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Résumé

L'arthrose est la maladie rhumatologique la plus répandue et une des causes majeures de douleur et
de handicap. Au cours de ce travail nous avons étudié le réle et la régulation de la tri-méthylation de

la lysine 27 de I'histone H3 (H3K27me3) dans I'arthrose et la chondrogeneése.

Dans une premiére partie, nous avons montré que l'inhibition de la méthylase EZH2 par 'EPZ-6438
atténue l'inflammation et la libération de métalloprotéases par les chondrocytes traités a I'IL-1.
L'inhibition d’EZH2 réduit également I’hypertrophie des chondrocytes induite par le TGF-B1. L'EZP-
6438 attenue aussi la dégradation du cartilage in vivo dans un modeéle d’arthrose murin. De plus,
I'inhibition d’EZH2 diminue le handicap locomoteur chez la souris et réduit I'expression du NGF dans

les chondrocytes.

Dans une deuxieme partie, nous avons mis en évidence que les déméthylases IMJD3 et UTX favorisent
la différenciation chondrogénique des cellules souches mésenchymateuses. D’autre part, la
surexpression de JIMJD3 et UTX favorise la formation de cartilage et la production de collagéne de type

Il des cellules souches mésenchymateuses aprés différenciation et implantation in vivo.

Notre étude a montré I'importance de la marque H3K27me3 dans le cartilage. Alors qu’EZH2 est
impliquée dans l'inflammation, I’hypertrophie des chondrocytes et la destruction du cartilage, JMJD3

et UTX favorisent la chondrogeneése, la formation du cartilage et la production de collagéne.
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1 Introduction

1.1 Le cartilage : développement et arthrose

1.1.1 Physiologie du cartilage hyalin

Le cartilage hyalin est un tissu conjonctif blanc nacré, principalement présent a la surface des
articulations. Il est également retrouvé dans la cage thoracique, le nez, le larynx et la trachée. Mise a
part le cartilage articulaire, le cartilage hyalin est recouvert d’'une membrane fibreuse nommée
périchondre. Le périchondre contient des vaisseaux sanguins permettant d’apporter les nutriments
jusqu’au cartilage. Le cartilage articulaire est renfermé dans une capsule dont les parois sont formées
de la membrane synoviale. Cette membrane produit le liquide synovial, permettant I'apport de
nutriments et I’"hydratation du cartilage. Le cartilage a un réle fondamental dans le déplacement des
étres vivants (figure 1). L’aspect lisse du cartilage permet les mouvements de flexion et d’extension
des membres. Ses propriétés souples, permettent I'amortissement des chocs lors des déplacements.
A titre d’exemple, lors de la marche le cartilage permet I'extension et la flexion des chevilles, des
genoux, des épaules et des coudes. De plus, les impacts provoqués par la marche sont absorbés dans
un premier temps par le cartilage des chevilles et des genoux, puis par le cartilage des haches et des
disques intervertébraux (Zelik and Kuo, 2010). Le cartilage articulaire est avasculaire, de ce fait il
possede de faibles capacités de régénération et de cicatrisation. A cet effet, la préservation du cartilage

est primordiale a I’lhoméostasie de I'articulation.

Figure 1 : Réle du cartilage dans I’absorption des chocs lors de la marche.
Lors de la marche, le choc provoqué par le contact entre le talon et le sol est
absorbé dans un premier temps par le cartilage des chevilles, puis par celui
des genoux et des hanches pour enfin étre complétement atténué par le
cartilage des disques intervertébraux. Les fleches rouges représentent les
mouvements articulaires, les fleches jaunes représentent la force et la
direction de I'impact (modifié de Zelik and Kuo, 2010).

Impact
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1.1.2 Structure du cartilage

1.1.2.1 Les zones

Le cartilage articulaire est composé d’une matrice extracellulaire dense et de chondrocytes distribués
de maniere clairsemée (figure 2). La matrice extracellulaire est essentiellement composée d’eau, de
collagenes et de protéoglycanes et dans une moindre mesure de protéines non-collagéniques et de
glycoprotéines (Buckwalter and Mankin, 1998). Tous ces composants permettent de retenir I'eau dans
la matrice, qui est un élément nécessaire aux propriétés mécaniques du cartilage. L'organisation des
chondrocytes et des fibres de collagéne structurent le cartilage articulaire en différentes zones :
superficielle, moyenne, profonde et calcifiée. Chacune de ces zones st divisée en 3 régions : région

péri-cellulaire, région territoriale et région interterritoriale (Buckwalter et al., 1994).

A Articular surface

STZ (10%-20%) _E —_—

Middle zone
(40%-60%)

Deep zone_[ h(
(30%-40%)

Calcified zone
Subchondral bone

Chondrocyte
Tidemark Tidemark

Figure 2 : Schéma du cartilage.

(A) organisation cellulaire. (B) organisation des fibres de collagéne. STZ : superficial tangential zone. (Buckwalter et al.,
1994)

La zone superficielle protége les zones plus profondes des stress mécaniques et représente environ 10
a 20 % de I'épaisseur du cartilage. La densité cellulaire y est importante et les fibres de collagene
(principalement de type Il et IX) sont fermement empaquetées et alignées de maniere paralléle a la
surface de I'articulation. Cette zone est en contact avec le liquide synovial et confére une résistance
aux forces de frottement (Becerra et al., 2010). Immédiatement sous la zone superficielle, se trouve la
zone moyenne. Celle-ci constitue un pont anatomique et fonctionnel entre la zone superficielle et
profonde. Elle représente 40 a 60 % du cartilage et contient des protéoglycanes et des fibres de

collagene. Le collagene est agencé de maniere oblique et les chondrocytes sont sphériques et a faible
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densité. La zone moyenne est la premiere ligne de résistance aux forces de compression (Milz et al.,
2005). La zone profonde fournit la plus grande résistance aux forces de compression au regard de
I’organisation perpendiculaire des fibres de collagéne par rapport a la surface articulaire. Cette zone
contient les fibrilles de collageéne les plus larges en termes de diamétre, est riche en protéoglycanes et
faible en eau. Les chondrocytes sont alignés en colonnes paralleles aux fibres de collagéne et
perpendiculaires a la surface du cartilage. La zone profonde représente 30 a 40% du cartilage. La zone
calcifiée fait la transition entre la zone profonde et le tissu osseux, en permettant I'ancrage des fibres

de collagene dans I'os sous-chondral. Les chondrocytes sont hypertrophiques est d’une densité rare.

1.1.2.2 Les régions

La matrice extracellulaire varie en fonction de sa proximité avec les chondrocytes (figure 3).

La matrice péri-cellulaire est une fine couche entourant le chondrocyte. Elle contient principalement
des protéoglycanes, des glycoprotéines et des protéines non-collagéniques (Daly et al., 2018). La
région territoriale entoure la zone péri-cellulaire. Elle est composée principalement de fibres de
collagene formant un réseau autour des cellules (Guilak and Mow, 2000). La région interterritoriale est
la plus étendue des trois. C'est elle qui contribue principalement aux propriétés biomécaniques du

cartilage (Mow and Guo, 2002). Les protéoglycanes sont en abondance dans cette zone.

Figure 3 : Ultrastructure du cartilage.

(C) Chondrocyte, (Pg,Pc) région péri-cellulaire, (Tm)
région territoriale, (Im) région interterritorial. (Poole,
1997)
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1.1.3.1 Le chondrocyte

Le chondrocyte est le principal type cellulaire résidant le cartilage articulaire. Les chondrocytes sont
des cellules trés spécialisées, métaboliquement actives et jouent un role prépondérant dans le
développement, le maintien et la réparation de la MEC (Sacitharan, 2019). Les chondrocytes sont
originaires des cellules souches mésenchymateuses et représentent environ 2% du volume tissulaire
(Alford and Cole, 2005). Les chondrocytes varient en termes de nombre, taille et forme en fonction de

la région dans laquelle ils se trouvent (figure 4) (Daly et al., 2018).

Superficial

Figure 4 : Formes des chondrocytes en fonction des zones dans lesquelles ils se trouvent.

(Daly et al., 2018)

Chaque chondrocyte établit son propre microenvironnement et est responsable de son turn-over. Ce
microenvironnement empéche également la migration des chondrocytes dans les régions adjacentes.
Il est donc rare que les chondrocytes communiquent directement via une interaction cellule-cellule.
Cependant, ils répondent a une grande variété de signaux de transduction tels que les facteurs de
croissance, les stimuli mécaniques, la pression hydrostatique (Sophia Fox et al., 2009). Les
chondrocytes ont par ailleurs un potentiel réplicatif limité, ce qui restreint leur capacité de
cicatrisation. La survie des chondrocytes dépend d’un environnement chimique et mécanique optimal

(Sophia Fox et al., 2009).

1.1.3.2 L'eau

L’eau est le composant le plus abondant du cartilage articulaire, représentant 80% du poids tissulaire
(Mow et al., 1992). La part d’eau dans le cartilage est de 80% dans les zones superficielles, alors qu’elle

est de 65% dans les zones profondes (Buckwalter and Mankin, 1998). Les ions inorganiques comme le
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sodium, calcium, chlore et le potassium, sont présents sous forme dissoute dans I'eau (Linn and
Sokoloff, 1965). La circulation de I'eau dans le cartilage permet I'apport de nutriments aux
chondrocytes, en plus de contribuer a la lubrification. Les forces de friction entre les molécules d’eau
et la matrice sont tres fortes, la perméabilité dans le cartilage est donc faible. C'est la combinaison des
forces de friction et la forte pressurisation de I'eau dans la matrice, qui permet au cartilage de

supporter des charges importantes (Sophia Fox et al., 2009).

1.1.3.3 Les collagénes

Le collagéne est la macromolécule la plus abondante dans la matrice, en comptant pour 60% du poids
tissulaire sec. Le collagene de type Il représente 90 a 95 % du collagene dans le cartilage. Celui-ci forme
des fibrilles et des fibres interconnectées avec les protéoglycanes. Les autres collagénes présents sont
de type IX et XI, et dans une moindre mesure de type |, IV, V et VI. Ces collagénes ont pour role principal
de stabiliser les réseaux de collagéne de type Il (figure 5). Le collagene de type X est retrouvé dans les
plaques de croissance et dans la zone calcifiée du cartilage chez I'adulte. Celui-ci facilite I'ossification
en servant de plateforme transitoire aux ostéoblastes et aux cellules endothéliales (Coghlan et al.,

2017).

\ COMP Décorine
~ ’ Collagéne

i . de type ll
Flbr nectlne ’ t -

| £=g . . C B

Biglycane

e .
Collagéne
\de type IX

'* Intégrine

Protéine de liaison

Acide hyaluronique

Figure 5 : Les principaux composants matriciels du cartilage.
Trois grandes classes de protéines existent dans le cartilage articulaire : les collagénes (principalement le collagéene de type

11), les protéoglycanes (principalement I'agrécane), et les protéines non collagéniques (telles que la protéine de liaison, la
fibronectine et la cartilage oligomeric matrix protein (COMP). Il existe aussi d’autres protéoglycanes comme la décorine et
le biglycane. Les interactions entre les fibres de collagéne Il et les protéoglycanes sont responsables de la résistance du
cartilage a la tension et a la compression (Allas et al., 2018).
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Tous les collagénes forment une triple hélice par I’'homo-trimérisation des chaines alpha (figure 6). Les

chaines sont composées essentiellement de glycines et de prolines, ainsi que d’hydroxyprolines,

permettant la stabilisation de la triple hélice via des ponts hydrogénes (Guilak et al., 2018).

Endoplasmic reticulum

Polypeptide synthesis
Co

N Prolyl 4-hydroxviase

port vesicles and
extraceliular matrix

o a
P o R T N :
=21 i P CH Lo e 4
fout f g"" b B P Lysyl hydroxylase
a0 o e Pl 3 o
}":‘.' i {0 P c'oua — e T A TS
J gictrans l
l -
& Mawn e N glycosylated residue 2RI
Bl = AS'e cu Assembly of three {
YT 2 procollagen chains N
~ [\/
O l PO 11 Cleavage of propeptides
g - !
O n G Y
~ = S R II O ]
; \/\/\f/‘lf 54) A S o e Assembly into collagen
7 o i ’/ {~—— Protein distllide isomerase ST RTINS TN fibrits

| |

TP aToses - Assembly of triple helix ;
3 Formation of covalent

cross-links

Secretion of precollagen
in transport vesicies

TRENDS in Gensbes
Figure 6 : La synthése du collagéne.
Les chaines polypeptidiques sont d’abord synthétisées par les ribosomes et secrétées dans le réticulum endoplasmique ot
elles subissent I’hydroxylation des prolines et la glycosylation des lysines. Les propeptides sont ensuite assemblés en triples
hélices et secrétés dans I'espace extracellulaire ol ils sont clivés en N et C terminal. S’ensuit un autoassemblage des triples
hélices en fibrilles, qui est consolidé par des liaisons covalentes. (Myllyharju and Kivirikko, 2004).

1.1.3.4 Les protéoglycanes

Les protéoglycanes sont des protéines monomeéres fortement glycosylées. C'est la classe de
macromolécules la plus représentée dans le cartilage aprés les collagénes (10 a 15% du poids). Les
protéoglycanes consistent en un corps protéique sur lequel sont ancrées une ou plusieurs chaines de
glycosaminoglycanes. Les protéoglycanes contenus dans le cartilage sont : I'agrécane, la décorine, le
biglycan et la fibromoduline. L’agrécane est le protéoglycane le plus abondant et le plus important en
termes de poids moléculaire, avec plus d’une centaine de chaines de chondroitine sulfate et kératane
sulfate. L'agrécane est caractérisé par son interaction avec I’acide hyaluronique, afin de former des
agrégats via la protéine de liaison (Aspberg, 2012). L’agrécane occupe I'espace interfibrillaire dans le

cartilage et contribue grandement a la rétention d’eau dans le cartilage. Les autres protéoglycanes
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n’ont pas cette propriété d’agrégation. Leur structure protéique est relativement proche mais leur
composition en glycosaminoglycanes differe. La décorine et le biglycane possédent respectivement
une et deux chaines de dermatane sulfate, alors que la fiboromoduline posséde plusieurs chaines de
kératane sulfate. La décorine et la fibromoduline interagissent avec le collagene de type Il et jouent un
role dans la formation des fibrilles. Le biglycane est retrouvé principalement dans la région péri-

cellulaire ou il interagit avec le collagene de type VI (Tamer, 2013).

1.1.3.5 Les glycoprotéines et protéines non-collagéniques

Il existe plusieurs protéines non-collagéniques dans le cartilage, telles que la fibronectine ou la
Cartilage oligomeric matrix protein (COMP). Cependant, leur fonction dans le cartilage n’est pas tres
bien connue. Elles joueraient un réle dans l'organisation de la MEC mais également dans les

interactions cellule-matrice (Sophia Fox et al., 2009).

1.1.3.6 L’acide hyaluronique

L'acide hyaluronique est un acide anionique et également un glycosaminoglycane non sulfaté. Il est
distribué dans les tissus conjonctifs et les épithéliums. Dans les articulations, celui-ci est produit par la
membrane synoviale. Il est responsable des propriétés visqueuses du cartilage. L’acide hyaluronique
apporte de la fluidité et la viscosité, nécessaires aux mouvements des articulations et la réduction de

frictions (Glyn-Jones et al., 2015a).

1.1.3.7 Le métabolisme

Dans le cartilage, I’'environnement est en hypoxie et les nutriments proviennent du liquide synovial et
pénetrent par diffusion passive. L'acces des molécules dans le cartilage est restreint par leur taille,
charge et conformation. En moyenne, les pores donnant I’accés au cartilage sont d’environ 6 nm de
diametre (Mow et al., 1992). Les chondrocytes sont responsables de la synthese des composants
matriciels et de leur turn-over. L’activité métabolique peut étre altérée par I'’environnement chimique
et mécanique. Les cytokines pro-inflammatoires par exemple ont un effet anabolique (Sophia Fox et
al., 2009). Les chondrocytes sont protégés des dommages biomécaniques par leur matrice
environnante. L’homéostasie de la matrice consiste en un équilibre entre synthése des
macromolécules, leur dégradation et leur remplacement. Le turn-over des protéoglycanes est estimé
a 25 ans (Li et al., 2009), alors que la demi-vie du collagéne est estimée a plusieurs décennies voire 400
ans (Eyre et al., 2006). Les principales protéases intervenant dans le turn-over du cartilage sont les
métalloprotéinases ou MMPs (collagénase, gélatinase et stromelysine) et les cathepsines (cathepsine

B et D). Les collagénases dégradent les fibrilles de collagéne sur un site unique. Les gélatinases
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dégradent les collagenes de type Il et IV dénaturés, mais aussi la fibronectine et les collagenes de type
V, VII, X et XI (Trattnig et al., 2011). Le réle de la stromelysine est de dégrader le corps protéique de
I'agrécane. Les MMPs sont sécrétées sous forme latente et nécessite d’étre activées dans le milieu
extracellulaire (Sophia Fox et al., 2009). Les mouvements articulaires sont importants au maintien
structurel et physiologique du cartilage. L'inactivité articulaire est un facteur favorisant la dégradation

du cartilage (Buckwalter and Mankin, 1998).

1.1.4 Ossification enchondrale

L'intégrité squelettique est conférée par le cartilage et I'os. Au cours du développement, les cellules
issues d’'une méme origine embryonnaire forment 'os et le cartilage (Long and Ornitz, 2013). Le
mésoderme paraxial donne naissance au sclérotome, qui a pour vocation de devenir les vertebres et
la cage thoracique. A l'inverse, le mésoderme latéral évolue en ébauches appelées limb buds
(bourgeons de membre) (figure 7), qui deviendront ensuite les os longs des membres (Bandyopadhyay

et al., 2006).
Wild type

Figure 7 : Limb bud.
Embryon de souris au stade E 11.5 (Bandyopadhyay
et al., 2006).

La premiére étape de |'ossification enchondrale (développement squelettique) est la chondrogenése.
Cette derniére débute dans le limb bud par la condensation des cellules mésenchymateuses (figure 8)
(Vega et al., 2004a). Sex Determining Region Y-Box 9 (SOX9) est un facteur crucial pour la mise place
de la chondrogenése. Sous l'influence de SOX9, 5 et 6, les cellules au coeur de la condensation
synthétisent des protéines spécifiques du cartilage, i.e I'agrécane ainsi que les collagenes II, IX et XI. A
la périphérie de la condensation, les cellules maintiennent un phénotype fibroblastique, et se
différencient en cellules périchondrales (Razidlo et al., 2010). L’extension longitudinale des membres
s’effectuent via la prolifération intensive des cellules au centre de la condensation (chondrocytes
prolifératifs). Aprés cela, les chondrocytes rentrent dans une phase d’hypertrophie initiée par Runt-
related transcription factor 2 (RUNX2) (Li et al., 2009). Les zones hypertrophiques contiennent des
chondrocytes produisant une matrice de collagene X. Cette matrice sert de modele a partir duquel I'os
sera formé. En effet, une fois cette matrice crée, les chondrocytes liberent la Matrix Metallopeptidase
13 (MMP13) afin de la dégrader et le Vascular endothelial growth factor (VEGF) afin de favoriser

I'invasion vasculaire et donc la venue de précurseurs ostéogéniques et hématopoiétiques. La
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chondrogenese se termine finalement par la mort des chondrocytes par apoptose (Bradley et al.,
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Figure 8 : Ossification enchondrale.

(A) Condensation des cellules mésenchymateuses. (B) Les cellules au centre de la condensation se différencient en
chondrocytes, et en cellules périchondrales a la périphérie. (C) Au centre de la diaphyse, les chondrocytes continuent de
maturer a travers différents stades successifs i.e prolifératifs, pré-hypertrophiques, hypertrophiques. La croissance en
longueur est effectuée via la prolifération est I’hypertrophie des cellules. Les cellules périchondrales se différencient en
ostéoblastes afin de former le périoste. (D) Les chondrocytes hypertrophiques synthétisent le collagene X. A la fin de la
chondrogenese les chondrocytes induisent I’angiogenése et détruisent leur matrice avant d’entrer en apoptose. Ceci
permet au cellules hématopoiétiques et ostéogéniques de former respectivement la moelle osseuse et le tissu osseux. (E)
Les centres d’ossification secondaire se forment et remplacent progressivement le cartilage, a I'exception des extrémités
ou il se forme le cartilage articulaire. (Allas et al., 2018).

1.1.5 Les cellules souches mésenchymateuses
adultes

La chondrogenése peut aussi étre obtenue in vitro en utilisant les cellules souches mésenchymateuses
(MSC) (Pers et al., 2016). Les MSC comme les cellules souches hématopoiétiques (HSC) sont
multipotentes et résident principalement dans la moelle osseuse, mais peuvent aussi se retrouver dans
la circulation générale (figure 9). D’autre part, le phénotype des MSC est beaucoup plus dynamique
que celui des HSC (McGonagle et al., 2017). En effet, il est possible d’établir des cultures de MSC a
partir de cellules différenciées comme les chondrocytes ou les adipocytes, aprés dédifférenciation par
passages (Barbero et al., 2003). Ceci pourrait expliquer en partie comment les chondrocytes
participent a la réparation du cartilage en cas de lésion. Historiquement, I'isolation des MSC était basée
sur leurs capacités a adhérer au plastique et a former des colonies (Friedenstein et al., 1970).
Aujourd’hui d’autres critéres sont également utilisés : les MSC doivent étre capables d’effectuer la

différenciation chondrogénique, adipogénique, ostéogénique, elles doivent étre négatives pour
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I’expression des marqueurs hématologiques tels que CD45, CD31 et étre positives pour CD90, CD73 ou

CD271 (McGonagle et al., 2017).
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Figure 9 : Les cellules souches de I'articulation.
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Les MSC et les HSC sont retrouvées majoritairement dans la moelle osseuse. Néanmoins, les MSC peuvent étre retrouvées
dans d’autres tissus tels que le périoste, la membrane synoviale, le tissu adipeux. D’autre part, les cellules différenciées
comme les chondrocytes ou les adipocytes peuvent se dédifférenciées en MSC. Les HSC et MSC exercent un contréle
homéostatique I'une envers I'autre (McGonagle et al., 2017).

1.1.5.1

MSC dans la moelle osseuse

Les cellules souches de la moelle osseuse coexistent avec les HSC. Ces deux types cellulaires exercent

un contréle homéostatique I'une envers I'autre (McGonagle et al., 2017). Dans la moelle osseuse, les

MSC controlent non seulement le remodelage tissulaire, ’'homéostasie du tissu adipeux, la réparation

osseuse consécutive a une fracture, mais également la maturation et la circulation des HSC (Garcia-

Garcia et al.,, 2015). Lorsque I'os est fracturé, les MSC déclenchent le processus d’ossification

enchondrale, lors duquel la formation du cartilage précéde celle de I'os.

1.1.5.2

Les MSC dans le cartilage

La cartographie cellulaire du cartilage chez la souris, en utilisant I'expression de Proteoglycan 4 (Prg4)

comme marqueur de la zone superficielle du cartilage, a montré I'importance de la zone superficielle
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dans ’homéostasie et le turn-over du cartilage (figure 10). En effet, cette étude a prouvé que des
cellules des zones profondes du cartilage et de I'os sous-chondral, dérivaient de cellules de la zone
superficielle (Kozhemyakina et al., 2015). Une étude a récemment montré 'existence de cellules
souches dans la zone superficielle du cartilage humain (Fellows et al., 2017). D’autre part, dans le
cartilage des patients atteints d’arthrose, ces cellules présentent de plus faibles capacités prolifératives
et un taux de sénescence plus important (Fellows et al., 2017). La sénescence des MSC du cartilage et
la perte de leur multipotence, pourraient étre des facteurs importants dans le développement de

I'arthrose (Jiang and Tuan, 2015).
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cartilage

Superficial L
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Chondrocyte MSC

Middle zone
Figure 10 : Distribution cellulaire dans le cartilage.

Les MSC sont localisées dans la zone superficielle du cartilage.
(Adaptée de Jiang and Tuan, 2015).
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1.1.5.3 Les MSC dans la membrane synoviale

La membrane synoviale est une source non négligeable de MSC, avec une fréquence d’environ 1% des
cellules du tissu (Sakaguchi et al., 2005; Mochizuki et al., 2006). Chez le lapin, la membrane synoviale
est trés proche du cartilage superficiel. Les MSC de celle-ci contribuent donc a la réparation du cartilage
(Hunziker and Rosenberg, 1996). Mais étant donnée la longue distance entre la membrane synoviale
et le cartilage chez ’homme, la contribution de ce type de MSC doit étre faible (McGonagle et al.,

2017).
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1.1.5.4 Les MSC du liquide synovial

La fréquence des MSC dans le liquide synovial des patients ayant des lésions du cartilage, est retrouvée
tres augmentée comparée aux sujets sains (figure 11) (Jones et al., 2008). L'injection intra-articulaire
de MSC dans le liquide synovial a montré, qu’elles étaient capables de se greffer aux Iésions et de

contribuer a leur réparation (Baboolal et al., 2016). Ce qui suggére que les MSC du liquide synovial,

jouent un réle dans la réparation du cartilage.

Figure 11 : Réparation du cartilage par les
MSC.

La réparation du cartilage superficiel pourrait
faire intervenir les MSC du cartilage, ou la
o "@ migration des MSC de la membrane synoviale a
travers le liquide synoviale (McGonagle et al.,
2017)
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Malgré la présence de MSC dans I'articulation, elles semblent inefficaces pour réparer des Iésions du
cartilage trop importantes. Ceci pourrait étre expliqué par le fait que contrairement aux autres tissus,
I'absence de vascularisation dans le cartilage ne permet pas le déclenchement des phases
d’inflammation, d’angiogenése et de migration d’un nombre conséquent de MSC (McGonagle et al.,

2017). Les lésions du cartilage lorsqu’elles ne sont pas réparées, peuvent conduire au développement

de pathologie comme I’arthrose.
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L'arthrose est la maladie rhumatologique la plus répandue a I’échelle mondiale, affectant environ 60
% de la population apres I’age de 60 ans (Palazzo et al., 2014). Le handicap provoqué par cette maladie
a un impact socio-économique important, coutant entre 1 et 2,5% du produit intérieur brut dans les
pays développés (Hiligsmann et al., 2013). Mais plus important encore, les patients voient leur qualité
de vie fortement diminuée et souffrent du manque de thérapies efficaces permettant de réparer les

|ésions du cartilage.
1.1.6.1 Epidémiologie
1.1.6.1.1Histoire et prévalence

L’arthrose de la hanche posséde une prévalence variant de 1,0 a 3,9 % chez les hommes et de 0,8 a 5,1
% chez les femmes. Celle du genou est plus élevée dans le Nord-Est de la France et varie de 2,12 10, 1
% chez les hommes et de 1,6 a 15,0 % chez les femmes, celle-ci étant élevée chez les femmes de plus
de 50 ans. Cest une maladie multifactorielle avec comme plus grand facteur de risque, le
vieillissement, suivi par les traumatismes articulaires et I'obésité. Il existe également des formes
héréditaires de I'arthrose, ou secondaires a d’autres maladies génétiques telles que I'hémophilie

(figure 12) (Glyn-Jones et al., 2015).

Facteurs a risque de I'arthrose
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Figure 12 : Les principaux facteurs de risque de I'arthrose.
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Les études épidémiologiques ont pu mettre en exergue, le réle joué par la biomécanique articulaire.
La biomécanique articulaire est influencée par des facteurs fonctionnels et anatomiques. La dysplasie
de la hanche, qui est une maladie congénitale entrainant une réduction du recouvrement de la téte
par l'acetabulum, est un facteur de risque important de l'arthrose (Agricola et al.,, 2013a).
Analogiquement, une anomalie d’alighement ou une inégalité de longueur des membres inférieurs
peut augmenter le risque de développer I'arthrose (Sharma et al., 2013). S’agissant des risques
fonctionnels, une insuffisance des muscles quadriceps peut augmenter le risque de progression de

I'arthrose du genou (Wang et al., 2012b).

Malgré I'existence d’une corrélation entre anomalies biomécaniques et arthrose, la plupart des sujets
ne développent pas la maladie (Agricola et al., 2013b). En effet, d’autres facteurs systémiques entrent
en considération. L'adge est le facteur de risque le plus important, il est lié a des capacités de
régénérescences plus restreintes et I'accumulation d’autres facteurs a risque chez les patients

(Lawrence et al., 2008).

Par ailleurs, I'arthrose est plus récurrente chez les femmes que chez les hommes. Méme si les
mécanismes ne sont pas totalement connus, les cestrogenes semblent jouer un réle important (Watt,
2018). Les blessures ou dommages au niveau des ligaments, du cartilage ou de I'os, peuvent fragiliser
I'articulation et augmentent par quatre le risque de développement de I'arthrose (Muthuri et al.,
2011). L'obésité est également un facteur important, elle augmente le risque d’arthrose via deux
mécanismes. D’une part, elle entraine une surcharge pondérale sur les articulations. D’autre part, elle
augmente le risque d’inflammation articulaire sous I’action des adipokines, libérées par le tissu adipeux

(Wang and He, 2018). L’obésité augmente par trois le risque d’arthrose (Zhang et al., 2010).

1.1.6.2 Physiopathologie
1.1.6.2.1 Aspects macroscopiques

L'arthrose est caractérisée par la dégradation du cartilage, la formation d’ostéophytes, I'érosion de I'os
sous-chondral et I'épaississement de la membrane synoviale (figure 13) (Hunter and Bierma-Zeinstra,
2019). Ces changements affectent 'homéostasie de chaque tissu mais également leur coopération
dans I'articulation. Au cours des stades précoces de l'arthrose, avant que les signes cliniques
n’apparaissent, la surface initialement lisse du cartilage devient de plus en plus rugueuse, avec de
petites irrégularités et fissures. Au fur et a mesure que la maladie progresse, les fissures s’agrandissent
et s’étendent jusqu’a la zone moyenne (Salaffi et al., 2014). Lorsqu’il est exposé par la perte de
cartilage, I'os sous-chondral se sclérose et s’épaissit. De plus, les ostéophytes qui sont des

excroissances osseuses, se développent a la surface de I'os. Ces derniers, altérent les mouvements de
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I'articulation et contribuent a augmenter la douleur. La formation de kystes sous-chondrals (nécroses
localisées de I'os) et I'cedeme de la moelle osseuse, sont également des caractéristiques de I'arthrose

(Felson et al., 2003).

Figure 13 : Imagerie antéropostérieure par ray X
d’un genou de patient arthrosique.

On note un pincement de l'interligne articulaire, la
OSteophyte 3 formation d’un ostéophyte et I'érosion de I'os
formation sous-chondral. (Salaffi et al., 2014)

Loss of joint
space

Subchondral
sclerosis ©

1.1.6.2.2 Aspects cellulaires

Au cours des stades précoces de I'arthrose, la quiescence des chondrocytes est perturbée, permettant
aux cellules de s’adapter au stress local. Les chondrocytes en prolifération sont généralement
retrouvés sous forme de clusters (figure 14) (Heinegard and Saxne, 2011). Les chondrocytes perdent
de plus leur phénotype et deviennent hypertrophiques. Mise a part dans la zone calcifiée, ces cellules
ne sont normalement pas retrouvées dans le cartilage adulte. Le chondrocyte hypertrophique
représente la différenciation terminale et produit spécifiquement le collagéne de type X, le vascular
endothelial growth factor (VEGF) and matrix metalloproteinase 13. Ce processus altére la composition
du cartilage et entraine a terme la croissance d’ostéophytes. La destruction de la matrice est aussi
causée par la libération de cytokines pro-inflammatoires et de Métalloprotéinases (MMPs). Ces
changements environnementaux entrainent la mort d’un certain nombre de chondrocytes par
apoptose ou nécrose. Le remodelage du tissu osseux est également responsable de la croissance
d’ostéophytes. Ce remodelage est caractérisé par une minéralisation diminuée et d’'une augmentation

d’expression du collagéne de type | (Glyn-Jones et al., 2015b).
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Figure 14 : Les processus physiopathologiques de I’arthrose.

(A) Schéma d’une articulation normale. (B) Schéma d’une articulation arthrosique. L’arthrose entraine la libération des
cytokines pro-inflammatoires (IL-18, TNFa) et des protéases (MMPs et ADAMs) par les chondrocytes, les synoviocytes, les
macrophages et ostéoblastes. La réaction du processus d’ossification enchondrale entraine la formation d’ostéophytes,
une angiogenése anormale dans le cartilage et une hypertrophie des chondrocytes. (Glyn-Jones et al 2015).

1.1.6.2.3 Aspects moléculaires

Dans le cartilage, les chondrocytes voient leur synthese de MEC diminuer et se modifier
qualitativement. Leur métabolisme devient catabolique avec la production accrue de cytokines pro
inflammatoires et d’enzymes de destruction du cartilage (Hunter and Bierma-Zeinstra, 2019). Dans
I'os, les cellules immunitaires favorisent le remodelage tissulaire et I'angiogenése. La synovite
(inflammation de la membrane synoviale) est aussi causée par les cytokines produites par les cellules
immunitaires. Des facteurs systémiques tels que les cestrogenes et les adipokines joueraient un role

important dans I'inflammation.

Dans les premiers stades pathologiques, la teneur en eau augmente dans le cartilage, entrainant la
formation d’un cedeme et la fragilisation du réseau de collagéne. L'expression du collagéne de type Il

diminue au profit du collagéne de type X. Les protéoglycanes voient leur expression baisser et leurs
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chaines de glycosaminoglycanes se raccourcir. La perte des protéoglycanes est considérée comme
réversible, cependant elle rend le collagéne plus susceptible a la dégradation. Les dommages causés
sur le collagéne sont considérés comme quasi irréversibles et peuvent constituer un point de non-

retour lors de la destruction de I'articulation (Nepple et al., 2015).

Le lien entre dégradation du cartilage et protéases (MMP, agrécanases) est clairement établi
(Malemud, 2017). Les ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs)
forment une famille de protéases. Les ADATMS 4 (agrécanes 1) et ADAMTSS5 (agrécanes 3) jouent un
role majeur dans le clivage de I'agrécane (Yang et al., 2017). Les MMP sont des endopétidases zinc-
dépendant et appartiennent a la superfamille des metzincines. Les MMPs sont libérées par les
chondrocytes, les synoviocytes et les ostéoblastes sous I'action des cytokines et des stress mécaniques.
Les chondrocytes arthrosiques libérent dans le cartilage une grande variété de métalloprotéases telles
que MMP1, MMP3, MMP9 , MMP13, MMP14 et d’agrécanases comme ADAMTS4 et 5 (Cawston and
Young, 2009). Les MMPs sont activées par des serine proteases (plasminogen activator, plasminogen,
plasmin), des radicaux libres, les cathepsines ou par d’autres MMPs. Leur activité est inhibée par les
tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) et par des inhibiteurs des activateurs du plasminogéne
(Cawston and Young, 2009). Les protéases responsables de la dégradation du collagéne de type Il sont
la MMP1 qui est localisée dans la zone superficielle et la MMP13 dans la zone profonde (Goldring and
Goldring, 2010). Les MMP3, 10 et 11 ont pour substrat les protéoglycanes, la fibronectine, la laminine
et le collagene de type IX (Okada et al., 1992).

Au cours de l'arthrose, des voies de signalisation impliquées dans le développement ostéo-
cartilagineux, comme celles du transforming growth factor-B (TGFB), de la bone morphogenetic
proteins (BMPs) et de Wingless and the name Int-1 (Wnt) sont activées dans I'articulation touchée. Le
TGFpB a longtemps été considéré uniguement comme un facteur d’anabolisme dans le cartilage. Mais
malgré sont r6le primordial en condition physiologique, sa voie de signalisation est dérégulée au cours
de I'arthrose (van der Kraan et al.,, 2012). Le vieillissement entraine par ailleurs I'augmentation
d’expression du récepteur au TGFB activin-like kinase (ALK)-1 au détriment de ALK5. Ce processus
favorise la différenciation hypertrophique des chondrocytes et la croissance d’ostéophytes. De la
méme maniere, les BMPs ont un effet chondroprotecteur en condition physiologique mais entrainent

aussi I’hypertrophie et la croissance d’ostéophytes au cours de I'arthrose (Lories and Luyten, 2011).

La membrane synoviale est un élément important de I'articulation et son altération fait partie des
caractéristiques de I'arthrose. Lorsque le cartilage se détériore, les produits de dégradation qui en
résultent sont libérés dans le liquide synovial, ou ils provoquent I'inflammation de la membrane
synoviale (synovite). En retour, les synoviocytes produisent des cytokines pro-inflammatoires et des
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MMPs qui exacerbent la dégradation du cartilage, créant ainsi un cercle vicieux (Glyn-Jones et al.,
2015b). Contrairement au cartilage, la membrane synoviale est vascularisée, lors de I'inflammation du
tissu, des macrophages et des lymphocytes s’y infiltrent. Les cellules immunitaires contribuent alors a
la boucle d’inflammation de la membrane synoviale et de dégradation du cartilage (Haseeb and Haqqi,
2013; Li et al., 2017). La question consistant a savoir si la synovite entraine la dégradation du cartilage,

ou si la dégradation du cartilage entraine la synovite est toujours débattue a I’heure actuelle.

L'IL1B et le TNFa sont deux cytokines majeures dans le processus catabolique de l'arthrose, en
augmentant I'expression des MMP-1, MMP-3, MMP-8 et MMP-13. Par ailleurs, I'IL13 peut induire
ADAMTS4 alors que le TNFa peut augmenter ADAMTS4 et 5. L'IL1B et le TNFa sont aussi responsables
de la libération de médiateurs de I'inflammation, en induisant I'expression de prostaglandin E2 (PGE2)
synthetase-1, de la cyclocygénase (COX-2) et de la nitric oxide synthetase (iNOS). Elles induisent aussi
I’'expression d’autres cytokines pro-inflammatoires comme IL-6, IL-17 et I'IL-18 et répriment

I’expression de génes chondrogéniques comme ACAN et COL2A1 (Goldring and Otero, 2011).

Les chondrocytes expriment au niveau basal des récepteurs aux cestrogenes, qui lorsque activés,
induisent I'expression de facteurs de croissance. Aprés la ménopause, la concentration d’cestrogéne
diminue, entrainant une diminution de facteurs de croissance stimulant I’anabolisme (Hussain et al.,
2018). L'obésité est un facteur augmentant I'incidence de I'arthrose liée a la surcharge pondérale, mais
aussi a d’autres formes de la maladie comme celle de la main. En effet, le tissu adipeux secréte dans la
circulation sanguine des adipokines, qui sont des médiateurs de l'inflammation. Arrivées dans
I'articulation, les adipokines contribuent avec les cytokines a la boucle inflammation/dégradation du

cartilage (M*Donald et al., 2019).

1.1.6.3 La psychophysiologie de la douleur

Les patients souffrant d’arthrose décrivent la douleur comme le symptéme le plus handicapant. La
douleur chez les patients peut s’étendre au-dela de la zone Iésée. Par exemple, la douleur provoquée
par I'arthrose de la hanche s’étend généralement jusqu’aux fessiers et genoux. L’arthrose du genou
s’étend vers le bas du fémur et le haut du tibia (Lesher et al., 2008). La douleur diffuse décrite par les
patients est appelée douleur référée. Cette douleur référée, reflete la convergence des innervations
des nocicepteurs (primaires) de la zone lésée et des tissus environnants vers le neurone (secondaire)
de la moelle épiniere (figure 15). Chez certains patients, des anomalies sensorielles peuvent étre
détectées sur la zone de douleur référée comme de I'hyperalgésie (douleur amplifiée) ou I'allodynie
(douleur déclenchée par un stimulus normalement indolore). L’hypersensibilité est initiée par des

influx nerveux a répétition provenant de la zone affectée vers la moelle épiniere, entrainant un
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renforcement synaptique entre les neurones secondaires et primaires. Ainsi, une stimulation nerveuse
méme faible, entrainera I'activation du neurone secondaire qui sera relayée au thalamus comme une
stimulation douloureuse. L’hypersensibilité peut aussi étre causée par un dysfonctionnement de la
substance grise périaqueducale (PAG). En condition physiologique, la PAG régule positivement ou

négativement I'activité des neurones de la moelle épiniere (Thakur et al., 2014).
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Figure 15 : La douleur référée.

Schéma montrant comment une activation continue d’un nocicepteur provenant d’un cartilage Iésé (rouge), peut entrainer
I’établissement d’une zone de douleur référée. Celle-ci est causée par les neurones de la moelle épiniére (jaune) qui
intégrent les signaux des sites lésés et des tissus environnants (bleu). Un dysfonctionnement de la substance grise
périaqueducale (PAG) peut aussi étre responsable de I’hypersensibilisation (Thakur et al., 2014).

Au cours de cette derniére décennie, une attention particuliére a été prétée au Nerve growth factor
(NGF), un facteur de croissance nécessaire au développement normal du systéeme nerveux et a la
nociception (Lane and Corr, 2017). Le NGF se fixe sur deux récepteurs, le tyrosine kinase receptor
tropomyosin-related kinase A (TrkA) avec une forte affinité et le récepteur aux neurotrophines p75NTR
avec une faible affinité. Lors d’une lésion tissulaire, le NGF est libéré et entraine la transduction du
signal de douleur a travers sa liaison sur les nocicepteurs. De plus, le NGF entraine la croissance des
neurites, favorisant la sensibilisation des nocicepteurs (Lane and Corr, 2017). Des essais cliniques

utilisant le Tanezumab (anticorps anti-NGF), ont montré leur efficacité a soulager la douleur chez les
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patients. Cependant, chez certains d’entre eux une accélération du développement arthrosique a été

observée (Hochberg et al., 2016).

1.1.6.4 La prise en charge de I'arthrose
1.1.6.4.1 Les principes de prise en charge

Il existe un consensus général accepté par les experts en rhumatologie, concernant les principes de
prise en charge de I'arthrose. La prise en charge doit étre individualisée et centrée sur le patient. Faire,
donner et expliquer le diagnostic en terme simple, est un point important de commencement
(Porcheret et al., 2014). Plusieurs facteurs influent sur le choix du traitement, comme par exemple le
nombre d’articulations impliquées, le degré de dommage structurel et le niveau de douleur. Les
facteurs individuels tels que, I'age, le genre, 'activité physique journaliére vont également modifier
I"approche choisie. La comorbidité est un facteur trés important a considérer en particulier chez les
patients agés. Par exemple, en cas de maladies cardiovasculaires ou rénales, I'utilisation d’anti-
inflammatoires non stéroidiens (NSAID) comme linhibiteur de la COX-2 est contre indiquée. A
I'inverse, les traitements de comorbidités telles que I'insomnie ou la dépression, peuvent soulager les
symptomes de l'arthrose (Fernandes et al., 2013). Il existe une grande variété de traitements pour
I"arthrose. Cependant, mise a part la chirurgie, I'effet de la plupart des traitements reste modeste. Une
prise en charge réussie requiert I'utilisation de plusieurs approches pharmacologiques et non-
pharmacologiques, plutét qu’une approche mono-thérapeutique. La prise en charge doit consister
également a donner les informations nécessaires a la compréhension des patients, I'exercice physique
et une rééducation. Concernant le soulagement de la douleur, I'approche additive plutét que
substitutive est conseillée. En d’autres termes, si la premiere option analgésique est insuffisante, alors
un second agent avec un mode d’action différent est ajouté (un NSAID topique pourrait étre ajouté a
une prise orale de paracétamol). Si cette stratégie n’est toujours pas efficace, un troisieme agent voire

un quatrieme peuvent étre prescrits.

