1999; Cannon, 2001: Sarzi-Puttini et ai, 2005).

II. PROSTAGLANDINES

1. STRUCTURE ET DISTRIBUTION TISSULAIRE

Les prostagiandines (PGs) sont des composés biologiques actifs qui jouent un rôle

dans les processus physioiogiques du corps humain. Elles font partie des éicosanoïdes, nom

tiré du mot grec Eikosi signifiant 20. Les PGs sont aussi appelées prostanoïdes, terme

général incluant les PGs, les thromboxanes (TX5) et les prostacyclines. Ce sont

majoritairement la prostaglandine D2 (PGD2), la prostaglandine E2 (PGE2), la

prostaglandine F2Œ (PGf,Œ), la thromboxane A2 (TXA2), et la prostaglandine 12 (PGI2;

prostacycline). En effet, l’acide prostanoïque est la structure de base de toutes les PGs qui

sont composées de 20 atomes de carbone essentiellement d’acides gras insaturés. Les PGs

contiennent un anneau de cyclopentane et de deux chaînes nommées u et w attachées à
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l’anneau (Fig. 3). L’anneau de cyclopentane est composé de cinq carbones pour les PGs et

les prostacyclines, et de six carbones pour les TXs (Narurniya et al, 1999; Miller, 2006).
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Figure 3. Structure chimique de l’acide prostanoïque. L’acide prostanoïque est la structure de base de

toutes les prostaglandines. Figure tirée de Miller, 2006.

Les prostanoïdes se retrouvent dans la plupart des cellules. Les sites de synthèses

majeurs sont les systèmes musculosquelettique, respiratoire, gastro-intestinal,

hématologique, cardiovasculaire, rénal, nerveux et reproductifs (Miller, 2006).

2. BIOSYNTHÈSE DES PROSTAGLANDINES

Les prostanoïdes sont classées en séries 1, 2, 3 respectivement synthétisées à partir

de l’acide y-homolinoléique (8, 11, 14- acide éicosatriénoïque), l’acide arachidonique (5, 8,

11, 14- acide éicosatétraénoïque) et le 5, 8, 11, 14, 17- acide éicosapentaénoïque. L’acide
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arachidonique est le précurseur d’acide gras le plus abondant chez la plupart des

mammifères comme l’homme, et la série 2 de prostanoïdes sont abondamment formés dans

le corps.

En réponse à de nombreux stimuli physiologiques et pathologiques par l’action de la

phospholipase A2, l’acide arachidonique est libéré de la membrane de phospholipides et est

converti en prostanoïdes par la voie des COXs. Leurs actions résident d’une part dans la

cyclisation de l’acide arachidonique dans lequel le groupe 15-hydroperoxy est ajouté pour

former la PGG2 et d’autre part, dans la réduction du groupe hydroperoxy de PGG2 pour

former un produit hydroxylé la PGH2 (Park et al. 2006). Il existe trois isoformes de la

COX: la COX-1, la COX-2 et la COX-3 (Martel-Pelletier et al, 2003; Park et al, 2006). En

effet, la COX-l (72 kDa) est exprimé constitutivement dans plusieurs tissus et cellules, et

joue un rôle important dans le maintien de l’homéostasie. La COX-2 (72 kDa) est

rapidement induite par les cytokines pro-inflammatoires, les facteurs de croissance, les

oncogènes et les promoteurs de tumeurs. Des études ont révélé des niveaux élevés de COX

2 dans les tissus articulaires OA. COX-1 et COX-2 partagent 6l% d’homologie de

séquence en acides aminés. La COX-3 (65 kDa), récemment identifiée comme étant

similaire à la COX-1 et la COX-2 en termes de structures et de fonctions enzymatiques.

Elle est aussi exprimée de manière constitutive, et fortement concentrée dans le cortex

cérébral et les tissus du coeur. Par ailleurs, elle inhiberait les effets catalytiques de COX1 et

COX-2 (Martel-Pelletier et al, 2003; Park et al, 2006).
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La PGH2 est par la suite métabolisée en PGD2, PGE2, PGF2Œ, TXA2, et POT2 par

différentes isomérases et synthases (Fig. 4). Les prostanoïdes ainsi formés sont

immédiatement relâchés en dehors de la cellule (Narumiya et al, 1999; Tsuboi et al, 2003;

Miller, 2006).
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Figure 4. Biosynthèse des prostanoïdes. Les séries 2 de prostaglandines, PGD2 PGE,, PGf2Œ, TXA7, et

PGI,, sont formées à partir de l’acide arachidonique. La conversion de l’acide arachidonique en PGG2 et par

la suite en PGH-,, est catalysée par les cyclooxygénases. PGH2 à son tour est catalysée par différentes enzymes

pour produire les différentes prostaglandines. f igure modifiée et tirée de Narumiya et ai, 1999.
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3. PROSTAGLANDINE D2

3.1 Enzymes de synthèse

La prostaglandine D2 est formée par l’action de deux types d’isoformes de PGD2

synthases (PGDS): l’enzyme de type lipocaline ou L-PGDS. et l’enzyme hématopoïétique

ou H-PGDS. L-PGDS est généralement présent dans le système nerveux, les testicules et le

coeur de l’homme, tandis que H-PGDS se retrouve entre autres dans le système

hématopoïétique, la rate, les lymphocytes T helper 2 (Th2) (Mahmud et al. 1997; Urade et

al, 2000; Urade et al, 2002). De récentes études ont révélé que les chondrocytes humains

expriment constitutivement L-PGDS (Attur et al, 2003; Shan et al, 2004), et que les

cytokines pro-inflammatoires régulent à la hausse le niveau d’ARNm de H-PGDS (Shan et

al. 2004).

3.2 Récepteurs

3.2.1 Récepteurs membranaires

3.2.1.1 DP-1

DP-1 est le premier récepteur de la PGD2 découvert, et a été cloné pour la première

fois en 1994. Chez l’humain, DP-1 est formé de 359 acides aminés, dont le poids

moléculaire calculé de 40 276 Da. Il y a une homologie de séquence de 70% entre l’homme

et le rat, et 73% entre l’homme et la souris. DP-1 est un récepteur à sept domaines

transmembranaires couplé à la protéine GOES. Des études ont montré que l’activation de DP
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1 conduit à l’augmentation du niveau de seconds messagers comme i’AMPc intracellulaire

2+et le Ca (Narumiya et al, 1999; Tsuboi et ai, 2002; Kabashima et ai, 2003; Hata et ai,

2004). Le récepteur DP-1 humain se lie à PGD2 et PGJ2 (métaboiite de PGD2) avec une

haute affinité, de même qu’avec des agonistes synthétiques sélectifs tels que BW245C

(Tableau I; Wright et ai, 1998; Rirai et ai, 2001; Monneret et ai, 2001). DP-1 est exprimé

chez l’humain dans l’intestin et le cerveau (Boie et al, 1994).

Tableau I. Propriétés pharmacologiques des récepteurs membranaires de la PGD2

(Narumiya et al, 1999; Hata et ai, 2004)
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3.2.1.2 CRTH2

Le récepteur CRTH2 a été initialement identifié comme un récepteur de surface

chimiotactique spécifique des cellules Th2, et par la suite des études ont démontré sa

liaison à la PGD2 avec une affinité similaire observée pour le DP-1. Le récepteur CRTH2

humain est composé de 395 résidus d’acides aminés avec une masse moléculaire calculée

de 43 kDa. CRTH2 humain possède deux sites N-glycosylation sur son domaine

extracellulaire N-terminal, et une longue queue du côté cytosolique comportant plusieurs

sites pour la phosphorylation de la protéine kinase C. CRTH2 est constitué de sept

domaines transmembranaires, et est couplé à la protéine G. L’activation de CRTH2 induit

l’inhibition de l’AMPc et augmente le niveau intracellulaire de Ca2 (Tableau I). CRTH2 a

peu de similarité avec DP-1 et les autres récepteurs des prostanoïdes en dehors du fait que

la PGD2 s’y lie. Il existe une homologie de séquences de 77% entre le CRTH2 humain et

murin (Narumiya et al, 1999; Nagata et ai, 1999; Kazuhito et al, 2002; Sawyer et al, 2002;

Hata et al, 2004).

Parmi les ligands de CRTH2 on note, de puissants agonistes sélectifs comme le 13,

1 5-dihydro- 15 -keto-PGD2 (DK-PGD2), 15 -R-methyl-PGD2 (R-PGD2), et 1’ indométacine.

De plus, PGJ2 (métabolite de PGD2) est aussi connu conmie ligand de CRTH2 (Narumiya

et ai, 1999; Hata et aI, 2004).

L’expression de 1’ARNm de CRTH2 a été identifiée dans plusieurs régions du corps

humain telles que le cerveau, le coeur, l’estomac, le foie, le petit intestin etc. (Nagata et al,

2003).
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3.2.2 Récepteur nucléaire : PPARy

La PGD2 possède un récepteur nucléaire nommé PPAR7 (Peroxisome Proliferator

Activator Receptor). PPAR7 joue un rôle important dans plusieurs phénomènes, entre

autres, dans la régulation de la prolifération des adipocytes, de l’inflammation, de

l’homéostasie du glucose, et de l’accélération de la dégradation des leucotriènes. En effet,

PPARy fait partie de la famille des PPAR comprenant également PPARX et PPAR3.

