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. Introduction :

L’arthrose est la pathologie dont la prévalence est la plus élevée en Rhumatologie.
Elle est responsable d’'une morbidité majeure, particulierement dans les pays
développés dont la population est vieillissante, et ou elle constitue une cause
majeure d’invalidité mais aussi de mortalité [1, 2,3,4,5].

Les données épidémiologiques sont essentielles, car elles permettent une meilleure
connaissance de la maladie et donc contribuent aux avancées cliniques,
thérapeutiques et fondamentales et a la conduite des différentes politiques de santé
publique. En France, cette pathologie est devenue une priorité de santé publique. En
France, jusqu’a peu il n’existait aucune donnée épidémiologique en population
générale sur [larthrose des membres inférieurs. J'ai débuté mes travaux
épidémiologiques lors de mon DEA portant sur limpact des maladies
ostéoarticulaires sur la qualité de vie ce qui m’a conduit a m'intéresser a

I'épidémiologie encore mal connue en France de I'arthrose des membres inférieurs.

Mon implication clinique dans le service de Rhumatologie du professeur Euller-
Ziegler m’a permis d’explorer I'aspect clinique et thérapeutique de cette maladie pour

laquelle nous restons encore trées démunis.

Les connaissances fondamentales de 'arthrose ont beaucoup évolué ces derniéres
années mais restent encore parcellaires. Nous sommes passés d’'une conception
purement « mécanistique » de la maladie ou l'arthrose correspondait a une usure
lente et inéluctable du cartilage a une conception moléculaire et « inflammatoire » ou
le cartilage, la membrane synoviale et I'os sous chondral participent au remodelage
de l'articulation. Une action systémique notamment au travers du réle des adipokines
a été mise en évidence dans l'arthrose. Le lien ostéoporose — arthrose est évoqué
depuis de nombreuses années. Bien que I'on oppose souvent ces deux pathologies,
ostéoblastes et chondrocytes partagent le méme précurseur cellulaire et les schémas
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physiopathologiques des deux maladies sont trés proches. L'ocytocine est une
hormone exprimée dans un grand nombre de cellules dont les ostéoblastes et les
adipocytes [6]. Son role dans l'ostéoporose a été démontré [7, 8].A ce jour aucune

donnée sur son éventuel role dans I'arthrose n’a été publiée.

Ma these, porte sur l'aspect épidémiologique de [l'arthrose, notamment sa
prévalence, et sa clinique avec une étude comparant I'apport pour le diagnostic de
gonarthrose de radiographies du genou antéro-postérieures de face et en Schuss,
ainsi qu’a sa thérapeutique, avec un travail en cours de finalisation sur I'intérét du
meéthotrexate dans l'arthrose érosive des doigts. Je me suis également intéressé aux
aspects fondamentaux avec la recherche d’un éventuel réle direct et/ou indirect de
l'ocytocine. Pour cela, nous avons utilisé un modéle cellulaire les cellules:
"Multipotent Adipose tissue Derived Stem”(hMADS) développé dans notre
laboratoire de recherche ainsi qu'un modéle animal (rat ligamentoplasté). La
premiere étape de ce travail étant de montrer les capacités chondrogéniques des
hMADS. La deuxieme étape étant de tester I'effet de l'ocytocine sur ces mémes

cellules et sur un modéle animal de rat ligamentoplasté.



B. Définition

Maladie de [larticulation (figure 1), caractérisée par une dégradation du
cartilage, associée a une ostéophytose marginale, a des remaniements de I'os sous-
chondral et a une inflammation minime de la membrane synoviale, I'arthrose se
développe souvent dans le contexte d’'une surcharge mécanique qui aboutit a une
authentique maladie biochimique du cartilage. D’autres facteurs peuvent intervenir,
comme un stress mécanique. Le défaut de réparation des premiéeres |ésions aggrave
la maladie qui s’installe dans un cercle vicieux. Il s'agit d'une maladie qui touche

I'articulation dans sa globalité.

Figure 1: Toutes les structures de l'articulation sont touchees, pas seulement le
cartilage mais aussi 'os sous chondral; la membrane synoviale, les ligaments,
les muscles ...




a) Classifications

On peut distinguer les arthroses primitives et les arthroses secondaires.De

nombreux désordres ont été reconnus comme facteurs d’arthrose secondaire. lls

peuvent étre divisés en 4 catégories principales :

traumatique et inflammatoire (Tableau 1).

métabolique, anatomique,

La distinction entre arthrose primaire et secondaire n’est pas toujours claire, d’autant

plus que certains sujets qui développent une arthrose secondaire peuvent présenter

une prédisposition a développer une arthrose.

Causes des arthroses secondaires

Métaboliques Anatomiques Traumatiques Inflammatoires

1 Arthropathie 1 Dysplasie de | I Fracture 1 Tout rhumatisme
microcristalline hanche cotyloidienne inflammatoire

(goutte, . ) . . (spondylarthrite,
chondrocalcinose) 1 Ostéochondrite de | B Fracture articulaire polyarthrite

I Acromégalie
I Ochronose
I H&émochromatose

I Maladie de Wilson

'enfance (maladie de
Leggs-Perthes-
Calveé)

I Epiphysiolyse  de
I’'adolescent

1 Coxopathie

pagétique

I Ostéonécrose
aseptique

I Inégalité de
longueur des

membres (>2 cm)

I Chirurgie articulaire
(méniscectomie)

I Traumatisme
articulaire sévére

rhumatoide)

I Arthrite microcristalline

(goultte,
chondrocalcinose)

I Arthrite septique

Tableau 1 : Causes des arthroses secondaires[9]




b) Critéres diagnostiques

Il N’y a pas de consensus clair quant aux critéres diagnostiques d’arthrose a
utiliser dans les études épidémiologiques. lls font classiquement appel a la
symptomatologie clinique et a I'imagerie que nous développerons plus loin. Pour
limagerie, malgré le développement de nouvelles techniques les radiographies
restent la technique la plus facilement accessible et la plus communément utilisée.
La nécessité d'une standardisation est apparue particulierement pour certaines

articulations, avec des difficultés qui ont conduit a une multiplicité de protocoles.

L’arthrose d’une articulation peut étre définie par la présence de symptomes
cliniques seuls, par la présence de signes radiographiques évocateurs, ou par
'association de signes radiologiques et cliniques qui est considérée par la plupart

des auteurs comme la définition la plus pertinente [10-12].

Les criteres les plus communément utilisés sont ceux de I’American Collége of
Rheumatology (ACR): Tableau 2[10-12]. Ces criteres permettent d’identifier des
sujets avec une arthrose. Mais en fait ces criteres n’ont pas été établis pour le
diagnostic, et le non-respect des critéres de classification ACR n'exclut pas une
arthrose.

Ces algorithmes se distinguent des classifications radiologiques, telle celle de
Kellgren et Lawrence (KL), qui ne prennent en compte que les Iésions visibles a la
radiographie, ne s’intéressent pas aux symptédmes, et peuvent donc s’appliquer a

des sujets asymptomatiques.

Ces algorithmes ont été développés en comparant des sujets porteurs d'une arthrose
diagnostiquée cliniquement avec un groupe contrble présentant des douleurs

articulaires liées a d’autres pathologies non arthrosiques.
Le tableau 2 illustre les critéres pour la hanche, le genou et la main [10-12].

lls trouvent leur principal intérét notamment dans les études cliniques, ou il est
indispensable d’utiliser des méthodologies similaires, permettant des comparaisons.
Bien entendu, dans les études de prévalence en population générale, leur utilisation
fournit des chiffres de prévalence plus bas que ['utilisation des critéres radiologiques

traditionnels.



Criteres ACR

Genou Genou Main Hanche
classification classification format traditionnel critéres combinés
clinique clinique et

radiologique

arthrose fémoro-tibiale | arthrose fémoro-tibiale

cliniques cliniques+ format traditionnel cliniques +
radiologiques radiologiques +
laboratoire
douleur du genou douleur du genou douleurs de la main avec | douleur de hanche
gonflement
et et et
: . : et . .
au moins 3 des 6 items | au moins un des 3 au moins 2 des items
cliniques premiers items | 3 des 4 items suivants suivants
cliniques
age > 50 ans et VS inférieure a 20
raideur matinale < 30 | ostéophytes augmentation de volume | radiographies:
min ) ) de plus de 2 articulations | ostéophytes fémoraux,
radiographiques sélectionnées * acétabulaires
crépitement augmentation de volume | radiographies:
de 2 interphalangiennes | pincement supérieur,
distales ou plus axial,et/ou médial
douleur osseuse peéri moins de 3 articulations
articulaire metacarpophalangiennes
gonflées
hypertrophie osseuse déformation d’au moins 1
périarticulaire articulation des 10

sélectionnées

absence de chaleur
locale

Tableau 2 : Critéres de ’American College of Rheumatology

*Main ; articulations sélectionnées : 2° et 3° Inte rphalangiennes distales, 2° et 3°
Interphalangiennes proximales ,1°Metacarpophalangi ennes des 2 cotés.




La symptomatologie de l'arthrose associe douleurs articulaires, difficultés
locomotrices incapacités fonctionnelles de degré variable avec une forte variabilité
de l'expression phénotypique. Age de début, origine de l'atteinte articulaire, et
rapidité de progression varient d’'un patient a 'autre et selon l'articulation. L'arthrose
peut étre une découverte fortuite chez un sujet asymptomatique lors d’'un examen
clinique ou radiologique, ou représenter une maladie douloureuse et invalidante
touchant parfois plusieurs articulations. La correspondance anomalies structurales
visualisées par limagerie et incapacité n'est que partielle et varie selon
I'articulation[13].

Les articulations les plus fréquemment touchées sont les interphalagiennes des
doigts, le rachis, les genoux, les hanches puis la premiére métatarsophalangienne

par ordre de fréquence (Figure 2).



@ Localisationsles plusfréguentes
@ Localisations moins frequentes
© Localisationsrares

Figure 2 : principales localisations arthrosigues

a) Sémiologie

La douleur est le plus souvent le symptédme qui conduit le patient a consulter.
Enraidissement, incapacité fonctionnelle font aussi partie des symptémes
fréequemment rencontrés a coté des déformations articulaires (remodelage osseux,
ostéophytose, subluxations) ou du gonflement des articulations traduisant un
épanchement intra articulaire. Ces manifestations apparaissent généralement sur
une ou plusieurs articulations chez des personnes d'age moyen ou plus agées [13].
Des signes cliniques tels que fiévre, anémie et perte de poids ne font pas partie des

manifestations classiquement retrouvées.
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La douleur est bien souvent décrite comme sourde, localisée a I'articulation touchée,
aggraveée par l'utilisation et soulagée par le repos (douleur mécanique). C'est
habituellement le symptdme le plus génant. Le rythme et I'intensité de la douleur que
'on peut évaluer a l'aide d’'une échelle visuelle analogique peuvent varier au cours
de l'évolution de la maladie. L'origine de la douleur dans l'arthrose n'est pas
complétement élucidée: fibres nociceptives et mécanorécepteurs dans la synoviale,
0s sous-chondral, périoste, capsule, tendons ou ligaments. Interviennent sans doute
aussi des lésions de la moelle osseuse, une synovite, un épanchement par le biais
d’'une stimulation de fibres nociceptives et d’'une hypertension intra—articulaire. Le
cartilage hyalin lui-méme n’est pas innervé et n'est pas a l'origine de la douleur.
L’évolution de la douleur se fait en 3 étapes, pas toujours présentes, chaque étape

pouvant étre interrompue.

Au début, la douleur est vive, prévisible et intermittente, provoquée par la mise en

charge ou encore l'activité, le retentissement sur la fonction est minime.

Une deuxiéme étape comporte une douleur de Iégére a modérée, réguliére, avec

géne pour les activités quotidiennes et épisodes imprévisibles de rigidité.

Une troisieme étape (tardive) voit s’installer une douleur constante, lancinante, avec
de courts épisodes souvent imprévisibles de douleurs intenses, des douleurs

épuisantes avec de graves limitations fonctionnelles.

La douleur arthrosique varie dans le temps et peut-étre selon les saisons. Elle est
plus importante au réveil le matin, avec amélioration dans les heures qui suivent, elle
s’aggrave ensuite dans I'aprés-midi et en début de soirée pour se réduire plus tard.
Une douleur nocturne, dont l'origine pourrait étre I'os sous-chondral, peut étre
présente entrainant des troubles du sommeil, de la fatigue, un manque de bien-étre,
et une sensibilité accrue a la douleur. On peut la rencontrer notamment dans
larthrose de hanche sévere pour laquelle elle est souvent associée a un

épanchement.

L’enraidissement articulaire est un fait commun dans [larthrose, bien que
classiquement reconnu comme une manifestation des polyarthrites rhumatoides pour

lesquelles il peut durer plusieurs heures, dans I'arthrose il est court n’excédant pas
11



20 a 30 minutes. C’est une difficulté ou un inconfort du mouvement causé par un
manque de souplesse de [Iarticulation. L’enraidissement est généralement
davantage présent en début de matinée, mais peut également survenir plus tard, le
plus souvent apres des périodes d'inactivité. L’enraidissement matinal comme celui
lié a I'inactivité s’améliore rapidement et disparait avec I'utilisation de l'articulation.
Par la suite cependant les douleurs articulaires vont s’aggraver avec l'utilisation

prolongée de l'articulation.

Limitation locomotrice et géne fonctionnelle dépendent de I'articulation touchée et de
la gravité de l'arthrose: géne a la préhension pour la rhizarthrose, géne a la marche
et difficulté a se lever de la position assise pour les atteintes des genoux ou des
hanches. Elles dépendent aussi des activités quotidiennes habituelles de I'individu et
des exigences pour le travail et les loisirs. Elles peuvent étre liées a la douleur, a la
raideur ou encore a la présence d’'un épanchement, qui limitent le jeu articulaire.
L’atteinte fonctionnelle dans l'arthrose peut s’évaluer lors de la consultation en
interrogeant le malade sur ses activités (monter les marches d’escaliers, activités
ménageres, activités sexuelles...). Des outils spécifiques sont disponibles pour

évaluer leur retentissement notamment pour le genou, la hanche et la main.

Les principaux signes d’examen de l'arthrose sont la limitation/réduction des
amplitudes articulaires, la sensibilité de linterligne articulaire, 'augmentation de
volume articulaire (os, épanchement), les déformations ainsi que la présence de

craquements.

Une sensibilité intra et périarticulaire est commune dans l'arthrose. Les deux pouvant
étre présentes simultanément. La limitation des mouvements actifs et passifs
résulte principalement de I'épaississement capsulaire, de I'ostéophytose marginale,
de I'hyperplasie synoviale et parfois d’'un épanchement. Un flessum est fréquent aux

genoux, aux hanches, aux coudes dans l'arthrose sévére évoluée.

Un gonflement d'origine osseuse est habituellement présent: modeste
(Interphalangiennes, rhizarthrose) ou important (genou, coude). Il combine

remodelage osseux, ostéophytose marginale, subluxation. Il peut s’associer a un
12



épanchement et a des déformations. Dans les formes graves il peut y avoir une

instabilité, une destruction articulaire marquée et une importante amyotrophie [13].

b) Topographie
L'arthrose peut toucher n'importe quelle articulation avec comme sieges
préférentiels les genoux, les hanches, les mains (atteinte inter phalangienne distale
et rhizarthrose), les poignets, la colonne vertébrale avec les articulations postérieures

du rachis (Figure 2).

La gonarthrose fémoro-tibiale est la cause la plus fréquente de handicap des
membres inférieurs chez les personnes agées. Généralement bilatérale, souvent
avec prédominance des douleurs d’'un coté, elle touche surtout le compartiment
articulaire fémoro-tibial médial, parfois le compartiment latéral ou les deux. L’atteinte
unilatérale est plus fréquente chez 'homme jeune apres blessure, traumatisme et
chirurgie. La douleur est antéro-médiale généralement aggravée par la position
assise prolongée, au lever de chaises basses, aux montées et surtout aux
descentes d’escaliers ou de rampes La symptomatologie est typiquement celle de
arthrose avec la particularité d’un possible kyste poplité (kyste de Baker).Une
amyotrophie quadricipitale souvent présente peut contribuer a une sensation
d’instabilité[13].

L’arthrose de la hanche, volontiers uni latérale, se traduit par une douleur
habituellement profonde a l'aine, a la cuisse latérale ou antéro-supérieure, a la
fesse, et parfois au genou ou elle peut prédominer. La douleur est exacerbée au
lever d'une position assise, et lors des premiers pas. Les mouvements actifs et
passifs peuvent étre douloureux. La premiére limitation se fait souvent sur la rotation
interne, hanche fléchie. Dans les formes évoluées la hanche est fixée en rotation
externe, adduction. Parfois, en particulier chez les femmes agées, I'arthrose de la
hanche peut étre rapidement progressive avec évolution vers la destruction

articulaire en quelques mois (arthropathie destructrice rapide)[13].

L’arthrose de la main est généralement bilatérale, symétrique, touchant les
interphalangiennes distales (IPD), proximales (IPP), les trapézo-métacarpiennes

(rhizarthrose), plus rarement les autres articulations.
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Les nodules d’Heberden et / ou Bouchard, concernent IPD et IPP. Il s’agit de femmes
plutdt que d’hommes, avec une prédisposition familiale. Le début se fait
généralement a I'age madr, souvent a la ménopause avec douleur, sensibilité et
enraidissement d’une ou plusieurs articulations. Chaleur locale et gonflement des
tissus mous sont présents au début puis les articulations deviennent moins
douloureuses, l'inflammation s’atténue laissant persister les nodules d’Heberden
(IPD) et de Bouchard (IPP). Le résultat fonctionnel a long terme n’est pas trop

mauvais mais il reste lI'aspect esthétique.

L’arthrose érosive des doigts est un cas particulier. C’est une forme agressive, avec
douleur, raideur, gonflement des tissus mous, parfois paresthésies, érythéme,
instabilité latérale, ankylose, parfois déformation en lorgnette, affectant plusieurs IP,
et surtout sur les clichés la présence d'érosions sous chondrales, destruction

corticale, attriton du cartilage, et évolution vers wune ankylose [14].

La rhizarthrose est I'arthrose de I'articulation trapézo-métacarpienne de la base du
pouce. Elle est a l'origine d’un déficit fonctionnel important lié a la fermeture de la

premiére commissure (pouce adductus) [15].

D’autres localisations arthrosiques sont possibles : aux membres supérieurs épaule,
coude, poignet, aux membres inférieurs avec la métatarsophalangienne du gros orteil
(hallux valgus) mais aussi les arthroses talo-naviculaires, sous taliennes, chevilles

(post traumatiques).

L’atteinte de plus d’une articulation est commune. De nombreuses études ont montré
que des sujets présentant une atteinte articulaire ont souvent d’autres localisations,
indépendamment du seul hasard ou encore de I'age seul. Il y a dans I'arthrose une
forte association entre les atteintes de la main et du genou, en particulier dans la
population caucasienne [16].L’arthrose dite généralisée est une forme polyarticulaire
d’arthrose qui selon I'ACR et I'European League Against Rheumatism (EULAR)
associe a une arthrose du rachis ou de la main, au moins 2 autres localisations [12,
17].
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c) Biologie

Elle aide a exclure certains diagnostics différentiels. Les marqueurs de
l'inflammation (protéine C-réactive, vitesse de sédimentation) sont normaux ou peu
augmentés. L'examen du liquide synovial n'est pas systématiquement nécessaire. En
cas de ponction de liquide articulaire, celui-ci est mécanique (<1500 éléments avec
moins 50% de polynucléaires, stérile). L’examen du liquide articulaire a un intérét en
cas de suspicion d’arthropathie cristalline: cristaux de pyrophosphate, d'urate,
d’hydroxyapatite de calcium dont la présence au cours des arthroses est une
possibilité.
A ce jour, il n'existe pas d'examen biologique spécifique pour le diagnostic d'arthrose
[18].

d) Imagerie

Malgré le développement récent de nouvelles techniques d’imagerie les
radiographies restent le moyen le plus facilement accessible et le plus souvent
pratiqué pour la détection et le suivi des arthroses du genou. Elles permettent de
rechercher les modifications osseuses associées a 'arthrose dont les ostéophytes, le
pincement et l'ostéosclérose de I'os sous chondral, ainsi que les géodes sous
chondrales. La mesure de linterligne articulaire est un marqueur indirect d’'une
éventuelle usure du cartilage et de lintégrité méniscale. La progression du
pincement articulaire est le critére le plus communément utilisé pour étudier une
évolution structurale chez un sujet arthrosique. Cependant, dire que la mesure de
l'interligne articulaire et sa diminution est le reflet exact d’une perte d’épaisseur du
cartilage est incorrect et il a été montré récemment que les atteintes méniscales et
notamment les extrusions méniscales ou subluxations méniscales pouvaient

contribuer au pincement de l'interligne [19].

Les radiographies peuvent conforter un diagnostic clinique d'arthrose mais le plus
souvent la symptomatologie clinique chez un sujet d’age compatible est suffisante
pour I'évoquer. Des radiographies normales n'excluent pas une arthrose authentique,

et inversement. |l y a bien souvent une discordance radio-clinique.
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La nécessité d’une standardisation est apparue particulierement pour certaines
articulations, avec des difficultés qui ont conduit a une multiplicité de protocoles. Un
exemple est fourni par le genou qui peut étre évalué par un cliché antéropostérieur
de face en extension, par des clichés en flexion avec de nombreuses variantes, ou
par I'association cliché de face et cliché en flexion. L’accord n’est d’ailleurs pas fait

quant a I'intérét d’'une association.

L’exploration standard est faite sur un cliché antéropostérieur. Le cliché est pratiqué
en charge, plus souvent en appui bipodal que monopodal. Le genou est en extension
ce qui permet l'exploration de la partie antérieure de l'interligne fémoro-tibial en
dégageant la zone cartilagineuse antérieure tant au niveau fémoral que tibial. Le
centrage du rayon est fait sur la rotule. Ce cliché permet I'étude des interlignes et des
axes, il permet l'appréciation des pincements articulaires, la visualisation des
ostéophytes et des lésions sous-chondrales. Il est peu performant pour la détection
précoce des arthroses et pour leur suivi évolutif en particulier du fait de 'absence de
standardisation du degré de flexion pouvant exister, des rotations, de [leffet

d’agrandissement et du centrage [20-22].

Les radiographies en flexion permettent I'obtention d’images plus fiables avec un
meilleur positionnement anatomique et une plus grande sensibilité pour la détection
des pincements articulaires, particulierement pour le compartiment latéral. Plusieurs
protocoles, certains avec assistance fluoroscopique, ont été élaborés. lls comportent
une standardisation du degré de flexion, de rotation et de centrage tels les protocoles
antéro-postérieur semi-fléchi [23], antéro-postérieur semi-fléchi avec fluoroscopie
[24], Lyon Schuss postéro-antérieur avec fluoroscopie [25] et sans fluoroscopie [26],
Flexion fixe postéro-antérieur [27], les clichés fixes fixés semi-flechis (MTP) postéro-
antérieur [28], qui pourrait représenter avec le cliché en flexion fixe la technique la
plus simple a la fois fiable et reproductible.L’association systématique pour
I'exploration d’'une arthrose du genou d’un cliché de face et d’'un cliché avec degré de
flexion constant est habituelle, c’est 'une des 7 recommandations proposées par
Vignon et al 1999 [29].

Notre étude, que nous présentons dans la partie résultats est une tentative
d’appréciation du bénéfice obtenu par cette association par rapport au cliché en
flexion seul (Schuss).
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D’autres imageries sont disponibles dont I'imagerie par résonance magnétique (IRM)
qui est certes un examen beaucoup plus sensible mais malheureusement bien trop
souvent demandé en premiére intention. Son indication devrait étre réservée aux
diagnostics difficiles et aux études pour lesquelles elle est devenue un outil clef.
D’autant plus que la nature et la signification de I'cedéme osseux, que l'on peut
retrouver dans certaines arthroses, reste encore a préciser méme si son caractére
prédictif péjoratif semble probable. L’'IRM dans [larthrose permet d’étudier
larticulation dans sa globalité, les changements pathologiques liés a l'état pré
radiologique, les changements physiologiques des tissus articulaires avant que les
changements morphologiques deviennent apparents et les changements retrouves
au niveau des différents tissus peuvent tous étre étudiés en méme temps.
L’utilisation de I'échographie en rhumatologie est en pleine expansion, I'échographe
devenant le « stéthoscope » du rhumatologue. Elle présente un intérét,
particuliérement pour le bilan des parties molles, pour la recherche d’érosions ou de
synovites dans les rhumatismes inflammatoires, mais I'examen de base pour établir
le diagnostic et le pronostic d’'une arthrose reste la radiographie [30, 31]. Elle est
maintenant communément utilisée dans les études portant sur I'arthrose de la main
et notamment pour la recherche de synovites. Il a d’ailleurs été montré que les
signes d’'inflammation étaient plus fréquents chez les sujets présentant une arthrose
digitale érosive que chez ceux présentant une arthrose digitale non érosive mais que
ces derniers pouvaient aussi présenter une synovite. Ces données venant étayer

I'hypothése d’'une maladie systémique [32,33].
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Cliché en Schuss Cliché en extension

Figure 3 : Radiographies de genou de face en Schuss et en extension
D. Epidémiologie

L’arthrose touche tous les vertébrés. Chez 'lhomme les premiéres descriptions
remontent au 18 *™ siécle. C'est la plus fréquente des affections rhumatologiques,
elle est universellement répandue dans les populations agées. Ce n’est pas une
maladie univoque mais un groupe d’affections, aboutissement de diverses

pathologies de l'articulation.

a) Epidémiologie descriptive
Les articulations les plus touchées par I'arthrose sont le genou, la hanche, la
main, le rachis et le pied. Les poignets, épaules et chevilles sont moins souvent
atteints. Genoux et hanches sont a l'origine d’incapacités nécessitant parfois la mise

en place de prothéses totales : plus de 350 000 par an aux USA[34].
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Prévalence :

L’arthrose présente la caractéristique de calquer son épidémiologie sur
'espérance de vie. Dans les pays industrialisés, la prévalence de l'arthrose en
population générale, quel que soit le site, est estimée entre 8 et 15% et est amenée
a augmenter avec le vieilissement de la population [35,36]. La variabilité des
données épidémiologiques tient en partie a la discordance radio clinique de la
maladie. Les données épidémiologiques varient selon que l'on considére les
arthroses cliniques, radio cliniques ou simplement radiologiques, ou encore celles

détectées au cours d’autopsies qui sont bien entendu plus fréquentes [37, 38].

Prévalence de I'arthrose radiologique

Les lésions radiologiques conventionnelles prises en considération pour définir
'arthrose sont le pincement articulaire, les ostéophytes, la sclérose sous chondrale,

les géodes et les anomalies des contours osseux.

Différents systémes de gradation radiologique ont été développés. Le plus
communément utilisé, dans les études épidémiologiques, bien que critiqué par
certains, reste la classification de Kellgren et Lawrence [39].Cette classification
comporte 5 stades radiologiques (0-4) qui sont liés a l'apparition successive
d’ostéophytes, de pincement articulaire, de sclérose de I'os sous chondral et de

géodes (tableau 3).

Les informations disponibles actuellement sur ['épidémiologie de [larthrose
proviennent le plus souvent d’études en population portant sur I'arthrose radiologique
[40-44]. Ces différentes études mettent en évidence une augmentation de la
prévalence radiologique avec l'age quelque soit le site articulaire. Dans I'étude
hollandaise de van Saase portant sur 6585 sujets,il a été mis en évidence une
arthrose des mains chez 75% des femmes agées de 60 a 70 ans et chez 10 a 20%
des sujets de plus de 40 ans.

L’étude NHES (National Health Examination Survey) [42]met en évidence une

prévalence de l'arthrose radiologique de la main de 29,5% chez les sujets de plus de
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25 ans avec une atteinte moins fréquente des genoux. Les résultats de la National
Health and Nutrition Examination Survey (NHANES 1, 1971-1975) montrent des
prévalences pour les 25-74 ans de 32,5%, 2,2% et 3,8%, respectivement pour la

main, le pied et le genou[45]. Les prévalences augmentent avec I'age puisqu'elles

passent pour la tranche d’age 55-74 ans a 70% pour la main, 40% pour le pied, 10%

pour le genou et 3% pour la hanche. Dans I'étude de Framingham, portant sur une

population de sujets de 63 a 93 ans, les résultats suggerent qu’un tiers des sujets de

cette tranche d’age ont une arthrose radiologique du genou[43]. Les données des

études en population américaine sont comparables aux données européennes.

L’arthrose des mains ou des genoux, semble plus fréquente chez les femmes que

chez les hommes (sex-ratio entre 1,5 et 4 selon les études).

Stade 0 Radiographie  normale Radiographie normale .
Stade 1 Ostéophyte de signification | Pincement articulaire, ostéophytose
douteuse péricapitale douteuse
Stade 2 | Ostéophyte net sans | Pincement articulaire, ostéophytose,
modification de [linterligne | sclérose osseuse modérée.
articulaire.
Stade 3 Ostéophyte net et diminution | Pincement articulaire net avec
de l'interligne articulaire. discréte ostéophytose, sclérose
osseuse avec kyste, déformation de la
téte fémorale et de [I'acétabulum
minime.
Stade 4 Pincement sévere de | Disparition de I'espace articulaire avec

l'interligne articulaire

sclérose osseuse et kyste, importante
déformation de la téte fémorale et de
I'acétabulum

avec  ostéophytose

majeure .

Gonarthrose

Coxarthrose
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Tableau 3 : Stades de Kellgren et Lawrence pour I'arthrose de hanche (coxarthrose)

et 'arthrose de genou (gonarthrose).

Figure 4 : Radiographies de gonarthrose femoro-tibiale et
coxarthroge

Fleche jaune : pincement de finterligne et condensation
sous-chondrale

Fleche rouge : osteophyte

iii. Prévalence de I’'arthrose symptomatique
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Il n’existe une bonne corrélation entre arthrose radiologique et clinique que
pour les grosses articulations portantes [46,47. Ailleurs la corrélation anatomo-
clinique est mauvaise. Dans I'enquéte de Framingham 40% seulement des sujets

ayant une arthrose radiologique de grade 3a 4 sont symptomatiques[43]

Bien que la plupart des travaux se soient intéressés a la prévalence de l'arthrose
radiologique, on observe I'émergence croissante d’études s’intéressant a I'arthrose
symptomatique, principalement pour le genou qui reste I'articulation la plus facile a
appréhender pour ces études .La hanche de par sa position plus profonde reste plus
difficile a étudier notamment du fait que les critéeres de I'American College of
Rheumatology (ACR) pour la hanche comportent des données radiographiques.
Une arthrose symptomatique affecte plus de 27 millions d’Américains avec la mise

en place de 350 000 prothéses de hanche et de genou par an [34].

Il existe deux types d’études portant sur I'arthrose symptomatique (tableau 4): les

études sur I'arthrose clinique et celles sur I'arthrose radio-clinique.

Les études portant sur I'arthrose symptomatique clinique ont pour intérét d’étre moins
colteuses et plus faciles a réaliser, mais en revanche, elles comportent des
difficultés liées a la possibilité de nombreux diagnostics différentiels, plus nombreux
pour la hanche que pour le genou, ou les diagnostics différentiels sont en petit
nombre aprés 60 ans. En fait la performance des questionnaires de détection utilisés

dans ces études est souvent médiocre notamment en ce qui concerne la spécificité.

Plusieurs études européennes récentes se sont intéressées a [larthrose
symptomatique clinique[48-50]. Mannoni dans une étude portant sur une population
italienne, agée de plus de 65 ans, a mis en évidence une prévalence de 29,8%,
14,9%, et 7,7% respectivement pour le genou, la main et la hanche[48].
Andrianakos, dans une étude portant sur une population grecque de 10647 sujets
observe aprés ajustement sur I'dge et le sexe une prévalence de [arthrose
symptomatique de 6,0% (95% CI 5,6-6,4) pour le genou, 2% (1,8-2,2) pour la main et
0,9% (0,7-1,1) pour la hanche[50]. Ces prévalences de l'arthrose symptomatique

sont significativement plus importantes chez la femme que chez I'homme et
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augmentent significativement avec I'age. L’arthrose du genou est significativement

plus fréquente en population rurale [50].

Les études radio-cliniques sont moins nombreuses. Nous ne disposions en France
d’aucune étude s’intéressant a I'épidémiologie de I'arthrose des membres inférieurs
en population générale. Mon travail, présenté dans la partie résultats de ce
document, a consisté a obtenir au travers d'une étude pilote portant sur la
prévalence de l'arthrose des membres inférieurs dans deux départements francais,
des données préliminaires de prévalence. Il a aussi permis de valider un outil de
détection des sujets présentant une arthrose symptomatique des membres inférieurs.
Il s’agissait de la constitution d’'une cohorte de cas prévalents d’arthrose des
membres inférieurs [51, 52], étape indispensable a la réalisation d’'une étude de

prévalence nationale.