Cette approche permet de tenir compte de la complexité de la douleur et I'effet individuel modeste
des agents pharmacologiques. Une fois la prise en charge commencée, le patient doit étre réexaminé
annuellement afin d’évaluer I'efficacité du traitement et de le modifier si besoin (Finney et al., 2013;

Porcheret et al., 2014).

1.1.6.4.2 ’éducation aux regles hygiéno-diététiques

Avec I'augmentation du vieillissement de la population, de la prévalence de I'obésité et la diminution

de I'activité physique, I'arthrose pourrait devenir la principale cause de handicap chez les personnes
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agées dans les prochaines décennies (Paskins et al., 2014). L’éducation des patients aux regles hygiéno-

diététiques est donc primordiale lors de la prise en charge des patients.

1.1.6.4.2.1 L'acces a l'information

Il est de la responsabilité des praticiens, d’informer les patients sur leur diagnostic et pronostic et de
discuter en détails des avantages et désavantages des différents traitements. Ceci permet aux patients
de mieux comprendre leur maladie et de lutter contre les a priori, comme a titre d’exemple le fait que
I'arthrose serait inévitablement progressive et intraitable. Une étude a montré que l'acces des
patients a I'information, permet de réduire le handicap ainsi que les sensations de douleur et la

fréquence des consultations et donc les co(its socio-économiques (Grime and Dudley, 2014).

1.1.6.4.2.2 L’activité physique

L'articulation est concue pour se mouvoir, I'intégrité de tous les éléments de I'articulation dépend de
son mouvement régulier. D’autre part, si I'articulation est atteinte par I'arthrose, 'activité physique
est d’autant plus importante. Deux types d’exercice peuvent réduire la douleur et le handicap sur le
long terme : premierement, I'exercice aérobique (fitness), qui améliore la sensation de bien-étre, le
sommeil et peut lutter contre les comorbidités récurrentes (obésité, diabete, hypertension, maladie
cardiovasculaire) ; deuxiemement, la musculation des quadriceps et des muscles glutéaux (Rausch
Osthoff et al., 2018). Ces exercices peuvent améliorer la rigidité musculaire, la proprioception des
articulations, rétablir la balance posturale et réduire les chutes (Uthman et al., 2014; Oppong et al.,

2015).

1.1.6.4.2.3 Diminution des facteurs mécaniques

L’obésité est la comorbidité la plus répandue et un important facteur de risque de I’arthrose. La perte
de poids est conseillée pour plusieurs raisons médicales et s’agissant de I'arthrose, la diminution de
I'obésité a un effet clairement préventif. Les programmes d’amaigrissement comprennent : un suivi
régulier de l'alimentation et de [I'activité physique, une fréquence d’alimentation réguliere
(uniquement trois fois par jour), une variété d’aliments tout en réduisant les portions, une modification

de I'environnement responsable des pulsions alimentaires (Fernandes et al., 2013).

1.1.6.4.3’analgésie pour le contrble de la douleur

1.1.6.4.3.1 Le paracétamol

Le paracétamol est un antipyrétique avec un mécanisme d’action central. Il possede peu d’effets

secondaires mais, peut provoquer des saignements gastro-intestinaux lorsqu’il est associé avec des
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anti-inflammatoires non stéroidiens (NSAIDs) (Hinz and Brune, 2012). D’autre part, a la dose maximale
recommandée, le paracétamol peut provoquer des complications hépatiques mortelles (Jordan et al.,

2003).

1.1.6.4.3.2 Les NSAIDs

Les patients adhérent généralement tres bien a I'application topique de médicament. En effet, il leur
est plus cohérent d’appliquer une thérapie directement sur le(s) site(s) douloureux. L'application
topique des NSAIDs est tres recommandée pour traiter la douleur de I'arthrose du genou et de la main
(Jordan et al., 2003). Il a été montré que les NSAIDs topiques sont aussi efficaces que la prise orale,

mais avec une incidence plus faible d’effets secondaires (Heyneman et al., 2000).

La prise orale de NSAIDs est considérée lorsque les patients ne répondent pas au paracétamol. Les
NSAIDs ont clairement montré leur efficacité clinique et leur supériorité comparativement au
paracétamol. Cependant, la supériorité d’'une molécule NSAID comparée aux autres n’a pas encore été
démontrée (Verkleij et al., 2011). La principale préoccupation quant a 'utilisation des NSAIDs, est leur
toxicité potentiellement mortelle. En effet, les NSAIDs peuvent causer de graves ulcéres, des

perforations, obstructions et saignements intestinaux (Maniar et al., 2018).

1.1.6.4.3.3 Les autres agents pharmacologiques
Injection intra-articulaire de glucocorticoides

Il existe plusieurs études justifiant de I'utilisation de I'injection intra-articulaire de glucocorticoides
pour le soulagement de la douleur (McAlindon et al.,, 2017). Cette intervention a d’autre part
I'avantage d’étre simple a réaliser et peu invasive. L'injection produit des effets rapides des les
premiéres heures, cependant ses effets a long terme restent limités (1-4 semaines pour I'arthrose du

genou et 8 semaines pour I'arthrose de la hanche) (Hirsch et al., 2013).
Injection intra-articulaire d’acide hyaluronique

L’acide hyaluronique (HA) est un glycosaminoglycane de haut poids moléculaire, présent dans la
matrice extracellulaire du cartilage et de la synoviale. Les propriétés viscoélastiques de I'HA
permettent la lubrification de I'articulation et le maintien de I’hydratation. L’'HA est produit par les
cellules synoviales. L'injection d’"HA permet de corriger sa diminution observée dans le liquide synovial
des patients atteints d’arthrose. L'injection intra-articulaire de HA a un effet moindre que I'injection
de glucocorticoides sur la douleur. Cependant, son effet perdure plus longtemps, jusqu’a plus de 12

mois post-injection (Charlesworth et al., 2019).
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Nutraceuticals

Le terme nutraceutical regroupe les composants d’origine naturelle ayant un bénéfice pour la santé. Il
existe des nutraceuticals ayant possiblement des effets sur la douleur et/ou les dommages articulaires.
Ces produits sont a accés libre en pharmacie ou dans les supermarchés. De plus, étant des produits
d’allégation de santé et non des médicaments, la publicité et la communication ne sont pas régulées.
Malgré que ces produits soient trés populaires, il n’existe pas d’évidences scientifiques montrant un

intérét thérapeutique pour 'arthrose (Liu et al., 2018).

1.1.6.4.4 La chirurgie

Pour les patients souffrant d’arthrose sévere, I'arthroplastie totale de la hanche ou du genou est

envisagée, afin d’atténuer la douleur, restaurer les fonctions motrices et améliorer la qualité de vie

(figure 16) (McGrath et al., 2009; Schotanus et al., 2016).

Figure 16 : Remplacement
total de Farticulation par une
prothese.

(A) Remplacement total de
I'articulation du genou, (B)
remplacement total de
I'articulation de la hanche
(McGrath et al, 2009;
Schotanus et al., 2016).

1.1.6.4.5 Thérapie cellulaire et tissulaire

L'ingénierie tissulaire est une alternative aux méthodes chirurgicales classiques. Elle vise a développer
des tissus biologiques en utilisant des cellules, des biomatériaux et/ou des molécules actives (facteurs
de croissance, inhibiteurs, vitamines, etc) afin de restaurer les fonctions d’un tissu altéré (figure 17).
La greffe autologue de chondrocyte ou Autologous chondrocyte implantation (ACI) est un des exemples
reconnus pour le traitement des petites lésions ostéochondrales. En premier lieu, une biopsie de
cartilage est obtenue aprés une arthroscopie, afin d’amplifier des chondrocytes in vitro qui seront

ensuite implantés au niveau des lésions. L’ACI a ensuite évoluée en matrix-induced autologous
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chondrocyte implantation (MACI), par I'introduction des chondrocytes dans une matrice porcine de
collagene. La technique de MACI a porté ces fruits dans de nombreuses études précliniques.
Cependant, sa supériorité comparée aux méthodes traditionnelles n’a pas encore été démontrée
(Basad et al., 2010; DiBartola et al., 2016). L’explication de la faible efficacité de I’ACI et MACI la plus
admise, est que les chondrocytes se dédifférencient lors de I'amplification, ce qui entraine la formation

d’un fibrocartilage lors de la greffe (Vinatier and Guicheux, 2016).
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Figure 17 : Ingénierie tissulaire du cartilage.
L’ingénierie tissulaire combine I'utilisation de cellules, de biomatériaux et de molécules actives. (Vinatier and
Guicheux, 2016).

Les cellules souches mésenchymateuses peuvent s’employer soit de maniére autologue ou
allogénique. L'avantage de la thérapie autologue est de réduire le risque de rejet. Cependant, les
capacités de différenciation et de prolifération sont dépendantes de I'dge du donneur. L'arthrose
affecte principalement les personnes agées, les MSC allogéniques semblent donc étre plus adaptées,

car elles peuvent étre amplifiées, caractérisées et testées a I'avance pour une potentielle application.
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En plus de leur capacité a se différencier, les MSC possedent des propriétés anti-inflammatoires. En
effet, il a été montré que les MSC ont la capacité de réduire I'inflammation des chondrocytes par la
sécrétion d’IGF1 et la diminution de la voie NF-kB (Manferdini et al., 2013). D’autre part, les MSC ont
la capacité d’orienter les macrophages synoviaux d’'un phénotype pro-inflammatoire (M1) a anti-
inflammatoire (M2) (Manferdini et al., 2017). Les données cliniques actuelles (NCT01183728, CMM-
ART, NCT02123368 phase I/Il) montrent que l'injection intra-articulaire de MSC est sans risque,
efficace a réduire I'avancement de I'arthrose et peut dans certain cas éviter arthroplastie totale de

I"articulation (Orozco et al., 2014; Turajane et al., 2017; Lamo-Espinosa et al., 2018).

1.1.6.4.6 Les biomatériaux

Généralement, en ingénierie tissulaire, les cellules sont ensemencées dans un biomatériau, dans
I'objectif de répliquer les caractéristiques du tissu a réparer. En simulant la matrice extracellulaire, le
biomatériau fournit un environnement assurant la survie, la prolifération et la différenciation

cellulaire. Les biomatériaux peuvent étre classifiés en synthétiques et naturels (tableau 1).

Tableau 1 : Principales matrices en ingénierie tissulaire du cartilage.

Adapté de Vinatier and Guicheux, 2016

Matrices
Type Component Commercial product name
Collagen MACI®, Maix®,
Protein __ Atelocolla'gen@’, M'aioRegen®
Fibrin Tissucol kit®
Silk
Hyaluronic acid HYAFF-11®
. Chitosan BST-CarGel®
Polysaccharides
Cellulose
Alginate
Poly(lactic-coglycolic-acid) Bio-Seed-C®
Synthetic Polylactic acid
Polyethylene glycol

Parmi les biomatériaux naturels, on distingue ceux formés d’une matrice de protéines ou de
polysaccharides (Vinatier et al., 2009a). Le biomatériau idéal doit étre biocompatible et non
immunogene. D’autre part, il doit fournir un environnement 3D favorable a la chondrogenése et doit
pouvoir adhérer aux lésions cartilagineuses. De plus, il doit permettre la diffusion de molécules et
facteurs de croissance. Il doit idéalement étre biodégradable et injectable pour étre le moins invasif

possible. Parmi les biomatériaux protéiques, les matrices de collagéne | et Il ont été utilisées en essai
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clinique (Cherubino et al., 2003). La matrice de collagene de type | a été utilisée notamment pour la
culture 3D de chondrocyte et de MSC en essai clinique au Japon (Kuroda et al., 2007). S’agissant des
biomatériaux basés sur une matrice de polysaccharides, le Hylaograft C® consiste a inclure des
chondrocytes autologues dans une matrice d’acide hyaluronique (Nehrer et al., 2006). Ce concept a
amélioré l'ingénierie tissulaire chez ’lhomme, mais I'agence européenne de médecine (EMA) I'a retiré
pour cause d’'un manque d’efficacité et de sécurité sanitaire. BST-CarGell® est un biomatériau
composé de chitosan et de glycerophosphate. Ce matériau a été utilisé en MACI, mais il a eu un effet
modeste sur la qualité de vie des patients (Steinwachs et al., 2014). Bio-Seed1-C® est une matrice
poreuse synthétique d’acide polyglycolique (PGA), d’acide polylactique et polydioxa-none, sur
lesquelles des chondrocytes en suspension dans un gel de fibrine sont déposés (Ossendorf et al., 2007).
Par ailleurs, des biomatériaux combinant plusieurs matériaux ont été développés, comme notamment
le MaioRegen®, qui est un biomatériau composé de collagéne de type | et de hydroxyapatite enrichi
en magnésium (Filardo et al., 2013). Malgré un nombre important d’études cliniques et précliniques,
aucune des matrices citées ci-dessus n’est injectable. Les études récentes sont dirigées vers des
matrices ayant la capacité d’autopolymérisation et pouvant étre injectables. Les hydrogels (alginate,
chitosane, acide hyaluronique) sont des candidats idéals de par leurs propriétés physiques (Dhillon et
al., 2019). Les hydrogels possedent d’autre part un niveau d’hydratation proche de celui du cartilage

(Foyt et al., 2018).

1.1.6.4.7 Les facteurs environnementaux

Plusieurs facteurs de croissance sont impliqués dans le développement de la plague de croissance au
cours de I'embryogenese et ont été identifiés comme pouvant améliorer I'ingénierie du cartilage a
partir des MSC (figure 18). Parmi ces facteurs, les membres 1 et 3 de la superfamille des transforming
growth factors (TGF) B sont les plus couramment employés (Beane and Darling, 2012; Budd et al.,
2017). De par sa non-vascularisation, le cartilage est un tissu naturellement hypoxique, le taux
d’oxygéne varie entre 2 et 7%. L’hypoxie peut amplifier la chondrogenése grace au facteur de
transcription induit par I’hypoxie (HIF), celui-ci promeut la chondrogenése en activant les génes codant

pour les protéines de la matrice extracellulaire (Duval et al., 2012).
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Figure 18 : Effet du TGF-83 et de I’hypoxie sur la chondrogenése.
(A) La chondrogenése des MSC est amplifiée par le TGF-63 (Budd et al., 2017). (B) L’hypoxie promeut la chondrogenése
des MSC (Duval et al., 2012).

1.1.6.4.8 La thérapie génique

La thérapie génique contrairement a l'injection intra-articulaire de molécules, permet la production
durable de facteurs thérapeutiques. La thérapie génique vise a augmenter, remplacer, réduire ou
remplacer un géne via un vecteur directement dans I’h6te (approche in vivo) ou par implantation de

cellules autologues génétiguement modifiées (approche ex vivo) (Cucchiarini and Madry, 2019).

Chez I’'animal, des lésions ostéo-cartilagineuses ont été soignées via des approches de thérapies
géniques in vivo ou ex vivo. A titre d’exemple, I'administration d’un vecteur adénoviral contenant les
genes Interleukin 1 Receptor Antagonist (ILLRN) et IGF1 a permis la réparation des lésions de cartilage
chez le cheval aprés 16 semaines (Morisset et al., 2007). De la méme maniere, I'injection d’un virus
adénoassocié recombinant (rAAV) portant le géne SOX9 a amélioré la réparation du cartilage apres 16
semaines et a retardé la différenciation hypertrophique des chondrocytes (Cucchiarini et al., 2013).
Les stratégies ex vivo ont également démontré leur efficacité. Par exemple chez le lapin, I'implantation
de chondrocytes surexprimant IGF-1 entraine la formation d’os sous-chondral apres 36 jours (Madry
et al.,, 2005). Des essais cliniques ont été réalisés chez I'homme. L'une des méthodes, appelée
TissueGene-C (essai clinique NCT02072070, phase Ill) consiste a implanter des chondrocytes
allogéniques surexprimant le TGF-B1 et irradiés aux rayons gammas pour empécher leur prolifération.

Les résultats chez les patients montrent une diminution de la douleur et une amélioration de la
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fonction motrice (Kim et al., 2018). Un autre essai en cours (le NCT02790723, Sc- rAAV2.5IL-1Ra),

consiste a injecter en intra-articulaire un rAAV-ILIRN dans le genou des patients (Evans et al., 2018).

1.1.6.4.9Les limites aux stratégies actuelles

Les stratégies d’ingénierie tissulaire actuelles sont prometteuses. Cependant aucune n’a prouvé son
efficacité en clinique. En effet, les cellules implantées peuvent mourir par apoptose ou nécrose
(Steinert et al., 2007). La mort cellulaire est induite par différents facteurs, comme les cytokines pro-
inflammatoires, les MMPs, le stress oxydatif ou les forces mécaniques. La mort peut aussi provenir du
tissu receveur au niveau des zones de contact, qui ne supporterait pas le corps étranger. C’est pourquoi
le biomatériau doit étre biocompatible pour son intégration. La mort peut étre limitée en injectant des

facteurs anti-apoptotiques dans I'articulation (Steinert et al., 2007).

Les cellules implantées ont parfois l'incapacité de s’intégrer au cartilage préexistant. Car elles doivent
le pénétrer en le dégradant par libération de MMPs. Elles doivent, de plus, former un tissu ayant la
méme complexité organisationnelle et devant établir des contacts directs avec I'os sous-chondral

(Hunter and Levenston, 2004).

La qualité du cartilage produit par le greffon est un probleme majeur. Dans la plupart des cas, le
cartilage est de type fibreux, suggérant une dédifférenciation des chondrocytes en cellules de type
fibroblastique. De plus, les chondrocytes obtenus a partir de MSC tendent a poursuivre leur
différenciation vers le stade hypertrophique, pouvant grandement altérer la matrice extracellulaire
(Vinatier et al., 2009a). Les stratégies d’ingénierie tissulaire sont prometteuses, néanmoins il reste
encore beaucoup de travail avant de pouvoir obtenir un cartilage hyalin de qualité suffisante et

persistante a long terme.
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1.2 Epigénétique

Bien avant la connaissance du réle de I’ADN dans I’hérédité, les scientifiques savaient que méme si
toutes les cellules d’un organisme partagent les mémes genes, leur profil d’expression était trés
différent d’'une cellule a I'autre (Portela and Esteller, 2010). Conrad Waddington a inventé le terme de
« paysage épigénétique » (epigenetic landscape), désignant les mécanismes moléculaires
convertissant I'information génétique en phénotypes observables (figure 19), (Waddington, 2012). Par
ailleurs, la plupart des changements épigénétiques persistent a travers les mitoses et méioses
(Trerotola et al., 2015). Par conséquent, I'épigénétique est généralement définie comme I'étude des
changements d’expression des genes transmissibles et sans modification de séquence d’ADN (Ferrell,

2012).

i
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Une cellule indifférenciée est représentée comme une balle roulant le long d’une colline. Arrivée a chaque branche, la
trajectoire de la balle est déviée vers la droite ou vers la gauche, jusqu’a ce qu’elle atteigne le bassin de la colline. Ce bassin
correspond a la différenciation terminale de la cellule (Ferrell, 2012).

Figure 19 : Le paysage de Waddington.

L'épigénome inclut la méthylation de I’ADN, les modifications post-traductionnelles des histones,
I’expression d’ARN non-codants et les changements structurels de la chromatine (Perry et al., 2010).
Dépendamment de son état de condensation, la chromatine permet ou non I'accés a ’ADN pour la

machinerie transcriptionnelle.
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1.2.1 Méthylation de '’ADN

La méthylation de 'ADN chez les mammiféres est associée a la répression de I'expression génique

(figure 20) (Sulewska et al., 2007). Elle consiste en I'addition d’un groupement méthyle sur les cytosines

des ilots CpG, convertissant les cytosines en 5-methylcytosines (5mC) (Bird, 2002).
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Figure 20 : Réaction de méthylation de la cytosine catalysée par les DNMT.
(Sulewska et al., 2007).

1.2.1.1 Les DNMTs

La méthylation de I’ADN est établie et modifiée en réponse au stimuli environnementaux par les DNA

methyltransferases (DNMT), nommées DNMT1, DNMT3A et DNAMT3B (figure 21).
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Figure 21 : Méthylation de I’ADN et
répression génique.

ADN non méthylé (haut gauche).
Meéthylation de novo commence (cercle
rouge), catalysée par les DNMT3A et
DNMT3B. La méthylation des ilots CpG
entraine une cascade de répression
génique (bas droite). Lors de la
réplication de I’ADN, un brin non-méthylé
est formé (en vert). La DNMT1 reconnait
les sites hémi-méthylés et rajoute des
groupements méthyles sur le brin
néosynthétisé. (Issa, 2004).



La DNMT1 est une méthyltransférase de maintenance, qui méthyle les sites hemi-méthylés de I'’ADN
(Jeltsch and Jurkowska, 2016). La méthylation de maintenance est importante pour maintenir les
profils de méthylation sur les brins d’ADN néosynthétisés lors de la réplication (figure 21). Les DNMT3A
et DNMT3B sont des méthylases de novo, qui ont pour role de méthyler les cytosines non méthylées

(Issa, 2004).

1.2.1.2 Meécanismes d’inhibition de ['expression génique

Contrairement aux plantes chez lesquelles la méthylation est associée a la fois a |’activation et a la
répression génique, celle-ci chez les mammiferes est clairement associée avec la répression (Zhang et
al., 2018a). Deux modeles d’inhibition par méthylation d’ADN existent. Dans le premier, la méthylation
de 'ADN peut empécher sa reconnaissance par la machinerie transcriptionnelle (Watt and Molloy,
1988). Dans le deuxieme, les protéines de liaison a I’ADN (methyl binding proteins) MBPs reconnaissent
I’ADN methylé et recrutent des co-répresseurs afin d’éteindre I'expression du géne (Drewell et al.,
2002). Deux caractéristiques intéressantes de I’ADN méthylé ont été observées. Premiérement, en plus
de leur activité catalytique, les DNMTs participeraient de maniére physique a la répression génique.
En effet, il a par exemple été montré que la DNMT3b peut interagir avec le complexe de remodelage
de la chromatine appelé Sucrose nonfermenting protein 2 homolog (hSNFH2) (Geiman et al., 2004).
Deuxiémement, la méthylation de I’ADN peut aussi affecter la phase d’élongation de la transcription
(Klose and Bird, 2006). Une large proportion de méthylation est retrouvée dans les régions introniques
et exoniques (Shayevitch et al., 2018). Par ailleurs, des études utilisant des génes rapporteurs, ont
montré que la méthylation de I’ADN dans le corps du gene entraine l'inhibition de la transcription

(Hsieh, 1997).
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1.2.1.3 La déméthylation active de ’ADN

Malgré sa stabilité, la 5-methylcytosine (5mC) peut étre modifiée de plusieurs maniéres (figure 22).
Comme mentionné, la 5mC peut étre diluée passivement par les réplications de I’ADN. De plus, les
protéines Ten-eleven Translocation (TET) peuvent transformer successivement les 5mC en 5
hydroxymethylcytosines (5hmC), 5 formylcytosines (5fC) puis en 5 carboxylcytosines (5caC) (figure 22)
(Bochtler et al., 2017). Les 5fC et 5caC peuvent ensuite étre excisées par la thymine DNA glycosylase
(TDG) afin de former des sites abasiques. Le site est ensuite remplacé par une cytosine (non méthylée)

via le systeme de réparation base excision repair (BER) (Wu and Zhang, 2017).

Figure 22 : Déméthylation active de I’ADN.

Les DNMTs convertissent les cytosines en 5mC. Les 5mC peuvent étre converties successivement en (5hmC),
5-formylcytosines (5fC) et 5-carboxylcytosines (5caC) par les protéines TET. Les 5fC et 5caC peuvent étre excisées par la
TDG puis réparées en cytosine par le BER (Wu and Zhang, 2017).

1.2.2 Les ARN non codants (ncRNA)

Un ARN non codant (ncRNA) est une molécule d’ARN non traduit en protéine. Il existe un nombre
important de ncRNA aux fonctionnalités multiples : les ARN de transfert (tRNA), les ARN ribosomiques
(rRNA) ainsi que les petits ARN miRNA, siRNA, piRNA et les longs ncRNA (IncRNA). Le nombre exact des

ncRNA dans le genome humain reste incertain. Cependant des études transcriptomiques et bio-
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informatiques suggerent qu’il en existe des milliers (Cheng et al., 2005; ENCODE Project Consortium et

al., 2007; Washietl et al., 2007; van Bakel et al., 2010; Shahrouki and Larsson, 2012).

1.2.2.1 Les micro RNA (miRNA)

Le premier petit ARN non codant appelé lin-4 a été découvert en 1993 apres un séquencage génétique
chez les nématodes. Par la suite, cet ARN a été reconnu comme faisant partie de la classe des miRNA.
Un nombre important de miRNA est impliqué dans divers processus physiologiques tels que la
prolifération, la mort cellulaire, le métabolisme, la neurogenése, I'hématopoiese, I'immunité et la

chondrogenese (He and Hannon, 2004; Allas et al., 2018).

1.2.2.1.1Biogenese des miRNA

La biogenése des miRNA débute dans le noyau par leur transcription en miRNA primaire (pri-miRNA)
(figure 23). Le pri-miRNA est ensuite clivé par un complexe formé de DROSHA et DiGeorge syndrome
chromosomal [or critical] region 8 (DGCR8), afin de produire un miRNA précurseur (pre-miRNA). Le
pre-miRNA est exporté dans le cytoplasme par I'exportine 5-RAN-GTP. La maturation se poursuit par
un second clivage effectué par la RNAse Ill DICER. Le brin guide du miRNA est chargé ensuite dans le
complexe RISC miRNA induced silencing complex, contenant les protéines DICER et Argonaute. Ces

protéines entrainent la répression génique (Ding et al., 2009).
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Figure 23 : Biogenése des miRNA.

Les miRNA sont transcrits par I’ARN polymérase en miRNA primaires (primiRNA). Les pri-miRNA sont ensuite clivés en miRNA
précurseurs (pre-miRNA) par le complexe microprocesseur formé de la ribonucléase DROSHA et la protéine de fixation a
I’ADN DGCRS. Puis, les pre-miRNA sont exportés dans le cytoplasme par I’exportine 5. Dans le cytoplasme, I’endonucléase
de type RNAse Il clive les pre-miRNA afin de produire un duplexe. Enfin les brins générés par DICER sont chargés dans le
RNA-induced silencing complex (RISC) afin d’induire soit I'inhibition de la traduction de I’ARNm cible soit sa dégradation
(Allas et al., 2018).

1.2.2.1.2Mécanismes d’inhibition par les miRNA

Les complexes formés de miRNA et protéines sont appelés les micro-ribonucléoprotéines (miRNP). Ces
complexes en se fixant sur la région 3’ UTR de I’ARNm cible, peuvent entrainer sa déadenylation (figure
24). Les complexes miRNP peuvent aussi inhiber la traduction en empéchant la reconnaissance de la
coiffe 5’ par elF4E ou la liaison de la sous unité 60S du ribosome (Bhattacharyya et al., 2006). Par
ailleurs, les ARNm inhibés par les miRNA sont envoyés dans les P-bodies (regroupement d’enzymes et
d’ARN dans le cytoplasme) ou ils sont dégradés ou stockés. Les miRNA peuvent également inhiber
I’élongation de la traduction en ralentissant I'action des ribosomes ou en altérant leur liaison a I’ARN
(Petersen et al., 2006). Durant élongation les miRNP peuvent aussi recruter des protéases induisant la

dégradation du peptide de syntheése (Filipowicz et al., 2008).
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Figure 24: Mécanismes d’inhibition génique post-transcriptionnels par les miRNA.

Les miRNPs inhibent la traduction des ARNm en entrainant leur déadenylation, la protéolyse du peptide naissant, en
inhibant la reconnaissance de la coiffe 5’ par elF4E ou la liaison de la sous unité 60S du ribosome. Les miRNPs peuvent
également ralentir I’élongation de la traduction par les ribosomes (Filipowicz et al., 2008).

1.2.2.2 Les longs ARN non codants IncRNA

Les progres de la recherche en bio-informatique et en séquencage ont permis la découverte d’un
nombre important de IncRNA (Mercer et al., 2009; Rinn and Chang, 2012). Malgré le fait que ces ARN
sont codés par un nombre important de génes, leur role reste pour la plupart inconnu. Les recherches
suggerent que les IncRNA régulent la transcription des génes par modulation de la chromatine (Han
and Chang, 2015). Cependant, de récentes découvertes ont montré que les IncRNA pourraient avoir
d’autres fonctions telles que la régulation post-transcriptionnelle, I'organisation de complexes

protéiques et la signalisation cellulaire (Chen et al., 2017).
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1.2.2.2.1Régulation transcriptionnelle par les [cnRNA

Plusieurs InRNA peuvent s’associer avec des protéines catalysant la modification des histones (figure
25). A titre d’exemple, le IncRNA HOTAIR peut s’associer physiquement a PRC2 (Polycomb repressive
complex 2) et LSD1 (Lys-specific demethylase 1). Comme nous le verrons dans la partie consacrée aux
modifications des histones, PRC2 et LSD1 favorisent la compaction de la chromatine et donc la
répression génique (Khalil et al., 2009; Portoso et al., 2017). Dans certains cas, les IncRNA peuvent agir
pendant la transcription de leur cible (Kornienko et al., 2013). Par exemple, IncRNA Airn (antisense of
Igf2r non-coding RNA) peut interférer avec la transcription de Igf2r (insulin-like growth factor 2
receptor) (Latos et al., 2012). Certains IncRNA peuvent agir de maniére indirecte en inhibant les
enhancers de leurs cibles. Par exemple chez la levure, les IncRNA Ichthyosis Congenita I, Erythromatous
Lamellar Ichthyosis, Ichthyosiform Erythroderma ICR1 et Promoting Watson RNA (PWR1) régulent de
cette facon I'expression FLO11. En effet, ICR1 réprime I'expression de FLO11 en inhibant le recrutement

des facteurs de transcription Flo8 et SIf1 (Bumgarner et al., 2012).

En plus de la modulation de la chromatine, les IncRNA peuvent réguler la transcription en agissant
directement sur la machinerie transcriptionnelle. Lors d’'un choc thermique, les INcRNA générés des
geénes Alu SINE elements entrainent la répression de la transcription en interagissant directement avec
I’ARN polymérase Il (Mariner et al., 2008). Il a également été montré qu’un IncRNA transcrit a partir
du locus DHFR (dihydrofolate reductase), empéche I'assemblage du complexe de pre-initiation de la
transcription. Les IncRNA peuvent également mimer les séquences de fixation des facteurs de
transcription en formant des boucles doubles brin. Par exemple, le IncRNA GAS5 (growth arrest specific
5) peut mimer la séquence de fixation du récepteur au glucocorticoides, ce qui entraine la répression
de la transcription dépendante des glucocorticoides (Kino et al., 2010). D’autre part, les IncRNA
régulent la transcription en bloquant la translocation nucléaire des facteurs de transcription. Par
exemple le facteur de transcription NFAT (nuclear factor of activated T cells), pénétre dans le noyau
en se liant a I'importine-B. Le IncRNA NRON (non-coding repressor of NFAT) est en compétition avec
NFAT, car il se lie au méme site de fixation a I'importine-B. NRON empéche donc la translocation
nucléaire de NFAT et ainsi la transcription de ces génes cibles en se fixant a I'importine-B (Geisler and

Coller, 2013).
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Figure 25 : Les IncRNA régulent la transcription a travers plusieurs mécanismes.

(a-c) Les IncRNA peuvent moduler le niveau de compaction de la chromatine de maniére indépendante (a) ou dépendante de la

transcription (b-c). (d-g) Les IncRNA peuvent moduler a la fois la machinerie générale de la transcription (d-e) mais également des
régulateurs spécifiques (f-g) (Geisler and Coller, 2013).
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1.2.2.2.2Régulation post-transcriptionnelle

Immédiatement apres la transcription des pré-ARNm naissants, I'épissage alternatif augmente le
nombre d’isoformes potentiels pour un méme gene (figure 26). Dans certain cas les IncRNA qui ont
une orientation antisens a un géne codant une protéine (aussis appelés NAT pour natural antisense
transcripts), peuvent influencer le devenir de I’ARNm sens. A titre d’exemple, le NAT du géne c-MYC
forme un duplex avec le pré-ARNm pour moduler I'épissage alternatif (Beltran et al., 2008). En plus de
I’épissage, les INcRNA antisens peuvent réguler I’édition des ARNm. L’édition des ARN est importante,

car elle peut ensuite influencer la structure, I'épissage et son ciblage par les miRNA (Hundley and Bass,

2010).
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Figure 26 : Régulation post-transcriptionnelle des IncRNA.

L’épissage alternatif peut étre influencé par les IncRNA (a). Les IncRNA peuvent diriger I’édition en s’associant avec
ADAR (adenosine deaminase acting on RNA), qui convertie les adenosines en inosines (b). La traduction est
amplifiée par les IncRNA a région SINEB2 (c). Les IncRNA contenant une région Alu peuvent entrainer la dégradation
de leur cible en recrutant Staufen (d). Les IncRNA peuvent protéger les ARNm de la dégradation en masquant les
sites de fixation des miRNA (e). Les IncRNA linéaires ou circualires peuvent séquestrer des miRNA avec des
séquences complémentaires (f) (Geisler and Coller, 2013).

La stabilité des ARNm implique également les IncRNA. A titre d’exemple, les IncRNA contenant des

régions Alu répétées sont impliqués dans le recrutement de Staufen 1, aprés fixation sur la région 3’
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UTR de son ARNm cible. Staufen 1 entraine par la suite la dégradation de ’ARNm. A I'inverse le IncRNA
BACE1AS augmente la stabilité de son ARNm antisens BACE1 (beta-site APP-cleaving enzyme 1).
BACE1AS rentre en compétition avec les miRNA pour la région 3’ UTR BACE1 (Faghihi et al., 2010).

Les IncRNA peuvent aussi agir comme des leurres en piégeant les miRNA avec des séquences
complémentaires. Par exemple, IncRNA LINCMD1 favorise la différenciation musculaire en fixant les
miRNA miR-133 et miR-135 (Cesana et al.,, 2011). Ces derniers, régulent négativement '’ARNm de

facteurs de transcription initiateurs du développement musculaire (Geisler and Coller, 2013).

1.2.3.1 L’acétylation des histones

La premiére étude concernant I'acétylation des histones est parue en 1964 (Allfrey et al., 1964).
Depuis, il a été montré que l'acétylation des lysines est dynamiquement régulée par I'action
antagoniste de deux familles d’enzymes, les histones acétyltransférases (HAT) et les histones

désacétylases (HDAC).

1.2.3.1.1 Les HAT

Les HAT utilisent I'acétyl CoA comme cofacteur et catalysent le transfert d’un groupement acétyle sur
le groupement g-amino des lysines. Ainsi, elles neutralisent les charges positives des lysines et

fragilisent les interactions entre histones et ADN (Bannister and Kouzarides, 2011).

Il existe des HAT de type A et B. Les HAT de type B sont trés conservées, principalement
cytoplasmiques, acétylant les histones libres et non associées a la chromatine. Les HAT de type B
acétylent les lysines K5 et K12 des histones H4 (et accessoirement H3) néosynthétisées. Une fois le
nucléosome formé et incorporé dans la chromatine, les groupements acétyls des HAT de type B sont

effacés (Parthun, 2007).

Les HAT de type A composent une famille plus diversifiée d’enzymes. Elles peuvent étre séparées en
3 groupes en fonction de leur séquence amino-acidique et de la leur conformation : GNAT, MYST et
CBP/p300 (Hodawadekar and Marmorstein, 2007). Les enzymes de ces familles sont majoritairement
des coactivateurs de la transcription, grace a leur capacité d’acétyler sur plusieurs sites les queues N-
terminale des histones. Cependant, il existe d’autres sites d’acétylation présents sur le corps de
I’histone et qui contribuent également a la compaction de la chromatine, comme par exemple,
I'acétylation de H3K56 (Tjeertes et al., 2009). Les HAT de type A, comme de nombreuses enzymes de

modification des histones, sont retrouvées associées a des complexes multiprotéiques (Yang and Seto,
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2007). Ces complexes jouent un réle important dans la spécificité de I'activité enzymatique. En effet,
la HAT general control of amino-acid synthesis, yeast, homolog (GCNS5) libre, acétyle les histones non
associées a la chromatine, alors que la GCN5 associée au complexe multiprotéique SAGA, acétyle

uniquement les histones des nucléosomes (Grant et al., 1997).

1.2.3.1.2 Les HDAC

Les HDAC sont des enzymes antagonistes a I'effet des HAT en restaurant les charges positives des
lysines (figure 27). Le génome des mammiféres code pour 11 protéines avec un domaine désacétylase
tres conservé. Ces protéines sont divisées en quatre familles (1, lla, llb et 1V), qui different en termes
de structure, de fonction enzymatique, de localisation cellulaire et de profils d’expression. En plus, de
ces HDAC, il existe un autre groupe de désacétylases appelées les sirtuines, dont |'action est

dépendante du nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) et qui constituent la classe III.

Protein domains Time of lethality Phenotype References
el HoaC 482 EI0.5 Proliferation defects 12,53
HDACZ L 488 P1 Cardiac malformation 12,61
HDAC3 4 = 428 ES.5 Gastrulation defects 69-71
. MH. and EO.,
HDACS 317 i Craniofacial defects unpublished observations
Class lla MEF2 14-3-3 14-3-3 433 Chondrocyte differentiation
HDAC4 — | s 1,084 P7-P14 defect in growth plate 3
. Exacerbated cardiac
I j
HDACS — | 1122 Viable hypertrophy after stress 32
HDAC7 8 S 912 Ell Endothelial dysfunction 34
. Exacerbated cardiac
I !
IRIBAE I e EhE hypertrophy after stress =
) Increased tubulin
Class b HDAC6 — H F—ZnF }—1215  Viable acetylation 43
HDACIO HLeucinerich - 669 ND - -
Class IV HDACT! {347 ND = =

Figure 27 : La famille des histones désacétylases (HDAC), structure, phénotype et survenue de Iéthalité apreés invalidation
chez la souris.

Les rectangles verts correspondent a des domaines conservés des HDAC. Les carrés bleus indiquent les sites de liaison a
MEF2, les sites de liaison a la chaperonne 14-3-3 sont également montrés. E, jours embryonnaires ; ND, non déterminé, P;
jours postnatals, S; site de phosphorylation des sérines; ZnF, zinc figer (Haberland et al., 2009).

La classe | est composée des HDAC 1, 2, 3 et 8, elles sont exprimées de facon ubiquitaire et sont
localisées principalement dans le noyau. Elles sont constituées d’un domaine désacétylase conservé
avec des extensions amines et carboxyles terminales. Les HDAC1 et 2 sont presque identiques et sont
généralement retrouvées dans les complexes répressifs Sin3, NuRD, CoRest et PCR2 (Yang and Seto,
2003). La HDAC3 est retrouvée dans les complexes N-CoR-smRT (Yang and Seto, 2008).
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Les HDAC4, 5, 7 et 9 appartiennent a la classe lla. Ces HDAC ont une large extension N-terminale avec
un site de liaison conservé au factor myocyte enhancer factor 2 (meF2) et a la protéine chaperonne
14-3-3. Lorsque les HDAC sont phosphorylées par la calcium/calmodulin-dependent protein kinase
(CamK) ou la protein kinase D (PKD), elles sont exportées hors du noyau (Vega et al., 2004b). Cette
exportation permet aux HAT de se lier a meF2 a la place des HDAC, convertissant ce facteur de
transcription répresseur en activateur (Lu et al., 2000). A I'inverse d’autres HDAC de classes I, les HDAC
de type lla ont un profil d’expression assez restreint. Les HDAC 5 et 9 sont trés enrichies dans les
muscles, le coeur et le cerveau (Zhang et al., 2002a). La HDAC4 est tres exprimée dans le cerveau, la
plague de croissance et le squelette (Vega et al., 2004a). La HDAC7 quant a elle, est enrichie dans les
cellules endothéliales et le thymus (Chang et al., 2006). La répression génique par les HDAC n’est pas
uniguement liée a leur activité désacétylase. En effet, il a été montré que la HDAC9 délétée de son
domaine désacétylase était toujours capable d’inhiber les génes cibles de meF2. Cet effet, peut étre
expliqué par le fait que les HDAC de classe Il peuvent recruter les HDAC de classe | sur leur domaine C-
terminal (Zhang et al., 2002b). De plus, les HDAC de classe Il peuvent interagir avec d’autres facteur de
répression tels que heterochromatin protein 1 (HP1) et C-terminal-binding protein (CTBP) (Dressel et
al., 2001). Les HDAC de classe Il, en plus de leur activité enzymatique, fonctionnent comme des

adaptateurs de plusieurs régulateurs transcriptionnels.

Les HDAC6 et HDAC10 forment la classe llb. La HDAC6 est la principale désacétylase cytoplasmique
chez les mammiféres (Fischer et al., 2002). La HDAC6 se distingue des autres HDAC par ces deux
domaines désacétylases et son domaine zinc finger en C-terminal. Parmi ces cibles, nous retrouvons
des protéines cytoplasmiques I'a-tubulin et cortactine, transmembranaires comme le récepteur a

I'interféron (IFNaR) et des protéines chaperonnes (Haberland et al., 2009).

La classe IV est uniguement composée de la HDAC11, dont I’expression est enrichie dans le cerveau,

le ceeur, les muscles, les reins ainsi que les testicules (Gao et al., 2002).

1.2.3.2 La méthylation des histones

La méthylation des résidus lysines des histones induite par les histones méthyltransférases (HMT), peut
étre associée a |'activation ou la répression de I'expression des génes en fonction de I'acide aminé
concerné. Par exemple, la triméthylation de la lysine 4 de I'histone H3 (H3K4me3) est associée a
I'activation transcriptionnelle, alors que la triméthylation de la lysine 27 de I’histone H3 (H3K27me3)

est associée a la répression transcriptionnelle (Perry et al., 2010).
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1.2.3.2.1La méthylation de H3K4

La méthylation de H3K4 est une modification treés conservée au cours de |’évolution et tres enrichie au
niveau des promoteurs ou elle favorise la transcription (Shilatifard, 2012). La méthylation de H3K4 est
effectuée par les homologues de la famille Setl (SET1A/KMT2F, SET1B/KMT2G, MLL1 (mixed-lineage
leukemia 1) /KMT2A, MLL2/KMT2B, MLL3/KMT2C and MLL4/KMT2D). Les homologues Setl forment
des complexes avec quatre sous-unités différentes communes (WRAD: WDRS5 (WD repeat domain 5),
RbBP5 (retinoblastoma binding protein 5), ASH2L (absent, small or homeotic-2 like) et DPY30) mais
également des sous unités spécifiques a chaque homologue (Shilatifard, 2012). L’association des
WRAD avec les proteins SET1/MLL fournies des propriétés enzymatiques spécifiques. MLL1 isolée
possede une faible activité méthyltransférase. Alors qu’elle exhibe une activité mono et di
méthyltransférase lorsqu’elle est complexée avec WRAD (Patel et al., 2009). Ainsi, 'assemblage des
différents complexes SET1/MLL/WRAD dicte la spécificité de liaison avec les facteurs de transcription

et I'activation de genes spécifiques (Hyun et al., 2017).

