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Liste des abréviations

[18F]FDG-PET : Fluorodesoxyglucose positron emission tomography
1,25(0OH),D3 : 1,25-dihydroxyvitamine D3

2-DG : 2-déoxyglucose

AAVr : AAV recombinant

acétyl-coA : Acétyl-coenzyme-a

ADAMTS : A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs

ADN : Acide désoxyribonucleique

ADP : Adenosine di-phosphate

AINS : Anti-inflammatoires non stéroidiens
AMBRAL1 : Activating molecule in becn1-regulated autophagy protein 1
AMP : Adénosine monophosphate

AMPK : Adénosine monophosphate kinase
APC : Adenomatous polyposis coli

ARN : Acides ribonucléiques

Atg : Autophagy-related genes

ATP : Adénosine triphosphate

Bcl-2 : B-cell lymphoma-2

BMP : Bone morphogenetic protein

BSA : Bovine serum albumine

cADPR : Cyclique ADP-ribose

CAG : CMV immediate enhancer/B-actin
CAT : Catalase

CCL2/MCP1 : Chemokine ligand 2/monocyte chemoattractant protein 1
CK1 : Casein kinase

CMV : Cytomégalovirus

COL2A1 : Chaine al du collagéne de type Il
COMP : Cartilage oligomeric matrix protein

COX-2 : Cyclooxygénase-2
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CXCL1/GROa : C-x-c motif chemokine ligand 1
dg : Génomes diploides

DKK-1 : Dickkopf

DMEM : Dulbecco's modified eagle medium
DMM : Déstabilisation du ménisque médial
DMOAD : Disease-modifying osteoarthritis drug
EDTA : Acide éthylene-diamine-tétraacétique
EF-1 : Elongation factor 1

eNOS : NO synthase endothéliale

ERK : Extracellular signal-regulated protein kinases
EV : Vésicules extra-cellulaires

F6P : Fructose-6-phosphate

FACS : Fluorescence activated cell sorting
FADH2 : Flavine adénine dinucléotide

FGF : Fibroblast-growth factor

FLS : Fibroblastes-like synoviocytes

FOXO : Forkhead box o

G6P : Glucose-6-phosphate

GAGs : Glycosaminoglycanes

Gdf-11 : Growth differentiation factor-11

GFAT : Glutamine fructose-6-phosphate aminotransférase
GFP : Green fluorescent protein

Glut : Glucose transporter

GPX: Glutathione peroxidase

GSH : Gluthatione

GSK-3 : Glycogen synthase kinase 3

GSX : Glutathione peroxidase

H3K9 : Lysine 9 de I'histone 3

HBP : Hexosamine biosynthetic pathway

HBSS : Hanks' balanced salt solution

HK2 : Hexokinase Il
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HO-1 : Hemo oxygenase 1

IDO : Indoleamine 2,3-dioxygénase

IFP : Fat pad infra-patellaire

IGF : Insulin growth factor

IGFBP : Insulin like growth factor binding protein

IL : Interleukine

iMAC : Immature murine articular chondrocytes

IMC : Indice de masse corporelle

iNOS : Oxyde nitrique synthase inductible

JAK : Janus kinases

JNK : C-jun-aminoterminal kinase

LC3 : Microtubule-associated proteins 1a/1b light chain 3b
LDH : Lactate déshydrogénase

LIPUS : Low-intensity pulsed ultrasound

LRP : Low-density lipoprotein receptor-related protein
MAPK : Mitogen-activated protein kinases

MCT-4 : Monocarboxylate transporter 4

MEC : Matrice extracellulaire

MMPs : Matrix métalloprotéinases

MOI : Multiplicity of infection

MSC : Cellules souches mésenchymateuses

mMTORC1 : Mammalian (ou mechanistic) target of rapamycin complex 1
NAD(H) : Nicotinamide adénine dinucléotide

NADP(H) : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NF-kB : Nuclear factor-kB

NK : Natural killer

NO : Oxyde nitrique

NOS : NO synthase

NOX : NADPH oxydase

OAC : Osteoarthritic chondrocytes

OARSI : Osteoarthritis research society international
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O-GIcNAc : O-linked B-n-acetylglucosamine
OXPHOS : Phosphorylation oxydative

P2X7R : Récepteur purinergique p2x7

PARP : Poly(adp-ribose) transférase

PBS : Phosphate-buffered saline

PDGF : Platelet-derived growth factor

PE : Phosphatidylethanolamine

PFA : Paraformaldéhyde

PGC-1a : Proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha
PGE2 : Prostaglandine e2

PGK1 : Phosphoglycérate kinase

PI3K : Phosphoinositide 3-kinase

PK : Pyruvate kinase

PPAR : Peroxisome proliferator-activated receptor
PR : Polyarthrite rhumatoide

PRP : Plasma riche en plaquettes

PRX : Peroxiredoxine

gPCR : Quantitative polymerase chain reaction
ROS : Especes réactives de I'oxygene

Runx2 : Runt-related transcription factor 2

SASP : Senescence associated secretory phenotype
ScAAV : Self-complemenary AAV

scRNA-seq : Single-cell RNA-seq

SGLT : Sodium-dependent glucose transporters
Sirt : Sirtuines

Slc : Solute carrier family

SOCS : Suppressor of cytokine signaling

Sox9 : Sry-box transcription factor 9

STAT : Signal transducers and activators of transcription
TGF : Transforming growth factor

TNF-a : Tumor necrosis factor
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UDP-GIcNAc : Uridine diphosphate n-acétylglucosamine
Ulk-1 : Unc-51 like autophagy activating kinase 1

uPAR : Urokinase plasminogéne

UVRAG : UV radiation resistance-associated gene

vg : GEnomes viraux

VPP : Voie des pentoses phosphates

VPS : Vacuolar protein sorting

WISP-1 : Wntl-inducible-signaling pathway protein 1
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I. Introduction

A.  Larthrose
1. Epidémiologie
L'arthrose est une maladie articulaire qui touche toutes les articulations mobiles. C'est Ia
maladie articulaire la plus répandue, dont 528 millions de personnes souffrent dans le monde
[1]. La symptomatologie repose principalement sur une diminution de la mobilité articulaire,
des déformations des articulations et I'apparition de douleurs. Ces symptémes imposent une
réduction importante de la qualité de vie, constituant la premiére cause d’invalidité des
personnes de plus de 40 ans, et menent ainsi a d’'importants colts pour la société. Plus
précisément, les colts directs peuvent représenter de 1 a 2,5% du Produit Intérieur Brut des
pays économiquement développés [2]. Les colts indirects quant a eux sont plus complexes a
mesurer, mais ne sont pas a négliger pour autant, et impliquent principalement un manque
de productivité au travail, des absences plus nombreuses, et des départs a la retraite souvent

anticipés.

La prise en charge actuelle est graduelle et dépend de I’évolution symptomatique de la
maladie (Figure 1). Dans un premier temps, une approche non médicamenteuse peut étre
proposée, reposant ainsi principalement sur la perte de poids et la mise en place d’une activité
physique adaptée, accompagnés d’une sensibilisation générale du patient a une bonne
hygiene de vie [3]. Une récente étude a d’ailleurs mis en évidence le bénéfice d’une diminution
de I'indice de masse corporelle (IMC) dans I'arthrose du genou [4]. D’autres mesures non-
invasives comme le recours aux LIPUS (Low-Intensity Pulsed Ultrasound) peuvent aussi étre
envisagées [5]. Dans les cas oU ces mesures ne seraient pas (ou plus) suffisantes a la
diminution des symptomes, une prise en charge médicamenteuse intervient. La prise de
paracétamol en premiére intention puis d’anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) est alors
fréquente pour pallier a la douleur [6]. Cependant, la prise d’AINS implique plusieurs effets
secondaires pouvant aller des problémes gastriques aux problémes cardiaques. De plus, leur
utilisation a long terme tend généralement a diminuer leur efficacité, voire a augmenter a
terme la douleur ressentie par les patients. Des injections intra-articulaires de corticostéroides

peuvent alors étre envisagées, permettant a court terme une amélioration significative de la
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douleur qui n’est cependant pas durable, et qui sembleraient méme étre déléteres a 5 ans [7].
Ajouté a cela, la répétition systématique d’injections intra-articulaires n’est pas envisageable
a cause des risques d’infections et de l'inflammation locale associée. Une intervention
chirurgicale est alors inévitable dans les cas d’arthrose les plus sévéres. Dans les cas les plus
simples, les traitements chirurgicaux peuvent étre peu invasifs et réalisés sous arthroscopie
comme lors d’un lavage articulaire ou d’'une ostéotomie. En revanche, elles peuvent aussi aller
jusqu’au remplacement partiel ou total de l'articulation atteinte par une prothése. Cette
ultime solution, génere une augmentation importante des co(ts directs de I'arthrose, mais
reste pour autant trés pratiquée a la vue de I'amélioration importante de la qualité de vie

gu’elle engendre chez la majorité des patients.

Pour autant, il n’existe aujourd’hui aucun médicament permettant de rétablir I'intégrité de
I'articulation ou méme de simplement enrayer les mécanismes menant au développement de
I'arthrose (Disease-modifying osteoarthritis drug: DMOAD). Compte tenu du nombre
important de patients atteints d’arthrose et du colt engendré pour la société, le

développement de DMOADSs représente alors un enjeu majeur de santé publique.

Prise en charge

@Non-pharmacologique @Pharmacologique @ Chirurgie
Education _AINS

Exercice _Injections intra-

Perte de’poids Y 'art_iculaires

Remplcament |Recherche’ % DMOAD
de l'articulation

Figure 1 : Prise en charge de I'arthrose actuellement

2. Facteurs de risques
L'arthrose est une maladie soumise a différents facteurs de risque. La diversité de ces facteurs
souligne la complexité de cette pathologie (Figure 2). En effet, ces différents facteurs de risque
participent, chacun a leur maniere, au développement de dérégulations anatomiques
(dégradation du cartilage et des tissus mous adjacents, inflammation de la membrane
synoviale, ostéophytes et sclérose de I'os sous chondral...), moléculaires (dérégulation de
I’expression de matrix métalloprotéinases, dégradation des composants matriciels tels que le
collagéne de type Il, I'agrécane et la COMP — Cartilage oligomeric matrix protein — ) et/ou
physiologiques (fibrose de la membrane synoviale, rigidité et déformation du cartilage...). Ces

dérégulations menent finalement toutes a I'apparition de symptoémes communs comme la
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douleur ou la rigidité articulaire. La multiplicité des facteurs pouvant participer a I'apparition

de 'arthrose en fait une maladie complexe a détecter mais aussi a comprendre.

Les principaux
facteurs de risque

Obésite

~

Age

Sexe Trauma

Figure 2 : Les facteurs de risque de I'arthrose.
a. Age
L’age est parmi les facteurs de risque les plus largement cités et décrits. En effet, une grande
partie de la population agée mondiale est touchée par I'arthrose puisque 9,6% des hommes
et 18% des femmes de plus de 60 ans sont atteints d’arthrose (Figure 3) [8]. Ce facteur de
risque représente un enjeu majeur dans nos populations vieillissantes. Ainsi, la prévalence de
I'arthrose qui a déja augmenté de 114% depuis 1990 [9], [10], ne cesse d’augmenter avec le

vieillissement de la population.
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Figure 3 : Prévalence de I'arthrose (2017) mettant en évidence I'age et le sexe comme facteurs de risque. Tirée de Safiri et
al. 2017 [8].

Au-dela d’une prévalence accrue chez les personnes agées, les mécanismes mis en jeu au
cours de I'arthrose ainsi qu’au cours du vieillissement sont tres similaires. Les caractéristiques
cellulaires du vieillissement sont les suivantes : I'instabilité génomique, le raccourcissement
des téloméres, les altérations épigénétiques, la perte de I'homéostasie protéique, la
dérégulation du systeme de détection et de régulation des nutriments, les dysfonctions
mitochondriales, la sénescence, I'appauvrissement de la capacité régénératrice des cellules
souches ainsi que la dérégulation de la communication intercellulaire [11]. Parmi ces
caractéristiques, les altérations épigénétiques, la perte de I'homéostasie protéique, les
dysfonctions mitochondriales, ainsi que la sénescence, sont les principales caractéristiques

aussi retrouvées au cours d’un développement arthrosique.

Il est intéressant de noter que malgré la forte prévalence de I'arthrose dans la population
agée, toutes les personnes agées ne souffriront pas d’arthrose [12].Cette observation conforte

I'aspect complexe et multifactoriel de la mise en place de cette maladie.

D’un point de vue thérapeutique, le mimétisme de certains mécanismes impliqués dans le
vieillissement et dans le développement de I'arthrose fait des facteurs anti-ages des cibles

d’intérét. Cette stratégie thérapeutique sera développée ultérieurement dans ce manuscrit.
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b. Génétique
L'arthrose n’est pas une maladie génétique. Pour autant, certains loci peuvent étre
significativement associés a un développement d’arthrose. Une récente étude trés compléte
a d’ailleurs permis de mettre en évidence une centaine de loci associés a I'arthrose [13]. Cette
étude est d’autant plus intéressante qu’elle a distinguée 11 phénotypes d’arthrose différents,
permettant ainsi d’identifier des loci spécifiguement associés a la localisation anatomique, au
sexe ou encore au stade d’arthrose. Les loci d’intérét ont alors pu étre associés a des
mécanismes biologiques présentant donc un role clé dans la pathophysiologie de I'arthrose
comme l'adipogenese, le développement squelettique, ou encore la réponse immunitaire et

I'inflammation.

C. Sexe
D’une maniére générale, les femmes sont plus sujettes au développement de l'arthrose.
Cependant, les différences sont plus ou moins marquées d’une articulation a une autre (Figure
4). En effet, alors que la différence est trés marquée pour la gonarthrose, et I'arthrose des
mains, elle I’est beaucoup moins pour la coxarthrose par exemple [14]. De fagon intéressante,
a événements traumatiques égaux, les femmes sont aussi plus susceptibles de développer une
arthrose post-traumatique [15]. Il est intéressant de noter que chez la souris, la sévérité de
I'arthrose induite chirurgicalement est plus importante chez les méales que chez les femelles
[16]. De facon plus marquante encore, le role de certaines voies de signalisation, comme I’IL-
6 chez la souris, peut différer d’'un sexe a I'autre [17]. Récemment, il a été montré que la
signalisation de I'IL-6 contribue a la dégradation du cartilage et a la douleur chez les souris
males mais pas chez les souris femelles [18]. En revanche, une étude récente a mis en évidence
gue tant les males que les femelles présentaient de la douleur en réponse a une induction

chirurgicale d’arthrose [19].
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Figure 4 : Mise en évidence de I'incidence de I'arthrose en 2019 selon le sexe et I'articulation touchée. Tirée de Long et al.
2022 [10].

Cette prévalence dépendante du sexe n’est pas complétement expliquée par les
connaissances actuelles. Alors que les cestrogenes [20], et des événements tels qu’une
ménopause précoce ont été associés a une prévalence accrue chez les femmes, I'implication
hormonale reste controversée [21]. D’autres éléments de réponses comme |'activation
préférentielle de certaines voies de signalisation chez les femmes ménopausées comme la
voie PI3K/Akt (Phosphoinositide 3-kinase/Akt) [22] pourraient participer a I'explication de
cette prévalence accrue chez les femmes. De plus, I'étude génétique précédemment citée
[13], a permis de mettre en évidence trois loci associés a I'arthrose de fagon prédominante
chez la femme. Parmi les 3 loci identifiés, un est en lien avec un géne impliqué dans le
développement d’'une ménopause précoce (rs116112221), alors que les deux autres
(rs10453201 et rs10282983) ont notamment été associés a des régions géniques impliquées

dans la densité minérale osseuse.
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d. Traumatisme
Comme évoqué précédemment, I'arthrose peut se développer au cours du vieillissement, ou
bien a la suite d’un traumatisme articulaire. On distingue alors I'arthrose spontanée de
I'arthrose post-traumatique. Bien que les conséquences de la pathologie se traduisent dans
chacun des cas par une douleur importante associée a une perte de mobilité articulaire,

I'initiation de ces deux types d’arthroses differe.