Etudes Période Classe d’'age Définition arthrose Prévalence
Total Femmes Hommes
France Roux 2005 40-75 Clinique et radiographique 7,6
Guillemin 2007-2009 40-75 Clinique et radiographique | - 6,6 4,7
Espagne Quintana 2002-2003 60-90 Clinique et radiographique 12,2 14,9 8,7
Chine Zhang 1998-2000 260 Clinique et radiographique | - 15,0 5,6
Japon Muraki 2005 260 Clinique et radiographique 26.1 31.8 15.8
) ) t
Etats-Unis | Framingham 1983-1985 63-70 Symptdébmes rapportés et 7.0 7.6 6.2
radiographique ’ ’ ’
Johnston 1991-1997 245 Symptdébmes rapportés et 16.4 18.7 13.5
County OA radiographique ’ ’ ’
project
NAHNES Il 1991-1994 260 Symptémes rapportés et 12.1 13.6 10.0
radiographique ’ ’ ’
Italie Salafi 2004 218 Criteres ACR cliniques 5.4 - -
b
Mannoni 2003 265 Criteres ACR cliniques 29.8 - -
)
Gréce Andrianakos 1996-1999 219 Criteres ACR cliniques 6.0 8.6 3.2
b b )
Norvege Grotle 2004 24-76 Diagnostic rapporté 71 7.9 6.2
b b )
Holllande Picavet 1998 225 Diagnostic rapporté - 13.6 10.1
) t
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France Roux 2005 40-75 Clinique et radiographique 5
Guillemin 2007-2009 40-75 Clinique et radiographique 2.5 1.9
b )
Espagne Quintana 2002-2003 60-90 Clinique et radiographique 7.4 8.0 6.7
H t )
Chine Nevitt 1998-2000 260 Clinique et radiographique 0.1 00
b
Etats-Unis | Johnston 1991-1997 245 Symptdébmes rapportés et 9.7 11.1 8.3
County OA radiographique ’ ’ ’
project
Italie Salaffi 2004 218 Criteres ACR cliniques 1.6
b
Mannoni 2003 265 Criteres ACR cliniques 7.7
b
Gréce Andrianakos 1996-1999 219 Criteres ACR cliniques 0.9 1.5 0.3
H t )
Norvege Grotle 2004 24-76 Diagnostic rapporté 55 6.2 4.6
b b )
Hollande Picavet 1998 225 Diagnostic rapporté 9.6 39
t

Tableau 4: Prévalence de l'arthrose des membres inférieurs

iv. Incidence

Dans l'étude de Rochester, portant sur la population générale, le taux
d’incidence (ajusté sur I'age et le sexe) est estimé pour la hanche et le genou a 47,3
pour 100 000 personnes-années et 163,8 pour 100 000 personnes-années
respectivement[53]. Les données les plus récentes relatives a lincidence de
'arthrose symptomatique des mains, hanches et genoux ont été obtenues a partir du
« plan de santé de la communauté de Fallon », une organisation de soins de santé
localisée dans le Nord-Est des USA[54]. Dans cette étude, I'incidence standardisée
sur I'age et le sexe est estimée a 100 pour 100 000 personnes années pour la main,
88 pour 100 000 personnes-années pour la hanche et a 240 pour 100 000 personnes

années pour le genou.

L’incidence de l'arthrose des mains, hanches et genoux augmente avec I'age, et les
femmes semblent présenter des taux d’incidence plus élevés que les hommes,
surtout aprés 50 ans. Avec une augmentation plus importante (femmes et hommes)
aprés 80 ans, quel que soit le site articulaire. La figure 5 reprend les courbes
d'incidences en fonction de I'dge pour chaque articulation [54].
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Dans la tranche d’age des 70-80 ans, l'incidence de l'arthrose symptomatique du
genou chez la femme avoisine 1% par an.Le risque de gonarthrose symptomatique
au cours de la vie entiére est estimée a 4,7% [54].

Il est intéressant de noter que selon les données relatives aux arthroplasties dans le
nord des USA le taux de solution chirurgicale est le méme que le taux d’incidence
des arthroses séveres de hanche, mais qu’un fossé considérable existe entre le

traitement chirurgical et l'incidence de I'arthrose du genou[34].
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b) Facteurs de risques :
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Les études épidémiologiques menées sur l'arthrose ont permis de déterminer de
nombreux facteurs de risque, qui différent selon les articulations, et interviennent
dans le développement de l'arthrose du genou, de la hanche et de la main
notamment. Plusieurs facteurs sont souvent associés chez un méme individu et la
part de responsabilité de chaque facteur est parfois difficile voire impossible a
déterminer. Le développement d’'une arthrose peut étre favorisé a la fois par des
facteurs biomécaniques locaux et par des facteurs systémiques conférant une

susceptibilité générale a la maladie.

Age et sexe:
L’age semble étre le facteur de risque le plus important pour I'arthrose. Toutes

les études portant sur la prévalence et l'incidence de l'arthrose qu’elle soit définie de
facon radiologique ou symptomatique, mettent en évidence une augmentation nette
de celle-ci avec l'age. Dans I'étude NAHNES I, la prévalence de larthrose est
inférieure a 0,1% chez les sujets de 25 a 34 ans et atteint 10 & 20% chez les sujets
ageés de 65 a 74 ans[55].

Cette augmentation de prévalence concerne toutes les articulations, mais reste plus
importante pour les articulations préférentiellement touchées par l'arthrose, telles
que le genou, la hanche et la main[55]. La relation entre age et risque de
développement d'une arthrose est treés probablement affectée par des facteurs de
risques généraux et locaux, eux aussi age dépendants (excés de charge sur une
articulation lié a l'obésité, anomalies musculaires ou neurologiques, instabilité
articulaire d'origine ligamentaire par exemple). Chez les femmes, le risque de
développer une arthrose est accru avec I'age, notamment pour les articulations des
mains et des genoux mais aussi lors des atteintes multiples (aussi appelées
« arthrose généralisée »). Ainsi, aprées 50 ans, la prévalence et l'incidence de la
maladie dans ces localisations sont plus élevées chez la femme que chez 'homme
[54]. La sévérité chez la femme semble plus grande [46], ce qui pourrait étre expliqué
par une moindre épaisseur du cartilage au niveau du genou chez la femme [56].
Cependant, la fréequence de l'atteinte de la hanche augmenterait de fagon similaire

avec l'age chez la femme et chez ’'homme avec cependant une aggravation plus
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rapide chez la femme [57,58]. Dans d’autres études le sexe ne parait pas avoir

d'influence sur la progression de I'arthrose du genou et de la main [59].

Le cartilage du sujet &gé comporte une accumulation d’ « Advanced Glycation End
Products » (AGE) qui semblent modifier la structure du cartilage et interférent avec
certains enzymes[60]. Le chondrocyte exprime des récepteurs pour les AGE
susceptibles d’activer des enzymes de dégradation du cartilage [61]. Le cartilage
vieillissant est fragilisé ce qui ferait le lit de I'arthrose et fait dire a certains qu’il s’agit

de la « maladie d’Alzheimer du chondrocyte»[62].

Une inflammation de bas grade se retrouve dans larthrose. Or l'on sait que
linflammation réduit I'élimination des protéines oxydées avec pour corollaire
'augmentation de la concentration cellulaire en dérivés réactifs de I'oxygéne. Ceux-
cicontribuent au stress oxydatif qui est un facteur de sénescence cellulaire, en
particulier des chondrocytes. Cette sénescence est essentiellement une sénescence
de sécrétion (phénotype de sénescence sécrétoire associée) et concerne plusieurs
meédiateurs inflammatoires et prodégradatifs. La production de Métallo Protéases
Matricielles (MMP-13) par le chondrocyte aprés stimulation par I'lL-1R augmente
avec l'age, de méme que la production d’IL1-f3 par le lymphocyte non stimulé ce qui
suggere que le chondrocyte vieillissant acquiert ce phénotype[63].Cela pourrait étre

'une des explications des lésions cartilagineuses

Facteurs hormonaux :
La fréquence de l'arthrose chez la femme semble s’accroitre dés 50 ans, c'est-

a-dire dés la ménopause. C’est d'ailleurs a cette période de la vie que certaines
femmes vont développer des arthroses de la main séveéres, d'évolution rapide [64].
Cette relation suggére que le déficit oestrogénique post ménopausique augmente les
risques d’arthrose; elle est confortée par la présence d’un récepteur oestrogénique
dans le noyau des chondrocytes, des ostéoblastes sous-chondraux et des
synoviocytes [65]. Certaines études épidémiologiques sont venues étayer cette
thése, d'autres études sont cependant plus réservées [66,67].Des études
transversales montrent que les femmes ayant un traitement hormonal substitutif ont

un risque plus faible de développer une arthrose du genou ou de la hanche [68 , 69,

27



70]. La réduction du risque de développer une arthrose chez ces femmes ayant un
traitement ostrogénique a été estimée a 40%. Le rble protecteur des traitements
ostrogéniques apparait surtout lorsque I'arthrose est définie radiologiquement, il est
moins net lorsqu'on utilise une définition symptomatique ou clinique [71,72], ce qui
peut suggérer la possibilité d'un effet différent structural/symptomatique des
cestrogénes. Cependant les seuls résultats provenant d’'une étude randomisée
contrélée versus placebo ne mettent pas en évidence de différence pour le genou
entre les femmes recevant des cestro-progestatifs versus celles recevant le placebo
[73].

L’effet des cestrogénes pourrait impliquer plusieurs mécanismes: diminution de la
résorption sous chondrale (une des modifications précoces de l'arthrose), effet direct
sur le cartilage par augmentation de facteurs de croissance analogues a l'insuline
(IGF-1), augmentation de la synthése de protéoglycanes par les chondrocytes,
prévention de l'induction de la Nitric Oxyde Synthase Inductible (iNOS), réduction de
linflammation avec inhibition de I'expression et de la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires comme I'lL-1[74,75].

Facteurs génétiques
Dés 1941, une composante génétique est suspectée par Stecherqui constate

une fréquence 3 fois plus élevée des nodosités d’Heberden chez les sceurs de sujets
avec nodosités d’Heberden et deux fois plus élevée chez les méres par rapport a la
population générale[76]. Le mécanisme en cause semble étre lié a une transmission
autosomique dominante chez la femme et autosomique récessive chez ’homme. La
prévalence des nodules d’Heberden est 10 fois plus fréquente chez la femme. Il a
été suggéré que de multiples génes sont impliqués dans la susceptibilité a I'arthrose
et que des facteurs environnementaux ont une importante influence sur I'expression
de la maladie. La recherche de génes candidats pour la susceptibilité a I'arthrose
s’est centrée sur les génes codant pour le procollagéne de type Il (forme majeure de
collagéne dans l'articulation), pour des protéines de structure de la matrice, sur les
géenes des récepteurs de la vitamine D (VDR) et des oestrogénes ainsi que sur I'os
et les facteurs de croissance du cartilage [77,78]. Bien que les résultats des études
de genes candidats soient hétérogénes, le role de génes codant pour le procollagéene
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de type Il (COL2A1), le polymorphisme Taq | du VDR et le polymorphisme du
récepteur alpha des cestrogénes a été mis en avant [78-82].

L’étude de Spector portant sur 130 jumelles monozygotes et 120 jumelles dizygotes
agées de 44-77 ans a montré pour la premiére fois le réle de la génétique dans
'arthrose de la main et du genou chez la femme, avec une influence génétique allant
de 39 a 65% indépendamment des facteurs de confusion environnementaux connus
[83].

Il est intéressant de noter dans cette étude, que le lien est plus fort pour le genou

que pour la main.

iv. Facteurs Ethniques
Le profil clinique de I'arthrose varie suivant l'origine ethnique. Dés les années

60, le « National Center for Health Statistics » s’est intéressé a ce facteur de risque
mettant en évidence des différences entre les populations caucasiennes, africaines,
indiennes et orientales [84]. Les afro-américains sont plus fréquemment concernés,
avec deux pics de fréquence a I'dge de 50 ans et a 70 ans, quel que soit le sexe.
Alors que les Américains d’origine caucasienne sont en revanche davantage touchés
par une arthrose sévere, surtout aprés 60 ans. Dans la population caucasienne, la
prévalence de I'arthrose de hanche est nettement supérieure a celle retrouvée chez
des populations asiatiques, africaines et indiennes de I'est [85]. Chez le noir africain,
les nodosités d’Heberden ont une fréquence élevée, alors que les formes
polyarticulaires digitales sont rares [806].

L'importance de ces variations ethniques doit cependant étre modérée du fait
de multiples facteurs liés a l'accés aux soins, et aux activités physiques et

professionnelles notamment.

v. Anomalies architecturales des articulations (macroarchitecture)
Les anomalies architecturales, qu’elles soient congénitales ou acquises,

peuvent entrainer une arthrose secondaire par une mauvaise répartition des
contraintes mécaniques. Ces anomalies sont, entre autres, pour la hanche les
dysplasies acétabulaires. Une étude prospective a montré une association entre

dysplasie acétabulaire, définie comme une insuffisance de couverture ou défaut de
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profondeur acétabulaire, et 'augmentation d’incidence de l'arthrose de hanche
radiographique. Le risque relatif ajusté sur I'age et le poids étant de 2,8 [1,0-7,9] [87].
On retrouve aussi comme facteurs de risque d’arthrose de hanche la protrusion
acétabulaire, la subluxation, la coxo plana, la coxa retrorsa, et pour le genou les
défauts d'alignement: genu valgum, genu varum...Le compartiment interne du genou
supporte 60 a 70% de la charge c'est lui qui est préférentiellement touché[88]. Les
sujets avec genu varum ont 3 a 4 fois plus de risques d'arthrose du compartiment
interne, tandis que pour un genu valgum le développement d'une arthrose porte de
maniére égale sur les 2 compartiments[89].

La morphologie osseuse semble aussi jouer un réle important notamment au
fémur[90]. Au genou il y a des différences notables entre Afro-Américains et sujets

de race blanche qui pourraient intervenir aussi [91].

Traumatismes
Les traumatismes articulaires sont eux aussi pourvoyeurs de Iésions

arthrosiques (fractures avec cals vicieux, luxations, lésions tendineuses, hyper
laxités...) [92-97]. Les suites chirurgicales peuvent elles aussi étre considérées
comme une forme de traumatisme. Concernant le genou par exemple, la survenue
de Iésions méniscales et/ou ligamentaires (Ligament Croisé Antérieur= LCA) chez
les footballeurs ou I'existence d’'une instabilité chronique constituent des facteurs de
gonarthrose[98]. A défaut de traitement, I'évolution spontanée se fait vers une
arthrose ultérieure. Mais une méniscectomie chirurgicale constitue également un
facteur de risque certain. Si le traumatisme a été a l'origine de modifications
anatomiques c'est un risque supplémentaire[97]. L'existence d'arthroses a d'autres
niveaux est aussi un facteur péjoratif, de méme que la poursuite de l'activité a

l'origine des lésions[97,99].

Surpoids
L'obésité est un facteur de risque majeur d'arthrose du genou et parmi les

mieux établis[100]. Une étude américaine a montré que les patients dont l'indice de
masse corporelle (IMC) est supérieur ou égal & 30kg/m? ont une prévalence
d’arthrose de genou radiologique quatre fois plus importante que des patients dont
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I'MC est inférieur a 30[101,102]. Dans la cohorte de Framingham, il semble que le
risque de développer une arthrose du genou est directement corrélé a I'lMC moyen
entre 36 et 40 ans[103].La surcharge pondérale précéde l'arthrose du genou de
plusieurs années,elle aggrave aussi une arthrose préexistante[92,104,105,106,107].
Cette association surpoids-gonarthrose parait plus importante chez les femmes que
chez les hommes. La perte de poids réduit le risque[108],et le lien est a ce point
important que ’American College of Rheumatology et TEULAR recommandent une
perte de poids dans le traitement médical de la gonarthrose[109,110]. La perte
d’environ 5kgs dans les 10 ans précédents diminue chez les femmes le risque de
gonarthrose de 50% et la perte de 1 Kg de poids corporel réduit d’'un facteur

supérieur a 2 la charge compressive maximale au genou [111].

Si le role du surpoids estclairement établi pour la gonarthrose, il apparait moins
marqué dans la coxarthrose [112,113 ,114].Cependant, il est retrouvé une
association nette entre accroissement de I'index de masse corporelle et risque d’'une
prothése de hanche ultérieure chez les hommes et femmes jeunes, qui semble
moindre chez les plus agés [115].

Le stress mécanique lié a la surcharge pondérale entraine un dysfonctionnement des
chondrocytes avec libération de médiateurs dégradant le cartilage, tels la
prostaglandine E2, les métalloprotéases responsables de la digestion de la matrice
cartilagineuse (MMPs). Le passage d’un stimulus physique (le stress mécanique) a
un effet biologique implique I'activation de mécanorécepteurs tels que l'intégrine
a5R1 ou le récepteur a l'acide hyaluronique (CD44) qui sont situés a la surface
membranaire des chondrocytes. En aval de ces mécanorécepteurs, une cascade
moléculaire intracellulaire est mise en jeu, aboutissant a la libération de médiateurs
pro-inflammatoires.

Les ostéoblastes sous-chondraux comprimés possédent également des
mécanorécepteurs réagissant de maniére comparable en libérant des médiateurs
solubles nocifs pour 'os lui-méme et pour le cartilage sus-jacent[116].

D'autres facteurs semblent aussi intervenir, en particulier métaboliques, telles les
anomalies lipidiques et glucidiques [117]. Hyperglycémie et élévation de la CRP sont
présentes dans I'obésité, et sont aussi associées au risque de gonarthrose et a son

évolution chez la femme [118,119].Le risque de gonarthrose augmente avec le
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nombre de facteurs du syndrome métabolique:2 facteurs pour un Odds Ratio
(OR)=2,3, 3 facteurs et plus pour un OR=9,8, avec un risque maximum pour
I'association obésité-hypertension[120].L’insulinorésistance est plus marquée chez
les hommes avec arthrose du genou [121]. Parmi les différents types d’obésité, c’est
'obésité avec sarcopénie qui a la plus forte association avec l'arthrose du genou
[122].

La charge pondérale n'explique pas chez les obéses 'augmentation de la fréequence
de [l'arthrose digitale mise en évidence ces dernieres années qui reléve
nécessairement de facteurs systémiques [123]. Le tissu adipeux blanc est
responsable de la production de nombreux médiateurs inflammatoires dont I'IL6,
'IL1B et le TNF-a. S'ajoutent a ces médiateurs les adipokines qui sont impliquées
dans un large éventail d'activités, notamment dans le métabolisme des lipides et
dans la modulation de l'inflammation [124, 125]. La plus explorée de ces adipokines
est la leptine. Elle semble avoir un réle dans la physiopathologie de I'arthrose entre
autre par l'induction des métalloprotéases matricielles (MMPs) (MMP-9 et MMP-13)
[126]. Elle peut aussi agir en synergie avec I'IlL-18 en induisant la production de
MMP-1 et MMP-3. Elle est responsable de l'augmentation de médiateurs
cataboliques et de la diminution de la production des médiateurs anaboliques.
L'induction par la leptine de la production des IL-13, MMP-9 et MMP-13 au niveau
des chondrocytes indique son rdle pro-inflammatoire et catabolique sur le
métabolisme du cartilage[127]. Le niveau d'expression de la leptine et de son
récepteur semble corrélé au degré d'atteinte du cartilage: il existe une corrélation
entre la concentration de leptine dans le liquide synovial et la sévérité radiologique
de l'arthrose[128].

Bien entendu, la leptine n'est pas la seule adipokine impliquée dans l'arthrose,
d'autres ont été incriminées (adiponectines, visfatine...) et d'autres restent a
découvrir. Ces adipokines semblent pouvoir expliquer au moins en partiele

développement systémique de I'arthrose.

Force et faiblesse musculaires, laxité articulaire
Des contractions musculaires importantes et surtout répétées peuvent étre a
l'origine d'arthroses, en particulier a la main dans certaines professions (IPP, IPD,
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MCP) [129]. Cependant, une bonne tonicité musculaire peut aussi avoir un effet
protecteur sur une articulation, et au genou une faiblesse du quadriceps semble
augmenter le risque d'arthrose [130].Les extenseurs de cuisse chez l'arthrosique
souffrant d’'un seul genou ont une surface de section réduite de 5,2% pour le coté
douloureux par rapport au c6té non douloureux [131]. La constatation d’une
réduction du WOMAC a 2 ans et de la nécessité d’'une prothése a 4 ans lorsque la
section du quadriceps augmente va dans le méme sens [132].

Il est possible qu'une bonne musculature retarde I'évolution d'une arthrose, mais
I'effet peut aussi étre inverse [133].

L'hypermobilité articulaire généralisée est habituellement considérée comme un
facteur d'arthrose [134] et au genou il est constaté une moins grande laxité des
genoux normaux par rapport a ceux controlatéraux des sujets gonarthrosiques [134].

Cependant a la main I'hnypermobilité pourrait avoir un effet protecteur [135].

ix. Activité sportive

Le retentissement d'une activité sportive sur le développement d'une arthrose
reste sujet a débat. Le facteur prédisposant serait I'hyper utilisation articulaire. Une
étude réalisée par Gelber et collegues a été réalisée auprés de 1321 étudiants afin
d’étudier I'impact du sport sur l'arthrose [95]. Ces étudiants, sportifs depuis
longtemps, ont été appariés a des sujets contréles ne pratiquant pas de sport, en
fonction de I'age, du poids, de I'état général, des articulations impliquées, de leur
laxité, de Il'utilisation excessive de celles-ci, et d’'une lésion traumatique éventuelle.
Les résultats montrent un risque accru de gonarthrose et de coxarthrose pour les
footballeurs, ainsi que pour les joggers (arthrose fémoro-patellaire). Cependant, un
sport pratiqué de fagon légére a modérée n‘augmente pas le risque d’arthrose de
hanche, du genou ou du rachis et si toute utilisation articulaire excessive est nocive
pour le cartilage, la pratique d'une activité physique réguliére semble étre bénéfique.
Il n' y a pas d'augmentation du risque d'arthrose du genou chez les coureurs dont la
pratique est modérée [136]. Pour les coureurs de haut niveau en revanche,méme si
la littérature est inconclusive [137], certaines études indiquent que des risques

existent du fait des sollicitation tres importantes ainsi que des contacts
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répétés[136,138-141]. Chez les patients souffrant d’arthrose, le sport peut étre

poursuivi a un rythme régulier, mais il doit rester indolore.

x. Professions

De méme, certaines catégories professionnelles peuvent étre exposées a
'arthrose par hyper utilisation articulaire. Les contraintes répétées, le soulevement
de charges, augmentent de facon nette le risque d’arthrose, que ce soit pour la
hanche ou pour le genou. Pour ces raisons, les agriculteurs par exemple sont des
sujets a risque accru d’arthrose [142], les carreleurs, ainsi que tous les métiers
nécessitant d’étre accroupi sont préférentiellement atteints de gonarthrose [143]. Une
activité avec répétition du mouvement de pince peut étre a l'origine d'arthroses des
interphalagiennes distales [144,145]. La liste des activités professionnelles

concernées est longue...

xi. Tabac
L’influence du tabagisme reste controversée. De nombreuses études ont

suggére un effet protecteur pour le développement de I'arthrose du genou [70,146,
147]. Dans d'autres publications, le tabagisme est plus commun chez les femmes
présentant une arthrose symptomatique du genou que chez les femmes présentant
une arthrose radiologique non symptomatique [148], et un travail récent montre chez
le fumeur de sexe masculin une perte accrue de cartilage et un caractere plus sévere
des douleurs [149].

En fait, il n'y a actuellement que peu d’argument dans la littérature permettant
d’envisager un effet protecteur du tabagisme. En revanche, il semble exister des
arguments confirmant un réle péjoratif de ce dernier sur le cartilage et l'os, se
traduisant par un effet sur la progression de I'arthrose [149].

Trois méta-analyses récentes ne confirment pas le lien entre tabagisme et incidence
de I'arthrose d’une part et un éventuel role protecteur du tabagisme sur I'évolution de

la pathologie arthrosique d’autre part [150,151].
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Nutrition
Les données de l'étude de Framingham ne montrent pas d’association

évidente entre la prise de vitamine C, de vitamine D ou encore de vitamine E avec
'incidence de l'arthrose radiographique du genou. Mais, un déficit en vitamine C
serait associé a la progression de l'arthrose du genou [152]. D’autres travaux
suggérent que les hommes et les femmes présentant un taux bas de 25 (OH)
vitamine D sont a plus grand risque pour la progression (et non I'apparition) de
'arthrose du genou que les sujets ayant des taux élevés de vitamine D[153]. Mais
un effet de la vitamine D sur I'arthrose symptomatique n’a pas été démontré a ce
jour. Des essais de vitamines a propriétés anti oxydantes E et C n’ont pas conduit
non plus a des résultats probants. Un déficit en vitamine K a été retrouvé associé a
des arthroses du genou et de la main [144-146]. Un déficit en Sélénium a été
observé dans la maladie de Kashin-Beck,et aussi dans des arthroses de la hanche et
du genou [157, 158].

Chondrocalcinose
Une arthrose associée a des microcristaux de pyrophosphate de calcium touche

préférentiellement les genoux, poignets, MCP 2 et 3 et les épaules [13] et
principalement chez des patients agés de plus de 60 ans. La présence de micro
cristaux a un effet pro-inflammatoire [159], et la symptomatologie a des
particularités : dérouillage matinal plus long, fréquence plus grande des synovites et
épanchements parfois hémorragiques [160]. Dans certains cas [I'évolution est

rapidement destructrice.

Peu d'études en population ont démontré une association significative entre
chondrocalcinose radiographique du genou et arthrose du genou [160].Les résultats
de I'étude NAHNES pour la tranche d’age des 55-74 ans mettent en évidence que la
chondrocalcinose de genou est associée a I'arthrose de cette méme articulation avec
un OR de 2,7. Dans I'étude de Framingham, 'Odds Ratio ajusté sur 'dge est de 1,5
pour les deux sexes. En ce qui concerne la Densité Minérale Osseuse (DMO)des
résultats divergents ont été observés dans des arthroses avec chondrocalcinose:
DMO élevée [44] ou DMO normale [161].
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Densité minérale osseuse

Une relation inverse entre arthrose et ostéoporose est argumentée depuis de

nombreuses années [163].

Une augmentation de la DMO semble étre associée avec une augmentation du
risque d’arthrose de hanche, a la présence d'ostéophytes et de fagon moindre a la
détérioration cartilagineuse [44, 82,164].L'augmentation de la DMO de l'ordre de 3 a
6% devrait correspondre a un risque réduit de fracture [165-167].Cependant, la
relation arthrose-risque de fracture n'est pas claire, méme si quelques études vont
cependant bien dans le sens d’'une réduction du risque fracturaire chez l'arthrosique
[168,169]. Une explication pourrait tenir au mode d’évaluation (DEXA) de la DMO en
2 dimensions, la taille des os plutét que la densité pouvant expliquer une apparente
augmentation de la DMO [162].

Chez l'ostéoporotique arthrosique, on ne retrouve pas le plus souvent de réduction

du risque fracturaire [170,171].

Les patients avec fracture prévalente ont un risque réduit d’arthrose du genou
indépendamment de la DMO, et chez les femmes avec une arthrose du genou

définie par la présence d’ostéophytes, la DMO est plus élevée [169].

I a été supposé qu'un os plus mou permettrait une meilleure diffusion des
contraintes avec une meilleure répartition du poids supporté, moins délétére pour
'ensemble du cartilage. De fait, certains ont constaté que la DMO des femmes avec
arthrose du genou ou de hanche est plus élevée a la fois a proximité des

articulations arthrosiques et a distance [44,93,172,173].

Au niveau de [los sous-chondral dans une petite étude avec contrdle
tomodensitométrique, la DMO 3D de l'os sous-chondral a été retrouvée augmentée
au niveau des genoux arthrosiques [174]. Des études IRM vont dans le méme sens
[175], de méme que la constatation d’'une augmentation d’épaisseur du tibia proximal

au début du développement d’une arthrose [176].

Autres facteurs
L’élévation de l'acide urique sérique est associée a I'arthrose généralisée non

nodulaire dans I'étude de Acheson et collegues [177].Cependant cette association
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n‘est pas retrouvée notamment pour l'arthrose du genou dans les études de
Framingham, NHANES | et Chingford. Hart et collégues dans une étude portant sur
la population de I'étude de Chingford notent une association entre des taux élevés de
glucose dans le sang et l'arthrose du genou, ceci indépendamment du poids [178].
Cependant, Frey et collegues, dans une étude ultérieure,ne retrouvent pas
d’association  significative entre intolérance au glucose, diabéte non
insulinodépendant et présence d’une arthrose clinique [179].

Différentes maladies de surcharge peuvent étre a l'origine d’arthroses secondaires,
souvent avec des aspects exubérants (goutte, hémochromatose, maladie de Wilson,
acromégalie, hyperparathyroidie). Les arthroses secondaires a des pathologies
inflammatoires ne sont pas rares a un stade avancé de la maladie inflammatoire, et
de méme une infection articulaire mal traitée ou tardivement traitée fait le lit d'une

arthrose.

La prise en charge médicale peut apparaitre complexe en raison des particularités
symptomatiques du processus arthrosique,variable d’'un sujet a l'autre, d’'une

articulation a I'autre, d’'une période a l'autre.
Les moyens sont divers, médicamenteux et non médicamenteux, locaux et généraux.

Le traitement chirurgical n’est utilisé que dans 10 % des cas, surtout dans certaines
localisations, il ne doit pas étre considéré comme I'aboutissement des échecs du

traitement médical. Il ne vit pas des contre-indications du traitement médical.

Le traitement de l'arthrose est le plus souvent de longue durée, il accompagne
I'évolution de I'arthrose et de sa symptomatologie, il doit &tre avant tout bien toléré et
adapté au patient, a [I'évolution symptomatique, a la topographie et aux
caractéristiques propres du processus arthrosique. |l reste essentiellement

symptomatique avec plusieurs objectifs :

] calmer la douleur,

[ diminuer la géne fonctionnelle,
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[ améliorer la qualité de vie,
[ si possible, ralentir ou stabiliser I'évolution de I'arthrose,

[ essayer de passer d'une stratégie de résignation a une stratégie d’incitation.

L’essentiel de ce traitement étant :

] une prise en charge multidisciplinaire, le médecin généraliste et le
rhumatologue occupent une place importante

m selon [I'évolution, plusieurs spécialistes peuvent intervenir: rééducateur,
chirurgien, diététicien, psychologue...

La prise en compte dans ce traitement de plusieurs facteurs est nécessaire :

] facteurs généraux: obésité, activité professionnelle ou sportive, sexe, contexte
psychologique
] facteurs locaux: dysplasie, dysmorphie, dysfonction articulaire.

Les difféerents moyens thérapeutiques médicaux et non médicaux, locaux ou

généraux doivent étre adaptés aux patients.

Les recommandations de 'EULAR représentent une mise au point récente pour la

hanche et le genou [110].

a) Moyens non pharmacologiques

L’'information et [I'éducation des patients arthrosiques est capitale. Les
recommandations européennes insistent sur la nécessité d'une information des
patients arthrosiques, il s’agit d’'une obligation professionnelle pour le praticien. |l
existe de nombreuses sources d’information (médecins, pharmaciens,
paramédicaux, etc.) ainsi que des programmes éducatifs (réunion, CD Rom, vidéo,
internet). Ces outils ne sont valables que dans la mesure ou ils diminuent la
consommation de soins, réduisent les arréts de travail et améliorent la qualité de vie

des patients [180].

Diététique
L’obésité est un facteur défavorable en particulier pour I'arthrose des genoux.
Les rapports entre obésité et arthrose sont complexes. Au stress mécanique de
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iv.

surcharge pondérale, s’ajoute I'action d’adipokines sur le tissu cartilagineux. Cela
pourrait expliquer la plus grande fréquence de I'obésité dans l'arthrose digitale[181].
La perte de poids améliore les symptébmes de l'arthrose, perdre 10 % de surpoids,
améliore la fonction de 28 %. En perdant 5 Kg,24 % des interventions chirurgicales
sur le genou pourraient étre évitées. Le plus difficile est peut-étre non de perdre du

poids mais surtout de maintenir cette perte de poids dans la durée.

Exercices — rééducation

L’entretien musculaire favorise la mobilité et la stabilité articulaire, il doit étre
associé a des exercices d'étirement et de posture. Il faut adapter cette activité
physique en intensité, rythme et amplitude aux possibilités articulaires. Le muscle
doit travailler en charge et en décharge, sans ou avec pesanteur, avec ou sans
déplacement articulaire. Plusieurs études ont montré les effets thérapeutiques du

renforcement musculaire sur la douleur et la fonction dans la gonarthrose [182].

Mesures d’économie articulaire

L’hygiéne de vie, c’est I'adaptation du travail articulaire a ses propres capacités,
en prévenant tout effet secondaire. L’arthrosique doit avant tout éviter le surmenage
articulaire et apprendre a connaitre ses propres capacités et ses limites. Les aides
techniques sont importantes: orthése nocturne, appareil de contention, semelles
orthopédiques et surtout canne de marche. Elle doit toujours étre utilisée du cété
sain[183].