Activés par la fixation de leurs ligands, les PPAR forment des hétérodimères avec les

récepteurs de l’acide rétinoïque 9-cis (RXR) et se fixent sur des éléments de réponse

spécifiques au niveau du promoteur de leurs gènes cibles (Rocchi et ai, 1999; Zingarelli et

al, 2005). Plus particulièrement, le produit de déshydratation de la PGD2, 1 5-désoxy-z\’2 14

— PGJ2, inhibe l’induction par IL-1 E3 de la production de NO et de l’expression de plusieurs

enzymes impiiquées dans la pathophysiologie de l’arthrose tels que MMP-13, iNOS, la

prostaglandine E synthase mernbranaire-1 (mPGE$-1), et la COX-2 (Fahmi et al, 2001;

Cheng et al, 2004; farrajota et al, 2005; Li et al, 2005).

3.3 Fonctions connues de DP-1 et CRTH2

La PGD2 induit différents effets selon le type de tissus où elle est synthétisée. Dans

plusieurs autres types cellulaires, PGD2 a des effets à la fois pro- et anti-inflammatoires via

ses récepteurs membranaires (Katzung, 1989; Coleman et al, 1994; Narumiya et al, 1999;
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Breyer et ai, 2001; Nagata et ai, 2003; Hata et ai, 2004; Miiier et ai, 2006). Quelques-uns de

ces effets sont répertoriés dans le tableau suivant (Tabieau II).

Tableau II. Effets biologiques de la PGD2 via chacun de ses récepteurs membranaires

(Narumiya et ai, 1999; Hata et ai, 2004; Evi et ai, 2006)

‘type de r

DP-1 - Vasodilatation
- Inhibition de l’agrégation piaquettaire

- Relaxation des muscles lisses
- Effets anti-inflammatoires

- Promotion de l’asthme
ion de la migration des éosinophiles et des cellu

dendritiques
Inhibition de l’apoptose des éosinophi1e

- Induction du sommeil
- Neuroprotection

CR1112 e la migration des cellules Th2, e
basophiles

Jation des molécules d’adhésio
Th2 et éosinophiles

on des eosinophiles (c —

iologiques, dégranulation, etc’
)tion de la production des c

cellules 1h2
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4. AUTRES PROSTAGLANDINES PGE2, PGF2Œ, TXA2, et PGI2

À cause de leurs instabilités chimique et métabolique, les prostanoïdes agiraient au

niveau de leurs sites de production. Les prostaglandines exercent plusieurs actions dans de

nombreux tissus et cellules. Les effets les plus souvent rencontrés sont la relaxation et la

contraction de plusieurs types de muscles lisses. Les prostaglandines régulent l’activité des

plaquettes et sont impliquées dans l’homéostasie et l’hémostasie. Ainsi, elles régulent la

sécrétion et la mobilité dans le tractus gastro-intestinal, et, le transport d’ions et d’eau. De

plus, elles jouent un rôle dans l’apoptose, la différentiation cellulaire et l’oncogenèse. Elles

modulent l’activité neuronal en inhibant ou en stimulant la relâche de neurotransmetteurs,

en générant la fièvre ou l’induction du sommeil (Narumiya et al, 1999; Tsuboi et al, 2002;

Rata et al, 2004; Miller et al, 2006).

Par ailleurs, les prostaglandines sont considérées comme des composés

hydrophobes, donc non perméables à la membrane cellulaire. Elles agiraient via des

récepteurs membranaires : EP 1-4, FP, TP, IP sont respectivement les récepteurs de PGE2,

PGF2c, TXA2, et PGI2. Le tableau suivant (Tableau III) récapitule les effets connus à date

de ces différentes prostaglandines (Narumiya et al, 1999; Nagata et al, 2003; Rata et al,

2004; Miller et al, 2006).
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Tableau III. Résumé des rôles physiologiques dans les systèmes d’organes (Narurniya

et ai, 1999; Hata et ai, 2004 Evi et ai, 2006)

Système Prostaglandines Sites majeurs de Effets

et métabolites synthèse

istéoblastes ésption et formation
osseuses

Chondrocytes/Syno4iocytes Pro-inflammatoire

Chondrocytes/Synoviocytes Anti-inflammatoire

Respiratoire PGI2 Cellules endothéliales Vasodilatation

Hématologique PGI2 Cellules endothéliales Désagrégation
plaquettaire

TXA2 Plaquettes Agrégation plaquettaire

Gastro- PGE2 Muqueuse gastrique Cytoprotection
intestinal

Cardio- PGI2 Cellules endothéliales Vasodilatation
vasculaire

TXA, Plaquettes Vasoconstriction

Rénal PGI2 Cortex rénal Vasodilatation

PGE2 Médulla rénal Excrétion du sel et de
l’eau

Neurologique PGE2 ? Fièvre, hyperalgésie

Reproducteur Vésicules séminales Érection, éjaculation,
transport de sperme
PartuntioØientnation,
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III. INTERLEUMNE-1 BÊTA

1. STRUCTURE ET RÉCEPTEURS

Les cytokines pro-inflammatoires comme l’interleukine-l bêta (IL-113) jouent un

rôle crucial dans l’arthrose. Des chondrocytes arthrosiques et des synoviocytes arthrosiques

présentent un niveau élevé d’IL-1J3. Cette dernière est préalablement synthétisée sous la

forme de précurseur de 31 kDa, puis relâchée sous la forme active de 17 kDa. Dans le

cartilage, la membrane synoviale et le fluide synovial, IL-113 se présente sous la forme

active. La pro-forme d’IL-113 est transformée en forme active via l’enzyme de conversion

d’IL-113 (ICE ou Caspase t). IL-113 possède des récepteurs à la surface des cellules nommés

IL-113 de types I et II. IL-113 est inhibée par un antagoniste naturel des récepteurs d’IL-113,

IL-iRa (Berenbaum, 2001; fernandes et al, 2002: Wieland et al, 2005).

Des études ont démontré que l’IL-113 induit l’augmentation de la synthèse des

prostaglandines, des MMPs, et de l’iNOS. Ainsi, il contribue à la dégradation de la MEC

(Berenbaum. 2001; Martel-Pelletier, 2004).
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2. VOIES DE SIGNALISATIONS

2.1 MAPKs

De nombreux signaux, notamment les cytokines comme IL-113, induisent des

cascades de phosphorylations qui régulent l’expression de plusieurs gènes. Ces voies de

signalisation incluent les kinases sérine-thréonine de la famille des MAPKs (Mitogen

Activated Protein Kinases). Ces kinases sont similaires en termes de structure et, toutes ont

été phosphorylées sur leurs résidus sérine et thréonine, et activées par des MAPK kinases.

La famille des MAPKs renferme trois sous-groupes (Derijard et al, 1994; Han et al, 1994;

Geng et aI, 1996):

* ERK (Extracellular signal-Regulated Kinases): ERK1/2 ou p42’44 (42 et 44

kDa)

• JNK (c-Jun NH--terrninal Kinases): ont été identifiées comme des protéines

kinases qui lie et phosphoryle le domaine NI-I2 terminal de c-Jun. INK

comprend JNK1 (46 kDa) et JNK2 (55 kDa). Des kinases nommées SAPK

(Stress Activated Protein Kinases) ont été identifiées comme étant

identiques aux JNKs. SAPKy (44 kDa) est identique à JNK1, et SAPK (54

kDa) à INK2.

* p38 (—43 kDa): il existe quatre isoformes de p38. soit x, f3. y, et &
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Plusieurs stimuli tels que les cytokines inflammatoires, le lipopolysaccharide (LPS),

le choc osmotique, la lumière UV et les facteurs de croissance, activent premièrement un

groupe de protéines kinases (les MAPK kinase Kinases ou MAPKKK) qui vont

phosphoryler d’autres kinases (les MAPK kinases ou MAPKK), qui à leur tour seront

responsables de la phosphorylation et de l’activation des MAPKs. Une fois activées, les

MAPKs sont transloquées dans le noyau, et vont phosphoryler et activer plusieurs facteurs

de transcription notamment ceux impliqués dans la transcription des gènes de MMPs et

d’iNOS (Geng et ai, 1996; Vincenti et ai, 2002).

2.2 NF-KB

Une autre voie de signalisation majeure induite entre autres par les cytokines, est

celle du NF-KB (Nuclear Factor-icB). Généralement, les cytokines sont responsables de la

translocation du NF-id3 du cytoplasme au noyau. Suite à la liaison des cytokines tels que

l’IL-113 à ses récepteurs, il y a l’activation de NIK (Nf-icB — Inducing Kinase), qui à son

tour est responsable de la phosphorylation et de l’activation des kinases de l’inhibiteur de

KB (IKK). Ces dernières phosphorylent I-KB (Inhibitor of KB). L’activation de NF-KB

résulte en sa maturation graduelle via la protéolyse entre I-KB et Nf-icB. La

phosphorylation de I-KB induit l’ubiquitinylation de la molécule et sa dégradation dans le

protéosome. NF-KB sous forme p5O/p65 se dirige vers le noyau pour activer des gènes

cibles. Dans les chondrocytes, cette voie peut servir en plus de celles des MAPKs, à
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l’induction de l’expression de la MMP-l et de la MMP-13. De plus, l’expression de

certaines cytokines (ex. IL-1f3) ou enzymes (ex. iNOS), est la conséquence de l’activation

de Nf-KB (Mengshol et al, 2000; Tak et al, 2001; Vincenti et al, 2002).
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Partie B. OBJECTIFS DU PROJET DE RECHERCHE

Les traitements actuels permettent uniquement de soulager les symptômes de

l’arthrose comme la douleur, sans pour autant la prévenir ou même la guérir. Néanmoins, le

remplacement du genou ou de la hanche par des prothèses reste malheureusement le seul

recours pour irradier complètement la douleur. Il est donc important aujourd’hui de

continuer la recherche pour davantage connaître et comprendre les facteurs ou les agents

impliqués dans la physiopathologie de l’arthrose.