Les modeéles animaux d’arthrose post-traumatique consistent majoritairement en un acte
chirurgical ayant pour but la déstabilisation de I'articulation via une altération méniscale ou
bien ligamentaire [23]. A la suite de cette induction chirurgicale une phase inflammatoire
aigue est observée, comme c’est aussi le cas chez ’lhomme a la suite d’'un traumatisme
articulaire [24]. En paralléle, la déstabilisation générale de I'articulation qui fait suite au
traumatisme méne a un déséquilibre des forces auxquelles I'articulation est soumise. Ainsi, il
a été montré que I'application de forces non physiologiques sur I'articulation de souris a la
suite d’une rupture des ligaments s’accompagnait d’une perte de protéoglycanes [25]. De
plus, la structure organisée de la MEC (matrice extra-cellulaire) permet, non seulement, de
maintenir les propriétés biomécaniques nécessaires pour supporter les charges normales
subies par l'articulation, mais aussi, de séquestrer et réguler le relargage de molécules
bioactives. Ainsi, lorsque le cartilage est soumis a des forces anormales, plusieurs molécules
comme FGF2 (Fibroblast-growth factor-2) ou TGF-B1 (Transforming Growth Factor-B1)
peuvent étre libérées et participent aussi a I'activation de voies de signalisation modifiant la
composition de la MEC [26]-[28]. L'aspect biomécanique mis en jeu au cours d’un
traumatisme articulaire participe alors activement a la dégradation du cartilage (Figure 5).
Cependant, I'inflammation associée aux phases précoces joue aussi un réle clé. En effet, chez
les patients ayant subi une reconstruction aprés une rupture ligamentaire, alors que
I’équilibre de I'articulation est restaurée, des cas d’arthrose post-traumatique sont malgré

tout observés [29].
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Figure 5 : Représentation schématique de I'impact de charges anormalement élevées sur le cartilage articulaire. Adaptée de
Gilbert et al. 2021 [25].

e. Troubles métaboliques
La mise en place de mesures socio-diététiques en premiére ligne de traitement de 'arthrose
s’explique notamment par le risque accru existant chez les patients souffrant de dérégulations
métaboliques. En effet, 'augmentation de I'MC (IMC>25) [30], et de fagcon encore plus
marquée, I'obésité (IMC>30), augmente jusqu’a 3 fois le risque de développer de I'arthrose
par rapport a une personne a I'IMC moyen [31]. L'augmentation de I'IMC induit des
contraintes biomécaniques plus importantes participant a la dégradation du cartilage et ainsi,

au développement de I'arthrose au niveau des articulations portantes.

Pour autant, tout ne peut pas étre expliqué par les aspects mécaniques, car des articulations
non portantes comme celles des doigts sont aussi le siege d’'un développement accru
d’arthrose chez les patients obéses ou plus largement atteints d’'un syndrome métabolique.
Le syndrome métabolique se traduit par la présence d’au moins 2 des affections suivantes

diagnostiquées : obésité, hypercholestérolémie, présence élevée de triglycérides,
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hypertension ou intolérance au glucose [32]. Le syndrome métabolique est largement associé
a une inflammation de bas grade qui contribue au développement de I'arthrose [33], [34]. En
effet, le surplus de nutriments disponibles qui dérégule les processus métaboliques, et le
surplus de tissu adipeux qui favorise la production d’adipokines, participent au maintien d’'une
inflammation de bas grade [35]. C'est alors la présence accrue de cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a et IL-6 notamment) qui semble étre déterminante dans le

développement de I'arthrose chez ces patients [36].

3. Physiopathologie
En plus d’étre une pathologie multifactorielle, la complexité de la compréhension de I'arthrose
s’accroit avec le fait que ce soit une maladie de I'articulation entiére. Ainsi tous les tissus de
I'articulation peuvent étre atteints au cours de I'arthrose. En effet, alors que I'intérét principal
de la communauté s’est longtemps exclusivement porté sur le cartilage et les dérégulations
menant a sa dégradation, on prend aujourd’hui conscience du réle de I'articulation dans son
intégralité (Figure 6). De plus, plusieurs endotypes, définis par des sous-types d’arthrose
associés a différents mécanismes moléculaires, peuvent étre distingués impliquant par
exemple préférentiellement soit une altération des mécanismes de réparation, soit la
présence d’inflammation, ou la dérégulation des mécanismes métaboliques [37]-[39]. Ceci
implique une compréhension non seulement de I'aspect moléculaire mais aussi de I'aspect
phénotypique associés a une atteinte plus marquée du cartilage, de la membrane synoviale
ou bien de I'os sous-chondral. Bien que ces 3 tissus soient ceux qui sont communément
reconnus comme pouvant mener au développement de l'arthrose, tous les autres tissus
articulaires (tendons, ligaments, muscles etc.) participent également a la dérégulation de

I’"homéostasie articulaire.
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Figure 6 : Altérations articulaires pouvant survenir au cours de I'arthrose.

a. Le cartilage articulaire
Le cartilage articulaire est le tissu conjonctif présent a la surface des os impliqués dans une
articulation. C’est un tissu qui n’est ni innervé, ni vascularisé et qui puise alors les différents
éléments utiles a sa survie (nutriments et O) par diffusion depuis les tissus adjacents et, dans
le cas d’une articulation synoviale, le liquide synovial. Enfin, seulement 1 a 10 % de son volume
total est constitué de cellules. Les cellules du cartilage, les chondrocytes, a I'image du reste du
tissu sont précisément organisées en différentes couches (Figure 7). On observe alors, une
couche superficielle ou les chondrocytes sont densément présents, de morphologie ovale et
orientés parallélement a la surface articulaire. On retrouve dans cette couche superficielle des
cellules chondro-progénitrices qui expriment notamment Prg4 codant pour la lubricine, un
protéoglycane [40]. Puis, une couche intermédiaire ou les chondrocytes présentent une
morphologie un peu plus sphérique sans organisation précise. Et enfin, une couche profonde
délimitée par la tide mark ou les chondrocytes sphériques sont empilés en colonne, sous
laguelle, avant I’os sous-chondral, se trouve une zone ou le cartilage est calcifié, se traduisant

par la présence importante de collagéne de type X et par une hypertrophie des chondrocytes.
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Figure 7 : Représentation schématique de I'organisation cellulaire au sein du cartilage articulaire normal.

Le reste du volume du cartilage (> 90%) constitue la MEC [41]. La MEC se compose
principalement d’eau (~80%), le reste étant composé de macromolécules [42]. Les
macromolécules, jouent un role extrémement important dans le maintien de la structure et
de la fonction du cartilage articulaire. Ces macromolécules peuvent se sous-divisés en trois
grandes familles, les protéines collagéniques et non-collagéniques (fibronectine, laminine
etc.), les protéoglycanes et les glycosaminoglycanes (Figure 8). Le collagéne de type I
représente 90 a 95% des différents types de collagene qui composent la MEC [43], et est
garant de la structure, et du volume du cartilage. Les collagénes de type IX et XI représentant
respectivement ~3% et ~1% du collagene matriciel, participent eux, via des interactions avec
le collagene de type Il au maintien de la MEC et a la résistance aux forces imposées a
I'articulation [25]. Enfin le collagéne de type VI participe aux interactions entre la MEC et les

chondrocytes [44].

Les agrécanes, protéoglycanes majoritairement retrouvées, covalemment liées aux
glycosaminoglycanes (GAGs) participent largement au maintien des propriétés biomécaniques
du cartilage lui permettant de répondre aux compressions lors de la mise en charge des
articulations, ainsi qu’aux forces de friction [43]. Parmi les GAGs, on retrouve les héparanes
sulfate, la chondroitine sulfate ou encore I'acide hyaluronique. L’acide hyaluronique est
capable d’interagir avec le CD44 des chondrocytes [45], participant ainsi au maintien de la
MEC péri-cellulaire [46]. De nombreux autres protéoglycanes sont aussi retrouvés dans le

cartilage comme la décorine ou encore le glypican. Enfin, les COMP participent aussi au
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maintien de la structure de la MEC, d’une part, en favorisant la synthése d’éléments essentiels
comme le collagéne de type Il et les protéoglycanes et d’autre part, en inhibant la production
de collagene | et X [47]. Le tout forme un ensemble extrémement bien organisé, chaque
composant étant indispensable a I'autre, a I'instar des cellules, qui, bien que relativement peu

représentées sont indispensables a la production de la MEC.
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Figure 8 : Représentation schématique de la matrice extracellulaire du cartilage, d’aprés Chen et al. 2006 [48].

Au cours de I'arthrose, ce fin équilibre s’érode : les chondrocytes subissent des changements
phénotypiques anormaux menant ainsi a la destruction de la MEC, qui, elle-méme, favorise
des comportements cellulaires anormaux (Figure 9). Plus précisément, les chondrocytes vont
mettre en place des processus cataboliques, hypertrophiques, et proliférer de maniere

anormale menant inévitablement a la compléte déstructuration du cartilage [49], [50].

Les processus cataboliques se traduisent principalement par la dégradation de 2 des
composants majeurs de la MEC, le collagéne de type Il et les agrécanes (Figure 8). Les enzymes
responsables de cette dégradation sont les matrix métalloprotéinases (MMPs) et les ADAMTS
(A Disintegrin And Metalloproteinase with ThromboSpondin motifs), des enzymes zinc-

dépendantes produites par les chondrocytes. La famille des ADAMTS se compose de 19
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membres, parmi eux on retrouve notamment des agrécanases (ADAMTS 1, 4, 5 et 9), ou
encore des ADAMTS capables de protéolyser les COMP (ADAMTS-7 et ADAMTS-12) [51], [52].
Les ADAMTS jouent ainsi un role important dans la dégradation de la MEC qui intervient au
cours de l'arthrose [52], [53]. La dégradation des agrécanes, est un événement important et
précurseur car il a été observé dans les phases précoces de I'arthrose [54], [55], ainsi les
ADAMTS interviennent généralement avant les MMPs. |l existe 23 MMPs humaines [56]. Bien
gue plusieurs MMPs soient, comme les ADAMTS, capables de cliver les agrécanes au cours de
I'arthrose, I'activité agrécanase des MMPs ne semble pas étre prédominante [57]. Parmi les
MMPs fortement impliquées dans 'arthrose, les MMP-1 et MMP-13 sont des collagénases
[58], [59]. La dégradation du collagéne est un processus irréversible apres lequel la MEC ne
peut donc plus se réparer [60], alors que la dégradation des agrécanes est un processus qui se
produit aussi dans un cartilage normal, lors du renouvellement de la MEC [61], [62]. Dans ce
contexte, les MMP-1 et 13 jouent un réle majeur dans la dégradation du cartilage. Les
expressions d’autres MMPs peuvent également étre augmentées au cours de l'arthrose,
comme les MMP-2, MMP-3 ou MMP-9, qui elles sont capables de cliver les composants non-
collagéniques du cartilage [63]. Au-dela de l'action directe de dégradation de la MEC, les
MMPs peuvent aussi réguler de nombreux systéemes en permettant la libération de facteurs
de croissance ou de protéines de surface, ou encore en modulant des médiateurs de
I'inflammation [64]. Les MMPs sont donc des enzymes clés du développement de I'arthrose
lorsqu’elles sont anormalement sécrétées par les cellules de I'articulation. En effet, les
chondrocytes ne sont pas les seuls producteurs de MMPs, et d’autres types cellulaires de

I'articulation, comme les synoviocytes, peuvent aussi participer a la production de MMPs [59].
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Figure 9 : Coupes histologiques d’unités ostéo-chondrales colorées a la Safranin-O présentant un cartilage intact (a gauche)
et un cartilage fortement dégradé (a droite).

Certains chondrocytes, pourtant proches de la surface, vont quant a eux reprendre un
processus de différenciation vers un phénotype hypertrophique [65]. Le phénotype
chondrocytaire hypertrophique induit une modification globale du programme d’expression
génique qui impligue notamment Sox9, et Runx2 [66]. En effet ce phénotype hypertrophique
est normalement, dans un cartilage articulaire sain, celui des chondrocytes de la couche
profonde et calcifiée du cartilage articulaire ou ils participent a la dégradation de la MEC du
cartilage via la sécrétion de MMP13 et a la minéralisation de leur environnement via une
augmentation de I'expression de la phosphatase alcaline [65]. La présence de chondrocytes
hypertrophiques, anormalement répartis dans le cartilage méne alors a sa calcification via
notamment la synthése de collagene de type X [67], lui faisant perdre ses fonctions et ses
propriétés biomécaniques. De plus, les chondrocytes hypertrophiques peuvent se
transdifférencier en ostéoblastes, contribuant ainsi a la formation d’ostéophytes au cours de

I'arthrose [68].

Bien que ce phénotype hypertrophique soit le phénotype chondrocytaire le plus documenté
dans le contexte de I'arthrose, de nombreux autres phénotypes pathologiques ont aussi été
observés et finement décrits grace a une récente analyse de scRNA-seq [69]. Ainsi les

phénotypes chondrocytaires retrouvés sont les suivants : prolifératif, pré-hypertrophique,

Page 32 sur 198



hypertrophique, fibroblast-like, effecteur, régulateur et homéostatique. Alors que les 4
premiers phénotypes chondrocytaires étaient déja bien décrits dans la littérature, les
chondrocytes effecteurs, régulateurs et homéostatiques sont de nouvelles sous-populations,
aux marqueurs respectivement impliqués dans des processus métaboliques, la régulation de
voie de signalisation, la régulation du cycle cellulaire, et du métabolisme des ARNs. D’apreés
cette étude, les chondrocytes effecteurs sont retrouvés dans les premiéres phases de
I'arthrose, alors que les phénotypes régulateurs et homéostatiques semblent répartis
relativement uniformément au cours des différentes phases. Cette étude fait émerger de
nouvelles perspectives thérapeutiques a mettre en place de facon personnalisée en fonction

des différents stades de I'atteinte du cartilage des patients.

b. L’0s sous-chondral
L'os sous chondral est la structure anatomique située directement en dessous du cartilage
articulaire. Ainsi, les dérégulations qui ont lieu au sein du cartilage au cours de I'arthrose
impactent directement son interaction avec I'os sous-chondral, et inversement (Figure 10).
C’est d’ailleurs la raison pour laguelle ces deux tissus sont souvent associés en une unité ostéo-
chondrale. Bien que différentes définitions des limites de I'os sous-chondral existent dans la
littérature [70], nous considérerons ici qu’il se divise en deux parties : la premiére, au contact
de la zone de cartilage calcifié, est une fine plaque d’os cortical principalement composée de
collagene de type |, alors que la seconde, I'os sous-chondral trabéculaire est une structure
poreuse remplie de moelle osseuse, de vaisseaux et de tissu nerveux [71]. L'os sous-chondral
normal a pour fonction I'atténuation, de maniére plus efficace que le cartilage articulaire, des
charges qui traversent I'articulation [72]. Ainsi, 'os sous-chondral s’adapte de facon trés
dynamique aux forces mécaniques qu'’il subit notamment grace au processus de remodelage
osseux. Le remodelage osseux est défini par un équilibre entre la formation et la résorption

osseuse médiées par les ostéoblastes et les ostéoclastes [73].