Les premieres déméthyltransférases de H3K4 découvertes sont les protéines LSD1 (KDM1A) et LSD2
(KDM1B) (Ciccone et al., 2009). Il a été montré que LSD1 est recrutée sur ses genes cibles par CoREST,
BHC80, SFMBT1 et Snail (Lin et al., 2010). De plus, les familles des protéines JARID1 (jumonji AT-rich
interactive domain-1) et NO66, sont aussi dotées d’une activité H3K4 déméthyltransférase (Hgjfeldt et
al.,, 2013). NO66 est capable de déméthyler les trois états de méthylation de H3K4 en utilisant I'a-
cétoglutarate et le Fe(ll) comme cofacteurs (Sinha et al., 2010), alors que les protéines JARID1 sont

spécifiques de H3K4me2 et H3K4me3 (Christensen et al., 2007).

1.2.3.2.2La méthylation de H3K9

La méthylation de H3K9 est connue pour réprimer la transcription est favorisée la compaction de la
chromatine (Barski et al., 2007). Il existe plusieurs types de méthyltransférases de H3K9 chez les
mammiferes (SUV39H1/KMT1A, SUV39H2/KMT1B, SETDB1/KMT1E, G9a/KMT1C-GLP (G9a-like
protein)/KMT1D and PRDM) (Brower-Toland et al., 2009). SUV39H1 et SUV39H2 catalysent la di et |a
tri méthylation dans les régions constitutives d’hétérochromatine dont les régions péricentriques
(Lachner et al., 2001). Euchromatic histone-lysine N-methyltransferase 2 and Glucagon-like peptide 1
(G9a-GLP) est une autre H3K9 méthyltransférase réprimant |'expression génique par mono et di
méthylation (Tachibana et al., 2002). Plusieurs PRDM (PRDI-BF1 and RIZ homology domain)
contribuent a la méthylation de H3K9. Parmi les 17 membres de la famille PRDM, certains possedent

un domaine Protein arginine PR similaire a un domaine Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste and Trithorax
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(SET) avec une activité méthyltransférase. Les autres membres participent a la méthylation de H3K9

en s’associant avec d’autres méthyltransférases telles que G9a (Hohenauer and Moore, 2012).

Il existe trois classes de protéines a activité H3K9 déméthylase JHDM2/KDM3, JHDM3(JMJD2)/KDM4
et PHF8/KDM7. Les JHDM2 (jumonji domaincontaining histone demethylase-2) ont la capacité de
déméthyler H3K9mel et H3K9me2 (Yamane et al., 2006). Les JHDM3 peuvent déméthyler H3K9me?2
and H3K9me3 (Cloos et al., 2006). Les PHF (PHD finger) dont I'action est dépendante du Fe(ll),
déméthylent H3K9me1l et H3K9me2 (Loenarz et al., 2010).

1.2.3.2.3La méthylation de H3K36

H3K36me3 est retrouvée a l'intérieur du géne, ou elle favorise I'élongation de la transcription. Les
cellules de mammiféres contiennent huit H3K36 méthyltransférases différentes: NSD1/KMT3B,
NSD2/KMT3G, NSD3/KMT3F, SETD2/KMT3A, SETD3, SETMAR, SMYD2/KMT3C and ASH1L/KMT2H
(Wagner and Carpenter, 2012). Parmi elles, SETD2 contribue majoritairement a la tri-méthylation de
H3K36, alors que les sept autres sont restreintes a une activité H3K36 mono et di-méthyltransférase

(Edmunds et al., 2008).

Il existe deux familles de H3K36 démethyltransferases chez les mammiféres: JHDM1/KDM2A-B et
JHDM3/IMJD2/KDMA4A-D. JHDM1 est spécifique de H3K36mel et H3K36me2, elle contient un domaine
PHD permettant la fixation aux histones (Li et al., 2006). JHDM3 est spécifique de H3K36me2 et

H3K36me3, mais a la capacité de déméthyler in vitro H3K9me2 et H3K9me3 (Cloos et al., 2006).

1.2.3.2.4La méthylation de H3K79

Contrairement a la plupart des méthylations de lysine localisées au niveau de la queue des histones et
catalysées par le domaine SET des méthyltransférases, la méthylation de H3K79 a lieu au niveau de la
région globulaire de I'histone H3 et est réalisée par DOT1L (DOT1-like)/KMT4, (Nguyen and Zhang,
2011). Malgré qu’il ait été établi que H3K79me3 soit réversible, aucune déméthylase n’a été identifiée

a I'’heure actuelle (Hyun et al., 2017).

1.2.3.2.5La méthylation de H4K20

La méthylation de H4K20 est catalysée principalement par SET8/KMTS5A, elle catalyse la mono et la
diméthyméthylation de H4K20mel, formant ainsi H4K20me2 et H4K20me3 respectivement (Yang et
al., 2008). Il existe plusieurs déméthylases impliquées dans I'effacement de la méthylation de H4K20.

PHD8/KDM7B a été la premiére a avoir été identifiée comme H4K20mel déméthylase (Liu et al., 2010).
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1.2.4 Méthylation de H3K27

1.2.4.1 PRC2/EZH2

La lysine de 27 de I'histone H3 peut étre mono-, di- ou tri-méthylée. La formation de H3K27me3 est
séquentielle et résulte toujours de la mono-méthylation de H3K27me2 (Zee et al., 2010). Dans les
cellules souches embryonnaires la méthylation de H3K27 est trés abondante, avec 50% des lysines 27
diméthylées, 15% triméthylées et 15% monométhylées (Peters et al., 2003). La marque H3K27me2 a
un double réle. D’une part elle est le substrat d’EZH2 pour la formation de H3K27me3. D’autre part

elle empéche I'acétylation de H3K27 (Tie et al., 2009).

La méthylation de H3K27 est catalysée par le complexe Polycomb repressive complex 2 (PRC2). Ce
dernier est constitué de 7 sous unités AEBP2, PCL, JARID2 SUZ12, EED RbAp46/48 et enhancer of zeste

2 polycomb repressive complex 2 (EZH2), la sous-unité catalytique (figure 28) (Margueron and

Reinberg, 2011).
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Le gene d’EZH2 est localisé sur le bras long du chromosome 7 (7q36.1). Elle est exprimée

principalement dans le noyaux mais peut étre retrouvée dans le cytoplasme (Bracken et al., 20033;
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Kirmizis et al., 2004). Les souris invalidées pour EZH2 meurent au stade E7.5 du développement
embryonnaire (O’Carroll et al., 2001). L’activité méthyltransférase d’EZH2 est conférée par son
domaine SET. Cependant, EZH2 seule n’a pas d’activité enzymatique et requiert I'interaction d’autres
membres du complexe PRC2, en particulier EED et SUZ12. EZH2 catalyse I’addition d’'un groupement
méthyle sur H3K27 en utilisant comme cofacteur la S-adenosyl-L-methionine (SAM) qui devient S-
adenosyl-L-homocysteine (SAH) aprés la réaction. SAH est un inhibiteur compétitif de SAM (figure 29)
(Volkel et al., 2015).

m SAH-EZH2 peptides

SAM competitive | @@
EZH2

inhibitors
SAM
(S-adenosylmethionine)
Methionine Methionine Cycle SAH

(S-adenosylhomocysteine)

L Homocysteine

Figure 29 : Réaction de méthylation par EZH2 en utilisant SAM comme cofacteur.
Le donneur de méthyle d’EZH2 est SAM qui devient SAH apres réaction. SAH est ensuite transformée en homocystéine
par la SAH hydrolase (Vélkel et al., 2015).

hydrolase

Le terme Polycomb réfere initialement a un phénotype de drosophile, ayant une segmentation altérée
(Kyba and Brock, 1998). Aujourd’hui le groupe polycomb (PcG) définit un ensemble de génes dont la
mutation entraine un phénotype similaire (Margueron and Reinberg, 2011). Embryonic ectoderm
development (EED) avec son domaine Post-translational modification (PTM) de reconnaissance de
H3K27mel, joue unréle central dans le recrutement de PRC2 sur ces génes cibles. Adipocyte Enhancer-
Binding Protein (AEBP2) et SUZ12 polycomb repressive complex 2 subunit (SUZ12) possedent un

domaine zinc finger permettant de stabiliser I'interaction de PRC2 avec I’ADN. Polycomb-like (PCL) 1
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contient un plant homeodomain (PHD) ce qui lui permet de fixer la queue N-terminale des histones.
Jumonji And AT-Rich Interaction Domain Containing 2 (JARID2) est un membre de la famille des
Jumonijis mais sans activité catalytique. Elle possede un domaine AT-rich interaction (ARID) de liaison
a I’ADN. RbAp46 et RbAp48 sont des chaperonnes d’histones (Margueron and Reinberg, 2011). EZH1
est un homologue d’EZH2 mais avec une activité enzymatique quasi nulle. EZH1 est généralement
retrouvée sur des génes transcriptionnellement actifs. En effet, EZH1 en prenant la place d’EZH2
pourrait par compétition, réguler négativement la méthylation de H3K27me3 et la répression génique

qui en découle (Xu et al., 2015).

La présence de PRC2 sur la chromatine entraine a travers différents mécanismes la répression génique
(Di Croce and Helin, 2013). En effet, PRC2 peut recruter PRC1, qui par son activité E3 ligase, entraine
la compaction de la chromatine (figure 30). L'état compacté de la chromatine réduit I'acces a la
machinerie de la transcription ainsi qu’aux complexes de remodelage de la chromatine tels que
SWI/SNF (Bantignies and Cavalli, 2011). PRC2/EZH2 régule les génes impliqués dans le développement,
I'inactivation du chromosome X, la régulation du cycle cellulaire, et le maintien de la pluripotence des

cellules souches embryonnaires (ESCs).

Holding RNA Pal II

Figure 30 : Répression génique induite par PRC2/EZH2.

En formant H3K27me3, PRC2 entraine la compaction de la chromatine notamment via le recrutement de PRC1. La
compaction de la chromatine empéche par la suite I'accés a I’ARN polymérase Il et aux complexes de remodelage de la
chromatine a I’ADN (Di Croce and Helin, 2013).
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1.2.4.2 Réqulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle

d’EZH?2

La séquence du promoteur d’EZH2 contient plusieurs sites de liaison pour différents facteurs de
transcription comme retinoblastoma protein-E2 factor (pRB-E2F), ETS Transcription Factor ELK1 (ELK1),
K-ras or Ki-ras (KRAS), extracellular signal-regulated kinases (ERK), Protein kinase B (Akt), hypoxia-
induced (HIF-1a) et nuclear factor-kappa B (NF-kB) (Bracken et al., 2003b; Bantignies and Cavalli, 2011;
Chang et al., 2011; Fuijii et al., 2011). Les miRNA miR-26a et miR-101 sont aussi impliqués dans la
régulation d’EZH2 par liaison a sa séquence 3’ UTR (Sander et al., 2008; Zhang et al., 2012a). EZH2 est
également soumise a la phosphorylation. La phosphorylation d’EZH2 par AKT sur sa Ser21 réprime son
activité méthylase. EZH2 sous cette forme phosphorylée, peut servir de cofacteur (enhancer) de
transcription indépendamment de son activité catalytique (Cha et al., 2005; Latos et al., 2012). Par
ailleurs, il a été montré que la phosphorylation d’EZH2 sur sa Thr350 par cyclin dependent kinase (CDK)
1 facilite son recrutement sur ces cibles et augmente son activité enzymatique (Chen et al., 2010). A
I'inverse, lorsque CDK1 phosphoryle la Thr487 d’EZH2, elle inhibe son activité méthylase et sa liaison

sur ces genes cibles (Yapp et al., 2016).

1.2.4.3 Implication d’EZH2 dans les maladies oncologiques et

inflammatoires

EZH2 est connue pour étre recrutée sur des loci spécifiques au cours du développement, afin de
favoriser une voie de différenciation au détriment d’une autre (Ezhkova et al., 2009). De maniére,
analogue a son rdle dans les cellules souches normales, EZH2 dans les cellules souches cancéreuses
(CSC) du sein, inhibe I'expression des génes de la différenciation. A cause de leur état quiescent, les
CSC sont responsables des récidives aprés chimio ou radiothérapie (Ezhkova et al., 2009; Xu et al.,
2012b). EZH2 augmente aussi I'expression de pRb-E2F dans certains cancers. PRb-E2F favorise la
prolifération des cellules cancéreuses en augmentant d’une part I’expression de genes impliqués dans
le cycle cellulaire, mais également en stimulant I'expression d’EZH2 (Bracken et al., 2003b). EZH2 est
capable de méthyler des protéines non-histones. Par exemple, EZH2 favorise la formation de CSC dans

les glioblastomes en méthylant STAT3 et le récepteur aux androgénes (AR) (Kim et al., 2013).

EZH2 est par ailleurs impliquée dans certains processus immunologiques et inflammatoires. Les
macrophages oscillent entre deux phénotypes : M1 pro-inflammatoire et M2 anti-inflammatoire. Il a
été montré que l'invalidation d’EZH2 dans les macrophages réduit leur différenciation M1 activée par
les toll like receptors (TLR). De plus, I'invalidation d’EZH2 inhibe I'activité auto-immune des microglies
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dans un model murin d’encéphalomyélite (Zhang et al., 2018b). Au cours de la sclérose en plaque, une
maladie auto-immune du systeme nerveux central, EZH2 est surexprimée dans les lymphocytes CD4+
et CD8+ matures présents sur les sites inflammatoires, alors qu’elle est peu exprimée dans les
lymphocytes naifs de la circulation sanguine. Elle favoriserait I'adhésion et la migration des
lymphocytes vers le systéme nerveux central (Malhotra et al., 2018). Dans un modele expérimental de
la maladie de Crohn (inflammation chronique de I'intestin), I'inhibition d’EZH2 par le GSK343, permet
de retarder le déclenchement de la pathologie et d’atténuer les symptomes inflammatoires (Zhou et
al., 2019a). Des résultats similaires ont été observés dans un modele de pulpite (inflammation de la
pulpe dentaire) chez le rat, ol I'inhibition d’EZH2 par siRNA contrecarre I'inflammation en réduisant la
libération de cytokines (Hui et al., 2018). Des études suggerent par ailleurs qu’EZH2 est impliquée dans
certains processus anti-inflammatoires. Les cellules NKT (Natural killer T cells) expriment le récepteur
des cellules T (TCR), leur permettant de reconnaitre des antigénes endogénes et environnementaux.
Dans un modeéle murin d’asthme induit par les cellules NKT, la délétion d’EZH2 augmente
I’hyperactivité des voies respiratoires, I'inflammation pulmonaire et la production de mucus (Tumes
et al.,, 2019). De méme, il a été montré que l'invalidation d’EZH2 dans les cellules endothéliales,

augmente l'inflammation en activant la voie NFkB (Barroso et al., 2016).

H3K27me3 peut revenir a I'état hypométhylé par I'action des demethylases Jumonji Domain

Containing 3 (JMJD3) et Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat, X chromosome (UTX).

Les deux demethylases de H3K27me3 ubiquitously transcribed tetratri- copeptide repeat X
chromosome protein (UTX ou KDM6A) et Jumonji D3 (JMJD3 or KDM6B) ont été découvertes en 2007
(Agger et al., 2007; De Santa et al., 2007; Arcipowski et al., 2016). UTX dont le géne est localisé sur le
bras court du chromosome X (Xp11.3), est exprimé de maniére ubiquitaire. Son promoteur contient
des sites de liaison pour Activator protein 1 (AP-1), E2 factor (E2F) 1-5, Nuclear factor, interleukin 3
regulated (NFIL3), Spermatogenic Leucine Zipper 1 (Spzl) et Yin Yang 1 (YY1). Le géne JMJD3 est localisé
sur le bars court du chromosome 17 (17p13.1). Son promoteur posséde des séquences de liaison pour
erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1 (c-Ets-1), hepatocyte nuclear factor 4alphal

(HNF4alphal), NF-kappaB, NK2 Homeobox (Nkx2-5) et OIf Early B Cell Factor (OIf-) 1.

JMJD3 est induite par des stimuli inflammatoires, viraux ou oncogéniques. UTX contient un domaine
catalytique JmjC et 6 domaines tetratricopeptide repeat (TPR) impliqués dans les interactions
protéines-protéines (figure 31). JIMIJD3 ne contient que le JmjC comme domaine caractéristique. JMJD3
et UTX ont des séquences amino-acidiques similaires a 84%. UTY est un paralogue d’UTX, son géne est
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localisé dans le chromosome Y, et peut compenser dans certaines circonstances les activités non-
catalytiques d’UTX (Shpargel et al., 2012a). En effet, UTY posseéde un domaine JmjC non fonctionnel
(Shpargel et al., 2012a).

JmjC
JMJD3 ¢ ) — 1679aa
TPR Figure 31 : Les déméthylases de H3K27me3.

AN A JMID3 et UTX sont les deux H3K27me3 déméthylases ayant une activité
UTX ¢ Inl ﬂlnl -: 1401aa enzymatique. UTY est un paralogue d’UTX, il possede une activité quasi

y H H \ indétectable. JmjC: Jumonji C domain, TPR: tetratricopeptide repeats,
UTY « 'U' U'U' .: 1347aa PHD: plant homeodomain, aa: amino acids ( Arcipowski et al., 2016).

VUV U

L’action de JMJD3 et UTX est associée a I’activation transcriptionnelle. In vitro, UTX purifiée est inactive
sur les histones, suggérant la nécessité de co-facteurs a son activité (Lan et al., 2007). L’activité de
JMJD3 et UTX entraine I'augmentation de H3K27mel au niveau de leurs genes cibles (figure 32).
Actuellement, aucune étude n’a montré la capacité de JMJD3, d’'UTX ou d’une autre enzyme a effacer
la mono-méthylation de H3K27. Néanmoins, contrairement a H3K27me3, H3K27me1l est associée avec

|"activation de la transcription (Barski et al., 2007).

K27 Ezrézz Hr:oicz) K27m EZH2 (PRC2) ko7me2 EZH2 (PRC2)  Ko7me3
\)/ \)/ - —> —
‘ UTX UTX '

JMJD3 JMJD3

Figure 32 : Méthylation et déméthylation de la lysine 27 de I’histone H3 (H3K27).
(A) La sous unité EZH2 de PRC2 catalyse la mono, di, et triméthylation de H3K27. UTX et JMJD3 sont des H3K27 di et
triméthyl déméthylases. (Swigut and Wysocka, 2007).

Des études ont suggéré que JMID3 et UTX occupent d’autres fonctions que celle de déméthyler
H3K27me3 (figure 33). Par exemple, elles jouent un réle de protéines architecturales pour maintenir
le complexe de remodelage de la chromatine switch/sucrose non-fermentable (Swi/Snf). UTX s’associe
par ailleurs avec le complexe de remodelage BRAHMA (BRM), afin de faciliter I’acétylation des lysines
(Tie et al., 2009). Au cours du développement, UTX occupe les promoteurs des génes HOX et recrute
le complexe Polycomb repressive complex 1 (PRC1), entrainant I'ubiquitination de I'histone H2A (Agger
et al., 2007). UTX stabilise d’autre part le complexe mixed- lineage leukemia 3/4 (MLL3/4), impliqué
dans la méthylation de H3K4 (Issaeva et al., 2007). JMJD3 est aussi impliquée dans I’élongation de la

transcription en s’associant aux facteurs SPT6 et SPT16 (Horton et al., 2010).
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Figure 33 : IMJD3 et UTX ne sont pas seulement des déméthylases.

Les déméthylases ont aussi d’autres activités affectant la méthylation des histones, le remodelage de la chromatine,
I’élongation de la transcription et [I'ubiquitination. MLL: mixed-lineage leukemia, SWI/SNF: switch/sucrose non-
fermentable, AR: androgen receptor, PRC1: Polycomb repressor complex 1, TRIM26: tripartite motif (family) 26, PHF20:
plant homeodomain factor 20. (Arcipowski et al., 2016).

1.2.5.1 JMID3 et UTX sont impliquées dans plusieurs processus de
différenciation et de développement

JMJD3 et UTX sont exprimées trés précocement pendant I'embryogenese. En effet, les ESCs ont la
particularité de contenir au niveau des promoteurs des génes du développement (genes HOX), des
régions chromatiques appelées « domaines bivalents », contenant a la fois H3K27me3 et H3K4me3.
Lors de la différenciation des ESCs, les domaines bivalents perdent I'une des deux marques, selon
I’engagement de la cellule vers une voie de différenciation (figure 34). L’élimination de H3K27me3

implique UTX, JMJD3 et la répression de la méthylase EZH2 (Swigut and Wysocka, 2007).
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Hox gene promoter Figure 34 : Réle de UTX dans la différenciation des ESCs.
UTX déméthyle les promoteurs des génes HOX lors de la
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Les souris femelles déficientes en UTX meurent au stade embryonnaire E10-E11.5. Les males a
I'inverse, naissent mais avec une taille significativement réduite (Shpargel et al., 2012b). Ceci pourrait
s’expliquer par la présence d’UTY chez les males, qui compenserait une partie des fonctions d’UTX. Les

embryons invalidés pour JMJD3 meurent d’une déficience respiratoire a E18.5 (Shpargel et al., 2014).

Il a été montré que JMID3 favorise la différenciation neuronale. En effet, I'inactivation de IMJD3 inhibe
la différenciation des cellules souches embryonnaires en cellules souches neurales, en réduisant
I’expression de facteurs de transcription neurogénes tels que Paired box protein (Pax1) et SOX1
(Burgold et al., 2008). Mammalian achaete scute homolog-1 (Mash1) est un facteur de transcription
de type hélice-tour-hélice, jouant un réle important dans la neurogenese. Lors de I'induction de la
neurogenése des cellules P19 induite par I'acide rétinoique, JMJD3 déméthyle le promoteur de Mash1
activant son expression génique (Dai et al., 2010). Il a également été rapporté que l'inactivation de
JMJD3, inhibe la différenciation épidermique et inhibe la cicatrisation de peau chez la souris (Shaw and
Martin, 2009). UTX favorise la myogenese des cellules C2C12 (myoblastes murins) en déméthylant les

génes Myogenin et Creatine Kinase, M-Type (CKm) (Seenundun et al., 2010).

Lors de [l'activation des macrophages, JMID3 permet d’activer la transcription du gene bone
morphogenetic protein 2 (BMP-2) en déméthylant H3K27me3 sur son locus (figure 35) (Swigut and
Wysocka, 2007). Or, BMP-2 est un gene clé de la différenciation hypertrophique des chondrocytes, ce

qui suggére que JMID3 pourrait réguler également ce processus.
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Figure 35 : Réle de JMJD3 dans les processus inflammatoires.
JMID3 est induite lors de I'activation des macrophages par un
stimulus inflammatoire via la voie nuclear factor-kappa B (NF-kB).
JMJID3 stimule alors [I'expression de Bmp-2 en déméthylant
H3K27me3. De plus, JMJD3 s’associe avec méthyltransferase mixed
lineage leukaemia (MLL) qui entraine la méthylation de H3K4 (Swigut
and Wysocka, 2007).

1.2.5.2 Antagonisme de IMJD3 et UTX dans les cancers

Lors de I'oncogenése, UTX et JMJD3 pourraient avoir des actions antagonistes. Des études de perte de

fonction ont montré qu’UTX agirait comme un géne suppresseur de tumeur dans les cancers solides et

les leucémies (figure 36) (Van der Meulen et al., 2014, 2015).

UTX defects in primary cancer samples (%)
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Figure 36 : Anomalies génétiques d’UTX dans les
cancers.

Représentation de la présence d’anomalies
génétiques d’UTX (en %). (Van der Meulen et al.,
2014)

68



A l'inverse, JMJD3 est décrite comme un oncogene. Il promeut notamment I'oncogenése en activant
le récepteur Notchl. La partie intracellulaire de Notch1 est transloquée dans le noyau, ou elle promeut
I’expression des genes de la prolifération et de la survie cellulaire (Arcipowski et al., 2016). De maniere
intéressante, dans les leucémies lymphoides aigues de type T, EZH2 agit comme un gene suppresseur

de tumeur en inhibant I'expression de Notch1 (Ntziachristos et al., 2012).

1.2.6 Modifications épigénétiques au cours de la
chondrogenese

1.2.6.1 Méthylation de ’ADN au cours de la chondrogenese

Les sites CpG du promoteur de COL10A1 sont déméthylés au cours de la différenciation
chondrogénique des MSC (Zimmermann et al.,, 2008). Récemment, des études utilisant des souris
génétiquement modifiées, ont montré que la DNMT3B était un facteur épigénétique crucial lors de la
différenciation chondrogénique, de I’homéostasie du cartilage et de la différenciation hypertrophique
(Shen et al., 2017; Wang et al., 2018; Xu et al., 2018). Par ailleurs, le prétraitement des MSC avec le 5-
aza-2’-deoxycytidine (5-aza-dC), un agent déméthylant, favorise la différenciation hypertrophique des
chondrocytes dans les cultures d’embryons de poussin (Hag, 2016). Concernant la déméthylation, il a
été rapporté que le niveau global de 5hmC augmente lors de la chondrogeneése in vitro et in vivo. La
5hmC a été observée sur les génes de SOX5, 6 et 9 ainsi que COL2A1 (Taylor et al., 2016). La cinétique
d’expression des TET1, 2 et 3 suit un méme profil au cours de la chondrogenése, avec une
augmentation lors des stades précoces, suivie par une diminution lors des stades plus tardifs. D’autre
part, I'invalidation de TET1 au cours de la chondrogenese a pour conséquence de diminuer le taux de

5hmC et de perturber la chondrogenese (Taylor et al., 2016).

1.2.6.2 Les ARN non codants au cours de la chondrogenese

1.2.6.2.1Les miRNA

La délétion de DICER au cours de I’'embryogenese inhibe la prolifération des chondrocytes de la plaque
de croissance et accélere leur différenciation hypertrophique, entrainant un retard de croissance
squelettique sévere (Kobayashi et al., 2008). De plus, in vitro le knockdown de DICER inhibe la
chondrogenese, montrant un role important joué par la machinerie des miRNA lors de la
différenciation chondrogénique (Barter et al., 2015). L’analyse des miRNA par microarray a montré que
les miR-193b, miR-199a-3p/hsa-miR-199b-3p, miR-455-3p, miR-381, miR-92a, miR-320c, et miR-136
miR-23b, miR-140, miR-181 et miR-210 sont augmentés au cours de la différenciation des MSC en
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chondrocytes alors que miR-490-5p, miR-4287, miR-BARTS8, et miR-US25-1 sont en revanche inhibés
(Zhang et al., 2012b; Gabler et al., 2015). Le role de la plupart de ces miRNA est méconnu. Cependant

plusieurs études ont montré le réle important de miR-140.

Les souris déficientes pour miR-140 présentent une anomalie de croissance des os longs et une
différenciation hypertrophique précoce (Papaioannou et al., 2015). MiR-140 cible p38 de la voie de
signalisation des MAPK, ce qui promeut I'activité et I'expression de (MEF2C) mads box transcription
enhancer factor 2, polypeptide C, qui est impliqué dans le controle de I'hypertrophie et le
développement osseux (Papaioannou et al., 2015; Zhou et al., 2015). De plus, il a été montré que miR-
140 augmente I'expression de SOX9 et COL2A1 au cours de la différenciation chondrogénique des MSC
(Miyaki et al., 2009). MiR-140 favoriserait la chondrogenése en activant la signalisation WNT (Barter et
al., 2015). D’autre part, I'expression de ce miRNA diminue de maniere cohérente lors de la
dédifférenciation et est rétablie lors de la re-différenciation en culture 3D (Hong and Reddi, 2013).
MiR-574-3p, dont le promoteur est régulé par SOX9, est impliqué dans I'orientation des MSC vers la
différenciation chondrogénique (Guérit et al., 2013). A I'inverse, d’autres miRNA tels que miR-495 et
miR-194 ciblent directement I'ARNm de SOX9 et SOX5, inhibant ainsi la différenciation
chondrogénique des MSC (Xu et al., 2012a; Lee et al., 2014). Par ailleurs, la diminution d’expression de
miR-221, induit une augmentation des marqueurs chondrogéniques COL2A1 et SOX9 (Lolli et al., 2014).
De maniere cohérente, I'inhibition de miR-221 favorise la différenciation chondrogénique des MSC in

vitro ainsi que la réparation du cartilage in vivo (Lolli et al., 2016).

1.2.6.2.2Les LncRNA

Le IncRNA le plus connu pour son réle dans le développement squelettique est HOTAIR. En effet, les
souris invalidées montrent une malformation des os carpes et métacarpes (Li et al., 2013). Le IncRNA-
HIT est exprimé dans le mésenchyme au niveau des membres chez I'embryon de souris, juste avant le
développement du cartilage (Carlson et al., 2015). Le IncRNA-HIT s’associe aux genes chondrogéniques
et promeut leur expression en recrutant pl00 et I'histone acétyltransférase CREB-protéine
(CBP)(Carlson et al.,, 2015). Par ailleurs, le IncRNA DANCR de concert avec SOX4 favorise la
différenciation chondrogénique des MSC, en stabilisant SMAD3 et '’ARNm de STAT3 (Barter et al.,
2017). Le IncRNA ROCR est induit durant la différenciation chondrogénique et joue un réle important
dans I'induction de I'expression de SOX9 (Barter et al., 2017). De maniére similaire, le IncRNA UCA1
favorise la différenciation chondrogénique des MSC (Ishikawa et al., 2018). H19 est un autre IncRNA
induisant la chondrogenese en favorisant I'expression du collagene de type Il par I'intermédiaire de

miR-675 (Ishikawa et al., 2018) ;
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1.2.6.3 Modlification des histones
1.2.6.3.1"acétylation des histones

Il est difficile de connaitre le role des HDAC lors des premiéres étapes de 'ossification enchondrale,
car leur invalidation entraine la mort précoce de 'embryon murin. Néanmoins, les HDAC2/4/5/6/8 et
9 ne semblent pas étre impliquées dans la condensation des cellules mésenchymateuses puisque leur
invalidation individuelle n’affecte pas le déroulement de |'ossification enchondrale (Chang et al., 2004;
Vega et al., 2004a; Trivedi et al., 2007). Toutefois, des phénomeénes de redondance et de compensation
doivent étre pris en considération, comme c’est le cas des HDAC 5 et 9 dans le développement
cardiaque (Chang et al., 2004). Le r6le des HDAC dans les étapes qui suivent la condensation des MSC
est mieux connu. Lors de I'engagement des MSC vers la lignée chondrogénique, la HDAC1 s’associe
avec Nkx3.2, I'un des facteurs de transcription répresseurs le plus important au cours de l'ossification
enchondrale (Murtaugh et al., 2001; Zeng et al., 2002). HDAC1 et son homologue HDAC2 régulent
ensuite I'expression des genes spécifiques de la matrice, i.e agrécane, les collagene Il et IX ainsi que
COMP (Bradley et al., 2011). HDAC3 et 4 contrélent I'hypertrophie des chondrocytes. HDAC3 est tres
exprimée dans les chondrocytes articulaires et les chondrocytes préhypertrphiques (Bradley et al.,
2011). La délétion conditionnelle de HDAC3 dans les progéniteurs des chondrocytes diminue la taille
de la plague de croissance et de la zone de cartilage hypertrophique (Razidlo et al., 2010). Les
chondrocytes invalidés pour HDAC3 rentrent en hypertrophie de maniére précoce et montrent une
expression importante de cytokines et de MMP ainsi qu’une réduction d’expression des genes de la
matrice extracellulaire (Bradley et al., 2013; Carpio and Westendorf, 2016). Les HDAC 3 et 4 contrélent
I’hypertrophie en interagissant avec les deux facteurs de transcription inducteurs de I'hypertrophie, a
savoir RUNX2 et MEF2 ainsi que le répresseur ZPF521 (Vega et al., 2004a; Razidlo et al., 2010; Bradley
et al.,, 2013). Cependant, contrairement a HDAC3, I'expression de HDAC4 est maintenue dans les
chondrocytes hypertrophiques, et son invalidation chez la souris entraine une ossification enchondrale
prématurée (Vega et al., 2004a). En effet, la délation de HDAC4 accélere I'hypertrophie des
chondrocytes par augmentation d’expression de IHH, RUNX2 et le collagene X dans la plaque de
croissance. D’autre part, le phénomene inverse est observé par la surexpression de HDAC4 qui retarde
I'ossification enchondrale (Vega et al., 2004a). |l a été montré récemment que mitogen-activated
protein kinase p38 (p38 MAPK) entraine la dégradation de HDAC4 par I'intermédiaire des caspases, ce
qui provoque I'expression de RUNX2 et par conséquent la différenciation hypertrophique (Zhou et al.,
2015). Parailleurs, HDAC7 inhibe la prolifération des chondrocytes par inhibition de la voie WNT durant
I’ossification enchondrale (Bradley et al., 2015). Les souris déficientes en SIRT1 ou 7 (Seven sirtuin 1 ou
7), une HDAC de classe lll, exhibent un retard de croissance et de minéralisation des os, un cartilage
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altéré et des malformations cranio-faciales (McBurney et al., 2003). Le cartilage des souris SIRT1 KO
est caractérisé par une baisse d’expression de collagene de type Il, d’agrécane ainsi que de
glycosaminoglycanes (GAG) et a I'inverse une forte expression de MMP-13 (Gabay et al., 2013). De
plus, SIRT1 promeut la survie des chondrocytes sous diverses situations de stress, montrant son
importance dans le maintien de ’homéostasie du cartilage (Takayama et al., 2009; Gagarina et al.,

2010; Dvir-Ginzberg et al., 2011; Oppenheimer et al., 2012; Gabay et al., 2013).

SIRT6, une autre HDAC de classe lll, a été montrée comme trés fortement exprimée dans les
chondrocytes prolifératifs et pré-hypertrophiques au niveau de la plaque de croissance. Les souris KO
pour SIRT6 présentent un retard de croissance a la naissance et une prolifération et hypertrophie des

chondrocytes altérées (Piao et al., 2013).

A l'inverse de la désacétylation, plusieurs études in vivo et in vitro ont démontrées que |I'acétylation
des histones favorise la différenciation du cartilage. La HAT p300 potentialise I'action de SOX9 sur la

transcription en acétylant les génes chondrogéniques (Allas et al., 2018).

1.2.6.3.2La méthylation des histones

La méthylation des histones est trés régulée durant I'ossification enchondrale, par de multiples
méthyltransférases et déméthylases. En effet, la H3K9 méthyltransférases PRDM2 (PR domain zinc
finger protein 2), SUV39H1,2 (Suppressor of variegation 3-9, drosophila homolog of 1 and 2), GLP (G9a-
like protein) et ESET (ERG-associated protein with SET domain) sont exprimées dans les chondrocytes
hypertrophiques et pré-hypertrophiques au cours du développement de la plaque de croissance. Ces
profils d’expression chevauchent ceux de la méthylation de H3K9, en particulier H3K9me1l et H3K9me3
(Ideno et al., 2013). ESET est une histone méthyltransférase dont I'expression augmente de maniére
transitoire dans les chondrocytes pré-hypertrophiques. ESET controle la différenciation
hypertrophique et la formation de la plaque de croissance ainsi que la différenciation chondrogénique
(Lawson et al., 2013; Yang et al., 2013). La délétion conditionnelle d’ESET dans les cellules
mésenchymateuses entraine une accélération de I’hypertrophie des chondrocytes, se traduisant par
une anomalie de croissance des os longs. Ce phénomeéne est associé avec une réduction significative
d’expression d’'IHH dans les chondrocytes pré-hypertrophiques. L'explication de ce phénotype
résiderait sur le fait qu’ESET interagit physiquement avec RUNX2 et HDAC4 afin de réprimer
I’expression des génes cibles de RUNX2, par méthylation de H3K9 (Yang et al., 2013). A l'inverse, le
facteur de transcription AIRB3b (AT-rich interactive domain 5b) facilite la différenciation en
chondrocyte et promeut I'expression de génes chondrogéniques, en recrutant la H3K9me2

déméthylase PHF2 (PHD Finger Protein 2) sur les génes cibles de SOX9 (Hata et al., 2013).
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DOTLL, une méthyltransférase agissant sur la lysine 79 de I'histone H3, joue également un role dans la
chondrogenese. L'invalidation de DOT1L a montré qu’elle était impliquée dans la différenciation

chondrogénique par régulation de la voie WNT (Barter et al., 2015).

1.2.6.4 Role de H3K27me3 au cours de la chondrogenese

La technique de ChIP combinée avec la méthode des puces a ADN (ChIP-on-chip), a révélé qu’au cours
de la différenciation des cellules souches mésenchymateuses (CSM) en chondrocytes, les niveaux de
H3K27me3 sur le locus du facteur de transcription Sox9 et des génes matriciels ACAN, COL9A2
diminuent, ce qui permet leur transcription (Herlofsen et al., 2013a). Cette étude confirme

I'importance de la déméthylation de H3K27 pour le développement des chondrocytes.

La méthylation de H3K27 joue un réle crucial dans la régulation de la prolifération et de I’'hypertrophie
des chondrocytes (figure 37). LU'invalidation d’EZH2 dans le cartilage induit un sévéere retard de
croissance chez la souris, caractérisé par l'altération de la prolifération, due a I'augmentation
d’expression de CDKN2a, et I'inhibition de I’hypertrophie causée par le blocage de la signalisation de
insulin-like growth factor (IGF) par IGF-binding proteins (IGFBP) (Lui et al., 2016). L'augmentation

d’expression de CDKN2a et IGFBP est liée a une diminution de H3K27me3 sur leur promoteur.

PZ Proliferation p——— Cdkn2a/b|\

HZ  Hypertrophy«— ISF I—Igfpr/S/

signalling

Figure 37 : EZH2 stimule la prolifération et ’hypertrophie des chondrocytes.

Dans la zone proliférative (PZ) EZH2 inhibe I’expression des inhibiteurs des cdk (cdkn2a/b), afin de permettre I’activation
du cycle cellulaire. Dans la zone hypertrophique (HZ), EZH2 active I’expression d’IGF en inhibant I'expression d’lgfbp3 et
5, permettant la différenciation hypertrophique. (Lui et al., 2016).

D’autre part, l'invalidation conditionnelle d’EZH2 dans les chondrocytes dérivés des crétes neurales

(ectoderme), entraine une malformation du cartilage craniofacial (Schwarz et al., 2014). Une récente
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étude a montré que l'invalidation d’EZH2 chez la souris réduit la densité osseuse et augmente

I’expression des genes ostéogéniques dans les chondrocytes (Camilleri et al., 2018).

Plusieurs études ont souligné I'importance des H3K27 déméthylases dans le développement des trois
feuillets embryonnaires, dont le mésoderme, notamment en favorisant la transcription des facteurs
clés de la différenciation (Swigut and Wysocka, 2007). Le mésoderme produit une grande partie des
tissus conjonctifs (dont le cartilage), des tissus musculaires et les cellules des lignées hématopoiétiques
et mésenchymateuses. La délétion d’UTX conduit a une altération du développement mésodermique
et a une mort précoce au cours de 'embryogenése chez la souris (stade E10.5, embryons femelles).
Ceci est d{ au fait qu’UTX est capable de lier et d’activer le promoteur du géne Brachyury, le facteur
de transcription initiant la formation du mésoderme (Wang et al., 2012a). D’autre part, I'expression de
Brachyury n’est pas altérée chez les embryons males qui expriment UTY et chez les embryons qui ont
subi une simple inactivation de leur site catalytique (Wang et al., 2012a). Ce résultat met en exergue

les fonctions non-enzymatiques que posséde UTX.

Les souris déficientes en JMJD3 montrent une réduction de prolifération et d’hypertrophie des
chondrocytes ainsi qu’un retard de développement de la plaque de croissance. Cette déméthylase est
trés exprimée dans les chondrocytes pré-hypertrophiques au cours de 'ossification enchondrale. Des
analyses génétiques et moléculaires ont montré que JMJD3 coopére avec RUNX2 afin de promouvoir
la prolifération et I’hypertrophie des chondrocytes (figure 38). JMJD3 agit comme un coactivateur de
RUNX2. Cette coopération a pour effet non seulement d’induire la déméthylation de H3K27 sur le
promoteur de RUNX2 mais également de recruter RUNX2 sur le promoteur de JMJD3 (Zhang et al.,
2015a). Par ailleurs, I'expression de JMJD3 augmente lors de la différenciation chondrogénique des
MSC. De plus, I'incubation des MSC avec le GSK-J4 (inhibiteur d’UTX et JMJD3) pendant la

chondrogenese, inhibe la syntheése de matrice extracellulaire (Yapp et al., 2016).
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Figure 38 : IMJD3 stimule la prolifération et ’hypertrophie des chondrocytes.
(A) H3K27me3 maintient I’expression de Runx2 inhibée. IMJD3 efface H3K27me3, et facilite I’expression de Runx2 en
le recrutant sur son promoteur. (Zhang et al., 2015a).

1.2.7 Dérégulation épigénétique au cours de
I"arthrose

L’étude de la méthylation de I’ADN sur le génome humain a montré une hyperméthylation des genes
chondrogéniques et une hypométhylation des génes pro-inflammatoires dans le cartilage arthrosique
(Zhang et al.,, 2015c). Par ailleurs, des auteurs ont montré par pyroséquengage et Chromatin
ImmunoPrecipitation (ChIP) que la répression du géne COL9A1 (marqueur chondrogénique) est
associée a une hyperméthylation dans les chondrocytes arthrosiques, qui induit une réduction de
I'activité de liaison du facteur de transcription SRY box 9 (Sox9) sur son promoteur (Roberts et al.,
2015). Il a été montré que I'expression de la DNMT3 diminue au cours de I'arthrose temporo-
mandibulaire. Linjection intra-articulaire d’un virus contenant la DNMT3 permet de réduire les Iésions

du cartilage dans un modeéle d’arthrose chez le rat (Zhou et al., 2019b).