Acupuncture

Plusieurs essais thérapeutiques semblent concluants. Les conclusions d’une
étude récente semblent démontrer une certaine efficacité sur la douleur et la

fonction, sans effets secondaires[184,185].

b) Moyens pharmacologiques
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Toute prescription médicamenteuse chez un patient arthrosique doit tenir compte de
son age. Ce sont parfois des sujets porteurs de plusieurs pathologies et
polymédicamentés.

L’'incidence de ces risques, dans certaines prescriptions, n’est pas négligeable
surtout dans un traitement au long cours, ils doivent étre pris en compte dans le

choix thérapeutique.

Les trois options essentielles chez I'arthrosique agé étant de privilégier un traitement
non pharmacologique, associé ou non a un traitement pharmacologique, d’utiliser un
traitement local si c’est possible , et de prendre en compte le rapport bénéfice/risque
dans le choix thérapeutique en particulier dans I'utilisation de certains antalgiques et

anti-inflammatoires non stéroidiens.

i) Traitements pharmacologiques locaux
[186, 187, 188, 189]

1. Topiques

Plusieurs méta-analyses récentes ont validé leur efficacité, en particulier dans
les arthroses superficielles (mains et genoux). Leur action est supérieure au placebo.
Les principales études ont porté sur la capsaicine et les AINS. La pénétration
cutanée est prouvée,elle assure une concentration tissulaire utile avec un taux
sérique cent fois moins important. Qu'’il s’agisse de créeme, de gel ou de patch, les
topiques en particulier les AINS sont indiqués pour les articulations superficielles ou

pour des manifestations péri-articulaires tendino-musculaires associées.

2. Corticoides intra-articulaires

L’injection peut soulager une poussée douloureuse d’arthrose hydarthrodiale.
La technique doit étre précise, intra-articulaire avec une imagerie de complément
pour certaines articulations profondes (fréquence élevée d’infiltrations
périarticulaires). Il ne semble pas exister de variation d’efficacité entre les différents

corticoides injectables utilisés.
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3. Acide hyaluronique

Les résultats de l'injection intra-articulaire d’acide hyaluronique ont fait I'objet

de nombreuses études.

Composant essentiel du liquide synovial, la concentration et le poids moléculaire de
'acide hyaluronique diminuent dans I'arthrose, ce qui modifie la viscosité du liquide
synovial et donc sa capacité de nutrition et de lubrification articulaire. Le poids
moléculaire de l'acide hyaluronique des préparations injectables ne semble pas
intervenir dans la qualité du résultat, mais les effets secondaires sont plus fréquents

pour lesproduits a hauts poids moléculaires.

Injecté dans [Iarticulation, l'acide hyaluronique va rapidement se métaboliser
(fragmentation par les hyaluronidases), il va, par son action sur les synoviocytes,
favoriser la synthése d’'un acide hyaluronique endogéne, ce qui explique l'effet
retardé mais rémanent de cette injection. Initialement réservée au genou, cette
technique a vu ses indications s’étendre a la hanche, I'épaule, la cheville et la main.
Elle est aussi utilisée dans d'autres indications telles que: capsulose rétractile de
'épaule, prévention post-chirurgicale ou arthroscopique des raideurs du genou,
arthrite rhumatoide.... Nous avons comparé l'efficacité d'une versus deux ou trois
injections d'acide hyaluronique dans la rhizarthrose. Il s'agissait au moment de la
conception de cette étude (2006), d'un des tout premiers essais dans cette

indication. Nos résultats sont rapportés en annexe.

4. Lavage articulaire

Réalisé sous anesthésie locale, il consiste avec deux aiguilles a irriguer
I'articulation avec du sérum physiologique. Il permet d’évacuer des débris fibrineux et
cartilagineux avec souvent administration de corticoides. C’est une solution de
dernier recours, a réserver aux arthroses liquidiennes et évoluées. 50 % des patients

semblent améliorés pendant 6 a 12 mois.

j) Traitements pharmacologiques généraux
[186-189]
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1. Antalgiques et Anti Inflammatoires Non Stéroidiens (AINS) par voie orale
Le Paracetamol est indiqué en premiére intention en raison de sa parfaite

tolérance, en particulier digestive, cardiovasculaire et rénale. |l doit étre pris toutes
les 6 a 8 heures sauf en cas d’insuffisance rénale et sans dépasser 4 g par jour. Les
études de satisfaction des malades ne notent pas de supériorité des AINS sur le

paracétamol dans 48 % des cas.

En cas defficacité insuffisante, aprés évaluation des risques digestifs,
cardiovasculaires et rénaux, il faut faire appel aux AINS. Il existe une grande
variabilité individuelle d’ou lintérét d’essayer la dose minimale utile dans les
différentes familles d’AINS. L’association Paracétamol — AINS a pu étre proposée.
Chez un sujet a risque éleve, en particulier de troubles digestifs, il faut associer un
IPP (inhibiteur de la pompe a protons). En cas d’efficacité insuffisante lors de
poussées douloureuses, il est possible d’utiliser des Antalgiques de niveau 2
pendant une durée limitée (20 % d’'effets secondaires dont 13 % d’arrét du

traitement).

Au total, compte tenu de I'évolution chronique de larthrose, de l'absence de
parallélisme anatomo-clinique, de 'dge moyen élevé de ces patients, la plupart des

traitements nécessitent des indications précises et un suivi prolongeé.

Chez certains patients, lorsqu'une tendance dépressive est notée, des
antidépresseurs peuvent étre utilisés car les mécanismes de la douleur chronique et
le mode daction des antidépresseurs font intervenir des mécanismes

neurochimiques assez proches.

2. Anti Arthrosiques Symptomatiques d’Action Lente (AASAL)

Les principales caractéristiques de ces molécules, dont certaines ont une action
surtout anabolique (chondroitine sulfate, glucosamine) et d’autres une action surtout
anticatabolique (extrait d’avocat et de soja, diacérheine), ont fait I'objet de
nombreuses études dont les résultats sont parfois sujets a controverse. Ce sont des
molécules qui agissent sur la douleur de l'arthrose, sur la fonction, avec un délai

d’action de plusieurs semaines,leur effet remanent se prolonge pendant au moins
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deux mois apres I'arrét du traitement. lls sont, du moins pour la chondroitine sulfate
et les extraits de soja et d’avocat, parfaitement bien tolérés. La plupart des AASAL
ont fait I'objet d’études randomisées qui ont montré leur supériorité sur le placebo,
malgré des critéres d’évaluation souvent contestables. Ces études mériteraient de
prendre en compte certains parameéetres pour mieux définir les patients

potentiellement répondeurs et les autres.

L’utilisation d’éléments objectifs d’appréciation (marche, viscosité, imagerie,
marqueurs de I'arthrose) permettra de clarifier le sujet et d’apporter une réponse plus
précise concernant l'effet structural des AASAL. L’étude du pincement de l'interligne
articulaire présente de nombreuses variables, ce qui ne permet pas de le considérer

comme un parameétre incontestable.

Le principal intérét de ces molécules en dehors de leur activité de protecteurs
articulaires, est leur parfaite tolérance pour un traitement au long cours et de

permettre un réle d’épargne des AINS.

3. Traitements «de fond»
Il s'agit des traitements communément utilisés dans les rhumatismes

inflammatoires : plaquenil, salazopyrine, leflunomide, méthotrexate. lls n'ont pas leur
place dans la prise en charge classique de Il'arthrose. Cependant certaines formes
d'arthrose se rapprochent de par leur présentation des rhumatismes inflammatoires.
Il s'agit par exemple de l'arthrose digitale érosive qui évolue de fagon sévere
associant poussée congestive, réveils nocturnes, déformations et érosions. L'arsenal
thérapeutique actuel ne propose malheureusement pas de thérapeutiques efficaces
sur ces formes. Du fait de leur analogie avec les rhumatismes inflammatoires,
certains auteurs ont étudié I'efficacité des traitements de fond sus-cités sans apporter
d’arguments décisifs. Une seule étude sur l'utilisation du méthotrexate, avec un petit
nombre de sujets, semble mettre en évidence une certaine efficacité. Elle n'a jamais
été publiée. Nous avons mis en place une étude randomisée, en double aveugle
contrélée par un placebo visant a évaluer l'efficacité du méthotrexate dans I'arthrose
digitale érosive dans le cadre d'un PHRC. Cette étude dont les inclusions sont a ce
jour terminée permettra aussi d'obtenir des enseignements structuraux avec

notamment l'utilisation d'une IRM dédiée.
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c) Principes de base
L’arthrose est une maladie chronique et douloureuse dont l'intensité et la géne

fonctionnelle ont tendance a s’aggraver avec le temps avec un retentissement dans
la vie quotidienne et professionnelle. C’est une maladie articulaire a la fois locale et
générale nécessitant une prise en charge pluridisciplinaire avec un réle pour chaque

spécialiste. Le traitement doit étre personnalisé et Il faut tenir compte :
e de l'intensité des symptomes

e de la topographie, de son potentiel d’évolutivité, du stade radiographique, du
terrain (obésité, facteurs mécaniques, niveau d’activité, morphologie et

fonction articulaire).

'S‘@ Chirurgie
| AINS
& AASAL et Antalgiques

Anti Arthrosiques Symptomatiques d/Action Lente

Tableau 5: prise en charge de I'arthrose.

d) Perspectives thérapeutiques
Traiter le cartilage pathologique avant l'arthrose par thérapie génique ou par

ingénierie tissulaire est une possibilité envisageable dans certaines lésions du
cartilage en particulier circonscrites (fractures ostéochondrales, ostéochondroses,

chondropathies localisées).

Ce n’est pas le cas de l'arthrose qui est avant tout une maladie de I'ensemble des

structures articulaires dans laquelle le terrain en particulier, I'age, l'obésite, le
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surmenage articulaire, les dysmorphies et dysfonctions articulaires jouent un role

prépondérant.

La piste des biothérapies est pour l'instant décevante. Rappelons qu’'une arthrose
sur deux seulement est symptomatique, qu’'une arthrose symptomatique sur 50
devient chirurgicale. Il reste encore beaucoup de place pour le traitement médical
dans la prise en charge de l'arthrose a condition que celui-ci reste raisonnable et

bien toléré.

a) Principaux composants de l'articulation

L'articulation ne se borne pas au cartilage, elle comporte aussi des structures
annexes: ménisques, ligaments, membrane synoviale, muscles qui toutes font partie

intégrante de l'articulation.

Le cartilage articulaire (Figure 6)

Il s’agit d’'un tissu non vascularisé et non innervé dont la nutrition est assurée
principalement par diffusion a partir de I'os sous chondral et du liquide synovial. Le
cartilage articulaire posséde des propriétés biomécaniques Ilui permettant de
supporter, d’amortir, et de distribuer les charges appliquées a larticulation. Ces
propriétés sont dues a la composition de la matrice extracellulaire formée
principalement d’eau dans une proportion allant de 70 a 80 %, mais aussi de
protéoglycanes et de collagene. La part cellulaire ne représente qu'environ 1% du
volume du cartilage adulte et ne comprend qu’un seul type cellulaire qui est le
chondrocyte [190 , 191].
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Figure 6: Vue arthroscopique cartilage articulaire

La matrice extracellulaire (MEC) (Figure 7)

Trés abondante, elle est composée d’'un grand nombre de molécules dont les
caractéristiques physico-chimiques et ['organisation structurale assurent les
propriétés fonctionnelles du cartilage. Les principales sont le collagéne et notamment
de type Il (Colll) qui est de loin le plus abondant des collagénes. Il comporte aussi
des protéoglycanes et de I'eau (80%), ce sont les protéoglycanes qui, de par leur
forte affinité pour I'eau, conférent au cartilage ses propriétés biomécaniques. Les
protéoglycanes, sont principalement représentées par I'aggrécan et donnent au
cartilage ses propriétés mécaniques de compressibilité et d’élasticité. Les
glycosaminoglycanes que ce soit la chondroitine sulfate ou la kératane sulfate, sont
des protéoglycanes sulfatées riches en radicaux acides trés hydrophiles.
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Les protéoglycanes, sont des biomolécules ubiquistes composées d’'une protéine
axiale et d’'une ou de plusieurs chaines de glycosaminoglycanes sulfatées (GAG)
attachées de facon covalente [192], représentées principalement par le chondroitine
sulfate (CS), le kératane sulfate (KS), et le dermatane sulfate (DS) qui au niveau du
cartilage articulaire se lient de fagon non covalente a I'acide hyaluronique formant

ainsi des agrégats, dont les plus gros sont formés d’environs 300 molécules[193].

L’aggrécane est le protéoglycane majoritaire du cartilage selon sa masse moléculaire
et il peut étre répertorié en deux classes en fonction de son poids moléculaire
(biglycan et fibromoduline [193-195].

La structure rigide du cartilage est conférée par le collagene fibrillaire[193], constitué
principalement du Colll qui représente entre 90-95% du collageéne articulaire. Sa
structure est d’'une importance majeure dans la mesure ou elle permet de maintenir

aussi bien le volume que I'architecture tissulaire.

D’autres types de collagene tels que le IX et le XI sont aussi présents mais en
moindre quantité [193,194,196]. Cependant lors d’atteintes pathologiques du
cartilage, le Colll va étre dégradé et remplacé de fagon aberrante par le collagéne de
type |, lequel n'a pas les mémes propriétés. Le collagéne de type VI borde les
chondrocytes et leur permet d’adhérer a la MEC[193]. Les collagénes IX et Xl
semblent impliqués dans la stabilisation de la structure en fibre du Colll. Quant au
ColX, il joue un réle dans la minéralisation ,et se retrouve au niveau de la zone du
cartilage calcifié et au niveau de la plaque de croissance et représente un marqueur

d’hypertrophie du chondrocyte [193].
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Figure 7: Représentation de la matrice extra cellulaire du cartilage
(GAG= Glycozaminoghycans).

b) Chondrogenése

Elle comporte deux étapes initiales de maturation ayant pour finalité la formation
de deux populations chondrocytaires. L'une conduisant a la formation du cartilage
articulaire et la deuxieme subissant une maturation en chondrocytes
hypertrophiques, nommés ainsi en fonction de leur taille et en raison de I'expression
de certaines molécules caractéristiques, plus précisément le collagene de typeX, la
phosphatase alcaline, Runx2, l'ostéopontine et la MMP-13 (Figure 8). En contre

partie, une diminution de I'expression du Colll est observée chez cette population qui
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finit par disparaitre par apoptose. Les zones d'apoptose chondrocytaire seront
entravées par des vaisseaux sanguins et la synthése de la matrice osseuse a lieu a
ce niveau sous l'action des ostéoblastes; il s 'agit de l'ossification enchondrale. La
vitesse de maturation des chondrocytes est sous le contréle de facteurs qui peuvent

I'accélérer ou la décélérer [197,198].

Quant a la premiére population, elle est a I'origine des chondrocytes articulaires qui
possédent la capacité d'exprimer les constituants de la MEC comme le Colll et
l'aggrécane. La chondrogenése est régulée par des facteurs de croissance et de
différenciation via la régulation des protéines kinases PKA, PKC e MAPK [199,200].
La signalisation pour la régulation de la différenciation et de la prolifération
chondrocytaire se fait via des intégrines et des récepteurs au collagéne, dont le
Discoidin Domain-ContainingReceptor2 (DDR2) [201].

La taille, la forme et l'activité métabolique des chondrocytes articulaires varient dans
les diverses couches du cartilage. Ce type cellulaire est constitué de toutes les
organelles nécessaires pour la synthése de la matrice sous l'effet de facteurs
anaboliques, entre autres les protéoglycanes, l'aggrécane et le Colll. Ces facteurs

s'opposent aux facteurs cataboliques dont I'lL-1B et les MMPs [202,203].

Chez I'adulte, la nutrition des chondrocytes se fait par diffusion a partir de la cavité
synoviale pouvant atteindre les différentes couches du cartilage. Les canaux existant
au niveau de l'os sous chondral permettent la nutrition de la couche calcifiée en

contact avec ce dernier [194,204].

Aprés la maturation du squelette, les chondrocytes deviennent incapables de se
diviser et la synthése de la matrice diminue aussi fortement. Mais malgré cela elle
persiste. Bien longtemps pergcue comme cellule a 'activité ralentie, les chondrocytes
ont une activité comparable a celle des autres cellules [204].Bien qu'ils aient été
considérés comme des cellules quiescentes pendant longtemps, ils ont la capacité
d'assurer I'homéostasie cartilagineuse dans les conditions physiologiques. Cette
homéostasie est assurée par de nombreux facteurs: contraintes mécaniques,
facteurs de croissance; Transforming Growth Factor (TGF) [, Fibroblast Growth
Factor (FGFB), Insulin-Like Growth Factor(IGF). L'activité métabolique du
chondrocyte est fonction des informations qu'il regoit par [lintermédiaire des

intégrines [191,204]. Avec I'age, le nombre de chondrocytes va diminuer en raison de
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la mort cellulaire qui est le plus souvent accompagnée de changements
morphologiques avec notamment l'apparition d'un phénotype semblable a celui des
chondrocytes hypertrophiques produisant la MMP13 et du collagéne de type X. Ces
chondrocytes ont subi un phénoméne de dédifférenciation. De plus, un
raccourcissement de télomeéres résultant des dommages au niveau de I'ADN sous
I'effet des "Reactive Oxygen Species" (ROS) est noté. Ce raccourcissement,
caractéristique de la sénescence cellulaire observée chez les chondrocytes,est la
conséquence de changements phénotypiques (phénotype sécrétoire sénescent). Ce
phénotype contribue au vieillissement tissulaire par stimulation de la dégradation de
la MEC via la favorisation du catabolisme sous l'effet des cytokines et facteurs de
croissance. A ces changements, s'ajoutent d'autres changements ultrastructuraux au
niveau de la MEC [205-207].
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Figure 9: Schéma récapitulatif des principales étapes de
I'evolution du cartilage articulaire et de l'ossification enchondrale.

Marqueurs de la Chondrogenése

La MEC est constituée principalement d'eau, de Col Il, Col VI, Col IX, Col XI,
COMP (Cartilage Oligomeric Matrix Protein), et des protéoglycanes telles que
aggrecane, versicane et fibromoduline [208]. Le Col Il et l'aggrecane sont
respectivement le collagéne et le protéoglycane les plus abondants de la MEC et
sont donc considérés comme deux indicateurs d'importance de la chondrogenése.
Le Colll est exprimé selon deux isoformes: A et B. Ces deux variantes dépendent de
I'épissage de I'exon 2 au niveau de 'ARNm précurseur[208]. La variante A contient
I'exon 2 et est caractéristique des préchondrocytes, alors que la variante B (absence
d’exon 2) est caractéristique du chondrocyte mature [208,209]. Les marqueurs
reconnus comme caractéristiques d'une mauvaise chondrogenése sont le Col | et le
Col X, le Col X étant un marqueur de I'hypertrophie du chondrocyte [208,209]. Le Col
| le collagéne le plus abondant dans le corps, est retrouvé dans de multiples tissus

tels que la peau, les tendons, les ligaments, le fibrocartilage, la paroi vasculaire et
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l'os. Bien que présent a I'état normal dans la couche superficielle du cartilage, il est

normalement sous exprimé durant la chondrogenése[209].

Influence de I'environnement
Le milieu de culture joue un réle prédominant, mais les conditions de culture

influencent elles aussi de fagon cruciale la chondrogenése. La culture en 3D, est
considérée comme la meilleure condition de réalisation d'une chondrogenése [210,
211]. Que ce soit les MSC originaires de la moelle osseuse ou du tissu adipeux, il est
reconnu que leur culture en 2D produit une moins bonne chondrogenése qu'en 3D
avec obtention d’'un phénotype spécifique qui s'accompagne d'une augmentation du
collagéne de type 1 et de la décroissance du collagéne de type Il (phénotype
fibroblastique) [212]. La culture en 3D reproduit un environnement et des contraintes
proches de ceux dans lesquels se développe le précartiage durant le
développement embryogénique et notamment durant lequel les MSC adoptent une
morphologie sphérique [213]. Un environnement en 3D seul ne peut cependant
maintenir une chondrogenése et nécessite I'adjonction de facteurs de croissance et
de stimuli physiques pour prévenir l'apparition d'un état hypertrophique du
chondrocyte [214].

L'utilisation de gels d'agarose et d'alginates ne permet pas de maintenir une stabilité
suffisante sur le long terme des cellules originaires du tissu adipeux, ce qui est a
l'origine de différences entre les modéles de culture en 3D influengant la
chondrogenése avec apparition d'une sénescence prématurée, et d'un aspect
hypertrophique se traduisant par une surexpression du ColX en présence du TGF(3
[215]. En revanche, la culture en culot résultant de la centrifugation des cellules en
vue de la culture en présence de TGFB3 et dexaméthasone permet d'éviter la

surexpression de Col X [216].

Influence du type cellulaire
En 1998, il a été montré que les cellules mésenchymateuses originaires de la

moelle osseuse, connues pour leur capacité a se différencier en différents types

cellulaires tels que les adipocytes et les ostéoblastes, avaient aussi la capacité de se
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différencier en chondrocytes [213]. Cependant, elles ont rapidement montré leurs
limites en termes d’auto renouvellement, et de difficulté de recueil [217]. En 2001,
une alternative a été trouvée avec la mise en avant du potentiel chondrogénique des
cellules souches originaires du tissu adipeux obtenues par liposuccion [218]. De
nombreuses études ont comparé les capacités chondrogéniques des cellules issues
de la moelle osseuse et du tissu adipeux. Outre le fait que I'obtention de cellules
adipeuses est moins invasive, certains auteurs démontrent que le potentiel
chondrogénique des cellules d’origine adipeuse, similaire a celui des cellules
originaires de la moelle osseuse alors que pour d’autres les cellules originaires de la

moelle osseuse restent un meilleur choix [210,218-224].

Ces cellules, du fait d’'une durée de vie limitée, d’'un faible nombre de cellules
obtenues par individu et de leur incapacité a résister au processus de congélation-
décongélation présentent aussi un certain nombre de limites. D’autant plus que les
cellules mésenchymateuses originaires du tissu adipeux, a la différence de celles
provenant de la moelle osseuse, expriment rarement les BMPs (Bone Morphogenic
Protein) et donc requiérent un apport exogéne de ces derniéres lors de leur
différenciation [216].

Il est connu que les conditions de culture peuvent affecter la qualité de la
chondrogenése. Outre la densité cellulaire qui lorsqu’elle est élevée permet de
maintenir les capacités -cellulaires d’auto renouvellement et le potentiel de
différenciation dans les MSCs d'origine adipeuse, I'utilisation de facteurs de
croissance tels que TGFB et BMP ou encore IGF-1est nécessaire pour la qualité de
la différenciation [225, 226]. Le Fibroblastic Growth Factor notamment permet le
maintien de la longueur des télomeres et influe lui aussi sur le potentiel de
différenciation [227].

a) Caractéristiques du cartilage normal
Le cartilage articulaire normal est un tissu blanc brillant. |l est formé de trois

zones différentes selon la disposition cellulaire et les molécules sécrétées (Figure
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10). La zone la plus superficielle est constituée de cellules aplaties sécrétant une
protéine qui est la "lubricine”, la zone intermédiaire est constituée par des cellules
arrondies qui ont la capacité de produire le Collll et les protéoglycanes, quant a la
zone profonde, elle est constituée de cellules en colonne avec une MEC minéralisée.
A I'état physiologique lorsque le cartilage est soumis a un stress mécanique, il est
capable de rétablir I'équilibre entre I'anabolisme et le catabolisme. Les chondrocytes
qui jouent un rble de véritable chef d'orchestre sont a l'origine du maintien de

I'hnoméostasie de la matrice grace a leurs capacités de synthése [228].

| Tidemark I
[ cronie

|
Cartilage calcifié 3—-)
Os trabéculaire I-—)

Figure 10: Organisation et architecture des différentes couches du
cartilage articulaire. (Adapté de { Madry, 2012 #268})

b) Caractéristiques du cartilage arthrosique
Le début de l'arthrose est caractérisé par plusieurs phénoménes allant de

la perte de la coloration blanchatre du cartilage ainsi que de son état a une
modification structurale se traduisant par un ramollissement[229,230].

Des protéines spécifiques vont dégrader les protéoglycanes et ainsi augmenter
'accés des MMps aux fibres de collagéne [231] dont la dégradation a pour
conséquence un changement de [l'architecture matricielle. Les contraintes
biomécaniques a l'origine de ces changements affectent également la différenciation
des chondrocytes qui s'hypertrophient et commencent a produire enexcés des
médiateurs inflammatoires et cataboliques (tableau 6), avec aussi un anabolisme
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dévié via la production de molécules qui ne devraient pas étre exprimées dans un
cartilage normal. Ce déséquilibre du comportement chondrocytaire est a l'origine de
la dégradation des composants matriciels [231] conduisant a l'altération des
propriétés biomécaniques du cartilage [232, 233](Figure 11).
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Figure 11: Physiopathologie de Farthrose (tiré du COFER)

Au méme temps, une prolifération cellulaire se manifestant par la formation de
clones est visible a proximité des régions endommagées avec augmentation du
métabolisme cellulaire. Ces cellules expriment des niveaux élevés de Smad 2/3 et
Smad 1/5/8 phosphorylés. En fonction du niveau de la phosphorylation des Smads,
les cellules peuvent étre différenciées en deux catégories; I'une présentant un haut
niveau de phosphorylation avec des cellules localisées aux alentours des
dommages, l'autre avec des cellules ne présentant pas de Smad phosphorylés et

situées loin des zones affectées [231, 234,235].

Principales caractéristiques des chondrocytes arthrosiques

55




Diminution del'anabolismepar: Augmentation du catabolisme par:

Synthése de Colll Production de cytokines inflammatoires

Productiondel'antagonistedurécepteural'lL- Production de protéases
1B8(IL-1Ra)

Production des enzymes inflammatoires:

Cyclooxygénase-2 (COX-2), (Microsomal
Prostag?landin E Synthase) mPGES,
inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS)

Apoptosecellulaire

Augmentationdelasynthésedes
CollV,Collll,ColX

Tableau6: Principales caractéristiques des chondrocytes arthrosiques.

L'ensemble de ces changements conduit a I'apparition de la fibrillation a
la surface du cartilage qui va de plus en plus s'approfondir avec la progression de la
maladie sans toutefois porter atteinte a la zone du cartilage calcifié [236]. La tidemark
est toujours visible au début de la maladie [237]. Au fil du temps, le cartilage peut
disparaitre mettant a nu l'os sous chondral. En marge articulaire, des ostéophytes
calcifiés prennent place et le tissu synovial est également affecté avec infiltration de

cellules inflammatoires [191](Figure12).
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Figure 12: Schema recapitulatif des différents stades caacteristiguesde I'arthrose
[Ca) [Adapte defvanderKraan, 2012 #278])

H. Facteurs intervenants dans la dégradation de cartilage

En réponse aux perturbations mécaniques appliquées au chondrocyte, ce
dernier répond par des tentatives de réparation. Mais malgré cela, I'état d'équilibre
dont le chondrocyte est responsable est rompu au cours de l'arthrose en faveur du
catabolisme par la production de médiateurs inflammatoires principalement des

cytokines produites par les chondrocytes et les synoviocytes. [238]. (Figure 13).

57



Cytokinas Syrelriurn
DLLR, LS, B-1T, TINF)

A
tedatmma by =l L
cmlis é.-
B - Syrua
| mmcroghagen
o . Prolminases
ol ,;.:.I'_' | i
Ewiiings L]
Tarlilags M Cartlage
— =y [ ] |l‘“|rm
LU Ty .'unmdsmﬂn B P Syrunial
nr. e fir r s
.4l l:ll-.l:-o-clml'\. : 1 L\1n-m|t
2 Fp— il l‘ 1:/;\ b s Sebshondml hone
S ADAN 54 :,.-
b AgErecan
| Ty & colagen | Bono

Figure 13: role des cytokines proinflammatoires dans la
Physiopathologie de farthrose (schéma tiré de {Kapoor, 2011 £2803)

a) Cytokines
L'IL-1 B, le TNF-a et I'lL6 représentent les cytokines majeures impliquées au

cours de l'arthrose (OA) en raison de leur réle dans l'induction de la dégradation du
cartilage articulaire [239, 240]. En plus de ces cytokines, d'autres médiateurs comme
le Monocyte Chemoattractant Protein1 (MCP-1), le leukemial Inhibitory Factor (LIF),
d'autres dérivés d'oxygéne ROS, GRO, oncostatine M et des composés lipidiques
dont les Prostaglandines (PGs) et les Leukotrienes (LTs) augmentent ['activité
catabolique, ce qui conduit a la destruction du cartilage articulaire qui n'est autre que

la résultante de son inflammation au niveau moléculaire [238].

b) Interleukine-1f
L’IL-1 apparait comme la cytokine la plus impliquée dans les processus de

dégradation du cartilage dans l'arthrose comme l'ont confirmé différents travaux
expérimentaux. L'IL-13 semble jouer un rdle important dans le processus
inflammatoire rencontré dans I'arthrose, qui a été pendant trés longtemps considérée
comme une pathologie essentiellement mécanique [241-243]. La famille de I'lL-1
renferme 11 membres dont I'lL-18 qui joue un rdle central dans la physiopathologie
des maladies inflammatoires. L'IL-13 est synthétisée sous forme d'un précurseur de
31 kDa, forme inactive nécessitant l'intervention de caspas1 connue également sous
le nom de I'lL-13 Converting Enzyme (ICE) [244], ayant la capacité de générer I'IL-13

sous sa forme inactive. Il a été montré qu’'un modéle animal déficient en caspase-1
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ne produit pas d’IL-1 B mature. L’effet biologique de I'lL-1 B peut étre inhibé par ses
inhibiteurs naturels : I'antagoniste du récepteur de I'lL-1 (IL-1Ra) et le récepteur
« leurre » de type 2 a I'lL1 (IL-1RIl), qui a la capacité de fixer I'lL-13 sans transmettre
de signal [245]. Le récepteur a I'lL-1 (IL-1RI) est le récepteur ayant le plus d’affinité

pour I'lL-1B, contrairement a IL-1RII qui semble plus spécifique del'lL-1a [244, 246].

Une fois fixé sur son récepteur de type 1 (IL-1RI), I'lL-1 B peut activer des voies de
signalisation conduisant a I' augmentation intra cellulaire de Ca?*, Iactivation de
PKC, p38, ERK1/2, JNK et de la voie NF-kB, et de [l'activateur de la protéine 1
(AP1).

Elle est considérée comme le principal médiateur responsable de la perte de
cartilage dans l'arthrose et il a été montré que la matrice extra cellulaire était la cible
de son activité catabolique. IL-1 B augmente la synthése des principales enzymes
protéolytiques impliquées dans la dégradation du cartilage telles que les
métalloprotéases (MMP) et les « A Disintegrin-like and Metalloproteinases with
Thrombospondin Motifs (ADAMTS).

Plusieurs auteurs ont rapporté 'augmentation dose dépendante des MMP-1,-3,-13
dans les chondrocytes de cartilages arthrosiques et non arthrosiques suite a I'injection
d’'IL-1B[247-249]. MMP13 a aussi une action entre autres sur les ADAMTS
(aggrecanases), qui sont des enzymes impliquées dans la dégradation de
'aggrecane. Il a été rapporté que dans les chondrocytes normaux et arthrosiques I'lL-
1B augmentait I'expression de ces enzymes [247]. D’autres auteurs ont retrouvé une
action a la fois sur ADAMTS 4 et 5 [250,251].

Dai et ses collégues ont quant a eux mis en évidence, sur des chondrocytes
articulaires humains, une stimulation de [l'IL-18 sous linfluence de [IlL-1B8. Et
'augmentation de TADAMTS-5 suite a la stimulation de cet IL-18. Il est donc probable
que certains effets cataboliques de I'lL-1B soient relayés par d’autres facteurs ainsi
que cela a été mis en évidence avec IL-18 [252].

L’expression d’autres médiateurs cataboliques est aussi augmentée sous l'influence
de I'lL-18, que ce soit la cathepsine B3, la « Fibroblast Activation Protein-a » (FAP a),
les glycosidases lysosiomales, I' « urokinase-type Plasminogen Activator Receptor »
(UPAR) [244].
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D’autre part, I'lL-1B a aussi la capacité d’'induire I'expression de multiples médiateurs
pro inflammatoires tels que le TNFa, I'lL-8, le complément, la prostaglandine E2 qui
ont chacun la capacité de propager I'inflammation localement et de contribuer a la
dégradation tissulaire. Par son action sur les facteurs angiogéniques tels que le
« Vascular Endothelial Growth Factor » en complément d’autres chémokines telles
que RANTES et leur récepteur CCR4, I'lL-1B va jouer un rble notamment dans
linfammation synoviale, laquelle est classiquement retrouvée dans les articulations
arthrosiques [244].