Au cours des phases précoces de |'arthrose, I'os sous-chondral est le siége d’'un remodelage
anormalement élevé [74], alors que dans les phases plus tardives, une sclérose importante de
I’os sous chondral est observée [75]. Ainsi dans les phases précoces, la perte osseuse associée
au nombre élevé d’ostéoclastes présents au niveau de I'os sous-chondral perturbent la
transmission des forces auxquelles sont contraintes les articulations et favorisent alors la

destruction du cartilage [76]. Au-dela de I'aspect mécanique, la plaque d’os cortical sous-

Page 33 sur 198



chondral est le premier lien direct permettant une rapide communication avec le cartilage a
travers des canaux ou encore des vaisseaux sanguins qui pénétrent la zone calcifiée du
cartilage (Figure 10) [70]. A terme, ces nouveaux vaisseaux vont rompre la limite formée par
la tide mark, et pénétrer la zone profonde du cartilage [77]. Indispensable au cartilage profond
pour disposer de ses nutriments en condition normale, la fine porosité entre la zone de
cartilage calcifié et la plaque corticale d’os sous-chondral participe, en conditions
pathologiques, a la transmission de molécules néfastes de I'os sous chondral vers le cartilage,
et inversement. Ainsi, la sécrétion d’ADAMTS ou de MMPs par les chondrocytes et
réciproquement de cytokines ou de facteurs de croissance comme IGF-1 par I'os sous chondral

participent a I'altération de I'unité ostéo-chondrale au cours de I'arthrose [73].
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Figure 10 : Représentation schématique des dérégulations impactant I'unité ostéo-chondrale dans les stages précoces
(gauche) et tardifs de I’arthrose (droite). D’apres Yuan et al. 2014 [73]

Finalement, I'os sous-chondral se densifie anormalement, perd ses fonctions de support aux
forces biomécaniques subies par I'articulation et participe activement a la calcification du
cartilage [75]. Les ostéophytes sont l'ultime expression de cette activité osseuse
complétement dérégulée. Pour autant, plusieurs études montrent que le role de ces
ostéophytes serait finalement plutot protecteur et contribuerait ainsi a stabiliser I’articulation

[78]-[80].

C. La membrane synoviale
La membrane synoviale est le tissu qui participe a la mobilité articulaire par la production du
liguide synovial, en communiquant a la fois avec les structures internes de I'articulation et les

tissus musculo-squelettiques. La capsule synoviale quant a elle maintient la cavité articulaire.
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D’un point de vue histologique, la membrane synoviale peut étre séparée en 2 zones : la lining,
bordant la face interne de la membrane, formant une barriére compacte et séparant ainsi la
cavité renfermant le liquide synovial du reste de I'articulation, ainsi que la sub-lining (Figure
11). La lining se compose de deux a trois couches de fibroblastes liés entre eux par la
cadhérine-11 qui participe a la formation de tight-jonctions et ainsi au maintien de la structure
et de I'organisation de cette couche bordante [81]. On y retrouve aussi des macrophages non-
monocytaires. Les fibroblastes de la lining produisent majoritairement la lubricine, et I'acide
hyaluronique qui participent a la protection et au maintien de l'intégrité du cartilage
articulaire [82] ainsi que de la production des constituants matriciels de la sub-lining [83]. Les
macrophages de la lining, quant a eux, exercent un réle protecteur grace a leur activité de
phagocytose, permettant ainsi un renouvellement permanent des constituants du liquide
synovial [84]. La sub-lining, beaucoup plus vascularisée que la lining, est composée de
fibroblastes et de macrophages entourés par une MEC. De la méme maniere que les
interactions cellules-cellules jouent un role fondamental dans le maintien de la lining, les
interactions cellules-MEC sont clés pour le maintien de I'intégrité anatomique et fonctionnelle

de la sub-lining [83].

Au cours de I'arthrose, différentes caractéristiques plus ou moins marquées se développent
au sein de la membrane synoviale. Ainsi on distingue I’hyperplasie, la fibrose, la présence
anormale de débris et I'inflammation comme principales caractéristiques d’'une membrane

synoviale arthrosique [85].
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Figure 11 : Unité anatomo-fonctionnelle de I'lIFP et de la membrane synoviale.
L'inflammation de la membrane synoviale (la synovite) chez les patients arthrosiques a été
mise en évidence tant a des stades précoces de la maladie qu’a des stades avancés et a aussi
été associée a I'apparition de douleurs [86]. De plus, Roemer et al. ont montré que sur 111
patients souffrant d’arthrose du genou, 99 (89%) présentaient une synovite [87]. Cette
inflammation est donc une caractéristique importante associée a l'arthrose. La synovite se
caractérise par une prolifération anormale des fibroblastes ainsi qu’un recrutement de
macrophages [88] qui méne a une hyperplasie de la lining. L’activation des fibroblastes ainsi
gue des macrophages peut étre la conséquence des produits de dégradation du cartilage, les
DAMPs (Dammage Associated Molecular Patterns), ou bien aussi de cytokines pro-
inflammatoires comme I'IL-1B, le TNF-a ou I'lL-6. La sub-lining quant a elle, est enrichie en
macrophages, en lymphocytes T, B ainsi qu’en cellules endothéliales pour la composition des
vaisseaux sanguins [89]. A l'instar des chondrocytes, des études de scRNA-seq [90], [91] ont
permis de mettre en évidence différents phénotypes fibroblastiques et ainsi de mieux
appréhender la répartition et le réle pathologique de chacun de ces phénotypes au cours de
I'arthrose. Par exemple, les fibroblastes CD34 THY" qui sont localisés dans la lining sont plus

abondants dans les membranes arthrosiques que dans des membranes arthritiques [92]. En
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effet, ces fibroblastes ont la particularité d’exprimer le promoteur BMP-6 (Bone
morphogenetic protein-6) qui participe a la formation des ostéophytes, ce qui corréle en effet
a ce qui peut étre observé au cours de I'arthrose. De plus, une étude de scRNA-seq a permis
de mettre en évidence qu’au cours de I'arthrose, une population de fibroblastes de la lining
exprimant le géne codant pour la R-spondine 2, un agoniste de la voie Wnt/B-caténine, ainsi
gue des niveaux élevés de Prg4 favorise le développement d’arthrose post-traumatique [93].
Ainsi, ces exemples illustrent le réle clé que les fibroblastes de la membrane synoviale peuvent
jouer dans le développement de I'arthrose. Enfin, les macrophages ne sont pas en reste. En
effet, une hétérogénéité importante des sous-types de macrophages est présente au sein de
la membrane synoviale des patients arthrosiques [85]. Ainsi, une fine compréhension du réle
de ces différents acteurs pourrait alors permettre d’identifier de nouvelles cibles

thérapeutiques pour I'arthrose.

La membrane synoviale est, de plus en plus, décrite comme faisant partie d’une unité
fonctionnelle et anatomique comprenant aussi le tissu adipeux de I'articulation ou fat pad
[94]. Au sein d’un genou il existe plusieurs fat pad qui se distinguent par leur localisation dans
I'articulation, pour autant ils sont tous situés entre la capsule et la membrane synoviale
(Figure 11). Cependant, le fat pad qui est le plus largement étudié est le fat pad infra-patellaire
(IFP), aussi appelé Hoffa’s pad [95]. L'IFP se compose d’adipocytes, de fibroblastes mais aussi
de cellules immunitaires, notamment de macrophages [96]. De nombreux échanges
moléculaires peuvent donc avoir lieu entre la membrane synoviale et le fat pad qui partagent
des types cellulaires communs en plus d’'une proximité anatomique (Figure 11). De plus, les
phénoménes de fibrose et d’inflammation sont des caractéristiques partagées au cours de
I'arthrose entre le fat pad et la membrane synoviale. Cette interaction favorise de part et
d’autre le développement de ces processus pathologiques. Ainsi, tout comme la membrane
synoviale, le fat pad participe lui aussi a la dégradation du cartilage [97]. L'inhibition de la
fibrose pouvant survenir dans le fat pad a alors récemment été associée a une diminution de

la dégradation du cartilage mais aussi de la douleur dans des modeles de rats arthritiques [98].

B. Lescibles thérapeutiques dans I’arthrose

Les différents facteurs de risques associés a la maladie qui ont été présentés précédemment

sont a l'origine de mécanismes cellulaires divers, mais cependant d’intérét dans la
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compréhension de la maladie. Ainsi différentes cibles thérapeutiques émergent des

dérégulations cellulaires décrites de fagon plus approfondie dans la suite de cette partie.

1. Le vieillissement

Comme évoqué précédemment, le vieillissement et I'arthrose partagent des mécanismes tres
similaires. Le ciblage de ces différentes altérations liées a I'age représente alors une piste

thérapeutique pour le traitement de I'arthrose.

a. La sénescence

La sénescence cellulaire se caractérise par différents attributs, un arrét irréversible du cycle
cellulaire, des altérations lysosomales, I’hypertrophie cellulaire, la réorganisation de I’ADN, les
dommages a I’ADN et le Senescence Associated Secretory Phenotype (SASP). Parmi ces
différentes caractéristiques, I'arrét du cycle cellulaire et le SASP, sont les plus caractéristiques
(Figure 12). La composition de ce SASP pouvant changer en fonction du type cellulaire et du
type d’induction de la senescence, sa composition n’est pas completement connue.
Cependant au sein des composants les plus représentés du SASP, on retrouve de nombreuses
cytokines (IL-1pB, IL-6, IL-8, TNF-a), des chimiokines (CCL2, GROa), des protéases (MMP1, 3 ou
13), ou encore des facteurs de croissance (TGF-, IGFBPs) [99].
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Figure 12 : Caractéristiques des cellules sénescentes et influence du SASP sur les cellules de I'articulation (chondrocytes,
synoviocytes, cellules immunitaires...)

La sénescence est un état cellulaire nécessaire a de nombreux mécanismes physiologiques,

mais qui peut aussi étre détourné a des fins pathologiques. En effet, les cellules sénescentes
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permettent le remodelage de nombreux tissus, passant par un état sénescent qui mene
ensuite a leur élimination, et jouent ainsi un réle fondamental au cours du développement
[100]-[103]. Au cours du vieillissement, la sénescence joue aussi un role protecteur en
permettant I'élimination des cellules ayant accumulées des défauts au fil du temps. Mais
lorsque les cellules sénescentes persistent et ne peuvent plus étre éliminées assez rapidement
par le systeme immunitaire, leur activité résiduelle — de sécrétion du SASP notamment —
devient délétere et participe a de nombreuses pathologies ainsi qu’au vieillissement. Par
conséquent, il a été montré que la suppression des cellules sénescentes permettait de limiter

I’'apparition de pathologies liées a I’age [104].

Dans I'articulation aussi, on observe, au cours du vieillissement, une accumulation des cellules
sénescentes que ce soit des chondrocytes, des fibroblastes synoviaux ou méme des ostéocytes
[105], [106]. Les traumatismes articulaires ou les stress mécaniques anormaux ont aussi été
associés a une augmentation du nombre de chondrocytes sénescents ainsi qu’a une
dégradation accélérée du cartilage [107], [108]. Ces éléments réunis font donc de
I’'augmentation anormale du nombre de cellules sénescentes un élément important

participant au développement de I'arthrose.

D’un point de vue moléculaire, certaines caractéristiques des cellules sénescentes sont
communes avec des processus délétéres qui apparaissent au cours de I'arthrose. Par exemple,
les cellules sénescentes produisent une quantité anormale d’especes réactives de I'oxygene
(ROS), elles peuvent aussi exprimer anormalement des protéines de surface comme par
exemple I'activateur d’urokinase plasminogene (UPAR) [109], ou enfin sécréter des molécules
pro-inflammatoires via le SASP, autant d’éléments qui sont aussi retrouvés dans une
articulation arthrosique (Figure 12). Les cellules sénescentes gardent aussi leur capacité de
sécrétion des vésicules extracellulaires. Ces vésicules extracellulaires peuvent transporter des
ARNSs ou des protéines favorisant le développement de la sénescence dans les cellules voisines
[110], et participant ainsi a une présence anormale de cellules sénescentes [111]. De plus, ces
éléments participent au maintien d’une inflammation locale et d’un déséquilibre du stress
oxydant. Ainsi, il a été montré que I'élimination des cellules sénescentes exprimant p16'/Nk42
dans I'articulation protégeait du développement d’arthrose post-traumatique ou liée a I'dge

dans des modeéles murins [112].
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La sénescence apparait alors comme une cible d’intérét pour la thérapie de I'arthrose. Deux
stratégies sont envisagées: ['utilisation de sénolytiques, des molécules permettant
I’élimination des cellules sénescentes, ou bien de sénomorphiques, des molécules permettant
la modulation des phénotypes pathogenes associés aux cellules sénescentes, comme la
modulation de l'activité des constituants du SASP. Parmi les sénolytiques actuellement en
essai clinique, la molécule UBX-0101 est en évaluation de phase Il. Malgré les résultats
précliniques tres prometteurs [112], les résultats de I'essai clinique ne semblent pas mettre
en évidence une amélioration de la mobilité et de la douleur des patients traités a 'UBX-0101,
guelle que soit la dose, comparés a ceux traités avec un placebo et ceci malgré I'évaluation de

différents scores de douleurs (NCT04129944).

b. L’autophagie
Il existe un lien fort entre la sénescence et I'autophagie [113]. L’autophagie est un processus
intracellulaire qui permet la dégradation de protéines ou d’organelles anormales par les
lysosomes permettant ainsi le maintien de I’homéostasie cellulaire. Il existe trois types
d’autophagie : la micro-autophagie, la macro-autophagie et I'autophagie médiée par les
protéines chaperonnes [114]. La macro-autophagie (ci-apres nommeée, autophagie) est la plus
étudiée d’'une facon générale ainsi que dans le contexte de I'arthrose. Cette voie
autophagique implique que les molécules a éliminer soient, dans un premier temps, isolées
du cytoplasme et séquestrées dans des vésicules cellulaires possédant une double-membrane,
les autophagosomes. Le contenu des autophagosomes sera ensuite dégradé par la fusion de
I'autophagosome avec le lysosome, formant ainsi un autolysosome (Figure 13). Bien que
souvent considéré comme un mécanisme protecteur, il est important de garder a |’esprit qu’il
existe aussi une mort cellulaire qui peut étre accélérée par les processus autophagiques, et
gue la modulation de I'autophagie dans un contexte thérapeutique n’est alors pas si évidente

[115].
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Figure 13 : Le cycle de I'autophagie. Tirée de Lieberthal et al. 2008.

D’un point de vue moléculaire I'autophagie est un processus pouvant étre séparé en
différentes étapes : l'initiation, la nucléation du phagophore, I'élongation de ce dernier pour
former I'autophagosome, la formation de I'autolysosome et la dégradation. Initialement
décrit chez la levure S. cerevisiae, les génes codant pour les protéines responsables de la
formation des autophagosomes sont nommeés Autophagy-related genes, Atg. L'initiation de
I’autophagie en réponse a un stress se manifeste par une activation de ’AMP kinase suite a
une élévation du taux d’AMP, qui inhibe alors le complexe mTOR 1 (mTORC1), permettant
finalement 'activation des protéines impliquées dans I'initiation (Atg13, Atg1/Ulk1, Atg101...)
et dans la nucléation (Atg9, Atgl4, Beclin-1...) de 'autophagie. Beclin-1 est une protéine clé
dans la régulation de I'autophagie car elle peut étre inhibée notamment par Bcl-2 via une
interaction physique I'empéchant alors de se complexer avec Atgl4, UVRAG, AMBRA1, VPS15
et VPS34 pour permettre la nucléation du phagophore. Apres l'initiation, les protéines Atg4,
Atg7 et Atg3 permettent la maturation de LC3 en LC3-I puis LC3-Il. Avec I'aide des protéines
PE (phosphatidyléthanolamine) et p62, LC3-Il permet alors de former le cargo autophagique
définit par I"association du phagophore en cours d’élongation et des organelles/agrégats
protéiques devant étre éliminés [116]. Une fois complétement formés les autophagosomes
fusionnent alors avec les lysosomes. La lumiére des autolysosomes ainsi formés est acidifiée
activant des hydrolases initialement présentes dans les lysosomes, permettant finalement la

dégradation du cargo autophagique. La dégradation médiée par le processus autophagique
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permet la production d’acides aminés, de nucléotides, d’acides gras et de sucres (Figure 13).
L’autophagie assure donc, en plus d’une protection contre les stimuli néfastes, le recyclage

d’éléments essentiels a la cellule.