Le role des miRNA dans le maintien de ’'homéostasie du cartilage et dans I'arthrose a récemment été
suggéré. A titre d’exemple, I'IL-1B inhibe I'expression des miR-602 et miR-608, entrainant une
augmentation de I'expression des genes hypertrophiques (MMP13 et COL10A1) (figure 6) (Zhang et
al., 2015c). En revanche, cette cytokine augmente I'expression de miR-9 ciblant ’ARNm de monocyte

chemo-attractant proteinl-induced protein 1 (MCPIP1), un inhibiteur de I'lL-6 (Zhang et al., 2015c). Les
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IncRNAs jouent également un réle important au cours de 'arthrose. En effet, il a été montré que
cartilage injury-related IncRNAs (IncRNA-CIR) favorise I'expression de MMP13 tout en inhibant

I’expression de I'agrécane et du collagéne de type Il (Zhang et al., 2015c).

Plusieurs études ont mis en exergue, l'intérét de I'utilisation d’inhibiteurs de HDAC (HDACI) dans le
traitement de I'arthrose. Ainsi, le traitement des synoviocytes arthrosiques avec des HDACi (SAHA et
LBH589) augmente I'expression de miR-146a (inhibant I'inflammation) en favorisant I'acétylation de
son promoteur (Zhang et al., 2015c). Un autre article a également rapporté que I'injection d’inhibiteurs
de HDAC comme le Valproate et le MS-275, empéche la dégradation du cartilage dans un modele murin

d’arthrose (Zhang et al., 2015c).

Plusieurs études suggerent que la méthylation des histones pourrait également jouer un réle au cours
de I'arthrose. L'un des mécanismes par lequel I'IL-1B participe a I'établissement de I'inflammation dans
I'arthrose est I'induction des enzymes inducible nitric oxide synthase (iNOS) et cyclooxygenase 2 (COX-
2) (Roberts et al., 2015). Ces derniéres entrainent la formation de molécules cytotoxiques. Des auteurs
ont montré par ChIP que I'lL-1B augmente la formation de H3K4me3 au niveau des génes d’iNOS et de
COX-2. De plus, I'inhibition de la H3K4 méthyltransferase Su(var)3-9 and Enhancer of zeste 1A (SET-1A)
réduit I'expression d’iNOS et de COX-2, ainsi que la formation de H3K4me3 au niveau de leur

promoteur respectif (Roberts et al., 2015).

De maniere intéressante, la délétion de JMJD3 chez la souris accélere la survenue de 'arthrose et
augmente les dommages causés au cartilage (Dai et al., 2017). D’autre part, le traitement des
chondrocytes par le 3-Deazaneplanocin A (DZNep), un inhibiteur indirecte d’EZH2, réduit

I'inflammation et la libération des MMPs induites par I'lL-1B (Aury-Landas et al., 2017).

Par ailleurs, il a été décrit que I'expression de JMJD3 diminue au cours du vieillissement et que cela est
associé a une inflammation (Tang et al., 2014). Un mécanisme similaire pourrait étre mis en jeu au

cours de l'arthrose, puisque cette pathologie est liée au vieillissement et a une inflammation aigue.

Une équipe a montré que l'inhibition d’EZH2 chez la souris, atténue la dégradation du cartilage et

I’hypertrophie des chondrocytes dans un modeéle expérimental d’arthrose (Chen et al., 2016a).
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2 Objectif

Les traitements actuels de I'arthrose ont une efficacité modeste sur la réduction de la douleur et des
poussées inflammatoires. La chirurgie reste I'option la plus efficace aux stades avancés de la maladie.
Cependant cette derniére est invasive pour les patients, trés onéreuse (11 960 euros par malade en
comptant la chirurgie, I'hospitalisation et la rééducation) et a un risque infectieux. Les stratégies
d’ingénierie tissulaire sont prometteuses mais ne permettent toujours pas d’obtenir un cartilage d’une
qualité suffisante. Des études suggéerent que la tri-méthylation de la lysine 27 de I’histone H3 pourrait
étre impliquée dans le cartilage. JMJD3 favorise la chondrogenése au cours de [l'ossification
enchondrale, il serait donc pertinent d’étudier son effet in vitro et son intérét en ingénierie tissulaire.
Par ailleurs, une étude antérieure du laboratoire a montré que le DZNep (premier inhibiteur décrit
d’EZH2), réduit lI'inflammation des chondrocytes. Néanmoins, il est important de confirmer ces
résultats en utilisant un autre inhibiteur, car le DZNep agit de maniére indirecte sur EZH2 et est peu
spécifique. De plus, le réle d’EZH2 doit étre évalué par histologie et par études comportementales dans

un modele d’arthrose in vivo.

Mes travaux de thése ont pour objectif principal d’étudier le role et la régulation de H3K27me3 au

cours de l'arthrose et de la chondrogeneése. Le travail a été divisé en deux parties.

Tout d’abord, j'ai étudié le role d’EZH2 dans le processus arthrosique. L’évaluation du réle d’'EZH2 a
été effectuée in vitro, sur un modeéle d’inflammation/catabolisme des chondrocytes (cellules traitées
par IL-1B) et d’hypertrophie (cellules traitées par le TGF-B1). Les chondrocytes sont établis a partir de
tétes fémorales humaines. Le modéle d’hypertrophie a dans un premier temps était mis au point. Dans
les deux modeles, I'impact d’'EZH2 a été étudiée par inhibition enzymatique en utilisant I'EPZ-6438
(Tazemetostat), par répression génique en utilisant des siRNA et par surexpression. Aprés les
traitements par I'lL-1B ou le TGF-B1, les marqueurs de I'inflammation (PGE2, IL-6) et du catabolisme
(MMP 1, 3 et 13) ou d’hypertrophie (RUNX2, VEGF, COL10A1 et MMP 13) ont été respectivement
évalués. Invivo, EZH2 a été étudiée dans un modele d’arthrose (méniscectomie) chez la souris. L'EPZ-
6438 a été injecté trois fois (1 semaine post-op, 2 semaines post-op et 4 semaines post-op). Durant,
I’étude les souris ont été passées sur différents appareils d’analyse de douleur et de motricité (Von
Frey, incapacitance statique, roue complexe, actimétrie et cat-walk). Aprés 8 semaines les souris ont

été euthanasiées et des analyses immuno-histologiques ont été effectuées sur les articulations.

La deuxieme partie du projet été d’étudier le réle de JMJD3 et UTX au cours de la chondrogenese. Dans

un premier temps, un modele de chondrogéne a été développé in vitro, en utilisant des cellules
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souches mésenchymateuses (MSC) issues de moelle osseuse, cultivées sept jours dans un milieu
chondrogénique en normoxie et en présence de TGF-B3. Le role de JMJD3 et UTX dans ce modele a
été étudié par inhibition par siRNA et en utilisant le GSK-J4 (inhibiteur enzymatique) et par
surexpression. Les marqueurs chondrogéniques (SOX5, 6 et 9, COL2A1, ACAN), ont permis d’apprécier
|’effet des déméthylases sur la différenciation des MSC. Enfin, I'intérét des déméthylases en ingénierie
du cartilage a été évalué, en implantant aprés chondrogenese, des billes d’alginate contenant des

cellules surexprimant UTX et JMJD3.
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3 Résultats

3.1 Réle d’EZH2 dans I'hypertrophie, catabolisme et

I'inflammation

Dans une premiére partie de mon travail de thése, je me suis intéressé a la régulation de H3K27me3

au cours du processus arthrosique.

3.1.1 L’'inhibition d’EZH2 atténue l'inflammation
et la dégradation du cartilage au cours de
I’arthrose

L'inflammation au cours de I'arthrose est I'un des processus pathologiques les plus destructeurs. C'est
également une des cibles privilégiées des traitements actuels et en développement. Nous avions
montré dans un précedent article que le DZNep, un inhibiteur de méthylases décrit initialement
comme inhibiteur d’'EZH2, réduit I'inflammation dans les chondrocytes traités par I'lL-1B (Aury-Landas
etal., 2017). Cependant, du fait de son action indirecte et peu spécifique, I'implication d’'EZH2 doit étre
confortée par des analyses supplémentaires. C'est pourquoi, notre étude vise a étudier le rle d’'EZH2
par différentes stratégies en la surexprimant et en utilisant un autre inhibiteur pharmacologique (EPZ-
6438), qui posséde une meilleure spécificité contre EZH2 et qui est actuellement utilisé en essai

clinique pour le traitement des cancers.

En partenariat avec Quitterie Rochoux (M2R) nous avons étudié I'effet de I'EPZ-6438 dans les
chondrocytes in vitro, sur les marqueurs d’inflammation en analysant I'expression de PGE2 et de I'IL-
6, et sur le catabolisme en étudiant I'expression et la libération des MMP-1,-3 et -13. Par ailleurs, nous
avons analysé I'impact de I'EPZ-6438 sur la dégradation du cartilage en culture d’explants. Nous avons
également étudié avec I'aide d’Ophélie Grard (M2R que j’ai encadré), I'effet de la surexpression d’EZH2
dans les chondrocytes traités par I'lIL-1B. Enfin, le traitement d’EPZ-6438 a également été évalué sur
un modele d’arthrose de souris (méniscectomie). J'ai été formé a ce modele dans le cadre d’une
collaboration avec le Pr Hang Korng EA (Inserm Bioscar U1132, Paris). Je me suis chargé d’opérer les
souris ainsi que de couper les échantillons et d’analyser les coupes histologiques. Jules Ribet (M2R)
s’est chargé d’effectuer les études comportementales en collaboration avec Véronique Agin et Cléo

Dujarrier (PhIND - INSERM UMR-S 1237, Caen).
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Nos résultats montrent que I'EPZ-6438 atténue I'inflammation en contrecarrant I'expression de I'lL-6
et la libération de PGE2. De plus, nous avons montré que I'EPZ6438 réduit I'expression et la libération
des MMP-1, 3, et 13. Il inhibe d’autre part la dégradation d’explants de cartilage induite par I'lL-1.
EPZ-6438 atténue également la dégradation du cartilage et le handicap locomoteur dans un modele

expérimental d’arthrose chez la souris.
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Article en préparation

EZH2 inhibition attenuates cartilage degradation and disability

during osteoarthritis

Abstract

Osteoarthritis (OA) is the most widespread rheumatological disease worldwide and one of the main
causes of pain and disability. We previously demonstrated that EZH2 inhibition by DZNep inhibits
inflammation in chondrocytes treated by IL-1B3. However, due to the indirect action of DZNep, further
studies are required to confirm the role of EZH2 in OA process. In this study, we aimed to evaluate the

impact of EZH2 inhibition on cartilage degradation, inflammation and disability.

Human articular chondrocytes (HAC) and cartilage explants were cultured from femoral head
dissection and treated with IL-1B and/or EPZ-6438, an inhibitor of EZH2, for 48h and 7 days
respectively. MMP1, 3 and 13 as well EZH2, NGF, PGE2, and IL-6 expression was evaluated by RT-PCR,
western blot and/or ELISA. Cartilage explants were slide and stained with safranin-O. EPZ-6438 was
injected in OA-mice model and behavioral studies on motricity as well as knee histology were

performed.

We found that EZH2 overexpression enhances IL-1B-induced catabolism by inducing MMPs release,
and inflammation by inducing PGE2 release as well as IL-6 expression, in chondrocytes. We showed
consistently that EPZ-6438 reduces HAC inflammation and catabolism, and attenuates IL-1B-induced
matrix degradation in cartilage explants. Finally, we showed that EPZ-6438 intra-articular injections

reduce cartilage damages and ameliorates disability by increasing OA mice motricity.

To conclude, EZH2 induces chondrocyte inflammation as well as catabolism and OA-induced disability.

Introduction

Osteoarthritis (OA) is the most widespread rheumatological disease worldwide and one of the main
causes of pain and disability, impacting both patient’s quality of life and healthcare expenses!. OA
physiopathology is complex and may be influenced by multiple factors. It is characterized by
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subchondral and cartilage erosion, synovitis and neuropathic pain. During osteoarthritis, abnormal
biochemical factors (inflammatory cytokines, oxidative stress) and/or biomechanical factors (joint

injuries, overweight) alter chondrocytes metabolism into pro-catabolism cells?.

Interleukin-1 beta (IL-1B) is considered as one of the key cytokines involved in the pathogenesis of OA3,
IL-1B concentration is highly elevated in OA patient synovium? On one hand, it exacerbates
inflammation by inducing the release of other cytokines (e.g. IL-6), prostaglandin E2 (PGE2) and nitric
oxide (NO). On the other hand, IL-1B alters cartilage integrity by decreasing anabolism and increasing
catabolism. Indeed, IL-1B reduces expression of aggrecan and type Il collagen, which are major
cartilage components, and induces their degradation by increasing matrix metalloproteinases (MMP)
1, 3 and 13 expression and release®. Furthermore, IL-1B in conjunction with other inflammatory
cytokines contributes to pain sensitization (allodynia and hyperalgesia) that subsequently augments
chronic pain. For all these reasons, chondrocyte treatment with IL-18 is routinely used as an in vitro

model to mimic the inflammation process of OA®.

Pain is the most disabling symptom of OA’. Nerve growth factor (NGF) is involved in persistent pain
states, especially associated with inflammation’®. NGF is released by cells when tissues are damaged
and causes pain by binding to Tropomyosin receptor kinase A (TrkA) on nociceptors and inflammatory
cells, leading to transmission of pain signals’. Many current standard therapies give modest quality of
life improvement and do not address cartilage degradation and other underlying mechanismes, this is

why finding a new therapy becomes urgent’.

Enhancer of zeste homolog 2 (EZH2) is the histone methyl transferase that catalyzes the tri-
methylation of the lysine 27 of the histone H3 (H3K27me3)™. It has been shown that EZH2 expression
is increased in OA-patients cartilage and in IL-1B treated chondrocytes!!. Furthermore, we also
demonstrated that DZNep, a histone methylases inhibitor, reduces inflammation and catabolism in
chondrocytes®. In addition, we and others have shown that EZH2 inhibition reduces chondrocytes
hypertrophy, a process responsible for osteophytes formation'*!2, EZH2 is therefore a relevant target

for OA treatment.

In this study, we aimed to evaluated in vitro and in vivo the role of EZH2 on chondrocyte metabolism
by using EPZ6438 (tazemetostat), a direct inhibitor of EZH2 used on current clinical trials (phase | and
I) for cancer treatments!® and by EZH2 overexpression. Moreover, we investigated the effect of
EPZ6438 on pain and cartilage degradation using osteoarthritis mice model. We demonstrated in vitro
that EZH2 inhibition decreases inflammation and MMP expression in chondrocyte, and that it

decreases in vivo cartilage degradation and disability in OA-mice.
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Material and Methods

Reagents

IL-1B (Merck, Loiret, France) was resuspend with PBS 1X to reach a concentration of 1ug/ml. EPZ-6438
(Selleckchem, Souffelweyersheim, France) was resuspend with DMSO to reach a concentration of

10mM. Oligonucleotides were supplied by Eurogentec.

Cell culture and treatments

Human OA cartilage was obtained from the femoral heads of 13 patients undergoing hip replacement
surgery (ages 52-85 years; median 75 years). The experimental protocol was approved by local ethical
committee, named “Comité de Protection des Personnes Nord Ouest IlI” (agreement #A13-D46-
VOL.19). Informed consent was obtained from all participants. They all signed agreement forms before
the surgery, according to local legislation. Chondrocytes were obtained as previously described®?.
Briefly, cells were released by cartilage digestion with type XIV pronase (2 mg/ml for 30 minutes;
Merck) and type Il collagenase (2 mg/ml for 15 hours; Thermofisher). The cells were then seeded at 4
x 10* cells/cm? in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM Lonza Levallois-Perret France),
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS Lonza), penicillin streptomycin (Lonza), 100 ug/ml of
erythromycin and then incubated at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO,. Cells were

treated at confluency.

EZH2 Nucleofection

Chondrocytes were harvested, centrifuged 10 minutes at 1500 RPM and resuspended with P3 Primary
Cell 4D-Nucleofector™ X Solution supplemented with pEZH2 (Addgene #24230) or empty vector®®. The
mixtures of 4 million cells/8ug DNA, were added in a 1 cm? transfection cuvettes and were
nucleoporated according to the ER-100 predefined program using 4D-Nucleofector™ X Unit. Following

the electroporation, the cells were incubated in culture medium.

Prostaglandin E2 and metalloproteinase release assays

PGE2 and MMP 1, 3 and 13 release into conditioned media was quantified using commercially available
enzyme immunoassay kit (R&D Biosystems). Absorbance was determined at 450 nm with a wavelength

correction set at 540 nm (Multiskan GO spectrophotometer, Thermo Scientific, France).
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RNA isolation and real-time reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)

RNA was extracted with NucleoSpin® RNA (Macherey-Nagel, Hoerdt France) according to
manufacturer’s protocol. After extraction, RNA underwent a DNAse treatment and were reverse
transcribed into cDNA as previously described®. Briefly, reverse transcription was done in mixture
composed of 1ug of RNA, 2.5 uM oligo dT, 500 uM dNTP, 1X First Strand Buffer, 10 U/uL of Moloney
Murine Leukemia Virus reverse transcriptase (M-MLV-RT, Invitrogen Courtaboeuf France). The
reaction lasts 50 min at 37°C then 15 min at 70°C using a thermocycler (T100TM Thermal Cycler, Bio-
Rad Les Ulis France). Amplification of the generated cDNA was performed by real-time PCR using Step

One Plus Real Time PCR system (Applied Biosystems Courtaboeuf France) with the following primers;

RPL13A-F: GAGGTATGCTGCCCCACAAA, RPL13A-R: GTGGGATGCCGTCAAACAG; IL6-F:
CACACAGACAGCCACTCACCG; IL6-R: TTTCACCAGGCAAGTCTCCT; MMP1-F:
GAAGCTGCTTACGAATTTGCCG; MMP1-R: CCAAAGGAGCTGTAGATGTCCT; MMP3-F:
TAAAGACAGGCACTTTTGGCGC; MMP3-R: TTGGGTATCCAGCTCGTACCTC; MMP13-F:
AAGGAGCATGGCGACTTCT; MMP13-R: TGGCCCAGGAGGAAAAGCG; EZH2-F:
ACGTCAGATGGTGCCAGCAATA; EZH2-R: CCCTGACCTCTGTCTTACTTGTGGA; NGF-F:

AGCGCAGCGAGTTTTGG; NGF-R: AGAAAGCTGCTCCCTTGGTA. The relative mRNA level was calculated

with the 2722 method. RPL13a was used as reference.

Protein extraction and western blotting

Cells were rinsed and then scraped into Radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA lysis buffer)
supplemented with phosphatase and protease inhibitors. The extracts (30 pg proteins) were subjected
to fractionation by 10% sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis, transferred to
polyvinylidene difluoride membranes (Bio-Rad). Western blotting performed as previously described*2.
The following antibodies were used: EZH2 (D2C9) from cell signaling, B-actin (sc-47778), goat anti-
mouse IgG-HRP (sc-2005) and goat antirabbit IgG-HRP (sc-516087) from Santa Cruz Biotechnology.

Nitric Oxide (NO) assay

Generation of NO was determined by measuring nitrite accumulation in culture supernatants using
Griess reagent (1% sulphanilamide and 0.1% N-(1-naphthyl)-ethylenediamine dihydrochloride in 5%
HsPO4, Merck). Samples and Griess reagent were mixed and incubated for 5 min. The absorption was
estimated by a plate reader (Multiskan GO spectrophotometer, Thermo Scientific) at 540 nm. Sodium
nitrite (NaNO2, Merck) was used as positive control.
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Cartilage explant culture and immunohistochemistry

Human femoral cartilage was collected with a 3 mm biopsy punch, washed with PBS 1X and cultured
in DMEM with 10% FBS. After treatment, cartilage explants were embedded into an optimal cutting
temperature (OCT) compound (Thermo Fisher) and sections with 10 um thickness were prepared using
a cryostat (CM3050 S, Leica). Sections were incubated 5 min with Fast-green (nonspecific staining) and

5 min Safranin-O to stain cartilage.

Animals

Animal experimental procedures were performed according to local legislation, and were approved by
ethics committee (Comité d’Ethique Normandie en Matiére d’Expérimentation Animale, agreement

#16185) and authorized by the French Ministry of research.

The animals (n=23 mice) were provided by Janvier Labs and kept in the animal facility (Centre
Universitaire de Ressources Biologiques, Caen, France) under controlled temperature and light
conditions (temperature 23 + 2° C, 12 h reversed light-dark cycle). Animals had ad libitum access to
food and water. Each animal was humanely handled throughout the experiment in accordance with
internationally accepted ethical principles for laboratory animal use and care, and all efforts were
made to minimize animal suffering. The experiment was performed on C57/BI6 mice 10-week-old male

(Janvier, France), placed 8/cage.

OA induction and treatment

Animals underwent destabilization of the medial meniscus (DMM) of the right knee as previously
described®. Mice were anesthetized using 2% isoflurane and received a subcutaneous injection of
buprenorphine (50ug/kg) 15 min before surgery. Knee skin and joint capsule were incised to exposed
the articulation. After that, the medial collateral ligament was sectioned and quadricep underwent a
luxation. The medial meniscus was cut and removed from the tibial plateau. Three hours after surgery,
mice received a subcutaneous injection of buprenorphine (50ug/kg). Mice were then divided into 2
groups: injected with vehicle (n=9) and injected with EPZ-6438 (n=14). Each group received 3
intraarticular injections of 50ul EPZ-6438 or 50yl of vehicle (DMSO), (at week 1, 2 and 4 after surgery).
Briefly, a 100ul syringe with a 36g needle was inserted without any resistance in the joint capsule by

passing through the patella. 8 weeks after surgery, mice were anesthetized and euthanized using CO..
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Locomotor activity

For behavioral tests, baseline was measured 3 days before the surgery. After that, measures were

taken three days after surgery, treatments, and before euthanasia.

Spontaneous locomotor activity was measured by an automated actimetry system (Imetronic system,
Pessac, France). Animals were placed under individual cages (33x21x18cm), and positioned in the
actigraph, which registered with infrared beams mice straightening for 2 hours. The number of vertical
movements was determined by breaks in movement-sensitive photobeams that were then converted

into locomotor activity counts.

Spontaneous activity was also studied by the wheel of simple activity test (Imetronic). Animals were
placed under individual cages containing a wheel. This test measures the period during which the mice

walk or run in the wheel for 2 hours.

Knee immunohistology

Knees were embedded in OCT and sections with 10 um thickness were prepared using a cryostat.
Sections were incubated 5 min with Fast-green (nonspecific staining) the 5 min Safranin-O to stain
cartilage. Mice knees histopathology was evaluated using the Osteoarthritis Research Society
International (OARSI) scoring system. This scoring system was applied blindly to medial femoral
condyle and tibial plateau. A score of 0 represents normal cartilage, 0.5 loss of PG with an intact
surface, 1 superficial fibrillation without loss of cartilage, 2 vertical clefts and loss of surface lamina, 3
vertical clefts/erosion to the calcified layer lesion for 1-25% of the quadrant width, 4 lesion reaches
the calcified cartilage for 25—-50% of the quadrant width, 5 lesion reaches the calcified cartilage for 50—
75% of the quadrant width and 6 lesion reaches the calcified cartilage for >75% of the quadrant width®®,

The cumulative score of tibial plateau and femoral condyle was used to score the entire articulation.

Statistical analysis

Statistical significance was determined by Student’s t-test. P-values < 0.05 were considered significant.
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Results

EZH2 enhances IL-1B-mediated inflammation

We first wanted to evaluate the impact of EZH2 on IL-1B-induced inflammation mediators by
evaluating PGE2 release and IL-6 expression. We first confirmed the efficacy (82%) and viability (87%)
of our transfection system and EZH2 plasmid to overexpress EZH2 in chondrocytes (figure 1). After 72
hours of transfection EZH2 expression was increased at both mRNA and protein levels. In addition,
EZH2 overexpression enhanced IL-1B-mediated release of PGE2 and expression of IL-6. These results

suggest that EZH2 increases inflammation.

EZH2 enhances IL-1 mediated MMPs release

We next studied the effect of EZH2 on IL-1B-induced MMP 1, 3 and 13 expression. We observed that
EZH2 overexpression enhanced MMP 1 and 13 mRNA level and protein release in chondrocytes (figure

2). However, we did not observe any significant changes regarding MMP3 expression or release.

EPZ-6438 reduces IL-1B-induced inflammation

Since EZH2 increases inflammation markers and MMP expression, we hypothesis that its inhibition
would decrease these processes in chondrocytes. Thus, we evaluated whether the pharmacological
inhibition of EZH2, would have reduced IL-1p mediated PGE2, IL-6 and NO induction. EPZ-6438
counteracted IL-1B-induced PGE2, IL-6, and NO (figure 3), which suggests its putative relevance for OA

treatment.

EPZ-6438 reduces IL-1B-induced cartilage degradation

The effect of EPZ-6438 on catabolism was next evaluated on HAC and cartilage explants treated with
IL-1B. We showed that EPZ-6438 counteracted MMP 1, 3 and 13 mRNA expression and MMP13
released in the media (figure 4A, B). Moreover, EPZ-6438 treatment reduced cartilage-specific

safranin-O staining and thus IL-1B-induced cartilage degradation (figure 4C).
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EPZ-6438 attenuates cartilage degradation in OA mice

After demonstrating that EPZ-6438 reduces cartilage degradation and inflammation in vitro, we
investigated its therapeutic potential in vivo in OA-mice model (figure 5). EPZ-6438 were injected three
times in the articulation after inducing DMM. We found that EPZ-6438 reduced OARSI score 8 weeks

after surgery.

EPZ-6438 attenuates locomotor disability in OA mice

Finally, since EPZ-6438 reduced cartilage degradation and chondrocyte inflammation, we hypothesized
that EZH2 could be involved in pain-induced disability in OA-mice. Therefore, we aimed to evaluate in
DMM-mice, the effect of EPZ-6438 intra-articular injection on spontaneous locomotor activity. EPZ-
6438 treated mice performed more straightening on average especially after the first injection
compared to vehicle treated mice (figure 6A). Furthermore, EPZ-6438 mice had a longer running period
than vehicle treated animals, especially after the second injection (figure 6B). These data showed that

EPZ-6438 improves OA-mice locomotor activity.

Since NGF is involved in pain-induced disability in OA patients, we evaluated the role of EZH2 in NGF
expression in IL-1B-treated chondrocytes (figure 6C). We showed that IL-1B increased NGF expression.
We then consistently found that EZH2 expression enhanced IL-1B-mediated NGF expression, while

EPZ-6438 had the exact opposite effect.

Discussion

Herein, we demonstrated that EZH2 inhibition reduces chondrocytes inflammation as well as cartilage

degradation and ameliorates OA-induced disability in mice.

During OA, chondrocytes inflammation causes MMPs release and cartilage degradation. The products
of this degradation stimulate articular cells, which in return induce more inflammation?®. Thus, it is
critical to develop therapeutic strategies that target both inflammation and cartilage degradation in
order to stop this vicious circle. We showed that EPZ-6438 reduces IL-1B-mediated cartilage
degradation by counteracting MMP 1, 3 and 13 release and inflammation by inhibiting IL-1B-induced
PGE2 and IL-6. These results are consolidated by EZH2 overexpression experiments. Indeed, EZH2
increases PGE2 and IL-6 expression and release of MMP1 and 13. The lack of effect on MMP3 could be
due to the fact that IL-1B already increased MMP3 to a maximum level. Our results are confirmed by

previous data that we obtain with DZNep®. DZNep is the first generation of methyltransferase inhibitor
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with a nonspecific activity, and in contrast to EPZ-6438, is not currently used in clinical trials. EPZ-6438
is thus a relevant candidate for targeting EZH2 in OA-patients. Coherently with our results, it was found
that EZH2 is overexpressed in OA cartilage and in IL-1B-treated chondrocytes!t. Consequently, EZH2 is
positively regulated during osteoarthritis and inflammation processes. Our data is further confirmed
by a study that found that EZH2 inhibition in chondrocyte by siRNA, reduces catabolism by contracting
the expression of ADAMTS4 and 5 as well MMP13%, Collectively, these founding emphasized the

implication of EZH2 on catabolism processes in OA.

The mechanism by which EZH2 is involved in OA remain unclear. EZH2 mechanisms can be attributed
to its connection with Wnt/B-catenin pathway. Indeed, it has been demonstrated that EZH2
overexpression activates Wnt/B-catenin signaling which is involved in inflammation and hypertrophy
during OAY1118 We recently shown that EZH2 inhibition reduces chondrocyte hypertrophy®2. In
synovial fibroblasts obtain from rheumatoid arthritis patients, EZH2 represses the promotor of
signaling inhibitor frizzled-related protein 1 (SFRP1), which is an inhibitor of Wnt pathway*®. Hence,

targeting EZH2 during OA, might reduce Wnt-mediated inflammation and hypertrophy.

The most efficient therapies for OA are those that improve patient’s quality of life. Therefore, focus
should also be made on the pain and disability that patients experience. Indeed, pain in OA patients,
and especially in elderly people, causes social isolation and depression?’. We found for the first time,
that chondrocytes treatment with EPZ-6438 reduces NGF expression in IL-1B-treated chondrocytes,
and OA-mice disability.

We found that EPZ-6438 intra-articular injection reduces long term cartilage degradation in DMM
mice. Moreover, we demonstrated for the first time that EPZ-6438 reduces disability in OA mice by
increasing their locomotor activity. The effect of EPZ-6438 tended to lessen after the three injections
in both straightening and cumulative running duration. This suggests that more EPZ-6438 injections

might be necessary to perpetuate its effect.

In accordance with our study, a similar result in OA mice cartilage degradation was found using a
different EZH2 inhibitor (EPZ005687) and a different OA mouse model (anterior cruciate ligament
transection)®. Interestingly, the knock-out of Jumonji Domain Containing 3 (JMJD3), a H3K27me3
demethylase in chondrocytes accelerates OA development in mice?!. The data suggest that H3K27me3

demethylation is critical to cartilage homeostasis in preventing OA pathogenesis.

Pain therapy is complex and can sometimes exacerbates damages to cartilage. Indeed, it has been
shown that NGF anti-body (tanezumab) intra-articular injection, reduces pain but also increases

cartilage destruction in rat?2. Thus, analgesia should be complemented by a cartilage protecting
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treatment. EPZ-6438 has the advantage of having a dual effect by reducing both pain-induced disability

and cartilage degradation.

In conclusion, we shown that EZH2 increases catabolism by enhancing MMPs induction and
inflammation by inducing PGE2 and IL-6 chondrocytes. Treatment by EPZ-6438 in vitro and in OA-mice
has proved to reduce cartilage degradation and disability. Targeting EZH2 is therefore a promising

strategy to attenuates cartilage degradation, inflammation and pain-induced disability in OA patients.
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Figure legends
Figure 1: EZH2 increases inflammation.

Chondrocytes were transfected with pcDNA or pEZH2. After 24h, cells were treated with IL-13 (1
ng/ml) for 48 h. (A) After treatment, RNA and proteins were extracted. mRNA relative expression of
EZH2 was determined by real-time RT-PCR. (B) EZH2 protein expression was analyzed by western blot.
Data are expressed as means + SEM relative to gene expression in IL1-1B-treated cells (n=4). (C)
Chondrocytes (P1) were transfected with pcDNA or pEZH2. After 24 hours cells were incubated with
IL-1B (1 ng/ml) for 48 h. RNA was extracted and medium collected. PGE2 release in medium was
determined by ELISA assay. Data are expressed as means * SEM (n=3). *: p-value < 0.05. mRNA relative
expression of IL-6 was determined by RT-PCR. Data are expressed as means + SEM relative to gene or

protein expression in IL1-1B-treated cells (n=4). *: p-value < 0.05; **: p-value < 0.01.

Figure 2: EZH2 overexpression increases MMPs expression and release.

Chondrocytes were transfected with pcDNA or pEZH2. After 24h, cells were treated with IL-1B (1
ng/ml) for 48 h. (A) mRNA relative expression of MMP-1, 3 and 13 was determined by RT-PCR. (B)
MMPs release in medium was determined by ELISA assay. Data are expressed as means + SEM relative
to gene or protein expression in IL1-1B-treated cells (n=4). *: p-value £ 0.05; **: p-value <0.01. MMP1,
3 and 13 release in medium was determined by ELISA assay. Data are expressed as means = SEM (n=3).

*: p-value < 0.05.

Figure 3: EPZ-6438 attenuates IL-1B-mediated inflammation.

Primary chondrocytes were treated with IL-1B (1 ng/ml) and/or EPZ-6438 (10uM) for 48 h. PGE2
release in medium was determined by ELISA assay. mRNA relative expression of IL-6 was determined
by RT-PCR. NO release was evaluated by Griess test. Data are expressed as means * SEM relative to

gene expression in IL1-1B-treated cells (n=4). *: p-value < 0.05; **: p-value < 0.01.

Figure 4: EPZ-6438 reduces IL-1B-induced cartilage degradation.

Primary chondrocytes were treated with IL-1B (1 ng/ml) in the presence or absence of EPZ-6438 (1 or
10 uM) for 48 h. After treatment, RNA was extracted and medium collected. (A) mRNA relative
expression was determined by real-time RT-PCR. Data are expressed as means + SEM relative to gene

expression in IL-1B-treated cells (n=4). *: p-value < 0.05; **: p-value < 0.01. (B) MMP13 release in
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medium was determined by ELISA assay. Data are expressed as means + SEM (n=3). *: p-value < 0.05.
**: p-value £ 0.01. Primary chondrocytes were passed and transfected with EZH2, after 24h cells were
incubated in the presence or absence of IL-1B (1 ng/ml). (C) Human articular cartilage explants were
cultivated for 7 days in the presence or absence of EPZ-6438 and/or IL-1B. Explants were then

sectioned and stain with safranin-0. Scale bare indicates 100 um.

Figure 5: EPZ-6438 attenuates cartilage degradation in OA mice.

(A) Mice were anesthetized and underwent DMM surgery, and were injected with vehicle (n=9) or with
EPZ-6438 (n=14). Each group received 3 times (at week 1, 2 and 4 after surgery) intraarticular injections
of 50ul EPZ-6438 or 50pl of vehicle (DMSO). For each behavioral test (spontaneous locomotor activity
and wheel of simple activity), the baseline was taken 3 days before the surgery. After that, measures
were taken after surgery as well as EPZ-6438 injections and before euthanasia. (B) Histology of mice
underwent sham or DMM surgery. (C) Knee sections were stained with safranin O/Fast green. Arrows
point to cartilage damages. Scale bare represent 100 um. (D) Knee OARSI score. Data are expressed as

means * SEM. *: p-value < 0.05

Figure 6: EPZ-6438 attenuates disability in OA mice.

(A) Spontaneous straightening. (B) cumulative running duration. Curves represent the mean value +
SEM (n=23). *: p-value < 0.05. (C) EPZ-6438 reduces IL1-1B-induced NGF expression. NGF mRNA
relative expression was determined by real-time RT-PCR. Data are expressed as means + SEM relative

to gene expression in IL-1B-treated cells (n=4). *: p-value < 0.05; **: p-value < 0.01.
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Le modele précédemment utilisé (stimulation des chondrocytes par 1I-1B) permet de mimer en partie
les processus d’inflammation, de diminution de I'anabolisme et d’augmentation des métalloprotéases
responsables de la dégradation du cartilage observée au cours de I'arthrose. Cependant, ce modéle ne
prend pas en compte I’hypertrophie des chondrocytes, qui entraine la croissance d’ostéophytes et qui
peut obstruer les mouvements de I'articulation et augmenter les douleurs ressenties par les patients.
La littérature scientifique montre que le TGF-B1 favorise I'hypertrophie des chondrocytes et Ia
survenue des ostéophytes au cours de I'arthrose chez la souris. Nous avons donc évalué I'intérét du
traitement des chondrocytes par le TGF-B1 comme modele in vitro d’arthrose, puis tester I'effet de
I’EPZ-6438 sur ce modele. J'ai évalué dans un premier temps I'effet du TGF-B1 sur les marqueurs de
I’hypertrophie. Nos résultats montrent que TGF-B1 augmente |I'expression de COL1A1, COL10A1,
RUNX2, VEGF et MMP13. L’hypertrophie induite par le TGF-B1 a été approfondie en étudiant
I’activation de la voie Wnt/B-caténine. Celle-ci régule ce processus au cours du développement
embryonnaire et de I'arthrose. Nous avons montré que le TGF-B1 augmente I'expression de la B-
caténine et contrecarre I'expression de SFRP1 (inhibiteur de la voie Wnt). En plus des effets sur
I’hypertrophie, nous avons étudié I'impact du TGF-B1 sur I'anabolisme des protéines cartilagineuses.
Nos résultats montrent que le TGF-B1 réduit I'expression de SOX9, ACAN et COL2Al dans les
chondrocytes in vitro. D’autre part, il réduit également la synthése des glycosaminoglycanes (GAG).
Dans un deuxiéme temps nous avons évalué le caractere prédictif de notre modéle en testant
différentes molécules connues pour avoir une action anti-hypertrophique in vivo, a savoir le DMOG et
la pterosine. Ayant validé le modele, nous avons testé I'EPZ6438 (inhibiteur d’EZH2). Apres avoir validé
I'effet de I'EPZ6438 sur les chondrocytes en montrant qu’il réduit la méthylation de H3K27 par
immunofluorescence, nous avons montré qu’il réduit I'expression de COL10A1 et MMP13 et qu’il
contrecarre la diminution d’expression de COL2A1, ACAN et SOX9 induite par le TGF-B1. De plus,
I’'EPZ6438 réduit la libération de MMP13 par le TGF-B1.

En conclusion, nous avons montré qu’au-dela de l'inflammation, l'inhibition d’EZH2 réduit
I’"hypertrophie des chondrocytes induite par le TGF-B. EZH2 pourrait par conséquent devenir une cible

pertinente pour le traitement de I'arthrose.
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Abstract

Osteoarthritis (OA) is characterized by cartilage degradation, inflammation, and hypertrophy. Therapies are mainly
symptomatic and aim to manage pain. Consequently, medical community is waiting for new treatments able to reduce OA
process. This study aims to develop an in vitro simple OA model useful to predict drug ability to reduce cartilage
hypertrophy. Human primary OA chondrocytes were incubated with transforming growth factor beta 1 (TGF-B1).
Hypertrophy was evaluated by Runx2, type X collagen, MMP13, and VEGF expression. Cartilage anabolism was
investigated by Sox9, aggrecan, type II collagen, and glycosaminoglycan expression. In chondrocytes, TGF-B1 increased
expression of hypertrophic genes and activated canonical WNT pathway, while it decreased dramatically cartilage
anabolism, suggesting that this treatment could mimic some OA features in vitro. Additionally, EZH2 inhibition, that has
been previously reported to decrease cartilage hypertrophy and reduce OA development in vivo, attenuated COL10A1 and
MMP13 upregulation and SOX9 downregulation induced by TGF-f1 treatment. Similarly, pterosin B (an inhibitor of Sik3),
and DMOG (a hypoxia-inducible factor prolyl hydroxylase which mimicks hypoxia), repressed the expression of
hypertrophy markers in TGF-f stimulated chondrocytes. In conclusion, we established an innovative OA model in vitro.
This cheap and simple model will be useful to quickly screen new drugs with potential anti-arthritic effects, in
complementary to current inflammatory models, and should permit to accelerate development of efficient treatments against
OA able to reduce cartilage hypertrophy.

Introduction to manage because of the absence of cartilage self-repair.

Currently, treatments are symptomatic and mainly aim to

Osteoarthritis (OA) is the most common rheumatologic
disease worldwide, affecting more than 151 million of
persons worlwide [1]. Disability and pain resulting from
OA usually affects life quality of patients. Furthermore, it is
highly onerous, costing up to 2.5% of gross domestic pro-
duct in the western world [2].

OA is characterized by loss of articular cartilage, osteo-
phyte formation, subchondral bone changes, fibrosis, and in
many patients by inflammation. This disease is challenging
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reduce pain and inflammatory eruptions. At advance stages,
surgical procedures are inevitable, and prosthesis are
employed to replace damaged joints. However, in about
20% of the patients, this procedure does not result in a pain
free joint [3]. Consequently, medical community is waiting
for treatments able to reduce OA process. However, the
development of new anti-arthritic drugs is challenging in
particular due to the absence of in vitro model able to mimic
all OA hallmarks.

Chondrocytes in OA cartilage show an aberrant pheno-
type and actively produce cartilage-degrading enzymes,
such metallopeptidases (MMPs) and aggrecanases. Age and
activation of inflammatory cytokines play a role in these
changes. Additionally, during OA, articular chondrocytes
taking a differentiation route resembling that of growth
plate chondrocytes, expressing hypertrophy-like changes.
They express type X collagen and MMP-13. These phe-
notype changes having similarities to terminal differentiat-
ing chondrocytes, are accompanied by acquisition of an
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autolytic phenotype resulting in destruction of the sur-
rounding cartilage [4].

Human articular chondrocytes (HAC) treatment with
interleukin-1 (IL-1)-p is the most approved in vitro OA
model [5-7]. Its advantage is to mimic the process of
inflammation, but it does not take into account the other
components of the disease, especially cartilage hypertrophy.

Clinical studies have shown that TGF-p levels are very
low or absent in normal articular joints, while they are
elevated in OA patients synovium and cartilage [8-13].
These elevated levels of TGF-$ in OA joints activate cells
that are not normally exposed to high levels of TGF-f,
leading to an altered cellular differentiation which may
contribute to OA pathogenesis [3]. Experimental OA
models in mice confirm the involvement of TGF-f, and
particularly TGF-B1, in development of this disabling dis-
ease. For instance, bolus injections of TGF-f1 or adenoviral
overexpression of TGF-B1 in mouse knee joints induce the
formation of osteophytes with structure and localization
which are similar to osteophytes found in spontaneous
murine OA [14, 15]. Additionally, the inhibition of TGF-f
signaling pathways significantly decreases osteophyte for-
mation in OA mice [16, 17]. These results indicate, that at
least in experimental models, TGF-p is the main driver of
osteophyte formation and chondrocyte hypertrophy [3].
Beside its effect on osteophyte formation, TGF-f is also
involved in inflammation. Intra-articular injection of rat
knee joints with TGF-f results in swelling and erythema
within 1 day [18]. This TGF--induced inflammation con-
tribute to joint damage in OA. These clinical and preclinical
data conduct us to hypothesis that TGF-f1 may be used
in vitro to mimic some aspects of OA process.

In this study, we investigated the effect of TGF-B1 in
human OA articular chondrocytes, and evaluated the ability
of three drugs known to reduce cartilage hypertrophy
in vivo to counteract TGF-p effects in vitro. Together, our
data permit to validate that human OA articular chon-
drocytes treated with TGF-f1 could be used as an in vitro
OA model to easily screen for the ability of drugs to slow
down disease progression and to reduce cartilage
hypertrophy.

Materials and methods
Cell culture and treatments

Human OA cartilage was obtained from the femoral heads
of 20 patients undergoing hip replacement surgery (ages
49-85 years; median 73.5 years). The experimental protocol
was approved by local ethical committee, named “Comité
de Protection des Personnes Nord Ouest III” (agreement
#A13-D46-VOL.19). All methods were performed in
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accordance with the relevant guidelines and regulations.
Informed consent was obtained from all participants. They
all signed agreement forms before the surgery, rendering to
local legislation.