Les PGs sont généralement considérées comme de puissants médiateurs

inflammatoires. De nombreux travaux effectués dans mon laboratoire d’accueil et ailleurs

ont montré que la PGE2 joue un rôle crucial dans la pathophysiologie de l’arthrose. En

effet, celle prostaglandine est impliquée dans la douleur, ainsi que dans l’inflammation et la

dégradation du cartilage (Egg et ai, 1980; Peiietier et al, 1997a; McCoy et ai, 2002). Les

tissus articulaires arthrosiques produisent de manière excessive la PGE2. Cette dernière est

synthétisée à partir de la PGH2 par des enzymes appelés PGES (mPGES-l, mPGES-2 et la

cPGES). La mPGES-1 (15-16 kDa) préalablement nommée MUSli-Li (Microsomal

Gluthatione S-transferase 1 -Like 1), est une protéine associée à la membrane périnucléaire.

Elle est préférentiellement couplée avec la COX-2. La mPGES-1 est induit avec la COX-2

par plusieurs stimuli inflammatoires dans de nombreuses cellules, notamment les

chondrocytes et les synoviocytes. Il est bien établi que la mPGES-1 est une enzyme
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importante dans la production de la PGE2 reliée au développement de l’inflammation chez

les patients OA. La mPGE-2 (-33 kDa) est constitutivement exprimée dans plusieurs

cellules et tissus, et est fonctionnellement couplée avec la COX-1 et la COX2. Quant à la

cPGES Q26 kDa) originairement appelée la protéine 90 du choc thermique associée à p23,

est couplée à la COX-1 (Martel-Pelletier et al, 2003; Fahmi, 2004; Park et al, 2006). Ainsi,

l’induction de la mPGES-1 dans de nombreuses cellules, notamment les chondrocytes,

constitue une étape importante dans la production de la PGE2 (Martel-Pelletier et ai, 2003;

Fahmi, 2004; Cheng et al, 2004; Li et al, 2005; Park et al, 2006).

Quant à la PGD2, elle est considérée comme un médiateur clé dans plusieurs

maladies inflammatoires où elle peut à la fois promouvoir et inhiber des processus

inflammatoires dépendamment de l’espèce animale, de l’organe et des stimuli

inflammatoires étudiés. Plusieurs de ses effets ont été observés dans divers processus

pathologiques tels que la bronchoconstriction, la vasodilatation, l’inhibition de l’agrégation

plaquettaire, la contraction et relaxation du muscle lisse, la régulation de la fonction des

cellules nerveuses, la réduction de la pression intraoculaire, l’induction du sommeil, etc.

(Katzung, 1989; Coleman et al, 1994; Breyer et ai, 2001; Hata et al, 2004).

De plus, un des métabolites de la PGD2, notamment le 15-deoxy-A’2”4-

prostaglandine J2 (15d-PGJ2), en se liant au PPARy, est responsable pour plusieurs

fonctions anti-inflammatoires dans de nombreuses pathologies comme l’arthrose (Cheng et

al, 2004; Li et al, 2005; Scher et al, 2005). En revanche, le rôle exact de la PGD2 sur la
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régulation des réponses inflammatoires et cataboliques dans l’arthrose reste encore à

déterminer.

L’objectif principal de ce projet de recherche est d’étudier l’effet de la PGD2 sur

l’expression des MMPs impliqués dans l’arthrose, à savoir MMP-1 et MMP-13, sur

l’expression de Ï’iNOS et sur la production du NO.

L’objectif secondaire de ce projet, est d’étudier des mécanismes potentiels

impliqués dans les effets observés de la PGD2.
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Partie C. MATÉRIELS ET MÉTHODES

1. Réactifs et anticorps

L’interleukine-l bêta (IL-113) recombinante humaine a été obtenue chez Genzyme.

PGD2, BW245 C, 13,1 4-dihydro- 15 -keto prostaglandine D2 (DK-PGD2), et les anticorps

polyclonaux reconnaissant iNOS proviennent de Cayman Chemical Co. — Cedarlane

Bioteclmology Ltd. L’anticorps monoclonal anti-MMP-1 provient de Calbiochem.

L’anticorps polyclonal anti-MMP-13, l’aprotinine, la leupeptine, la pepstatine, le fluorure

phénylméthylsulfonyle (PM$F), et le formaldéhyde viennent de $igma-Aldrich. Les

anticorps polyclonaux détectant les formes totales et les formes phosphorylées de p38 et de

SAPK!JNK, l’anticorps polyclonal reconnaissant la forme phosphorylée de NF-id3 p65, et

l’anticorps monoclonal contre la forme phosphorylée de p44142 sont produits par CeIl

Signaling. L’anticorps polyclonal reconnaissant la forme totale de NF-icB p65 et l’anticorps

contre la j3-actine ont été produits par Santa Cruz Biotechnology Inc. L’anticorps

polyclonal de lapin contre l’IgG murin ou «polyclonal rabbit anti-mouse IgG» couplés à

HRP (Horseradish Peroxidase), et l’anticorps polyclonal de chèvre contre l’IgG de lapin ou

«polyclonal goat anti-rabbit IgG» couplés avec HRP, proviennent de Pierce.

Le «Dulbecco’s modified Eagle’s medium» (DMEM), la pénicilline, la

streptomycine, et le TRIzol proviennent d’Invitrogen. Tous les autres produits chimiques

proviennent de Bio-Rad, et Fisher Scientific.
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2. Sélection des spécimens et culture des chondrocytes

Les chondrocytes utilisés sont issus du cartilage de patients atteints de la

gonarthrose et de la coxarthrose qui ont subi un remplacement total du genou ou de la

hanche (moyenne ± SEM âge, 69 ± 10 ans). Tous les patients OA ont été diagnostiqués

selon les critères de classification de l’arthrose du sous-comité du Collège américain de

rhumatologie (Altman et al, 1986). Au moment de l’intervention chirurgicale, les patients

présentaient les symptômes nécessitant un traitement avec des ANS non sélectifs et des

Coxibs. Les patients exclus étaient ceux ayant reçu des injections intra-articulaires de

stéroïdes dans les trois mois avant la chirurgie. Le Comité d’éthique au Centre de recherche

du Centre hospitalier de l’Université de Montréal de l’Hôpital Notre-Dame a approuvé le

protocole d’étude et l’utilisation des tissus humains.

Les chondrocytes sont issus du cartilage par une digestion enzymatique séquentielle

(Fahmi et al, 2001). Brièvement, le cartilage est digéré dans 2 mg/rnL de pronase pendant 1

h, et par la suite dans 1 mg/mL de collagénase (type VI; $igma-Aldrich) durant 6 h à 37°C

avec une atmosphère humide de 5% de C02 et 95% d’air. Les chondrocytes isolés sont

incubés dans le DMEM contenant 10% de sérum bovin foetal (SBf), 100 unités/mL de

pénicilline et de 100 jig/mL de streptomycine. Par la suite, les chondrocytes sont mis en

culture dans des flacons avec le DMEM/10% SBf et incubés à 37°C. Le milieu de culture

est régulièrement changé, soit deux fois par semaine. Les chondrocytes sont en culture

jusqu’à ce qu’ils soient confluents (en dedans de 7 jours après digestion du cartilage), et
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c’est seulement le premier passage qui est utilisé, ce qui permet de conserver leur

phénotype.

3. Traitements administrés

Lorsque confluents, les chondrocytes sont placés dans des plaques de 12 puits, et

dans le DMEM/10% SBF pendant 4$ h, ensuite, ils ont été sevrés durant 4$ h dans du

DMEM ayant O ou 2.5% de SBF, de 100 unités/mL de pénicilline et de 100 jig/mL de

streptomycine. Puis, nous avons préincubé les chondrocytes avec de la PGD2 (1, 5, 10, et

20 tM), de l’agoniste de DP-1 soit, BW245C (1 et 10 jiM), et de l’agoniste de CRTH2 soit,

13,14-dihydro-15-keto prostaglandine D2 ou DK-PGD2 (1 et 10 1iM) pour une durée de 1 h

ou 4 h. Enfin, nous avons incubé les cellules avec 100 pg/mL d’IL-113 durant 18h. Notons

que les plaques de 12 puits (3OO 000 cellules!puits) ont servi pour l’extraction de

protéines.