Malgré ses propriétés intéressantes, ce processus diminue peu a peu au cours de I'age menant
ainsi a I'accumulation de produits cellulaires anormaux pouvant devenir toxiques. Dans le
cartilage sain, Ulk-1, Beclin-1 et LC3-1l sont exprimés et suggérent donc que I'autophagie est
un processus actif [117]. Cependant, tout comme au cours du vieillissement, dans les stades
avancés de l'arthrose, I'expression des marqueurs de l'autophagie est anormalement
diminuée [118]. La régulation des marqueurs de I'autophagie est notamment médiée par les
facteurs de transcription de la famille FOXO (Forkhead box O). En effet, les protéines FOXO
sont capables de protéger du vieillissement cellulaire mais aussi de I'arthrose en participant a
la régulation de I'autophagie mais aussi a la régulation du stress oxydant [119]. D’autre part,
la restauration de I'autophagie peut avoir des effets bénéfiques sur la survie des chondrocytes
ou la dégradation de la MEC, protégeant ainsi du développement de I'arthrose [120]-[122].
De facon intéressante, il a aussi été montré dans des macrophages que l'inhibition de
I’autophagie pouvait favoriser la production d’IL-1B [123], suggérant que la promotion de
I’autophagie puisse jouer un réle protecteur au sein de I'articulation a travers différents

mécanismes.

De plus, une extinction inductible et cartilage spécifique de PPAR-y, un facteur de transcription
impliqué dans I'adipogenéese, dans un modele murin d’arthrose, a mis en évidence une
diminution de I'autophagie associée a une accélération du processus d’arthrose [124]. Une
diminution de l'autophagie a aussi été mise en évidence chez les patients obéses ou
présentant un syndrome métabolique [125]. La diminution de I'autophagie n’est donc pas
simplement associée au vieillissement mais aussi a d’autres facteurs de risque de I'arthrose,
renforcant alors I'idée que la restauration de I'autophagie au sein de I'articulation puisse étre

une piste thérapeutique.
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C. Les facteurs anti-vieillissement

(1) a-Klotho, une molécule anti-age d’intérét pour

I"arthrose ?
Le vieillissement et le développement de I'arthrose partagent donc des mécanismes trés
proches [126]. Cette proximité, et le manque de réussite des stratégies thérapeutiques visant
a cibler indépendamment une dérégulation parmi d’autres, ménent a I’hypothése que des
molécules aux propriétés anti-age pouvant agir sur différents aspects en lien avec le
vieillissement et donc aussi en lien avec le développement de I'arthrose pourraient étre d’un
intérét thérapeutique. Parmi ces molécules, un rapide focus sera fait sur la protéine a-klotho

sur laguelle mon projet de thése se portait initialement.

(2) Propriétés anti-age d’a-Klotho
La protéine a-Klotho (Klotho) a été fortuitement découverte pour ses propriétés anti-ages par
Kuro-o et al. en 1997 [127]. En effet, les souris invalidées pour Klotho (ki/kl) développent un
phénotype ressemblant a celui des patients présentant un syndrome de vieillissement
prématuré. Ces souris présentent un retard de croissance qui apparait dés I'age de 3 semaines
et meurent prématurément a I'dge de 8/9 semaines. Au cours de leur courte vie les souris ki/kl
ont de nombreuses dérégulations, comme une perturbation de leur marche, une atrophie des
organes génitaux ainsi que du thymus, de l'artériosclérose, |'apparition d’importantes
calcifications ectopiques, de I'ostéoporose ou encore de I'emphyséme. En revanche, une
surexpression du gene klotho confére une espérance de vie plus longue de 20-30% aux souris

[128].

Klotho, a initialement été décrit pour son role de régulation de I'absorption du phosphate et
de l'activité de la 1,25-dihydroxyvitamine D3 [1,25(OH);Ds3] principalement lié a son
importante expression dans le rein [129]. En revanche, Klotho, qui peut étre présent sous
forme soluble présente aussi de nombreux autres réles dans des tissus ou il n’est pas
nécessairement exprimé. De facon intéressante, Klotho est alors capable d’inhiber la
sénescence [130], [131], le stress oxydant [132], la voie Wnt [133]-[135], la voie IGF-1 [136],
[137], la voie TGF-B1 [138], [139] ou encore de réguler I'autophagie [140]-[143], autant de
processus dont la modulation a aussi été associé a des effets bénéfiques dans le cadre de

I'arthrose.
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(3) a-Klotho et I'arthrose
Malgré de nombreuses évidences d’un réle de Klotho qui pourrait étre protecteur, il n’existe
a ce jour que peu d’études évaluant le role de Klotho dans I'arthrose. Néanmoins, des
polymorphismes du géne de Klotho ont été associés a la survenue d’arthrose du genou [144]
et de la main [145] dans différentes populations, renforcant I'idée du role de cette protéine
dans I'arthrose. Ainsi, il a été mis en évidence que le role de Klotho sur la voie Wnt [146] et le
stress oxydant dans le cartilage [147] ou encore sur la régulation de la dégradation du cartilage
[148], [149] pouvait effectivement protéger des mécanismes arthrosiques. Klotho apparait

ainsi effectivement comme une cible d’intérét.

(4) D’autres exemples de molécules anti-vieillissement
Le facteur a-Klotho n’est pas la seule molécule anti-age qui profite d’'une attention particuliere
dans le contexte de I'arthrose. En effet, d’autres molécules anti-ages comme par exemple Sirt-
1[150], Sirt-6 [151] ou Gdf-11 (Growth differentiation factor-11) pourraient aussi s’avérer étre

intéressantes.

Sirt-1 et Sirt-6 appartiennent a la famille des sirtuines (Sirt-1 a Sirt-7 chez les mammiféres).
Les Sirt sont des enzymes capables d’enlever les groupes acyl des résidus lysines (K) de
différentes protéines. Les protéines cibles des Sirt dépendent de la localisation de ces
dernieres. Les Sirt peuvent étre localisées dans le noyau, dans le cytoplasme ou dans la
mitochondrie. En I'occurrence, Sirt-1 et Sirt-6 sont nucléaires. Sirt-1 joue alors un réle de
régulateur épigénétique en ciblant I'acétylation des histones (par exemple : H3K9, H3K14 ou
H3K16) ou encore en permettant la désacétylation de certains facteurs de transcription. Parmi
les facteurs d’intérét dans I'arthrose, NF-kB (role dans I'inflammation), PGC-1a (r6le dans les
dérégulations métaboliques) et FOX0O3a (réle dans la régulation du stress oxydant et de
I'autophagie) peuvent étre régulés par Sirt-1 [152]. Sirt-6 quant a lui permet une régulation
de la voie NF-kB et de la longueur des télomeres principalement a travers la désacétylation de
H3K9 [151], [153]. Finalement, le role des Sirtuines dans I'articulation a été largement décrit
par Almeida et al. mettant en évidence un réle ambigu de ces protéines anti-age dans le

développement de I'arthrose [154].

Quant a Gdf-11 aussi connu sous le nom de BMP-11, son role initialement décrit est la
régulation des réponses de prolifération et de différenciation cellulaire, et est fortement

impliqué dans la croissance et le développement [155]. Ainsi, Gdf-11 décroit avec I'dge et la
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supplémentation de cette protéine semble restaurer le niveau de certains processus diminués
chez les souris au cours du vieillissement [156]. L'injection de Gdf-11 dans des souris agées a
notamment permis de promouvoir la prolifération de chondrocytes et la synthése de MEC,

grace a une régulation de la voie TGF-B-Smad2/3 [157].

Ces différents exemples illustrent effectivement que des protéines impliquées dans le
vieillissement sont intéressantes a étudier dans le contexte de I'arthrose. En effet, tout
I'intérét de ces molécules réside dans le ciblage de plusieurs mécanismes impliqués dans
I'arthrose. En effet, au regard des espoirs thérapeutiques actuels, par exemple du lorecivivint
qui permet une modulation de la voie Wnt ainsi que de I'inflammation, mettent en évidence
le besoin de développer des molécules capables d’agir simultanément sur différents tissus et
différents mécanismes [158]. Cette stratégie, complexifie en revanche le développement de
thérapie. En effet, comme pour I'autophagie ou d’autre voies de signalisation comme celle du
TGF-B [159], un fin équilibre peut exister entre I'exces et le manque, des molécules aux actions

plus completes deviennent alors d’autant plus difficiles a appréhender.

2. L'inflammation

L'inflammation est un mécanisme naturel permettant dans les cas non-pathogéniques de
combattre une agression (bactérie, virus, traumatisme etc.). En revanche, lorsque cet état
inflammatoire persiste et échappe a toutes régulations, il peut étre associé a de nombreuses
maladies comme les maladies auto-immunes, le cancer ou encore I'obésité [160]-[162]. Ce
processus est aussi largement mis en jeu au sein de I'articulation au cours de I'arthrose [163],

[164].

Le liquide synovial de patients arthrosiques se voit ainsi enrichi en plusieurs molécules pro-
inflammatoires comme I'lIL-1B, I'lIL-6, le TNF-a, I'IL-15 ou encore I'IL-18 [90]. Ces différentes
molécules pro-inflammatoires peuvent aussi bien étre produites par le cartilage, les cellules
de la membrane synoviale [90] ou encore celles du fat pad [96]. L'articulation est donc
impliquée dans sa globalité dans le maintien de cette inflammation de bas grade. Bien que
moins importante que dans la polyarthrite rhumatoide (PR), I'inflammation qui a lieu au sein
d’une articulation arthrosique joue un roéle clé pouvant impacter tant les processus
cataboliques du cartilage que le recrutement des cellules immunitaires au sein de la

membrane synoviale ou du fat pad [96], [165], [166]. Ainsi, en plus d’étre soutenue par de
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nombreux tissus de I'articulation, cette inflammation a un impact sur chacun d’eux. De plus,
I'inflammation est souvent associée a de nombreux autres processus aussi impliqués dans la
pathogenese de I'arthrose comme la sécrétion du SASP par les cellules sénescentes [167],
I'autophagie [168], la dérégulation de la balance oxydative ou encore les dérégulations
métaboliques [169]. De facon intéressante, des processus majeurs comme |’expression
d’enzymes dégradant la MEC peuvent étre régulés par de nombreuses voies de I'inflammation
[170]. Ainsi les voies de signalisation directement liées a lI'inflammation sont fortement
impliquées dans les processus pathologiques. Parmi elles, les voies MAPK (ERKs, JNKs et p38),

NF-kB, JAK/STAT et Wnt sont retrouvées (Figure 14).
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Figure 14 : Voies de signalisation associées l'inflammation
La voie des MAPK (Mitogen-activated protein kinases) se caractérise par une phosphorylation
séquentielle de plusieurs acteurs [171]. Il existe différentes cascades de phosphorylations
définies par les acteurs finaux qui peuvent étre ERK1/2 (extracellular signal-regulated protein
kinases), INKs (c-Jun-aminoterminal kinase) ou p38. Ces trois familles de kinases sont
particulierement activées au cours de l'arthrose [172] et peuvent ainsi participer a la

production de cytokines pro-inflammatoires ou de MMPs. De facon intéressante, les MAPK
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peuvent aussi agir en tant que médiateurs de la douleur [173]. Cette voie de signalisation
participant a divers processus néfastes peut notamment étre activée par I'lL-1 ou le TNF-a.
Ces cytokines sont aussi impliquées, a travers leur interaction avec leur récepteur respectif,

dans l'activation d’une autre des voies impliquées dans I'arthrose, la voie NF-kB.

Les membres de la famille des facteurs de transcription NF-kB sont au nombre de 5 : p65, RelB,
c-Rel, p105 et p100. Pour étre actifs, ces facteurs de transcription doivent agir en homo- ou
en hétérodimeéres. L’'activation de cette voie passe principalement par la levée de la
séquestration de ces facteurs au sein du cytoplasme (Figure 14). Au cours de I'arthrose, cette
voie est activée soit par des cytokines pro-inflammatoires soit par les DAMPs [174]. Une fois
activée, la voie NF-kB va largement participer aux processus cataboliques en activant
I’expression de cytokines (IL-1B8, TNF-a ou IL-6), iNOS ou COX-2 ou encore de MMPs (MMP1,
MMP3, MMP13) [175], [176]. De plus, la voie NF-kB, a travers notamment son régulateur
nucléaire 1kB-7, a récemment été associée a la régulation de la sénescence et a la production
de ROS [177], [178]. Ainsi la voie NF-kB joue un role central d’entretien des processus
pathologiques ayant lieu au cours de I'arthrose et apparait depuis longtemps comme une cible

thérapeutique d’intérét [174].

La présence exacerbée dans le liquide synovial de patients arthrosiques de cytokines comme
I'IL-1B et le TNF-a ainsi que leur implication dans ces voies qui participent aux mécanismes
pathologiques de I'arthrose font de ces deux cytokines, des cibles thérapeutiques
intéressantes depuis de nombreuses années [179]-[181]. Ainsi, plusieurs traitements anti-IL-
1 et anti-TNF ont été évalués dans le contexte de I'arthrose. Pour I'IL-1, des études in vitro
[182]-[184] puis in vivo chez le lapin [185], le chien [186] et le cheval [187], [188] ont montré
une efficacité prometteuse de I'lL-1Ra, I'antagoniste du récepteur a I'lL-1. Des anti-TNF se sont
eux aussi montrés efficaces in vitro [189] ainsi que dans des études pré-cliniques chez le rat et

la souris [190], [191].

Pour autant, les essais cliniques ne sont pas aussi satisfaisants. Par exemple, un essai clinique
de phase Il évaluant le réle du lutikizumab (ABT-981), un anti-IL-1a/B, chez des patients
présentant de I'arthrose associée a une synovite, n’a pas montré d’amélioration de la douleur
percue, ni de la synovite. Plusieurs autres essais cliniques évaluant des anti-IL-1 chez des
patients présentant de I'arthrose du genou ou de la main n’ont pas non plus montré d’effet

bénéfiques, ni sur la douleur, ni sur les résultats d’'imagerie [192], [193]. De la méme maniére,
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un essai clinique évaluant I'efficacité d’un anti-TNF, I’etanercept, chez des patients atteints
d’arthrose de la main n’a pas permis de mettre en évidence une amélioration de la douleur

[194].