Chondrocytes obtained as previously described [19].
Briefly, cells were released by cartilage digestion with type
XIV pronase (2 mg/ml for 30 min; Sigma-Aldrich) and type
II collagenase (2 mg/ml for 15 h; Thermofisher). The cells
were then washed with PBS and seeded at 4 x 10* cells/cm?
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), sup-
plemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 100 IU/ml
of penicillin, 100 ug/ml of erythromycin and then incubated
at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO,
until they reached 80% confluency. At this stage (about
1 week), cells were treated with TGF-p1 (R&D Biosystems;
5ng/ml) for 1 or 2 days in the presence or absence of EPZ-
6438 (Selleckchem), an EZH2 inhibitor also called taze-
metostat, PterosinB (AOBIOUS), a Sik-3 inhibitor, and
DMOG (Echelon Biosciences Inc), a drug mimicking
hypoxia.

Metalloproteinase 13 (MMP13) release assay

MMPI13 release into conditioned media was quantified
using commercially available enzyme immunoassay kit
(R&D Biosystems). Absorbance was determined at 450 nm
with a wavelength correction set at 540 nm (Multiskan GO
spectrophotometer, Thermo Scientific, France).

GAG release assay

GAG release into the medium was measured using a sul-
fated glycosaminoglycan assay kit (Blyscan™, Biocolor)
according manufacturer’s instructions.

RNA isolation and real-time reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR)

RNA was extracted with NucleoSpin® RNA (Macherey-
Nagel) according to manufacturer’s protocol, and reverse
transcribed into c¢DNA as previously described [5].
Amplification of the generated cDNA was performed by
real-time PCR using Step One Plus Real Time PCR system
(Applied Biosystems) with appropriate primers. The relative
mRNA level was calculated with the 272ACT method.
RPLI13a expression was used as reference.

Protein extraction and western blotting

Cells were lysed and western blotting performed as pre-
viously described [5]. The following antibodies were used:
type I, II, and X type collagen (ab34710, ab182563,
ab34712) were purchased from Abcam, aggrecan
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(AB10031) from Millipore, Sox9 (LS-C368527) from
LSBio and B-actin (sc-47778), P-catenin (sc-7963), goat
anti-mouse IgG-HRP and goat anti-rabbit IgG-HRP from
Santa Cruz Biotechnology.

Immunocytochemistry

Cells were washed once with PBS and fixed in 4% PFA
during 10 min. Then, cells were washed three times with
PBS and incubated overnight at 4 °C with a solution com-
posed by PBS, 0.25% Triton, 1% BSA and 1/100° dilution
of H3K27me3 antibody (C36B11, Cell signaling). Next,
cells were washed and incubated with a solution composed
by PBS, 0.25% triton, 1% BSA, 1/1000° Hoechst solution
and 1/400° dilution of Alexa Fluor 594 Goat IgG Anti
Rabbit IgG (111-585-003, Jackson). Fluorescence was
evaluated using EVOS FL Auto 2 Cell Imaging System
(ThermoFisher Scientific).

Statistical analysis

Statistical significance was determined by Student’s #-test.
P-values less than 0.05 were considered significant.

Results

TGF-B1 increased the expression of genes
associated to cartilage hypertrophy in OA
chondrocytes

First, we tested whether TGF-1 treatment is able to regulate
the expression of genes associated to cartilage hypertrophy in
human OA articular chondrocytes in vitro. We incubated
cells with 5ng/ml TGF-fl1 for 24 and 48h, and next
observed cell morphology and analyzed the expression of
several genes known to be upregulated in hypertrophic OA
cartilage. We investigated the expression of type X collagen
(COL10AT1) and Matrix Metallopeptidase 13 (MMP-13), the
two most widely used markers of hypertrophic chondrocytes,
as well as the expression of type I collagen (COL1A1), Runt
Related Transcription Factor 2 (RUNX2), and Vascular
endothelial growth factor (VEGF), which have also been
associated to hypertrophy chondrocytes [4].

Microscopically, we did not observe any major differ-
ence in term of morphology between untreated cells and
TGF-f treated-cells. It seems however, that TGF-p
increased cell number (Fig. la). Concerning gene expres-
sion, TGF-f treatment strongly increased the level of
mRNA of hypertrophic genes (COL10Al1, MMP13,
COL1A1, RUNX2 and VEGF) (Fig. 1b). This effect was
also observed at protein level, at least for type X collagen
and MMP-13 (Fig. 1b, c).

TGF-B1 activated B-catenin/WNT pathway in OA
chondrocytes

To confirm that TGF-f1 treatment is able to induce
hypertrophy in OA chondrocytes, we investigated Wnt
pathways. Indeed, this signaling pathway is the major reg-
ulator of chondrocyte hypertrophy. Elevated canonical
WNT signaling drives OA development by increasing
RUNX2 activity thereby boosting hypertrophic differentia-
tion of chondrocytes [4, 20].

To investigate canonical WNT signaling, we analyzed
the expression of P-catenin, and secreted frizzled-related
protein 1 precursor (SFRP1). We found that in OA chon-
drocytes, TGF-p1 increased protein level of p-catenin
(Fig. 2a), and down-regulated the WNT antagonist SFRP1
(Fig. 2b). This is coherent with an activation of canonical
WNT signaling.

TGF-B1 decreased cartilage anabolism in OA
chondrocytes

Cartilage hypertrophy is known to be also associated to a
loss of the differentiated phenotype of chondrocytes, which
is correlated to a decreased expression of SRY-Box 9
(Sox9), a crucial factor for chondrocytes, and a reduced
deposit of cartilage matrix composed of type II collagen
(COL2A1), aggrecan (ACAN) and glycoaminoglycans
(GAG). So, we investigated the expression of this cartilage
markers in OA chondrocytes treated with TGF-B1 for 24
and 48 h. In these experimental conditions, TGF-B1 reduced
COL2A1, ACAN and SOXO9 expression at both mRNA and
protein levels (Fig. 3a, b). Additionally, TGF-p1 decreased
GAG production (Fig. 3c).

Together, these results showed that TGF-p1 treatment in
OA chondrocytes is able to mimic in vitro some OA traits,
and to induce phenotype resembling to hypertrophic OA
chondrocytes, suggesting that this model could be used to
test the effects of putative anti-arthritic drugs on chon-
drocyte hypertrophy.

EZH2 inhibition counteracted the increase of H3K27
trimethylation induced by TGF-81, and reduced
hypertrophy in vitro

Recently, it has been shown that the inhibition of enhancer
of zeste homolog 2 (EZH2), an histone methyltransferase,
ameliorates osteoarthritis development in mouse OA model,
through the reduction of cartilage hypertrophy [21]. Con-
sequently, an EZH2 inhibitor should be a good tool to test
the ability of our in vitro model to predict ability of drugs to
reduce cartilage hypertrophy in vivo.

Herein, we investigated whether EPZ6438 (also named
tazemetostat) counteracts TGF-pl-induced hypertrophy
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Fig. 1 TGF-B1 stimulates chondrocytes hypertrophy. Human primary
OA chondrocytes were treated with TGF-p1 (5 ng/ml) for 24 or 48 h.
After treatment, RNA and proteins were extracted. a Photography of
cells after treatments. b Relative mRNA expression of hypertrophy
genes (type I and X collagen, Runx2, VEGF and MMP-13) was
determined by real-time RT-PCR. Values were expressed as relative
gene expression compared to untreated cells. Histograms represent
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Fig. 2 TGF-B1 activates p-catenin/WNT pathway. Primary OA chon-
drocytes were treated with TGF-p1 (5 ng/ml) for 24 and 48 h. a After
treatment, mRNA was extracted, and SIRP1 mRNA expression was

phenotype in cultures of human OA chondrocytes. First, we
showed that EPZ6438 reduced, as expected, the trimethy-
lation of H3K27 (H3K27me3) in chondrocytes, proving that
the drug has efficiency inhibited the histone methylase
EZH2 (Fig. 4). In addition, we observed that TGF-fl1
increased the proportion of H3K27me3 positive cells. This
effect was counteracted by the presence of EPZ6438.
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determined by real-time RT-PCR. Data are expressed as means + SEM
(n=5). **p-value<0.01. b Proteins were extracted and f-catenin
expression was evaluated by western blot (n = 3)

Next, we investigated EPZ6438 effect on the expression
of genes associated to hypertrophic or differentiated
articular chondrocytes. In human OA chondrocytes treated
with TGF-p1, EZH2 inhibitor reduced the expression of
hypertrophic genes, namely MMP13 and type X collagen,
while it increased Sox9, type II collagen and aggrecan
expression (Fig. 5).
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Fig. 4 EZH2 inhibition counteracts the increase of H3K27 trimethy-
lation induced by TGF-P1. Primary chondrocytes were treated with
TGF-B1 (5 ng/ml) in the presence or absence of EPZ-6438 (10 uM) for
48 h. a After treatment, H3K27me3 levels (red) were evaluated by
immunohistology. Nucleus was marked by Hoescht staining (blue). b

Pterosin B and DMOG reduced the expression of
MMP13 and type X collagen in TGF-f stimulated
chondrocytes

Next, we investigated the effect of two others drugs which
are have been described as candidate therapeutic for OA
due to their ability to reduce hypertrophy (Fig. 6). First, we
tested pterosin B, a Sik3 pathway inhibitor, which delay
chondrocyte hypertrophy and mineralization [22]. As
expected, we observed that pterosin B reduces COL10A1

H3K27me3 positive cells were quantified in three independent
experiments. For each experiments, at least 20 cells were counted.
Data are expressed as means+SEM (n=3). *p-value<0.05;
**p-value <0.01

expression in TGF— stimulated chondrocytes. Next, we
studied the effects of dimethyloxalylglycine (DMOG), a
hypoxia-inducible factor (HIF) prolyl hydroxylase, which
mimics hypoxia in stabilizing HIF factors and enhancing
their nuclear localization. Hypoxia and DMOG are known
to reduce the expression of markers associated with chon-
drocyte hypertrophy, in particular type X collagen and
MMP13 [23, 24]. Herein, we showed that in our in vitro
model, DMOG reduced the expression of these two markers
of hypertrophy. Together, these experiments confirms that
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human OA articular chondrocytes treated with TGF-f1 can
be used as an in vitro OA model to easily screen the ability
of drugs to reduce cartilage hypertrophy.

Discussion

In this paper, we established a simple model of culture able
to mimic some features of OA process, and particularly the
shift of articular chondrocytes toward a hypertrophic phe-
notype. This in vitro model could be useful to predict the
ability of drugs to reduce cartilage hypertrophy and thus to
slow down OA disease in vivo.

OA is a complex disease, difficult to reproduce in vitro.
At cartilage level, OA is characterized by a tissue erosion
due mainly to inflammation, but also by the formation of
osteophytes due to terminal differentiation of articular
chondrocytes which become hypertrophic. Current in vitro
models used to study molecular OA mechanisms or to test
the anti-arthritic effects of drugs consist usually to mimic
inflammation observed during OA, by treated chondrocytes
with IL-1p or TNF-a. Indeed, these cytokines have been
found at an elevated level in synovial fluid of OA patients.
These models permit to evaluate the ability of drugs to
reduce inflammation as well as to decrease the expression of
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enzymes involved in cartilage breakdown. However, they
fail to reproduce the induction of hypertrophic phenotype of
chondrocytes observed during OA pathology. Herein, we
propose another model based on the incubation of OA
chondrocytes with TGF-p1. This model could be very
useful to screen new drugs against OA, in complement to
inflammatory models (based on IL-1 or TNF-a), before
performing preclinical trials in rodents.

As IL-1B and TNF-a, TGF-p1 level has been found
increased in joints of OA patients [3, 4], and numerous
studies show its involvement in OA process. Its role on
cartilage is different in an OA joint than in a normal joint
[3]. It would be a protective effect in normal chondrocytes,
whereas it would be harmful in aged and OA chondrocytes.
Herein, in this study, we only used aged OA chondrocytes.
It is possible that different results would be observed in
young normal chondrocytes. In human OA chondrocytes,
we observed that TGF-P1 treatment (5ng/ml) increased
hypertrophic markers, notably MMP13 and type X col-
lagen. Type X collagen is considered as the standard marker
for chondrocyte hypertrophy. MMPI13, as called col-
lagenase-3, is one of the major enzymes involved in the
degradation of OA cartilage. Although accepted as a
hypertrophy marker, its synthesis can be induced in chon-
drocytes by alternative routes, such as inflammation or
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mechanical stress [4]. So, it can be also considered as a
marker of inflammation and cartilage breakdown.

Additionally, we showed that TGF-p1 activates the p-
catenin/WNT pathway, and increases the expression of
other hypertrophic markers, such as RUNX2 that is a master
transcription factor involved in the control of chondrocyte
hypertrophic differentiation, and that directly regulates the
expression of type X collagen and MMP-13 [20, 25-27].

Contrary to hypertrophic genes, the markers of differ-
entiated chondrocytes (SOX9, COL2A1, ACAN) were
down-regulated by TGF-B1 treatment. This is coherent with
observation of the reduced synthesis of cartilage during
advanced stage of OA. Consequently, treatment of human
OA chondrocytes with TGF-B1 mimics numerous features
observed during OA. This culture method could thus be
useful to reproduce chondrocyte hypertrophy in vitro, per-
mitting to study molecular mechanisms involved in this
process and to test putative new treatments against OA
before animal experimentation.

To confirm the efficiency of this culture model to predict
drug ability to reduce cartilage hypertrophy during OA, we
investigated the effect of three drugs known for the ability
to reduce cartilage hypertrophy. First, we tested an epidrug
on the expression of a panel of gene regulated by TGF-$1 in
human OA chondrocytes. We found that EZH2 inhibition
by EPZ-6438 opposites to the major effects of TGF-1: it
increases COL2A1, ACAN as well as SOX9 expression and
decreases MMP13 and COL10A1 synthesis. These results
are fully in agreement with published data from in vivo
experiments showing that intra-articular injections of an
inhibitor of histone methyltransferase EZH2, a chromatin
modifier that activates Wnt/p-catenin signaling, reduced
cartilage hypertrophy and also decreased articular cartilage
degradation in surgically induced OA [21]. We also validate
our model using two others drugs, pterosin B (a Sik-3
inhibitor) and DMOG (a mimic of hypoxia), which are
known to reduce hypertrophy cartilage in vivo [22, 24].

In conclusion, we established a model able to induce
chondrocyte hypertrophy in vitro, which permits to evaluate
the ability of drugs to reduce cartilage hypertrophy. This
tool should be useful to identify more quickly new drugs
having anti-arthritic action. In addition, this study confirms
that TGF-B1 induces harmful effects in OA chondrocytes,
suggesting that therapeutic strategy aiming to favor TGF-p1
signaling to treat OA should be used with important
precaution, and be very well controlled.
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3.1.3 Le GSK-J4 n’a pas d’effet sur I'inflammation,
le catabolisme et [I'hypertrophie des
chondrocytes

Nous avons montré qu’EZH2 réduit I'inflammation et le catabolisme dans les chondrocytes. Nous avons

voulu savoir si I'inhibition des déméthylases JMID3 et UTX aurait I'effet inverse.

Nous avons voulu tester I’hypothése selon laquelle, IMIJD3 pourrait &tre impliquée dans I’'hypertrophie
ou l'inflammation liée a I'arthrose. Le réle des demethylases dans les processus inflammatoires a été
recherché en cultivant les chondrocytes a la fois en présence d’IL-1B et de GSK-J4, un inhibiteur de
JMJD3 et UTX. A l'issue de ces différentes cultures, des tests ELISA du catabolisme (MMP13) ont été
réalisés sur les milieux. Les marqueurs chondrogéniques (collagene de type Il, Agrécane, Sox9), les
marqueurs de chondrocyte hypertrophique (COL10A1, COL1A1, MMP13) et du catabolisme (MMPs 1,
3, 13, ADAMSTS5) ont été évalués par RT-PCR.

Nos résultats montrent que le GSK-J4 n’a pas d’impact sur I'augmentation d’expression des MMP1, 3
et 3 ainsi que sur I'expression des marqueurs de I'anabolisme SOX9, COL2A1 et ACAN (figure 39). Le
GSK-J4 n’a par conséquent pas d’effet sur I'induction du catabolisme et de I'inflammation induite par

IIL-1.

111



MMP 1 MMP 3
g o
£ 1500 3 500
EE . T E 400 1
g% 1000 €2 300
‘mow —
28 sm a5 200
= s 100
% b3
- 0 bt 0
IL-1B - + - + IL-1B - + - +
GSK-J4 . , + + GSK-14 . - + +
B —
MMP 13 g MMP 13
e 400 o
2 . <150
< E 300 5 T
5% Lm0 g 100
28 =
25 10 8 5o
— c
% =]
— “ O -
IL.-1B - + - + IL-1B + - n
GSK-14 - - + + GSK-14 + +
" : 2
= o
v€ 1 v £
§% s§<, T
FR] 28
28 0.5 ¢s
a _ =4
IL-1 - - B _
GSK-14 - - + + IL-1B * *
Sox9
o 6
=
[}
T E 4 ;
§%
@ N
wao 2
E ©
=9
] 0 il
IL-1B - + - +
GSK-J4 - - + +

Figure 39 : Effet du GSK-J4 sur les chondrocytes traités par IL-186.

A. Les chondrocytes ont été incubés en présence ou non d’IL-16 (1ng/ml) et/ou de GSKJ4 (10uM) pendant
48h. Des RT-PCR de MMP 1, 3 et 13 ont été effectuées (n=3). Les histogrammes montrent les résultats d’une
expérience représentative (n=3). Les barres d’erreur représentent I'écart type du triplicat de I'expérience. B.
La libération de MMP 13 dans les milieux de cultures a été quantifiée par test ELISA (n=3). Les histogrammes
représentent la moyenne de trois expériences indépendantes + SEM (n=3). C. Effet du GSK-J4 sur les genes
de I'anabolisme. Les chondrocytes ont été incubés en présence ou non d’IL-16 (1ng/ml) et/ou de GSKJ4 (5uM
ou 10uM) pendant 48h. Des RT-PCR de Sox9, COL1A1, COL2A1 et ACAN ont été effectuées.

Leur role dans I’hypertrophie a été évalué en cultivant les cellules en présence de TGF-B et de GSK-J4.
Al'issue de ces différents traitements, les marqueurs chondrogéniques (collagene de type Il, Agrécane,
Sox9) et les marqueurs de chondrocyte hypertrophique (COL10A1, COL1A1, MMP13) ont été évalués
par RT-PCR.
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Le GSK-J4 n’a pas d’effet sur I'expression de COL10A1, MMP13 et COL1A1 et sur la baisse d’expression

de SOX9, ACAN et COL2A1 induite par le TGF-B (figure 40). Le GSK-J4 n’a donc pas d’impact sur

I’hypetrophie et la baisse de I'anabolisme induites par TGF-f.
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Figure 40 : Le GSK-J4 n’a pas d’impact sur les génes matriciels et sur I'induction des marqueurs de I’hypertrophie

et de I'anabolisme par le TGF-8.

Les HAC ont été incubés en présence ou non de TGF-8 (5ng/ml) et/ou de GSKJ4 (10uM) pendant 48h. Des RT-PCR de
COL10A1, MMP13, COL1A1, Sox9, COL2A1 et ACAN ont été effectuées. Les histogrammes montrent les résultats
d’une expérience représentative (n=3). Les barres d’erreur représentent I’écart type du triplicat de I’expérience.

L'inhibition de JMJD3 et UTX n’a pas d’effet sur les processus inflammatoire, catabolique et

hypertrophique dans les chondrocytes.

En conclusion de cette premiére partie, nous avons montré dans deux modéles cellulaires d’arthrose

qU’EZH2 est impliquée dans les processus inflammatoires, cataboliques et hypertrophiques. In vivo nous

avons montré que l'inhibition d’EZH2 par 'EPZ-6438 réduit la dégradation du cartilage et le handicap

locomoteur. L’injection intra-articulaire d’EPZ-6438 pourrait devenir une stratégie thérapeutique

intéressante pour le traitement de I'arthrose. En revanche, nos résultats suggérent que les histones

déméthylases IMJD3 et UTX n’exercent pas un réle essentiel dans cette pathologie.
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3.2JMJD3 et UTX favorisent la chondrogenese,

intérét en ingénierie tissulaire du cartilage

Dans une deuxieme partie de ma these, je me suis intéressé au réle de H3K27me3 au cours de la
chondrogenese. Parmi les stratégies en développement pour le traitement de 'arthrose, I'ingénierie
tissulaire est trés prometteuse. Néanmoins, les protocoles de différenciation doivent étre améliorés
afin de permettre la formation d’un cartilage hyalin stable. La régulation épigénétique joue un réle
prépondérant au cours de la formation du cartilage embryonnaire et la chondrogenese. Les régulateurs
dont font partie les enzymes de modification des histones constituent des cibles privilégiées pour
améliorer les protocoles d’ingénierie tissulaire. L'objectif de notre étude est d’évaluer le réle des
déméthylases de H3K27me3, a savoir JMJD3 et UTX durant la chondrogenése et leur potentiel

implication en ingénierie tissulaire.

Nous avons amplifié des cellules souches mésenchymateuses (MSC) issus de moelles osseuses
obtenues de biopsie de patients ayant subi une arthroplastie. Nous avons transfecté les MSC avec des
vecteurs d’expression pour JMJD3 et UTX ou avec des siRNA dirigés contre leur ARNm respectif. Nous
avons ensuite inclus les cellules dans I'alginate et les avons cultivées dans un milieu chondrogénique
pendant 7 jours. Alternativement, nous avons évalué I'impact du GSK-J4, inhibiteur de JMJD3 et UTX,
au cours de la chondrogenése. Nous avons étudié I'expression des genes par RT-PCR ou par
transcriptomique (puce Agilent) afin d’identifier les génes différentiellement régulés par le GSK-J4.
L’enrichissement des ontologies et le réseau d’interactions protéines-protéines a été construit avec le

logiciel STRING.

Nous avons montré que JMJD3 et UTX réduit I'expression des génes spécifiques du cartilage tels que
le collagéne Il et I'agrécane, alors que leur surexpression a I'effet inverse. De plus, nous avons identifié
281 geénes (62%) dont I'expression était inhibée et 174 (38%) dont I'expression était induite par le GSK-
J4 au cours de la chondrogenése. Les genes dont I'expression était inhibée par le GSK-J4 sont impliqués
dans l'ossification enchondrale et la différenciation chondrogénique. D’autre part, la surexpression de

JMJD3 et UTX amplifie la formation du cartilage et la production du collagéne in vivo.

Pour conclure, nous avons mis en évidence que JMJD3 et UTX favorisent la chondrogenése et la
formation du cartilage in vivo, montrant I'intérét d’induire les déméthylases de H3K27 pour I'ingénierie

tissulaire du cartilage.
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Article en préparation :

H3K27me3 demethylases enhance chondrogenesis. Impact on

cartilage engineering.

Abstract

Osteoarthritis is the first cause of disability. Among emerging therapeutic strategies, cartilage tissue
engineering seems promising. Histone methylation plays a preponderant role in cartilage development
and therefore may be good target to improve cartilage engineering protocols. We evaluated the role
of JMJD3 (KDM6B) and UTX (KDM6A), the both demethylases of histone H3 at the lysine 27 (H3K27) in

chondrogenesis and its possible application for cartilage engineering.

Human MSCs were transfected with expression vectors for IMID3 and/or UTX, or with siRNA targeting
these genes. Alternatively, cells were treated with GSK-J4, a specific inhibitor of JIMJD3 and UTX. Then,
cells were embedded in alginate and cultivated into a chondrogenic medium. The expression of
chondrogenic genes (SOX9, ACAN, COL2A1) were evaluated by RT-PCR. Differentially expressed genes
(DEG) regulated by GSK-J4 were identified by whole-transcriptome microarray. Moreover, nude mice
were implanted with alginate beads containing cells which overexpres JMJD3 or UTX, and cartilage

formation was evaluated by immunohistochemistry and collagen assay.

JMJD3 or UTX inhibition reduced the expression of cartilage-specific genes such as collagen Il and
aggrecan, while their overexpression had the opposite effect. Additionally, we identified 281 genes
(62%) which were down-regulated and 174 genes (38%) up regulated by GSK-J4 in MSCs undergoing
chondrogenesis. DEGs were enriched in genes involved in endochondral ossification and chondrocytes
differentiation. Furthermore, IMJD3 and UTX overexpression enhanced in vivo cartilage formation and

collagen expression.

In conclusion, JMJD3 and UTX favor MSC chondrogenic differentiation and in vivo cartilage formation

suggesting that histone demethylases improve chondrogenesis and cartilage engineering.

Introduction

Osteoarthritis (OA) is one of the first causes of disability worldwide. The current treatments for
patients suffering from it are mainly symptomatic, and none of them are able to repair cartilage

damages. Furthermore, in contrast to vascular tissues, cartilage has a poor self-repair capacity. This is
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why researchers are focusing on tissue engineering as a new approach for cartilage regeneration. The
concept of autologous chondrocyte transplantation was first introduced by Mat Brittberg in 1994.
According to this method, chondrocytes are isolated from articular cartilage and then replanted in the
cartilage defects 1. Due to the low number of cells obtained after isolation, chondrocytes have to be
amplified in vitro. However, after successive passages, chondrocytes lose their phenotype and
differentiate in fibroblast-like cells®. These molecular changes compromise cartilage biomechanical
properties, which makes its clinical use compromised. Recent reports have proposed MSCs as an
attractive alternative due to their chondrogenic potential, in vitro self-renewal capacity and
immunomodulatory characteristics®>. MSCs are multipotent stem cells discovered first in the bone
marrow and can be isolated from other sources such as placenta, amniotic fluid, umbilical cord,
adipose tissue, skeletal muscle, dental pulp, synovial membrane, and tendons. Nevertheless,

maintaining chondrocyte phenotype in differentiated stem cells remains challenging.

Better understanding of cartilage development and physiology has led to new strategies involving the
use of hypoxia, 3D scaffolds, mechanical stimuli and growth factors*. Many of these strategies have
emerged because of discoveries made on endochondral ossification, a process during which lib

cartilage and bone tissue are formed?.

During the past decade, numerous studies have found that epigenetic modifications play a
preponderant role during endochondral ossification®. Epigenetic is the study of heritable phenotype
changes that do not involve alterations in the DNA sequence®. Histone methylation is part of
epigenetic, and it activates or deactivates gene expression regarding which amino-acid is concerned.

For instance, the tri-methylation of the Histone H3 Lysine 27 (H3K27me3) inhibits genes expression®.

It has been shown that the H3K27 histone methyltransferases known as Enhancer of zeste homolog 2
(EZH2) promotes cartilage development and maturity during endochondral ossification’. Moreover,
research found that H3K27me3 demethylase called JmjC Domain-Containing Protein 3 (JMJD3 also
known as KDM6B) is necessary for both early and late cartilage development during embryonic
development®®. By demethylating the repressive mark H3K27me3, JMJD3 allows chondrocyte genes
expression®®. Therefore, H3K27me3 demethylases could play an important role in in vitro

chondrogenesis and could be used for cartilage engineering.

In vitro, genome wide study during MSC chondrogenic differentiation has revealed that histone
modifications are dynamically regulated on chondrogenic genes allowing their expression. Indeed,
while H3K27me3 mark is decreased on sex-determining region Y (SRY) and related SRY- box 9 (Sox9)

and aggrecan (ACAN) promoters, epigenetic marks that are associated with gene expression including
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H3K27ac, H3K4me3, H3K9ac and H3K36me3 are increased °. These data suggest that H3K27me3
demethylases Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat, X chromosome (UTX) and/or JMJD3

are crucial for cartilage gene expression during MSC chondrogenic differentiation.

In our study, we evaluated the role of the demethylases JMJD3 as well as UTX and the possible
application for tissue engineering. We found that both JMJD3 and UTX controlled cartilage matrix
genes expression whereas UTX was dispensable for chondrogenesis. H3K27me3 demethylases also

enhanced cartilage formation after subcutaneous implantation in nude mice.

Material and methods

Stem cells amplification

Bone marrow was obtained from iliac crests of adult female donors (ages 53-77 years; median 64
years) that underwent a hip replacement surgery. All patients signed an agreement form according to
local ethical committee named “Comité de Protection des Personnes Nord Ouest IlI” (agreement #A13-
D46-VOL.19). Cells were isolated as previously described!?. Cells were fractionated on a Hypaque-Ficoll
(GE life science, Velizy-Villacoublay France) density gradient. Mononuclear cells were isolated, seeded
at the density of 5.10* cells/cm? and cultured in alpha-MEM supplemented with 10% fetal bovine
serum (Lonza, Levallois-Perret France), 2 mM L-glutamine, 1 ng/ml FGF-2 (Merck, Loiret France), and
antibiotics (penicillin streptomycin, Lonza) at 37°C with 5% CO,. The absence of DNA mycoplasma was
verified by PCR. At confluency, cells were harvested by trypsinization (0.25% trypsin/1 mM EDTA,

Invitrogen) and seeded at 103 cells/cm?. Cells were used at passage 3 to 5.

Colonies forming unit capacity

MSC were seeded in 6 wells plate at low density (900 cells/cm?) and cultured 10 days (about 8
doublings). The cells were washed twice with PBS and incubated 30 min with a solution of 95 % ethanol

and 0.1 % violet crystal.

Osteogenesis and adipogenesis culture and staining

MSC were cultured in an osteogenic medium ((Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Lonza) with

10% of fetal bovine serum (Lonza), antibiotics (penicillin streptomycin Lonza), 100 nM dexamethasone
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(Merck), 50 mg/ml ascorbic acid-2-phosphate (Merck) and B-glycerol phosphate 10 mM (Merck)) or an
adipocytic medium (DMEM with 10% of fetal bovine serum (Lonza), antibiotics (penicillin streptomycin
Lonza), 100 nM dexamethasone, 3-isobutyl-1-methylxanthine 0,5 mM (Merck)). After 14 days of
culture, cells were washed with PBS 1X (Lonza) and were fixed 1 hour in Neutral Buffered Formalin
(NBF PanReac AppliChem). Osteogenesis was evaluated by incubating the cells 20 min in a 2% alizarin
red solution (pH=4.2), and adipogenesis by a 5 min incubation with 60% isopropanol and 15 min with

neutral (0.3%) oiled red solution.
Chondrogenesis

Chondrogenesis was induced by cell culture in 3D (alginate) in chondrogenic medium. Cell cultures in
alginate beads were performed as previously described®!. Briefly, MSC were suspended in alginate
(Kelco) at the density of 5x10° cells/ml, dropped into CaCl, solution. After that, MSC were cultured in
chondrogenic medium DMEM with antibiotics (penicillin/streptomycin, Lonza), 100 nM
dexamethasone (Merck), 50 mg/ml ascorbic acid-2-phosphate (Merck), 40 mg/ml proline (Merck), 1
mM sodium pyruvate (Merck) and a 1:100 dilution of Insulin Transferin Selenium (ITS) +1 supplement
(Merck), 10 ng/ml of TGF-B3 (Merck). After culture, beads were dissolved in 55 mM sodium citrate,

150 mM NaCl and gently centrifuged to isolate cells for further analysis.

Plasmids, siRNAs and transfection

To overexpress UTX and JMJD3, pCMV-HA-UTX (#24168, Addgen) and pCMV-HA-JMID3 (#24167,
Addgen) were used respectively'?. Pmax-GFP was supplied by Amaxa. Pools of four control siRNAs (D-
001810-10-50) or siRNAs directed against JMJD3 (L-023013-01-0005) or UTX (L-014140-01-0005)

MRNA were obtained from Dharmacon.

For transfection, MSC were harvested and resuspended with P1 Primary Cell 4D-Nucleofector™ X
Solution supplemented (Amaxa) with plasmid or siRNA. 4x10° of cells/DNA mixtures (8 pg) or 4x10°
cells/RNA mixture (400 pmol) were added in a 1 cm? transfection cuvettes, and were nucleoporated
according to the FF-104 predefined program using 4D-Nucleofector™ X Unit (Amaxa). 10 minutes after
electroporation, cells were encapsulated in alginate beads and transferred to six-well plates and
cultured on chondrogenic medium. The transfection was validated by cytometry after transfection of

fluorescein coupled-siRNA (sc-36869, Santa Cruz Biotechnology) or pmaxGFP.
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RNA isolation and real-time reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)

RNA was extracted with NucleoSpin® RNA (Macherey-Nagel, Hoerdt France) according to
manufacturer’s protocol. After extraction, RNA underwent a DNAse treatment and were reverse
transcribed into cDNA as previously described®®. Briefly, reverse transcription was done in mixture
composed of 1ug of RNA, oligo dT (2.5 uM), 500 uM dNTP, 1X First Strand Buffer, 10 U/uL of Moloney.
Murine Leukemia Virus reverse transcriptase (M-MLV-RT, Invitrogen Courtaboeuf France). The
reaction lasts 50 min at 37°C then 15 min at 70°C using a thermocycler (T100TM Thermal Cycler, Bio-
Rad Les Ulis France). Amplification of the generated cDNA was performed by real-time PCR using Step
One Plus Real Time PCR system (Applied Biosystems Courtaboeuf France) with the following primers;
COL2A1-F: ACTGGATTGACCCCAACCAA; COL2A1-R: TTGGGAACGTTTGCTGGATT;  RPL13A-F:
GAGGTATGCTGCCCCACAAA; RPL13A-R: GTGGGATGCCGTCAAACAC; ACAN-F: TCGAGGACAGCGAGGCCG;
ACAN-R: TCGAGGGTGTAGCGTGTAGAGA; SOX9-F: CCCATGTGGAAGGCAGATG; SOX9-R
TTCTGAGAGGCACAGGTGACA; SOX5-F: ATCCCAACTACCATGGCAGCT; SOX5-R:
TGCAGTTGGAGTGGGCCTA; SOX6-F: GCAGTGATGAACATGTGGCCT; SOX6-R:
CGTGTCCCAGTCAGCAGCATCT; UTX-F: TACAAATCCCGAACAACCC; UTX-R: TGAGGAGGCCTGGTACTGT;
JMJD3-F: AGCTGGCCCTGGAACGATA; JMID3-R: GGCCCTGGTAAGCATTT. The relative mRNA level was

2—AACT

calculated with the method. RPL13a was used as reference.

Protein extraction and western blotting

Cells were rinsed and then scraped into Radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA lysis buffer)
supplemented with inhibitors of phosphatases and proteases. The extracts (30 pg proteins) were
subjected to fractionation by 10% sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis,
transferred to polyvinylidene difluoride membranes (Bio-Rad Marnes-la-Coquette France). Western
blotting performed as previously described!®. The following antibodies were used: JMJD3 (#3457) and
UTX (D3Q1l) from Cell Signaling, B-actin (sc-47778), goat anti-mouse 1gG-HRP (sc-2005) and goat
antirabbit IgG-HRP (sc-516087) from Santa Cruz Biotechnology.

Gene expression microarray analysis

RNA integrity was assessed on a 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies France, Les Ulis, France) using
RNA 6000 Nano (Agilent Technologies), according to the manufacturer’s instructions. RNA integrity
numbers above 9 were considered suitable for microarray analysis. Two-color microarray-based gene
expression analysis was performed, according to the manufacturer’s instructions (Agilent
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Technologies). Briefly, 100 ng of total RNA were amplified and labeled using a Low input Quick Amp
Labeling kit, Two-color (Agilent Technologies), and hybridized to a Human Gene Expression 8 x 60K v3
Microarray (design ID 072363, Agilent Technologies). Slides were scanned on a G2505C Microarray
Scanner (Agilent Technologies). Raw data were extracted and Lowess normalized using Feature
Extraction software (v. 10.7.3, Agilent Technologies), and analyzed using GeneSpring GX software (v.
13.1.1, Agilent Technologies). Microarray probes with a signal that is not positive and significant or not
above the background were filtered out. Genes with a p-value < 0.01 and a fold changes < 2 were

considered as differentially expressed genes (DEGs).

Gene-annotation enrichment analysis and Protein-Protein Interaction (PPI) network construction.

Protein-protein interaction network among differentially expressed genes was constructed using
Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins (STRING v. 11)*>. Networks with a p-value
< 0.05 were considered significantly enriched in interactions. Functional enrichment in the network

with a False discovery rate (FDR) < 0.05 were considered significant.

In vivo experiments

Animal experimental procedures were performed according to local legislation, and procedures were
approved by ethics committee (Comité d’Ethique Normandie en Matiére d’Expérimentation Animale,

agreement #19573) and authorized by the French Ministry of research.

30 NMRI-Foxn1 nu/nu (7 weeks of age, males provided by Janvier Lab) were housed 5/cage under a
12-hour light/dark cycle with ad libitum access to water and food. Cages were kept in a completely
germ-free facility (ONCOModels 30 m? Cyceron, Caen France). Each animal was humanely handled
throughout the experiment in accordance with internationally accepted ethical principles for

laboratory animal use and care, and all efforts were made to minimize animal suffering.

Cellularized alginate were implanted subcutaneously in nude mice in a sterile environment. During the
procedure, mice were anesthetized with 2% isoflurane. One incision of 5 mm was realized in the dorsal
region and another in the lumbar region of the skin. At each lateral sides of the lesions, two
subcutaneous pouches were created to place the beads. To reduce animal number, each mice received

four beads: untransfected cells (Ctrl), IMJD3, UTX or GFP transfected cells.

After 4 weeks, mice were anesthetized and then euthanized with CO,. 5 mice were used for collagen

measurements and one or two specimens per condition were used to have 20 to 30 mg of tissue

122



required. 15 mice were used for immunohistochemistry. Specimens were collected and embedded in

Optimal Cutting Temperature (OCT) compound.

Histochemistry and immunofluorescence

Sections with 10 um thickness were prepared using a cryostat (CM3050 S, Leica). Slides were thawed
and incubated at room temperature for 30 min. Sections were incubated 5 min with Fast-green to non-

specific staining and 5 min with Safranin-O to stain cartilage.

For immunofluorescence, sections were washed once with Phosphate Buffered Saline (PBS, Lonza) for
5 min. After that, slides were incubated overnight at 4°C with a solution composed by PBS, 0.25% Triton
x100, 1% BSA and 1/500¢ dilution of Collagen | (ab34710 Abcam), Collagen Il (ab34712 Abcam) or
Aggrecan (AB1031 MerckMillipore) antibodies. Next, slides were washed and incubated for one hour
with a solution composed by PBS, 0.25% triton, 1% BSA, Hoechst solution (1/1000°) and dilution of
1/400¢ Alexa Fluor 594 Goat IgG Anti Rabbit IgG (111-585-003, Jackson). Fluorescence was evaluated

using EVOS FL Auto 2 Cell Imaging System (ThermoFisher Scientific lllkirch-Graffenstaden France).

Insoluble collagen assay

Collagen content was determined using Sircol (S2000 Insoluble collagen assay, Biocolor) according to
the manufacturer’s protocol. Absorbance was measured at 550 nm using Multiskan GO

spectrophotometer (Thermo Scientific).
Statistical analysis

Statistical significance was determined by Student’s t-test. P-values less than 0.05 were considered
significant. For in vitro study, at least three independent experiments were performed using cells

obtained from different patients.

Results

hBM-MSC isolation and validation

First, we evaluated the quality of our cells. Human bone marrow mesenchymal stem cells (hBM-MSC)
were isolated from osteoarthritis donors. After amplification, hBM-MSC differentiation and colony
forming unit potential were evaluated. As expected, cells were able to form colonies (figure 1A), and
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under adequate conditions, they were able to undergo adipogenic differentiation as shown by the
staining of lipid vacuoles with oiled red O (figure 1B) and osteogenic differentiation as demonstrated
by the alizarin red stanning (figure 1C). Finally, we checked the ability of cells to undergo
chondrogenesis (figure 2D). We cultivated hBM-MSC in alginate beads in a chondrogenic medium and

observed an increase expression of chondrocyte specific markers such as COL2A1 and SOX9.

JMID3 but not UTX is upregulated during hB-MSC chondrogenic differentiation

We then studied the role of H3K27me3 demethylases during MSC differentiation into chondrocytes.
First, we evaluated how JMJD3 and UTX are regulated during chondrogenesis (figure 2A). Our results
showed that JMJD3 was up-regulated during hBM-MSC chondrogenic differentiation while UTX was

stable.

GSK-J4 inhibits chondrogenesis

After that, we evaluated the impact of demethylases inhibition during chondrogenesis (figure 2B). We
induced chondrogenesis of hBM-MSC in the presence or not of GSK-J4, an inhibitor of both UTX and
JMJD3%, We found that after 3 and 7 days, GSK-J4 inhibited the expression of SOX5 and SOX6 mRNA
as well as ACAN and COL2A1 (figure 2C).

GSK-J4 regulates genes involved in extracellular matrix, cartilage and bone development

To identify GSK-J4-target genes, we compared gene expression profiling of MSCs after 7 days of
chondrogenic differentiation with or without inhibitor (figure 4). We paid attention to genes whose
expression was regulated by GSK-J4 with a fold-change above 2. We found 281 genes down-regulated

by GSK-J4 (61,75%) and 174 genes up-regulated by GSK-J4.

We found that endochondral ossification and chondrocytes differentiation pathways were significantly
enriched, with a majority of genes being down-regulated by GSK-J4 (Table 1). An important majority
of down-regulated genes were clustered into pathways involved ECM (components, organization,
ECM/receptor interaction) (Table 2, figure 3). Our previews observations regarding the effect of GSK-

J4 on chondrogenesis are then confirmed by our functional enrichment in the network.

These results were consolidated by the protein-protein interaction network, where most of genes that
were highlighted were involved in ECM formation, organization or interaction (figure 3). Furthermore,

a significant part of up-regulated genes coded for metallothionein (MT) and belonged to the mineral
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absorption pathway (Table 3). We also found that WNT pathway was enriched in our gene ontologies

analysis (Table 3).

JMID3 but not UTX knock-down inhibits chondrogenesis

To determine whether JMJD3 and/or UTX are involved in chondrogenesis, we knocked-down their
MRNA using siRNA (figure 4A). Our transection method had a 90% viability and 60-89% efficacy. First,
JMJD3 and UTX downregulation by siRNA were confirmed by RT-PCR and western-blot (figure 4B, C).
We found that siJMJD3 but not siUTX reduced SOXs, ACAN and COL2A1 expression compared to siCtrl

(figure 4D). The results show the importance of JMJD3 for BM-MSC chondrogenic differentiation.

JMID3 and UTX ectopic expression enhances chondrogenesis

Since demethylation inhibition decreased chondrogenesis, we hypothesized that their overexpression
would have had the opposite effect. To test this assumption, we transfected JMJD3 or UTX expression
vectors in BM-MSC before inducing chondrogenesis for 7 days (figure 5A). Our results indicate that
both UTX and JMJD3 enhanced ACAN and COL2A1 mRNA expression and tend to increase SOX9, 5 and

6 (figure 5B). These data suggest that JMJD3 and UTX enhance chondrogenesis.