4. Immunobuvardage

Les chondrocytes ont été lysés dans un tampon de lyse froid contenant 50 mM Tris

HC1, pH 7.4, 150 mM NaC1, 2 mM EDTA, 1 mM PMSF, 10 jig/mL aprotinine, 10 tg/mL

leupeptine, 10 ig/mL pepstatine, 1% Nonidet P-40, 1 mM N Na3VO4 et 1 mM Naf. Les

lysats sont soniqués sur de la glace. La concentration protéique est déterminée en utilisant
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la méthode de l’acide bicinchoninique (Pierce). Nous avons laissé migrer 10 jig de

protéines totales sur un gel d’électrophorèse de polyacrylamide sodium dodécyl sulfate, et

les avons électrotransférées sur une membrane de nitrocellulose. La membrane (blot) est

incubée à la température de la pièce pendant 1 h dans une solution de blocage (20 mM Tris

HC1, pH 7.5, 150 mM NaCL, 0.1% Tween 20, et 5% [w/v] de lait en poudre sans gras

[Nestlé Carnation]). Par la suite, la membrane est incubée toute la nuit à 4°C avec les

anticorps à l’étude soient MMP-1 (1 250), MMP-13 (1: 500) , iNOS (1 1000), DP-1 (1:

200), CRTH2 (1 200), phospho p38 (1 500), p38 (1 : 2000), phospho p42/44 (1: 1000),

p42’44 (1: 2000), phospho JNK (1: 2000), phospho NF-icB p65 (1: 2000 ), Nf-icB p65

(1: 500), 13-actine (1: 350); puis lavée (5 fois, 5 min chacune) avec un tampon de lavage

(TBS ou Tris-Buffered Saline, pH 7.5, 0.1% Tween 20). Enfin, la membrane est incubée

avec un anticorps secondaire murin pour MMP- 1 ou un anticorps secondaire de lapin pour

toutes les autres protéines, ces anticorps secondaires sont conjugués à la peroxydase. Par la

suite, la membrane est lavée (5 fois, 5 minutes chacune), et incubée à nouveau avec un

réactif luminescent ou « SuperSignal Ultra Chemiluminescent reagent» (Pierce). Enfin,

elle est exposée sur un film autoradiographique à performance élevée (Amersham

Biosciences).
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5. Dosage de l’oxyde nitrique (NO)

Le niveau de nitrites utilisé comme indicateur de la production de NO, a été

déterminé grâce à l’essai de Griess (Green et al, 1982). Brièvement, il s’agit d’ajouter à 100

jiL de milieu de culture de chondrocytes, 100 jiL de réactif de Griess, et de laisser le

mélange reposer pendant 15 minutes à la température de la pièce tout en le protégeant de la

lumière. Par la suite, l’absorbance est lue avec le lecteur ELISA à une longueur d’onde de

550 mn. Le réactif de Griess est constitué dans les proportions 1 : 1, de 1% de

sulfanilamide dissout dans 5% de H3P04, et de 0.1% de dihydrochlorure de

naphthyléthylènediamine dissous dans l’eau.

6. Extraction de l’ARN et RT-PCR

L’ARN total provenant de chondrocytes OA, a été isolé en utilisant le réactif de

TRizol selon les instructions d’emploi du manufacturier. L’ARN a été quantifié grâce à une

trousse commerciale nommée «RiboGreen RNA quantification kit » (Molecular Probes),

dissous dans l’eau traitée au diéthylpyrocarbonate (DEPC), et placé à -80°C. 1 tg d’ARN

total a été transcrit à l’inverse par la transcriptase inverse de type «Moloney murin

leukemia» (fermentas), suivant les directives du fabriquant. Un cinquième de la réaction

de transcription inverse est analysé par PCR (Réaction en Chaîne de la Polymérase) en

temps réel.
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7. PCR en temps réel

La PCR quantitative a été effectuée dans un volume total de 25 iL contenant

l’ADNc, 200 nM d’amorces sens et anti-sens, le réactif « SYBR Green» (Qiagen), et

l’uracil-N-glycosylase (UNG, 0.5 Unités; Epicentre Technologies). Après l’incubation à

50°C pendant 2 minutes (réaction UNG) et à 95°C pendant 10 minutes (inactivation de

l’UNG et activation de l’enzyme AmpliTaq Gold), les mélanges (ADN et réactifs) ont subi

40 cycles d’amplifications (15 secondes à 95°C pour la dénaturation, et 1 minute pour

l’hybridation et l’extension à 60°C). Nous avons utilisé le système de détection de type

«Gene Amp 57000 Sequence » (Applied Biosytems).

Les amorces suivantes ont été utilisées DP-1 (259 paires de bases ou ph) sens 5’-

GCAACCTCTATGCGATGCAC-3’ (Gallant et ai, 2005); et anti-sens 5’-

CAAGGCTCGGAGGTCTTCT-3’ (Hirai et aI, 2001); CRTH2 (300 pb) sens 5’-

CCTCTGTGCCCAGAGCCCCACGATGTCGGC-3’ et anti-sens 5’-

CACGGCCAAGAAGTAGGTGAAGAAG-3’ (Gallant et al, 2005); GAPDH (31$ pb) sens

5’-CAGAACATCATCCCTGCCTCT-3’ et anti-sens 5’-

GCTTGACAAAGTGGTCGTTGAG-3’ (Cheng et al, 2004).

8. Immunohistochimie

Nous avons effectué l’immunohistochimie des spécimens de cartilage normal et OA

selon la technique décrite par notre laboratoire (Fahmi et aI, 2001). Brièvement, ces
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spécimens ont été fixés dans 4% de paraformaldéhyde, et mis en présence de la paraffine.

Des coupes histologiques de 5 tm ont été déposés sur des lames, déparaffinés dans du

toluène, et déshydratés dans l’éthanol. Les spécimens ont été par la suite préincubés avec la

chondroïtinase ABC (0.25 Unités/mL dans du tampon salin de phosphate, PBS, pH 8.0)

pendant 1 h à 37°C, suivi d’une incubation de 30 minutes dans du Triton X-100 (0.3%) à la

température ambiante. Les lames sont lavées dans du PBS (pH 7.4), incubées dans 2% de

peroxyde d’hydrogène/méthanol durant 15 minutes, puis incubées pour 1 h dans du sérum

normal (Vector Laboratories) et enfin, recouvertes avec le premier anticorps, soit

l’anticorps contre le récepteur DP-1 (1: 50), soit Fanticorps contre le récepteur CRTH2 (1:

50), durant 1$ h et à 4°C dans une chambre humidifiée. Notons que les anticorps contre

DP-1 et CRTH2, utilisés ici, sont les mêmes anticorps utilisés lors de l’immunobuvardage,

mais les dilutions sont différentes. Les lames sont lavées trois fois dans le PBS (pH 7.4),

incubées avec un anticorps secondaire (kit Vectastain) pendant 45 minutes à la température

de la pièce. Après des lavages dans du PBS (pH 7.4), les lames sont colorées par la

méthode complexe d’avidine-biotine (Vectastain ABC kit; Vector Laboratories). La couleur

est développée par le 3,3-diaminobenzidine (DAB; Vector Laboratories) contenant du

peroxyde d’hydrogène. La coloration de contraste a été effectuée avec de l’éosine. La

spécificité du marquage a été évaluée en substituant l’anticorps primaire par un anticorps

IgG non immun de lapin (Chemicon), de concentration similaire à celle de l’anticorps

primaire employé. Il existe deux autres moyens de déterminer la spécificité du marquage
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l’utilisation de peptides bloquants spécifiques pour DP-l et CRTH2 et, l’omission de

l’anticoqs primahe.

9. Analyses sbdsffques

Les données sont exprimées par la moyenne ± SEM. Nous avons utilisé le test t de

Stident pairé, et considéré qu’une valeur de p t 0.05 est statistiquement significative.
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Partie D. RÉSULTATS

I. EFFETS DE LA PGD2

1. EXPRESSIONS DES PROTÉINES MMP-1 et MMP-13

Nous avons déterminé l’effet de la PGD2 sur l’expression des protéines MMP-1 et

MMP- 13. Les chondrocytes sont prétraités pendant 1 h avec la PGD2, puis sont stimulés

avec IL-113 durant 1$ h. MMP-1 et MMP-13 sont contenus dans le milieu de culture

(surnageant). Les niveaux d’expression de MMP-1 et MMP-13 sont très faibles, voire

indétectables, dans les chondrocytes artbrosiques servant de contrôle (Fig. 1). Notons que

dans toutes les expériences, le contrôle équivaut aux chondrocytes arthrosiques non

prétraités à la PGD2 et non stimulés avec IL-113. IL-113 augmente l’expression des protéines

MMP-1 et MMP-13. Par contre, aux concentrations 5, 10, et 20 iM, la PGD2 diminue de

façon dose-dépendante les niveaux d’expression protéiques de MMP-l et MMP-13. Donc

la PGD2 inhibe l’expression des protéines MMP-l et MMP-13 induite par IL-113.
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PGD2 (1 h; iM) 0 0 1 5 10 20
lL-13(I8h;100pg/mL) - + + + + +

MMP-I (—46 kDa)

MMP-13 (—48 kDa)

Figure I. Inhibition par la PGD2 de l’induction des protéines MMP-1 et MMP-13 médiée par IL-1

dans les chondrocytes arthrosiques humains. Les chondrocytes sont prétraitées avec différentes

concentrations de la PGD2 pendant I h, puis stimulées avec IL-113 (100 pg/mL) durant 1$ h. Celle figure est

une représentation des résultats similaires obtenus avec cinq expériences indépendantes. Le niveau protéique

est obtenu par la technique d’immunobuvardage avec 20 iL de milieu de culture.