L’IL-6 est la troisieme cytokine importante dans I'arthrose. Lorsque I'IL-6 se complexe a son
récepteur IL-6Ra ainsi qu’a son co-récepteur, le gp130, il est alors capable d’activer la voie
JAK/STAT (Figure 14). Les facteurs de transcription STAT (Signal transducers and activators of
transcription) sont activés par JAK (Janus kinases). La voie de signalisation JAK/STAT peut donc
étre activée par des cytokines pro-inflammatoires, comme I'lIL-6, ou bien par la levée des
inhibiteurs de JAK/STAT comme SOCS (Suppressor of Cytokines Signaling). La présence
importante de cytokines pro-inflammatoires dans I'articulation [90] ainsi que la diminution de
I’expression de SOCS dans le cartilage arthrosique [195] participe alors a I'activation de
JAK/STAT au cours de l'arthrose. Le role prépondérant des JAKs dans l'inflammation est
notamment mis en évidence dans la PR, ou l'utilisation d’inhibiteurs spécifiques des JAKs
s’averent étre bénéfiques [196]. De plus, la voie JAK/STAT, participe a la régulation de I'activité
de Sox9 qui est lui-méme un facteur de transcription important dans le maintien du phénotype
articulaire. Ainsi en réponse a I'IL-6, I'expression de Sox9 est inhibée, et le maintien du
phénotype chondrocytaire compromis [197]. JAK/STAT, a travers notamment I'IL-6, en plus de
promouvoir l'inflammation a travers la transcription de différentes cytokines pro-
inflammatoires compromet alors aussi le maintien de I’'homéostasie du cartilage [197]. Dans
ce contexte prometteur, le tocilizumab, un anti-IL-6 a aussi été évalué chez des patients
atteints d’arthrose de la main, mais n’a malheureusement pas permis de diminuer la douleur

chez ses patients [198].

Enfin, la voie de signalisation Wnt joue un réle clé dans la pathologie. Son importance est telle,
qgue le lorecivivint (SM04690), un inhibiteur de la voie Wnt, fait partie des rares molécules
prometteuses pour 'arthrose ayant atteint un essai clinique de phase 3. La voie Wnt se
caractérise, sous sa forme canonique, par l'activation de B-caténine. En condition, non active,
B-caténine est séquestrée et dégradée par un complexe inhibiteur constitué de GSK-3B, APC,
Axin1/Axin2, Dishevelled et CK1. Lorsque les ligands Wnt interagissent avec leurs récepteurs,
Frizzled et LRP5/6, B-caténine est libérée de son complexe et peut alors étre transloquée au
noyau afin d’activer les facteurs de transcriptions TCF/LEF qui vont alors permettre

I’expression des genes cibles de la voie Wnt (Figure 15). Parmi les ligands Wnt associés a
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I'arthrose, le ligand Wnt7b semble particulierement lié a la progression de 'arthrose chez
I’'hnomme [199]. Il existe aussi des antagonistes naturels des ligands Wnt, parmi eux, DKK-1
[200], est inversement corrélé au score radiographique d’arthrose du genou [201]. De plus,
I’'un des genes cibles de la voie Wnt, WISP-1 (Wnt1-inducible-signaling pathway protein 1) qui
peut induire la dégradation du cartilage via I’expression de différentes MMPs, est sur-exprimé
chez ’homme et chez les souris qui présentent de I'arthrose [202]. D’autres voies alternatives
comme les voies Wnt dépendantes du calcium ou les Wnt/PCP, indépendantes de la B-
caténine, peuvent étre activées par des ligands Wnt. Notamment, le ligand Wnt5a retrouvé
comme étant surexprimé dans le cartilage arthrosique, est capable d’activer ces voies

alternatives [203].

Alors qu’il existe de nombreuses évidences de I'implication de la voie Wnt dans I'arthrose, son
association a l'inflammation n’est pas aussi évidente que les voies précédemment décrites.
Pour autant, il a récemment été mis en évidence que l'action du lorecivivint passait
notamment par l'inhibition de NF-kB et de STAT3 indépendamment de la B-caténine [204]
(Figure 14). Les ligands Wnt apparaissent alors, principalement a travers I'activation de voies
non-canoniques, comme des régulateurs secondaires de l'inflammation. Cependant des

interactions entre NF-kB et la voie canonique de Wnt existent aussi [205].

Finalement, les essais cliniques visant a évaluer le réle du lorecivivint ont donné des résultats
convaincants [206] uniquement lorsque les patients présentant une douleur bilatérale ou une
autre douleur associée ont été exclus [158]. Cet exemple illustre parfaitement la nécessité de
stratification des patients et pourrait ainsi permettre d’expliquer les échecs cliniques associés

au ciblage de I'inflammation qui apparait pourtant jouer un réle fondamental dans I'arthrose.
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Figure 15 : La voie canonique de Wnt

3. Le métabolisme

Comme exposé précédemment, les troubles métaboliques sont des facteurs de risque du
développement de I'arthrose, qui participent dans nos sociétés, en plus de I'dge, a une nette
augmentation de la prévalence de I'arthrose. La compréhension du réle du métabolisme dans
I'arthrose ainsi que l'identification de cibles thérapeutiques éventuelles sont alors des enjeux

majeurs.

a. Le métabolisme énergétique
La source majeure d’énergie pour la cellule est 'adénosine triphosphate (ATP). La molécule
d’ATP peut étre produite par certaines réactions de la glycolyse (Figure 16), ou bien par la
phosphorylation oxydative mitochondriale (OXPHQOS) alimentée par les produits du cycle de
Krebs (Figure 17). La production d’ATP par la glycolyse est beaucoup moins efficace que
I’OXPHOS car le résultat net est de seulement 2 molécules d’ATP produites par molécule de
glucose. Physiologiquement, lorsque les cellules ont acces a I'oxygene, le glucose est réduit
par la glycolyse en 2 molécules de pyruvate qui sont oxydés afin d’alimenter le cycle de Krebs

en acétyl-coenzyme-A (acétyl-coA) (Figure 16). Le cycle de Krebs géneére alors 2 molécules
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d’ATP et 8 molécules de nicotinamide adénine di-nucléotide (NADH) et 2 molécules de flavine
adénine dinucléotide (FADH;) (Figure 17) qui participent respectivement a la production de
21 et 4 molécules d’ATP grace a 'OXPHOS (Figure 18). L'OXPHOS nécessite cependant de
I’oxygéne pour pouvoir consommer le NADH et le FADH;, c’est pourquoi, lorsque les cellules
n‘ont pas accés a une quantité suffisante d’oxygéne comme c’est le cas des cellules
musculaires lors d’un effort intense par exemple, le pyruvate est alors préférentiellement
réduit en lactate par la lactate déshydrogénase (LDH, Réaction 9 de la glycolyse). La production

d’énergie repose alors sur le processus, rapide mais moins efficace, de la glycolyse (Figure 16).

Page 51 sur 198



Glucose Lactate

Espace extra-cellulaire

GLUT
Glucose
ATP

HK lc
ADP

Glucose-6P

Réaction 1

Voie des pentoses
phosphates

GPI Réaction 2

Hexosamines Fructose-6P

K ATP
PFK

ADP
Fructose-1,6-
bisphosphate

Réaction 3

ALDO Réaction 4

Glyceraldehyde
3-phosphate

NAD*
PGK K

NADH/H*
1,3-Bisphosphoglycérate
ADP
PeM K ATP
3-Phosphoglycérate

ENO l

Phosphaoenolpyruvate

ADP
PK

ATP

Pyruvate <

Réaction 5

Réaction 6

X2

Réaction 7

Réaction 8

Lactate

ac

LD

oy MPC
|
]

8

v

Acetyl-CoA

OAA Citrate

* TCA cycle ‘

SucCoA a-
" 4/KG

Mitochondrie

MCT

Produits nets d'une
molécule de Glucose :

o 2ATP
e 2 NADH
e 2 Pyruvate

Figure 16 : Réactions moléculaires associées a la glycolyse.

Page 52 sur 198




Cytoplasme

Espace inter-membranaire

Pyruvate

Mitochondrie

NADH

Acétyl CoR

) \

AD
NAD*
Cycle de
Krebs e
(parss ]
Produits nets d'une molécule
d'acétyl-coA par le cycle de
F’“’”‘%\ e Krebs :
e 2ATP
« BNADH

* 2 FADH,

. e .

Figure 17 : Le cycle de Krebs.

Phosphorylation oxydative mitochondriale (OXPHOS)

Cytoplasme

Membrane
externe

/000000000000 0000000000000000000000000000000000000000000000000000000
Espace

intermembranaire
4H* 4H" 2H* H*

Membrane
interne

Matrice
mitochondriale

NADH NAD* FADH; FAD .
+2H +2H° [ZH +1/202+—> Hzo:lx2

Figure 18 : La phosphorylation oxydative mitochondriale.
Le cartilage articulaire est un tissu avascularisé en condition physiologique, les chondrocytes
ont donc un acces a I'oxygene limité. La tension en oxygene dans le cartilage est ainsi estimée
a moins de 8%, avec une variation dans I'épaisseur du cartilage et I'OXPHOS représente la
source de seulement 25% de I’ATP produit dans le cartilage [207]. Il pourrait alors étre assez

intuitif d’émettre I'hypothese, qu’en condition arthrosique, lorsque le cartilage se dégrade et
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laisse place a l'infiltration de quelques vaisseaux, les cellules s’appuient préférentiellement
sur un processus aérobie, 'OXPHOS, plus efficace pour la production d’énergie. Pourtant
plusieurs études suggéerent un processus tout a fait différent, associé a une altération
mitochondriale [208], ne permettant au chondrocyte arthrosique de produire de I’ATP
guasiment exclusivement grace a la glycolyse [209]. Ce phénomeéne assez contre-intuitif, peut
s’expliquer par I'effet « Crabtree » qui a été mis en évidence dans les chondrocytes, signifiant
gu’une quantité importante de glucose inhibe la consommation d’oxygéne [210]. Comme la
guantité de glucose retrouvée dans le liquide synovial de patients arthrosiques est plus élevée
qgue celle retrouvée chez des patients PR [211], ajouté au fait que cette quantité augmente
avec 'IMC [212], on peut alors penser, qu’en condition arthrosique, I'augmentation de glucose
disponible dans le liquide synovial, prédomine sur I'augmentation de la disponibilité de
I’oxygene, expliquant ainsi 'augmentation de I'activité glycolytique. De nombreuses enzymes
clés de la glycolyse ont alors été associées a des dérégulations liées a I'apparition de
I'arthrose : hexokinase Il (HK2) [213], pyruvate kinase M2 (PKMZ2) [5], [214], lactate
déshydrogénase A (LDHA) [177], [215]. En plus des enzymes impliquées dans la glycolyse, des
métabolites en lien avec la glycolyse, comme I’alanine, la sérine et le lactate ont été retrouvés
comme étant surreprésentés dans le liquide synovial de chiens ou encore de brebis atteintes
d’arthrose [216]. De plus, une récente étude a mis en évidence que l'utilisation de 2-
déoxyglucose (2-DG), un analogue du glucose non métabolisable qui inhibe alors I'activité de
HK2, ou le remplacement du glucose par du galactose permettait de protéger le cartilage
humain de la dégradation [217]. Ainsi les différents acteurs de la régulation de la glycolyse et

de larespiration mitochondriale apparaissent comme des cibles thérapeutiques intéressantes.

(1) Les transporteurs de glucose
La glycolyse est initiée par I'import de glucose a travers des transporteurs membranaires. Il
existe deux types de transporteurs de glucose : les protéines de la famille Glut qui facilite le
transport de glucose de fagon passive a travers la membrane cellulaire, et les transporteurs
sodium-dépendant (Sodium-Dependent Glucose Transporters, SGLTs) qui permettent une
entrée active de glucose. Les SGLTs n’ont encore jamais été décrits dans le contexte de

I'arthrose, notre intérét se portera donc sur les Glut.

Les Glut se composent de 14 membres, Glutl-14. La régulation du transport de glucose passe

alors par deux mécanismes principaux, la modification de I'expression de Glut a la membrane
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[218] ou la modification de son affinité pour le glucose par des modifications post-
traductionnelles [219]. Les Glut sont des acteurs majeurs du métabolisme, car I'entrée du
glucose qu'’il facilite peut alors alimenter la glycolyse dont certains produits participent
activement a d’autres voies métaboliques comme la voie des pentoses phosphates, la voies
de syntheése des hexosamines ou encore la production d’acides aminés. Parmi les
transporteurs Glut, Glut-1, Glut-3 et Glut-9 sont exprimés dans les chondrocytes articulaires
humains [220]. Glut-1, codé par Slc3a2, est le plus représenté dans les chondrocytes murins
et est nécessaire au maintien de I’homéostasie des chondrocytes pendant la croissance [221].
Glut-1 est aussi le plus important dans le contexte de I'arthrose parce qu’a la différence des
autres, il peut-étre régulé dans le cartilage articulaire par des stimuli externes, comme I'lIL-1p,
le TNF-a, le TGF-B ou encore des modulations du niveau de glucose extra-cellulaire [222],

[223].

Ainsi, dans les chondrocytes sains, I'expression de Glut-1 a la membrane est régulée : en
présence d’une quantité extra-cellulaire trop importante de glucose, Glut-1 est dégradé par
voie lysosomale. Ce mécanisme de régulation est perdu dans les chondrocytes arthrosiques,
menant alors a 'accumulation de glucose dans les chondrocytes arthrosiques ce qui participe
a I'augmentation des ROS [218], [224]. De plus, I'expression de Glut-1 est augmentée dans les
chondrocytes arthrosiques en présence d’un stimulus pro-inflammatoire [218], [222] mettant

en évidence un lien étroit entre I'augmentation de I'activité glycolytique et I'inflammation.

Cependant, des résultats contradictoires quant au role de Glut-1 dans le cartilage ont
également été mis en évidence par d’autres équipes. Shikhman et al. ont ainsi montré qu’un
traitement a I'lL-1B, une molécule aux effets cataboliques ou au TGF-B, ici considéré par les
auteurs comme une molécule aux effets anaboliques, induisait une augmentation de
I'utilisation du glucose par les chondrocytes [223]. Cependant, les mécanismes mis en jeux
dans cette augmentation ne sont pas les mémes. Le traitement a I'lL-1B induit une régulation
au niveau de I'expression de Glut-1, alors que le traitement au TGF-B induit probablement une
régulation du transport du glucose par des processus post-traductionnels. De plus, une tres
récente étude a mis en évidence une augmentation de I'expression de Glut-1 dans un modele
murin d’arthrose induite par DMM, ainsi qu’un effet protecteur de la surexpression de Glut-1
dans ce méme modele [225]. Ces résultats suggerent alors, que bien que Glut-1 soit

jusqu’alors le facilitateur de transport de glucose le plus étudié dans le cadre de I'arthrose,
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d’autres Glut pourraient jouer un réle important et étre impliqués dans des processus de
régulations métaboliques différents de ceux mis en jeu dans le cadre d’un processus

inflammatoire.

La régulation de Glut-1 est aussi fortement impliquée dans la détermination du phénotype de
cellules immunitaires. Ainsi, Glut-1 apparait alors dans la PR comme une cible thérapeutique
d’intérét [226]. En effet, la PR est une maladie articulaire auto-immune menant a I'apparition
d’une inflammation importante de la membrane synoviale en comparaison de I'inflammation
de bas grade présente au sein des patients arthrosiques. Cependant, I'arthrose est aussi
associée a une infiltration anormale de cellules immunitaires participant a I'inflammation de
la membrane synoviale. Glut-1, bien que moins exprimé dans les FLS issus de patients
arthrosiques que dans ceux issus de patients PR [227], apparait donc aussi comme une cible
d’intérét dans le contexte de l'arthrose tant pour pallier a des dysfonctionnements du
cartilage que de la membrane synoviale. Ainsi il a été mis en évidence chez des patients
présentant de l'arthrose dans un contexte diabétique que I'expression de Glut-1 était
largement augmentée [228]. Par ailleurs, des co-cultures de FLS pré-conditionnés avec des
milieux plus ou moins riches en glucose et de chondrocytes, ont mis en évidence que
I’"hyperglycémie participait a rendre les FLS plus inflammatoires, et via une sécrétion accrue
de cytokines pro inflammatoires a participer au phénotype pro-catabolique des chondrocytes

[228].