JMID3 and UTX enhance in vivo cartilage formation

We finally evaluated the potential application of demethylases overexpression for tissue engineering
since it enhanced chondrogenesis in vitro. We subcutaneously implanted alginate beads in nude mice
after overexpression of JMJD3, UTX or GFP (as control) and 7 days of chondrogenesis. Four weeks later,
mice were euthanized and specimens dissected. Disks containing cells overexpressing UTX and more
significantly JMJD3, were larger (320 and 528 mm? respectively) than disks containing non-transfected
cells (Ctrl) or pGFP (213 and 165 mm? respectively) (figure 6B, C). Moreover, type Il collagen was more
expressed in UTX and JMJD3 conditions. However, we detected no difference in aggrecan expression
nor in expression of type | collagen (figure 6B). We also analyzed total collagen content in the obtained
tissues. As shown in figure 6D, JMJD3 overexpression increased collagen content (140 pug/mg of tissue)

compared to GFP (103 pg/mg of tissue).
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Discussion

In this study, we highlighted that JMJD3 and UTX demethylases enhance hBM-MSC chondrogenic
differentiation. Moreover, we have proved the application of H3K27me3 demethylases in cartilage

engineering.

Tissue engineering is a promising strategy to repair cartilage damages in OA patients. This method
made significant progress throughout the vyears, especially with the new insights found on
endochondral ossification. Indeed, research on cartilage development during embryogenesis is the
best inspiration for cartilage engineering®. Epigenetic regulation plays a preponderant role during both

osteochondral ossification and in vitro chondrogenesis®.

We found that treatment of BM-hMSC with GSK-J4 reduces SOX5, 6, ACAN and COL2A1 expression
during chondrogenesis. In addition. Most genes regulated by GSK-J4 belong to the extracellular matrix,
chondrogenesis and endochondral ossification processes. Furthermore, our results suggest a role of
Wnt pathway. Wnt is an essential factor for growth plate and craniofacial development and during
embryogenesis>’. In vitro, studies showed that Wnt signaling promotes chondrogenic gene expression
and cartilage formation®2°, Thus, since JMJD3 and/or UTX regulate Wnt pathway, GSK-J4 might inhibit
chondrogenesis by altering their interaction. It has been demonstrated that JMJD3 and UTX regulate
Whnt signaling in other differentiation systems. For instance, JMJD3 enhances odontogenesis (teeth
development) by activation Wnt pathway?l. Similarly, UTX mediates adipogenic differentiation by
enhancing Wnt signaling?. Interestingly, an important part of genes that are up-regulated by GSK-J4
during chondrogenesis belong to the metallothionein (MT) pathway. During skeletal development, MT
are induced by the increase of ions such as Zn* and Cd?**?’. Thus, GSK-J4 may alters Zn** or Cd

regulation inducing the expression of MT.

We also have shown that siJMID3 inhibits BM-MSC chondrogenic differentiation by counteracting
ACAN, COL2A1, SOX5 and SOX6. These results are confirmed by the role of IMJD3 during endochondral
ossification. Indeed, JMJD3 knock-out (KO) alters skeletal development by inhibiting both early and
late chondrogenesis®®. Moreover, JMJD3 KO reduces COL2A1 expression and accelerates cartilage
damages during osteoarthritis. JMID3 is therefore primordial for cartilage development and
homeostasis®. We did not observe the same effect with siUTX, meaning that most of GSK-J4 effect on
chondrogenesis are due to JMJD3 inhibition. This result might be explained by the fact that only JMJD3
is regulated in our chondrogenesis model. The same observation had been made in another study
where only JMJD3 was increased during 2D MSC chondrogenic differentiation?®. Another team found

that H3K27me3 is erased on chondrocytes specific genes : SOX9, 5, 6, COMP, ACAN, COL11A2,
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COL11A1, COL9A3, COL9A2°. However, authors were not able to observed any regulation of COL2A1
locus during chondrogenesis®®. This result might be due to the differences between our models.
Indeed, we used alginate bead and TGF-B3 as the only growth factor, while they used alginate discs

and they supplemented the medium with TGF-3 and bone morphogenetic protein 2 (BMP2).

Furthermore, we confirmed the implication of H3K27 demethylases on chondrogenesis by
overexpression. We found that JMJD3 and UTX ectopic expression enhances ACAN and COL2A1
expression. The fact that siUTX had no impact on chondrogenesis in contrast to pUTX may be explained
by its transcriptional regulation. Generally, IMID3 is considered to be induced by stimuli while UTX is
expressed at basal level whatever the conditions'*?%3°, We made indeed the same observation in our
chondrogenic model. The knock down of UTX may have no effect on chondrogenesis because UTX was
already at a very low level of expression. Therefore, UTX and JMJD3 seem to have the same role but

seem to be regulated differently.

Finally, we demonstrated for the first time that JMJD3 and UTX overexpression enhances cartilage
formation in vivo. After subcutaneous implantation, UTX and especially JMJD3 overexpressing tissue
were significantly larger and contained more collagen Il. This data is encouraging and give better
understanding of the role of epigenetic in chondrogenesis and new insights on how it could improve

cartilage engineering protocols.

To conclude, this study demonstrates that JMJD3 and UTX enhance chondrogenesis and have the

potential to improve current cartilage engineering protocols.
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Tables

Table 1: Functional enrichment in the network, Biological Process (GO)

#iterm 1D Pathway description FDR

G0:003019g PXtracellular matrix 6.10E-11
orga nization

G0:0002062 Chondrocyte differentiation 0.0002
G0:0051216 Cartilage development 0.00099
G0:0001958 Endochondral ossification ~ 0.0044

* : GSK-J4 Up regulated genes

Matching proteins in the network
ACAN,ADAMTS9,ADAMTSL2,CCDC80,COL10A1,COL11A2,COL27A1,CO12
A1,COL5A2,COL9A2,COL9A3,FERMT1,FMOD,GREM1,HAPLN1,HAS2, IBSP,
IHH,ITGB3,LAMA1*,LOXL2,LUM,MATN3,MMP13,0LFML2A,SCUBE3,SMO
C2,50X9,SPARC,SPP1,SULF1

COL27A1,COL2A1,FGFR3,HMGAZ,IHH,PTH1R, RUNX1,50X9,SULF1
COL11A2,COL27A1,COL2A1,FGFR3,HMGA2,IHH,LUM,MMP13,PTH1R,RU
NX1,50X9,SULF1

COL2A1,DLX5,FGFR3,MMP13,PHOSPHO1 *

Table 2: Functional enrichment in the network, Cellular Component (GO)

#iterm 1D Pathway description FDR

G0:0031012 Extracellular matrix 9.21E-11

G0:0005576 Extracellular region 2.11E-10
collagen-containing

G0:0062023 Extracellular matrix 1.50E-05

*: GSK-J4 Up regulated genes

Matching proteins in the network

ADAMTSS,ADAMTSL2 ASPN,CCDC80,CHADL,COL10A1,COL11A2,COL27A
1,COL2A1,COL5A2,FMOD,HAPLN1,IBSP,IHH,LAMA1* LEPREL1,LOXL2,LU
M,MATN2,MATN3,MMP13,0LFML2A,OMD,PHOSPHO1*,SFRP1,SMOC2,
SPARC, TGFB3,WNT11
ACAN,ADAMTS16,ADAMTS9,ADAMTSL1* ADAMTSL2, ANGPTLA* ANTXR
2% APOL6,ASPN,CCDC3,CCDC80,CDCA8,CGREF1,CHADL,CKB,CLEC3A,COL
10A1,COL11A2,COL27A1,COL2A1,COL5A2,COL9A2,COLIA3,CSTA,CTSC,C
TSZ*,CXCL13,CXCL14,DKK1,DNM3,EPHB3,ERVMER34-
1,FGF11,FGFBP2,FGFR3,FMOD,FNDC1,FTH1,GIG25,GPRC5B,GREM1,HAP
LN1,HIST2H3A, IBSP, IGF1,IGFBPS,IHH,IL17RA,INHBB,KIF23 KITLG,LAMA1
* LEFTY2,LEPREL1,LOXL2,LRRC17,LUM,MATN2,MATN3,MIA,MMP13,NM
B,NOTCH4,NPTX2,0LFML2A,0MD,PDGFRL,PENK,PHOSPHO1*,PLIN2,PNL
IPRP3,PTX3,PYGL,RBP4,5100A1,5CG5,SCRG1,SCUBE3, SEMA3A, SERPINAS,
SFRP1,SLC11A2,SMOC2,SPARC,SPP1,SULF1, TGFB3,THY1, TNFRSF25,TNFS
F11,TPX2,WFDC1,WLS,WNT11
CCDC80,COL11A2,C0L27A1,COL2A1,COL5A2,LAMAT* LEPREL1,LOXL2,LU
M,MATN2,0MD,SFRP1,SMOC2,SPARC, TGFB3

Table 3: Functional enrichment in the network, KEGG Pathways

#iterm 1D Pathway description FDR

Matching proteins in the network

ATP2B1* FTH1* MT1A* MT1B* MT1E* MT1HLL* MT1X* MT2A* SLC11
hsa04978  Mineral absorption 0.00018 A2*
hsa04512 ECM-receptor interaction 0.0082 COL2A1,COL9A2,COL9A3,HMMR, IBSP,ITGB3,LAMA1*,SPP1

hsa04310  Whnt signaling pathway 0.0358

* : GSK-J4 Up regulated genes

DKK1,FZD4* FZD9,LEF1,MYC,NFATC1,NKD2,SFRP1,WNT11
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Figure legends

Figure 1: hBM-MSC isolation and validation.

(A) HBM-MSC CFU capacity was evaluated. HBM-MSC were seeded at low density (900 cells/cm?) for

10 days and were stained with violet crystal.

(B-C) HBM-MSC ability to adipogenesis and osteogenesis was tested. hBM-MSC were cultivated in
adipogenic or osteogenic medium for 14 days and stained with oiled red (B) or alizarin red (C)

respectively.

(D) hBM-MSC chondrogenic differentiation validation. hBM-MSC were cultured in alginate beads in
chondrogenic medium during 7 days. After treatment, RNA was extracted. mRNA relative expression

of SOX9, and COL2A1 was determined by realtime RT-PCR.

Data are expressed as means + SEM relatives to gene expression in undifferentiated cell (n=3).

Figure 2: GSK-J4 inhibits chondrogenesis.

(A) Expression of JMJD3 and UTX in undifferentiated stem cells and differentiated stem cells after

chondrogenesis.

(B) hBM-MSC were cultured in alginate beads in chondrogenic medium in the presence or absence of
GSK-J4 during 7 days. After treatment, RNA was extracted and mRNA expression was determined by

realtime RT-PCR.
(C) MRNA relative expression of chondrogenic markers SOX5, 6 and 9 as well as ACAN and COL2A1.

Data are expressed as means + SEM relative to gene expression in undifferentiated cells (n=3). * =

pvalue < 0.05, ** = pvalue < 0.001.
Figure 3: GSK-J4 regulates genes involved in extracellular matrix, cartilage.

Protein-protein interaction network of the genes regulated by GSK-J4 during chondrogenesis was

constructed using String tools.

Figure 4: H3K27me3 demethylase knock-down inhibits chondrogenesis. (A) HBM-MSC were
transfected with either siRNA control (siCtrl), siUTX and/or siJMJD3. After nucleofection, cells were

cultured in alginate beads in a chondrogenic medium for 7 days.
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RNA and proteins were extracted after treatment. Protein and mRNA relative expression of JIMJD3 and

UTX was evaluated by RT-PCR (B) and western blot (C).

(D) MRNA relative expression of SOX5, 6 and 9, ACAN and COL2A1 was determined by realtime RT-
PCR.

Data are expressed as means * SEM relative to gene expression in undifferentiated cell (n=3). * =

pvalue < 0.05, ** = pvalue < 0.001.

Figure 5: JMJD3 and UTX enhance chondrogenesis.

(A) hBM-MSC were transfected with either empty vector (pCtrl), pJMID3 or pUTX. After nucleofection,

cells were cultured in alginate beads in a chondrogenic medium for 7 days.

(B) RNA was extracted after treatment. mRNA relative expression of SOX5, 6 and 9, ACAN and COL2A1

was determined by realtime RT-PCR.

Data are expressed as means * SEM relative to gene expression in undifferentiated cell (n=5). * =

pvalue < 0.05, ** = pvalue < 0.001.

Figure 6: JIMJD3 and UTX enhance in vivo cartilage formation.

(A) After amplification and transfection hBM-MSC (P3-5) were embedded in alginate and cultured in a
chondrogenic medium for 7 days. After that, 30 NMRI-Foxn1 nu/nu (7 weeks of age, males) received
subcutaneously four different conditions of cellularized alginate beads (non transfected cells (Ctrl),

JMJD3, UTX or GFP transfected cells).

(B) After 4 weeks, specimens were collected, sections were made and incubated with safranin-O or
with primary antibodies (Collagen 1, Collagen Il or Aggrecan). Images are representative of 15

independent experiments.

(C) Cartilage disk surface was measured, data are expressed as means + SEM (n=3 for GFP condition,
n=4 for UTX condition and n=6 for JMJD3 condition)* = pvalue < 0.05, ** = pvalue < 0.001 compared
to GFP).

(D) Collagen concentration was determined using Sircol assay. data are expressed as means + SEM (n=3

for each condition), * = pvalue < 0.05 compared to pGFP).
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4 Discussion générale et perspectives

Au cours de ce travail de thése, nous avons montré I'importance de la tri-méthylation de H3K27 dans
le cartilage. Nous avons mis en évidence qu’EZH2 est impliquée dans les processus d’inflammation,
d’hypertrophie et de destruction du cartilage et que son inhibition réduit in vivo la dégradation du
cartilage et le handicap locomoteur provoqués par la maladie. Par ailleurs, nous avons montré que
JMJD3 et UTX favorisent la chondrogenese a partir de cellules souches mésenchymateuses (MSC) et
que la surexpression de JMJD3 et UTX permet in vivo d’obtenir une meilleure qualité de cartilage.

D’apres nos résultats, la méthylation de H3K27 régule I'homéostasie et le développement du cartilage.

L'inhibition d’EZH2 réduit I'inflammation, le catabolisme et I’hypertrophie des chondrocytes au

cours de I’arthrose

Nos résultats montrent que I'inhibition de I’histone méthyltransférase EZH2 réduit I'inflammation dans
les chondrocytes. Ces résultats sont en cohérence avec les données que nous avions obtenues
précédemment en utilisant le DZNep (Aury-Landas et al., 2017). L'implication d’EZH2 dans le processus
inflammatoire a également été démontrée dans d’autres pathologies. En effet, il a été montré qu’EZH2
favorise I'activation des macrophages, microglies et lymphocytes dans les maladies du systeme
nerveux central et auto-immunes (Malhotra et al., 2018; Zhang et al., 2018b; Zhou et al., 2019a). Nous
avons montré que l'inhibition d’EZH2 par 'EPZ-6438 permet d’atténuer ses effets pro-inflammatoires,
mais également pro-cataboliques et hypertrophiques. Les effets in vitro sont en accord avec nos
observations in vivo montrant que l'inhibition d’EZH2 réduit les atteintes tissulaires et améliore la

motricité chez les souris arthrosiques.

La spécificité d’EPZ-6438 envers EZH2 est relativement bonne (Ki=2,5 mM). Cet inhibiteur a une
sélectivité 35 fois plus forte envers EZH2 qu’EZH1 et plus de 4500 fois plus forte envers EZH2 comparée
aux autres histones méthyltransférases (Knutson et al., 2014). Nous aurions voulu confirmer le réle
d’EZH2 dans les chondrocytes par la stratégie d’interférence par ARN. Toutefois, nous avons rencontré
des difficultés. Dans un premier temps, notre méthode de transfection de siRNA a été validée en

utilisant un siRNA fluorescent (figure 43).
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Ainsi, bien que I'efficacité de transfection soit excellente (figure 41A) et que le siEZH2 réduise
I’expression d’EZH2, il n’a pas d’effet sur I'expression des MMP1,3 et 13 (figure 41B, C). Ceci peut étre
expliqué par le fait que dans nos conditions expérimentales le siEZH2 n’a pas réduit H3K27me3 en
présence d’IL-1B (figure 41D). Nous sommes néanmoins confiants sur la spécificité de I'EPZ-6438 dans

nos expériences, puisque la surexpression d’EZH2 a eu les effets inverses.
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Figure 41 : L’inhibition d’EZH2 par siRNA ne réduit pas I'expression de MMPs.

(A) Validation de la méthode de transfection de siRNA par nucléofection. Les HAC ont été transfectés par siRNA EZH2 ou
sictrl puis incubés en présence ou non d’IL-18 (1ng/ml) pendant 48h. (B) RT-PCR et westernblot d’EZH2 ont été effectués.
(n=3, + SEM, * p-value < 0.05). (C) RT-PCR de MMP1. (D) Western blot de H3K27me3.

Choix du modele animal

Nous avons utilisé comme modele d’arthrose expérimentale, la méniscectomie par section du
ménisque médial chez la souris. Ce modéle a I'avantage de mettre en jeu tous les composants de

I"articulation. En effet, en fonction du grade OARSI, les articulations peuvent présenter une érosion du
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cartilage et de I'os sous-chondral, une synovite et une croissance d’ostéophytes. Nous avons
également testé le modele d’injection de Monosodium iodoacetate (MIA) intra-articulaire. Nous avons
constaté sur des coupes histologiques que le modéele méniscectomie induit bien plus de dommages

(scores OARSI moyen 4.5) comparé au modele MIA (scores OARSI moyen 2) (figure 42).

Figure 42 : Le modéle méniscectomie induit plus de dommages que le modéle MIA.
Les coupes ont été marquées par une coloration safranin-O/fast green, les fleches pointent vers des lésions du
cartilage. Monosodium iodoacetate (MIA).

Pour cette raison et pour le fait que le modéle méniscectomie soit plus complet, nous avions décidé
de tester dans un premier temps I'EPZ-6438 sur le modéle méniscectomie. C'est par ailleurs le modéle
le plus utilisé dans la littérature. Néanmoins, comme tous les modéles animaux, le modéle
méniscectomie présente des avantages et des inconvénients. Les modeles chirurgicaux comme celui-
ci, utilisent des souris jeunes alors que I'arthrose se développe trés largement chez les patients agés.
De plus, I'intervention chirurgicale doit étre réalisée avec exactitude pour ne pas ajouter une variabilité
dans les résultats. C’'est pourquoi, il serait pertinent d’évaluer I'effet de I'EZP-6438 sur d’autres
modeles arthrosiques tels que le modele MIA, qui est décrit comme les plus apte aI’étude de la douleur
induite. Il existe également le modéle de luxation transitoire de I’articulation dans lequel I'animal est
placé dans un appareil qui exerce une pression sur sa patte arriére (Christiansen et al., 2012). La
pression provoque le déplacement antérieur du tibia. Ce modele a I'avantage d’étre reproductible
puisqu’il ne nécessite pas d’intervention humaine. Cependant, I'appareil est toujours en cours de
développement et n’est pas accessible a toutes les unités de recherche travaillant dans le domaine de
la rhumatologie. Il existe également des souches de souris telles que les STR/ort qui développent
spontanément de I'arthrose (Fang and Beier, 2014). L’avantage de ce modeéle est qu’il ne nécessite
aucune intervention. Néanmoins, I'arthrose ne se développe pas dans toutes les souris et il nécessite

une période d’hébergement de plus de 20 semaines pour observer les premiers signes d’arthrose (Fang
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and Beier, 2014). L'utilisation de modeles d’obésité est également tres pertinente. Ces modeles
consistent a alimenter les animaux avec un régime fort en glucides et lipides. Ces modéles permettent
d’étudier I'arthrose causée par la surcharge pondérale et le déreglement métabolique lié a la libération
d’adipokines. Cependant, comme le modeéle STR/ort, celui-ci nécessite une longue période
d’hébergement en animalerie et toutes les souris ne développent pas nécessairement d’arthrose

(Datta et al., 2017).

Compte tenu de nos résultats, il sera judicieux de poursuivre le développement de nos études in vivo
jusgu’au stade clinique. Dans cette perspective, I'agence nationale de sécurité du médicament (ANSM)
impose d’évaluer I'intérét thérapeutique d’'une molécule sur un modele rongeur et un modele non-
rongeur. Le chien est un bon modele car beaucoup développent I'arthrose au cours de leur
vieillissement (Meeson et al., 2019). Les chevaux de compétitions sont également trés concernés par
I’arthrose due a l'usure de leurs articulations. Le porc du fait de sa proximité avec ’homme est aussi

un bon modele d’étude, cependant I'arthrose doit étre induite dans cet animal (McCoy, 2015).

L'inhibition d’EZH2 améliore I'activité locomotrice des souris arthrosiques et probablement la

douleur

Les traitements vis-a-vis d’'un malade visent a guérir, soulager les symptdémes ou en prévenir
I’apparition dans le but principal d’améliorer la qualité de vie. Selon 'OMS la qualité de vie se définie
comme «la perception qu’a un individu de sa place dans I'existence, dans le contexte de la culture et
du systéme de valeurs dans lesquelles il vit, en relation avec ses objectifs, ses attentes, ses normes et
ses inquiétudes» (Group, 1994). En d’autres termes, la qualité de vie regroupe I'état physiologique et
psychologique, le bien-étre, la vie sociale et professionnelle. C'est pourquoi une thérapie efficace est

d’abord celle qui va améliorer de maniere significative la qualité de vie des patients.

La douleur est le symptome le plus handicapant lors de I'arthrose. Celle-ci est un facteur d’isolement
social, elle peut impacter la vie professionnelle et entrainer une dépression chez les patients (Thakur
et al., 2014). Nous avons montré que l'inhibition d’EZH2 atténue la perte de mobilité provoquée par
I’arthrose dans notre modele murin. En effet, nous avons montré pour la premiere fois que I'injection
intra-articulaire d’EPZ-6438 augmente la durée cumulée de course et le nombre de redressements.
Ceci peut étre lié au fait que le traitement réduit la dégradation du cartilage et/ou la douleur. Nous
avons utilisé I'actimétrie pour mesurer les redressements et la roue complexe pour mesurer la durée
de course. D’autres tests permettant d’évaluer la douleur (filaments de Von Frey) ou la posture des

animaux (incapacitance statique) sont couramment utilisés pour I'étude des symptdmes de I'arthrose.
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Le Von Frey consiste a appliquer perpendiculairement des filaments de différentes forces sur les pattes
arrieres et de mesurer celui qui permet d’obtenir le retrait de celle-ci. Plus le seuil de sensibilité de
retrait de la patte est faible plus la douleur ressentie par I'animal est importante. L'incapacitance
statique consiste a poser les souris sur des capteurs qui permettent de mesurer la différence de charge
pondérale supportée par les pattes arrieres. Lorsqu’une patte est atteinte, I'animal tend a répartir son
poids vers la patte seine. Nous avons tenté de mettre au point ces tests, mais les résultats obtenus
avec ces deux méthodes n’ont pas été concluants, car nous n’avons pas observé de différence
significative de seuil de retrait ou de charge supportée entre les souris normales et opérées (figure 43).
Cela peut étre d(i a un manque d’expérience des expérimentateurs et/ou des outils non adaptés ou

pas assez sensibles pour mesurer la douleur chez les souris.
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Figure 43 : Tests d’évaluation de la douleur.

(A, B) Mesure de I’allodynie mécanique. L’allodynie mécanique est évaluée a I'aide des filaments de Von
Frey. Les valeurs représentent la force maximale exercées avant le retrait de la patte. (C, D) Mesure de
I'incapacitance statique. Les changements dans la distribution pondérale entre les deux pattes arriéres sont
évaluées par le test d’incapacitance statique. L’appui sur la patte droite (qui a regu I'injection) est exprimé
en pourcentage de la somme de I'appui sur la patte droite et de I'appui sur la patte gauche (en
pourcentage). Les valeurs représentent les moyennes pour chaque groupe +SEM. Groupe sham (B, D n=2),
groupe contréle (A,C n=2), groupe méniscectomie (B, D n=3), MIA (A, C n=3).

L'EPZ-6438 pourrait réduire la douleur en réduisant la libération du NGF dans I’articulation. En effet,
nous avons mis en évidence qu’EZH2 induit I'expression du NGF dans les chondrocytes. Le NGF joue
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un roéle clef dans les processus de douleur, en particulier ceux associés a inflammation. Le NGF est
libéré ala suite d’une lésion tissulaire et se fixe sur les récepteurs Tropomyosin receptor kinase A (TrkA)
présents sur les nocicepteurs qui entrainent la transduction du signal de douleur vers le cerveau. La
suite de ces résultats sera d’évaluer in vitro la libération du NGF par les chondrocytes traités par I'IL-
1B et le TGF-B grace a un test ELISA ayant une bonne sensibilité. En effet, nous avons déja évalué la
libération du NGF par test ELISA. Cependant, celui-ci n’a pas permis de détecter le NGF présent dans
le milieu de culture. Des RT-PCR seront également réalisées afin de savoir si 'EPZ-6438 affecte
I’expression du NGF dans I'articulation des souris arthrosiques. De plus, I'immunohistofluorescence du

NGF dans I'articulation permettrait par ailleurs de connaitre sa distribution tissulaire.

Il a été montré dans la littérature que l'injection intra-articulaire de NGF augmente la douleur chez les
rongeurs (Ashraf et al., 2014). Un anticorps anti-NGF (Tanezumab) est par ailleurs utilisé en essai
clinique. Les essais montrent que le Tanezumab réduit la douleur mais peut par ailleurs entrainer une
accélération du développement arthrosique (Hochberg et al., 2016). C’est pourquoi la prise en charge
de la maladie comprend la douleur, mais également la réduction de I'inflammation et la dégradation
du cartilage. Une approche pertinente pour savoir si les effets de 'EPZ-6438 passent a travers une
action du NGF, serait d’injecter le NGF et I'EPZ-6438 en intra-articulaire chez des souris normales. Le

cas échéant, 'EPZ-6438 devrait dans cette situation réduire la douleur et le handicap.

En plus de la douleur et handicap, I'arthrose affecte aussi la santé mentale des patients. En effet, des
études ont montré que 20% des patients atteints d’arthrose souffrent de dépression et d’anxiété (Tsuji
et al., 2019). C’est pourquoi la suite de cette étude comportementale sera d’évaluer en collaboration
avec Véronique Agin (Inserm UMR-S 1237 Phind), d’autres parameétres sur les souris arthrosiques
comme notamment I'anxiété et la dépression. Il existe plusieurs tests de dépression et d’anxiété
couramment utilisés dans les laboratoires de recherche en neuroscience (Belovicova et al., 2017). Le
test Open field pourrait étre employé pour mesurer l'anxiété. Ce test consiste a placer I'animal dans
une enceinte fermée et mesurer ensuite ces déplacements. Les souris sont des animaux explorateurs
de leur environnement, ce qui leur permet de prévenir un danger potentiel (Belovicova et al., 2017).
Si 'EPZ-6438 réduit I'anxiété ou augmente la mobilité, I'activité exploratrice sera ainsi augmentée. Le
test Light-dark box (LBD) permet également de mesurer I'anxiété. Il nécessite de placer I'animal dans
une boite comprenant un compartiment a I'obscurité et un autre a la lumiere. Etant donné que les
souris préferent I'obscurité elles resteront de préférence dans le compartiment sombre. Plus une
souris est anxieuse moins elle ira explorer le compartiment lumineux (Belovicova et al., 2017). Ainsi, si
notre traitement réduit I'anxiété, le temps passé dans le compartiment lumineux augmentera.

S’agissant de la dépression le Forced Swim Test peut étre envisagé. En effet, au cours de ce test I'animal
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est placé dans un cylindre rempli d’eau. L’animal passe par une premiére phase d’hyperactivité ou il
tentera de sortir de I'eau, puis une deuxieme phase de désespoir ou il va s'immobiliser (Belovicova et
al., 2017). Si 'EPZ-6438 affecte I'anxiété ou la mobilité, la durée de la premiére phase doit augmenter.
Le sucrose preference test est aussi intéressant pour évaluer la dépression chez les souris arthrosiques.
Dans ce test, I'animal a acces a de I'eau simple et de I'eau sucrée. Une souris normale va avoir une
préférence pour I'eau sucrée, contrairement a une souris en dépression qui s’en désintéressera
(Belovicova et al., 2017). Dans le cas ou notre molécule réduise la dépression, elle devrait renforcer

I'intérét des souris arthrosiques pour I'eau sucrée.

Application de JMID3 et UTX en thérapie cellulaire et ingénierie tissulaire

Nous avons montré in vitro que la surexpression de JMJD3 et UTX favorise la chondrogenese. D’autre
part, nos analyses immunohistologiques montrent que la surexpression de JMJD3 et UTX favorise
également la chondrogenése a plus long terme aprés implantation in vivo. Des études
complémentaires seront nécessaires afin de confirmer ces résultats en vue d’un passage en clinique.
Des tests in situ (dans I'articulation) sur des modeéles gros animaux devront étre envisagés ainsi que
des tests d’innocuité, car UTX et JMID3 sont impliquées dans la tumorigéne de certains cancers

(Arcipowski et al., 2016). Si ces tests sont satisfaisants, un protocole clinique pourrait é&tre mis en place.

D’abord I'origine des cellules doit étre prise en considération. Les cellules mésenchymateuses issues
de moelle osseuse peuvent étre prélevées du patient avant la procédure ou a partir d’'une banque de
cellules histocompatibles. L’avantage de I'autogreffe est qu’il n’y a aucun risque de rejet. Cependant,
les cellules devront étre amplifiées ce qui diminuera leur potentiel chondrogénique. Il sera par ailleurs
important de comparer |'efficacité de JMJD3 et UTX a favoriser la chondrogenése de cellules souches
issues d’origines différentes. En effet, nous avons utilisé des MSC provenant de la moelle osseuse, car
c’est le type cellulaire le plus caractérisé dans la littérature. Par conséquent il sera intéressant d’évaluer
I'impact de JMJD3 et UTX sur la différenciation chondrogénique de MSC issues du tissu adipeux ou du

cordon ombilical par exemple.

Une fois les cellules obtenues et amplifiées, elles devront étre transfectées par un vecteur d’expression
contenant JMJD3 ou UTX. La méthode utilisée ici était la nucléofection, car elle permet d’obtenir des
taux de viabilité et efficacité importants. Nous avions par ailleurs testé d’autres méthodes de
transfection (viromere, lipofectamine), mais celles-ci n‘ont pas permis d’obtenir une efficacité
suffisante. A contrario des vecteurs viraux, la nucléofection permet de contourner le probleme de la

réponse immunitaire qui peut se déclencher chez certains patients. Un autre intérét de cette méthode
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est que la transfection sera transitoire, les vecteurs permettront d’amplifier la chondrogeneése puis ils
disparaitront aprés plusieurs semaines en culture et une fois in vivo. Si la transfection stable est
envisagée d’autres tests sont au préalable nécessaires. En effet, IMID3 favorise la différenciation
hypertrophique (Zhang et al., 2015a). |l faudra donc s’assurer que les cellules ne poursuivent pas leur

différenciation jusqu’au stade terminal.

Aprés l'inclusion des cellules dans I’alginate, deux possibilités peuvent étre envisagées. La premiere
serait de concevoir des feuillets d’alginate permettant d’étre greffés directement dans les lésions. La
deuxieme consisterait a former des billes d’alginate ou des feuillets qui seront ensuite implantés en
sous-cutané chez le patient ou un animal (porc, bovin). Aprés 4 semaines d’incubation, le cartilage
néoformé des feuillets est récupéré et taillé dans les dimensions des Iésions articulaires. Les billes sont
en revanche dissociées et digérées par collagénases. Les chondrocytes obtenus apres différenciation
sont alors injectés directement en intra-articulaire ou incubés dans un hydrogel avant d’étre implantés

au niveau des lésions.

L'ANSM classe les médicaments de thérapie innovante (MTI) en 4 catégories : les médicaments de
"thérapie génique", les médicaments de "thérapie cellulaire somatique", les médicaments "issus de
I'ingénierie cellulaire ou tissulaire" et les médicaments "combinés de thérapie innovante". Puisque la
thérapie que nous proposons fait intervenir la transfection et la thérapie tissulaire ou cellulaire elle est
considérée comme médicaments combinés de thérapie innovante. S’agissant des MTI, I'autorisation
de mise sur le marché (AMM) est centralisée et délivrée par I’Agence Européenne du Médicament
(EMA) apres évaluation des essais cliniques. Comme toutes procédures d’AMM, les trois critéres
principaux d’évaluation sont la qualité, la sécurité et I'efficacité. La partie qualité comporte tous les
éléments matériels nécessaires a la mise en place du protocole et notamment les procédures de
controle qualité afin de garantir une parfaite reproductibilité. Des contrbles bactériologiques
pourraient étre envisagés tout au long de la procédure par RT-PCR. De plus, apres 7 jours de culture in
vitro et avant l'incubation in vivo, un controle par RT-PCR du bon déroulement de la chondrogenése
pourrait aussi étre envisagé. La partie sécurité comporte les études précliniques toxicologiques,
pharmacologiques et pharmacocinétiques. La partie efficacité contient les résultats cliniques réalisés
chez les sujets sains ou les patients. Celle-ci permet d’établir les conditions d’application du protocole
et d’établir le rapport bénéfice risque. La procédure devra démontrer son efficacité a produire du
cartilage et d’améliorer la qualité de vie des patients. Elle devra également démontrer sa non toxicité

et supériorité thérapeutique par rapport aux autres thérapies existantes.

Outre leur capacité a se différencier en chondrocytes, les cellules souches mésenchymateuses ont
également des propriétés paracrines et immunomodulatrices (Maumus et al., 2018). Elles ont
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également des propriétés anti-fibrotiques et apoptotiques (Maumus et al., 2018). Il sera donc
important d’évaluer |'effet de la transfection de JMJD3 et UTX sur ces différents processus. Ainsi une
partie des cellules transfectée pourrait étre maintenue a I'état multipotent, et injectée en intra-

articulaire en paralléle des cellules différenciées.

EZH2, JMID3 et UTX, entre antagonisme et synergie

Nous avons montré que l'inhibition d’EZH2 par I'EPZ-6438 réduit I'expression des marqueurs du
catabolisme, de I'inflammation et de I’"hypertrophie dans les chondrocytes traités a I'lL-1B. Cependant,
I'inhibition de JMJD3 et UTX par le GSK-J4 n’a pas donné l'effet inverse. Néanmoins, in vivo il a été
montré que l'invalidation de JMJD3 au cours de l'arthrose accentue la dégradation du cartilage en
réduisant I’'anabolisme (Dai et al., 2017). De la méme maniére, le traitement de macrophages issus de
patients atteints d’arthrite rhumatoide avec le GSK-J4 réduit la libération de cytokines pro-
inflammatoires (De Santa et al., 2007). Cependant, il a été montré que le GSK-J4 augmente I'expression
de MMP13 et du collagene X dans les chondrocytes traités au TGF-B. Ainsi, I'action d’EZH2, JMID3 et
UTX peut s’opposer ou non en fonction du type cellulaire et du modele étudié. Ceci peut s’expliquer
par I'expression des différents partenaires avec lesquels JIMJD3, UTX et EZH2 interagissent. En effet,
étant des cofacteurs, la régulation de leurs cibles est conditionnée par la présence ou non de facteurs

de transcriptions spécifiques d’un type cellulaire ou d’'une condition physiologique.

La méthylation des histones nécessite d’étre finement régulée au cours du développement
squelettique et de I'arthrose. Il a été montré que Lysine Demethylase 4B (KDM4B) une déméthylase de
H3K9me3, favorise la chondrogenése en déméthylant le promoteur de SOX9 (Lee et al., 2016). Comme
H3K27me3, les marques répressives telles que H3K9me3 doivent étre déméthylées sur les genes

chondrogeniques afin de permettre la différenciation.

S’agissant de la différenciation hypertrophique des chondrocytes, la situation est plus complexe. En
effet, H3K9me3 est mise en place par ESET lors de l'ossification enchondrale afin de réprimer
I’expression de Runx2 (Yang et al., 2013). La déméthylase PHF2 agit de maniere inverse et favorise
I’hypertrophie en augmentant |'expression de Runx2. Concernant H3K27me3, JMID3 favorise
I’hypertrophie des chondrocytes en déméthylant le géne Runx2 (Zhang et al., 2015a). Mais EZH2 est
également indispensable a la différenciation hypertrophique en réprimant I'expression d’inhibiteur
d’IGF et de cycline (Lui et al., 2016). Cette complexité montre qu’EZH2, IMJD3 et UTX peuvent avoir le

méme role lorsqu’elles n’ont pas les mémes cibles a un moment donné.
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Nous avons inhibé EZH2 en utilisant I'EPZ-6438 dans notre modele de différenciation. Cependant celui-
ci n’a eu aucun effet significatif sur la chondrogenése. Dans la plupart des processus de différenciation
ou EZH2 est impliquée, elle réprime les génes de cellules différenciées afin de maintenir les cellules
dans un état de pluripotence ou multipotence (De Santa et al., 2007). Dans les cellules souches
H3K27me3 se retrouve dans les domaines bivalents contenant également la marque H3K4me3. Ainsi,
lorsque les cellules souches se différencient, elles perdent I'une ou I’autre des marques en fonction du
lignage vers lequel elles s’engagent (De Santa et al., 2007). A titre d’exemple, il a été montré qu’EZH2
réprime la différenciation des progéniteurs hépatiques a contrario de JMJD3 et UTX en déméthylant
H3K27me3 (Pediconi et al.,, 2019). Il en est de méme pour les différenciations adipogénique et
ostéogénique ol EZH2 a un réle antagoniste a JMID3 et UTX (Batool et al., 2019). Il se pourrait qu’EZH2
dans notre modele, ne soit pas présent sur les genes chondrogéniques au moment de la différenciation
des MSC. Afin de valider cette hypothése, un N-ChIP ou un ChlIP-seq pourrait étre envisagé pour

connaitre les positions de JMJD3, UTX et EZH2 au moment de la différenciation.

Les voies de signalisation Wnt et métallothionéine (MT) dans I'arthrose et la chondrogenése
Nos résultats montrent par ailleurs un lien entre H3K27me3 et les voies de signalisation Wnt et MT.

Nous avons mis en évidence que le TGF-B induit la voie Wnt/B-caténine dans les chondrocytes
hypertrophiques. De plus, I'EPZ-6438 contrecarre les effets du TGF-B. Comme montré dans la
littérature (Chen et al., 2016b), il est possible qu’EZH2 induise I'hypertrophie en activant la voie Wnt/B-
caténine dans notre modele. Afin de tester cette hypothese, les effets d’une surexpression d’EZH2
pourraient dans un premier temps étre évalués dans les chondrocytes, afin de savoir si elle favorise
I’hypertrophie induite par le TGF-B. Le cas échéant, il serait intéressant de tester si I'inhibition de la
voie Wnt contrecarre |'effet d’'EZH2. Cette hypothese serait en cohérence avec une étude qui a montré
que l'inhibition d’EZH2 réduit I'hypertrophie des chondrocytes in vitro dans un modeéle inflammatoire
(traitement par I'lL-1 B) et in vivo dans un modéle d’arthrose murin en contrecarrant la voie Wnt/pB-

caténine (Chen et al., 2016a).

Nous avons d’autre part, trouvé dans notre analyse transcriptomique que I'expression des acteurs de
la voie Wnt sont inhibés par le GSK-J4. La voie Wnt est également impliquée dans I'ossification
enchondrale et la chondrogenése in vitro (Allas et al., 2018). JMJD3 et/ou UTX pourraient favoriser la
chondrogenese en activant la voie Wnt. Il serait par conséquent intéressant de surexprimer JMJD3 et
UTX en paralléle d’inhiber la voie Wnt, afin de déterminer si I'effet des déméthylases peut étre en

partie contrecarré.
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De maniere intéressante, nous avons mis en exergue dans notre étude transcriptomique, qu’une
importante partie des génes augmentés par le GSK-J4 font partie de la famille des métallothionéines
(MT). Il est connu qu’au cours de l'ossification enchondrale, les métallothionéines sont induites par
I’augmentation des ions tels que Zn** ou Cd (von Zglinicki et al., 1992; Litchfield and Sauer, 1996;
Litchfield et al., 1998; Sauer et al., 2003; Won et al., 2016). Le GSK-J4 augmenterait leur expression
indirectement, car il inhibe des déméthylases associées a I'activation de |'expression génique. Le GSK-
J4 agirait soit en augmentant I'expression de leurs facteurs de transcription, soit en augmentant la
production d’ions. D’autre part, nous avons réanalysé les données transcriptomiques d’une étude
précédente, portant sur I'effet anti-inflammatoire du DZNep sur les chondrocytes traités a I'lL-1B. En
effet, nous les avons comparées aux données de I'étude sur I'effet du GSK-J4 dans la chondrogenése.
Nous avons trouvé que les métallothionéines MT1B, MT1E, MT1L, MT1A, MT1X et MT2A sont a la fois
augmentées par le GSK-J4 au cours de la chondrogenése et diminuées par le DZNep dans les
chondrocytes traités a I'lL-1p. Il existerait donc potentiellement un lien entre la méthylation de H3K27
et les métallothionéines. De plus, une étude a montré que I'invalidation des MT1 ou 2 au cours de
I'arthrose, augmente les dommages causés au cartilage chez la souris (Won et al., 2016). Cependant,
la surexpression de MT2 a également un effet délétére sur le cartilage (Won et al., 2016), ce qui
suggere que |'homéostasie du cartilage dépend fortement de la bonne régulation des
métallothionéines. De plus, des études ont retrouvé les MT surexprimées dans la membrane synoviale
de patients atteints d’arthrite rhumatoide (Winters et al., 1997; Backman et al., 1998). Le r6le des MT
dans l'inflammation et le développement du cartilage doit par conséquent étre exploré. Sachant
qu’EZH2 amplifie I'inflammation et que les MT sont induites par le Zn?, il serait intéressant de la
surexprimer dans les chondrocytes traités a I'lL-1B et au Zn*, afin de savoir si les MT vont contrecarrer

ou favoriser |'effet d’'EZH2.

Conclusion

Notre étude a montré I'importance de la marque H3K27me3 dans le cartilage. Alors qu’EZH2 est
impliquée dans I'inflammation, I’hypertrophie des chondrocytes et la destruction du cartilage. IMJD3
et UTX favorisent la chondrogenese, la formation du cartilage et la production de collagene. Deux
potentielles stratégies thérapeutiques ont été proposées au vu des résultats de cette étude. D’une
part, l'injection intra-articulaire d’un inhibiteur d’EZH2 permettrait d’atténuer la dégradation du
cartilage et le handicap locomoteur. D’autre part, I'implantation du cartilage néoformé in vivo en sous-
cutané avec des cellules souches surexprimant JMJD3 ou UTX permettrait de réparer les Iésions chez

les patients.
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Epigenetic is the study of reversible changes in gene expression
transmitted during cell divisions that do not result from DNA sequence
modification. The epigenome includes DNA methylation, post-transla-
tional histone modifications which induce changes in chromatin
structure, as well as non-coding RNA expression [1]. According to its
condensation state, chromatin permits or prevents the access of the
transcriptional machinery to DNA sequences.