Outre son effet activateur du catabolisme, de nombreuses études ont mis en avant sa
capacité a réduire l'activité anabolique du chondrocyte notamment par une action
négative sur les protéoglycanes et sur la synthése du collagéne. De nhombreux auteurs
ont montré que le traitement de chondrocytes arthrosiques par IL-13 se traduisait par
une réduction significative de I'aggrecane et de la synthése des protéoglycanes, mais
aussi du collagene de type Il que ce soit sur le chondrocyte humain ou dans des
modéles animaux tels que le rat. |l est probable qu’une partie de cet effet délétére soit
liée a une action négative sur la transcription du collagéne [253-258]. En plus de ces
différents effets, IL-1p induirait 'apoptose chondrocytaire, Le mécanisme en reste
cependant mal connu et pourrait passer via la dépolarisation mitochondriale et
l'augmentation de la production de protéines proapoptotiques (Bcl-2 family proteins)
[259,260] ou encore par une induction d'acide nitrique (NO), comme l'a suggéré
I'équipe de Pelletier, en mettant en évidence que NO est absent du cartilage normal
et que sa présence dans le cartilage arthrosique semble liée a l'influence de I'lL-
1B[261].

Bien que I'lL-1B soit le principal acteur du catabolisme au cours de l'arthrose, sa
délétion accélérerait I'apparition de lésions arthrosiques comme cela a été montré

chez la souris déficiente du géne de I'lL-1B [246].

c) TNFa
Le TNF-a, tout comme [I'lL-1B, est une des cytokines majeures impliquées

dans l'arthrose. Le TNF-a serait responsable de la cascade inflammatoire et I'lL-13de
la destruction du cartilage articulaire [246]. Il est synthétisé sous la forme d'un

précurseur protéique de 76 acides aminés et est activé sous I'action d'une enzyme (la
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TNF-Alpha Converting Enzyme:TACE) qui est présente a la surface cellulaire et dont
I'expression est augmentée au niveau du cartilage arthrosique. Le TNF-a exerce ses
effets via deux récepteurs nommeés en fonction de leur poids moléculaires: le TNF-
R55 et le TNF-R75 [262].

C'est le TNF-R55 qui est impliqué, dans les tissus articulaires, dans la médiation de
I'effet du TNF-a. L'augmentation d'expression de ce récepteur est retrouvée aussi

bien dans les chondrocytes que dans les fibroblastes synoviaux [263,264].

Dans l'arthrose, des niveaux élevés d'expression et de production du TNF-a sont
retrouvés que ce soit au niveau du liquide synovial, de I'os sous chondral mais aussi
du cartilage articulaire. Le TNF-a réduirait I'action anabolique du chondrocyte en
inhibant la synthése des constituants de la MEC et notamment des protéoglycanes
[265]. Il aurait aussi des effets sur le catabolisme en induisant la sécrétion des MMPs
[266].

d) 1I-6 et autres cytokines
L’'IL-1Bet 1eTNF-a ne sont pas les seules cytokines a intervenir dans

'arthrose, d'autres cytokines contribuent de fagon significative a la maladie
arthrosique, telles que les IL-8,IL-11,IL-15,IL-17,IL-18,IL-21,mais aussi I'lL-6 qui est
une cytokine pro-inflammatoire produite par différents types cellulaires dont
le chondrocyte [267]. Elle aurait un effet catabolique sur le cartilage. L’injection
d’'IL6 dans larticulation du genou chez la souris conduit a I'apparition de lésions
arthrosiques alors que la neutralisation du géne de I'lL-6 chez la souris semble
bloquer la dégradation du cartilage induite par « Hypoxia-Inducible Factor 2 a » (HIF-
2 a) avec une modulation concomitante des taux de MMP-3 et MMP-13. De plus, il a
été montré que les taux d’'IL-6 et de son récepteur IL-6R sont augmentés dans le
liquide synovial et le sérum des patients arthrosiques[267 , 268]. Il semblerait qu’elle
ait aussi un réle dans l'expression de certaines MMPs et de médiateurs pro
inflammatoires impliqués dans la physiopathologie de l'arthrose tels que: MMP-1,
MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-13, Nos2 [269-271]. Parallelement, IL-6 et la forme
soluble de I'lL-6R augmentent les niveaux d’ARN messager de MMP-1, MMP-3,
MMP13 et ADAMTSS5 dans le chondrocyte articulaire de souris [272,273].
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Il semblerait que le réle inflammatoire et dégénératif de I'lL6 au cours de l'arthrose
soit plus prononcé en présence de la sous unité soluble IL6R qui augmente son
affinité au récepteur. Bien que les études in vitro suggérent un possible réle de I'lL6
dans la physiopathologie de l'arthrose, il n'y a que peu d’informations a notre
disposition sur un rdle in vivo dans la dégradation du cartilage arthrosique. Mais il est
probable qu’elle puisse représenter une cible thérapeutique intéressante dans
I'arthrose notamment compte tenu de son action pro-inflammatoire et de ce qu’il a

été démontré sur son réle dans la voie HIF-2a.

Outres ces cytokines, d'autres telles que I'lL-17 et I'lL-18 sont exprimées au niveau
du cartilage et de la membrane synoviale des articulations arthrosiques et pourraient

jouer un role important dans la physiopathologie de I'arthrose [274,275].

e) Métalloprotéases (MMPs)
Elles ont été découvertes pour la premiéere fois par Grosset Lapiére en 1962, elles

appartiennent a la famille des MMPs zinc-dépendantes, qui renferme plus de 26
endoprotéases dont les collagénases (MMP-1,8 et 13) responsables de la destruction
du collagéne, les gélatinases (MMP-2 et MMp-9), les stromélysines (MMP-3,7,10 et
11) et les MMPs de type membranaire dont MT-MMP1-4 et différents autres sous-
groupes [276].

Elles sont majoritairement présentes sous forme soluble avec quelques
exceptions sous forme membranaires et ont pour fonction de dégrader les protéines

matricielles. Elles comportent trois domaines [277]:

e un domaine au niveau de l'extremité Nterminale qui permet le maintien de
I'enzyme sous sa forme latente et dont le clivage conduit a son activation.
e un domaine catalytique reliant les atomes de zinc et de calcium.

e un domaine hémopexine au niveau de l'extrémité C terminale.

Leur activité est optimale a pH neutre et requiert la présence de calcium et de zinc
[278, 279].

Elles sont inhibées par lesTIMP (Tissue Inhibitor of Metalloproteases) dont seuls les
types 1 et 2 sont produits par les chondrocytes. Mais leur activité est débordée par

les MMPs dans la pathologie arthrosique.
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Pendant longtemps la MMP-13 ou encore collagénase 3 a été considérée comme la
principale enzyme responsable de la dégradation du cartilage. Comme les autres
MMPs, elle est sécrétée sous une forme latente et son activation se fait sous
linfluence de la trypsine-2 (sous-groupe des Matrix Serin Protéinases), par
l'intermédiaire de son domaine structural N terminal, tout comme les MMP-1,-3,-8
[280].

L'action physiologique de la MMP-13 est contrblée par des inhibiteurs naturels dont
I'a2-microglobuline qui est sécrétée par le foie et retrouvée principalement au niveau
du sérum et du liquide synovial. En raison de son haut poids moléculaire, elle ne
peut pénétrer au niveau du cartilage articulaire et agit sur les MMPs en empéchant

leur accés au substrat [277].

Dans les conditions physiologiques, la MMP-13 est exprimée par les chondrocytes
hypertrophiques et les ostéoblastes humains lors du développement fcetal. Au niveau

des tissus normaux, son expression est trés faible ou méme inexistante [281].

L'expression de la MMP-13 est augmentée sous l'effet de médiateurs inflammatoires
tels que I'lL-1B et le TNFa. Elle va intervenir sur la dégradation du Col Il avec une
activité 5 a 6 fois plus importante sur ce type de collagéne que d'autres MMPs telle
que la MMP-1 qui est elle aussi fortement impliquée dans le développement de
I'arthrose [276, 282-284].

La preuve du réle délétere de MMP-13 a été apportée chez les souris MMP-13
invalidées qui ainsi présentent moins de survenue d'érosions cartilagineuses. Dans
ce modéle de souris, apres arthrose chirurgicalement induite, on ne retrouve pas de
difference a 4 semaines au niveau des érosions cartilagineuses entre souris
invalidées ou non, mais a 8 semaines en revanche les érosions sont nettement
moindres chez les souris délaitées [285]. Il est intéressant de noter que la perte
d'aggrecane est la méme dans les deux groupes de souris, ce qui souligne que le
déficit en MMP-13 peut inhiber la dégradation arthrosique méme en présence de
taux bas d'aggrecane. La perte d'aggrecane seule, ne peut donc pas conduire a

I'érosion cartilagineuse.

Des observations plus anciennes avaient mis en évidence le réle pivot 'ADAMTSS

dans la diminution de l'aggrecane chez la souris arthrosique et la réduction de la
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pathologie arthrosique chez les souris invalidées pour ADAMTS5 [286]. Ce qui
implique que la perte d'aggrecane ouvre le chemin a une dégradation du collagéne
de type Il médiée par MMP-13.

MMP-13 semble aussi jouer un rdle dans la dégradation d'autres protéines
matricielles. En revanche les études portant sur des sourisinvalidées du géne codant
pour MMP-13 ont montré que ce dernier n'avait pas de réle essentiel dans la
formation des ostéophytes. La méme chose a été démontrée pour I'hypertrophie

chondrocytaire [287].

On sait aussi que MMP-13 est impliquée dans les maladies inflammatoires, ce qui rend

plausible son intervention dans les processus inflammatoires de l'arthrose [288].

D'autres MMPs, telles que MMP-1 et MMP-8 sont aussi impliquées dans le processus

arthrosique et présentent une spécificité pour le Col | et lll respectivement.

La cible privilégiée des MMPs reste le collagéne, bien que certaines familles puissent
dégrader l'aggrecane matricielle. L'action des MMPs contribue significativement a la

progression de la maladie arthrosique en dégradant la matrice extra cellulaire.

f) ADAMTS

Le collagene est protégé par l'aggrecane [289-292]qui est l'un des
composants majeurs de la matrice extra cellulaire. Sa dégradation est considérée
comme un événement essentiel dans le développement de la pathologie articulaire
conduisant a une dégradation irréversible du collagéne [293, 294].

Les aggrecanases (ADAMTS) sont les principales protéines responsables de la
dégradation in situ du cartilage articulaire.

Elles appartiennent a la famille des ADAMTS, impliqués dans I'angiogénése, la
coagulation et la progression des arthrites. Parmi les 19 membres de la famille, seuls
5 ont la capacité de dégrader le cartilage et d’agir sur le couple Aggrecane-
proteoglycane: il s’agit dADAMTS-1, ADAMTS-4, ADAMATS-5, ADAMTS-8 et
ADAMTS-9 [294-296]. Deux aggrecanases (ADAMTS-4 et -5) semblent

particulierement impliquées dans la dégradation du cartilage [297]. Il existe au niveau
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du cartilage, une régulation trés précise de l'activité des aggrecanases pour le

maintien d’un équilibre entre anabolisme et catabolisme de I'aggrecane.

De nombreuses études portant sur I'animal ont montré que 'ADAMTS4 joue
un role significatif dans la dégradation in vitro de I'aggrecane. Cependant, il a aussi
été montré que les souris déficientes en ADAMTSS (mais pas en ADAMTS4) sont
protégées contre la perte précoce d'aggrecane et I'érosion cartilagineuse dans des
modéles inflammatoires et non inflammatoires d'arthrites suggérant que I'ADAMTS5
est plus active que 'ADAMTS4 [298].

Mais, a ce jour, la question de savoir laquelle de ces deux aggrecanases est
la principale responsable de la dégradation de I'aggrecane lors de la dégradation du
cartilage articulaire reste débattue.

I a été montré dans le cartiiage humain et dans les chondrocytes que
I'expression de 'ARNm d'ADAMTS4 est induite par I'action de cytokines cataboliques
telles que I'lL-1B, le TNF-a ainsi que par l'action du TGF-3 mais que en revanche
I'expression de I'ARNm de I'ADAMTSS5 n'est pas dépendante de ces mémes
cytokines et que sa régulation se fait soit par contact direct soit par la voie MAPK
[299]. En revanche les résultats des études in vitro s'intéressant a 'ADAMTSS
s'opposent aux résultats sur l'animal qui montrent que son expression est

augmentée par les cytokines cataboliques.

g) TGFB (The transforming growth factor-beta)
La famille des TGF-Bcomprend plus de 35 membres dont les activines ou

encore les BMP (Bone Morphogenetic Proteins) [300].Ces protéines jouent un role
crucial dans le développement et 'homéostasie de différents tissus et ce sont des
meédiateurs de la réponse cellulaire aux agressions. Elles régulent la prolifération
cellulaire, la différenciation, I'apoptose et la migration cellulaire, et elles participent
aussi au controle de la synthése et de la dégradation de la matrice extra cellulaire.
[301]. Il existe 3 isotypes du TGF-[3, ayant le méme géne promoteur, qui sont le TGF-
B1, TGF-B2 et TGF-B3. Chacune de ces isoformes ayant un haut degré d’homologie

allant de 84 a 92%. Compte tenu de de la présence de différentes séquences
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promotrices, I'expression de ces trois isoformes est difféeremment régulée au niveau
transcriptionnel [302-304].

Le TGF-B est sécrété sous une forme inactivée et son activation se fait par
'intermédiaire de récepteurs serine/thréonine transmembranaires qui permettent la

transmission d’un signal via les protéines SMAD [301, 305].

Le TGF-B peut aussi activer les voies Erk, Jun N-terminal kinase (JNK) et p38
Mitogen-Activated Protein kknase (MAPK).

Le réle essentiel du TGF- dans la physiopathologie de I'arthrose a été mis en
avant ces derniéres années notamment pour le maintien de l'intégrité structurale du
cartilage et pour son homéostasie [306]. Il stimule la prolifération chondrocytaire et
son absence se traduit par une perte en protéoglycanes entrainant une dégradation

du cartilage chez la souris [307,308].

Plusieurs auteurs ont mis en évidence le réle du TGF- dans la formation des
ostéophytes. La suppression de son activité endogéne supprime la formation
d’ostéophytes in vivo mais en revanche aggrave la dégradation du cartilage dans les

modeles de souris arthrosiques[309,310].

h) Monoxyde d’Azote (NO)
Le r6le du NO reste encore trés discuté, il est produit dans l'arthrose de

maniere excessive par le chondrocyte sous l'effet de I'iNOsynthetase [232]. Il a la
capacité de relayer I'lL-18 [311]et d'inhiber la synthése des protéoglycanes,du
collagéne Il, de stimuler l'action des MMPs, d’accroitre le relargage des aggrecanes

dans le liquide synovial et d'induire 'apoptose des chondrocytes [312].

L'arthrose a longtemps été considérée comme la conséquence d'un processus
de surcharge sur des articulations portantes, ou d’une fragilité de la matrice
cartilagineuse conduisant a une dégradation par sollicitation excessive d’une
articulation. Entre autres explications, allant dans ce sens, on peut noter l'activité

métabolique trés faible des chondrocytes, I'absence de possibilité de réparation du
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cartilage, I'absence de vascularisation et d’innervation. Les conceptions se sont
modifiées avec la découverte de I'implication de nombreux médiateurs tels que les
cytokines, les prostaglandines et les MMPs. Le rdle de la synovite et de I'os sous
chondral est aussi apparu important. Une revue générale des processus

inflammatoires dans I'arthrose vient d’étre faite [75].

La membrane synoviale participe a la maladie arthrosique et méme si elle n’est pas

linitiatrice d’'une arthrose, elle joue un role a des étapes plus tardives [313].

Le gonflement des articulations avec présence d'un épaississement synovial et/ou
d’'un épanchement fait partie de la symptomatologie arthrosique, et la possibilité de
poussées douloureuses parfois nocturnes peut permettre un rapprochement avec les
atteintes articulaires inflammatoires. Dans 'arthrose, un pannus est présent dans un
petit nombre de cas, décelable par IRM avec injection de gadolinium, échographie
voir arthroscopie. Les niveaux de CRP ultrasensible peuvent s’accorder avec une
inflammation synoviale méme si I'explication préte a controverses. Des fragments de
cartilage jouant le rble de corps étrangers, pourraient étre a I'origine de la production
par les cellules synoviales de médiateurs inflammatoires que I'on retrouve dans le
liquide synovial. Ces médiateurs activent les chondrocytes de la couche superficielle
du cartilage, avec synthése de MetalloProteases et dégradation du cartilage. Ces
médiateurs peuvent aussi induire une angiogenése synoviale, augmenter la synthése
decytokines inflammatoires et de Matrix MetalloProteases (MMP) par les cellules
synoviales elles—mémes, avec perpétuation de la dégradation du cartilage.

De nombreux types de cellules généralement impliquées dans les processus
immunologiques interviennent dans le déclenchement du processus arthrosique et

font intervenir directement le tissu synovial.

Chez la souris, dans le modéle de I'arthrose a la collagénase, les macrophages
synoviaux jouent un rOle majeur dans la production de MMPs [314].Les

macrophages synoviaux interviennent aussi dans la formation d'ostéophytes [315].

Des marqueurs moléculaires des cellules dendritiques synoviales ont été détectés
dans un modéle post-traumatique d’arthrose du lapin des les premiers stades aprés
la chirurgie, ce qui suggeére leur participation précoce. Il a été retrouvé aussi une

augmentation de I'expression de I'lL-17, principalement exprimée par les mastocytes
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dans le tissu synovial arthrosique, a un niveau moindre cependant que dans les

polyarthrites séronégatives [316].

Des anomalies de I'immunité sont présentes dans I'arthrose. Des Toll Like Receptors
(TLR) ont été retrouvés augmentés dans le cartilage arthrosique au niveau des
lésions [317]. Les ligands des TLR-2 et TLR-4 et I'acide hyaluronique de bas poids
moléculaire sont présents dans le liquide synovial arthrosique ainsi que les
fibronectines, ténascine-C, et alarmines S100A8etS100A9 qui sont impliquées dans
I'activation synoviale et la destruction du cartilage (Protéines S100, groupe de
hautemobilitéprotéineB1[HMGB1]). Ces facteurs peuvent induire des réponses
cataboliques dans les chondrocytes et/ou des réactions inflammatoires dans les
synoviocytes. Ces résultats ont été corroborés par une analyse protéomique révélant
que les protéines de liquides synoviaux arthrosiques peuvent induire dés le début de
la maladie une production par les macrophages de cytokines inflammatoires par la
voie de la signalisation TLR-4 [318]. Le liquide synovial des patients atteints de
Iésions arthrosiques précoces du cartilage montre une réponse accrue de type
fibroblastique aux ligands TLR-2 et TLR-4 des synoviocytes. Des niveaux accrus
d’IL-15 sont retrouveés dans le liquide synovial des gonarthroses précoces par rapport
a des gonarthroses tardives, avec un nombre de CD 8 synovial corrélé au taux de
MMP-1[319].Un rble du complément a aussi été mis en évidence par Wang et son
équipe avec des taux anormalement élevés dans l'articulation arthrosique chez
'homme[320].0n peut fréquemment observer dans les liquides articulaires
arthrosiques la présence de cristaux de pyrophosphate de calcium dihydraté et de
phosphate de calcium basique, ils pourraient étre a [l'origine d’une réponse

immunitaire.

Plusieurs médiateurs inflammatoires sont a des niveaux sériques plus élevés chez
I'arthrosique23169101 [321]. Dans l'arthrose symptomatique du genou, dans un sous
groupe de patients douloureux, les leucocytes périphériques sont apparus activés

avec expression de I'lL-13 [322].

On insiste actuellement surtout sur le réle des adipokines qui pourraient jouer un role

important (la question a été développée précédemment).
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Ainsi, l'arthrose pourrait étre initiée et/ou aggravée par la présence d'une
inflammation de bas grade, systémique, avec intervention de médiateurs

inflammatoires circulants.

L'age constitue le principal facteur de risque de l'arthrose. Un lien age-inflammation
pourrait intervenir dans la mesure ou l'inflammation réduit I'élimination des protéines
oxydées avec pour corollaire 'augmentation de la concentration cellulaire en dérivés
réactifs de l'oxygéne qui contribuent au stress oxydatif. Or le stress oxydatif est un
facteur de sénescence cellulaire, en particulier des chondrocytes avec
essentiellement une sénescence de sécrétion (phénotype de sénescence sécrétoire
associée) concernant plusieurs médiateurs inflammatoires et pro dégradatifs. La
production de MMP-13 par le chondrocyte apres stimulation par I'lL-18 augmente
avec l'age, de méme que la production d’IL-13 par le lymphocyte non stimulé ce qui

suggeére que le chondrocyte vieillissant acquiert ce phénotype [63].

Les produits de glycation avancée (AGE), produits dans les tissus vieillissants, sont
susceptibles d'affaiblir le cartilage en modifiant ses propriétés mécaniques. lls
peuvent déclencher une activation des chondrocytes en se liant a des récepteurs
spécifiques présents a leur surface. Ce processus peut conduire a une surproduction
de cytokines pro-inflammatoires et de MMPs [61,323,324].

L'augmentation du risque d’arthrose aprés la ménopause est un fait bien établi et I'on
sait qu’un récepteur oestrogénique est présent dans le noyau des chondrocytes, des
ostéoblastes sous-chondraux et des synoviocytes [65]. Mais bien que 'augmentation
de l'incidence de l'arthrose soit considérable aprés la ménopause, les mécanismes
sont mal connus. L’effet global des cestrogenes parait étre I'inhibition de I'expression

et de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme I'lL-1[125].

L’intervention de mécanorécepteurs est une évidence avec conversion des
contraintes articulaires mécaniques anormales (étirement, compression, cisaillement,
pression) en signaux intracellulaires activés dans les cellules par des
mécanorécepteurs de surface (canaux ioniques, intégrines [65]. Ces signaux
peuvent conduire a la surexpression dans les chondrocytes et les cellules de l'os
sous chondral, de médiateurs inflammatoires tels que prostaglandines, chimiokines
[325].La conversion signal mécanique-médiateurs de l'inflammation est médiée par

I'activation de voies de signalisation et particulierement NF-kB et MAPK [326].
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Il existe donc des arguments pour penser que l'inflammation joue un réle important
dans l'arthrose ce qui représente un justificatif a I'utilisation de thérapeutiques visant
cette inflammation, mais cependant I'approche thérapeutique par anti-cytokines n'a

pas encore fourni de résultats bien convaincants.

a) Densité minérale osseuse
Son role a déja été discuté préalablement.

b) Os sous-chondral
Il a été mis en évidence depuis plusieurs années que cartilage et os sous

chondral communiquent. On retrouve au niveau de I'os sous chondral arthrosique
différentes cytokines telles quellL1,IL6,TNF-a, activateurs des plasminogéne et
urokinase, plasmine. Il s’agit de cytokines clés de l'arthrose susceptibles d’induire
une inflammation synoviale, un remodelage sous chondral, une activation
ostéoclastique, I'activation d’enzymes et la dégradation de la matrice extra articulaire
du cartilage[327-329]. Elles peuvent étre produites sous linfluence de stress
meécaniques, de surcharges : exces de poids, anomalies d’alignement, traumatismes,

hyperpression veineuse locale et hypoxie [246,330,331].

Il est possible que des micro fractures soient a l'origine d'augmentations sous
chondrales locales de la DMO et d'un retentissement cartilagineux conduisant a
I'arthrose[332].

Les compétences mécaniques de l'os sous chondral ne sont pas normales dans
I'arthrose[333]. On constate en effet un épaississement osseux sous chondral, une
modification de I'architecture des travées osseuses sous chondrales, la formation
d’ostéophytes et le développement de kystes sous-chondraux. |l s’y associe des
modifications du contour des surfaces articulaires a [lorigine d’anomalies
biomécaniques [237,334,335].Scintigraphies et radiographies montrent que ces

anomalies sont précoces dans le cursus de l'arthrose et que les anomalies du
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turnover osseux précédent les modifications osseuses détectées par radiographies
[336,337]. Une augmentation de la fixation isotopique sous chondrale est prédictive
de l'apparition d’'un pincement articulaire et de Iésions structurelles de I'os sous
chondral [338]. Les modifications structurelles de I'os sous chondral de méme que le
développement d’ostéophytes précédent les Iésions cartilagineuses et le pincement
articulaire [339]. Dans la conception de « Radin et Rose »les modifications de I'os
sous chondral sont a l'origine de lésions du cartilage articulaire en raison d’une
augmentation de la rigidité osseuse. De nombreuses études ont confirmé que le
volume de l'os sous chondral est accru dans l'arthrose ce qui corréle bien avec

I'aspect de sclérose sous chondrale observé sur les radiographies.

Il a été mis en évidence dans plusieurs études un amincissement et une diminution
du nombre de travées osseuses de I'os sous chondral [340-342]. Ce qui va de pair

avec les aspects constatés d’ostéoporose périarticulaire [343].

Les lésions médullaires osseuses détectables en IRM au niveau de l'os sous
chondral sont un marqueur fidele de la progression de l'arthrose [344]. Ces lésions
medullaires osseuses s’observent principalement au niveau des Iésions
cartilagineuses maximales. Elles pourraient correspondre a des microfractures [345,
346]. Ces microfractures de l'os trabéculaire sont a des stades de réparation

différents avec un possible processus de réparation osseuse local [347].

Les schémas physiopathologiques de l'arthrose et de l'ostéoporose sont trés
proches. lls font intervenir des facteurs génétiques souvent communs, tels que les
polymorphismes de nombreux genes : collagene de type 1 (COL1A1), récepteur a la
vitamine D (VDR), récepteurs aux cestrogénes (ER), TGF B... Mais aussi des
facteurs de risques communs tels que l'dge, des facteurs mécaniques ou
traumatiques et des facteurs environnementaux comme le poids, I'alimentation, le
tabac, des hormones... Dans l'arthrose comme dans l'ostéoporose ces différents
facteurs sont a l'origine de perturbations cellulaires et de la matrice extracellulaire,
avec dégénérescence cartilagineuse et baisse de la résistance mécanique osseuse,
préambules des lésions radiographiques d’arthrose et des fractures ostéoporotiques.
Ces différents éléments et le fait que les substances qui inhibent le turnover osseux
réduisent le nombre des lésions sous chondrales visualisées par I'IRM dans

I'arthrose sont venus s’ajouter a la mise en lumiere du réle de I'os sous chondral
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dans larthrose pour constituer l'argumentaire a I'essai dans [larthrose des
traitements anti ostéoporotique tels que les bisphosphonates dont l'efficacité n’a
cependant pas été démontrée [348]. Mais d’autres substances sont actuellement en

cours d’expérimentation, notamment le ranélate de strontium.

c) Ostéophytes
Caractéristiques de I'arthrose, ce sont des excroissances fibrocartilagineuses

disposées en périphérie de l'articulation. Les modéles animaux ont permis d’en
préciser le mécanisme de formation [349].

Le fait initial est une prolifération de cellules du périoste en périphérie de I'articulation
avec différenciation en chondrocytes et ossification enchondrale. Il y a une
production locale de facteurs de croissance en particulier de TGFB et de BMP 2 qui
jouent un réle direct comme I'ont montré les expérimentations avec injection directe
dans l'articulation ou avec blocage sélectif de leurs voies de signalisation qui inhibe
la formation ostéophytique [306]. La localisation des ostéophytes aux zones
articulaires ou la charge est élevée est un argument pour penser qu’ils contribuent a
la stabilité de l'articulation. Des adipokines sont également retrouvées (adiponectine,
visfatine) au niveau des ostéophytes précocement et tardivement et semblent donc

intervenir dans leur développement[350].

Les alarmines S100A8/S100A9 produites par les macrophages synoviaux semblent

aussi jouer un réle important [351].

a. Généralités :
On peut distinguer plusieurs types de cellules souches dans un organisme adulte

en fonction de la diversité des types cellulaires qu'elles peuvent engendrer. Les
cellules souches de l'organisme ont été classées en fonction de leur potentiel de

développement :
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Les cellules souches unipotentes, sont en mesure de ne fournir qu'un seul
type cellulaire, elles sont capables d’autorégulation, ce qui les distingue des

cellules précurseurs.

Les cellules souches multipotentes, sont capables de donner naissance a
plusieurs types cellulaires, comme les cellules souches myéloides de la
moelle osseuse qui sont a l'origine des cellules sanguines (érythrocytes,
monocytes, granulocytes....). Deux exemples de cellules souches
multipotententes sont les cellules souches adultes hématopoiétiques (HSC) et

les cellules mésenchymateuses (MSC).

Les cellules souches pluripotentes, issues d’'un embryon de 5 a 7 jours ou
obtenues artificiellement apres transformation de cellules adultes, peuvent
donner naissance a plus de 200 types cellulaires représentatifs de tous les

tissus de l'organisme.

Les cellules souches totipotentes, sont des cellules issues des premiéres
divisions de I'ceuf fécondé et sont capables de donner naissance a tous les
types de cellules de I'organisme et les seules a permettre le développement
complet d’'un individu.

Les cellules souches sont caractérisées par un certain nombre de traits

phénotypiques.

Cellule indifférenciée

L'état indifférencié peut étre caractérisé par des marqueurs de surface et par

I'expression de facteurs de transcription qui en sont les garants. Les cellules ES, par

exemple, expriment les facteurs de transcriptions STAT3, Oct3/4 et Nanog qui

répriment I'engagement de ces cellules en préservant leur capacité différenciatrice

au cours des générations [352].Chez I'adulte, les HSC sont caractérisées par

'expression d’'une combinaison de marqueurs de surface particuliers (CD45, CD34),

ainsi

que par l'expression des facteurs de transcription Bmi-1 et HOXB4,

indispensables a 'auto-renouvellement de ces cellules [353].
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Elle consiste a montrer les capacités d'auto-renouvellement et de multipotence de
cellules cultivées a I'état clonal et ainsi permet de définir le caractere "souche"
comme inhérent a une seule cellule. Cette notion permet d’exclure, au sein d’'une
population cellulaire:

- une coopérativité cellulaire responsable du phénotype souche

- un mélange de cellules précurseur a l'origine de la multipotence.

e Auto-renouvellement

L’auto-renouvellement définit la capacité des cellules souches a proliférer tout en
maintenant au fil des générations leurs potentialités [354]. L'auto-renouvellement
peut étre symétrique ou asymétrique selon qu'il donne naissance a deux cellules
filles souches (ex : cellules ES) ou a une cellule fille souche et une cellule engagée

(ex: cellules satellites musculaires) [355,356].

e Multipotence

La multipotence est la capacité d'une cellule a acquérir plusieurs phénotypes
différenciés selon les stimuli externes. Plusieurs modéles sont possibles: plasticité,
trans-détermination et trans-différenciation. Une cellule "plastique" co-exprimerait
plusieurs programmes de différenciation tandis que la trans-détermination caractérise
le processus par lequel une cellule progénitrice déja déterminée dans un lignage,
acquiert le programme d’'un autre lignage. La trans-différenciation caractérise le
processus par lequel une cellule différenciée se transforme en une cellule

différenciée d’un autre type cellulaire [357-359].

Les cellules souches adultes multipotentes ont été décrites dans différents tissus.
Certaines ont été caractérisées ces derniéres années dont les HSC et les MSC que
ce soit dans la moelle osseuse, le systeme nerveux central, le foie (canal de Hering),
le pancréas (ilots pancréatiques), la peau, le poumon, les muscles, le tissu adipeux,
l'os trabéculaire, le tissu synovial... [360]. Du fait de leur capacité a pouvoir se
différencier dans des cellules de différentes lignées de tissu conjonctif incluant l'os, le
tissu adipeux, le cartilage, le ligament et le muscle, elles ont généré un vif intérét de
la communauté scientifique mais aussi des médias du fait de leur potentiel

d’utilisation dans la réparation de tissus et d’'organes [361 , 362, 363].
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Stem Cells Classification
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Figure 14 : Classification des cellules =ouches

b. Cellules souches mésenchymateuses

De multiples tissus adultes contiennent des populations de cellules souches qui
ont la capacité de se régénérer aprés des traumatismes, maladies ou tout
simplement sous l'effet de I'age. Ces cellules peuvent étre retrouvées dans des
tissus qui servent de réservoir. Par exemple, la moelle osseuse contient des cellules
souches mésenchymateuses multipotentes qui contribuent a la régénération du tissu
mésenchymateux tels que l'os, le cartilage, le muscle, le ligament, le tendon, le tissu
adipeux... [364-367]. Ces cellules souches mésenchymateuses (MSC, Mesenchymal
Stem Cells) constituent un outil de choix pour I'étude de I'engagement cellulaire vers

les lignages adipocytaires, ostéoblastiques mais aussi chondrocytaires.

Classiquement obtenues a partir de la moelle osseuse mais au prix de
préléevements douloureux pour les patients, avec I'obtentiond’'un nombre limité de
cellules a chaque préléevement, elles présentent aussi une diminution de leur

capacité proliférative au fil du temps cependant sans apparition d’anomalies
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chromosomiques [368]. Le tissu adipeux est une source alternative d’obtention des
MSC (lipoaspiration), elles sont ainsi obtenues de fagon moins invasive et en plus
grande quantité que lors des prélevements de moelle osseuse. Il a été montré que
les MSC originaires du tissu adipeux avaient des caractéristiques similaires a celles

obtenues a partir de la moelle osseuse [369].

La différenciation chondrogénique des MSC nécesite I'utilisation de facteurs
intrinséques et extrinséques. Les facteurs de croissance jouent le rdle le plus
important dans ce processus. lls représentent un groupe de polypeptides
biologiquement actifs qui peuvent stimuler la prolifération cellulaire et la
différenciation. Dans le cartilage hyalin, les facteurs de croisssance régulent
I'hnoméostasie et I'intégrité aussi bien que le développement [203]. Ainsi, les facteurs
de croissance et les MSC représentent un outil prometteur pour la réparation et la
régénération des tissus en médecine. Le tableau 7 liste les principaux facteurs de
croissance et leur effet.