Une technique d’imagerie utilisant le utilisant le [*F]FDG-PET (Fluorodesoxyglucose positron
emission tomography) peut étre utilisée afin de déterminer quelle région du corps est plus
consommatrice de glucose. Tres utilisée en suivi clinique dans le cadre du cancer, cette
technique d’imagerie reste couteuse et n’est donc pas utilisée de fagon routiniere dans le
cadre de I'arthrose. Cependant certaines études ont évalué la pertinence de cette technique
d’imagerie dans le cadre de I'arthrose et ils ont confirmé que I'articulation arthrosique est le
siege d’'une augmentation de l'activité glycolytique souvent associée aux zones les plus

inflammeées [229], [230].

(2)  HK2
L’héxokinase est I'enzyme impliquée dans la premiére réaction de la glycolyse, responsable de
la phosphorylation du glucose en glucose-6-phosphate (G6P). C’est I'une des enzymes clés du

métabolisme du glucose [231]. Il existe 5 types d’héxokinase, parmi lesquelles, HK2 est
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principalement exprimée dans le systéme musculo-squelettique et est finement régulée par
la concentration de G6P [232], [233]. HK2 est ainsi ’héxokinase d’intérét dans le contexte de

I’arthrose.

La surexpression d’HK2 a été mise en évidence en réponse a un traitement pro-inflammatoire
dans des FLS issus de patients arthrosiques. En parallele la capacité de HK2 a induire
I’expression des génes codant pour des cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-8) ou des MMPs
a aussi été montrée [234]. Ces observations renforcent le lien fort qu’il existe entre

I'inflammation et les dérégulations associées au métabolisme.

Le role d’HK2 est particulierement central, car en plus d’étre I'un des régulateurs du flux
glycolytique [235], HK2 est impliqué dans la régulation de I'autophagie, ainsi que de la mort
cellulaire et peut jouer un réle sur la régulation de la transcription de certains genes [236]. La
modulation de I'activité de HK2 semble alors une piste intéressante pour le traitement de

I'arthrose.

(3)  PKM2
La pyruvate kinase (PK) est I’'enzyme qui catalyse la réaction 8 de la glycolyse, responsable de
la formation du pyruvate et d’une molécule d’ATP associée (Figure 16). Il existe deux
isoformes de la PK, PKM1 et PKM2. L'expression de PKM2 est particulierement importante au
cours du développement, dans les tumeurs cancéreuses et au cours de la réparation tissulaire
[237]. De fagon intéressante, seul PKM2 est retrouvé comme étant sur-exprimé au sein des
chondrocytes arthrosiques [209], [238]. De facon similaire a HK2, en plus de son implication
dans la glycolyse, PKM2 est capable de se transloquer au noyau, de phosphoryler STAT3 et
ainsi d’augmenter la production d’IL-6 et d’IL-1B [239]. PKM2 fonctionne alors en homodimere
ou tétramére, sa forme tétramérique étant associée a son activité au sein de la glycolyse alors
gue sa forme dimérique participe a son activité nucléaire. L'activité de PKM2, bien que
pouvant étre délétere, est nécessaire a la production d’ATP par la glycolyse, et son inhibition
a ainsi été associée d’un co6té, a une diminution des marqueurs chondrocytaires tels que Sox9
ou COL2A1 [209] et de I'autre, a une réduction de la douleur chez le rat dans un modele de
douleur neuropathique [240]. Ce nouvel exemple illustre la forte implication des enzymes
glycolytiques dans les processus tels que I'inflammation ou la douleur, mais aussi la difficulté

a cibler des voies qui restent malgré tout nécessaires au bon fonctionnement cellulaire.
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(4)  LDHA
Il existe 2 isoformes de LDH, LDHA et LDHB. Chacune de ces isoformes peut permettre dans
un sens ou dans l'autre la formation de lactate a partir de pyruvate ou la formation de
pyruvate depuis le lactate (Figure 16). Cependant, en condition physiologique, lorsque les 2
isoformes sont présentes la LDHA est majoritairement impliquée dans la réduction du
pyruvate en lactate, et la LDHB catalyse préférentiellement la formation de pyruvate.
L'arthrose étant associée a des défauts mitochondriaux qui seront détaillés dans la section
suivante, le pyruvate, plutot que d’étre transféré a la mitochondrie pour participer au Cycle

de Krebs, est largement réduit en lactate. Ainsi, la LDHA joue un role clé.

Son expression est notamment augmentée en réponse a linflammation dans des
chondrocytes murins et associée a la production de ROS [177]. De plus, le lactate ainsi produit
peut alors étre exporté notamment par les échangeurs lactate/H+ (MCT-4), participant ainsi a
I'acidification du milieu extracellulaire. Or, la diminution du pH a été associée a une activité
catabolique accrue du cartilage. On comprend alors, que cette augmentation de I'activité
glycolytique qui meéne a la production de lactate participe activement aux processus

arthrosiques.

Néanmoins, la réduction du pyruvate en lactate permet aussi la (ré)génération de NAD+
(nicotinamide adenine dinucleotide). Le NAD+ diminue avec |'dge mais aussi avec la
sénescence [241], [242], et les ratios NAD+/NADH sont eux aussi diminués lorsque la cellule
présente des défauts mitochondriaux [243]. Il est trés probable que cette diminution ne soit
pas liée a un défaut de production mais plutét a une consommation plus importante de la
cellule [244]. Le NAD+ est, d’une part, un co-facteur important dans le métabolisme
énergétique, nécessaire a certaines réactions de la glycolyse (Figure 16) et du Cycle de Krebs
(Figure 17). D’autre part, le NAD+ joue un réle de co-substrat pour plusieurs enzymes : les Sirt,
les PARP (poly(ADP-ribose) transférase), et les cADPR (cyclique ADP-ribose) synthases comme
CD38 ou CD157 [241]. Ll'inhibition de LDHA en association avec une supplémentation en

précurseurs de NAD+ pourrait alors s’avérer intéressante dans le contexte de I'arthrose.

(5) La mitochondrie et I’ATP
La respiration mitochondriale est le processus le plus efficace pour produire de I’ATP, la source
majeure d’énergie de la cellule. Or, I'ATP s’avere étre essentiel notamment dans

I'homéostasie du cartilage [245]. Néanmoins au cours de l'arthrose, des défauts de la
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biogenese de la mitochondrie se mettent en place dans le cartilage [246]. D’un point de vue
moléculaire, ces défauts sont principalement médiés par la voie AMPK/Sirt-1/PGC-1a. En
effet, AMPKa, la sous-unité catalytique de I'AMPK [247], [248] ainsi que Sirt-1 sont sous-
exprimés au cours de l'arthrose, entrainant la diminution de I’activité transcriptionnelle de
PGC-1a qui dépend de sa phosphorylation par AMPK ainsi que de sa désacétylation par Sirt-1.
L'activation d’AMPK permet aussi la surexpression de FOXO3a qui régule I'expression de PGC-
1a [246]. Or, tous ces acteurs moléculaires ont été associés a une chondroprotection, mettant
en évidence le caractere délétére des défauts mitochondriaux pouvant apparaitre au cours de

I'arthrose [246]—[249].

Ces défauts mitochondriaux sont associés a une dérégulation de la balance oxydative. La
balance oxydative résulte du rapport entre les quantités de ROS et celles des anti-oxydants.
Une dérégulation peut alors étre médiée soit par une augmentation de la production de ROS,
soit par un défaut de la production d’anti-oxydants. Au cours de I'arthrose les 2 processus
participent a la dérégulation de la balance oxydative. La production anormale de ROS résulte
dans les chondrocytes, d’'une part des défauts mitochondriaux, et d’autre part de mécanismes
métaboliques annexes comme par exemple I'accumulation des produits de peroxydation des
lipides [250]. Les deux ROS principalement retrouvés sont du Oz et du NO. Ces deux types de
ROS peuvent aussi menés a la formation de peroxynitrite (ONOO’) particulierement
indésirable pour la cellule. Le NO est produit par la NO synthase (NOS) alors que Oz est
principalement produit par la NADPH oxydase. Les chondrocytes expriment deux types de
NOS, iNOS et eNOS [251]. iNOS, est inductible au niveau transcriptomique par différents
stimuli comme les stress mécaniques ou l'inflammation, qui favorise alors la production de
NO. Finalement, 'accumulation de NO méne a un défaut de production de MEC médiée par
une diminution de I'OXPHOS et de la production d’ATP [252] illustrant la forte interaction
entre la mitochondrie et la production de ROS. Pour prévenir une accumulation aberrante de
ROS, les cellules peuvent compter sur la présence d’anti-oxydants, capables de détoxifier les
cellules (Figure 19). Les chondrocytes possedent différents types d’anti-oxydants, les SODs qui
permettent la production d’O; a partir d’Oy’, la catalase (CAT), la glutathione peroxidase (GPX)
et la peroxiredoxine (PRX) qui permettent d’emprisonner I’'H.0; l'intermédiaire de la
détoxification d’O2 et de I’éliminer. La PRX joue aussi un role important dans la détoxification

des ONOO'.
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Figure 19 : Mise en évidence des différents systemes anti-oxydants disponibles au sein des chondrocytes.

Enfin, des liens étroits ont été mis en évidence entre la voie purinergique, associée dans les
tissus endommagés a la présence importante d’ATP en extra-cellulaire et le maintien de
I'intégrité du cartilage. En effet le récepteur P2X7 (P2X7R) peuvent étre activés par I’ATP ou
I’ADP extracellulaires [253]. Lorsque le récepteur est faiblement activé il fonctionne comme
un simple échangeur d’ions sodium, calcium et potassium (entrée de Na* et de Ca?*, et sortie
de K*) permettant le clivage et la sécrétion de certaines cytokines [254]. Alors que lorsqu’il est
fortement activé, il peut former des pores membranaires permettant le passage de
nombreuses molécules comme par exemple des cytokines pro-inflammatoires actives comme

IIL-1B [255].

b. Les autres voies métaboliques altérées au cours de
I'arthrose

D’une maniere plus générale, le métabolisme de I'articulation est altéré au cours du
développement de I'arthrose. En effet, le métabolome de liquide synovial issu de patients

sains différe significativement de celui de patients arthrosiques [256].

Nous avons précédemment mis I'accent sur le réle du glucose en tant que substrat de Ia

glycolyse. D’autres sous-produits du glucose permettent cependant d’initier d’autres voies
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métaboliques. Parmi elles, la voie des pentoses phosphates (VPP) est initiée par le G6P [257].
Cette voie ne participe ni a la production d’ATP ni a la production de NADH, en revanche elle
permet la synthése du ribose-5-phosphate qui est un précurseur de la synthése des
nucléotides, et a la formation de NADPH indispensable a la réduction du gluthatione (GSH). La
VPP participe alors a la fois aux processus anaboliques et a la protection de la cellule des
processus oxydatifs grace a la production de GSH, un anti-oxydant [258]. L’augmentation de
I'activité de la VPP dans un contexte d’arthrose peut alors étre considérée comme un
processus précoce de défense contre les mécanismes déléteres de dégradation du cartilage

[177], [259], [260].

La voie de biosynthése des hexosamines (HBP, Hexosamine biosynthetic pathway) dépend elle
aussi d’un produit de la glycolyse, le fructose-6-phosphate (F6P). L’étape régulatrice de la HBP
est catalysée par Il'enzyme limitante GFAT (Glutamine fructose-6-phosphate
aminotransférase) qui permet la production de glucosamine-6-phosphate a partir de
glutamine et de F6P. Il existe 2 isoformes de GFAT, GFAT-1 (qui possede aussi au moins un
transcrit alternatif décrit a ce jour [261] et GFAT-2. Alors que I'expression de GFAT-1 est
ubiquitaire et a déja été montrée dans l'articulation [262], I'expression de GFAT-2 a lieu
majoritairement au sein du systéme nerveux central [263]. De facon tres intéressante, la
transduction de GFAT dans des synoviocytes a permis de réduire I'effet pro-inflammatoire de
ces cellules sur des chondrocytes mis en co-culture [264], suggérant I'importance de la voie

HBP dans l"articulation.

Le produit final de la HBP est I'UDP-GIcNAc (uridine diphosphate N-acetylglucosamine). L'UDP-
GlcNAc peut participer a I'ajout de glycosylation sur les protéines, a la synthese des
protéoglycanes et notamment de |'acide hyaluronique, composant essentiel de la MEC des
chondrocytes, ou encore a I'ajout de motifs O-GIcNAc sur les protéines [265]—[267]. Ainsi il a
été montré que le glucose est le principal précurseur de la synthése des GAGs dans les
chondrocytes [222]. De plus, I'accumulation de protéines O-GIcNAcylées a été mise en
évidence dans le cartilage de patients arthrosiques [268]. Enfin, SIRT1 [269], FOXO1 [270], p65
[271] ou encore PGK1 [272] sont des protéines pouvant étre O-GlcNAcylées, mettant en
évidence le possible réle de la O-GIcNAcylation dans la régulation des processus impliqués

dans 'arthrose.
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Quant a la glucosamine, impliquée dans la voie des HBP, elle semble aussi pouvoir protéger
de 'arthrose [273]. La glucosamine, qui a montré un bénéfice modeste dans le traitement de
I'arthrose peut permettre via la voie HBP et indépendamment de GFAT de produire de I'UDP-
GIcNAc [274] qui a son tour pourra participer a la synthese des GAGs indispensables a

I'intégrité du cartilage [222], [266], [267].

C. Outils thérapeutiques en développement

Aprés avoir mis en évidence différents mécanismes cellulaires qui pourraient permettre
d’identifier des cibles thérapeutiques d’intérét pour le développement de DMOADs. Cette
partie visera donc a mettre en évidence les outils thérapeutiques actuellement utilisés ou en
développement permettant la modulation soit des cibles thérapeutiques potentielles, soit des

mécanismes précédemment identifiés.

1. Traitement acellulaire : systemes de délivrance

L'injection directe de molécules telles que des facteurs de croissance ou des anti-cytokines
fait partie des stratégies en développement. Parmi les anti-cytokines, I'anakinra, de I'lL-1Ra, a
initialement démontré une supériorité par rapport au placebo chez des patients arthrosiques
au jour 4 de traitement, avant de perdre tout bénéfice aux temps les plus longs [275]. Cet
exempleillustre alors, I'une des principales limites a |'efficacité thérapeutique d’une molécule,
sa durée d’efficacité. Cet aspect est d’autant plus important dans une maladie comme
I'arthrose qui se met en place avec des processus lents et continus. Beaucoup d’études

développent alors aujourd’hui des procédés de délivrance contrélée et prolongée.

Plusieurs systemes de délivrance de molécules comme des nanoparticules métalliques [276],
des liposomes [277] ou des micelles [278] sont étudiés pour augmenter le temps de résidence
des molécules injectées. Utilisés dans leur forme la plus simple ces systémes ont eux aussi
plusieurs limites comme la faible quantité de molécules pouvant étre chargée ainsi qu’un
manque de moyen pour contréler le relargage de ces molécules [279]. Pour rendre ces
systémes encore plus intéressants, il est alors intéressant de pouvoir développer des systemes
de relargage stimuli-dépendants. Parmi les stimuli étudiés pour l'injection intra-articulaire
dans des articulations arthrosiques, le pH est un élément qui semble prometteur [279]-[281].
En effet, comme nous I'avons souligné précédemment, le liquide synovial d’une articulation

arthrosique a tendance a s’acidifier sous l'influence des processus liés a l'inflammation.
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D’autres matériaux permettant un relargage dépendant de |'activité d’enzymes comme les
matériaux sensibles aux MMPs [281], aux ROS [282], [283] ou encore a I'oxyde nitrique [284]

sont aussi développés.