Epigenetic marks are established by proteins called “writers”, such
as DNA methyltransferases (DNMT), histone acetyltransferases (HAT),
and histone methyltransferases (HMT), whereas they are removed by
proteins known as “erasers”, especially histone deacetylases (HDAC),
histone demethylases (KDM) and DNA demethylases (TET). They are
interpreted by transcription factors and cofactors referred to as
“readers”. Non coding RNA (ncRNA) also act as epigenetic regulators by
controlling DNA transcription, RNA maturation and translation. As
developed in this review, many epigenetic actors and chromatin re-
modeling complexes regulate endochondral ossification as well as car-
tilage development. Epigenetic processes are also major mediators in
joint disease development. However, this role in joint diseases has been
well-documented elsewhere these last months [2-5].

1. Endochondral ossification

The mechanical integrity of the skeleton is imparted primarily by
two tissues: bone and cartilage. During development, cells from

Within the last decade epigenetics has emerged as fundamental regulator of numerous cellular processes, in-
cluding those orchestrating embryonic and fetal development. As such, epigenetic factors play especially crucial
roles in endochondral ossification, the process by which bone tissue is created, as well during articular cartilage
formation. In this review, we summarize the recent discoveries that characterize how DNA methylation, histone
post-translational modifications and non-coding RNA (e.g., miRNA and 1ecnRNA) epigenetically regulate en-
dochondral ossification and chondrogenesis.

different embryonic origins undergo a similar sequence of events to
form fetal skeletal cartilage [6]. The paraxial mesoderm gives rise to the
sclerotome, a developmental structure that will pattern the vertebrae
and ribs of the axial skeleton. In contrast, the lateral flank mesoderm
generates the limb bud that patterns long bones of the limbs. En-
dochondral ossification contributes in part to formation of the cranio-
facial bones, including the cranial base, mandible and temporal bones.

In each case, development of skeletal elements begins with cellular
condensations. Cells within these condensations then undergo the
complex process of chondrogenesis [7]. During this process, mesench-
ymal chondroprogenitor cells aggregate. The expression of cell adhe-
sion molecules increases. These changes in cell behavior are tightly
regulated by activation of chondrocyte-selective transcription factors,
particularly, the transcription factor Sex Determining Region Y-Box 9
(SOX9). Sox9 is expressed very early in the development and is the
major regulator of the chondrogenic program [8].

Cells at the core of condensations change in morphology from fi-
broblast-like to more spherical, and increase the synthesis of specific
extracellular molecules, including aggrecan and collagens type II, IX
and XI. This is mediated though the transcription factor trio SOX5/6/9.
At the same time, cells at the periphery of condensation retain a fi-
broblastic morphology and differentiate into perichondrial cells that
continue to express type I collagen [6].

Chondrocytes at the core of the condensations quickly proliferate to
promote limb extension and linear growth of the developing skeleton.
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Fig. 1. Endochondral ossification. (A) Mesenchymal cells condensation. (B) Fetal hyaline cartilage model develops. (C) Cartilage calcifies and a periostal bone
collar forms around diaphysis. (D) Primary ossification center forms in the diaphysis. (E) Secondary ossification center forms in epiphysis.

Next, they stop to proliferate and undergo progressive hypertrophy.
This final step of differentiation is a well-coordinated program that is
governed, in part, by the transcription factor runt-related transcription
factor 2 (RUNX2) [8]. This ordered process of proliferation and dif-
ferentiation leads to the formation of stratified zones of cells at different
cell cycle stages [7] (Fig. 1). At the extremity of the elements, in the
resting zone, chondrocytes exhibit a round cell morphology and are
quiescent, whereas chondrocytes in the columnar or proliferative zone
have a more flattened morphology and rapidly proliferate. Then, to-
wards the core of the elements is a zone of post-mitotic cells that begin
to enlarge and are characterized by the expression of Indian Hedgehog
(IHH) and decreased expression of SOX9. This is the prehypertrophic
zone. Finally, the hypertrophic zone represents terminal, enlarged
chondrocytes that produce a unique mineralized extracellular matrix
(ECM) containing type X collagen. Hypertrophic chondrocytes also
produce matrix metallopeptidase 13 (MMP13) and vascular endothelial
growth factor (VEGF) to facilitate matrix remodeling and vascular in-
vasion. This invading vasculature permits the entry of osteoprogenitors
that differentiate into osteoblasts. Hypertrophic chondrocytes undergo
apoptosis [9,10]; thereby, cartilage serves as a template and is replaced
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by bone during endochondral ossification.

2. Articular cartilage formation and maintenance

Articular cartilage plays an important role in withstanding me-
chanical stress associated with joint movement at the ends of long
bones. It differs from growth plate cartilage in terms of extracellular
matrix content, cellular organization and mechanical properties.
Articular cartilage is comprised primarily of ECM, composed mainly of
collagens and proteoglycans, populated sparsely with chondrocytes that
perform matrix-generation and maintenance functions (Fig. 2). Mature
articular cartilage has a zonal organization that is divided into a su-
perficial layer, a mid layer, the deep layer, and the calcified layer, in
order from the surface of articular cartilage towards the bone.

During skeletal patterning, articular cartilage formation begins at
the interzones, regions of undifferentiated mesenchyme that separate
developing skeletal elements. The interzone is also the presumptive
joint formation site [11]. This suggests that articular “stable” chon-
drocytes may have a distinct embryonic origin compared to the “tran-
sient” chondrocytes that derive from the mesenchymal condensations

Fig. 2. Components of cartilage.
Cartilage is composed of specialized
cells called chondrocytes that produce
an abundant extracellular matrix.
Three main protein classes are present
in articular cartilage: collagens (mainly
type II collagen), proteoglycans
(mainly aggrecan), and non-col-
lagenous proteins (including link pro-
tein, fibronectin and cartilage oligo-
meric matrix protein, COMP). Other
proteoglycans are present such as dec-
orin and biglycan.

’ collagen

X L Biglycan

Type IX
collagen
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forming the bulk of anlagen [12]. Interzones first appear as densely
cellular, homogenous regions. As joint development progresses, the
interzone derives three layers: two chondrogenic layers that cover the
articular surfaces of the developing opposed skeletal elements, and an
intermediate layer that separates them. Some evidences suggests that
the cells derived from this intermediate layer differentiate to become
articular chondrocytes, whereas the outer layer chondrocytes are in-
corporated into the growing epiphysis [11,13].

Transient growth cartilage and articular cartilage differ in their
collagen composition during development. In embryonic growth carti-
lage, collagen type-IIA expression precedes production of collagen type-
1IB, which is not detectable at later stages of development. In contrast,
in articular cartilage collagen type-IIA protein is not produced within
the interzone, which reinforces the belief that the cartilage anlagen that
forms individual skeletal elements is not continuous [14,15].

Other substantial differences exist between articular chondrocytes
and transient chondrocytes. Contrary to growth plate chondrocytes,
articular chondrocytes maintain a stable phenotype characterized by
small cell size, and they do not undergo a sequence of proliferation,
maturation, hypertrophy, apoptosis and ossification [11]. Also, they
maintain joint function throughout life and do so by retaining a stable
and permanent phenotype, producing all the macromolecular compo-
nents of articular cartilage including aggrecan and collagen II, and
providing the tissue with functional resilience.

However, in pathological conditions, articular chondrocytes can
potentially undergo maturation and hypertrophy, and display traits of
transient growth plate chondrocytes. This shift from a permanent to a
transient chondrocyte phenotype is seen for instance in the joints of
osteoarthritic patients [12]. Traits expressed by such abnormal articular
chondrocytes include an enlarged hypertrophic cell size, increased
production of metalloproteases (such as MMP13), and expression of
hypertrophic genes, such as alkaline phosphatase or type X collagen.
These aberrant characteristics are associated with joint dysfunction and
disease.

These processes of endochondral ossification and articular cartilage
formation are highly organized and tightly controlled. In particular, as
we will discuss in this review, epigenetic regulations plays crucial roles
in this orchestration. This includes DNA methylation, histone post-
translational modifications (acetylation, methylation) and non-coding
RNA.

3. DNA methylation

DNA methylation is the addition of a methyl group to the DNA, at
CpG dinucleotides to convert cytosine to 5-methylcytosine (5mC). DNA
methylation favors genomic integrity and largely contributes to gene
silencing [16].

DNA methylation patterns are established and modified in response to
environmental factors by three DNA methyltransferases (DNMT), named
DNMT1, DNMT3A and DNMT3B. DNMT1 is a maintenance methyl-
transferase that methylates hemi-methylated DNA (one strand). It is there-
fore important for transferring patterns of methylation to a newly synthe-
sized strand after DNA replication. DNMT3A and DNMT3B are de novo
methyltransferases, which add methylation to unmethylated cytosines [1].

While embryonic regulation of genomic DNA methylation is crucial
and relatively well documented during the early stages of development,
less is known about its involvement during endochondral ossification
and chondrogenesis. DNA methylation is an essential step by which
embryonic stem cells silence several key transcription factors, such as
SOX2, octamer-binding transcription factor 3/4 (OCT3/4), and Nanog
homeobox (NANOG) [17-19], and partial disruptions of the DNA me-
thylation machinery by genetic mutations often cause serious devel-
opmental defects [20-23]; however, its role in cartilage and/or in
chondrocytes is unclear.

An early study using chick embryos reported the possible role of
DNA methylation in the regulation of type I and II collagen genes
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during chondrocyte differentiation and dedifferentiation [24]; how-
ever, the methylation status of promoter CpG islands was found to be
preserved in critical genes, such as SOX9 and RUNX2, during chon-
drogenesis [25]. This observation may indicate a retained capability of
the mesenchymal progenitor cells to change their differentiation status
even after chondrogenesis, since similar observations about adipogen-
esis of MSCs have been reported [26-29]. In contrast, two CpG sites
within the COL10A1 promoter appear to be demethylated during
chondrocyte differentiation from mesenchymal stem cells correlating
with COL10A1 expression [30].

Recently, using genetically modified murine models, DNMT3B has
been identified as a critical epigenetic factor in the regulation of ar-
ticular chondrocyte differentiation and in the maintenance of articular
cartilage homeostasis [31], as well in the regulation of chondrocyte
hypertrophic differentiation [32,33].

Additional insight has been demonstrated using potent demethyla-
tion agents, especially 5-azacytidine (5-azaC) and 5-aza-2’-deox-
yeytidine (5-aza-dC). Pretreatment of mesynchymal stem cells with 5-
azaC facilities osteogenic differentiation, causing hypomethylation of
genomic DNA and increased gene expression [34,35]. Furthermore, 5-
azaC promotes terminal differentiation of articular chondrocytes
[36,37] by acting as a modulator of chondrocyte hypertrophy and
maturation in cultured chick caudal region chondrocytes [38].

Methylated cytosines (5mC) can be further oxidized to 5-hydro-
xymethylcytosines (5hmC) by Ten-eleven-translocation (TET) proteins
[39-41], leading to either a stable 5hmC gain, or further oxidation to 5-
formylcytosines (5fC) and 5-carboxylcyosines (5caC) and DNA de-
methylation. 5hmC acquisition appears to play a major regulatory role
in cartilage differentiation and development [42]. Changes in 5hmC
levels have been reported during limb development, and global 5ShmC
levels increase during both in vitro and in vivo chondrogenesis. Inter-
estingly, stable gains in 5ShmC were observed in specific subsets of genes
including genes associated with cartilage development and in chon-
drogenic lineage-specific genes, such as SOX5, 6 and 9, as well as
COL2A1, whereas minimal changes were observed in the housekeeping
genes HPRT (Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase) and
beta-actin [42]. Additionally, gene expression changes in Tet family
members, TET 1, 2 and 3, demonstrate a similar pattern during chon-
drogenic differentiation, with an initial increase followed by a decline
in TET expression. Moreover, knockdown of TET1 leads to both de-
creased 5ShmC levels and impaired in vitro chondrogenic differentiation
[42].

4. Histone acetylation

RUNX2 and SOX9 are often referred to as master regulators of os-
teoblast and chondrocyte lineage commitment, respectively. These
transcription factors bind DNA and provide docking sites for tran-
scriptional co-activators and repressors, including histone deacetylases
(HDAC) and their enzymatic counterparts, histone acetyl transferases
(HAT), permitting a tissue-specific gene expression regulation [43].

The HAT writers add a negatively charged acetyl groups (CH3CO) to
e-amino groups of lysine residues in the N-terminal histone tails to
neutralize the positively charged sidechains. This reduces the affinity of
histones for negatively charged DNA, and thereby favors chromatin
decompaction, facilitating the access of the transcriptional machinery
to DNA target sequences. Conversely, by erasing acetyl groups, HDACs
favor chromatin condensation and transcriptional repression. HDACs
can also deacetylate lysine residues on non-histone proteins, including
RUNX2, affecting their stability and/or cellular localization to influence
gene expression programs [43,44].

In human, HDAGs are subdivided into four classes. Classical HDACs,
comprise class I, II and IV and have a zinc dependent activity, while
class III (sirtuins, SIRT) are nicotinamide adenine dinucleotide (NAD )
dependent. Class Il HDAC (HDAC4-9 and 10) demonstrate a more tissue
restricted expression pattern than class I HDAC (HDAC 1-3 and 8),
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making them important contributors to cell-specific differentiation
programs.

The roles of HDACs in the first step of endochondral ossification are
difficult to ascertain because many HDAC knock-out mice die during
early embryogenenis (Table 1). However, HDAC2/4/5/6/8 and 9 do
not appear to regulate mesenchymal condensation because individual
deletion of these enzymes allows early endochondral bone formation
[45-47]. But it cannot be excluded that some redundancy exists among
these HDACs in regulating the endochondral ossification process, as is
the case for HDAC5/9 that compensate during heart development [45].

More is known about the functions of HDACs within subsequent
phases of endochondral ossification. During commitment of mesench-
ymal precursors to the chondrocyte lineage, HDAC1 associates with
Nkx3.2, one of major transcriptional repressors governing cartilage for-
mation during endochondral ossification [48,49]. This complex also re-
presses Smad-dependent signaling to control BMP2 responses [50].
During the following stages, HDAC1 regulates expression of chondrocyte
specific matrix genes including aggrecan, collagens (type II and IX) and
COMP [43]. HDAC2, highly homologous to HDAC1, also regulates the
expression of cartilage ECM genes (aggrecan, collagen type II and XI)
[51]. A role for HDAC1 during bone formation was also supported by the
differential expression of HDAC1 during osteoblast differentiation. In-
deed, its expression decreases during osteoblast differentiation, whereas
its knock-down stimulates osteoblastic differentiation [52]. Mechan-
istically, HDAC1 regulates osteoblast differentiation through a physical
association with RUNX2 to decrease transcriptional activity and to re-
press the stimulatory effects of p300 [52].

HDAC3 and HDAC4 control chondrocyte hypertrophy. HDAC3 is
highly expressed in resting and prehypertrophic growth plate

Table 1
Skeletal phenotypes resulting from epigenetic alterations in mice.
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chondrocytes, as well as in articular chondrocytes [43]. Conditional
deletion of HDAC3 in osteo-chondroprogenitor cells decreases growth
plate height, and expands the hypertrophic zone [53]. HDAC3-deficient
chondrocytes enter in hypertrophy sooner, exhibit increased expression
of cytokine and matrix-degrading genes (IL-6, MMP3, MMP13) and a
reduced abundance of genes related to extracellular matrix production,
bone development, and ossification (aggrecan, collagen type II and X,
IHH, osteopontine) [54-56].

The expression pattern of HDAC3 partially overlaps with that of
HDAC4, which is also required for proper endochondral ossification
[47]. Both control chondrocyte hypertrophy through their interaction
with the key transcription factors RUNX2 and MEF2, as well as with
corepressor ZPF521 [47,53,57]. However, unlike HDAC3, HDAC4 ex-
pression is maintained in hypertrophic chondrocytes, and mice with
germline deletion of HDAC4 function are viable, but exhibit premature
endochondral ossification [47]. Thus, genetic deletion of HDAC4 causes
premature ossification and accelerated chondrocyte hypertrophy, as
evidenced by increased expression of IHH, RUNX2 and collagen type X
within the developing growth plate [47]. In contrast, HDAC4 over-
expression in vivo mimics the RUNX2 KO phenotype and results in in-
hibition of endochondral ossification [47]. HDAC4 also regulates os-
teoblast maturation by controlling expression of MMP13 through a
RUNX2-dependent and PTH-sensitive mechanism [58]. Also, BMP sig-
naling facilitates nuclear export of HDAC4, impeding its ability to bind
and repress nuclear transcription factors like RUNX2 [59,60]. Recently,
it was highlighted that mitogen-activated protein kinase p38 (p38
MAPK) increases caspase-dependent HDAC4 degradation and conse-
quently induces RUNX2 expression as well as hypertrophic differ-
entiation [61].

Genetic Cell affected

modification

Component

Results

References

Histone deacetylases

HDAC1 KO All (germline deletion) Embryonic lethal [1, 2]
HDAC2 KO All (germline deletion) Reduced body size (reduced vertebrae/pelvis size) [3]
HDAC3 KO All (germline deletion) Embryonic lethal [4, 5]
HDAC3 cKO Osteochondral lineage (Osx:Cre Severe osteopenia due to abnormal maturation of osteoblasts. Reduced body size. [6]
deletion) Cortical bone loss. Trabecular bone loss. Decreased bone formation rate. Increased
bone marrow adipocyte differentiation
HDAC4 KO All (germline deletion) Premature ossification of developing bones due to ectopic and early onset (71
chondrocyte hypertrophy
HDAC4 Tg Chondrocytes (Col2alpromoter driven) No endochondral ossification [7]
HDACS Tg All (antagonization of Hdac5 repressor)  Trabecular bone loss. Decreased cortical bone strength. Decreased bone formation [8]1
rate
HDAC6 KO All (germline deletion) Increased trabecular bone mineral density [91
HDAC7 ciKO Early chondrocytes (tamoxifen-inducible  Increased proliferation and (3-catenin levels in growth plate chondrocytes. Expanded  [10]
Col2al:Cre deletion) proliferative zone
HDACS KO All (germline deletion) Ossification defects in frontal and interparietal bones [11]
HDAC8 cKO Pre-osteoblasts (Twist1:Cre deletion) No effect [11]
HDACS8 cKO Osteoblasts (Collal:Cre deletion) No effect [11]
HDACS8 cKO Chondrocytes (Col2al:Cre deletion) No effect [11]
HDAC8 cKO Neural crest cells (Wnt1:Cre deletion) Ossification defects in frontal and interparietal bones [11]
SIRT1 KO All (germline deletion) Reduced body size. Cranio-facial abnormalities. Trabecular bone loss. Altered [12, 13]
cartilage phenotype. Increased apoptotic chondrocytes and OA severity with age
SIRT6 KO All (germline deletion) Reduced body size. Defects in proliferation and hypertrophic chondrocyte [14]
differentiation
Histone methyltranferases
ESET cKO Mesenchymal cells (Prx1:Cre deletion) Accelerated chondrocyte hypertrophy. Defect in long bone growth. Defect in [15, 16]
trabecular bone formation
EZH2 Ko All (germline deletion) Embryonic lethal [17]
EZH2/EZH1 cKO Col2-cre Ezh1~/~ Ezh2™" Decreased overall body growth and longitudinal bone growth. Insufficient growth of ~ [17]
the rib cage and by the abnormal vertebral column. Decreased chondrocyte
proliferation and hypertrophy
EZH2 cKO Neural crest cells (Wntl:Cre deletion) Defect in craniofacial bone and cartilage formation (18]
Histone demethylase
JMJD3 KO All (germline deletion) Reduced proliferation and hypertrophy of chondrocytes. Delayed endochondral [19]

ossification

(continued on next page)
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Table 1 (continued)

Component  Genetic Cell affected Results References
modification

miRNA process

DICER cKO Chondrocytes (Col2al:Cre deletion) Accelerated differentiation into postmitotic hypertrophic chondrocytes. Defects in [20]
skeletal growth
miR-140 KO All (germline deletion) Defects in growth of endochondral bones. Dwarfism and craniofacial deformities. [21]
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Less is known about the role of other HDACs in endochondral os- amino group of lysines in histones, but also in other substrate proteins.
sification, but numerous HDACs regulate or interact with RUNX2. Seven sirtuin (SIRT1-7) isotypes have been identified in mammalian
HDACS, like HDAC4, is expressed in mature osteoblasts [62]. It reg- cells. Compared with normal mice, Sirtl-null mice are smaller, and
ulates TGF-B-dependent signaling and downstream gene repression in have cranio-facial abnormalities [66,67]. Additionally, SIRT1 KO mice
osteoblasts through an interaction with a RUNX2/SMAD3 complex exhibit delays in long bone mineralization [68] and possess an altered
[62]. HDACS is expressed in differentiated osteoblasts, binds RUNX2 to cartilage phenotype, characterized by low levels of type II collagen,
repress gene expression, but is also rapidly exported from the nucleus aggrecan and glycosaminoglycan (GAG) content and a high level of

[60,63]. HDAC6 deficiency results in a minor increase in trabecular MMP-13 [69]. Additional observations showed that, like heterozygous
bone density [64]. HDAC? also inhibits the activity of RUNX2 and slows SIRT1 mice, SIRT1-null mice exhibit increased chondrocyte apoptosis

osteoblast maturation [59]. In addition, HDAC7, which is highly ex- and OA severity with age, as compared to equivalent WT mice [69,70].
pressed in proliferating cells within the growth plate, suppresses SIRT1 also promotes chondrocyte survival under various stress condi-
chondrocyte proliferation and B-catenin activity during endochondral tions [70-74], further supporting its role in maintaining cartilage
ossification [65]. homoeostasis. Furthermore, Sirtuin 6 (SIRT6) has been found highly

HDAC class III members, called sirtuins, are structurally distinct expressed in the growth plate preferentially in proliferating and pre-
from class I and II HDACs. They are NAD *-dependent protein deace- hypertrophic chondrocytes. Homozygous SIRT6 null mice are smaller
tylases that cleave off acetyl, as well as other acyl groups, from the e- than their wild-type (WT) littermates at birth and exhibit defects in
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proliferation and hypertrophic chondrocyte differentiation, by inter-
acting with the IHH signaling pathway [75].

In contrast to deacetylation, various in vitro and in vivo studies de-
monstrate that histone acetylation favors cartilage differentiation. In
particular, the HAT p300 potentiates SOX9-dependent transcription
through histone hyperacetylation. Beside its HAT activity, p300 can
also acetylate non histone proteins. It can act as a coactivator to car-
tilage homeoprotein-1 (CART1), a protein expressed selectively in
chondrocyte lineage during embryonic development [76], through
acetylation of the conserved lysine residue adjacent to the home-
odomain [77]. During chondrogenesis, SOX9 also specifically interacts
with Tat interactive protein-60 (Tip60) to increase acetylation of SOX9
and subsequent enhancement of its transcriptional activity [78].

5. Histone methylation

Besides acetylation, histones can undergo methylation. This post-
tranlational modification is driven by histone methyltransferases
(HMT) which add a methyl group (-CH3) to lysine or arginine residues
at the N-terminal tail of histones.

The methylation of histone lysine residues is associated with either
transcription activation or repression depending on concerned amino
acid. Indeed, lysine methylation is interpreted by both positive and
negative transcription regulators. For instance, histone H3 lysine 4
trimethylation (H3K4me3) and H3K36me3 are associated with gene
expression, while H3K27me3 and H3K9me3 are associated with tran-
scriptional repression.

Histone methylation is dynamically regulated during endochondral
ossification by various histone methyltransferases and demethylases.
For instance, H3K9 methyltransferases including PR domain zinc finger
protein 2 (PRDM2), Suppressor of variegation 3-9, drosophila homolog
of 1 and 2 (SUV39H1, SUV39H2) G9a, GLP (G9a-like protein) and ERG-
associated protein with SET domain (ESET) are predominantly ex-
pressed in both prehypertrophic and hypertrophic chondrocytes during
mouse growth plate development. These expression patterns overlap
with the distributions of H3K9 HKM, especially H3K9mel and
H3K9me3. In addition, H3K9 methyltransferases and H3K9me3 are
enriched within trabecular bone [79]. ESET, a H3K9-specific histone
methyltransferase also called Set domain protein bifurcated 1
(SETDBL1), is transiently upregulated in prehypertrophic chondrocytes
in newborn mice. ESET controls hypertrophic differentiation of growth
plate chondrocytes and formation of epiphyseal plates [80], as well as
the terminal differentiation of articular chondrocytes [81]. ESET con-
ditional deletion in mesenchymal cells causes acceleration of chon-
drocyte hypertrophy during embryonic and prenatal development, re-
sulting in a defect in long bone growth and trabecular bone formation.
This effect is associated with a significant reduction of IHH protein in
pre- and early hypertrophic chondrocytes. One of mechanism ex-
plaining this phenotype is that ESET physically interacts with both
RUNX2 and HDAC4 to repress the expression of RUNX2 target genes by
a H3K9 methylation-dependent mechanism [80]. Conversely, the
transcription factor AT-rich interactive domain 5b (ARIB5b) facilitates
chondrocyte differentiation and promotes expression of chondrogenic
genes by recruiting the H3K9me2 demethylase PHD Finger Protein 2
(PHF2) to SOX9-regulated chondrogenic gene promoters [82].

H3K27 methylation plays also a crucial role in the regulation of
chondrocyte proliferation and hypertrophy. H3K27 methylation is
regulated by the histone methyltransferase Enhancer of zeste homolog
2 (EZH2). In contrast, H3K27 methylation is removed by the de-
methylases Jumonji domain containing-3 (JMJD3) and ubiquitously
transcribed tetratricopeptide repeat gene on X chromosome (UTX), also
called KDM6B and KDM6A, respectively. Loss of both EZH2 and its
homolog EZH1 in cartilage induces severe growth retardation in mice,
characterized by the alteration of chondrocyte proliferation due to an
increase of cyclin-dependent kinase inhibitors CDKN2a/b, and changes
in chondrocyte hypertrophy due to the inhibition of insulin-like growth
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factor (IGF) signaling by IGF-binding proteins (IGFBP). Both increases
of CDKN2a/b and IGFBP are linked to a decrease of H3K27me3 on their
respective promoter [83]. Also, conditional inactivation of EZH2 pre-
vents craniofacial bone and cartilage formation, due to massive dere-
pression of HOX genes in neural crest cells that are usually devoid of
HOX gene expression [84].

Conversely, JMJD3-deficient mice exhibit markedly reduced pro-
liferation and hypertrophy of chondrocytes and a severe delay of en-
dochondral ossification. This histone demethylase is highly expressed in
prehypertrophic and hypertrophic chondrocytes during endochondral
bone formation. Genetic and biochemical analysis reveal that JMJD3
cooperates with RUNX2 to promote chondrocyte proliferation and hy-
pertrophy. JMJD3 acts as a RUNX2 co-activator and this interaction not
only induces H3K27me3-demethylation-dependent RUNX2 expression,
but also recruits RUNX2 on the JMJD3 promoter [85]. JMJD3 expres-
sion increases during TGF-f induced MSC chondrogenesis [86]. More-
over, incubation with the H3K27 demethylase inhibitor GSK-J4 during
chondrogenesis inhibits MEC synthesis and chondrogenic gene expres-
sion by MSCs [86].

The histone-lysine N-methyltransferase DOT1L likely also plays a
role in chondrogenesis. This H3 lysine-79 specific methyltransferase is
strongly expressed within mouse developing limbs during chon-
drogenesis. Furthermore knockdown studies in ATDC5 cells suggest
that DOT1L is involved in chondrogenic differentiation, presumably
through the regulation of canonical WNT-signaling [87].

6. miRNA

Non coding RNA (ncRNA), particularly miRNA, are important epi-
genetic regulators of physiological and pathological processes.

MiRNA are evolutionarily conserved non-coding RNA measuring
approximately 22 nucleotides that control translation and/or mRNA
degradation [88]. Biogenesis of miRNA (Fig. 3) begins in the nucleus by
their transcription as primary miRNA (pri-miRNA). Next, the pri-
miRNA undergoes a first cleavage catalyzed by a complex formed by
DROSHA and DiGeorge syndrome critical region 8 (DGCRS), to produce
a miRNA precursor (pre-miRNA). This pre-miRNA is then exported to
the cytoplasm by Exportine-5-RAS-related nuclear protein guanosine 5’-
triphosphate (Exportine-5-RAN-GTP). The maturation continues with a
second cleavage by the RNase III DICER, which produces a miRNA
duplex. The miRNA guide strand is next loaded into miRNA-induced
silencing complex (miRISC) containing DICER1 and Argonaute (AGO)
proteins to mediate gene extinction [89].

Interestingly, germlime deletion of DICER limits growth plate
chondrocyte proliferation and accelerates differentiation into post-mi-
totic hypertrophic chondrocytes, leading to severe skeletal growth de-
fects [90]. In addition, in vitro knockdown of DICER inhibits chondro-
genic differentiation, showing that miRNA machinery is also crucial for
chondrogenesis [91].

MiRNA microarray analysis highlight that miR-193b, miR-199a-3p/
hsa-miR-199b-3p, miR-455-3p, miR-381, miR-92a, miR-320c, and miR-
136 miR-23b, miR-140, miR-181 and miR-210 are upregulated during
MSCs differentiation into chondrocytes, while miR-490-5p, miR-4287,
miR-BARTS, and miR-US25-1 are downregulated [92,93]. The roles of
the majority of these miRNA are still largely unknown, but several
studies demonstrate the crucial role of miR-410. Mice deficient in miR-
140 present an impairment of longitudinal bone growth and an accel-
eration of hypertrophic differentiation [94]. Among others, miR-140
targets p38 MAPK signaling pathway, which promotes activity and
expression of mads box transcription enhancer factor 2, polypeptide C
(MEF2CQ), a transcription factor that controls chondrocyte hypertrophy
and bone development [61,94]. Furthermore, in vitro, miR-140 ex-
pression has been found to increase in parallel with SOX9 and COL2A1
during MSC chondrogenic differentiation in vitro [95]; thus, miR-140
may promote chondrogenesis by enhancing WNT signaling [91].
Moreover, this miRNA consistently decreases during chondrocyte
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Fig. 3. miRNA biogenesis. MiRNA are transcribed by RNA poll II into primary transcripts (pri-miRNA). Then, pri-miRNA are cleaved into precursor miRNA (pre-
miRNA) by the micro-processor complex formed by the ribonuclease DROSHA and the DNA binding protein DiGeorge syndrome critical region 8 (DGCR8). Next, the
pre-miRNA are exported to the cytoplasm by Ran-GTP-dependent dsRNA-binding protein, Exportin-5. In the cytoplasm, DICER, an RNAase III-type endonuclease,
cleaves pre-miRNA to produce a duplex. Finally, the guide miRNA generated by DICER is loaded onto the RNA-induced silencing complex (RISC) and consequently
binds to the 3’UTR of target genes, inducing degradation or translational inhibition of the target mRNA.

dedifferentiation and its expression is recovered during re-differentia-
tion in a 3D culture with TGF-1 [96]. miR-23b was also described as a
miRNA promoting MSC chondrogenic differentiation [97]. miR-574-3p,
which is regulated by direct binding of SOX9 on its promoter, is like-
wise involved in the commitment of MSCs towards chondrocytes [98].
On the other hand, some miRNAs, such as miR-495 and miR-194, di-
rectly target mRNA of SOX9 or SOXS5, inhibiting MSC differentiation
into chondrocytes [99,100]. Additionally, miR-146a affects skeletal cell
differentiation by down-regulation of SMAD2 and SMAD3 protein
translation [101]. Furthermore, decreased production of miR-221 in-
duces an increase of chondrogenic markers, including collagen type II
(COL2A1), and SOX9 [102]. Interestingly, miR-221 silencing promotes
MSCs differentiation towards chondrocytes in vitro in the absence of
TGFp, and strongly enhanced in vivo cartilage repair [103].

7. Long non-coding RNAs

Long non-coding RNA (IncRNA) are a class of RNA transcripts
longer than 200 nucleotides lacking open reading frames. They are
important regulators of a variety of biological processes, including
transcriptional regulation, mRNA processing and stability, chromatin
organization and scaffolding for multi-protein complexes [104].
Whereas a vast number of IncRNA are expressed in human cells, their
physiological functions remain mostly unknown. Even fewer studies
have investigated their role in endochondral ossification and/or carti-
lage development and maintenance [105]: however, one of the best-
studied IncRNA is HOTAIR. Among its multiple roles, it is now clear
that this IncRNA regulates skeletal element development. Indeed, mice
lacking HOTAIR exhibit homeotic transformation of the spine and
malformation of metacarpal-carpal bones [106]. Mechanistically, HO-
TAIR recruits PRC2 to the HOXD cluster, where it mediates H3K27
methylation to repress the expression of several 5* HOXD genes [107],
namely HOXD11 and HOXD13 [106].

The IncRNA HOTTIP functions as an enhancer to regulate the ex-
pression of 5 HOXA genes and control the growth and elongation of
zeugopod and autopod skeletal elements [108]. At molecular level,
HOTTIP modulates gene expression by chromosomal looping, placing

529

the recruited Trithorax/WDR5/MLL protein complexes proximal to 5
HOXA genes to facilitate H3K4me3 and gene expression [108,109].
Additionally, HOTTIP function is associated with endochondral ossifi-
cation [110]. Also, IncRNA-HIT was identified within the HOXA locus
[111]. This IncRNA is expressed in mice embryo limb mesenchyme just
before cartilaginous differentiation [105]. IncRNA-HIT associates with
chondrogenic genes and promotes their expression by recruiting p100
and the histone acetyltransferase CREB-binding protein (CBP) [105].

The IncRNA DANCR may also promote chondrogenic differentiation
of synovium-derived MSCs (SMSC) in concert with SOX4 [112], by
interaction with SMAD3, and STAT3 mRNA to regulate their stability
[113]. DANCR favors also SMSC proliferation through MYC regulation
[113]. Other Sox transcription factors interact also with IncRNA. For
instance, ROCR, which is induced during chondrogenic differentiation,
plays an important role in the induction of SOX9 and cartilage gene
expression [114]. Similarly, UCA1 plays an important role in the ske-
letal development [115]. UCA1 is expressed in normal human chon-
drocytes and favors chondrocyte differentiation of these cells, but UCA1
is not detected in human bone marrow mesenchymal stem -cells
(hBMSCs).

H19 is also a new player in musculoskeletal system. H19 could
promote osteogenic differentiation by suppressing the TGF-3/pSmad3/
histone deacetylase 4/5 (HDAC4/5) signaling pathway, and enhancing
the expression of osteogenic marker genes such as RUNX2 and osteo-
calcine (OCN), and by serving as a competing endogenous RNA for both
miR-141 and miR-22, which are the negative regulators of WNT/B-ca-
tenin signaling. H19 could also promote chondrogenic differentiation,
in particular H19 may regulate the expression of collagen type 2
through miR-675 [116].

8. Conclusion and perspectives

Chondrogenesis during both MSC chondrogenic differentiation and
endochondral ossification is intrinsically controlled by epigenetic me-
chanisms, including DNA methylation, histone post-translational mod-
ification and non-coding RNA. All these regulatory processes are
strongly interconnected together.
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Investigations of their involvement during endochondral ossifica-
tion as well as cartilage differentiation and stability could be useful in
cartilage tissue-engineering applications. For instance, inhibition of
DNA methylation or effective miRNA-based treatment modalities that
should have minimal or no off-target side effects, could provide pro-
mising approaches to maintain the chondrocyte phenotype. A better
understanding of epigenetic regulation during chondrogenesis and
chondrocyte terminal differentiation and hypertrophy may open new
strategies to decelerate chondrocyte dedifferentiation and hypertrophy
observed during autologous chondrocyte implantation, or to promote
chondrogenesis of stem cells. Consequently, more information re-
garding how epigenetic regulations established and maintains the
chondrocyte phenotype is required and new “epidrugs” need to be
developed improve the outcome of cartilage cell therapy.
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OFEN - Anti-inflammatory and
chondroprotective effects of the
'S-adenosylhomocysteine hydrolase

oAl B _inhibitor 3-Deazaneplanocin A, in
s ET human articular chondrocytes

. Juliette Aury-Landas?, Céline Bazille™?, Lyess Allas®, Sara Bouhout?, Christophe Chesneau?,
. Sylvain Leclercq'*, Karim Boumédiene! & Catherine Baugé?

3-Deazaneplanocin A (DZNep) is an inhibitor of S-Adenosyl-L-Homocysteine Hydrolase (SAHH) known

. toinhibit EZH2, a histone methylase upregulated during osteoarthritis. In this study, we assessed its

. effects in human articular chondrocytes. Anti-inflammatory effects were assessed by Nitric Oxide (NO),

. Prostaglandin E2 (PGE2) and Metalloprotease (MMP) release in IL-13-stimulated chondrocytes. MAPK

. and NFkB activation was analyzed by western blotting. Differentially expressed genes (DEG) regulated
by DZNep were identified by whole-transcriptome microarray. DZNep inhibited SAHH activity and was

© nottoxic. It counteracted NO, PGE2 and MMP release, and reduced MAPK activation induced by IL-

. 10. By whole-transcriptome analysis, we identified that DNZep counteracts the effect of IL-13 on the

. expression of 81 protein-coding genes, including CITED2, an MMP inhibitor. These genes are organized

© ina protein-protein network centred on EGR1, which is known to functionally interact with EZH2.

. Gene ontologies enrichment analysis confirmed that DZNep counteracts IL-13-induced expression of

. genesinvolved in cartilage matrix breakdown (MMPs and ADAMTS). In addition, DZNep up-regulated

. cartilage specific genes, such as COL2A1 and SOX9, suggesting a chondroprotective effect of DZNep.

. DZNep exhibits anti-inflammatory effects, and regulates genes implicated in chondroprotective

. response in human articular chondrocytes, suggesting that inhibitors of S-adenosylmethionine-

. dependent methyltransferases could be effective treatments for OA.

: Cytokines, particularly Interleukin-1 beta (IL-13), play a major role in the development and progression of oste-
. oarthritis (OA). IL-18 is highly present in the synovial fluid of OA patients and contributes to the degradative
. process of cartilage in causing overproduction of Prostaglandin E2 (PGE2), Reactive Oxygen Species (ROS),
. Nitric Oxide (NO) and metalloproteinases (MMPs). These MMPs, produced by chondrocytes, cause severe joint
:damages. In particular, MMP-1 and MMP-13 induce the digestion of type II Collagen, the principal collagenous
. material in hyaline cartilage, while MMP-3 is involved in the breakdown of extracellular matrix by degrading
. proteoglycans.

IL-18 induces its pro-inflammatory effect through the activation of protein kinase cascades involving the
MAP Kinase (MAPK) and/or NFkB signalling pathways. The MAPK pathway consists of ERK, p38 and JNK.
These MAPK subtypes are constitutively expressed in articular chondrocytes and transiently activated by numer-
ous stimuli, including IL-1B. Several studies suggest that MAPK are also able to modulate the IL-13-induced

. NFxB pathway. NFxB normally exists as an inactive cytoplasmic complex bound to inhibitory proteins of the Ik B
. family. Its induction requires the activation of IxB/kinase complex that phosphorylates IxB molecules, triggering
their degradation. Release of IkB results in the nuclear translocation of NFkB and its binding to specific DNA
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Figure 1. DZNep, a SAHH inhibitor, was not toxic in chondrocytes. (A) Primary chondrocytes were treated
with DZNep (0uM, 0.1 M, 1 M or 5puM) in the presence or absence of IL-13 (1ng/mL) for 72 h. After
treatment, cell viability was assessed by WST-1 assay. Data are expressed as means &= SEM. (B) Primary
chondrocytes were treated or not with DZNep (1 uM) in the presence of IL-13 (1 ng/mL) for 72 h. After
treatment, proteins were extracted, and SAH levels were determined in cells by ELISA assay. Data are expressed
as means + SEM. #p-value <0.05.

sites, inducing the transcription of target genes, such as MMPs. Interestingly, MAPK as well as NFxB pathway
have been shown to be activated in OA cartilage and can play a key role in the cartilage destruction seen in OA"2.

IL-18 is one of the most important cytokines involved in the pathogenesis of OA, disturbing the catabolism
and anabolism processes and causing considerable pain and disability>*. Therefore, the use of pharmacological
treatments to inhibit IL- 18 effects presents a useful strategy to treat OA®. In addition, IL-13 treatment of chon-
drocytes is an easy way to mimic inflammatory part of osteoarthritis in vitro, permitting to assess the interest of
anti-arthritic molecules. Such studies have highlighted the anti-inflammatory effects of tested drugs by measuring
the repression of expression of inflammatory markers, such as MMPs, PGE2 or NO levels, as well as the activation
of MAPK and NFkB pathways induced by IL-13°.

Recently, 3-Deazaneplanocin A (DZNep), a carbocyclic adenosine analog derived from the naturally occur-
ring antibiotic neplanocin A, has been reported to have anti-inflammatory effects. For instance, in the context
of allogenic graft, this molecule reduces the inflammatory infiltration in liver, intestine and skin of recipients’.
In this study, both interferon-~ (INF-~) and tumor necrosis factor-a (TNF-a) were down-regulated by DZNep
indicating an ameliorated inflammatory environment in recipients. Besides, in breast cancer cells, microarray
analysis showed that DZNep regulates numerous genes involved in inflammation supporting that this analog may
regulate a wide range of genes involved in inflammation network®. Also, DZNep induces significant decreased
inflammatory phenotypic cytokines, including TNF-c, IL-6, IL-12, IL-13 and MCP-1, in RAW264.7 cells and in
murine polarized macrophages obtained from mice treated with lipopolysaccharide plus IFN-~”. Together, these
data suggest that DZNep may be an innovative molecule to counteract inflammation process during OA.

DZNep is a potent inhibitor of S-Adenosyl-L-Homocysteine Hydrolase (SAHH), a component of the methio-
nine cycle'’. SAHH catalyzes the reversible hydrolysis of S-Adenosyl-L-Homocysteine (SAH) to adenosine and
homocysteine, which is converted to methionine. When this enzyme is inhibited, SAH accumulates in cells,
leading to inhibition of the histone methyltransferase (HMT) activity and the subsequent histone methylation
inhibition. In particular, DZNep has been reported to specifically inhibit the histone methylase EZH2 leading to
a decrease of the methylation of the histone H3 on the lysine 27 (H3K27)"!. Interestingly, EZH2 has been recently
described as a regulator of chondrocyte proliferation and hypertrophy'> **. In addition, EZH2 level was found sig-
nificantly increased in chondrocytes of OA patients compared to normal humans, suggesting that this methylase
may be involved in OA development'?.