2. PRODUCTION DE NO ET EXPRESSION PROTÉIQUE D’iNOS

Nous avons examiné l’effet de la PGD2 sur la production de NO. Comme le montre

la figure 2, les chondrocytes contrôles montrent un niveau de NO très faible, tandis que les

niveaux de NO pour tous les différents traitements, sont plus élevés par rapport au contrôle,

et cela de manière statistiquement significative (p < 0.05). À partir de 5 1iM de PGD2 la

production de NO diminue par rapport à celle des chondrocytes stimulés uniquement avec

IL-113. Cette réduction est d’environ 20%, 50% et 75% respectivement aux concentrations

de 5 iM, 10 tM et 20 jiM de PGD2, mais elle atteint une différence statistiquement
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significative à 10 et 20 iM de PGD2. Ces résultats démontrent un effet d’inhibition de la

PGD2 sur la production de NO.

25,0
*

20,0 *

15Q *

1

_

iÏt
PGD7 (1 h; jiM) 0 0 1 5 10 20

lL-13 (18h; 100 pg/mL) - + + + + +

Figure 2. Diminution de la production de NO par la PGD2 dans les chondrocytes arthrosiques humains.

Les chondrocytes sont prétraitées avec différentes concentrations de PGD2 pendant I h, puis stimulées avec

1L-13 (100 pg!mL) durant 1$ h. Les résultats représentent la moyenne ± SEM; n = 8 pour contrôle, IL-1j3

seul et 10 1iM PGD7 + IL-1; n = 4 pour 1-5 jiM PGD, + IL-113; n = 6 pour 20 1iM PGD2 + IL-113. * p< 0.05

vs contrôle, & p< 0.05 vs IL-113 seul.

Nous nous sommes par la suite intéressés à étudier si la PGD2 affecte l’expression

protéique de l’enzyme inductible de synthèse de NO. Tel que représenté à la figure 3, le

niveau d’expression d’iNOS est presque indétectable dans les conditions basales. Par
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contre, les chondrocytes stimulés uniquement avec IL-1f3 montrent une augmentation de

l’expression d’iNOS par rapport au contrôle. Cependant, la PGD2 réduit de manière

croissante le niveau d’expression d’iNOS par rapport à celui obtenu avec la stimulation à

IL-113 seul, et cela, dès 5 tM. Nos résultats démontrent donc clairement que la PGD2 inhibe

l’induction par IL-113 de NO.

PGD, (1 h; jiM) 0 0 1 5 10 20

IL-1f3(18h;IOOpg/mL) - + + + + +

iNOS (—130 kDa)

— f-Actine (-43 kDa)

Figure 3. Inhibition par la PGD2 de l’induction de l’expression protéique d’iNOS médiée par IL-I3

dans les chondrocytes arthrosiques humains. Les chondrocytes sont prétraitées avec des concentrations

croissantes de PGD7 pendant I h, puis stimulées avec IL-1t3 (100 pglmL) durant 18 h. Cette figure est une

représentation des résultats similaires obtenus avec quatre expériences indépendantes. Le niveau protéique est

obtenu par la technique d’immunobuvardage avec 10 jig de protéines totales.
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II. ÉTUDES DES MÉCANISMES IMPLIQUÉS

1. RÉCEPTEURS IMPLIQUÉS

1.1 Expressions des récepteurs membranaires de la PGD2

Notre hypothèse stipule que les effets de la PGD2 passent tout d’abord par la liaison

avec des récepteurs. Tel que mentionné précédemment, deux de ces récepteurs

membranaires, DP-1 et CRTH2, en se liant à la PGD2, engendrent des effets pro- ou anti-

inflammatoires dans plusieurs autres pathologies. Nous avons donc vérifié la présence de

ces deux récepteurs membranaires sur les chondrocytes OA. La figure 4A présente les

niveaux d’ARN, tandis que la figure 4B révèle la production de protéines de DP-1 et

CRTH2 dans les chondrocytes OA de différents patients atteints d’arthrose. Gallant et al

ont démontré l’expression des ARNm et protéines de DP-l et CRTH2 dans les ostéoblastes

humains (Gallant et al, 2005). Ces derniers constituent donc notre contrôle positif. Ces

résultats démontrent que les chondrocytes OA expriment bel et bien les récepteurs DP-1 et

CRTH2. Cependant, nous n’avons pas pu vérifier l’expression de ces récepteurs dans les

chondrocytes normaux parce que nous ne disposions pas de cellules normales.
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A. hOB Cl C2 B. hOB C3 C4 C5

DP-l (—.259pb) DP-I (—46 kDa)

___

._f iL...- CRTH2 (47-40 kDa)
CRTH2 (—300pb) — -

- J
GAPDH (—318pb)

_____

13-Actine (—43 kDa)

Figure 4. Expressions des ARNm (A) et des protéines (B) des récepteurs membranaires DP-1 et CRTH2

dans les chondrocytes arthrosiques humains, bOB : ostéoblastes humains, contrôle positif; C

chondrocytes de différents patients OA numérotés de I à 5. A, la technique de PCR en temps réel,

représentation des résultats similaires obtenus avec cinq expériences indépendantes. B, la technique

d’immunobuvardage avec 25 tg de protéines totales, représentation des résultats similaires obtenus avec sept

expériences indépendantes

De plus, nous avons examiné par la technique d’immunohistochimie, la présence

des récepteurs DP-1 et CRTH2 dans le cartilage normal et le cartilage OA (fig. 5). Les

points noirs sur les coupes histologiques représentent le marquage avec l’anticorps

spécifique pour chaque récepteur. Le marquage en rose correspond à l’éosine. La spécificité

du marquage est confirmée par la coloration à l’IgG de lapin non immun (contrôle). Nous

tenons à souligner que c’est la première fois que la présence de CRTH2 est montrée dans

les chondrocytes normaux et OA. Ces résultats vielment donc confirmer la présence de

récepteurs membranaires de la PGD2 dans le cartilage humain.
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Figure 5. Expressions des récepteurs DP-l et CRTH2 de la PGD2 dans le cartilage normal (n=5) et le

cartilage OA (n=5). Le contrôle négatif correspond à l’anticorps IgG de lapin non immun, utilisé dans la

même concentration que celle de l’anticorps primaire. Ces résultats sont représentatifs de quatre spécimens

différents. La flêche indique le marquage de la cellule exprimant le récepteur étudié.

.

DP-1 OA

L.
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1.2 Effets des agonistes spécifiques des récepteurs de la PGD2

1.2.1 Expressions des protéines MMP-1 et MMP-13

Nous voulons déterminer si chacun des récepteurs membranaires de la PGD2

participe à la diminution de MMP- 1 et de MMP- 13. Il est important de tenir compte du fait

que la PGD2 peut être métabolisée en milieu aqueux (Liston et ai, 1985). Les chondrocytes

arthrosiques humains ont été prétraités pendant 4 h, puis stimulés avec IL-1f3 durant 1$ h

(Fig. 6). Nous vous présentons uniquement les résultats après 4 h de pré-incubation, car ces

résultats ont montré un meilleur effet de la stimulation des récepteurs. BW245C et DK

PGD2 sont les agonistes spécifiques et respectifs de DP-1 et CRTH2. Tout comme

précédemment, MMP-1 et MMP-13 sont fortement exprimées dans les chondrocytes

stimulés avec IL-1f3 seul, par rapport aux contrôles. À 1 1iM, la PGD2 n’affecte presque pas

le niveau d’expression de MMP-1, tandis que celui de MMP-13 est diminué; à 10 tM, la

PGD2 entraîne une diminution importante de l’expression des protéines MMP-1 et MMP

13. Pour ce qui est des agonistes, nous voyons qu’à 10 jiM, BW245C induit une baisse

significative de l’expression des protéines MMP-1 et MMP-13. Par contre, DK-PGD2

n’affecte pas les niveaux des MMP-1 et MMP-13. Ces résultats suggèrent donc que l’effet

observé de PGD2 sur l’expression des MMP-1 et MMP-13 impliquerait uniquement le

récepteur DP-1.
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DK-PGD, (4 h; iiM) - - - - -
- 1 10

BW245C (4h; 11M) - - -
- 1 10

PGD, (4 h; iiM) -
- 1 10 - -

IL-13(18h;l00pg!mL) - + + + + + + +

.

MMP-1(-46kDa)

____

b MMP-13 (—48 kDa)

Figure 6. Effets de BW245C et DK-PGD2 agonistes spécifiques respectifs de DP-1 et CRTH2 sur

l’expression des protéines MMP-1 et MMP-13 dans les chondrocytes arthrosiques humains. Les

chondrocytes sont prétraités pendant 4 h avec deux concentrations de PGD7, 3W245C et DK-PGD,, puis

stimulées avec IL-113 (100 pg/mL) durant 18 h. Cette figure est représentative de trois expériences

indépendantes. Le niveau protéique est obtenu par la technique d’imrnunobuvardage avec 20 1tL de milieu de

culture.