Ces systemes de délivrance peuvent aussi eux-mémes permettre une amélioration de la
fonction articulaire. Par exemple, I'acide hyaluronique, hydrophile, peut d’une part, permettre
de faciliter I'utilisation de certains matériaux hydrophobes [285] et peut d’autre part médié
des effets bénéfiques comme une diminution de linflammation [286], [287] et une
augmentation de la lubrification articulaire [288]. Pour autant, l'utilisation d’acide
hyaluronique en traitement intra-articulaire de type visco-supplémentation s’est révélée plus
a méme de participer au développement d’effets secondaires qu’a I'amélioration des signes
cliniques de l'arthrose [289]. Ainsi, il faudra étre vigilant sur l'utilisation de [I'acide

hyaluronique dans I'amélioration des systemes de délivrance.

De facon tres intéressante, ces systemes de délivrance peuvent étre combinés a d’autres
approches comme la thérapie cellulaire [290]-[292] ou la thérapie génique [293] et ainsi

permettre une synergie entre les différentes approches.

2. Thérapie cellulaire
Pour permettre le transfert de molécules aux effets bénéfiques dans I'articulation, certaines
stratégies s’appuient sur 'utilisation de cellules. L'injection de ces cellules permet alors par
leurs facteurs sécrétés ou encore par leur capacité intrinseque de régénération une
amélioration des mécanismes pathologiques mis en jeu au cours de l'arthrose [294].
Cependant, cette stratégie est associée a plusieurs limites, car elle sous-entend I'injection chez
le patient de matériel vivant avec les contraintes de sécurité et de production que cela

implique.

On associe a cette stratégie I'injection de plasma riche en plaquettes (PRP). Ce produit, issu
d’une centrifugation spécifique du sang du patient est alors enrichi, comme son nom l'indique,
en plaquettes. Ces plaguettes contiennent de nombreuses protéines parmi lesquelles on
retrouve notamment des facteurs de croissance favorisant la régénération de I'articulation
[295]. Malgré son utilisation récurrente en clinique, le bénéfice sur I'atteinte articulaire reste

discuté comme ceci est illustré par I'absence d’approbation de la FDA quant a l'utilisation de
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ce produit. D’autres concentrés comme le concentré de moelle osseuse ou la fraction stromale

vasculaire issu de tissu adipeux sont notamment composés de cellules [296].

Le transfert de chondrocytes quant a lui peut aussi étre envisagé, dans une visée clinique de
réparation des défauts cartilagineux pouvant ainsi prévenir la survenue d’arthrose secondaire
[297]. Cette technique, développée en 1994 par Brittberg [298] a notamment mené au
transfert de chondrocytes nasaux chez des patients atteints de défauts cartilagineux au niveau
de la trochlée ou de la téte fémorale [299]. Par ailleurs, la combinaison de la thérapie cellulaire
avec la thérapie génique via le transfert de cellules génétiquement modifiées peut également
étre envisagée. Cette stratégie a d’ailleurs récemment été évaluée avec le produit Tissue-
GeneC. Tissue-GeneC consiste en une association de chondrocytes non transduits et de
cellules de lignées GP2-293 irradiées aprés avoir été transduits avec un lentivirus codant pour
le TGF-B1 [300]. Ce produit est en cours d’évaluation clinique chez des patients présentant de
I'arthrose (score de Kellgren-Lawrence compris entre 1 et 2, associé a un rétrécissement

articulaire gradé a 1-2) (NCT03203330).

Aujourd’hui, la thérapie cellulaire la plus prometteuse semble cependant étre basée sur
I"'utilisation de cellules souches mésenchymateuses (MSCs). Ainsi, dans la maladie de Crohn
par exemple, I'alofisel, une thérapie a base de MSCs est aujourd’hui autorisée par I'agence de
médecine européenne mettant en évidence la faisabilité de I'utilisation des MSCs en clinique
[301]. Les MSCs ont été identifiées dans de nombreux tissus ou elles permettent le maintien
de 'homéostasie tissulaire. Elles présentent I'avantage de pouvoir s’auto-renouveler ou se
différencier notamment en cellules du cartilage, de I'os ou du gras, mais aussi de pouvoir
médier des messages cellulaires par une activité sécrétoire [302]. Leur provenance (tissu
adipeux, moelle osseuse, cordon ombilical) peut cependant impacter leur efficacité [303].
L'environnement dans lequel elles sont jouent aussi un role sur leur activité [304]. Par
exemple, dans un environnement pro-inflammatoire, les MSCs adopteront préférentiellement
un phénotype pro-régénératif et immuno-modulateur [305]. Ainsi, les MSCs a travers la
sécrétion de différents facteurs (PGE2, NO, IDO,...) [306] ou de vésicules extra-cellulaires (EVs)
sont capables de moduler la polarisation des macrophages [307], de promouvoir le phénotype
régulateur des lymphocytes T (Treg) Ou encore de supprimer I'activation des cellules NK
(Natural killer) [307]. Les MSCs semblent donc d’intérét pour résoudre les dérégulations liées

aux cellules immunitaires qui peuvent survenir au cours de I'arthrose. Enfin, d’autres éléments
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comme la sécrétion de TGF-B1 [308], ou encore |'activation de I'autophagie [309] sont aussi
des effets protecteurs que peuvent médiés les MSCs. A la vue de tous ces éléments
prometteurs, une récente revue recensait 10 essais cliniques aux résultats encourageants

[310] laissant présager de futurs succes cliniques.

La thérapie cellulaire peut aussi étre associée a deux autres approches : l'utilisation de
biomatériau ou l'ingénierie par transfert de génes. En effet, de nombreuses études ont mis en
évidence que les propriétés des matériaux utilisés pour encapsuler les MSCs peuvent
influencer leurs propriétés thérapeutiques [311]-[313]. Ainsi, ces connaissances
grandissantes autour du controle de I'activité des MSCs pourraient permettre de développer
le biomatériau adapté, en fonction de I'application recherchée. De plus, il a été montré que
de forcer, grace a des outils de thérapie génique, I'expression de molécules d’intérét comme
HO-1 (Heme-oxygénase-1), PDGF (Platelet-derived growth factor) ou encore IL-4 dans des

MSCs pouvaient favoriser leurs effets bénéfiques [314], [315].
3. Thérapie génique

a. Avant-propos
Comme illustré dans la partie précédente de ce manuscrit (I.C Outils thérapeutiques en
développement), différentes cibles thérapeutiques tendent a émerger a partir des
connaissances toujours plus nombreuses des mécanismes physiopathologiques de I'arthrose.
Cependant, les succes cliniques font encore défauts, et cela s’explique notamment par un
manque de stratification des patients [158], [206]. D’autres éléments, comme ['utilisation de
molécules ciblant un seul mécanisme ou un tissu de I'articulation alors que I'arthrose est une
maladie complexe impliquant toute I'articulation [316], ou encore les difficultés a définir les
signes d’amélioration clinique [317] dans un contexte ou le placebo a souvent un effet

bénéfique assez important [318], participent aussi a expliquer le manque de succés a ce jour.

Dans ce contexte, il apparait intéressant, en paralléle de la mise en évidence de cibles
thérapeutiques, de disposer d’outils pouvant transporter la molécule thérapeutique désirée
en fonction des besoins du patient. Parmi les outils disponibles (protéines recombinantes,
systeme de délivrance synthétique, injections intra-articulaire répétées), la thérapie génique
apparait comme trés prometteuse. Les récentes mises sur le marché de produits de thérapie

génique participent aujourd’hui a la rationalisation de l'utilisation de cet outil en médecine
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humaine [319]. Pour autant certaines limites, comme les réactions immunitaires induites par
ces outils ou le ciblage spécifique des cellules d’intérét, existent encore [320]. La revue qui suit
retrace alors les succés actuels de la thérapie génique dans le contexte de I'arthrose ainsi que

les pistes a explorer pour aller plus loin.
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How gene therapy could be usetul for OA treatment?

Joint disorders are very common, often chronic and a source of considerable pain and
disability leading to a huge socio-economic cost worldwide. Among these joint disorders,
osteoarthritis (OA) is the most common form affecting a total of 500 million people worldwide
(Leifer et al., 2022). In developed countries, estimated costs for OA consequences are between
1% and 2.5% of gross domestic product (O’Neill et al., 2018). Moreover, according to the
World Health Organization, worldwide estimates are that 9.6% of men and 18.0% of women
aged over 60 years have symptomatic OA, illustrating that women are more often affected.
Age is the most important risk factor for OA with a prevalence peak at around 50 years of age
for knee OA (Figure 20) (Cross et al., 2014). Obesity is the second major OA risk factors and
thus, with age lead to a huge prevalence rise in modern society, highlighting the medical
emergency to find a cure for OA. However, despite intensive research for a long time, and
sometimes promising pre-clinical studies, no etiological Disease-Modifying OA Drug (DMOAD)
has yet been successfully translated in daily clinical practice. These clinical failures could be
explained by the complex and multifactorial etiology of OA, which makes the transposition
between the results obtained in preclinical animal models developing a very controlled OA
and the clinical studies in humans, who develop different OA from one patient to another very

uncertain.

In this context, facing the absence of treatment, the development of a gene therapy (GT)
platform that can vectorize the appropriate nucleic acids targeting each of the joint tissues as
needed appears to be a promising approach. It has recently been considered with a growing
interest, with 5 gene therapies for OA currently in clinical trials (Table 1). In this manuscript, a
comprehensive overview of current gene therapy in OA will be given before discussing the
various options for improvements related to the adenoviruses and adeno-associated viruses

(AAVs).

Osteoarthritis (OA)

OA main pathophysiologic characteristics

OA affects joints, such as the knee, hip, shoulder, or hand, continually stressed over years.

Recently, OA has been described as a syndrome rather than a single disease driven by
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activation of a wide range of underlying pathways, leading to similar outcomes of joint
destruction through mechanical, pro-inflammatory, and metabolic factors (Hunter & Bierma-
Zeinstra, 2019). The disease is characterized by abnormal remodeling of the whole joint
(Figure 20) (Loeser et al., 2012). Indeed, although the timing of the onset of the various joint
disorders may differ from one patient to another, ultimately, all joint tissues are affected due

to their intimate physical and functional association (Martel-Pelletier et al., 2016).

While having been underestimated for long in OA pathogenesis, tendons, menisci, and
ligaments appears to be essential to the stability of the whole joint. Therefore, traumatic
injuries of these tissues could lead to OA, through destabilization of the entire joint. In post-
traumatic OA (PTOA), mechanical dysregulations are key pathogenesis drivers. Nevertheless,
these tissues are also affected in OA independently of traumatism, and a better understanding
of the underlying molecular mechanisms could lead to the identification of new therapeutic

targets (Rai et al., 2019).

The synovial membrane, which has also been underestimated for a long time, is now receiving
increased attention. Notably, chronic low-grade inflammation is largely sustained by the
synovial membrane and now appears to be a key element in understanding the
pathophysiology. Indeed, synovitis could be present in all stages of OA and even before visible
cartilage degeneration has occurred, reinforcing the important role of the synovium in the
pathogenesis of OA (Mathiessen & Conaghan, 2017). The close topography of the infrapatellar
fat pad (IFP), located in the knee joint between the synovium and the joint capsule inferiorly
to the patella, and the synovial membrane associated with their possible cross-talk have
emerged the idea that these two structures may be considered as a morpho-functional unit
(Macchi et al., 2018). And, although the IFP is often omitted from diagrams, this tissue also
plays an important role in the pathophysiology of OA. The IFP is rich in adipose tissue which
can secrete pro-inflammatory cytokines, adipokines, and growth factors that influence
synovitis (Jiang et al., 2019). Like the synovium, the IFP is composed of immune cells, such as
macrophages, and fibroblasts favoring cross-talk and enhancement of fibrosis and

inflammation in both tissues.

Along with the morpho-functional unit of synovium and IFP, subchondral bone plays an
important role in the initiation and progression of OA (Hugle & Geurts, 2017). The subchondral

bone in OA undergoes an uncoupled remodeling process, which is notably characterized by
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bone marrow lesions, increased vascularity, macrophage infiltration, osteoclast formation,
and increased osteoblast activity leading to osteosclerosis (Donell, 2019). Another bony
feature of OA is osteophyte formation at the joint margins where new bone is added and may

serve to stabilize the joint (Martel-Pelletier et al., 2016).

On the surface of the subchondral bone, articular cartilage is the tissue that initially attracted
all the attention. Indeed, articular cartilage loss, first described in OA early in history, in 1741
by J.B. Morgagni (Mimpen & Snelling, 2019), is a macroscopically assessable parameter. The
first signs of cartilage damage are surface fibrillation and, as the pathological process
continues, deep fissures develop, ultimately leading to cartilage fragments delamination and
exposure of calcified cartilage and the underlying bone (Martel-Pelletier et al., 2016). Articular
cartilage shows a poor ability for spontaneous healing since it is avascular. Moreover, mature
chondrocytes, are essentially non-mitotic and represent no more than 5% of cartilage volume
(Huey et al., 2012). During the degradation process, the extracellular matrix undergoes striking
changes in its composition and structure, and chondrocyte density decreases in part due to
dysregulation in the autophagy and senescence processes (Vinatier et al., 2018). These
changes and the poor repair ability of articular cartilage ultimately lead to its unstoppable

degradation.

OA symptoms, diagnosis, management, and translational research

From a clinical perspective, pain is the major OA symptom and cause of health service use
(Figure 20). The presence and severity of pain are associated with specific features of OA like
bone marrow lesions and synovitis (O’Neill & Felson, 2018). Other symptoms can help for
clinical diagnoses such as transient morning stiffness, crepitus on joint motion, joint instability
(buckling or giving-way), swelling, muscle weakness, bony enlargement, and more generally,
fatigue. However, in the early stages of the disease, symptoms are often intermittent, barely
detectable, but become more frequent and severe with disease progression. Imaging tools
(radiography, arthroscopy, and MRI) can be helpful for diagnosis, but there is a poor
association between structural change observed by imaging tools and joint pain (Hunter &
Bierma-Zeinstra, 2019). The difficulty of OA early diagnosis finally leads to an almost

unavoidable gradual loss of joint function.
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The general guidelines for OA management are focused on treating the main symptoms of
pain and joint motion (Figure 20). The first line of treatments consists of non-pharmacological
methods such as weight loss, physical activity, and patient education (Skou & Roos, 2019). If
insufficient symptoms improvement is obtained with non-pharmacological approaches,
pharmacological treatments using non-steroidal anti-inflammatory drugs could reduce pain
and inflammation (Bannuru et al.,, 2019). Moreover, intra-articular injections of
corticosteroids or hyaluronic acid or a combination of both attempt to improve symptoms in
patients who have not responded to the classical road for analgesics although their long-term
efficacy and safety are still controversial (Pereira et al., 2022; Smith et al., 2019). Finally, joint
surgeries such as arthroscopy or osteotomy could delay the ultimate step of joint replacement

which is only considered for end-stage OA.

As briefly previously exposed, OA medical care consists of symptoms relief but there is still no
drug able to efficiently modify the underlying pathophysiological mechanisms, reduce OA
progression, and potentially inhibit the structural damage to prevent or reduce long-term
disability with relevant symptomatic relief (Oo et al., 2021). The identification of disease-
modifying OA drugs (DMOADs) is an active area of research and 1 835 OA-related clinical
studies (clinicaltrials.gov, 09/25/2022) are currently ongoing. Among the various molecules
expected to be of clinical value in OA, sprifermin, a recombinant human FGF18 analog, and
lorecivivint, a Wnt pathway modulator, (SM04690) are drugs that recently undergo phase Il
clinical trials. Interestingly, despite encouraging preliminary results highlighting anti-
inflammatory effect and cartilage function improvements in rodent animal models (Deshmukh
et al., 2018, 2019), dogs and rabbits (Ladel, 2013) these trials highlighted important needs to
well stratified patients to re-evaluate drug efficiency (J. Li et al., 2021; Tambiah et al., 2021;

Yazici et al., 2020) and thus an important need to develop flexible therapeutic strategies.
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Figure 20 : Overview of osteoarthritis main characteristics. Major OA risk factors are age and obesity. Women and patients
with a history of trauma are also more prone to OA. The pathology affects all joints and all joint tissues. The main disabling
symptom is pain. For now, only the management of symptoms are available. First, non-pharmacological options are
envisaged then, pharmacological ones including non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) as well as intra-articular
injections of glucocorticoids and ultimately surgery for replacement of the defective joint. However, a Disease Modifying
OA Drug (DMOAD) is still awaited to emerge from research area.