Facteurs de croissance | Effets sur les MSC référence
TGFp1 Augmente la synthése de la [306, 370]
MEC et diminue I'expression
du Col |
TGFB3 Augmentation synthése MEC [371]
BMP-2 Augmente la synthese de la | [306, 372]
MEC,

Diminue I’ expression du Col
|

BMP-4 Accélére la progression de la | [373]
différenciation cartilagineuse

vers la maturation

BMP-7 Inhibe la prolifération | [374]

cellulaire,

Induit la différenciation

chondrogénique,
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A un effet additif sur Ia
chondrogenése avec TGF-$1
et IGF-1

GDF-5 Augmente la  production | [375]
cartilagineuse de la MEC

IGF-1 Augmente la synthese de la | [376]
MEC,

A un effet additif sur Ila
chondrogenése avec TGF-$1
et BMP-7

FGF-2 Augmente la prolifération, | [377]
Augmente la production de

protéoglycanes

FGF-18 Inhibe la prolifération | [378]
cellulaire,

Induit une différenciation

chondrogénique

Tableau 7: Principaux facteurs de croissance et leurs effets. MEC :Matrice extra
cellulaire; TGFB:Transforming Growth Factor-Beta; BMP: Bone Morphogenetic
Proteins;IGF: Insulin-like Growth Factor; FGF: Fibroblast Growth factor Family; GDF-
5: Growth and Differentiation Factor-5

c. Obtention et propriétés des cellules hMADS

Elles sont obtenues a partir de I'exérése chirurgicale de tissu adipeux blanc en
provenance de nouveau-nés ou d’enfants agés de moins de 8 ans. Notre laboratoire
a établi plusieurs cultures de MSC, dénommées cellules hMADS (human Multipotent
Adipose tissue Derived Stems) [366,379].

Deux fractions cellulaires se distinguent aprés digestion du tissu adipeux par un
traitement a la collagénase: la SVF (Stroma-Vascular-Fraction) et la fraction
adipocytaire. Seule la SVF est mise en culture en présence de sérum et les cellules
non-adhérentes sont éliminées aprés 15h d’incubation. Les cellules adhérentes sont
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amplifiées. Les populations cellulaires résultantes, aprés analyse, présentent les

propriétés caractéristiques des cellules souches :

- nombre de doublements de population élevé sans signe majeur de
sénescence ou de transformation,
- caryotype diploide a 2n chromosomes,
- signature moléculaire des MSC et "homogénéité" de la population étant
donnée I'expression des marqueurs de surface évalués par FACS
- multipotence adipo-ostéo-chondrocytaire vérifiée a I'échelle clonale [380],
- présence de cellules souches au sein de la population capables d’auto-
renouvellement, vérifiée a I'échelle clonale
- non-tumorogenes.
Les cellules hMADS sont multipotentes et se différencient notamment en adipocytes,
ostéoblastes et chondrocytes. La différenciation chondrocytaire de ces cellules a été
visualisée par coloration au bleu Alcian et reste a caractériser[380].

La caractérisation de la confirmation de la capacité chondrogénique des hMADS fait
'objet de la premiére partie fondamentale de ce travail de thése et est d'autant plus
d'intérét que la moelle osseuse qui a déja été largement utilisée comme source de
cellules souches dans les modéles cellulaires d'arthrose présente des limites qui
rendent attrayante [l'utilisation de cellules dérivées du tissu adipeux. Cependant
l'utilisation de ces dernieres présente aussi certaines limites que n’ont pas les
hMADS avec leur haute capacité d'auto-renouvellement in vitro ainsi que la capacité
de se différencier en de nombreux types de cellules mésenchymateuses.
Le potentiel pharmacologique de ces cellules pourrait étre particulierement

intéressant dans l'arthrose. Ceci est aussi une partie de notre travail de recherche.

L'Ocytocine (OT) est une hormone synthétisée par les noyaux
paraventriculaires et supraoptiques de I'hypothalamus et sécrétée par I'hypophyse
sous la forme d'un nonapeptide cyclique qui posséde un pont disulfure entre les

cystéines des positions 1 et 6 (Figure 15). L'ocytocine n’'est pas spécifique a
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'hypophyse puisqu’il est aujourd'hui admis que d'autres organes et types cellulaires
peuvent I'exprimer. C'est le cas des gonades, de la prostate, du thymus, des glandes
meédullosurrénales et du cceur [381-386]. Le géne Ot-neurophysine | est composé de
trois exons. Il code pour un pré-propeptide composé de 114 acides aminés possédant
un peptide signal et un site de clivage protéolytique (GKR) [387] (Figure 15). Au cours
de son transport axonal vers I'nypophyse, le pré-propeptide est clivé, libérant le
nonapeptide OT et son transporteur, la neurophysine | [388]. Tous deux sont stockeés
dans des vésicules au niveau de I'hypophyse ou ils attendent un influx nerveux pour

étre libérés dans la circulation sanguine.

Du point de vue structural I'OT est trés proche de la vasopressine (VP), un autre
nonapeptide sécrété par I'hypophyse. En effet, la séquence peptidique de ces deux
molécules ne differe que de deux acides aminés en position 3 et 8 (Figure 15). Le
géne codant pour la VPest situé sur le méme chromosome que celui de I'OT a 12 kb
d'intervalle et il semblerait que ces deux génes soient le fruit d'une duplication
génique au cours de I'évolution [389]. Par analogie avec le géne Ot-neurophysine |,
le géne Vp-neurophysine Il code pour un pré-propeptide qui sera maturé, par clivage
protéolytique, en VP et en son transporteur, la neurophysine Il. Ces deux hormones,
malgré leur structure trés proche, produisent des effets trés différents. En effet, la VP
est une hormone initialement caractérisée pour ses effets vasopresseur et
antidiurétique [390].

De multiples facteurs vont intervenir dans la régulation de I'expression de I'ocytocine
[391,392].

L’ocytocine tout comme la leptine joue un réle important dans la régulation de la
nutrition. Il a été montré que des souris invalidées pour le géne de l'ocytocine
développaient une obésité tardive [393-397].

Il y a quelques années, alors qu’il a été montré que I'ocytocine pouvait étre retrouvée
dans de nombreux tissus, il a été mis en évidence la présence de récepteurs a
'ocytocine dans les ostéoblastes et les ostéoclastes [398,399].Par la suite il a été
montré que linjection intra musculaire d’ocytocine chez le rat entrainait une
diminution des niveaux du calcium dans le sérum et de I'expression de (NF)-kB, une

augmentation de l'osteoprotégérine et une augmentation du remodelage osseux
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[400]. Plus récemment, notre laboratoire a montré que l'injection sous cutanée
d'ocytocine chez les souris ovariectomisées pouvait jouer un rble sur la
microarchitecture osseuse et la renforcer en contrélant la balance
ostéoblastes/adipocytes. D’autant plus qu'une diminution significative du taux
d’ocytocine a été observée chez les femmes ostéoporotiques ménopausées par
rapport a des femmes ménopausées non ostéoporotiques [7].Ces données ont par la
suite été confirmées [8].

Ce lien mis en évidence entre ocytocine-ostéoporose et tissu adipeux, ainsi que le
rapprochement au moins pour ce qui est de la physiopathologie entre arthrose et
ostéoporose conduisent a envisager un réle de l'ocytocine dans l'arthrose. Ceci
représente la deuxieme partie de mon travail fondamental de thése et vise a
rechercher in vitro sur différents modéles de culture chondrocytaire une action de
l'ocytocine sur la différenciation chondrocytaire mais aussi in vivo sur un modéle

animal I'action de I'ocytocine sur le développement de I'arthrose.

D;:,l‘.:c-c.n I:‘}rl-‘l."}r:-Il.-l,"iln.r.llnﬂ:‘:,ru-Frn-Luu-ﬂl:,r-?q"fﬂ:
[Arg "Irasopressin Cys-Tyr-Fhe-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-aly-HH,
Camaiodin CH,CH,CH,-CO-Tyr(Ha)] -Ila-Gln-Asn-Cys-FPro-Leu-Gly-§H,

Figure 15: Structure des agonistes et antagonistes de locytocine
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Figure 18: Structure des génes de locytocine et de la vasopressine.

Les cercles représentent des sequences activatrices de lexpression &'0T
en blanc et de la VP en gris. La partie inférieure de la figure représente la
structure du pré- propeptide ocytocine incluant un peptide signal et un site
de clivage protéoltigue (GKR) qui sépare 'OT de la neurophysine. D'aprés
Gimpl {Gimpl, 2001 #4555}

M.Modéles d’arthrose expérimentale

Nos connaissances actuelles sur la physiopathologie de l'arthrose ainsi que la
nécessité d’éprouver lefficacité de nouvelles molécules justifient le besoin de
disposer de modeéles d’arthrose. L’arthrose ne peut se résumer a un modeéle simplifié
in vitro et nécessite le recours aux modéles expérimentaux chez I'animal.
En 1974, Bentley proposait différents criteres pour définir un modele d’arthrose
expérimentale « idéal » :

Les lésions précoces et le mécanisme initiateur doivent étre comparables a

ceux décrits au cours de la pathologie humaine ;
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Une déplétion de la matrice cartilagineuse en Protéoglycanes précéde la
fibrillation de la couche superficielle et I'atteinte des couches plus profondes ;

Une sclérose de I'os sous-chondral, une ostéophytose et une inflammation de
la membrane synoviale caractérisent un stade avancé de la maladie ;

Ces modifications du cartilage doivent étre facilement reproductibles et ne
doivent pas étre liées a un effet systémique ;

La méthode peut étre appliquée a différentes articulations et a différentes

espéeces animales.

Un trés grand nombre de modeles d’arthrose a été développé (tableau 8). Leur
classification utilise en général la comparaison a ['étiologie de l'arthrose chez
’homme pour ce qu’il en est connu, a savoir une origine mécanique ou structurale,
qui regroupe a la fois une atteinte des constituants du cartilage et une dérégulation
du métabolisme chondrocytaire. L’existence de ces modéles d’arthrose
expérimentale chez I'animal rend compte du grand nombre de facteurs étiologiques
susceptibles de conduire au développement d’'une atteinte dégénérative du cartilage
articulaire [401].

Les modéles d’instabilité articulaire confirment les observations cliniques qui
ont montré l'importance des facteurs mécaniques. Malformations congénitales,
obésité, traumatismes répétés chez les sportifs ou encore la rupture des ligaments
sont autant de manifestations qui ont été associées au développement précoce
d’'une arthrose. lls produisent une instabilité articulaire et modifient la répartition des
charges. Le terme « chirurgical » ou « mécanique » est utilisé pour ces modéles. La
pathologie arthrosique peut aussi étre induite par |ésion méniscale, méniscectomie
partielle ou totale, dissection du ligament collatéral médial et/ou latéral, section du

ligament croisé antérieur ou postérieur [401].

Le modéle d’arthrose expérimentale obtenu par section du ligament croisé
antérieur chez le rat est ainsi devenu le modéle de référence pour I'étude de la
physiopathologie de I'arthrose ou des effets des traitements. Cette méthode décrite
dés 1973 par Pond, génére des symptdbmes beaucoup plus sévéres que la

méniscectomie tels que la claudication, probablement due a l'instabilité en résultant.
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De nombreuses études ont été réalisées en utilisant ce modéle, avec cependant des
résultats hétérogénes pour ce qui est de la progression de la maladie arthrosique
[402].

Chez le rat, ce modéle est bien établi et reproductible. Aprés la section, la
fibrillation du cartilage apparait dans les 4 semaines et la plupart des animaux
développent une ulcération de toute I'épaisseur dans les 8 a 12 semaines [402-
404].La section partielle du ligament croisé antérieur cause des Iésions arthrosiques
de stade intermédiaire. Les lésions étant plus modérées qu’avec une section
compléte et bien entendu plus importante que chez les rats « sham ». Ce qui montre
bien que limportance de linstabilité induite est le principal déterminant de la
dégradation du cartilage [402].

Une combinaison de sections des ligaments croisés antérieur et postérieur et
d’'une transsection du ligament collatéral médial a aussi été utilisée, se traduisant
malgré l'importance du traumatisme engendré par une moindre importance des
ostéophytes voire I'absence de lésions méme a 12 semaines. Il a été avance, que
ces lésions traumatiques importantes pouvaient induire une réponse inflammatoire
importante, une raideur de [larticulation avec une limitation de la mobilité se

traduisant par une moindre progression des lésions arthrosiques[402].

L'ovariectomie est un autre modéle dont le substratum repose sur les résultats
d'études récentes montrant qu'un déficit en cestrogénes chez les femmes post-
meénopausiques est corrélé a une augmentation du risque d'arthrose [405]. Chez le
rat, I'ovariectomie conduit au développement de lésions arthrosiques modérées 9
semaines aprés la chirurgie. Cette procédure a aussi été décrite chez le cochon
d’'Inde, la souris, le lapin, le porc, le mouton et le singe Cynomolgus. En raison de la
mauvaise compréhension du mécanisme physiopathologique ce modeéle n'est pas
recommandé pour les tests thérapeutiques.

D'autres modéles ont été développés, Certains chimiques tel celui développé chez
la souris et obtenu par l'injection intra-articulaire de collagénase bactérienne qui crée
un modele d’arthrose par instabilité articulaire, sans la nécessité d'un geste
opératoire [406].L’action de la collagénase porte sur les structures constituées de

collagéne de type |, telles que les tendons, les ligaments et les ménisques. Elle
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conduit au développement de Iésions dégénératives sévéres du cartilage des
plateaux tibiaux et des condyles fémoraux, associées a une dislocation de la rotule, a
une sclérose de I'os souschondral et a la formation d’ostéophytes.

Le modéle d’injection intra-articulaire d’'une enzyme protéolytique, la papaine,

permet la dégradation directe du cartilage. En modifiant les propriétés mécaniques et
les relations cellule/matrice, la dérégulation du meétabolisme chondrocytaire aboutit
au développement de I'arthrose.

L’injection intra-articulaire de Mono-lodo-Acétate (MIA), qui induit une modification du
métabolisme chondrocytaire et donc une altération des capacités de synthése de la
MEC, est un autre modéle d’arthrose expérimentale. Cet agent a la capacité d’inhiber
certaines enzymes de la glycolyse [407]. Les chondrocytes étant dépendants d’un
métabolisme anaérobie, I'injection intra-articulaire de MIA provoque une diminution
des taux d’ATP intracellulaires et une souffrance des cellules, aboutissant a une
diminution du nombre de chondrocytes et a des lésions histologiques et
morphologiques similaires a celles rencontrées dans l'arthrose chez 'homme. De
facon intéressante, ces Iésions s'accompagnent de larges ostéophytes, ce qui est
une opportunité pour I'étude des mécanismes de formation de ces derniers [408].
Mais c’est surtout dans les recherches conduites sur la douleur que ce modéle s’est
montré particuliérement intéressant. L'injection intra articulaire du MIA entrainant
une augmentation de la sensibilité nerveuse avec douleurs spontanées, hyperalgies
et allodynies, de fagon dose dépendante [409].

Il n'existe pas malheureusement de modéle animal idéal, le modéle idéal devrait
avoir des articulations semblables aux articulations de I'hnomme pour ce qui est de la
taille, de la structure, du mécanisme de survenue des lésions du cartilage et de leur
progression. Le choix du modéle dépendra donc de I'objectif de I'expérimentation. S'il
s'agit de l'exploration de la douleur on choisira plutét le modéle MIA. Les études
thérapeutiques en revanche feront plutét appel aux modéles chirurgicaux. Cela reste
théorique et en fait il n'existe pas actuellement de réel consensus quant au type de

modele a utiliser dans une situation particuliére [401].

Type de Caractéristiques/Avantages | Utilisation Désavantages

modeéle

Chirurgical Arthrose de progression Evaluation de Non approprié
aux études
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rapide thérapeutiques pathogéniques
Sévérité des lésions Etude des
e lésions
Reproductibilité arthrosiques et
Induction d’arthroses des stades
traumatiques evolutifs
Chimique Rapidité de la progression | Evaluation de Pas de
arthrosique thérapeutiques corrélation avec
Moins invasif Etude des l? pathogenle des
lésions lesions
ilité i . rthrosi h
Facilité de mise en ceuvre arthrosiques et ? rosiques chez
'homme
des stades
évolutifs
Arthrose Pas d’intervention Etudes Lenteur du
naturelle pathogéniques développement
de la maladie
Variabilité des
manifestations de
la maladie
(comme chez
'homme)
Cout élevé
Génétique Intervention génomique Etudes Production
génétiques de d’anomalies
I'arthrose additionnelles du
cartilage ou
délétions
embryoniques
léthales
Cout élevé

Tableau 8 : Spécificités des principaux modéles animaux dans l'arthrose
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ll. RESULTATS

a) Hypothése de travail

L’arthrose est une cause de morbidité majeure dans les pays développés dont la
population est vieillissante. Sa fréquence ne va faire que croitre dans les années a
venir avec le vieillissement attendu de la population de ces mémes pays [35, 36]. Les
études portant sur la prévalence en population générale de cette maladie sont peu
nombreuses et comportent souvent des biais méthodologiques notamment de
recrutement qui en rendent l'interprétation difficile.

En France, aucune étude ne s’était intéressée a la prévalence de l'arthrose des
membres inférieurs en population générale. Disposant d’une méthodologie déja
validée dans les rhumatismes inflammatoires avec I'étude EPIRHUM et garantissant
une bonne représentativité, nous avons cherché a valider dans l'arthrose cette
méme méthodologie pour connaitre la prévalence de I'arthrose des membres
inférieurs (hanche et genou) dans deux départements francais (Bretagne et Alpes
Maritimes). J'ai été l'investigateur principal de ce projet qui a obtenu la promotion par
le CHU de Nice au titre d’'un contrat d’incitation a la recherche. Il s’agissait d’une
étape préliminaire a la réalisation d’'une étude de prévalence de l'arthrose des
membres inférieurs en population générale nationale qui devait permettre de
constituer une cohorte de cas prévalents d’arthrose des membres inférieurs (cohorte
KHOALA) [51, 52] .
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ABSTRACT

Objective: To study the feasibility and validity of a two-
step telephone screening procedure for symptomatic knee
and hip osteoarthritis (OA) in the general population.
Method: The screening questionnaire was based on
signs and symptoms, previous diagnosis of OA and
validated OA criteria. A random sample of telephone
numbers was obtained and, at each number, one person
aged 40-75 years was included. A physical examination
and knee or hip radiographs were offered when the
screen was positive. A sample of subjects with negative
screens was also examined. The diagnosis of hip/knee OA
was based on the American College of Rheumatology
criteria for signs and symptoms and Kellgren—Lawrence
radiographic stage 2 or greater. Prevalence rates were
estimated with correction for the performance of the
screening procedure.

Results: Of 1380 subjects, 479 had positive screens,
among whom 109 were evaluated; symptomatic radio-
graphic OA was found in 50 subjects, at the knee
(n=35) or hip (n = 20). Corrected prevalence estimates
of symptomatic OA were 7.6% (6.4%—8.8%) for the knee
and 5% (3.9%—6.1%) for the hip. The screening procedure
had 87% (95% Cl 79% to 95%) sensitivity and 92% (95%
Cl 91% to 93%) specificity for detecting knee OA and
respectively 93% (95% Cl 86% to 100%) and 93% (95% ClI
92% to 94%) for hip OA.

Conclusion: This study establishes the feasibility of
telephone screening for symptomatic knee/hip OA, which
could be used for a nationwide prevalence study. Pain and
previous OA diagnosis were the best items for detecting
symptomatic OA.

Osteoarthritis (OA) is the most prevalent joint
disease world wide and creates a massive economic
burden." There is a paucity of data on the
epidemiology of knee and hip OA in North
America and Europe.”” Recently, the Dutch
Institute for Public Health produced data on the
prevalence of radiological OA with pain in the
Dutch population” 2.5% for men and 5% for
women for hip OA and 3.9% for men and 9.9% for
women for knee OA. Another recent Greek study
showed a symptomatic knee and hip OA preva-
lence of 6% and 0.9%, respectively.®
Epidemiological data are not available for France.
Furthermore, a corollary to the rapid ageing of the
population in many industrialised countries is a
sharp rise in the prevalence of OA, which limits the
validity of earlier epidemiological studies. Accurate
prevalence estimates are needed to evaluate the

costs of OA and the healthcare needs generated by
the disease, knowledge of which is crucial to
optimisation of resource allocation.

Prevalence estimates differ widely according to
whether only moderate and severe radiographic
changes are considered or mild abnormalities are
also included. Moreover, several definitions of OA
have been used in prevalence studies. Radiographic
criteria are the most widely used*®'* but hold
little interest in terms of public health, as radio-
graphic abnormalities may be asymptomatic. The
use of clinical criteria probably leads to overestima-
tion of the prevalence of OA.”®° The best method
consists in combining radiographic and clinical
criteria,” ® ' **7 which is more challenging and more
costly than using either set of criteria alone.

Implementation of the clinical and radiological
investigations that are needed to confirm OA is
complex and difficult to consider on a large scale in
studies designed to obtain population-based pre-
valence estimates.”® Screening using a specifically
designed questionnaire is less costly and easier to
perform. The goal of a screening questionnaire is to
select a group of people in whom further investiga-
tions will yield a high rate of OA diagnoses (high
specificity), without missing a substantial number
of patients with OA (high sensitivity). Self-
administered questionnaires designed for OA
screening have shown inadequate sensitivity and
specificity.'®

Previously, we successfully developed a two-step
telephone procedure for estimating the prevalence
of rheumatoid arthritis and spondyloarthropathies
in France.””' Here, our objective was to examine
the feasibility and validity of a two-step telephone
screening procedure designed to estimate the
prevalence of symptomatic hip and knee OA in a
population-based sample.

POPULATION AND METHODS

Design

A pilot two-step survey was conducted in two
geographical areas in France (Alpes Maritimes and
Bretagne) (fig 1). The survey involved telephone
interviews followed by confirmation testing in
subjects with suspected OA.

Sampling

Assuming a 10% prevalence of symptomatic hip
and knee OA in the general population aged 40-75
years, 1400 subjects were required to obtain 5%
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Figure 1 Screening procedure and case

ascertainment. OA, osteoarthritis. Screening by

telephone

Random selection of home telephone numbers
(n=8341)

Exclusion of business offices and institutions

Screening questionnaire administered by non-healthcare professionals to adults aged 40-75
years selected at random using the next birthday method (one per home)

(n=1380)

l 1

479 subjects with suspected hip or knee OA

901 subjects without suspected hip or
knee OA

l 1

Screening questionnaire administered by a
rheumatologist
309 subjects accepted
Screened positive: hip = 194, knee = 210, both =98

140 randomly selected subjects were
administered the screening questionnaire
by rheumatologist
Screened positive: 10

l

Knee or hip radiographs asked for

Confirmation

Contact with the patient's general practitioner
or rheumatologist, or both

Patients having no general practitioner or
rheumatologist were invited to the study centre
for a physical examination and radiographs

OR

All 10 patients with positive screens were
invited to the study centre for a physical
examination and radiographs

109 patients accepted the confirmation process

precision. Home phone numbers were taken at random from
national phone company lists in the two selected geographical
areas. Phone numbers of business offices and institutions were
not used. At each number, a person aged 40-75 years was
selected at random using the next birthday method” and
invited to participate in the study.

Ethical considerations

The study was carried out according to the Declaration of
Helsinki and good clinical practice guidelines. The study
protocol was approved by local institutional review boards
and the independent ethics committees of Nice (France).
Written informed consent was obtained from all patients who
underwent investigations.

Screening questionnaire
The questionnaire evaluated signs and symptoms of knee/hip
OA, American College of Rheumatology (ACR) criteria for
OA®? and whether the patient had a diagnosis of OA
confirmed by a doctor. It was designed to be easily administered
over the telephone by a trained interviewer who was not a
health professional. To evaluate feasibility and make final
improvements, preliminary testing of the questionnaire was
performed in a small panel of healthy volunteers and patients
with OA.

The questionnaire time frame was the past 4 weeks. The
questionnaire comprised four items about the hip and four
about the knee (box 1).

Ann Rheum Dis 2008;67:1406—1411. doi:10.1136/ard.2007.075952

Screening and confirmation procedures

Screening (fig 1) comprised a telephone questionnaire adminis-
tered by a non-healthcare professional. People who gave a
positive reply to one or more items were interviewed again, by a
rheumatologist, who used the same questionnaire but was not
told which item or items were positive during the first
interview.

Among subjects whose first screen was negative, a random
sample was taken. People in this sample were interviewed over
the telephone by a rheumatologist, who sought to confirm the
absence of symptomatic hip or knee OA. Based on the results of
this second interview, the person was either classified as free of
OA or invited to undergo confirmation testing.

For each respondent with a positive screen, a rheumatologist
contacted the general practitioner (GP) or rheumatologist for
confirmation of the diagnosis. The GP or rheumatologist then
examined the patient and obtained radiographs and erythrocyte
sedimentation rate if not done previously to confirm the
diagnosis. Respondents with positive screens who had no GP or
rheumatologist were invited to the study centre (in each
geographical area) for a physical examination and radiography.
The diagnosis of hip/knee OA was based on “combined clinical
and radiographic” ACR criteria® * (table 1) and on a radiographic
Kellgren—Lawrence stage of =2 in at least one knee or hip.

Radiographs
Radiographs of the target joint(s) were obtained in all subjects
who had a positive screening questionnaire. When one or more
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Box 1 Questionnaire administered first by a non-

healthcare professional interviewer then by a
rheumatologist

Questions about the hip

» During the past 4 weeks, have you had hip pain (groin or upper
thigh) on most days?

» During the past 4 weeks, have you had hip pain while climbing
down stairs or walking down slopes?

» During the past 4 weeks, have you noticed any limitation in
the range of motion of one or both hips?

» Do you have hip osteoarthritis (0A)? (If you do, was the
diagnosis made by a rheumatologist or a general practitioner?)

Questions about the knee

» During the past 4 weeks, have you had knee pain on most
days?

» During the past 4 weeks, have you had knee pain while
climbing down stairs or walking down slopes?

» During the past 4 weeks, have you had swelling in one or both
knees?

» Do you have knee OA? (If you do, was the diagnosis made by
a rheumatologist or a general practitioner?)

knee items were positive, the weightbearing posteroanterior
semiflexed view and lateral view were obtained. In subjects
with one or more positive hip items, an anteroposterior view of
the pelvis and Lequesne’s “‘false profile” view were obtained. All
films were sent to a single reader (BM) for scoring using the
Kellgren-Lawrence method,” which distinguishes five stages
(from stage 0: normal x rays of the hip/knee, to stage 4:
advanced hip/knee OA).

Statistical analysis

The following sociodemographic and radiographic data were
analysed: age, sex, number of subjects in the household,
occupation and radiographic stage.

Various diagnostic criteria for OA were used to compute
positive predictive values (PPVs) of the screening questionnaire
directly from the data collected by the non-healthcare profes-
sional interviewer. The negative predictive value (NPV) was
estimated from the sample of 140 subjects with negative
screens. For both PPV and NPV, 95% Cls were computed.

Sensitivity and specificity of the screening questionnaire
could not be computed directly from the data, because not all
subjects with negative screens were evaluated. We computed
direct estimates using the data from the random sample of
subjects with negative screens who were evaluated,” as well as
corrected estimates taking verification bias into account.”

Prevalence estimates for radiographic symptomatic OA of the
knee and hip were computed, with correction for sampling
fractions, and their 95% Cls were determined. Subjects who
underwent confirmation testing were considered to represent a
random sample of those with positive and negative screens.
Therefore, the corrected prevalence estimate was computed by
taking into account the number of subjects with positive
screens who underwent confirmation testing, the total number
of subjects with negative screens and among them the number
who underwent confirmation testing, the numbers of true and
false positives and the sample size.” *
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Table 1 American College of Rheumatology Criteria for classification of
hip and knee idiopathic osteoarthritis.”* #

Knee Hip

Clinical and radiographic knee ~ Combined clinical and radiographic hip pain

pain

and at least 1 of 3: and

Age >50 years Femoral and/or acetabular osteophytes on radiograph
Stiffness <30 minutes Or

Crepitus ESR <20 mm/1st h

and and

Osteophytes Axial joint space narrowing on radiograph

ESR, erythrocyte sedimentation rate.

RESULTS

Screening results

In 2005, 8341 phone numbers in the Alpes Maritimes (n = 4645)
and Bretagne (n=3696) regions of France were called by non-
healthcare professionals. Of the 4879 calls that were answered,
1380 resulted in the random identification of a person aged 40—
75 years, based on the next birthday method, who agreed to
participate to the study (20% refused to participate, 30% were
out of the age range and 21.7% were false telephone numbers).
Among these 1380 subjects, 479 (211 in Alpes-Maritimes and
268 in Bretagne) had a positive screen for symptomatic knee or
hip OA; mean age 58.3 years and 68% of the group were
women. Among these 479 subjects, 309 (65%) accepted screen-
ing by a rheumatologist, which was positive in 306 subjects, for
knee OA in 210, hip OA in 194 and both in 98.

Among these 306 subjects, because of loss to follow-up 109
only underwent confirmation testing. Sixty-nine patients
showed OA (40 knees and 36 hips) with a Kellgren-Lawrence
grade of =1; 50 patients (20 hips and 35 knees) showed a grade
of =2. Fifty four per cent of this subjects had had a prior OA
diagnosis made by a GP or a rheumatologist. No differences
were found between the two geographical areas. Up to
2 months elapsed between the two screens.

Of the 901 subjects who had negative findings from the
screen performed by the non-healthcare professional, 140 were
selected at random and screened by a rheumatologist. The
screen was positive in 10 subjects, who underwent confirmation
testing. The radiographs confirmed the diagnosis of sympto-
matic OA in two of these subjects.

We compared the patients who were lost to the study either
between the first and the second telephone screens or between
the second screen and confirmation testing and the patients
who completed the study procedures. No differences were
found in age (p = 0.08) or sex (p =0.9).

Performance of the full screening procedure

The two-step screening procedure had 87% sensitivity (95% CI
79% to 95%) and 92% specificity (95% CI 91% to 93%) for
detecting knee OA. For detecting hip OA, sensitivity was 93%
(95% CI 86% to 100%) and specificity was 93% (95% CI 92% to
94%),.

Of the 1380 subjects interviewed by non-healthcare profes-
sionals, 1311 (95%) answered all eight questionnaire items. At
least one item yielded a positive answer in 479 subjects, with no
difference between the two geographical areas. Among 109
subjects who underwent confirmation process, 73 had a positive
item for knee OA and 53 for hip OA. Screening by a
rheumatologist was positive for knee OA in 70 (70/73, 95.9%)
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Table 2 Positive and negative predictive value of the
screening procedure

ACR criteria (clinical and radiological)
NPV (%) (95% CI)

Screening
procedure PPV (%) (95% Cl)

Hip 56 (43 to 68)
Knee 51 (39 to 62)

99 (95 to 100)
98 (94 to 100)

ACR, American College of Rheumatology; NPV, negative predictive
value; PPV, positive predictive value.

patients and for hip OA in 51 (51/53, 96.2%) patients detected
“positive” by non-healthcare professional screening.

The NPV of the full screening procedure was 99% for the hip
and 98% for the knee. The PPV of the full screening procedure
was 56% for hip and 51% for knee (table 2).

The PPV of screening by non-healthcare professionals was
46% for hip OA and 62% for knee OA. The item with the
highest PPV was a previous diagnosis of OA (78% for knee OA
and 61% for hip OA). PPVs were lowest for knee swelling (58%)
and hip pain (50%)

Age had no influence on performance characteristics
(p=0.18). A previous diagnosis of OA was significantly
associated with radiographic scores of 3 or 4, both at the hip
(p=0.002) and at the knee (p =0.01).

The PPV of screening by rheumatologists was 47% for hip OA
and 65% for knee OA. The item with the highest PPV was a
previous diagnosis of knee OA (86%) and the item with the lowest
PPV was hip pain (45%) in the screening by rheumatologists.

Prevalence estimates of knee and hip 0A

Corrected prevalence estimates for symptomatic OA in the
general population were 9% (95% CI 7.7% to 10.3%) for knee
OA and 9% (95% CI 7.8% to 10.2%) for hip OA. These estimates
were computed using a Kellgren-Lawrence score of =1 to define
OA. When we used a radiographic score of =2 to define OA,
corrected prevalence estimates were 7.6% (95% CI 6.4% to 8.8%)
for knee OA and 5% (95% CI 3.9% to 6.1%) for hip OA. Figure 2
shows the distribution of knee and hip OA cases by age group.