1.2.2 Production de NO et expression protéique d’iNOS

Nous avons ensuite étudié l’implication des récepteurs membranaires au niveau de

la diminution de la production de NO par la PGD2. La figure 7 montre à nouveau l’effet

inhibiteur de la PGD2 sur la production de NO, soit une diminution d’environ 20% et 75%

respectivement aux concentrations de 1 tM et 10 1iM de la PGD2, et qui est statistiquement

significative à 10 jiM de PGD2 (p < 0.05). Les chondrocytes ayant reçu les différents

traitements produisent de manière significative le NO (p <0.05). Par contre, la production
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de NO est faiblement diminuée (‘—15-20%). mais pas statistiquement significative, par les

agonistes de chacun des récepteurs DP-1 et CRTH2.

16

14 * I

12
*

DK-PGD, (4 h; jiM) - - - - - - 1 10
BW245C (4 h; 1M) - - - - 1 10 - -

PGD-(4h:j.iM) - - 1 10 - - - -

IL-13 (18h; 100 pg/mL) - + ± + + + + +

Figure 7. Effets de 8W245C et DK-PGD2 agonistes spécifiques et respectifs de DP-1 et CRTH2 sur la

production de NO dans les chondrocytes arthrosiques humains. Les chondrocytes sont prétraités avec

différentes concentrations de PGD2, BW245C et DK-PGD2 pendant 4 h, puis stimulés avec IL-1 f3 (100

pg/mL) durant 1$ h. Les résultats représentent la moyenne ± SEM, n = 3. * p< 0.05 vs contrôle; & p< 0.05 vs

IL-1f3 seul.
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En ce qui concerne le niveau protéique d’iNOS, similairement les chondrocytes

prétraités à la PGD2 ont vu leur niveau d’expression d’iNOS baissé de manière dose-

dépendante, et cela dès 1 jiM, par rapport à ceux n’ayant été stimulés qu’avec IL-113 seule

(fig. 8). Par contre, ni 3W245C, ni DK-PGD2 ne semblent affecter l’expression protéique

d’iNOS. Ces résultats suggèrent qu’aucun des récepteurs membranaires de la PGD2 n’est

impliqué dans l’effet d’inhibition observé de la PGD2 sur l’activité et l’expression d’iNOS.

DK-PGD, (4h; 1tM) - - - - - - J 10
BW245C (4h; 1tM) - - - - 1 10 - -

PGD2 (4h; 11M) -
- 1 10 - - - -

IL-fl3(1$h;lOOpg/mL) - + + + + + + +

iNOS (—130 kDa)
II’ -

:: -Actine (—43 kDa)

Figure 8. Effets de 8W245C et DK-PGD2 agonistes spécifiques et respectifs de DP-1 et CR1112 sur

l’expression protéique d’iNOS dans les chondrocytes arthrosiques humains. Les chondrocytes sont

prétraités avec différentes concentrations de PGD2, BW245C et DK-PGD2 pendant 4 h, puis stimulés avec

IL-1 3 (100 pg!mL) durant 1$ h. Cette figure est représentative de trois expériences indépendantes. Le niveau

protéique est obtenu par la technique d’immunobuvardage avec 10 ig de protéines totales.
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2. VOIES DE SIGNALISATION INDUISANT LA SYNTHÈSE DE MMP-1,

MMP-13, ET iNOS

Nous avons préalablement démontré que la PGD2 inhibe l’expression de la

stimulation par IL-113 de MMP-1, MMP-13 et iNOS. Il est bien connu qu’iL-113, en activant

les voies de MAPK et de NF-icB, induit la synthèse de MMP-1, MMP-13 et iNOS (Geng et

ai, 1996; Mengshol et al, 2000; Tak et al, 2001; Vincenti et al, 2002). Ainsi, nous avons

étudié l’implication de la PGD2 sur de ces voies de signalisation.

2.1 Voies des MAPKs (p38, JNK, et Erk)

Nous avons déterminé l’effet de la PGD2 sur l’expression des protéines

phosphorylées p38 (phospho p38), JNK (phospho JNK), et Erkl/2 (phospho p42144). Ces

protéines phosphorylées révèlent l’état d’activation des voies des MAPKs. Les

chondrocytes OA humains ont été prétraités pendant 1 h avec la PGD2, puis stimulés avec

IL-113 durant 30 minutes (Fig. 9). En l’absence de stimulation avec IL-113, les niveaux

d’expression de phospho p38, phospho JNK et phospho p42144 dans les chondrocytes OA

humains sont très faibles et parfois non détectés par les anticorps utilisés. Lorsque stimulés

avec IL-113, les chondrocytes voient leurs niveaux en phospho p38, phospho JNK et

phospho p42144 augmentés par rapport aux contrôles. Cependant, quelle que soit la

concentration de la PGD2 utilisée, elle n’induit aucune variation sur l’expression de ces
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protéines. De plus, il «y a aucun changement des protéines totales p38, et p42144. Notons

tout de même que nous n’avons pas pu déterminer le niveau de protéines totales de JNK

pour des raisons techniques avec l’anticoprs.

PGD2 (1 h; iM) - - 0.1 1 5 10 20

IL-1r3(30min; 100 pg/mL) - + + + + + +

_

_____ _____ _____

- phospho p38 (—43 kDa)

— —i-- — - 3 _ p38 (-43 kDa)

_____ ______ ______ ______ _____

phospho p42144
— — (—44-42 kba)

• p42144 (44-42 kDa)

- — phospho JNK
—

_____ _____

=

_____ _____

f (—54-46 kDa)

li J 13-Actine (43 kDa)

Figure 9. Effets de la PGD2 sur la voie de signalisation des MAPKs dans les chondrocytes arthrosiques

humains. Les chondrocytes sont prétraités avec différentes concentrations de la PGD2 pendant I h, puis

stimulés avec IL-113 (100 pglrnL) durant 30 minutes. Cette figure est représentative de trois expériences

indépendantes. Le niveau protéique est obtenu par la technique d’immunobuvardage avec 10 tg de protéines

totales.
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2.2 Voie de NF-KB

Nous avons également examiné l’effet de la PGD2 sur le facteur de transcription

NF-id3. Nous obtenons un niveau très bas de la protéine NF-KB p65 phosphorylée (phospho

NF-id3 p65) en l’absence de stimulation avec IL-1f3 dans les chondrocytes arthrosiques

humains (Fig. 10). IL-113 stimule l’expression de la phospho NF-icB p65 par rapport au

contrôle. Par contre, les chondrocytes prétraités à la PGD2 ne montrent aucune baisse du

niveau de la phospho NF-icB p65 par rapport aux cellules stimulées avec IL-113 seul. De

même, aucune variation du niveau des protéines totales de NF-icB p65 n’a été observée.

PGD-, (I h; iM) - - 0.1 1 5 10 20

IL-1f3(3omin; 100 pg!mL) - + + + + + +

phospho NF-icB p65
(—65 kDa)

NF-icB p65 (—65 kDa)
— —_— —œ_

-Actïne (—43 kDa)

œï —

Figure 10. Effets de la PGD2 sur la voie de signalisation NF-xB dans les chondrocytes arthrosiques

humains. Les chondrocytes sont prétraités avec différentes concentrations de la PGD2 pendant I h, puis

stimulés avec IL-113 (100 pg/mL) durant 30 minutes. Cette figure est représentative de trois expériences

indépendantes. Le niveau protéique est obtenu par la technique d’immunobuvardage avec 10 ig de protéines

totales.
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Partie E. DISCUSION ET PERSPECTIVES

Nous avons étudié dans ce projet de maîtrise, l’implication de la prostaglandine D2

dans les réponses inflammatoires et cataboliques lors de l’arthrose.

Nous avons démontré que la PGD2 inhibe l’induction par IL-113 de l’expression des

métalloprotéinases MMP-1 et MMP-13, de la production de NO et de l’expression d’iNOS

dans les chondrocytes OA humains.

Il est connu que les chondrocytes stimulées avec IL-113 voient augmenter

significativement le niveau d’expression de MMP-1, MMP-13, et iNOS par rapport aux

cellules non stimulées (Charles et al, 1993; Sakurai et al, 1995; Pelletier et al, 1997b). Nos

résultats montrent une inhibition dose-dépendante par la PGD2. À cet effet, les

concentrations de la PGD2 (1-20 tM) utilisées dans notre étude sont celles généralement

employées pour d’autres types de cellules (Rirai et al, 2001; Sawyer et al, 2002; Ward et al,

2002; Gallant et al, 2005; Liu et al, 2005). Aucune toxicité n’a été observée lors des

différents traitements.

Nous avons montré que la PGD2 inhibait à la fois l’activité et l’expression d’iNOS.