In this study, we assessed in vitro the effects of DZNep in human articular chondrocytes. We showed that
this inhibitor of S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase and EZH2 histone lysine-N-methyltransferase has
anti-inflammatory, anti-catabolic and chondroprotective effects since it reduces IL-13-induced MAPK activa-
tion, NO and PGE2 production and MMP expression while it upregulates Sox9 and COL2A1. We suggest also a
putative role of CITED2 and EGRI in this response.

Results

DZNep is not toxic for chondrocytes and inhibits SAHH. DZNep was initially used for its ability to
induce apoptosis in tumoral cells, while it has been described to be safe for normal cells. We first assessed the tox-
icity of DZNep on human chondrocytes. Primary chondrocytes were treated 72 h by increasing doses of DZNep
in the presence or absence of IL-13. Cells treated with DZNep showed no sign of cytotoxic effects or any negative
effects on cell viability under light microscopy. Measurement of the metabolic activity by WST-1 assay confirmed
that DZNep (0.1 to 5p.M) was not toxic for human chondrocytes (Fig. 1A).
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Figure 2. DZNep reduced NO and PGE2 production induced by IL-13. (A) Primary chondrocytes were
treated or not with DZNep (0 uM, 0.1uM or 1 uM) in the presence or absence of IL-13 (1 ng/mL) for 72h. (B)
Primary chondrocytes were treated or not with DZNep (1 uM) in the presence or absence of IL-13 (1 ng/mL)
for 12h, 24h, 48h or 72 h. After treatment, NO production was measured in culture medium by Griess reaction
assay. (C) Cells were treated or not with DZNep (1 uM) in the presence or absence of IL-13 (1 ng/mL) for 72 h.
After treatment, PGE2 was quantified in culture medium by ELISA assay. Data are expressed as means + SEM.
Statistical significance between “IL-13” and “IL-13+ DZNep” conditions are represented. *p-value < 0.05;
*¥p-value <0.01.

Next, inhibitory activity of DZNep against SAH hydrolase in human chondrocytes was measured by the eleva-
tion in SAH concentration in proteins extracted from whole cells'’. As expected, DZNep treatment induced SAH
intracellular accumulation in both untreated and IL-13-stimulated chondrocytes (Fig. 1B).

DZNep reduces NO and PGE2 production induced by IL-13. Then, we investigated the effect of
DZNep on the production of NO induced by IL-13. A 72 h-treatment with DZNep prevented IL-13-stimulation
of NO release in medium in a dose-dependent manner (Fig. 2A). The dose of 1 uM of DZNep was chosen for the
following experiments as this dose reduced significantly the production of NO induced by IL-13. Time course
experiments (from 12h to 72 h) confirmed that DZNep counteracted the induction of NO by IL-1 (Fig. 2B).
Additionally, DZNep (1 uM) significantly reduces the PGE2 release in IL-1-treated chondrocytes (Fig. 2C).

DZNep counteracts MMPs release induced by IL-13.  We pursued this study by analysing the effect
of DZNep on IL-1B-induced expression of MMP-1, MMP-3 and MMP-13 at protein level. DZNep treatment
dose-dependently reduced IL-13-induced release of MMPs (Fig. 3A). The effects were statistically significant for
MMP-1 and MMP-3 with 1M of DZNep. For MMP-13, we observed the same pattern, but the decrease did not
reach statistical significance. Time course experiments (from 12 h to 72 h) indicated that DZNep significantly
reduces MMP-1, MMP-3 and MMP-13 release from 24 h of treatment (Fig. 3B). Similar effects were observed
at mRNA level after 48 h of DZNep-treatment in chondrocytes (Fig. 3C). Interestingly, DZNep was also able to
counteract MMP release induced by IL-1(3 in synoviocytes (data not shown).

DZNep reduces MAPK activation by IL-13. Furthermore, we investigated signalling pathways induced
by IL-13, namely MAPK (p38, ERK and JNK) and NFxB pathways (Fig. 4). Western-blot analyses indicated
that DZNep-treatment reduced IL-13-induced phosphorylation of JNK and p38. Concerning NFxB pathway,
we could not detect any changes in IkB-« phosphorylation or degradation induced by IL-1 in the presence of
DZNep.

DZNep counteracts the IL-13 effect on expression of genes involved in cartilage matrix degra-
dation. To identify IL-13-target genes that are regulated by DZNep, we compared gene expression profiling
of chondrocytes treated or not by DZNep, in the presence of IL-183. We paid attention to genes whose expression
was regulated by IL-13 with a fold-change above 2 and counteracted by DZNep with a fold-change above 1.6.
Among the 936 genes up-regulated by IL-1f, 62 corresponding to 55 unique protein-coding genes were
down-regulated by DZNep (Suppl. Table 1). Gene Ontology analysis (Fig. 5A, Suppl. Table 2) showed that these
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Figure 3. DZNep reduced MMP release and mRNA expression of MMPs induced by IL-18. (A) Primary
chondrocytes were treated or not with DZNep (0 uM, 0.1 M or 1 uM) in the presence or absence of IL-13 (1 ng/
mL) for 72 h. (B-C) Primary chondrocytes were treated or not with DZNep (1 uM) in the presence or absence
of IL-18 (1 ng/mL) for 12h, 24h, 48h or 72 h. After treatment, protein levels of MMP-1, MMP-3 and MMP-

13 were determined in culture medium by ELISA assay (B). RNA was also extracted, and relative expression

of MMP-1, MMP-3 and MMP-13 were determined in cells by real-time RT-PCR, using GAPDH expression

as reference (C). Data are expressed as means = SEM. Statistical significance between “IL-13” and “IL-

13+ DZNep” conditions are represented. *p-value < 0.05; **p-value < 0.01; ***p-value < 0.001.

genes are enriched in molecular functions which can be ranged in two groups “peptidase activity/endopepti-
dase/metallopeptidase activity/proteolysis”, and “growth factor activity”. These genes included MMPI, MMP3,
ADAMSTH4, CIS for the first group, and IL-6 and CXCLI for the second one.

Conversely, among the 863 genes down-regulated by IL-13, 29 entities corresponding to 26 unique
protein-coding genes were up-regulated by DZNep. These genes are enriched for the molecular function “tran-
scription factor activity/transcription regulator activity” and “transition metal ion binding/cation binding/metal
ion binding” (Fig. 5A, Suppl. Table 3).

PPI network of the 81 proteins encoded by DEGs was built using STRING. This network was significantly
enriched in protein-protein interactions (30 interactions, p-value =1.78 x 10~'?). It was centred on EGR1, which
seemed to play a central role considering that it had 8 directly related proteins (Fig. 5B).

Furthermore, we performed RT-PCR on several relevant genes. As expected, DZNep reduced the
IL-1B-induced expression of ADAMTS4, and counteracted the IL-13-induced reduction of EGRI but also
CITED2, a gene known to inhibit MMP expression (Fig. 6A).

DZNep has chondroprotective effects. Furthermore, we also paid attention to DEG when chondro-
cytes were treated by DZNep alone (in the absence of IL-13). A total of 925 DEGs including 392 up- (283 unique
protein-coding genes) and 533 down-regulated genes (413 unique protein-coding genes), with a fold-change
above 1.6, were identified in chondrocytes treated with DZNep compared to untreated chondrocytes (Suppl.
Table 4). These genes are enriched in numerous biological processes, namely “Wnt signaling pathway” (TCF7,
WNT3, NR4A2, SOX4, SNAI2, FZD4, DISC1), “osteoblast differentiation” (MSX2, RSPO2, GDF10, COL6A1,
RPS11, SNAI2, RBMX, MYBBP1A, IGFBP5) and “cell division” (KIFC1, NEK2, ARF6, AURKA, SPC24, FAM83D,
SPC25, KIF2C, CDCAS8, CDCA7, OIP5, CDCA2, BUBI, SKA1, CCNA2, CDCAS5, CDK1, KIF11, SYCE3, CDC23,
BIRC5, TACC3, CDC25C, UBE2C, CCNB2, MAD2L1, SPAG5, KNL1, ZWINT, CENPW, BUB1B), but also “reg-
ulation of chondrocyte differentiation” (ADAMTS7, GREM1, SNAI2). Also, there was enrichment in cellular
components, such as “extracellular matrix” (RPL35A, HIST4H4, LGALS1, VIM, DCN, CFP, VWE RPS19, RPS17,
HTRAL, TGFBI, COL1A2, TGM2, COL6A1, RPS13, RPL11, RPS20, RPS11), and KEGG pathways, in particular
for “mineral absorption” (MTIM, MT1A, ATP1B2, MT2A, MT1B, SLC40A1, MT1F).

These data are in agreement with literature since EZH2 has been recently reported to regulate chondrocyte
proliferation and hypertrophy through Wnt signalling pathway regulation'? 3. Also, they suggest that DZNep
might have chondroprotective effects. So, we investigated the expression of several essential genes in chondro-
cytes (Fig. 6B). Interestingly, SOX9 and COL2A1 were up-regulated by DZNep in chondrocytes. However, this
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Figure 4. DZNep reduced MAPK pathway activation by IL-103. Primary chondrocytes were treated or not with
DZNep (1 uM) in the presence of IL-18 (1 ng/mL) for 0 min, 5min or 10 min. After treatment, proteins were
extracted, and levels of P-JNK and JNK, P-p38 and p38, P-ERK and ERK, P-IkB-c and IkB-o were determined
in cells by western blotting.
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Figure 5. Gene ontology enrichment and PPI network of genes IL-13-target genes regulated by DZNep. (A)
Gene ontology enrichment of the genes regulated by DZNep in IL-13-treated chondrocytes, using DAVID tool.
(B) Confidence view of the PPI network built by STRING. Disconnected nodes are hidden.

effect was statistically significant only after 48 h-treatment, this could explain why these genes were not identify
in the microarray experiment.

Discussion
Osteoarthritis is characterized by irreversible degradation of articular cartilage due to the overexpression of
MMPs and reduction of anabolic activity of chondrocytes, and is still difficult to treat. In the present study, we
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Figure 6. DZNep upregulated COL2A1 and SOX9 expression. Primary chondrocytes were treated or not with
DZNep (1puM) in the presence or absence of IL-13 (1 ng/mL) for 24 h (A), or in the absence of IL-103 (1 ng/
mL) for 24h or 48 h (B). After treatments, mRNA were extracted, and relative gene expression was determined
by real-time RT-PCR, using GAPDH expression as reference. Data are expressed as means + SEM. Statistical
significance are represented.*p-value <0.05, **p-value < 0.01., ***p-value < 0.001.

bring out the anti-inflammatory, anti-catabolic and chondroprotective effects of DZNep, a SAHH inhibitor
known to inhibit EZH2 methylase.

Interestingly, we showed, in an in vitro model of inflammatory joint diseases, that DZNep reduces the activa-
tion of MAPK pathways (p38 and JNK), decreases the production of inflammatory molecules, such as NO and
PGE2, and regulates the expression of collagenases (MMP-1, and -13), stromelysins (MMP-3) and aggrecanases
(ADAMTS-4) in IL-13-treated chondrocytes. These anti-inflammatory and anti-catabolic effects of DZNep
could be mediated (at least in part) by CBP/p300-interacting transactivator with ED-rich tail 2 (CITED2, pre-
viously identified as MRG1 or p35srj). Indeed, we show that this key transcriptional modulator in inflamma-
tion and stress responses, is up-regulated by DZNep in chondrocytes both in the absence or presence of IL-13.
Interestingly, in chondrocytes, CITED2 overexpression is known to result in the reduction of MMP-1 and MMP-
13 expression'* '°. In addition, in vivo, reduced CITED2 expression in cartilage contributes to OA pathogenesis,
and its restoration in OA joints by gene transfer reduces cartilage degradation, and MMP-13 and ADAMTS-5
expression'®. This suggests that DZNep may act, in chondrocytes, as an anti-inflammatory agent, which protects
against the catabolism of extracellular matrix. This is in agreement with recent observations of Chen and collab-
orators who show that EZH2 inhibition, by EPZ005687, delays OA development in experimental osteoarthritis
model in mice, and reduced the expression of the enzymes of extracellular matrix breakdown such as MMP-3,
MMP-13 and ADAMTS-5 in OA cartilage'®. In addition, these researchers show that EZH2 inhibition reduces
chondrocyte hypertrophy, in vitro and in vivo, by regulating Wnt signalling pathways'?. This is coherent with our
transcriptomic analysis which shows an enrichment in cellular functions linked to “Wnt signalling pathway” and
“osteoblast differentiation” in DZNep-treated chondrocytes.

Besides the reduction of cartilage extracellular matrix breakdown, DZNep could have chondroprotective
effects. Indeed, we found that, in human chondrocytes, it upregulates SOX9 and COL2A 1, two major genes
involved in cartilage anabolism. SOX9 is a crucial transcriptional factor for chondrogenesis and chondrocyte
differentiation. It is a transactivator of many genes preferentially expressed in non-hypertrophic chondrocytes,
including COL2A1. This latter encodes type II collagen, the major hyaline cartilage matrix component.

Our whole-transcriptome data and PPI analysis revealed that EGRI (also named NgfiA, Krox24, Zif268), is
upregulated by DZNep in both unstimulated and IL-183-stimulated chondrocytes, and it may play a central role
in DZNep-treated chondrocytes. Interestingly, this transcriptional factor is known to functionally interact with
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PRC complex and EZH2", and is one of the major regulator of Sox9 expression in chondrocytes. It is able to bind
to SOX9 promoter and favors its transcription'’.

In conclusion, DZNep has anti-inflammatory and protective effects in chondrocytes. It represses the
IL-1B-induced expression of enzymes involved in cartilage breakdown, and induces expression of chondrogenic
factors, such as COL2A 1 and SOX9. These effects seem be related to CITED2 and EGR1 expression. These results
indicate that developing inhibitors of S-adenosylmethionine-dependent methyltransferases may be beneficial for
the prevention or therapeutic treatment of osteoarthritis.

Methods

Reagents. Reagents were supplied by Invitrogen (Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France) unless otherwise
noted. IL-13 (Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France) was resuspended in phosphate buffered saline (PBS)
with bovine serum albumin (BSA). Oligonucleotides were supplied by Eurogentec (Angers, France). DZNep-HCl
was provided by Re»D Biosystems (Lille, France) and resuspended in PBS.

Cell culture and treatments. Human articular chondrocytes (HAC) were prepared from femoral head
obtained after total hip replacement in osteoarthritis patients. The experimental protocol was approved by local
ethical committee, named “Comité de Protection des Personnes Nord Ouest III” (agreement #A13-D46-VOL.19).
Informed consent was obtained from all participants. They all signed agreement forms before the surgery, accord-
ing to local legislation.

Cells were isolated and cultured as previously described'®.

Survival assay. Cell survival was assessed by tetrazolium colorimetric WST-1 assay (Roche Diagnostics,
Meylan, France). Chondrocytes were plated into 96-well microtiter plates. At the end of treatment, 10l of WST-1
solution were added to wells. Optical density was measured on a spectrophotometer plate reader (Multiskan
GO spectrophotometer, Thermo Scientific, France) at 450 nm. Survival was calculated according to the formula:
oDlesl/ ODcomrol'

S-Adenosyl-L-Homocysteine (SAH) assay. SAH accumulation was assayed using commercially avail-
able ELISA kit (Cell Biolabs, In, Lille, France). Forty ug of proteins extracted from cells using RIPA buffer were
used. Absorbance was determined at 450 nm with a wavelength correction set at 540 nm (Multiskan GO spectro-
photometer, Thermo Scientific, France).

Nitric Oxide (NO) assay. Generation of NO was determined by measuring nitrite accumulation in culture
supernatants using Griess reagent (1% sulphanilamide and 0.1% N-(1-naphthyl)-ethylenediamine dihydrochlo-
ride in 5% H3PO4, Sigma-Aldrich). Sample and Griess reagent were mixed and incubated for 5 min. The absorp-
tion was estimated by a plate reader (Multiskan GO spectrophotometer, Thermo Scientific, France) at 540 nm.
Sodium nitrite (NaNO,, Sigma-Aldrich) was used as positive control.

Metalloproteinases (MMPs) and PGE2 release assay. MMPs and PGE2 released into conditioned
media was quantified using commercially available enzyme immunoassay kit (Re&>D Biosystems). Absorbance was
determined at 450 nm with a wavelength correction set at 540 nm (Multiskan GO spectrophotometer, Thermo
Scientific, France).

RNA isolation and real-time reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR). RNA
was extracted with Trizol reagent according to the manufacturer’s condition (Invitrogen), and reverse transcribed
into cDNA as previously described'®. Amplification of the generated cDNA was performed by real-time PCR in
Step One Plus Real Time PCR system (Applied Biosystems) with appropriate primers. The relative mRNA level was
calculated with the 2-44¢T method.

Protein extraction and western blotting.  Cells were lysed and western blotting performed as previously
described’. Following antibodies were used: Phospho-SAPK/JNK Thr183/Tyr185 (#9251), SAPK/JNK (#9252),
Phospho-p38 MAPK Thr180/Tyr182 (#9211), p38 MAPK (#9212), Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) Thr202/
Tyr204 (#4347), p44/42 MAPK (Erk1/2) (#4695), Phospho-TkappaB-c (Ser32) (#9241) and IkB-o (#9242), from
Cell signalling, 3-actin (sc-47778), goat anti-mouse IgG-HRP and goat anti-rabbit IgG-HRP from Santa Cruz
biotechnology.

RNA Isolation and gene expression microarray analysis. Total RNA was isolated from cell culture
using NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel, Hoerdt, France), according to the manufacturer’s instructions. RNA
quantity and quality were measured on a MultiSkan GO spectrophotometer with a pDrop Plate (ThermoFisher
Scientific, France). RNA integrity was assessed on a 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies France, Les Ulis,
France) using RNA 6000 Nano (Agilent Technologies), according to the manufacturer’s instructions. RNA integrity
numbers above 8 were considered suitable for microarray analysis. Two-color microarray-based gene expression
analysis was performed, according to the manufacturer’s instructions (Agilent Technologies). Briefly, 100 ng of total
RNA were amplified and labeled using a Low input Quick Amp Labeling kit, Two-color (Agilent Technologies),
and hybridized to a Human Gene Expression 4 x 44K v2 Microarray (design ID 026652, Agilent Technologies).
Slides were scanned on a G2505C Microarray Scanner (Agilent Technologies). Raw data were extracted and Lowess
normalized using Feature Extraction software (v. 10.7.3, Agilent Technologies), and analyzed using GeneSpring
GX software (v. 13.1.1, Agilent Technologies). Microarray probes with a signal that is not positive and significant
or not above the background were filtered out.
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Gene-annotation enrichment analysis and Protein-Protein Interaction (PPI) network construc-
tion. Gene-annotation enrichment among the genes showing significant differential expression was performed
with the Functional annotation tool of the Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (v.
6.7, DAVID) tool?” considering the biological processes option (GOTERM_BP_FAT), the cellular compartment
option (GOTERM_CC_FAT), the molecular function option (GOTERM_MF_FAT) or the Pathways database
(KEGG_Pathway). Enrichments with a p-value < 0.05 were considered as significant.

Protein-protein interaction network among DEGs was constructed using the Search Tool for the Retrieval
of Interacting Genes/Proteins (v. 10, STRING). Networks with a p-value <0.05 were considered significantly
enriched in interactions.

Statistical analysis. Statistical analyses were performed using R. Data were tested for normality using a
Shapiro-Wilk test. The data were analysed using repeated measures Anova (Fisher test). Post-hoc analyses were
done using a paired t-tests (alternative less). Differences between groups were considered statistically significant
when p-value below 0.05 were measured.

Data availability statement. The datasets generated during and/or analysed during the current study are
available from the corresponding author on reasonable request.
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Abstract

Chondrosarcoma (CS) is the second most common malignant bone sarcoma. Its treat-
ment remains an issue, because this tumor is radio- and chemo-resistant. In the present
study, we investigated the antitumoral potential of GSK-J4, a small molecule described
as an inhibitor of histone demethylases UTX and JMJD3 (KDM6A and KDM6B), alone
or in combination with cisplatin in CSs. Human CS-derived cell lines were treated with
GSK-J4 in the presence or not of cisplatin. Survival curves were established and cell
proliferation and cycle were evaluated by flow cytometry using dividing cell tracking
technique utilizing carboxyfluorescein succinimidyl ester labeling, or DNA staining by
propidium iodide. Apoptosis and senescence were also investigated. GSK-J4 decreased
proliferation of CS cells. Additionally, it induced apoptosis in CH2879 and JJ012 cells,
but not in SW1353 CSs. In addition, its association with cisplatin decreased cell prolifer-
ation more than drugs alone, whereas it did not increase apoptosis compared to cisplatin
alone. Interestingly, GSK-J4 alone as well as in association with cisplatin did not affect
chondrocyte survival or proliferation. In conclusion, this study suggests that demethylase
inhibitors may be useful in improving therapy for CS in reducing its proliferation.

KEYWORDS

apoptosis, cell death, chondrosarcoma, histone demethylase, senescence

1 | INTRODUCTION

Abbreviations: a-KH, a-ketoglutarate; CFSE, carboxyfluorescein

succinimidyl ester; CS, chondrosarcoma; D-2HG, D-2

hydroxyglutarate; DMEM, Dulbecco's Modified Eagle Medium; FBS,
fetal bovine serum; H3K27me3, Histone H3 (tri methyl K27); HAC,
human articular chondrocytes; IDH, isocitrate dehydrogenase 1; IP,
propidium iodide; JMJD3, Jumonji Domain-Containing Protein 3;
KDM6A, Lysine (K)-Specific Demethylase 6A; KDM6B, Lysine
(K)-Specific Demethylase 6B; KDM6B, Lysine (K)-Specific
Demethylase 6B; PBS, phosphate-buffered saline; PCR, Polymerase

Chondrosarcoma (CS) is a rare bone tumor characterized by
the production of a cartilage-like matrix, occurring most
often in pelvis and long bones, and affects mainly adults.
The treatment has very little changed over the past 40 years
because this tumor is resistant to chemotherapy and radio-
therapy'. It consists of chirurgical tumor resection’. The

chain reaction; PVDF, polyvinylidene difluoride; RPMI, Roswell Park
Memorial Institute 1640's medium; UTX, Ubiquitously transcribed
tetratricopeptide Repeat X-linked Protein.

identification of new therapies is therefore urgently required.
Recently KDM6 family members (KDM6A/UTX and
KDM6B/IMJD3) have been identified as histone demethylases
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playing important roles in tumoral processes, and their inhibition
has been reported to reduce tumoral cell proliferation®”,
Thereby, these genes could potentially represent novel candidate
targets for intervention in CSs.

KDMB6A, also called ubiquitously transcribed tetratricopep-
tide repeat X-linked protein (UTX) is an ubiquitously expressed
protein that controls basal levels of H3K27me3>°, It regulates the
induction of ectoderm and mesoderm differentiation”® and is
essential for reprogramming’. KDM6B, also called Jumonji D3
(IMID3), is the second enzyme able to demethylate H3K27me3.
Its expression is induced upon inflammation'”, viral and onco-
genic stimuli'®"2, It controls neuronal and epidermal differentia-
tion'*'* and inhibits reprogramming”.

Interestingly, the treatment of cells with GSK-J4, a phar-
macologic inhibitor of UTX and JMJD3, reduces cell viability
and increases apoptosis in pediatric brain stem glioma®, acute
lymphoblastic leukemia®, and B-cell lymphoma'®. It is a
small-molecule catalytic site inhibitor that is selective for the
H3K27me3-specific JMJ subfamily, which acts by mimicking
a-ketoglutarate binding at active site of IMID3 and UTX"”.

In the present study, we evaluated the impact of GSK-J4
in CSs and their associated normal cells, namely cho-
ndrocytes. We used three different cell lines (SW1353,
JJ012, and CH2879) with different genetic profiles, namely
concerning IDH genes, in order to take into account the
genetic diversity of CSs. Indeed, it has been previously
shown that IDH mutations inhibit DNA and histone demeth-
ylation that could affect cell response to GSK-J4.

Herein, we showed that GSK-J4 reduces proliferation in
CS cells. It also induces apoptosis in CH2879 and JJ012, but
not in SW1353 cells. Whereas its association to cisplatin
reduces CS proliferation, it was not able to induce more apo-
ptosis than drugs alone. In chondrocytes, GSK-J4 treatment
has no effect on proliferation or survival of these normal
cells, suggesting that this pharmacological drug may be an
efficient treatment to reduce progression of CSs.

2 | EXPERIMENTAL PROCEDURES

2.1 | Drugs

GSK-J4 and cisplatin were provided by Clinisciences (Med-
ChemExpress Europe, Sweden) and by Sigma (St Quentin
Fallavier, France), respectively, and dissolved in dim-
ethylsulfoxyde (DMSO).

2.2 | Cell culture

Human CS cell line SW1353 was purchased from the American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA). The human
JJ012 cell lines were kindly provided by Dr. Joel A. Block (Rush
University medical center)'®'?. They were cultured in Dulbecco's

206

Modified Eagle Medium (DMEM) supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS) (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) and
antibiotics. The cell line CH2879 was kindly provided by
Pr. A. Llombart-Bosch (University of Valencia, Spain), cultured
in Roswell Park Memorial Institute 1640's medium (Lonza AG,
Verviers, Belgium) supplemented with 10% FBS (Invitrogen)
and antibiotics®’. Chondrocytes were obtained and cultured as
previously described”'. They were cultured in DMEM, sup-
plemented with 10% FBS and antibiotics. All cells were incu-
bated at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO.
Cell cultures were regularly tested for mycoplasma contamina-
tion by polymerase chain reaction (PCR).

2.3 | Cell viability assay

Cells were seeded in 6-well plates, at 10,000 cells per well, and
cultured in the presence of GSK-J4 and/or cisplatin. Relative
numbers of viable cells were determined by cell count after
excluding trypan blue staining. Each count was performed
twice, and independent experiments were done three times.

2.4 | Cell proliferation assay

Cell proliferation was assessed through dividing cell tracking
technique utilizing carboxyfluorescein succinimidyl ester
(CFSE) staining. Cells were labeled with 20 pM CESE
(Affymetrix eBioscience) for 20 min at room temperature, all-
owing its diffusion into cells, and its binding to intracellular pro-
teins. Five volumes of cold completed medium were then added
to stop the staining reaction. The cells were then washed three
times with PBS to remove the excess of the staining. Then, cells
were treated with GSK-J4 and/or cisplatin. After 72 hr, samples
were detached and analyzed by a Gallios cytometer (Beckman
Coulter, Villepinte, France) on the technical platform of SFR
146 (Structure Federative de Recherche 146, Caen, France) with
a FL1 (FITC) detector. The CFSE monitors the distinct genera-
tions of the proliferating cells by dye dilution resulting in a
decrease of green fluorescence. Consequently, every generation
of cells appears as a different peak of decreasing fluorescent
intensity on a flow cytometric histogram.

2.5 | Cell cycle analysis

Cells were washed with PBS, treated with trypsin-EDTA
(Lonza AG, Verviers, Belgium) and fixed with 70% ethanol at
—20°C and conserved at 4°C. For analysis, cells were washed
twice with PBS and resuspended in 10 pg/mL RNase
(Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) and 50 pg/pL propidium
iodide (PI) (Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, France) to label
DNA. Fluorescence (DNA content) was measured using Gallios
(Beckman Coulter, Villepinte, France) on the technical platform
of SFR 146 (Structure Federative de Recherche 146, Caen,



LHUISSIER ET AL.

France). A minimum of 10,000 events were analyzed using
Kaluza 1.5a software.

2.6 | Apoptosis assay

Treated and control cells were immunostained with
APO2.7-PE conjugated antibody, as described by the manu-
facturer (Beckman Coulter), and analyzed by cytometer.
Apo2.7 specifically detects the Mr 38,000 mitochondrial
membrane antigen 7A6, which is exclusively exposed on the
cell membrane of apoptotic cells and can therefore be used
as a late apoptotic marker in nonpermeabilized cells. A mini-
mum of 10,000 events were analyzed using Kaluza 1.5a
software.

2.7 | Caspase activation

Caspase-Glo 3/7 Assay (Promega) was used. Briefly, 50 pL
reagent was added to treated or control cells in 100 pL of
culture medium. After 30 min incubation at room tempera-
ture, luminescence was measured using a Varioskan LUX
plate reader (ThermoScientific).

2.8 | Senescence analysis

Cellular Senescence Assay kit (Meck Millipore) was used
according to the manufacturer protocol. Briefly, cells were
fixed with 1 mL of fixative solution for 15 min at room tem-
perature and incubated with SA-B-Gal staining solution at
37°C without CO,. The SA-p-Gal positive cells were
detected under a microscope (Scope.Al Zeiss) and consid-
ered positive when blue staining was evident in cytoplasm.

2.9 | Protein extraction and western blot

Total proteins were extracted using a RIPA lysis buffer
(Tris-HCI 50 mM pH 7.5; IGEPAL 1%; NaCl 150 mM;
EGTA 1 mM; NaF 1 mM) supplemented with a cocktail of
phosphatase (NA3VO, 10 pL/mL) and protease inhibitors
(leupeptin 1 pL/mL, aprotinin 1 pL/mL, pepstatin 1 pL/mL,
and phenylmethylsulfonyl fluoride 4 pL/mL). Thirty micro-
gram of proteins extracts were resolved by 12% SDS-PAGE,
and transferred to polyvinylidene difluoride (PVDF) mem-
branes (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). After prob-
ing with primary antibodies, the membranes were incubated
with horseradish peroxidase-conjugated secondary anti-
bodies, and signals visualized by Western Lightning® Plus-
ECL (Perkin Elmer) using ChemiDoc XRS+ system with
Image Lab software v5.2 (Bio-Rad). Antibodies specific for
p21 (sc-397) and P-actin (sc-47778) were provided by Santa
Cruz Biotechnology.
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2.10 | Statistical analysis

For each analysis, three different experiments were performed.
The values are means + SEM. Statistical significance was
determined with Student test. p-values were considered as sta-
tistically significant when less than 0.05.

3 | RESULTS

3.1 | GSK-J4 reduced survival in
chondrosarcomas but not in chondrocytes

First, we investigated cell growth in three CS cell lines
(CH2879, SW1353, JJ012) cultured in the presence of GSK-
J4 (10 uM) for 6 days. These cells have a strong genetic het-
erogeneity (Figure S1). Treatment clearly reduced the
growth of CSs (Figure la). However, the number of cells
decreased, compared to Day 0, only for two cell lines
(CH2879 and JJ012), suggesting that GSK-J4 induced death
in these both cell lines. In SW1353, the number of cells
was lower in GSK-J4 treated cells than untreated cells, but
it was not reduced compared to Day 0, suggesting that
GSK-J4 may impair proliferation in these cells, without
inducing death. Next, we treated CS cells and chondrocytes
(HAC) with GSK-J4 for 4 days. The treatment reduced cell
number in all CS cells but not in normal chondrocytes
(Figure 1b).

3.2 | GSK-J4 reduced cell proliferation in
chondrosarcomas

To study the GSK-J4 effect on cell proliferation, we
labeled with CFSE (5(6)-Carboxyfluorescein
N-hydroxysuccinimidyl ester) before incubating them
with GSK-J4 for 3 days. CFSE fluorescence is stable for a
long time allowing the study of cell proliferation by
observation of dye diffusion. Indeed, covalently bound
CFSE to intracellular proteins is divided equally between

cells

daughter cells, allowing discrimination of successive
rounds of cell division.

In each CS cell line, we observed that CFSE fluores-
cence was higher in GSK-J4 treated-cells than in untreated
cells (Figure 2a) and consequently the dye dilution
was lower in treated cells (Figure 2b), indicating that
GSK-J4 reduced cell division number, and consequently
proliferation.

Next, we analyzed cells for DNA content. GSK-J4
induced a blockage of the S-phase in CH2879 and JJ012 CS
cell lines. Similar effect was observed in SW1353 cells, but
the difference was not statistically significant (Figure 2c).
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FIGURE 1 GSK-J4 decreased cell survival in chondrosarcoma cells. (a) CH2879, JJ012, and SW 1353 chondrosarcoma cells were treated
with GSK-J4 (10 pM) for 6 days. Viable cells were regularly counted. Values were normalized to day 0. Data are expressed as means + SEM
(n = 3). (b) Chondrosarcoma cells and human articular chondrocytes (HAC) were treated with GSK-J4 (10 pM) for 4 days. At the end of
treatment, adherent cells were counted after trypan blue exclusion of dead cells. Values are normalized to untreated cells. Data are expressed as
means + SEM (n = 3)
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FIGURE 2 GSK-J4 reduced cell proliferation in chondrosarcomas. (a,b) Cells were labeled with CFSE, and then treated with GSK-J4 (10 pM)
for 3 days. CFSE fluorescence were tracked by flow cytometry (a). Dye dilution was calculated for each experiments and showed in histograms.
Data are expressed as means + SEM (n = 3) (b). (c) Cells were treated with 10 uM GSK-J4 for 4 days. Then, DNA content was stained by
propidium iodide, and cell cycle determined by flow cytometry. Histograms represent GO-G1, S, and G2-M phase percentages. Data are expressed
as means + SEM (n = 3)
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3.3 | GSK-J4 induced apoptosis and (rarely)
senescence in CH2879 and JJ012 cells, but not
in SW1353

To elucidate whether GSK-J4 induced cell death, we ana-
lyzed apoptosis and senescence.

First, we observed a significant increase of apoptosis
demonstrated by the activation of caspases, the increase of
sub-G1 cell fraction and Apo2.7 staining, in CH2879 and
1J012 cells, but not in SW1353 CSs (Figure 3a—c).

Furthermore, GSK-J4 is able to induce senescence in
CH2879 and JJ012 cells, because we could observe some
SA-f-gal positive cells (which appeared blue upon micro-
scopic observation) after GSK-J4 incubation (Figure 3d).
However, it seems to be a marginal process because less
than 2% were senescent in our culture condition (GSK-J4
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10 pM, 4 days). Additionally, GSK-J4 increased p21 expres-
sion in CH2879 (Figure 3e). At contrary, no SA-f-gal
positive-cells or increase of p21 expression could be
observed in SW1353, suggesting the absence of GSK-
J4-induced senescence in this cell line.

3.4 | GSK-J4/cisplatin combination reduced
cell proliferation but did not induce more
apoptosis than drugs alone in chondrosarcomas

Furthermore, we investigated whether GSK-J4 is able to
increase cytotoxity of standard drugs, such as cisplatin. CSs
and chondrocytes were treated with GSK-J4 or/and cisplatin
for 3 days before assaying cell survival, proliferation, and
apoptosis.

(d) Control GSK-J4
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FIGURE 3 GSK-J4 induced cell death in CH2879 and JJO12 cells, but not in SW1353. (a) Chondrosarcomas were treated with 10 pM GSK-
J4 for 2 days. Then, caspase-3 and -7 activities were measured. Histograms represent activity relative to untreated cells. Data are expressed as means
+ SEM (n = 5). (b) Cells were treated with 10 pM GSK-J4 for 4 days. Then, cells were fixed and cell cycle determined by flow cytometry.
Histograms represent fraction of cells in Sub-G1 phase. Data are expressed as means + SEM (n = 3). (c) Cells were treated as previously. Then,

they were stained with Apo 2.7 antibody coupled to phycoerythrin and analyzed by flow cytometry (n = 3). (d) After treatment, senescent cells were

stained with SA- p-gal. Representative pictures are shown. Magnification: X20 (n = 3). (e) p21 expression was evaluated by western blot
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GSK-J4 combined to cisplatin decreased cell number
more than each drug alone in CS cells (Figure 4a). It reduced
their proliferation (Figure 4b) without inducing more apo-
ptosis than cisplatin alone (Figure 5). In chondrocytes, GSK-
J4 led no reduction of cell number or apoptosis, even in the
presence of cisplatin.
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CS treatment is challenging because this bone tumor is resis-
tant to conventional chemotherapy and radiotherapy. In the
present study, we show that GSK-J4, alone as well as in
association with cisplatin, reduces CS proliferation. In
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FIGURE 5 GSK-J4 in combination with cisplatin did not
increase apoptosis more than cisplatin alone in chondrosarcoma
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addition, this inhibitor of histone demethylases is able to
induce cell death in some CS cells.

First, we demonstrated that in chondrosarcomas but not
in normal chondrocytes, GSK-J4 decreases cell proliferation.
This is in agreement with antiproliferative effect of this
inhibitor observed in other tumoral cells, such as pediatric
brainstem glioma®, acute lymphoblastic leukemia®, and
B-cell lymphoma'®. Associated to this reduction of prolifera-
tion, we observed an accumulation of cells in S-phase. These
effects were consistent with the literature because GSK-J4
has been previously showed to reduce proliferation and
induce accumulation of cells in S-phase in differentiating
embryoid body*?. Additionally, other treatments such as tau-
rine, epigallocatechin gallate, or genistein has been reported
to inhibit proliferation while increasing the percentage of
cells in S-phase®.

Whereas the drug-induced death by apoptosis and more
moderately the senescence in some CSs (JJO12 and
CH2879), it could not induce apoptosis in SW1353, even in
the presence of cisplatin. This was surprising because GSK-
J4 was previously described to be able to induce death in
chemo-resistant tumoral cells, and to sensitize cells to stan-
dard chemotherapy agents in vitro and in vivo'®*,

Interestingly, we could observe a correlation between the
response to cisplatin and GSK-J4. Indeed, no apoptosis
could be detected after treatment with both drugs in
SW1353, whereas cell death was observed in JJO12 and
CH2879 cells after GSK-J4 as well as cisplatin treatment. In
addition, we did not observe more apoptosis in cells treated
with the combination of GSK-J4 and cisplatin than with cis-
platin alone. Together, these observations suggest that death
mechanisms induced by cisplatin and GSK-J4 might be sim-
ilar in CSs.

GSK-J4 was initially described as a specific JIMJD3 and
UTX inhibitor'”. However, the antitumoral effect of this drug
is likely due to its ability to inhibit JMID3 (but not UTX)
activity. Indeed, in acute lymphoblastic leukemia, only JMJD3
knockdown leads to a reduction of tumoral cell viability, while
UTX silencing enhances cell proliferation, showing that both
proteins with similar enzymatic function can play opposing
roles in the context of the same disease*. Also, UTX has been
described as a tumor suppressor in several solid tumors>> 2.
In addition, a recent study of GSK-J4 activity indicated that
histone demethylase KDM5B (JARIDI1B), which removes
H3K4me3 marks is also a target of GSK-J4, although with a
lower affinity®°.

GSK-J4 inhibits histone demethylases though interaction
with o-ketoglutarate (a-KG)binding at active site of these
histone demethylases'’. Consequently, IDHI or IDH2
mutants, which have been found in more than half of CS
samples®!, might affect GSK-J4 sensibility in CS. Indeed,
IDH1/2 mutants robustly modulate the status of a-KG by

1UBMB LIFE_\W/| LEyJ_7

catalyzing «-KG to D-2 hydroxyglutarate (D-2HG), an
antagonist of a-KG*2. Thus, increased levels of p-2-HG have
been found in cartilage tumors with an /DH mutation™> , and
are able to competitively inhibit o-KG dependent histone
demethylases®, affecting trimethylation of the H3K27 as
well as H3K4>3°, However, no difference in levels of
H3K27 and H3K4 trimethylation was observed between
IDH mutant and IDH wildtype CSs”'. Additionally, previous
studies and sequencing performed in the lab showed that
CH2879 harbors IDH1/2 wild-type, JJ012 IDH1-mutant (p.
Argl32Gly), and SW1353 IDH2-mutant (p.Argl72Ser),
while the current study show effective induction of apoptosis
in CH2879 and JJ012 by GSK-J4, but not in SW1353. These
results demonstrated that IDH1/2 or o-KG status did not
affect the effectiveness of GSK-J4, indicating that there
should be another mechanism (not interaction with a-KG) in
inhibition of cell proliferation by the drug. Consequently,
the molecular mechanism of GSK-J4 responsible for the
reduction of CS survival need further analysis, and its under-
standing may allow the development of new drugs with
higher efficiency.

In conclusion, this study shows that GSK-J4 reduce cell
proliferation in CSs and is able to induce death in some of
them in vitro, suggesting that this pharmacological drug may
be an efficient treatment to reduce progression of CSs.
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Méthylation de H3K27 : régulation et réle dans le cartilage articulaire

L'arthrose est la maladie rhumatologique la plus répandue et une des causes majeures de douleur et
de handicap. Au cours de ce travail nous avons étudié le réle et la régulation de la tri-méthylation de
la lysine 27 de I'histone H3 (H3K27me3) dans I'arthrose et la chondrogenése.

Dans une premiére partie, nous avons montré que l'inhibition de la méthylase EZH2 par I'EPZ-6438
atténue l'inflammation et la libération de métalloprotéases par les chondrocytes traités a I'IL-1.
L'inhibition d’EZH2 réduit également I’hypertrophie des chondrocytes induite par le TGF-B1. L'EZP-
6438 attenue aussi la dégradation du cartilage in vivo dans un modele d’arthrose murin. De plus,
I'inhibition d’EZH2 diminue le handicap locomoteur chez la souris et réduit I’expression du NGF dans
les chondrocytes.

Dans une deuxieéme partie, nous avons mis en évidence que les déméthylases IMJD3 et UTX favorisent
la différenciation chondrogénique des cellules souches mésenchymateuses. D’autre part, la
surexpression de JMJD3 et UTX favorise la formation de cartilage et la production de collagene de type
Il des cellules souches mésenchymateuses aprées différenciation et implantation in vivo.

Notre étude a montré I'importance de la marque H3K27me3 dans le cartilage. Alors qu’EZH2 est
impliquée dans I'inflammation, I’hypertrophie des chondrocytes et la destruction du cartilage, IMID3
et UTX favorisent la chondrogeneése, la formation du cartilage et la production de collagéne.

Mots clés : Arthrose, chondrogenése, épigénétique, H3K27me3, cartilage
H3K27 methylation: regulation and role in articular cartilage

Osteoarthritis is the most widespread rheumatological disease and one of the main causes of pain and
disability. This work aimed to study the role and regulation of the lysine 27 histone H3 tri-methylation
(H3K27me3) during osteoarthritis and chondrogenesis.

In the first part of the study, we showed that EZH2 inhibition by EPZ-6438 attenuates inflammation
and metalloproteases release induced by IL-1B. EZH2 inhibition also reduces TGF-B1-mediated
chondrocytes hypertrophy. EPZ-6438 attenuates in vivo cartilage degradation in osteoarthritis mice
model. Furthermore, EZH2 inhibition ameliorates locomotor disability in mice and reduces NGF
expression in chondrocytes.

In the second part of the study, we highlighted that JMJD3 and UTX enhance mesenchymal stem cell
chondrogenic differentiation. In addition, JMJD3 and UTX overexpression promotes cartilage
formation and type Il collagen production of mesenchymal stem cells after in vivo implantation.

Our study demonstrated the importance of H3K27me3 in cartilage. While EZH2 is involved in
inflammation, chondrocyte hypertrophy and cartilage degradation, JMJD3 and UTX enhance
chondrogenesis, cartilage formation, and collagen production.

Key words: Osteoarthritis, chondrogenesis, epigenetic, H3K27me3, cartilage