DISCUSSION

We developed and tested a two-step procedure for identifying
cases of symptomatic hip and knee OA in the general
population. Our results show that cases of symptomatic hip
and knee OA can be detected using a limited set of items
including a self-reported diagnosis of OA, symptoms and ACR
classification criteria.” ** We have successfully used the same
method to screen for rheumatoid arthritis and spondyloarthro-
pathies.” *

Screening instruments for knee or hip OA have performed
poorly, particularly when used in single-step procedures.” The
validity in the general population and in primary-care settings
of questionnaires based only on ACR clinical criteria has been
challenged.*** ACR criteria were not designed as epidemiolo-
gical tools, although they are often as such. Their usefulness
depends on the objective being pursued.” In epidemiological
studies of OA, clinical ACR criteria may underestimate disease
prevalence. They are as insensitive for use in community,
though specific, an opinion expressed by several authors. Their
performance seems linked to disease severity." * Furthermore,
restricting the definition of symptomatic radiographic OA to
subjects with current symptoms excludes those with radio-
graphic abnormalities but intermittent symptoms. The most
important feature may be persistent pain accompanied by
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Figure 2 Hip and knee osteoarthritis prevalences by age.

functional impairment during a defined period. The choice of
the time frame used to assess knee pain may affect the results of
prevalence estimates for symptomatic knee OA. The time frame
varied across studies (6 weeks,”® 1 month' *) and current knee
pain in other studies. We used a questionnaire on symptoms
over the past 4 weeks and previous diagnosis, according to a
two-step procedure with confirmation testing. This procedure
allowed us to detect hip and knee OA, while ruling out specific
inflammatory diseases and other non-articular causes of knee
and hip symptoms.

It has been shown that minor changes in item content can
modify prevalence estimates.” The wording of our question-
naire items has been widely used to estimate the prevalence of
symptomatic knee or hip OA." * * Knee pain was the single
feature most strongly associated with the presence of definite
radiological osteophytes in our study and in earlier work.”” Hip
pain, however, was not associated with osteophytes in our
study, possibly because many patients have difficult recognising
hip pain as such. We specified the main locations of hip pain
(groin or upper thigh), in keeping with earlier studies such as the
SOF (Study of Osteoporotic Fractures) and the NHANES 1."* *

Sensitivity of ACR clinical criteria for knee OA is 95% and
specificity is 69%. ACR criteria for hip OA are clinical,
biological and radiological; they have 89% sensitivity and 91%
specificity.” Knee pain in subjects older than 50 years is nearly
always caused by OA, whereas hip pain may reflect many other
conditions.

Ideally, a screening tool should be both sensitive, so that few
cases are missed (whether for clinical trials or healthcare
planning) and specific, so that few of the confirmation tests
are unnecessary. Our goal was to develop a screening procedure
that was suitable for large populations and did not require an
initial examination by a doctor. Sensitivity and specificity of our
screening questionnaire are satisfactory and better than those of
previously reported clinical questionnaires." **

Our study establishes that trained non-healthcare profes-
sionals can reliably administer our screening questionnaire. Of
309 subjects interviewed by rheumatologists, 306 had a positive
screen (96.2% for knee OA and 95.9% for hip OA). Thus,
rheumatologist screening could be omitted, which would
substantially reduce the cost of screening. To improve the
sensitivity of our questionnaire, we considered that a single
positive item was sufficient to classify a person as having a
positive screen. Of the 140 subjects with negative screens
administered by non-healthcare professionals, only 10 (7.1%)
had a positive rheumatologist-administered screen and of those
10 only 2 (2/140, 1.4%) had OA by confirmation testing. Other

1409


http://ard.bmj.com/
http://ard.bmj.com/
http://group.bmj.com/
http://group.bmj.com/

Downloaded from ard.bmj.com on December 24, 2013 - Published by group.bmj.com

Extended report

reports also found high concordance rates between trained
metrologists and rheumatologists.***

Our questionnaire had only eight items. Although a larger
number of items might improve performance, a brief ques-
tionnaire is more likely to be accepted by the interviewee.
Therefore, we discarded several of the items related to knee/hip
pain and activities that were used in major OA studies. The
excellent PPVs obtained with our questionnaire support this
decision.

A potential limitation of our approach to screening for
symptomatic OA is that, in addition to OA, several other
conditions may cause local or referred knee or hip pain.
Therefore, some of the subjects classified as having sympto-
matic OA in our study may in fact have had asymptomatic
radiographic OA and pain due to another condition. These false
positive cases would result in overestimation of the PPV of our
questionnaire. This limitation is shared by similar reported
studies. To limit its impact, we used an item about previous
diagnosis of OA and we performed physical examinations in
subjects who underwent radiographs. Another limitation of our
study is that 35% of subjects with a positive screen adminis-
tered by non-healthcare professionals failed to undergo the
rheumatologist interview. Up to 2 months elapsed between the
two screens in our study. Shortening this interval to 2 weeks
might reduce the attrition rate. However, our results strongly
suggest that the rheumatologist screen may be unnecessary.
Several subjects were lost to follow-up between screening and
confirmation steps with possible under- or overestimations of
OA prevalence rates linked to possible selection of patients with
knee/hip symptoms. But the statistical method used shows that
losses to follow-up patients are not different from others. The
absence of differences in sex and age between the two groups
reinforces this hypothesis.

Whereas many studies report raw prevalence estimates, we
computed corrected estimates that took into account the
performance of the screening procedure. Methodological and
age distribution differences complicate comparisons with earlier
works. However, our results for knee OA are similar to those
obtained in NHANES III'%; neither study included patellofe-
moral OA. Prevalence estimates vary depending on whether
Kellgren-Lawrence scores of 1 or 2 are included in the definition
of OA. A clear and preferably standardised definition of OA is a
prerequisite for comparisons of estimates across studies. To
limit potential difficulties in differentiating Kellgren-Lawrence
scores of 1 and 2 at the knee, radiographs should be read by
experienced doctors using a standardised procedure.

The use of a questionnaire alone to identify subjects with
knee OA for epidemiological surveys or clinical trials seems
unrealistic.”® A physical examination and radiographs are needed
for the definite diagnosis.

This pilot study shows that a two-step procedure is effective
and feasible for identifying cases of symptomatic knee or hip
OA. This approach is less costly than routine evaluations by a
doctor. Furthermore, our results provide the first prevalence
estimates for symptomatic hip and knee OA in two French
regions. Finally, it yields valuable information for estimating the
size of population-based samples needed to evaluate the
nationwide prevalence of hip and knee OA. It is the tool used
for the 3000 OA study which is currently taking place in France.
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a) Discussion

Une bonne connaissance épidémiologique de la pathologie est nécessaire pour une
meilleure compréhension de celle-ci. Elle est également indispensable pour mettre
en place des politiques de santé adaptées, ce qui est d’autant plus crucial dans
I'arthrose depuis qu’elle est devenue une priorité de santé publique en France. Ce
sont ces données épidémiologiques qui vont permettre d’étudier les facteurs de
risques de la maladie et donc permetire une meilleure connaissance de cette
derniere et une meilleure prise en charge. Notre étude s’est intéressée a la
population générale de deux départements francais que sont la Bretagne et les Alpes
maritimes. 8341 foyers ont été contactés par téléphone aprés tirage au sort sur les
listings de France Telecom, pour garantir la meilleure représentativité possible, un
deuxiéme tirage au sort a été effectué au sein méme du ménage. Parmi eux 1380
sujets agés de 45 a 80 ans ont répondu. Ainsi 479 ont été screenés positivement
dont 109 ont pu étre évalués. 55 présentaient une arthrose radiologique
symptomatique dont 35 pour le genou et 20 pour la hanche. La prévalence était de
7,6% (6,4%—8,8%) pour le genou et 5% (3,9%-6,1%) pour la hanche. Cette étude a
permis d’évaluer les propriétés intrinseques du questionnaire de détection. Ce
dernier présente une sensibilité de 87% (95% Cl 79% a 95%) et une spécificité de
92% (95% CIl 91% a 93%) pour la détection d’'une arthrose symptomatique de genou
et une sensibilité de 93% (95% CIl 86% a 100%) et une spécificité de 93% (95% CI
92% a 94%) pour la hanche.

Cette étude qui a apporté les premiers résultats de prévalence de l'arthrose
radiologique symptomatique en population générale frangaise a représenté I'étape
indispensable a la réalisation d’'une étude de prévalence nationale [51]. Elle a permis
de tester en population générale les questionnaires de détection ainsi qu’une
méthodologie déja employée et validée dans les rhumatismes inflammatoires [410].
L’étude de prévalence nationale a permis par la suite de constituer une cohorte
(KHOALA) de cas prévalents représentatifs de la population générale d’arthrose
symptomatique des membres inférieurs [52]. Il s’agit de la seule cohorte de cas
prévalents d’arthrose de hanche et de genou au niveau national et
international(centres participants : Amiens, Brest, Nancy, Nice, Paris, Toulouse). Elle

est actuellement a sa cinquiéme année de suivi. La cohorte KHOALA bénéficie de
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nombreux soutiens institutionnels dont la SFR, 'INSERM et le CHU de Nancy mais
aussi industriels. Son conseil scientifique est composé de : Coste J, Euller-Ziegler L,
Fardellone P, Fautrel B, Guillemin F, Mazieres B, Pouchot J, Saraux A, Rat AC, Roux
CH.

a) Hypothese de travail

De nombreuses méthodes d’imagerie sont a notre disposition dans l'arthrose du
genou (échographie, scanner, IRM et radiographie). Cependant la radiographie
conventionnelle est généralement considérée comme la méthode la plus appropriée
et la plus accessible pour le diagnostic de la gonarthrose [12 , 411]et pour évaluer la
progression de la destruction du cartilage par lintermédiaire de la mesure du

pincement articulaire.

Dans les différentes études publiées, la mesure de la progression de l'arthrose du
genou a généralement été réalisée sur des radiographies de genoux de face en
extension (clichés antéro-postérieurs)[412]. Les différentes études portant
notamment sur les chondroprotecteurs présentent des résultats hétérogenes, en
terme d’action sur la progression du pincement articulaire. Ceci étant probablement
lié a des différences dans les méthodes de lecture radiologique et dans les méthodes
de réalisation des radiographies (probleme de reproductibilité) malgré des tentatives
de standardisation des procédures. La mesure du pincement fémoro-tibial étant
dépendante de nombreuses variables dont le degré de flexion, de charge, la rotation
du genou et I'alignement du plateau tibial [25,413,414].

Une position radio-anatomique claire et reproductible est nécessaire pour pouvoir
évaluer le degré d’atteinte de l'articulation et pour pouvoir évaluer la progression du
pincement dans des études prospectives [414]. | a été montré que lorsque la
position anatomique était rigoureusement standardisée, I'épaisseur de l'interligne au
point le plus pincé restait le parametre le plus déterminant pour évaluer la
progression de l'arthrose [415]. Cependant, lorsque les radiographies sont réalisées
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en des sites différents et ce malgré une lecture centralisée une certaine
hétérogénéité apparait dans la qualité de la réalisation. Cela pose le probléme de

disposer d’'une technique permettant de limiter cette hétérogénéite.

Il a été montré que la réalisation de radiographies en flexion permettait de mieux
mettre en évidence les Iésions arthrosiques et notamment le pincement fémoro-tibial
[25].

Le Lyon Schuss, qui est une variante du Schuss traditionnel, semble pouvoir
apporter un gain en terme de reproductibilité pour la mesure du pincement articulaire
ainsi qu’une meilleure sensibilité au changement par rapport aux clichés en

extension [415].

L’hétérogénéité relative en termes de qualité et de possibilité d’interprétation et le
coUt des clichés en extension réalisés en pratique courante fait poser la question de

leur utilité notamment dans une étude de prévalence.

Le but de ce travail est de démontrer que la démarche qui consiste a réaliser une
radiographie du genou en Schuss n’est pas moins sensible pour détecter une
arthrose fémoro-tibiale que la réalisation de deux clichés conjoints (Schuss et cliché

en extension).
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a) Manuscrit 2 (en cours de finalisation)

Titre : Comparaison de la valeur diagnostique du cliché en Schuss seul versus
'association Schuss + Face en extension pour le diagnostic de la gonarthrose
fémoro-tibiale dans I'étude de prévalence précédent la cohorte Khoala.

Introduction:

Malgré le développement récent de nouvelles techniques d'imagerie les
radiographies restent l'outil de référence pour le diagnostic et le suivi d'une

gonarthrose.

L’association systématique pour I'exploration d’'une arthrose du genou d’un cliché de

face et d’un cliché avec degré de flexion constant reste le bilan de référence.

L’objectif de notre étude est de comparer I'apport diagnostique de I'association de

ces deux clichés par rapport au Schuss seul.

Matériel et méthodes :

Notre étude a porté sur les 3707 sujets 4gés de 40 a 75 ans qui ont participé a
I'étude de prévalence nationale ayant permis la constitution de la cohorte Khoala.
Pour obtenir une homogénéité de sévérité de la gonarthrose (stade 0 a 4), nous
avons inclus dans la présente étude les premiers participants quel que soit leur stade
de Kellgren et Lawrence (KL).

Une lecture anonymisée des clichés de Face en extension et de Schuss a été
réalisée par un rhumatologue expert (BM). L’analyse a porté sur la comparaison des
stades de KL (KL=2) pour chaque genou mais aussi sur la détection des ostéophytes
(par localisation Condyle Interne (Cl), Externe (CE), Plateau Tibial Interne (PTI) ou
Externe (PTE) classés de 0 a 3), pincement (de 0 a 4) et condensation osseuse (Cl,
CE, PTI, PTE).
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Le nombre de sujets nécessaires (300) a été calculé pour mettre en évidence une
différence de positivité des clichés de 0.05 pour une fréquence d’arthrose moyenne
de 30%, une corrélation (phi) entre les résultats des clichés égale a 0.80 avec une

puissance de 80 et un risque a de 5%.

Résultats:

Face en extension seul Schuss seul
(issu lecture simultanée)

stades KL GD GG GD GG
n (%) n(%) n(%) n (%)
0 142 (47) 158 (52) 96 (32) 98 (33)
1 69 (23) 78 (26) 101 (34) 123 (41)
2 52 (17) 32 (11) 42 (14) 32 (11)
3 30 (10) 28 (9) 38 (13) 28 (9)
4 8(3) 7(2) 22 (7) 18 (6)
Pincement
0 204 (69) 196 (65) 111 (37) 139 (46)
1 75 (25) 76 (25) 118 (40) 104 (35)
2 12 (4) 17 (6) 31 (10) 25 (8)
3 1(0.) 5(2) 18 (6) 15 (5)
4 5(2) 6(2) 20 (7) 18 (6)
Ostéophytes CI
0 271 (91) 266 (88) 212 (71) 222 (74)
5 22 (7) 23(8) 59 (20) 54 (18)
2 6(2) 12 (4) 28 (9) 24 (8)
3 0 0 0 1(0.)
Ostéophytes CE
0 279 (93) 279 (93) 229 (77) 242 (81)
1 18 (6) 18 (6) 52 (17) 45 (15)
2 3(1) 4(1) 17 (6) 12 (4)
3 0 0 1(0.) 1(0.)
Ostéophytes PTI
0 224 (75) 228 (76) 157 (53) 184 (61)
1 60 (20) 58 (19) 101 (34) 81 (27)
2 15 (5) 14 (5) 39 (13) 36 (12)
3 1(.0) 1(0.) 1(0.) 0
Ostéophytes PTE
0 248 (83) 252 (84) 194 (65) 217 (73)
ik 41 (14) 40 (13) 81 (27) 62 (21)
2 7(2) 9 (3) 22 (7) 19 (6)
3 2/(1) 9(3) 2(d) 1(0.)

Figure 1: Description des stades de KL, pincement, ostéophytes en fonction du type
de cliché et par genou.
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stades KL GD GG GD GG
% (n) %(n) %(n) % (n)

KL= 2 30 (90)| 22 (67) | 0.0001 | 34(102) | 26(78) | 0.001

Ostéophytes:
Cl 2(6) 4(12) | 0.0001 9 (28) 8(24) 0.03
CE 1(3) 1(4) 0.0006 6 (18) 4(11) 0.05
PTI 5(16) 5(14) 0.0001 13 (40) 12 (36) 0.0012
PTE 309 3(9) 0.005 8 (24) 6(19) 0.06

Pincement 6(18) | 9(27) | 0.0001 | 66 (22) 19 (56) | 0.0002

Figure 2: Comparaison des stades KL ainsi que du pincement, et des ostéophytes
entre les clichés de face en extension et les clichés en Schuss seuls. Résultats
portant sur les condensations osseuses non significatifs (NS) et non montrés.

Face en extension + Schuss Schuss (lecture 2 ans) p

KL GD GG GD GG

% (n) % (n) % (n) % (n)
KLz 2 34 (105) 27 (82) 25 (76) 19 (59) 0.0001
ostéophytes
Cl 12 (35) 11 (34) 11 (33) 12 (35) NS
CE 6 (18) 5(15) 8 (24) 6(17) NS
PTI 15 (46) 15.5 (47) 16 (49) 13 (40) NS
PTE 10 (31) 9 (28) 10 (31) 8 (23) NS
Pincement 23 (70) 24(71) 23 (71) 18 (55) NS

Figure 3: Comparaison entre clichés de face en extension associé au Schuss et le
Schuss seul pour ce qui est des stades de KL ainsi que du pincement et des
ostéophytes en fonction de leur localisation.

Discussion :

Pour la classification de KL nos résultats montrent une supériorité modeste de
l'association par rapport au cliché en Schuss seul. Il n'y a en revanche pas de
différences pour le pincement tout comme pour les ostéophytes qui sont un point clé
important du diagnostic de l'arthrose. La condensation est un élément de la
gonarthrose de moindre intérét pour le diagnostic. L'absence de différence pour les
ostéophytes met bien en évidence la problématique du KL notamment pour les
stades 1 et 2. L’association des deux clichés semble augmenter le nombre de stade
1 au détriment des stades 0. L’'obésité semble étre un facteur a prendre en compte

pour la lecture du Schuss, ce qui confirme les données de la littérature.
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Conclusion :

Notre étude ne montre pas de différence pour la détection d’ostéophytes et d’un
pincement fémoro tibial entre l'association cliché de face debout antéropostérieur et
Schuss par rapport au cliché en Schuss seul. Le Schuss en augmentant le nombre
des stades 0 aux dépens des stades 1 (dit incertains) est probablement un outil plus
spécifique. Au vu de ces résultats, pour la détection d’'une arthrose fémoro-tibiale, le
cliché en Schuss seul parait suffisant en pratique courante. Ce qui doit étre pris en
considération compte tenu du codt des clichés et de l'irradiation en résultant. Chez

les obéses, I'association de clichés de Face et en Schuss semble préférable.
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c) Discussion

La radiographie conventionnelle reste ancrée dans nos pratiques comme I'examen
de référence pour le diagnostic de la gonarthrose. L'IRM malgré ses plus grandes
sensibilité et spécificité notamment pour détecter des Iésions cartilagineuses ne peut
étre envisagée comme un examen de premiére intention compte tenu de son prix, de
son accessibilité difficile et de la complexité de son interprétation bien qu’elle
permette d’analyser les différents tissus constituant I'articulation. L’association
clichés de face en flexion (Schuss) et de face en extension reste le protocole de
référence pour le diagnostic de la gonarthrose. De nombreux rhumatologues, depuis
de nombreuses années avaient intégré dans leur pratique la réalisation d’'un Schuss
seul en lieu et place de l'association compte tenu du surcout de celle-ci et de son
irradiation plus importante,et aussi de I'impression d’un apport limité du cliché en
extension. Notre travail confirme effectivement que le Schuss seul pourrait étre
suffisant pour le diagnostic de gonarthrose en pratique courante, avec une possible
limitation chez I'obése. En revanche, pour les études cliniques, I'association devra
étre conseillée puisque le Schuss a plutét tendance a diminuer le nombre de KL
étiquetés stades 1 au profit des stades 0 et donc d’étre ainsi moins discriminant. A
une époque ou I'économie de la santé devient une préoccupation de premier plan,
l'intérét de ces résultats ne peut en étre que renforcé. Ce travail a fait I'objet de deux
présentations sous forme de poster lors du congrés de la Société Francaise de
Rhumatologie en décembre 2013.
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b) Hypothése de travail
De multiples tissus adultes contiennent des populations de cellules souches qui ont
la capacité de se régénérer apres des traumatismes, maladies ou tout simplement
sous l'effet de I'age. Ces cellules peuvent étre retrouvées dans des tissus qui servent
de réservoir. Par exemple, la moelle osseuse contient des cellules souches
mésenchymateuses multipotentes qui contribuent a la régénération de tissu
mésenchymateux tels que l'os, le cartilage, le muscle, le ligament, le tendon, le tissu
adipeux... [364-367]. Ces cellules souches mésenchymateuses (MSC, Mesenchymal
Stem Cells) constituent un outil de choix pour I'étude de I'engagement cellulaire vers
différents lignages notamment adipocytaires, ostéoblastiques mais aussi
chondrocytaires. Outre cet intérét, elles permettent aussi d’étudier l'effet de

traitements spécifiques.

Classiquement obtenues a partir de la moelle osseuse mais au prix de prélévements
douloureux pour les patients, avec l'obtention d’'un nombre limité de cellules a
chaque prélevement, elles présentent aussi une diminution de leur capacité
proliférative au fil du temps cependant sans apparition d’anomalies chromosomiques
[368].

Une alternative étudiée est celle de I'obtention de chondrocytes lors d’arthroscopies
sur cartilage sain. Elle comporte plusieurs difficultés. Celle de faire une arthroscopie
sur un genou normal, mais aussi la perte rapide des caractéristiques morphologiques

et biologiques des chondrocytes [416].

Ainsi, trouver d’autres sources de cellules souches facilement exploitables et

présentant des capacités de différenciation chondrogénique stable reste un important
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challenge d’autant que ces derniéres années ont vu fleurir des travaux portant sur

I'opportunité d’utiliser ces cellules dans la réparation de cartilage.

Le tissu adipeux est une source alternative d’obtention des MSC (lipoaspiration),
elles sont ainsi obtenues de facon moins invasive et en plus grande quantité que lors
des prélevements de moelle osseuse. Il a été montré que les MSC originaires du
tissu adipeux pouvaient se différencier en plusieurs types cellulaires dont le
chondrocyte et avaient des caractéristiques similaires a celles obtenues a partir de la
moelle osseuse [222, 369].

Le potentiel de ces cellules est trés attractif d’autant plus que le tissu adipeux est
abondant et la procédure d’obtention est peu invasive [417]. Cependant, leur durée
de vie limitée, le petit nombre de cellules obtenues apres prélevement et la faible
capacité de ces cellules a supporter les procédures de congélation- décongélation
limite leur utilisation. De plus, elles vont nécessiter pour obtenir une chondrogenése
satisfaisante I'adjonction de facteurs de croissance tels que TGFB, BMP ou encore
IGF [216].

Récemment, notre laboratoire a isolé a partir de tissu adipeux blanc obtenu par
exérése chirurgicale et provenant de nouveau-nés ou d’enfants 4gés de moins de 8
ans les cellules”’human Multipotent Adipose-Derived Stem” (hMADS) [366, 379 ]. Ces
cellules ont une haute capacité d'auto-renouvellement in vitro ainsi que la capacité
de se différencier en de nombreux types de cellules mésenchymateuses dont les
ostéoblastes, et les adipocytes [379 , 380]. De plus, elles ont la capacité de maintenir
leur propriété apres les procédures de congélation/décongélation [366, 379 ].

Dans cette étude, nous avons caractérisé le potentiel chondrogénique des cellules
hMADS en le comparant a celui des cellules mésenchymateuses originaires de la
moelle osseuse a travers I'étude de I'expression des marqueurs majeurs de la
chondrogenése. Pour montrer leur potentiel en tant qu’outil pharmacologique, nous

avons testé 'effet de I'lL-1 et de la nicotine sur la chondrogenése.
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ABSTRACT

Chondrogenesis has been widely investigated in vitro using bone marrow-derived mesenchymal stromal
cells (BM-MSCs) or primary chondrocytes. However, their use raises some issues partially circumvented
by the availability of Adipose tissue-derived MSCs. Herein; we characterized the chondrogenic potential
of human Multipotent Adipose-Derived Stem (hMADS) cells, and their potential use as pharmacological
tool. hMADS cells are able to synthesize matrix proteins including COMP, Aggrecan and type II Collagen.
Furthermore, hMADS cells express BMP receptors in a similar manner to BM-MSC, and BMP6 treatment of
differentiated cells prevents expression of the hypertrophic marker type X Collagen. We tested whether
IL-1B and nicotine could impact chondrocyte differentiation. As expected, IL-1B induced ADAMTS-4 gene
expression and modulated negatively chondrogenesis while these effects were reverted in the presence
of the IL-1 receptor antagonist. Nicotine, at concentrations similar to those observed in blood of smokers,
exhibited a dose dependent increase of Aggrecan expression, suggesting an unexpected protective effect
of the drug under these conditions. Therefore, hMADS cells represent a valuable tool for the analysis of

in vitro chondrocyte differentiation and to screen for potentially interesting pharmacological drugs.

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Increase of life span is accompanied by an increase of age-re-
lated diseases including osteoarthritis. It is the most common
cause of rheumatic complaints and is characterized by extensive
remodeling of subchondral bone and permanent destruction of
articular cartilage leading to joint pain [1]. Development of cellular
models is of great interest to decipher differentiation mechanisms
and to screen for drugs. Human mesenchymal stem cells (hMSCs),
originally isolated from bone marrow (BM-MSC), are multipotent
adult stem cells. They are able to differentiate into various cell
types, such as osteoblasts, adipocytes and chondrocytes, with the
ability to undergo extensive self-renewal in vitro [2].
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Even though the plasticity of adult stem cells is frequently
debated [3], spontaneous in vitro chondrogenic differentiation [4]
or differentiation in the presence of growth factors such as trans-
forming growth factor-p (TGFB), bone morphogenetic proteins
(BMPs) or insulin-like growth factor-1 (IGF-1) has been reported
[5]. Unfortunately, the use of BM-MSCs has some limitations asso-
ciated with patient discomfort and the pain of bone marrow
harvesting. Furthermore, the self-renewal capacity of BM-MSCs is
low and can only be passaged in vitro for a limited number of times
before senescence and growth arrest [6]. Alternatively, chondro-
cytes obtained arthroscopically from healthy articular cartilage
lose rapidly their morphological and biochemical characteristics
[7]. Therefore, finding other sources of easily accessible cells which
exhibit stable chondrogenic differentiation capacities represent an
important goal.

It has been shown that adipose tissue-derived stem cells (ATSC)
obtained from either lipoaspirate or lipectomy can differentiate
into various cells types, including chondrocytes [8]. The potential
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of using these cells is attractive as subcutaneous fat is abundant
and the procedure to obtain samples is minimally invasive for
the patients [9]. However, the limited life span (2-3 weeks), the
limited amount of cells obtained after isolation from individuals,
and the inability of the cells to withstand freezing/thawing, repre-
sent important drawbacks for a routine use. In addition, while
BM-MSCs produced BMP-2, 4 and 6 endogenously, ATSC showed
rarely expression of these BMPs and required the presence of exog-
enous BMPs for their differentiation [10].

Recently, human Multipotent Adipose-Derived Stem (hMADS)
cells have been isolated and characterized from adipose tissue of
young donors and can be maintained ex vivo using an original pro-
cedure [11-13]. hMADS cells display extensive self-renewal capac-
ity in vitro, exhibit a normal diploid karyotype and maintain the
capacity to undergo differentiation into many mesenchymal cell
types, including chondrocytes [12-14]. hMADS cells are able to
freezing/thawing procedure with no loss of multipotency proper-
ties [12-13].

In this study, we have characterized the chondrogenic potential
of hMADS cells compared to that of BM-MSCs based on the expres-
sion of various markers, i.e. Aggrecan, COMP, type [ and X Collagens
(Col I, Col X) as well as specific staining of the extracellular matrix.
Furthermore, as hMADS cells were responsive to drugs known to
affect cartilage degradation, i.e. IL-1B and nicotine, they represent
a valuable pharmacological tool for drug screening.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

Cell culture media, serum, buffers, and trypsin were purchased
from Lonza (Verviers, Belgium), other cell culture reagents were
from Sigma-Aldrich Chimie (Saint-Quentin Fallavier, France).
BMP6, IL-1B and TGF-B3 were purchased from Peprotech (France).

2.2. Cell culture

The establishment and characterization of the multipotency of
hMADS cells have been extensively described [13-14]. Briefly,
these cells, isolated from white adipose tissue removed from surgi-
cal scraps of infants undergoing surgery, did not enter senescence
while exhibiting a diploid karyotype, were non-transformed
though expressing significant telomerase activity, did not show
any chromosomal abnormalities after 140 population doublings,
and maintained their differentiation properties after 160-200 pop-
ulation doublings [13-14]. hMADS cells were able to withstand
freeze/thaw procedures and their differentiation could be directed
under different culture conditions into various lineages [12-13]. In
the experiments reported herein, hMADS cells established from
male infant were used between passages 15 and 30 corresponding
to 35-80 population doublings. hBM-MSC were purchased from
Cambrex (Paris, France) and used as recommended by the
manufacturer.

Cultures were performed either as mono-layer (2D) or as three
dimensional (3D) pellets. For 2D analysis, hBM-MSC or hMADS
cells were seeded, in 12 multi-well plates, at a density of 25 x 10> -
cells/cm? in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)/low glu-
cose (1.5 g/l), supplemented with 10% FCS, 15 mM HEPES, 2.5 ng/
ml hFGF-2, 60 pg/ml penicillin, and 50 pig/ml streptomycin defined
as growth medium. hFGF-2 was removed when cell reached
confluence. At day 2 post-confluence (designated day 0), cells were
induced to differentiate in the presence of DMEM/high glucose
(4.5 g/l) supplemented with 500 uM ascorbic acid, 10 pg/ml
insulin, 5.5 pg/ml transferrin, 5ng/ml selenium, 1 mM sodium
pyruvate, 40 pg/ml L-proline, 100 nM dexamethasone and 10 ng/

ml TGF-B3 (defined as differentiation medium). When indicated,
BMP6 was added at 10 ng/ml.

For 3D analysis, hMADS cells were seeded at 5 x 10° cells per
15-ml polypropylene tube and centrifuged 5 min at 1000 rpm.
The resulting cell pellet was maintained in growth medium for
3 days and chondrogenesis was induced in the differentiation med-
ium described above. The tube’s lid was left open to allow gas
exchange. The cells were then the treated or not with BMP6.

IL-1B, anti-IL1BR and nicotine were added at the indicated doses
for the indicated periods. The media were changed every 3 days
and analyzed at the indicated days.

2.3. Real-time reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR)

These procedures follow MIQE recommendations [15]. Total
RNA was extracted using TRI-Reagent kit (Euromedex, Souffelwe-
yersheim, France) according to the manufacturer’s instructions.
Quality control for purity and integrity of RNA were tested by UV
spectrophotometry on a NanoDrop 1000 device and by SYBR
Gold-stained agarose analysis (Invitrogen). Reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT) was conducted as described previ-
ously [16-17]. Primer sequences, designed using Primer Express
software (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France), are listed in
Supplementary Table 1 and were tested for their specificity, effi-
ciency, reproducibility and dynamic range. For quantitative PCR
(QPCR), final reaction volume was 10 pl using SYBR qPCR premix
Ex Taqll from Takara (Ozyme) and assays were run on a StepOne
Plus ABI real-time PCR machine (PerkinElmer Life and Analytical
Sciences, Boston). The expression of selected genes was normalized
to that of TATA-box binding protein (TBP) and 36B4 housekeeping
genes and quantified using the comparative-AC; method.

2.4. Histological analysis and immunohistochemistry

Cell pellets were fixed in phosphate buffered formaldehyde,
then dehydrated through a series of ethanol concentrations,
cleared with xylene, embedded in paraffin and 5 pum sections were
prepared. For histological examination, the sections were stained
using Haematoxylin-Erythrosine-Safran (HES) for morphology
analysis and alcyan blue for proteoglycan detection. Indirect
immunostaining assay was performed as described previously
[18] using rabbit anti-type Ilo Collagen antibodies (Millipore,
France).

2.5. Statistical analysis

Data are expressed as mean values + standard error of the mean
(sem) and are analyzed using the 2-tailed student’s t test. Differ-
ences were considered statistically significant at P < 0.05.

3. Results
3.1. Analysis of hBM-MSCs and hMADS cells chondrogenesis

Chondrogenic differentiation of hBM-MSCs and hMADS was
evaluated by qRT-PCR based on the expression of chondrogenic
markers including Aggrecan (ACAN), Cartilage oligomeric matrix
protein (COMP), alpha chain of type I Collagen (Col Ia1) and type
X Collagen (Col X).