Il faut se rappeler que l’activité d’iNOS est traduite par la production de NO. Nous pensons

que la baisse d’expression d’iNOS, enzyme nécessaire à la production de NO, justifie la

baisse de la production de ce facteur. Le profil similaire d’inhibition entre MMP-1, MMP
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13, NO et iNOS peut s’expliquer en partie par le fait que NO est connu pour activer et

promouvoir la synthèse des MMPs (Pelletier et ai, 1996; Ciancy et ai, 199$; Lotz et ai,

1999). De même, la modulation directe de l’activité des MMPs par les donneurs de NO via

la formation du peroxynitrite lié aux MMPs et la nitrosylation, a été démontrée (Rai gopalan

et ai, 1996; Owens et ai, 1997). En outre, des études effectuées dans les laboratoires de

l’Unité et ailleurs, ont montré que l’inhibition sélective in vivo d’iNOS réduit les

symptômes de l’inflammation aussi bien que les aberrations biochimiques des tissus

articulaires affectés (Connor et ai, 1995; Martel-Pelletier et ai, 1999; Pelletier et ai, 1999a;

Pelletier et al, 1999b; Pelletier et ai, 2002).

Les métailoprotéinases, notamment MMP-1 et MMP-13, sont des enzymes

impliquées dans la pathogenèse dégénérative des maladies articulaires (Harris et al, 1974;

Krane et ai, 1990; Chakraborti et al, 2003; Martel-Pelletier, 2004; Yasuda, 2006).

L’implication de NO dans les maladies articulaires a été suggérée d’après les niveaux

élevés de ses métabolites tels que les nitrites, les nitrates et les nitrosoprotéines, chez les

patients atteints d’arthrose. Ii est connu que NO joue un rôle dans l’induction de la mort des

chondrocytes dans le cartilage humain OA (Stadier et ai, 1991; Bianco et ai, 1995; Evans

et ai, 1995; Hiiliquin et ai, 1997). Autrement dit, la forme radicalaire de l’oxyde nitrique

(NO) peut agir comme un agent toxique dans les processus pathologiques, particulièrement

dans les désordres inflammatoires (Moncada et ai, 1991; Alderton et ai, 2001; Bogdan,
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2001; Dawn et aI, 2002). De plus. les chondrocytes sont considérés comme la source

cellulaire intra-articulaire majeure de NO (Rediske et ai, 1994; Evans et ai, 1995). Ainsi,

ces résuitats sont intéressants et très prometteurs dans la mesure où la PGD2 inhibe des

facteurs surexprirnés dans les chondrocytes OA qui favorisent la dégradation du cartilage.

On peut ainsi se questionner sur une propriété potentielle anti-inflammatoire de la PGD2.

Dans le but de comprendre comment la PGD2 agit, nous avons déterminé quels

seraient les mécanismes sous-jacents par lesquels la PGD2 induirait ces effets. Nous nous

sommes attardés d’une part, sur la stimulation des récepteurs membranaires de la PGD-,. et

d’autre part, sur les voies de signalisation des MAPKs et de NF-KB.

Tout d’abord, nous avons voulu nous assurer de la présence des récepteurs

membranaires de la PGD2 dans les chondrocytes humains utilisées. En effet, il a été

démontré que la PGD2 se lie et active deux récepteurs à sept domaines transmembranaires

couplés à la protéine G, à savoir DP-1 et CRTH2 (Boie et al, 1995; Rirai et al, 2001). Nous

avons montré que le cartilage humain normal et OA expriment les récepteurs DP-1 et

CRTH2. En utilisant les techniques de PCR en temps réel et d’imrnunobuvardage, nous

avons respectivement pu démontrer la présence des ARNm et des protéines des deux

récepteurs membranaires de la PGD2 dans les chondrocyles OA humains. Pour ce qui est de

la différence du niveau d’expression de l’ARNm de DP-1 nous pouvons l’expliquer par le
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fait que les chondrocytes proviennent de patients OA qui n’ont pas exactement le même

stade de la maladie, qui ont des antécédents médicaux différents, ou qui reçoivent des

traitements différents. Tous ces facteurs auraient pu influencer l’expression de DP-1. De

plus, l’analyse d’immunohistochimie effectuée sur le cartilage normal et le cartilage OA,

vient confirmer la présence de DP-1 et CRTH2. Nous tenons à souligner que notre étude est

la première à démontrer la présence du second récepteur membranaire CRTH2 dans le

cartilage humain. D’autres études ont cependant identifié CRTH2 dans d’autres types

cellulaires comme les cellules Th2, les éosinophiles, etc (Mirai et al, 2001; Monneret et al,

2001). De plus, nous nous sommes assurés (données non présentées) que la PGD2

n’influençait pas l’expression de ces deux récepteurs membranaires.

Pour étudier spécifiquement l’implication des récepteurs membranaires de la PGD2,

nous avons utilisé BW245C et DK-PGD2, les agonistes spécifiques de DP-1 et CRTH2

respectivement. Ces agonistes sont utilisés dans la plupart des études sur la PGD2 et aux

concentrations utilisées (Rirai et al, 2001; Monneret et al, 2002; Sawyer et al, 2002; Gallant

et al. 2005; Liu et al, 2005). Nous avons montré que BW245C diminue l’expression

protéique des MMP-1 et MMP-13, tandis que DK-PGD2 ne les affecte pas. En comparant

les résultats de la figure 1 et la figure 8, nous voyons également que 4 h de prétraitement

avec la PGD2 montre une diminution de MMP-13 et iNOS déjà à une concentration basse

de la PGD2 (1 iM), par rapport à 1 h de prétraitement avec la PGD2. En somme, ces
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résultats suggèrent que l’effet de la PGD2 sur MMP-l et MMP-13 passerait via le récepteur

DP-1.

L’augmentation de l’adénosine 3’, 5’-monophosphate cyclique (AMPc) a été décrite

comme étant un mécanisme qui favorise la suppression de gènes transitoires (Case et al,

1990; Salati et ai, 1991). Il a été rapporté que l’augmentation du niveau d’AMPc dans les

fibroblastes humains inhibe l’activité enzymatique des collagénases (Koob et al, 1980). De

plus, il est connu que dans d’autres types de cellules, la stimulation de DP-1 induit

l’augmentation de l’AMPc, et que l’activation de CRTH2 induit la diminution de l’AMPc

(Hirata et ai, 1994; Boie et al, 1995; Hirai et al, 2001; Sawyer et aI, 2002). Toutes ces

informations pourraient justifier que BW245C en se liant à DP-1 induit une augmentation

de l’AMPc qui entraînera par la suite la diminution de l’expression de MMP-1 et MMP-13,

ce qui n’est pas le cas avec DK-PGD2. Par conséquent, l’augmentation du niveau d’AMPc

pourrait être associée avec une réduction de l’expression de MMP-1 et MMP-13.

Par ailleurs, notre étude a montré qu’il y avait une très faible diminution non

statistiquement significative seulement au niveau de la production de NO et aucun

changement au niveau de l’expression d’iNOS lorsque chacun des récepteurs membranaires

de la PGD2 était stimulé par son agoniste spécifique. Ces résultats suggèrent que ni DP-1,
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ni CRTH2 ne semblent participer à l’inhibition de NO. Il apparaît donc que d’autres

facteurs y soient impliqués, et ceux-ci restent encore à être identifiés.

Des études effectuées dans d’autres types cellulaires révèlent que la PGD2 est plus

puissante que les ligands de ses récepteurs membranaires DP-1 et CRTH2. L’affinité pour

le récepteur DP-1 chez la souris est classée comme suit PGD2 > BW245C. De plus, des

essais de liaisons compétitives révèlent que l’ordre d’affinité pour le récepteur DP-1

recombinant humain est PGD2 > PGJ > A’2- PGJ2 > 15 d-PGJ7, et pour le récepteur

CRTH2 recombinant humain est PGD2 DK-PGD2 15 d-PGJ7 > PGJ2 A’2- PGJ2

indométacine 15(s)-15 methyl-PGD2 (Wright et ai, 199$; Sawyer et al, 2002; Nagata et

ai, 2003). D’après ces éléments, nous pouvons penser que la synergie des effets de la PGD2

sur ses deux récepteurs membranaires. pourrait être amoindrie lorsque seulement un des

récepteurs membranaires est stimulé. Cependant, nous avons également étudié d’autres

agonistes de CRTH2 notamment R-PGD2 et l’indométacine, et les résultats étaient

similaires à ceux obtenus avec DK-PGD2. BW245C est habituellement le seul agoniste

spécifique pour DP-1 étudié et publié dans la littérature.

Étant doimé que ni DP-1, ni CRTH2 ne semblent expliquer l’effet d’inhibition du

NO, nous pouvons croire que la réponse se trouve ailleurs. Nous pensons qu’il est possible

que le récepteur nucléaire de la PGD2, à savoir PPARy, pourrait être impliqué à ce niveau.

Des études antérieures ont montré que PPAR7 stimulé par ses agonistes, inhibe la
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production de plusieurs médiateurs inflammatoires incluant IL-1f3, TNFcz, IL-6, IL-8, NO,

ou MMP-9 (Jiang et al, 199$; Ricote et al, 199$; Marx et ai, 199$; Su et ai, 1999). De plus,

il a été montré que l’induction de PPAR7 inhibe la stimulation par IL-13 à la fois de

l’expression de MMP-13 et de la production de NO dans les chondrocytes humains (Fahmi

et ai, 2001). L’étude de fahmi et al a utilisé pour l’induction de PPARy, le 15-deoxy-A12’14-

prostaglandine J2 (15d-PGJ2). Ce dernier est un métabolite de la PGD2. En effet, lorsque la

PGD2 est synthétisée (voir schéma de la biosynthèse des prostaglandines, Partie A, fig.4),

Shibata et al suggèrent que la PGD2 est initialement convertie par déshydratation en PGJ2 et

en 15d-PGD2. Par la suite, la PGJ2 génère 15d-PGJ2 et A’2-PGJ2 (Shibata et al, 2002).

D’autre part, les voies de signalisation des MAPKs et de NF-id3 activées par IL-113,

font partie des voies centrales dans la pathogenèse de l’arthrose. Des études sur l’induction

de la voie des MAPKs, en particulier p38 et MEK-1/2, ont montré leur implication dans la

régulation à la hausse de l’apoptose, de l’expression du gène d’iNOS, et de la production de

NO, dans des chondrocytes bovins ou canins OA stimulés avec IL-113 (Badger et al, 199$;

Badger et al, 2000; Pelletier et al, 2001). Elles participent donc à l’induction d’effets

cataboliques au niveau du cartilage (Geng et al, 1996; Barchowsky et al, 2000; Mengshol et

al, 2000; Vincenti et al, 2002). Ces cascades de kinases conduisent à la transcription des

gènes des MMPs comme MMP-1 et MMP-13, et d’iNOS (Geng et al, 1996; Mengshol et
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ai, 2000; Vincenti et ai, 2002). Étant donné que la PGD2 inhibe l’induction par IL-13 de

l’expression des protéines MMP-l, MMP-13, et iNOS, nous avons étudié l’effet de la

PGD2 sur ces voies de signalisation. Nos résultats ne révèlent aucun effet de la PGD2 sur

ces dernières, ce qui suggère que la PGD2 agit possiblement à un autre niveau pour induire

une baisse d’expressions de MMP-l, MMP-13 et iNOS. Par ailleurs, en tenant compte du

rôle possiblement joué par le récepteur nucléaire de la PGD2, il a été démontré que

l’inhibition d’iNOS et MMP-13 par la stimulation de PPARy se produirait à travers la

répression des voies de signalisation NF-icB et AP-1 (Fahmi et al, 2001).

Les objectifs principaux dans la gestion de l’arthrose sont de réduire les symptômes,

de minimiser les inaptitudes fonctionnelles et de limiter la progression des dommages

structuraux. Des progrès considérables ont été faits dans ce sens, mais non sans risques.

Découvrir de nouvelles cibles thérapeutiques et développer des composés capables de

moduler la progression de l’arthrose restent un défi.

Actuellement, de nouvelles approches thérapeutiques pour l’arthrose s’intéressent à

l’inhibition des MMPs, et à la réduction de la production excessive de NO. À ce jour, il y a

très peu études cliniques sur les inhibiteurs des MMPs. Certains effets indésirables (ex.

tendinite) et l’absence d’efficacité ont été révélés (Close, 2001; Henrotin et ai, 2002; Skilles

et ai, 2004; Steinmeyer et al. 2006). Néanmoins, la recherche se poursuit sur les moyens de

réguler l’expression et l’activité des MMPs, et nous pensons que le fait d’induire la

production de la PGD2 serait un moyen intéressant. En ce qui concerne l’inhibition de
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l’activité d’iNOS. Pelletier et al ont montré que les doses thérapeutiques de l’inhibiteur

d’iNOS appelé N-iminoethyl-l-lysine. diminuent de manière dose-dépendante la taille des

lésions du cartilage et l’incidence des ostéophytes, dans des chiens où l’arthrose a été

produite (Pelletier et al. 199$). Cependant, certains de ces produits peuvent produire lors de

l’utilisation courante, des effets indésirables qui ont jusqu’à présent limité leur

développement. Ainsi, la PGD2 pour son rôle joué dans l’inhibition de MMP-1, MMP-13,

NO et iNOS, et pour le fait qu’elle est naturellement produite par l’organisme humain, peut

susciter un intérêt intéressant comme nouvelle cible thérapeutique.

Quelques perspectives peuvent être envisagées dans la suite de cette étude, afin de

comprendre complètement les mécanismes par lesquels la PGD2 inhibe certains facteurs

cataboliques.

Tout d’abord d’autres études peuvent être menées dans des chondrocytes humains

d’une part, pour déterminer le niveau d’AMPc produit au cours de la stimulation des

récepteurs membranaires de la PGD2 et d’autre part, pour examiner l’effet de la stimulation

et l’inhibition de l’AMPc sur l’expression de MMP-1, MMP-13, iNOS et la production de

NO. Cela nous permettra de voir l’implication de cette voie sur l’expression de ces gènes

dans les chondrocytes humains.
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D’autres voies de signalisations peuvent être également étudiées telles que AP-1. En

effet, AP-1 contribue dans la régulation de plusieurs processus tels que la prolifération, la

différentiation, les réponses aux stress reliés à des stimuli ou des agents toxiques, etc.

Chacune de ces situations physiologiques ou pathophysiologiques est régulée par une

combinaison spécifique des membres de la famille Ju;i et Fos (homo ou hétérodimère). AP

1 fait aussi partie des facteurs de transcription importants dans l’expression des MMPs. La

plupart des gènes des MMPs contiennent un site conservé d’AP-l à la même localisation.

Plusieurs évidences montrent que l’activation d’AP-l est une étape nécessaire dans la

chaîne des évènements qui conduisent à l’érosion du cartilage (Kinne et al, 1994; Mulherin

et al, 1996; Shiozawa et al, 1996; Kirwan, 1997; Mengshold et ai, 2000; Mechta-Grigoriou

et ai, 2001). Plus précisément, un rôle direct d’AP-l a été démontré durant la transcription

des gènes de MMP-1 et MMP-13 par les cytokines telles qu’IL-1 et IL-17 (Benderdour et

ai, 2002; Sylvester et ai, 2004). Plusieurs études de cotransfection ont montré que la forte

expression des protéines Jun et Fos améliore l’activité du promoteur de MMP-1 (Vincenti

et ai, 1996; Benbow et al, 1997). D’autres études ont révélé chez les souris déficientes en e

fos que ce facteur est nécessaire pour l’induction des gènes de MMP-13 (Ru et al, 1994).

Par ailleurs, des études in vivo peuvent-être envisagées chez des animaux atteints

d’arthrose. Ii s’agirait d’administrer la PGD2 et les agonistes sélectifs de DP-1 et CRTH2

aux animaux normaux et OA, afin de déterminer leurs effets sur l’expression de facteurs
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cataboliques (ex. MMPs, NO), sur l’expression des facteurs inflammatoires (ex. COX-2,

mPGES-1), et sur la progression de l’arthrose. Plusieurs modèles animaux ont été étudiés

suivant les approches spontanées (Gaffen et al. 1997; Huebner et ai. 199$), induites

mécaniquement (Pond et al, 1973; Vignon et ai, 1987: Marijnissen et al. 2002), et

chimiquement (Dumond et ai, 2004) dans de nombreux animaux comme le chien (Matyas

et ai, 2002), le lapin (Bluteau et ai, 2002), le mouton (Little et al, 1996, Young et al, 2005)

et d’autres (Gaffen et al, 1997; Huebner et al, 1998; Stoop et al, 2000). Notre laboratoire

dispose déjà d’un modèle de chien OA (Boileau et aI, 2006). Le modèle OA de chien

possède plusieurs avantages tels que la possibilité de pratiquer une analyse topographique

du cartilage articulaire et des ponctions répétées du liquide synovial, et ce modèle se

rapproche plus de l’arthrose chez l’humain (Srnith et al, 1997). Il n’en demeure pas moins

que les modèles animaux d’arthrose actuels donnent une idée sur le processus entraînant la

dégradation du cartilage, et des informations sur les changements survenant durant

l’arthrose précoce, et, servent aussi à tester de nouveaux composés et approches

thérapeutiques (Helga et ai, 2006).
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Partie F. CONCLUSION

L’arthrose affecte les gens de tous les groupes ethniques, dans toutes les

localisations géographiques. et se développe à la fois chez l’homme et chez la femme, bien

qu’elle apparaisse plus couramment chez la femme. L’arthrose est la cause la plus fréquente

d’invalidité à long ternie chez la plupart des personnes âgées, et représente un fardeau

économique très important pour les gouvernements et le patient.

Notre étude a montré que la PGD2 induit l’inhibition de l’induction par IL-fl3 de

l’expression des protéines MMP-1, MMP-13, iNOS et de la production de NO dans les

chondrocytes OA humains. Les chondrocytes expriment les récepteurs membranaires DP-l

et CRTH2. L’effet d’inhibition des MMP-1 et MMP-13 pourrait passer via le récepteur DP

1, tandis que ni DP-1, ni CRTH2 ne semblent intervenir dans l’effet d’inhibition d’iNOS et

NO observé. D’autre part, la PGD2 n’induirait aucun effet sur les voies de signalisation

MAPKs et NF-icB.

En dépit des traitements médicaux, nutritionnels, et physiques, ou du remplacement

de l’articulation atteinte, le problème de l’arthrose n’est pas encore résolu. Cependant, notre

étude a permis une meilleure compréhension de l’implication de la PGD2 sur les processus

cataboliques dans l’arthrose.
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