Cell culture in mono-layer (2D) was performed in the presence
of growth factors that are known to induce the chondrogenic dif-
ferentiation such as TGF-B3 and BMP6. hMADS cells, as well as
hBM-MSC, expressed BMP and TGFp receptors, BMPR1A, BMPR2,
TGFBR1, 2 and 3 (data not shown). Chronic treatment between
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Fig. 1. Expression of molecular markers in differentiated hMADS and hBM-MSC cells: effect of BMP6. hMADS cells and hBM-MSC were seeded in mono layer (2D) culture in
multiwell plates and induced to differentiate into chondrocytes in the differentiation medium in the absence or presence of 10 ng/ml BMP6 for 21 days. RNA was analysed for
the expression of aggrecan (ACAN), Cartilage oligomeric matrix protein (COMP), type lal Collagen (Col a1) and type X Collagen (Col X) by quantitative RT-PCR. Results are
representative of three independent experiments performed on different series of cells. *P < 0.05 versus day non-treated cells.

days 0 and 14 with 10 ng/ml TGF-B3 in the absence or the presence
of 10 ng/ml BMP6, was performed in order to analyze its effect on
gene expression. The data showed no differences between hMADS
cells and hBM-MSC (Fig. 1). Indeed, TGF-B3 differentiated hMADS
and hBM-MSC cells expressed chondrogenic markers, and BMP6
treatment induced a significant increase of ACAN and COMP mRNA
levels in hMADS cells and to a lower extent in hBM-MSC (Fig. 1).
However, Col Ial and Col X mRNA levels were down regulated

(Fig. 1).

3.2. hMADS cells chondrogenesis in pellets (3D)

We subsequently analyzed whether hMADS cells were able to
differentiate into chondrocytes in a three-dimension assay. For
that purpose, hMADS cells were maintained in pellets as described
in the Material and Methods section for 21 days in the differentia-
tion medium supplemented with 10 ng/ml TGF-B3 and in the
absence or the presence of 10 ng/ml BMP6. As expected, differenti-
ated cells expressed chondrogenic markers (Fig. 2). Furthermore,
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BPM6 treatment induced a significant increase of ACAN and COMP
mRNA levels and a decrease in those of Col Ial and X (Fig. 2A).
To confirm the differentiation of hMADS cells to cartilage cell
morphology in response to TGF-p3 and BMP6, samples were eval-
uated using alcyan blue staining. Control pellets without TGF-B3
and BMP6 appeared very small in size and rather loose (Fig. 2Ba).
Treatment of hMADS cells with TGF-B3 alone (not shown) or
TGF-B3 and BMP6 resulted in mostly compact high density cul-
tures (Fig. 2Bb).hMADS cells cultured in the presence of TGF-p3
and BMP6 differentiated into cartilage cells that exhibited distinct
deep blue and orange staining representative of polysaccharides
and proteoglycans reflecting an improved quantity of synthesized
extracellular matrix. The presence of vacuoles confirmed the for-
mation of cartilage-like structures. Moreover, differentiated

hMADS cells did express type II Collagen as shown by specific
immunostaining (Fig. 2Bc).

In order to further characterize hMADS-derived chondro-
cytes, we investigated whether these cells were responsive to
well-known effectors of chondrogenesis, such as IL-1B and
nicotine.

Alcian Bleue
staining

Typell Collagen
immunostaining

Fig. 2. Analysis of the chondrogenic potential of hMADS cells in a 3D assay. (A) Chondrogenic differentiation of hMADS cells was performed in pellet (3D) culture as described
in Materials and Methods section in the absence or presence of 10 ng/ml BMP6. At day 21, RNA was analysed for the expression of ACAN, COMP, Col a1 and Col X by
quantitative RT-PCR. Results are representative of three independent experiments performed on different series of cells. *P < 0.05 versus day non-treated cells. (B) Histological
examination of the pellet sections with Haematoxylin-Erythrosine-Safran for morphology, Alcyan blue and safranine for proteoglycans (Ba). Indirect immunostaining assay

was performed using rabbit anti-type Ilo. Collagen antibodies (Bc).
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3.3. Effect of nicotine on chondrogenesis

A recent report has described a positive effect of nicotine on the
chondrogenic differentiation [19]. hMADS cells were induced to
differentiate into chondrocytes in 12 multi-well plates in the pres-
ence of 10 ng/ml TGF-B3 and 10 ng/ml BMP6 during 14 days. Cells
were treated with various amounts of nicotine during the whole
differentiation process and RNA was extracted and analyzed at
day 14. ACAN mRNA levels significantly increased in a dose depen-
dent manner to nicotine (Fig. 4) and a tendency to an increase in
those of COMP was observed. In parallel, Col Ia1 and Col X mRNA
levels were not affected or showed a slight trend to decrease at
25 ng/ml nicotine.

3.4. Effect of IL-1p on chondrogenesis gene expression

hMADS cells were induced to differentiate into chondrocytes in
12 multi-well plates in differentiation medium containing 10 ng/
ml TGF-B3 and 10 ng/ml BMP6 during 14 days. Cells were exposed
for the last two days (day 12 to day 14) to 10 ng/ml IL-1p. ACAN
and COMP mRNA levels were down regulated in presence of
IL-1B and this effect was reversed by the interleukin-1 receptor
antagonist, anakinra (Fig. 3). Col Ial and X mRNA levels were
regulated in a similar way but to a lower extent.

Interestingly, IL-1B treatment led to an up regulation of ADAM-
TS-4 mRNA levels which was reversed by the IL-1 receptor antag-
onist. An inverse situation was observed for ADAMTS-5 mRNA
levels, for which we observed a down regulation in presence of
IL-1B reversed by IL-1 receptor antagonist.

4. Discussion

The results reported herein clearly show that established
hMADS cells are able to differentiate into chondrocytes under
appropriate serum-free medium and in two and three dimension
conditions. Moreover, these cells possess properties similar to
those of commonly used human bone-marrow derived chondro-
cytes. Differentiated hMADS cells expressed cartilaginous matrix
containing collagenous and proteoglycans as demonstrated by
gene expression and histological and immune-staining analysis.

In vitro chondrocyte formation using hBM-MSCs has been
described; intensive investigations showed that the combination
of TGFB and BMP was the most appropriate condition for chondro-
genesis including MSCs from adipose tissues [10,20-22]. In our
study, the combination of TGF-B3 and BMP6 regulated the expres-
sion of chondrogenic genes in a similar way both in hMSCs and
hMADS.

Several reports have indicated that chondrocytes differentiated
from adipose-derived MSCs, embryonic stem cells and BM-MSC
show a higher capacity to express in vitro chondrogenic markers
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including Aggrecan (ACAN) than natural articular chondrocytes
[23-24]. In our study, ACAN expression appeared higher in hMADS
cells than in BM-MSCs.

A number of studies have clearly shown that MSCs undergoing
chondrogenic differentiation become hypertrophic chondrocytes
[25-27]. It has been shown that BMPs including BMP4 plays an
important role in maintaining a chondrogenic phenotype, both
by enhancing matrix production and suppressing the production
of type X Collagen (Col X) [28]. By stimulating matrix production,
BMPs impairs chondrocyte dedifferentiation and thus prevents
chondrocyte hypertrophy. In the present study, hypertrophic
markers such as Col X were down regulated in the presence of
BMP6 and TGF-B3 in both hMADS cells and hBM-MSCs. The down
regulation of Col X was more pronounced in hMADS cells than BM-
MSC in agreement with previous studies using MSCs derived from
adipose tissues [29]. Thus, with regard to the expression of chon-
drocytes markers, hMADS cells appear as a suitable model of
chondrogenesis.

IL-1 is a major pro-inflammatory cytokine involved in cartilage
and bone loss during the pathogenesis of arthritis. IL-1 inhibits the
cartilage-specific, type Il Collagen production and induces cartilage
ACAN degeneration by aggrecanases (ADAMTS). In this way, the
induction of ADAMTS-4 (or aggrecanase 1) gene expression and
the inhibition of ACAN and COMP expression by IL-1B observed
in hMADS cells are in agreement with previous studies [30], indi-
cating that differentiated hMADS is also a model of cartilage
degeneration. Of interest, in hMADS cells, ADAMTS-5 (aggrecanase
2) expression is regulated in an opposite way in response to IL1.
This result is in agreement with previous studies demonstrating
that, by contrast to the in vivo situation, ADAMST-5 is not regulated
in vitro by catabolic cytokines, including IL1, but seems to be con-
stitutively expressed [31].

Inhibition of the IL-1p pathway by a specific IL-1 receptor
antagonist is present endogenously in cartilage in physiological
condition, and is an already used strategy in clinic to prevent car-
tilage degradation during osteoarthritis pathogenesis [32-33]. One
of the classically used molecules in therapy is the recombinant
anakinra, an analog of the physiological human IL-1Ra [34]. Rever-
sion by anakinra of IL-1 effect in differentiated hMADS cells, dem-
onstrated clearly that these cells can be used in pharmacological
screening in order to found new anti-arthrosic compounds.

A more controversial situation is the association between smok-
ing and osteoarthritis, as some reports have suggested that
smoking protected against osteoarthristis [35] whereas others
have shown deleterious effects of smoking [36]. For instance a sig-
nificant positive effect of nicotine has been reported on the prolif-
eration of human articular chondrocytes with an up-regulation of
Collagen synthesis in vitro [19,37]. However, a toxic effect at higher
doses has also been reported [38]. Nicotine treatment of differenti-
ating hMADS cells led to a further induction of ACAN mRNA
expression with no effect on the other markers indicating that this
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Fig. 3. Effect of nicotine on gene expression in hMADS-derived chondrocytes. hMADS cells chondrogenic differentiation in mono layer culture in the differentiation medium
supplemented with 10 ng/ml BMP6 during 14 days in the presence of various amounts of nicotine. RNA was analysed for the expression of ACAN, COMP, Col a1l and Col X by
quantitative RT-PCR. Results are representative of two independent experiments performed on different series of cells. *P < 0.05 versus day non-treated cells.
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Fig. 4. Effect of IL-1B on gene expression in hMADS-derived chondrocytes. hMADS cells were induced to differentiate in differentiation medium containing 10 ng/ml BMP6
during 14 days. Cells were exposed for the last two days to 10 ng/ml IL-1p in the absence or presence of interleukin-1 receptor antagonist anakinra. RNA was analysed for the
expression of ACAN, COMP, Col a1, Col X, ADAMTS-4 and 5 by quantitative RT-PCR. Results are representative of two independent experiments performed on different series

of cells. *P < 0.05 versus day non-treated cells.

drug may promote a specific effect without affecting the whole
process of chondrogenesis. Even if a slight chondrogenic effect is
displayed by nicotine treated hMADS cells, these results are only
partially in agreement with the study of Ying et al [19]. Indeed,
in their study a positive effect was found on type II Collagen but
not on ACAN expression. Moreover, this nicotine characteristic is
in discordance with the fact that nicotine is a well-known inductor
of pro-inflammatory IL-1 and PGE2 pathway, 2 cartilage degrada-
tion pathways. It is possible that in vitro, a positive effect of nico-
tine was found due to the activation of pro-chondrogenic TGFB
pathway, as it is demonstrated in other models that nicotine is able
to induce further of these pathways [39].

We showed in this study that hMADS cells are able to differen-
tiate into chondrocytes in a two and three-dimension assay and to
express typical chondrocyte markers including cartilage specific
Collagen type II. Furthermore, hMADS cells respond to different
pharmacological stimuli affecting chondrocyte properties. There-
fore, due to their remarkable properties, i.e. displaying extensive
self-renewal capacity, exhibiting a normal diploid karyotype,
maintaining the capacity to undergo differentiation even after
extensive expansion and resisting to freezing/thawing procedure
with no loss of multipotent properties, hMADS cells represent a
valuable and reproducible tool for the analysis of in vitro chondro-
cyte differentiation and for the screening of potentially interesting
drugs.

Acknowledgments

This work was supported by CNRS, by Centre Hospitalier Uni-
versitaire de Nice and by the “Fondation pour la Recherche Médi-
cale” (grant DV020081013470).

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data associated with this article can be found, in
the online version, at http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2013.10.012.

References

[1] T. Neogi, The epidemiology and impact of pain in osteoarthritis, Osteoarthritis
Cartilage 21 (2013) 1145-1153.

[2] P. Bianco, X. Cao, P.S. Frenette, ]J.J. Mao, P.G. Robey, PJ. Simmons, C.Y. Wang,
The meaning, the sense and the significance. translating the science of
mesenchymal stem cells into medicine, Nat. Med. 19 (2013) 35-42.

[3] AJ. Wagers, I.L. Weissman, Plasticity of adult stem cells, Cell 116 (2004) 639-
648.

[4] D. Bosnakovski, M. Mizuno, G. Kim, T. Ishiguro, M. Okumura, T. Iwanaga, T.
Kadosawa, T. Fujinaga, Chondrogenic differentiation of bovine bone marrow
mesenchymal stem cells in pellet cultural system, Exp. Hematol. 32 (2004)
502-509.

[5] N. Indrawattana, G. Chen, M. Tadokoro, L.H. Shann, H. Ohgushi, T. Tateishi, ].
Tanaka, A. Bunyaratvej, Growth factor combination for chondrogenic induction
from human mesenchymal stem cell, Biochem. Biophys. Res. Commun. 320
(2004) 914-919.

[6] A.G. Via, A. Frizziero, F. Oliva, Biological properties of mesenchymal stem cells
from different sources, Muscles Ligaments Tendons J. 2 (2012) 154-162.

[7] M. Schnabel, S. Marlovits, G. Eckhoff, . Fichtel, L. Gotzen, V. Vecsei, ]. Schlegel,
Dedifferentiation-associated changes in morphology and gene expression in
primary human articular chondrocytes in cell culture, Osteoarthritis Cartilage
10 (2002) 62-70.

[8] J. Gimble, F. Guilak, Adipose-derived adult stem cells: isolation,
characterization, and differentiation potential, Cytotherapy 5 (2003) 362-369.

[9] P.C. Baer, H. Geiger, Adipose-derived mesenchymal stromal/stem cells: tissue
localization, characterization, and heterogeneity, Stem Cells Int. 2012 (2012)
812693.

[10] T. Hennig, H. Lorenz, A. Thiel, K. Goetzke, A. Dickhut, F. Geiger, W. Richter,
Reduced chondrogenic potential of adipose tissue derived stromal cells
correlates with an altered TGFbeta receptor and BMP profile and is
overcome by BMP-6, J. Cell. Physiol. 211 (2007) 682-691.

[11] A.M. Rodriguez, C. Elabd, E.Z. Amri, G. Ailhaud, C. Dani, The human adipose
tissue is a source of multipotent stem cells, Biochimie 87 (2005) 125-128.

[12] A.M. Rodriguez, C. Elabd, F. Delteil, J. Astier, C. Vernochet, P. Saint-Marc, ].
Guesnet, A. Guezennec, E.Z. Amri, C. Dani, G. Ailhaud, Adipocyte differentiation
of multipotent cells established from human adipose tissue, Biochem. Biophys.
Res. Commun. 315 (2004) 255-263.

[13] AM. Rodriguez, D. Pisani, C.A. Dechesne, C. Turc-Carel, ].Y. Kurzenne, B.
Wdziekonski, A. Villageois, C. Bagnis, J.P. Breittmayer, H. Groux, G. Ailhaud, C.
Dani, Transplantation of a multipotent cell population from human adipose
tissue induces dystrophin expression in the immunocompetent mdx mouse, J.
Exp. Med. 201 (2005) 1397-1405.

[14] L.E. Zaragosi, G. Ailhaud, C. Dani, Autocrine fibroblast growth factor 2 signaling
is critical for self-renewal of human multipotent adipose-derived stem cells,
Stem cells 24 (2006) 2412-2419.

[15] S.A. Bustin, V. Benes, J.A. Garson, ]. Hellemans, ]. Huggett, M. Kubista, R.
Mueller, T. Nolan, M.W. Pfaffl, G.L. Shipley, ]. Vandesompele, C.T. Wittwer, The
MIQE guidelines: minimum information for publication of quantitative real-
time PCR experiments, Clin. Chem. 55 (2009) 611-622.

[16] C. Elabd, C. Chiellini, M. Carmona, ]. Galitzky, O. Cochet, R. Petersen, L.
Penicaud, K. Kristiansen, A. Bouloumie, L. Casteilla, C. Dani, G. Ailhaud, E.Z.
Amri, Human multipotent adipose-derived stem cells differentiate into
functional brown adipocytes, Stem Cells 27 (2009) 2753-2760.

[17] D.F. Pisani, M. Djedaini, G.E. Beranger, C. Elabd, M. Scheideler, G. Ailhaud, E.Z.
Amri, Differentiation of human adipose-derived stem cells into “brite”
(brown-in-white) adipocytes, Front Endocrinol. (Lausanne) 2 (2011) 87.

[18] F. Burel-Vandenbos, M. Benchetrit, C. Miquel, D. Fontaine, R. Auvergne, C.
Lebrun-Frenay, N. Cardot-Leccia, J.F. Michiels, V. Paquis-Flucklinger, T. Virolle,
EGFR immunolabeling pattern may discriminate low-grade gliomas from
gliosis, J. Neurooncol. 102 (2011) 171-178.

[19] X.Ying, S. Cheng, Y. Shen, X. Cheng, F. An Rompis, W. Wang, Z. Lin, Q. Chen, W.
Zhang, D. Kou, L. Peng, X.Q. Tian, C.Z. Lu, Nicotine promotes proliferation and
collagen synthesis of chondrocytes isolated from normal human and
osteoarthritis patients, Mol. Cell. Biochem. 359 (2012) 263-269.

[20] B. Johnstone, T.M. Hering, A.l. Caplan, V.M. Goldberg, J.U. Yoo, In vitro
chondrogenesis of bone marrow-derived mesenchymal progenitor cells, Exp.
Cell Res. 238 (1998) 265-272.

[21] I. Sekiya, D.C. Colter, D.J. Prockop, BMP-6 enhances chondrogenesis in a
subpopulation of human marrow stromal cells, Biochem. Biophys. Res.
Commun. 284 (2001) 411-418.

[22] B.T. Estes, A.W. Wu, F. Guilak, Potent induction of chondrocytic differentiation
of human adipose-derived adult stem cells by bone morphogenetic protein 6,
Arthritis Rheum. 54 (2006) 1222-1232.


http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2013.10.012
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0005
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0005
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0010
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0010
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0010
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0015
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0015
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0020
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0020
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0020
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0020
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0025
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0025
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0025
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0025
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0030
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0030
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0035
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0035
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0035
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0035
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0040
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0040
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0045
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0045
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0045
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0050
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0050
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0050
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0050
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0055
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0055
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0060
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0060
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0060
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0060
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0065
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0065
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0065
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0065
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0065
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0070
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0070
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0070
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0075
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0075
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0075
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0075
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0080
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0080
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0080
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0080
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0085
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0085
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0085
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0090
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0090
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0090
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0090
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0095
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0095
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0095
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0095
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0100
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0100
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0100
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0105
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0105
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0105
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0110
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0110
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0110

C. Roux et al./Biochemical and Biophysical Research Communications 440 (2013) 786-791 791

[23] R. Seda Tigli, S. Ghosh, M.M. Laha, N.K. Shevde, L. Daheron, ]. Gimble, M.
Gumusderelioglu, D.L. Kaplan, Comparative chondrogenesis of human cell
sources in 3D scaffolds, J. Tissue Eng. Regen. Med. 3 (2009) 348-360.

[24] M.M. Ansar, E. Esfandiariy, M. Mardani, B. Hashemibeni, S.H. Zarkesh-Esfahani,
M. Hatef, A. Kabiri, A comparative study of aggrecan synthesis between natural
articular chondrocytes and differentiated chondrocytes from adipose derived
stem cells in 3D culture, Adv. Biomed. Res. 1 (2012) 24.

[25] R.S. Tuan, Stemming cartilage degeneration: adult mesenchymal stem cells as
a cell source for articular cartilage tissue engineering, Arthritis Rheum. 54
(2006) 3075-3078.

[26] AF. Steinert, S.C. Ghivizzani, A. Rethwilm, R.S. Tuan, C.H. Evans, U. Noth, Major
biological obstacles for persistent cell-based regeneration of articular
cartilage, Arthritis Res. Ther. 9 (2007) 213.

[27] K. Pelttari, A. Winter, E. Steck, K. Goetzke, T. Hennig, B.G. Ochs, T. Aigner, W.
Richter, Premature induction of hypertrophy during in vitro chondrogenesis of
human mesenchymal stem cells correlates with calcification and vascular
invasion after ectopic transplantation in SCID mice, Arthritis Rheum. 54 (2006)
3254-3266.

[28] A. Steinert, M. Weber, A. Dimmler, C. Julius, N. Schutze, U. Noth, H. Cramer, J.
Eulert, U. Zimmermann, C. Hendrich, Chondrogenic differentiation of
mesenchymal progenitor cells encapsulated in ultrahigh-viscosity alginate, J.
Orthop. Res. 21 (2003) 1090-1097.

[29] A.T. Mehlhorn, H. Schmal, S. Kaiser, G. Lepski, G. Finkenzeller, G.B. Stark, N.P.
Sudkamp, Mesenchymal stem cells maintain TGF-beta-mediated
chondrogenic phenotype in alginate bead culture, Tissue Eng. 12 (2006)
1393-1403.

[30] J. Sylvester, M. El Mabrouk, R. Ahmad, A. Chaudry, M. Zafarullah, Interleukin-1
induction of aggrecanase gene expression in human articular chondrocytes is

mediated by mitogen-activated protein kinases, Cell. Physiol. Biochem. 30
(2012) 563-574.

[31] AJ. Fosang, F.M. Rogerson, Identifying the human aggrecanase, Osteoarthritis
Cartilage 18 (2010) 1109-1116.

[32] W.P. Arend, C. Gabay, Physiologic role of interleukin-1 receptor antagonist,
Arthritis Res. 2 (2000) 245-248.

[33] C. Gabay, C. Lamacchia, G. Palmer, IL-1 pathways in inflammation and human
diseases, Nat. Rev. Rheumatol. 6 (2010) 232-241.

[34] R.M. Fleischmann, ]. Tesser, M.H. Schiff, J. Schechtman, G.R. Burmester, R.
Bennett, D. Modafferi, L. Zhou, D. Bell, B. Appleton, Safety of extended
treatment with anakinra in patients with rheumatoid arthritis, Ann. Rheum.
Dis. 65 (2006) 1006-1012.

[35] F.V. Wilder, BJ. Hall, J.P. Barrett, Smoking and osteoarthritis: is there an
association? the clearwater osteoarthritis study, Osteoarthritis Cartilage 11
(2003) 29-35.

[36] S. Amin, J. Niu, A. Guermazi, M. Grigoryan, D.J. Hunter, M. Clancy, M.P.
LaValley, H.K. Genant, D.T. Felson, Cigarette smoking and the risk for cartilage
loss and knee pain in men with knee osteoarthritis, Ann. Rheum. Dis. 66 (2007)
18-22.

[37] L. Gullahorn, L. Lippiello, R. Karpman, Smoking and osteoarthritis: differential
effect of nicotine on human chondrocyte glycosaminoglycan and collagen
synthesis, Osteoarthritis Cartilage 13 (2005) 942-943.

[38] K.S. Kim, S.T. Yoon, J.S. Park, J. Li, M.S. Park, W.C. Hutton, Inhibition of
proteoglycan and type II collagen synthesis of disc nucleus cells by nicotine, J.
Neurosurg. 99 (2003) 291-297.

[39] K. Jensen, D. Nizamutdinov, M. Guerrier, S. Afroze, D. Dostal, S. Glaser, General
mechanisms of nicotine-induced fibrogenesis, Faseb J. 26 (2012) 4778-4787.


http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0115
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0115
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0115
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0120
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0120
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0120
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0120
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0125
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0125
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0125
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0130
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0130
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0130
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0135
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0135
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0135
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0135
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0135
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0140
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0140
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0140
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0140
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0145
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0145
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0145
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0145
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0150
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0150
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0150
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0150
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0155
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0155
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0160
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0160
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0165
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0165
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0170
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0170
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0170
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0170
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0175
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0175
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0175
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0180
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0180
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0180
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0180
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0185
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0185
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0185
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0190
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0190
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0190
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0195
http://refhub.elsevier.com/S0006-291X(13)01672-0/h0195

c) Discussion
Nos résultats mettent en évidence la capacité des cellules hMADS a se différencier
en chondrocytes en présence de facteurs de croissance a la fois dans des modéles
de culture en deux et trois dimensions. Elles expriment une matrice cartilagineuse
contenant du collagene et des protéoglycanes comme cela a été démontré avec
I'étude de I'expression des principaux génes de la chondrogenése ainsi qu’avec les
études histologiques et immunohistologiques. Il est intéressant de noter que nos
cellules présentent des caractéristiques chondrogéniques similaires aux MSC

originaires de la moelle osseuse.

Il est bien connu que la chondrogenése issue de MSC, qu’elles soient originaires de
la moelle osseuse ou encore du tissu adipeux entraine le développement de
chondrocytes hypertrophiques [418,419]. Le rOGle des BMPs pour le maintien du
phénotype chondrogénique est important et a déja été décrit, ellesstimulent la
formation de la matrice et diminuent la formation de collagéne de type X qui est un
marqueur de I'hypertrophie chondrocytaire [420]. Dans notre étude, I'expression du
collagene de type X est diminué en présence de facteurs de croissance tels que
TGF-B3 et BMP6 que ce soit avec les MSC originaires de la moelle osseuse ou
encore avec les hMADS mais de fagon encore plus marquée avec ces derniéres, ce
qui renforce la validité de notre modele puisque cette propriété a déja été décrite
avec les MSC originaires du tissu adipeux [421].

Pour compléter la validation de notre modéle de chondrogenése et montrer que ces
cellules pouvaient aussi représenter un outil pharmacologique intéressant, nous
avons testé I'effet de I'lL-1 et de son antagoniste sur I'expression des génes. L’IL-1
est une cytokine pro-inflammatoire dont le réle délétére dans I'arthrose est connu
depuis de nombreuses années. Elle inhibe la production de collagéne de type 2 et
induit la dégradation de I'aggrécane a travers la stimulation d’une aggrécanase

(ADAMTS 4)[422]. C’est ce que nous retrouvons dans notre étude.

Pour confirmer leur capacité pharmacologique, nous avons étudié l'effet de la
nicotine sur la chondrogenése de nos cellules. L’effet du tabac reste encore trés
débattu dans I'arthrose que ce soit en clinique ou in vitro, domaine dans lequel on ne

dispose que de peu d’études. Nous retrouvons un effet positif sur la production
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d’aggrécane mais pas sur les autres marqueurs de la chondrogenése a une dose
équivalente a celle d’'un paquet par jour chez un fumeur. Ce qui pourrait peut-étre

traduire un effet spécifique de la nicotine et expliquer 'hnétérogénéité de la littérature.

Nos résultats ne sont que partiellement en adéquation avec ceux de I'équipe de Ying
qui retrouvait un effet positif de la nicotine sur la synthése du collagénede type 2

mais pas sur 'aggrécane [423].

En fait, 'action de la nicotine sur le cartilage est probablement plus complexe. Elle
est certes connue pour avoir un effet pro-inflammatoire par stimulation des voies des
IL-1 et PGE2 qui sont deux voies bien connues dans la dégradation cartilagineuse
mais elle aurait aussi une action de stimulation sur la synthése de TGF 3 ainsi que
de son récepteur TGF BRII [424].

Nous avons démontré la capacité de nos cellules a obtenir, sous la stimulation de
facteurs de croissance classiquement utilisés dans la chondrogenese in vitro, une
chondrogenése similaire a celle obtenue avec des MSC originaires de la moelle
osseuse. L’'ensemble de ces observations montrent que les cellules hMADS
représentent un puissant outil reproductible de I'étude de la différenciation
chondrogénique et potentiellement intéressant pour la réalisation de tests
pharmacologiques dans le domaine de l'arthrose.
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a) Hypothese de travail

Les populations occidentales sont agées. Le vieillissement est associé a des
modifications immunologiques, hormonales, métaboliques, et a des changements
pour la masse maigre, et la densité minérale osseuse qui s’accompagnent d’'une

augmentation de la masse grasse.

Différentes pathologies rhumatologiques augmentent en fréquence avec I'age. C’est
le cas de larthrose et aussi de l'ostéoporose. L’arthrose qui est la pathologie
musculo-squelettique la plus fréquente est considérée comme une priorité de santé
publique de par ses conséquences en terme de dégradation de la santé percue et
aussi en raison de son cout direct et indirect. Le vieillissement attendu de nos
populations ne pourra que renforcer cette situation. Sa physiopathologie reste
largement méconnue malgré des progrés récents et malgré une prise en charge bien

codifiée, on ne dispose pas de véritable traitement curatif.

Depuis de nombreuses années, un éventuel lien entre ostéoporose et arthrose est
discuté. Il s’agit en effet de deux pathologies liées a 'age mais aussi a des facteurs
génétiques et environnementaux pouvant étre communs, notamment le déficit en
cestrogénes [425,426], et faisant intervenir des cellules: ostéoblastes et
chondrocytes qui dérivent d’'un progéniteur commun qui est la cellule souche

mésenchymateuse [427-430].

L'ocytocine est une hormone exprimée dans un grand nombre de cellules dont les
ostéoblastes et les adipocytes [6]. Son role dans l'ostéoporose a été démontré [7]. A

ce jour aucune donnée sur son éventuel réle dans I'arthrose n’a été publiée.

Du fait de ces différents éléments et de ce que les chondrocytes et les ostéoblastes
possédent un précurseur commun, nous avons testés l'effet de I'ocytocine sur la

chondrogeneése.
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Abstract

Osteoarthritis is a highly debilitating chronic whole joint disease affecting mainly the
aging population. This affection represents tremendous burdens for public health
care systems. The exact pathogenesis has yet to be elucidated. Osteoarthritis is
generally considered to have a complicated framework including genetic, hormonal,
metabolic and biomechanical factors. The contemporary paradigm of osteoarthritis
considers involvement of all joint tissues. Oxytocin, which belongs to the pituitary
hormone family, is involved in several central and peripheral functions. It has been
shown, that oxytocin acts on muscle and subchondral bone which are important
structures in osteoarthritis physiopathology. The question remains about the third
important tissue of the joint: the cartilage. We show herien an oxytocin action on the
chondrocyte, the unique cell type in mature cartilage. Oxytocin induces a significant
increase of aggrecan, COMP, Sox9 and Col X mRNA levels in human multipotent
adipose-derived stem cells (hMADS) and to a lesser extent in human bone marrow
stem cell hBM-MSC. However, the expression of the fibrous tissue marker type |
collagen was down regulated by oxytocin treatment. Interestingly, oxytocin treatment
attenuates the negative effect of IL-13 on ADAMTS-4 mRNA level which is
responsible for aggrecan degradation. Taken together, these results indicate that
oxytocin represents a positive modulator of chondrocyte formation and holds promise

as a potential therapy for osteoarthritis.



Introduction

Osteoarthritis (OA), the most common form of over 100 types of arthritis, is a
highly debilitating chronic disease affecting mainly the aging population. This
affection represents tremendous burdens for public health care system. OA is
characterized by cartilage erosion, development of osteophytes, changes in the
subchondral bone and synovial fluid, and the involvement of a variety of
inflammatory components [1]. The exact pathogenesis has yet to be elucidated. OA
is generally considered to have a complicated framework that includes genetic,
hormonal, metabolic and biomechanical factors. Specific risk factors such as age,
gender, race, trauma, obesity, genetic factors, estrogens deficiency, nutritional
deficiencies ... have been identified [2-6]. Human life expectancy has increased
continuously in industrialized countries leading to disorders commonly considered as
being age-related, such as osteoarthritis, osteoporosis, atherosclerosis and
neurodegenerative diseases. Currently, treatment of OA has been primarily
restricted to analgesics which have limited efficacy and side-effects. Development of
new therapies would be of great interest in terms of public health and may lead to
reduction of the costs of medical treatment of bone and cartilage diseases.

The chondrocyte, the unique cell type in mature cartilage, maintains a stable
equilibrium between the synthesis and the degradation of matrix components.
During aging and related disorders, such as Rheumatoid arthritis (RA) which causes
progressive destruction of articular and osteoarthritis, this equilibrium is disrupted,
and the rate of loss of collagens and proteoglycans from the matrix exceeds the rate
of deposition of newly synthesized molecules. The cartilage destruction in

osteoarthritis is believed to be chondrocyte mediated in response to biomechanical



insult, which may occur directly or indirectly through the production of cytokines and
cartilage matrix-degrading proteinases in cartilage and other joint tissues [7-8].

In a previous work, we showed that oxytocin (OT) inhibited adipocyte and stimulated
osteoblast differentiation. Plasma OT levels were lower in ovariectomized (OVX)
mice and rats compared to sham-operated controls and OT plasma levels were
significantly lower in postmenopausal women who developed osteoporosis than in
their healthy counterparts [9]. Daily subcutaneous OT injection for 8 weeks
prevented bone loss in OVX mice by enhancing bone microarchitecture and
biomechanical strength and reduced marrow adiposity. These findings have been
confirmed by Tamma et al. who demonstrated that OT and OT-receptor knock-out
mice develop osteoporosis [10].

As chondrocytes and osteoblasts display a common progenitor, we have tested
whether OT affects chondrogenesis. For this purpose,we used human multipotent
adipose-derived stem (hMADS) cells which exhibit both a normal karyotype and high
self-renewal ability, are able to differentiate into various lineages, including
adipocytes, osteoblasts and chondrocytes, and can also, support in vivo
regenerative processes [9,11-15]. Herein, we show that OT enhances chondrocyte
differentiation of hMADS cells as well as of bone-marrow derived mesenchymal

stromal cells. These effects allowed an increase in the extracellular matrix formation.

Materials and methods
Reagents
Cell culture media, serum, buffers, and trypsin were purchased from Lonza (Verviers,

Belgium), other cell culture reagents were from Sigma-Aldrich Chimie (Saint-Quentin



Fallavier, France). BMP6, IL-1B and TGF-B3 were purchased from Peprotech
(France).

Cell culture

The establishment and characterization of the multipotency of hMADS cells have
been extensively described [12-13]. Briefly, these cells, isolated from white adipose
tissue removed from surgical scraps of infants undergoing surgery, did not enter
senescence while exhibiting a diploid karyotype, were non-transformed though
expressing significant telomerase activity, did not show any chromosomal
abnormalities after 140 population doublings, and maintained their differentiation
properties after 160—200 population doublings [12-13]. In the experiments reported
herein, hMADS cells established from male infant were used between passages 15
and 30 corresponding to 35 to 80 population doublings. hBM-MSC were purchased
from Cambrex (Paris, France) and used as recommended by the manufacturer.
Cultures were performed either as mono-layer (2D) or as three dimensional (3D)
pellets. For 2D analysis, hBM-MSC or hMADS cells were seeded, in 12 multi-well
plates, at a density of 25 x 10° cells/cm? in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM)/Low glucose (1.5 g/l), supplemented with 10% FCS, 15 mM HEPES, 2.5
ng/ml hFGF-2, 60 ug/ml penicillin, and 50 pg/ml streptomycin defined as growth
medium. hFGF-2 was removed when cell reached confluence. At day 2 post-
confluence (designated day 0), cells were induced to differentiate in the presence of
DMEM/High glucose (4.5 g/l) supplemented with 500 uM Ascorbic acid, 10 pug/ml
insulin, 5.5 pg/ml Transferrin, 5 ng/ml Selenium, 1 mM Sodium Pyruvate, 40 ug/ml L-
Proline, 100 nM dexamethasone, 10 ng/ml BMP6 and 10 ng/ml TGF-B3 (defined as

differentiation medium).



For 3D analysis, hMADS cells were seeded at 5 x 10° cells per 15-ml polypropylene
tube and centrifuged 5 minutes at 1000 rpm. The resulting cell pellet was maintained
in growth medium for 3 days and chondrogenesis was induced in the differentiation
medium described above. The tube’s lid was left open to allow gas exchange. The
media were changed every 3 days and analyzed at the indicated days.

Oxytocin (30 nM) was added each day during the differentiation process. IL-1p was
added at the indicated doses at day 14 and gene expression was analyzed 24 hours

later.

Real-Time Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

These procedures follow MIQE recommendations [16]. Total RNA was extracted
using TRI-Reagent kit (Euromedex, Souffelweyersheim, France) according to the
manufacturer’s instructions. Quality control for purity and integrity of RNA were tested
by UV spectrophotometry on a NanoDrop 1000 device and by SYBR Gold-stained
agarose analysis (Invitrogen). Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT)
was conducted as described previously [17-18]. Primer sequences, designed using
Primer Express software (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France), are listed in
Supplementary Table 1 and were tested for their specificity, efficiency, reproducibility
and dynamic range. For quantitative PCR (QPCR), final reaction volume was 10 pl
using SYBR gqPCR premix Ex Taqll from Takara (Ozyme) and assays were run on a
StepOne Plus ABI real-time PCR machine (PerkinElmer Life and Analytical Sciences,
Boston). The expression of selected genes was normalized to that of TATA-box
binding protein (TBP) and 36B4 housekeeping genes and quantified using the

comparative-ACt method.



Histological analysis and Immunohistochemistry

Cell pellets were fixed in Phosphate Buffered Formaldehyde, then dehydrated
through a series of ethanol concentrations, cleared with Xylene, embedded in
paraffin and 5 ym sections were prepared. For histological examination, the sections
were stained using Haematoxylin-Erythrosine-Safran (HES) for morphology analysis
and Alcyan Blue for proteoglycan detection. Indirect immunostaining assay was
performed as described previously [19] using rabbit anti-type lla collagen antibodies
(Millipore, France).

Toluidine staining: The metachromatic dyes are often used to help histochemically
characterize glycoaminoglycans and other non-neutral polysaccharides. The cells in
monolayers were rinsed three times with PBS times and fixed with 4%
paraformaldehyde for 30 min at room temperature. The fixed cells were rinsed for 10
min with running tap water and for 5 min with distilled water. Then, the fixed cells
were incubated with toluidine blue solution for 10 min at room temperature and

washed with distilled water.

Statistical analysis
Data are expressed as mean values * standard error of the mean (sem) and are
analyzed using the 2-tailed Student’s ¢ test. Differences were considered statistically

significant at p < 0.05.



Results:
Analysis of h(MADS cells chondrogenesis in presence of oxytocin

We showed previously that hMADS cells did express OT receptors. hMADS cells
were induced, at day 0, to differentiate into chondrocytes in the differentiation
medium in the absence or presence of 30 nM OT or 300 nM carbetocin, a stable
oxytocin analogue. The cell morphology was observed throughout the entire culture
interval using toluidine blue staining revealing glycoprotein secretion around the cell
and in the cytoplasm. As shown in figure 1, OT and carbetocin induced an increase in
the glycoaminoglycans in the extracellular environment indicating the formation of a
cartilage matrix at days 10 and 20 suggesting that activation of OT pathway indeed

enhanced chodrogenesis.

Effects of OT on gene expression of h(MADS cells and BM-MSC

Chondrogenic differentiation of hMADS cells and hBM-MSCs was evaluated by qRT-
PCR based on the expression of chondrogenic gene markers including Aggrecan
(ACAN), Cartilage oligomeric matrix protein (COMP, alpha chain of type | Collagen
(Col 1a1), type X Collagen (Col X) and Sox9.

Cell culture in mono-layer (2D) was performed in the presence of differentiation
medium supplemented or not with 30 nM OT. Differentiated hMADS cells and hBM-
MSC expressed chondrogenic markers and OT treatment exerted similar effects in
both cell types (Figure 2A and B). Indeed, OT induced a significant increase of
ACAN, COMP, Sox9 and Col X mRNA levels in hMADS cells and to a lesser extent
in hBM-MSC. However, the expression of the fibrous tissue marker type | collagen

(Col 1) was down regulated by OT treatment (Figure 2).



Effects of OT on hMADS cells chondrogenesis in pellets

We used a cell pellet culture model which requires a high cell density to create
compact cell-cell contacts mimicking the cellular condensation process occurring in
vivo. For that purpose, hMADS cells were maintained in pellets [15] as described in
the Material and Methods section for 21 days in the differentiation medium in the
absence or the presence of 30 nM OT. As expected, differentiated cells expressed
chondrogenic markers (Figure 3A). Furthermore, OT treatment induced a significant
increase of ACAN and Col X mRNA expression, a tendency to increased COMP
MRNA levels and no variations in Col la1mRNA levels (Figure 3A).

Next, to further evaluate the chondrogenic potential of OT, we performed
inmunocytochemistry assays on cells differentiated in pellets for 21 days. Specific
immunostaining showed that hMADS cells cultured in the presence of OT exhibited
an improvement of distinct yellow staining representative of Sox9 and Col Il (Figure
3B), in comparison with hMADS without OT, clearly demonstrating an increase in the
expression of Sox9 and type Il collagen which develops a dense filamentous matrix
network deposited over the cells. To confirm the action of OT on the differentiation of
hMADS cells, samples were evaluated using Alcyan Blue, safranin and toluidine
staini. Control pellets without OT appeared very small in size and rather loose.
Treatment of hMADS cells with OT resulted in mostly compact high density cultures
(data not showed).

Altogether, these results suggested that OT enhanced hMADS cells chondrogenesis.

Effect of IL-1B8 on chondrogenesis gene expression in the presence of OT
As IL-1 is a major pro-inflammatory cytokine involved in cartilage and bone loss, we

aimed to test whether OT was able to reverse the effects of IL1. For this purpose,

9



hMADS cells were induced to differentiate into chondrocytes in 12 multi-well plates in
differentiation medium during 14 days and exposed for the last day (day 14 to day
15) to 10 ng/ml IL-13. ACAN and COMP mRNA levels were down regulated in
presence of IL-1B and (Figure 4). Col X mRNA levels was regulated in an opposite
way. In presence of OT, ACAN down regulation was increased and improvement of
Col X amplified.

IL-1B treatment led, as expected, to an up regulation of ADAMTS-4 mRNA levels.

Interestingly, presence of OT attenuates this up regulation (Figure 4).

Discussion

The results reported herein show that OT exerted a positive effect on chondrogenesis
of two independent cell models in a 2- as well as a 3-dimentionel culture system. Of
note, hMADS cells, as well as hBM-MSC, expressed OT and BMP receptors
(BMPR1A, BMPR1B, BMPR2) with an increase of BMPR13, BMPR2 and OTR in
presence of OT. OT seems to a play a role antagonizing the deletrious effects IL-183.
In our previous work, we showed that OT inhibited adipocyte and stimulated
osteoblast differentiation and that subcutaneous OT administration reversed bone
loss in ovariectomized mice, an animal mimicking menopause, by enhancing bone
microarchitecture and biomechanical strength and reducing marrow adiposity [9].

OT belongs to the pituitary hormone family and regulates the function of peripheral
target organs. Furthermore, OT modulates a wide range of behaviors, such as social

recognition, love, and fear [20-24].
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Furthermore, several observations link osteoporosis with osteoarthritis: i) both
diseases are affected by genetic and environmental factors, or the interaction
between them, ii) normal aging is associated with both a high incidence of
osteoporosis and osteoarthritis; more precisely, it appears that estrogen deficiency
plays an important role in the pathophysiology of both diseases [25-26], and iii)
osteoblasts and chondrocytes derive from a common progenitor, the mesenchymal
stem cell [27-30].

Adult articular cartilage is composed of relatively small number of chondrocytes (2—
5% per volume) interspersed within a unique matrix composed of type Il and other
collagens, a proteoglycan called aggrecan, and hyaluronic acid. Articular cartilage is
avascular and hypoxic, and thus articular chondrocytes display a low rate of
turnover. During the OA process, activation of catabolic enzymes including matrix
metalloproteinases (MMPs) and aggrecanases leads to softening of the articular
cartilage. A low-grade inflammatory response ensues, characterized by the
cytokines TNFa and interleukin-1, which likely further drives expression of catabolic
enzymes such as ADAMTS-4 [31-32]. With respect to these observations, we found
that OT was able to attenuate the effects of IL-13 as shown by the reduction in the
levels of ADAMTS-4 mRNA levels. It is tempting to postulate that OT exerts its
effects on the modulation of chondrogenesis, at least in part, through the reversion
of the deleterious effects of IL-138 and normalization of the inflammatory process.
Further analysis is required to shed some light on the mechanisms involved in these
positive effects of OT. Moreover, analysis of the effects of OT in vivo, using animal
models such as rat anterior cruciate ligament transaction or mono-iodo-acetate

treatment are important to show its potential therapeutic against osteoarthritis.

11



Acknowledgments
This work was supported by CNRS, by Centre Hospitalier Universitaire de Nice and

by the “Fondation pour la Recherche Médicale” (grant DVO20081013470).

12



References

[1] J.A. Buckwalter, C. Saltzman, T. Brown, The impact of osteoarthritis: implications
for research, Clin Orthop Relat Res (2004) S6-15.

[2] R.J. Goekoop, M. Kloppenburg, H.M. Kroon, L.E. Dirkse, T.W. Huizinga, R.G.
Westendorp, J. Gussekloo, Determinants of absence of osteoarthritis in old
age, Scand J Rheumatol 40 (2011) 68-73.

[3] L. Sharma, D. Kapoor, S. Issa, Epidemiology of osteoarthritis: an update, Curr
Opin Rheumatol 18 (2006) 147-156.

[4] D.T. Felson, J. Goggins, J. Niu, Y. Zhang, D.J. Hunter, The effect of body weight
on progression of knee osteoarthritis is dependent on alignment, Arthritis
Rheum 50 (2004) 3904-3909.

[5] D.T. Felson, C.E. Chaisson, Understanding the relationship between body weight
and osteoarthritis, Baillieres Clin Rheumatol 11 (1997) 671-681.

[6] J.J. Anderson, D.T. Felson, Factors associated with osteoarthritis of the knee in
the first national Health and Nutrition Examination Survey (HANES I).
Evidence for an association with overweight, race, and physical demands of
work, Am J Epidemiol 128 (1988) 179-189.

[71 C. Vinatier, D. Mrugala, C. Jorgensen, J. Guicheux, D. Noel, Cartilage
engineering: a crucial combination of cells, biomaterials and biofactors, Trends
Biotechnol 27 (2009) 307-314.

[8] D. Mrugala, N. Dossat, J. Ringe, B. Delorme, A. Coffy, C. Bony, P. Charbord, T.
Haupl, J.P. Daures, D. Noel, C. Jorgensen, Gene expression profile of
multipotent mesenchymal stromal cells: Identification of pathways common to
TGFbeta3/BMP2-induced chondrogenesis, Cloning Stem Cells 11 (2009) 61-
76.

[9] C. Elabd, A. Basillais, H. Beaupied, V. Breuil, N. Wagner, M. Scheideler, L.E.
Zaragosi, F. Massiera, E. Lemichez, Z. Trajanoski, G. Carle, L. Euller-Ziegler,
G. Ailhaud, C.L. Benhamou, C. Dani, E.Z. Amri, Oxytocin controls
differentiation of human mesenchymal stem cells and reverses osteoporosis,
Stem Cells 26 (2008) 2399-2407.

[10] R. Tamma, G. Colaianni, L.L. Zhu, A. DiBenedetto, G. Greco, G. Montemurro, N.
Patano, M. Strippoli, R. Vergari, L. Mancini, S. Colucci, M. Grano, R. Faccio,
X. Liu, J. Li, S. Usmani, M. Bachar, |. Bab, K. Nishimori, L.J. Young, C.

13



Buettner, J. Igbal, L. Sun, M. Zaidi, A. Zallone, Oxytocin is an anabolic bone
hormone, Proc Natl Acad Sci U S A 106 (2009) 7149-7154.

[11] A.M. Rodriguez, C. Elabd, E.Z. Amri, G. Ailhaud, C. Dani, The human adipose
tissue is a source of multipotent stem cells, Biochimie 87 (2005) 125-128.

[12] A.M. Rodriguez, D. Pisani, C.A. Dechesne, C. Turc-Carel, J.Y. Kurzenne, B.
Wdziekonski, A. Villageois, C. Bagnis, J.P. Breittmayer, H. Groux, G. Ailhaud,
C. Dani, Transplantation of a multipotent cell population from human adipose
tissue induces dystrophin expression in the immunocompetent mdx mouse, J
Exp Med 201 (2005) 1397-1405.

[13] L.E. Zaragosi, G. Ailhaud, C. Dani, Autocrine fibroblast growth factor 2 signaling
is critical for self-renewal of human multipotent adipose-derived stem cells,
Stem Cells 24 (2006) 2412-2419.

[14] C. Elabd, C. Chiellini, A. Massoudi, O. Cochet, L.E. Zaragosi, C. Trojani, J.F.
Michiels, P. Weiss, G. Carle, N. Rochet, C.A. Dechesne, G. Ailhaud, C. Dani,
E.Z. Amri, Human adipose tissue-derived multipotent stem cells differentiate in
vitro and in vivo into osteocyte-like cells, Biochem Biophys Res Commun 361
(2007) 342-348.

[15] C. Roux, D.F. Pisani, H.B. Yahia, M. Djedaini, G.E. Beranger, J.C. Chambard, D.
Ambrosetti, J.F. Michiels, V. Breuil, G. Ailhaud, L. Euller-Ziegler, E.Z. Amri,
Chondrogenic potential of stem cells derived from adipose tissue: A powerful
pharmacological tool, Biochem Biophys Res Commun 440 (2013) 786-791.

[16] S.A. Bustin, V. Benes, J.A. Garson, J. Hellemans, J. Huggett, M. Kubista, R.
Mueller, T. Nolan, M.W. Pfaffl, G.L. Shipley, J. Vandesompele, C.T. Wittwer,
The MIQE guidelines: minimum information for publication of quantitative real-
time PCR experiments, Clin Chem 55 (2009) 611-622.

[17] C. Elabd, C. Chiellini, M. Carmona, J. Galitzky, O. Cochet, R. Petersen, L.
Penicaud, K. Kristiansen, A. Bouloumie, L. Casteilla, C. Dani, G. Ailhaud, E.Z.
Amri, Human multipotent adipose-derived stem cells differentiate into
functional brown adipocytes, Stem Cells 27 (2009) 2753-2760.

[18] D.F. Pisani, M. Djedaini, G.E. Beranger, C. Elabd, M. Scheideler, G. Ailhaud,
E.Z. Amri, Differentiation of Human Adipose-Derived Stem Cells into "Brite"
(Brown-in-White) Adipocytes, Front Endocrinol (Lausanne) 2 (2011) 87.

14



[19] F. Burel-Vandenbos, M. Benchetrit, C. Miquel, D. Fontaine, R. Auvergne, C.
Lebrun-Frenay, N. Cardot-Leccia, J.F. Michiels, V. Paquis-Flucklinger, T.
Virolle, EGFR immunolabeling pattern may discriminate low-grade gliomas
from gliosis, J Neurooncol 102 (2011) 171-178.

[20] J.A. Russell, G. Leng, A.J. Douglas, The magnocellular oxytocin system, the
fount of maternity: adaptations in pregnancy, Front Neuroendocrinol 24 (2003)
27-61.

[21] I.D. Neumann, Oxytocin: the neuropeptide of love reveals some of its secrets,
Cell Metab 5 (2007) 231-233.

[22] M. Kosfeld, M. Heinrichs, P.J. Zak, U. Fischbacher, E. Fehr, Oxytocin increases
trust in humans, Nature 435 (2005) 673-676.

[23] P. Kirsch, C. Esslinger, Q. Chen, D. Mier, S. Lis, S. Siddhanti, H. Gruppe, V.S.
Mattay, B. Gallhofer, A. Meyer-Lindenberg, Oxytocin modulates neural
circuitry for social cognition and fear in humans, J Neurosci 25 (2005) 11489-
11493.

[24] E. Andari, J.R. Duhamel, T. Zalla, E. Herbrecht, M. Leboyer, A. Sirigu, Promoting
social behavior with oxytocin in high-functioning autism spectrum disorders,
Proc Natl Acad Sci U S A 107 (2010) 4389-4394.

[25] G. Duque, B.R. Troen, Understanding the mechanisms of senile osteoporosis:
new facts for a major geriatric syndrome, J Am Geriatr Soc 56 (2008) 935-941.

[26] Y.H. Sniekers, H. Weinans, G.J. van Osch, J.P. van Leeuwen, Oestrogen is
important for maintenance of cartilage and subchondral bone in a murine
model of knee osteoarthritis, Arthritis Res Ther 12 (2010) R182.

[27] L.J. Zhao, H. Jiang, C.J. Papasian, D. Maulik, B. Drees, J. Hamilton, H.W. Deng,
Correlation of obesity and osteoporosis: effect of fat mass on the
determination of osteoporosis, J Bone Miner Res 23 (2008) 17-29.

[28] I.R. Reid, Relationships between fat and bone, Osteoporos Int 19 (2008) 595-
606.

[29] S.A. Shapses, C.S. Riedt, Bone, body weight, and weight reduction: what are the
concerns?, J Nutr 136 (2006) 1453-1456.

[30] C.J. Rosen, M.L. Bouxsein, Mechanisms of disease: is osteoporosis the obesity
of bone?, Nat Clin Pract Rheumatol 2 (2006) 35-43.

15



[31] F. Berenbaum, Osteoarthritis as an inflammatory disease (osteoarthritis is not
osteoarthrosis!), Osteoarthritis Cartilage 21 (2013) 16-21.

[32] J.P. Pelletier, J. Martel-Pelletier, S.B. Abramson, Osteoarthritis, an inflammatory
disease: potential implication for the selection of new therapeutic targets,
Arthritis Rheum 44 (2001) 1237-1247.

16



Figure legends

Figure 1: Effects of oxytocin and carbetocin on extracellular matrix formation.
hMADS cells were seeded in mono layer (2D) culture in multiwell plates and induced
to differentiate into chondrocytes in the differentiation medium for 10 or 20 days in the
absence or presence of 30 nM OT or 300 nM carbetocin (cb). Cells were fixed and
stained. Photographs of monolayers are representative of three independent

experiments.

Figure 2: Effect of oxytocin on hBM-MSCs and hMADS cells chondrogenesis

hMADS cells and hBM-MSC were seeded in mono layer (2D) culture in multiwell
plates and induced to differentiate into chondrocytes in the differentiation medium for
21 days in the absence or presence of 30 nM OT. RNA was analyzed for the
expression of aggrecan (ACAN), Cartilage oligomeric matrix protein (COMP), Sox9,
type la1 Collagen (Col la1) and type X Collagen (Col X) by quantitative RT-PCR.
Results are representative of three independent experiments performed on different

series of cells. *P < 0.05 versus day non-treated cells.

Figure 3: Analysis of OT effect on hMADS chondrogenesis in a 3D assay.

A: Chondrogenic differentiation of hMADS cells was performed in pellet (3D) culture
as described in Materials and Methods section in the absence or presence of 30 nM
OT. At day 21, RNA was analyzed for the expression of ACAN, COMP, Col la1 and
Col X by quantitative RT-PCR. Results are representative of three independent
experiments performed on different series of cells. *P < 0.05 versus day non-treated

cells. B: Immunostaining examination of the pellet sections with Haematoxylin-
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Indirect immunostaining assay was performed using rabbit anti-type lla collagen and

Sox9 antibodies (Bc).

Figure 4: Effect of IL-1B on gene expression in hMADS-derived chondrocytes
with or without OT.

hMADS cells were induced to differentiate in differentiation medium during 15 days
with or without OT. Cells were exposed for the last day to 10 ng/ml IL-18. RNA was
analyzed for the expression of ACAN, COMP, Col a1, Col X, ADAMTS-4 and 5 by
quantitative RT-PCR. Results are representative of three independent experiments

performed on different series of cells. *P < 0.05 versus day non-treated cells
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Supplementary Table 1: Sequence of primers used for gene expression analysis.

gene complete name forward primer reverse primer
Col la1 Collagen type | ACCTGCGTGTACCCCACTCA CCGCCATACTCGAACTGGAA
Col X Collagen type X AGGAATGCCTGTGTCTGCTT ACAGGCCTACCCAAACATGA
ACAN Aggrecan TCGAGGACAGCGAGGCC AGGGTGTAGCGTGTAGAGA
COMP Cartilage oligomeric CAATGAACAGCGACCCAG G TCACATGGAACGTGCCCTC
matrix protein
A disintegrin and
ADAMTS4 | metalloproteinase with CCCCAGACCCCGAAGAGCCA CCCGCTGCCAGGCACAGAAG
thrombospondin motifs-4
A disintegrin and
ADAMTS5 | metalloproteinase with TATGACAAGTGCGGAGTATG TTCAGGGCTAAATAGGCAGT
thrombospondin motifs-5
Sox 9 SRY-reIa;ee:eH;\/lG-BOX CAGTACCCGCACTTGCACAAC |ACTTGTAATCCGGGTGGTCCTT
TBP tata-box binding protein CACGAACCACGGCACTGATT | TTTTCTTGCTGCCAGTCTGGAC
36B4 60S acidic ribosomal

protein PO

TGCATCAGTACCCCATTCTATCAT

AGGCAGATGGATCAGCCAAGA
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Figure 4
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b) Discussion

Nous avons montré dans notre travail que l'ocytocine avait un réle dans la
différenciation chondrocytaire a travers sa capacité a augmenter I'expression de
marqueurs chondrogéniques tels que I'aggrecane et Sox9 mais aussi comme cela a

été montré par 'immuno-coloration avec le colll.

Ces derniéres années ont vu s’effriter le dogme de I'opposition entre I'ostéoporose et
I'arthrose considérées pour certains comme deux maladies opposées, I'une touchant
I'os dur et l'autre touchant 'os mou. Les preuves d’'une physiopathologie finalement
proche ont été mises en avant avec notamment la présence de progéniteurs

communs.

Notre laboratoire avait déja démontré au préalable le réle positif de 'ocytocine dans
'ostéoporose [7]. Nos résultats montrent de fagon intéressante que cette hormone
semble avoir un rble positif aussi dans I'arthrose. On retrouve des récepteurs a
'ocytocine dans de nombreux tissus de I'organisme. Il est bien connu que le tissu
adipeux posséde ces récepteurs. Le rble du tissu adipeux, au travers de I'action des
adipokines, commence a étre mis en avant dans I'arthrose. Certains évoquent ainsi
la possibilité d’'une maladie systémique. Il a été mis en évidence que le tissu adipeux
sécrétait des cytokines et autres molécules pro-inflammatoires dont le TNFa, I'll-6 et
I'll-1 et les adipokines... mais aussi des cytokines anti inflammatoires telles que I'll10
et L'llMRa [431]. Des travaux ont montré que linjection d’ocytocine chez les souris
permettait de réduire la quantité de tissu adipeux (Manuscrit en cours de
soumission). Il est possible que I'action de I'ocytocine se fasse entre autres par une
action sur ces cytokines inflammatoires. Dans notre travail, nous montrons que la

présence d’ocytocine influe sur I'action de I'lL-1. Cela mériterait d’étre exploré in vivo.
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. DISCUSSION

Compte tenu du vieillissement attendu de la population des pays occidentaux, en
France en 2035, les personnes de plus de 75 ans devraient représenter 13,6% de la
population (contre 8,5% en 2007). L’arthrose dont la fréquence augmente avec I'age
va poser un véritable probléme de santé publique. Elle représente d’ailleurs déja une
priorité de santé publique. Il s’agit de la pathologie dont la prévalence est la plus
élevée en Rhumatologie. Elle est responsable d’'une morbidité majeure, elle constitue
une cause majeure d’invalidité mais aussi de mortalité [1-5]. Sa fausse image de
parent pauvre de la Rhumatologie vient d’'une méconnaissance de la maladie sous
ses aspects épidémiologiques et physiopathologiques, et aussi de l'absence de

traitement curatif.

Les données épidémiologiques sont essentielles, car elles permettent une meilleure
connaissance de la maladie et donc contribuent aux avancées cliniques,
thérapeutiques et fondamentales et a la conduite des différentes politiques de santé
publique. En France, jusqu’a peu il n'existait aucune donnée épidémiologique en
population générale sur l'arthrose des membres inférieurs. Les travaux que jai
conduit ont permis d’apporter les premiers chiffres de prévalence en population
générale que ce soit pour la gonarthrose fémoro-patellaire symptomatique mais aussi
pour la coxarthrose symptomatique. Il s’agissait de I'étape préalable essentielle a la
réalisation d’'une étude de prévalence nationale et surtout a la constitution d’une
cohorte de cas prévalents d’arthrose symptomatique de hanche et de genou. La
constitution de cette cohorte nationale qui en est a sa cinquiéme année de suivi est
'opportunité de réaliser des projets ancillaires et ainsi répondre a des questions
encore restées sans réponse notamment sur I'épidémiologie de cette maladie. Etant
membre de son conseil scientifique, je compte profiter de cette opportunité en
particulier avec deux études en cours portant sur le role du tabac dans l'arthrose et

sur I'association entre arthrose des membres inférieurs et arthrose des mains.
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La deuxieme partie de mon travail de thése a porté sur I'aspect clinique de la maladie
et notamment sur I'évaluation des outils diagnostiques a notre disposition. Pour le
diagnostic d’'une gonarthrose, il est communément reconnu de faire pratiquer au
patient un cliché de face debout en charge et un cliché postéro antérieur en flexion
de 30°dit en Schuss. Cette association de clichés représente un cout pour la société
compte tenu de la fréquence de la maladie mais aussi d’une irradiation
supplémentaire surtout qu’il s’agit souvent de sujets présentant une arthrose diffuse
et donc susceptibles de nécessiter de multiples autres clichés. Nous avons donc
comparé la valeur diagnostic d’un cliché en Schuss seul versus I'association cliché
en Schuss et en extension. Nos résultats viennent d’étre présentés au congrés
francais de Rhumatologie, ils montrent que la réalisation d’un cliché en Schuss
pourrait étre suffisante pour la diagnostic d’'une gonarthrose. Ces résultats sont a
mettre en perspective du colt que représente la réalisation systématique de clichés
en extension en sus compte tenu de la fréquence de la pathologie.

Ces derniéres années ont vu croitre le nombre de publications relatives a la
physiopathologie de I'arthrose avec une avancée notable de sa connaissance.
Cependant, de nombreux aspects restent incompris. La partie fondamentale de mon
travail de thése a porté sur deux aspects étroitement liés. Il s’agissait de démontrer
un role de 'ocytocine dans I'arthrose. Le réle de 'ocytocine ayant déja été démontré
dans l'ostéoporose par notre laboratoire, ostéoblastes et chondrocytes possédant le
méme progéniteur. La premiere étape dont nous venons de publier les résultats a
porté sur la mise en évidence des capacités chondrogéniques des cellules hMADS et
en tant qu’outil pharmacologique potentiellement intéressant [432]. Ce qui nous a
permis par la suite dans une deuxiéme étape de tester I'effet de I'ocytocine dans un
modéle cellulaire aux caractéristiques intéressantes et adaptées pour tester I'effet
d’'une hormone. Nos résultats sont intéressants puisqu’ils montrent un effet positif de
'ocytocine sur la constitution de la matrice avec 'augmentation de I'aggrecane, du
Sox9 et du Colll.

Cet effet in vitro, doit étre confirmé par une étude in vivo réalisée chez I'animal en
collaboration avec I'équipe du Professeur Gillet (Nancy). Dans cette étude, nous
avons choisi un modeéle de rat ligamentoplasté. Quatre groupes ont été constitués :

deux groupes de rats ayant subi une ligamentoplastie avec ou sans injection
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quotidienne d’ocytocine et deux groupes opérés et sans ligamentoplastie avec ou
sans injection d’ocytocine pendant 28 jours. Les analyses sont en cours et non

encore disponibles a cette date.

Enfin, une partie de cette étude a portée sur le dosage de l'ocytocine chez des
patients présentant une arthrose digitale érosive sévére. Il s’agit d’'une étude
ancillaire d’ADEM (PHRC régional visant a tester I'efficacité du methotrexate dans

I'arthrose digitale). Les résultats sont la aussi en cours d’analyse a ce jour.

Il. PERSPECTIVES

Nous avons mis en avant avec notre étude portant sur la comparaison de deux
protocoles diagnostics de la gonarthrose que la réalisation d’'un cliché en Schuss
seul était suffisant pour le diagnostic d’'une gonarthrose en pratique courante. Cette
étude va étre suivie de I'analyse du caractére prédictif du Schuss seul sur I'évolution
de la fonctionnalité mais aussi sur I'évolution structurale en comparaison a
I'association du Schuss et du cliché antéro-postérieur de Face. Cette étude est en
cours et devrait renforcer la décision de ne pratiquer en routine qu’un seul cliché. Ce
qui pourrait permettre une économie substantielle compte tenu de la fréquence de

cette pathologie.

Mon implication au sein de la cohorte Khoala et mes travaux sur I'’épidémiologie et
notamment I'épidémiologie de I'arthrose vont me permettre de poursuivre I'étude de
I'épidémiologie spatiale et descriptive de I'arthrose avec des travaux déja engageés

(cités au préalable) et a venir.

Alors que les solutions thérapeutiques dans [l'arthrose sont finalement peu
nombreuses et surtout d'une efficacité discutable puisqu’il est question de
dérembourser un certain nombre de traitements utilisés en pratique courante, I'étude
ADEM (PHRC régional dont CHU de Nice est promoteur) que j’ai mené et qui vise a
tester l'efficacité du méthotrexate dans I'arthrose digitale érosive pourrait amener un
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espoir thérapeutique pour ces formes séveres d’arthrose. L’analyse est a ce jour en

cours.

Mes travaux sur les cellules hMADS, ont montré qu’elles représentent un outil
intéressant pour étudier la chondrogenése et notamment l'influence de facteurs tels
que la nicotine, I'ocytocine ou d’autres. De par leurs caractéristiqgues et notamment
leur capacité d’auto-renouvellement ces cellules sont un outil intéressant pour des
tests pharmacologiques comme nous I'avons fait avec la nicotine. Nous avons révélé
un réle de I'ocytocine sur la chondrogenése et ainsi montré qu’outre son action dans
'ostéoporose elle pourrait aussi avoir un réle dans I'arthrose. Une extension de ce
travail pourrait étre une étude IRM haut champs (7 Tesla) chez I'animal que nous
pourrions faire en collaboration avec d’autres équipes et qui permettrait de mettre en
évidence de facon précise les différences d’évolution structurales chez les rats qu’ils

soient traités ou pas par ocytocine.

Nos travaux offrent aussi la possibilité de prolonger notre recherche particulierement
quant au role du tissu adipeux dans l'arthrose, en profitant ainsi de I'expertise de
mon laboratoire d’accueil, les données récentes de la littérature montrent qu’il est un
des acteurs important de la physiopathologie de I'arthrose, notamment au travers de
la synthése des adipokines. Il s’agit donc la d’'une voie de recherche particulierement

prometteuse qui ne demande qu’a étre explorée.
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