These clinical disappointments associated with sprifermin and lorecivivint converge towards
an urgent need for personalized medicine, requiring a fine stratification of patients and the
consideration of the joint as a whole, with therapies allowing long-term combined actions on
various mechanisms and different target tissues. Gene therapies could make this possible, but
improvements are still needed, on the one hand, to identify the right element to transfer and
on the other hand, to make the vectorization tools as efficient and safe as possible. In this
work we will focus mainly on gene therapy tools to highlight current advances and future

challenges that will make gene therapy vectors essential for tomorrow's DMOADs.
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Gene therapy in OA

Gene Therapy: Presentation

The GT concept appeared in the early 1970s with the advent of molecular biology (Friedmann
& Roblin, 1972). Initially, the goal of GT was to restore an absent or defective gene, but this
idea suffers from the lack of a tool that would allow the gene to reach and enter its cellular
target without being degraded. Indeed, naked DNA exhibited a 10 minutes half-life after
intravenous injection in mice (Kawabata et al., 1995) and, can hardly enter cells due to its
negative charge. These intrinsic limitations due to the nature of nucleic acids, highlighted the
need for an appropriate delivery vehicle, namely a vector, to efficiently transport and protect

the DNA until it reaches and enters the targeted cells in vivo.

The concept of GT has now been extended not only to DNA delivery but also to the delivery
of all nucleic acids (cDNA, miRNA, shRNA...) (Maeder & Gersbach, 2016). All these tremendous
possibilities have enlarged the field of GT application from monogenic diseases to more
complex diseases such as neurological diseases, cardiovascular diseases, or cancer. The
various opportunities related to GT have led to a 2-fold increase in the number of clinical trials
since the 2000s, as well as to 12 GT currently being approved (Table 2). Despite these first
successes, GT development faces several issues, such as the specific targeting of cells of
interest, the entry and processing in these cells leading to the efficient use of vectorized
nucleic acids, and the immune responses which can target the vector or even directly the
transferred nucleic acids (transgene) (Balakrishnan & Jayandharan, 2016; Ding et al., 2005).
Two types of vectors can be used for GT, viral vectors and synthetic vectors. Viral vectors are
based on hijacking the viral machinery, whereas the non-viral or synthetic vectors are

engineered from scratch.

First, synthetic vectors consist of chemical-based particles able to encapsulate, protect, and
deliver nucleic acids. Two types of synthetic vectors can be distinguished: organic vectors
(composed at least of carbon, hydrogen, and oxygen) including cationic polymers and lipid
nanoparticles, and inorganic vectors including gold or other metal-based nanoparticles
(Watkins et al., 2020; Zu & Gao, 2021). All synthetic vectors share several advantages, they
are preserved from a pre-existing immunity due to their non-natural origin, they can package

nucleic acids of almost unlimited size, and from an industrial point of view, their large-scale
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production is easier than viral vectors (Yin et al., 2014). Despite these advantages, of the 12
approved GTs, only one, Patisiran (Onpattro) (Table 2), an organic non-viral vector indicated
for hereditary transthyretin amyloidosis, was approved by the Food Drug Administration (FDA)
and the European Medicines Agency (EMA) in 2018 (Khalil et al., 2020). This unique clinical
success is due to the difficulties of these synthetic vectors to reach their target cells and deliver
intact nucleic acids. However, this vectorization strategy, boosted by the success of mRNA
vaccines enclosed in lipid nanoparticles (Moderna and Pfizer/BioNTech), is growing rapidly

and is therefore one of the strategies to be considered in OA.

Regarding viral vectors, thanks to their natural ability to infect cells, they have an important
advantage over synthetic vectors. Viruses, from which viral vectors are derived, are organized
by family based on several of their characteristics, such as their ggnome composed of RNA or
DNA, both single or double-stranded, and their morphology defined by the capsid surrounding
the viral genome, which presents various compositions according to the type of virus, and the
existence or not of an envelope around the capsid. These wild-type characteristics can be
modified or not to use viruses as GT vectors. For example, while all or part of their viral
genome is removed from wild-type viruses to add transgene instead, wild-type capsid and/or
envelope are not modified at first glance. Among viruses, lentiviruses, adenoviruses, and
AAVs, whose characteristics are summarized in Table 3, are the most frequently used to
deliver nucleic acid. Briefly, lentiviruses, adenoviruses, and AAVs share a similarity in their
ability to infect both dividing and non-dividing cells. However, lentiviruses, which are
integrative RNA viruses, differ from adenoviruses and AAVs, which are non-integrative DNA
viruses. Although the transgene integration with lentiviruses allows maintenance of its
expression even in dividing cells, this is accompanied by an important risk of mutagenesis.
However, non-integrative viruses, AAVs, and adenoviruses, while safer from this point of view,
suffer from a limited expression in time due to the transgene dilution during cell divisions.
Adenoviruses and AAVs diverge in their pathogenicity, indeed adenoviruses are known to
induce different diseases, whereas AAVs have never been shown to cause disease in humans.
Thus, adenoviruses suffer from higher immunogenicity than AAVs. This makes adenoviruses-
based vectors preferentially used for vaccination, as for the SARS-CoV-2 vaccination campaign
(AstraZeneca, Vaxzevria). Each viral vector cited here may therefore be adapted to specific

needs. For example, lentiviruses are mainly used for CAR T-cell production, AAVs for genetic
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diseases, and adenoviruses in an oncolytic context (Table 2). As lentivirus, AAVs, and
adenoviruses are currently used in OA clinical trials, viral vectors appear to be also of interest

for therapeutic development.

Both viral and non-viral vectors are the subject of promising studies in the field of OA, which

are presented below.

Non-viral vectors-based GT in OA

Non-viral vectors can be subdivided into two main categories: organic vectors, and inorganic
vectors. Because non-viral vectors have been thoroughly reviewed elsewhere (Uzieliene et al.,
2021; P. Wu et al., 2018), we will only discuss here the promising XT-150 GT currently in a
clinical trial in OA (NCT04841512) (Table 1). XT-150 is a plasmid DNA encoding a variant of
human IL-10 (pDNA-hIL-10v), an anti-inflammatory cytokine. Surprisingly, while the use of
naked DNA is the least effective method to infect target cells, this strategy exhibited long-
lasting relief of allodynia in models of various neuropathic diseases, such as multiple sclerosis.
Moreover, a previous study highlighted that the use of D-mannose, as an adjuvant of pDNA-
hIL-10v, allows for increased uptake of the naked plasmid by phagocytic cells such as M2-type
macrophages. Development of IL-10 transfer into the joint is a more than 20 years story that
has gone through Adenoviruses-based vectors (Whalen et al., 1999) and AAV-based vectors
before finally reaching the clinic with a plasmid DNA. While this strategy is attractive,
particularly for this anti-inflammatory molecule which targets M2-type macrophages, more
efficient strategies using organic and inorganic vectors could be considered to carry other

transgenes (Zu & Gao, 2021).

Lentivirus-based GT in OA

The lentiviruses belong to the RNA viruses sub-family, the retroviruses, so named for their
unique ability to express retrotranscriptase. Lentiviruses are composed of an 8kb single-strand
RNA genome packed in an enveloped capsid of 80 to 120 nm in diameter (Table 3). Moreover,
lentiviruses allow long-term transgene expression due to their ability to integrate the host
genome. However, these integrations can also lead to random mutagenesis, which if occurring
in the area of a proto-oncogene or a tumor suppressor, can ultimately lead to tumor
development. However, new generations of increasingly safer lentivirus vectors have been

developed and led to their use in several authorized treatments (Table 2). In addition, all
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approved treatments using retroviruses, are ex vivo GT (or cell-mediated GT), i.e. transduction
of autologous cell of interest before reimplantation in patient limiting the risk for unknown

integration.

Interestingly, among retrovirus-based GT approved; Invossa-K/TissueGene-C (TG-C) was the
first approved GT for degenerative joint disease. However, this drug was withdrawn from the
market by the Korean FDA in 2019 due to a lack of information regarding the product
composition. The current formulation of TG-C seems to consist of a 3:1 ratio of allogenic
chondrocytes and irradiated human embryonic kidney cell line GP2-293 transduced with a
retroviral vector coding for TGF-B1. Despite this point to be clarified, a phase Il clinical trial
evaluating TG-C in patients with OA (Kellgren-Lawrence grade 2-3 and medial joint space

narrowing grade 1-2) is ongoing (NCT03203330).

Nevertheless, lentiviruses are widely used as a tool to transfect joint cells in vitro. For pre-
clinical studies in small animal models (mice and rats), repetitive injections of lentivirus vectors
are required to permit a sufficient expression of the transgene and not easily translatable to
the human clinic (M. Li et al., 2021; Liu et al., 2022; Song et al., 2021; Xu et al., 2021; Zhou et
al.,, 2020). In this context, lentivirus vectors are considered an interesting strategy when
restricted to cell-mediated GT, and thus could be applied for the repair of osteochondral

defects.

Adenovirus-based GT in OA

Adenoviruses (Ad) are composed of a linear double-strand DNA genome packed in a non-
enveloped icosahedral capsid of 60 to 90 nm in diameter. Different serotypes of Ad, as
characterized by their capsid composition, exist. The Ad serotype 5 (Ad-5), the most widely
used serotype for gene transfer, has a 36kb wild-type genome. Interestingly, its genome
remains episomal in the nucleus of host cells, thus avoiding germ-line transmission and
insertional carcinogenesis. And, Ad can infect a wide range of dividing and non-dividing

mammalian cells (Table 3).

Gendicine and Oncorine were the two first Ad-based GT authorized on the market in 2003 and
2006 respectively (Table 2). They are indicated in patients with cancer, based on their
oncolytic abilities. Indeed, Ad are pathogenic viruses able to trigger strong cellular and

humoral immune responses, making Ad-based vectors very interesting for vaccine or as
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oncolytic vectors (the infected cells can be rapidly eliminated by cytotoxic T cells (Yang et al.,
1994)). In other contexts, such as OA GT, the immune response mediated by Ad-based vector
remains the most challenging issue (Burgert et al., 2002), responsible for rapid clearance of
infected cells, and a short expression of the transgene, as well as possible immune-drive
toxicity (Raper et al., 2003). This issue is solved with the development of different Ad-
generations. Indeed, Ad vectors are divided into three generations, depending on the
progressive viral gene deletion. The first Ad-generation, only deleted of 8.2kb (Danthinne &
Imperiale, 2000), is the one used as vaccine vectors, illustrated by AstraZeneca vaccine
developed during the SARS-CoV2 widespread. The second Ad-generation is depleted of 14kb
(Curiel, 2016) and has been surpassed by the third generation also named helper-dependent
adenoviruses (HD-Ad), which is depleted of all its viral genome except a small part needed for
genome replication and packaging (Barry et al., 2020). The latter, in addition to being the less
immunogenic Ad vector (Brunetti-Pierri & Ng, 2016), allows transport of 36kb transgenes,
opening up GT not only to short nucleic fragments but also to long sequences that may contain
several genes (Crenshaw et al., 2019). Moreover, HD-Ads have been shown to permit a long-
term transgene expression (> 1 year) in different animal models (Brunetti-Pierri & Ng, 2011;
Toietta et al., 2005). It is therefore this third generation of Ad that is of interest for OA.
However, HD-Ad production requires a helper virus expressing adenoviral genes, which
complicates the purification of HD-Ad and has long slowed its use in clinics (Schwartze et al.,
2022). Different efficient production strategies are currently developed (Phillips et al., 2022)
leading to HD-Ad evaluation in various clinical trials. Among HD-Ad in clinical trials, Flexion
Therapeutics, Inc. has developed an HD-Ad-based GT for patients with knee OA, FX-201 (Table
1). FX201 coding for IL-1Ra is currently in phase | clinical trial (NCT04119687). Previous pre-
clinical evaluations of HD-Ad-IL-1Ra in mice, rats, and equine models of OA exhibited no
adverse events, good tolerability, joint function improvement, and protection from severe OA-

induced pain (Table 4) (Senter et al., 2022, Nixon et al., 2018).

As discussed previously, the large transgene packaging capacity of HD-Ad can also be
advantageous to package more than one gene. Stone A. et al., used HD-Ad coding for Prg4 or
IL-1Ra alone or in combination, and showed a greater efficiency of the combinatorial
treatment compared to the single HD-Ad injection (Stone et al., 2019) (Table 4). Very

interestingly, both genes are not under the same promoter, Prg4 expression is driven by the
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constitutively active elongation factor 1 (EF-1) promoter, whereas IL-1Ra is driven by an
inducible NF-kB promoter, allowing its expression only under an inflammatory stimulus. If
FX201 phase | clinical trial results exhibit good tolerability and safety, this would open up a
promising avenue for the development of HD-Ad that will package two or more genes coding

for therapeutic molecules.

However, there is still one downside, because although HD-Ad is the least immunogenic of the
Ad-based vectors, humans naturally develop antibodies that neutralize these viruses. Thus,
most of humans expressed antibodies directed against Ad, among which Ad-5. These
antibodies can not only limit gene transfer but also causes inflammation reactions that are
undesirable in OA. To address this antigenic issue, different capsid modifications can reduce
or even abolish its recognition by pre-existing neutralizing antibodies (Croyle et al., 2005;
O’Riordan et al., 2004). Some of the most promising strategies to impair neutralization and

improve transduction specificity will be discussed in the last part of this section.

Adeno-Associated Viruses (AAVs)-based GT in OA

AAVs are composed of a 20-25 nm diameter non-enveloped icosahedral capsid, which
contains a single-stranded DNA genome of ~4.7kb composed of three open-reading frames,
rep, cap, and AAP, respectively required for replication, capsid protein production, and capsid
assembly. These three open-reading frames are flanked by inverted terminal repeats (ITRs),
which are essential for replication and genome packaging into the capsid. Cap sequence
defines proteins that composed AAV capsid and thus, the serotype of each AAV. The different
AAV serotypes differ in their cellular tropism and pre-existing immunity to each of them (Table
5). Pre-existing immunity is reflected in the presence of neutralizing antibodies that may be
found in the synovial fluid of patients. Thus, for GT, the choice of the appropriate AAV serotype
is critical. Moreover, in GT, recombinant AAVs (rAAVs) are depleted of all the viral sequences,

except for the ITRs, which are thus replaced by nucleic acids of interest.

The use of rAAVs for GT has several advantages. They are non-pathogenic and transgenes
delivered by rAAVs persist in an episomal form that reduces the risk of insertional
mutagenesis, allowing them to maintain long-term expression. In addition, rAAVs can target

both dividing and non-dividing cells. These various advantages have made rAAVs a popular
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tool for GT development in OA, leading to 3 ongoing or recently completed clinical trials (Table

1),

The first clinical trial concerns ART-102, a rAAV2/5-based vector carrying a transgene encoding
IFN-B driven by an element of the NF-kB promoter. The rAAV2/5 corresponds to the serotype
5 AAV capsid with serotype 2 ITR sequences. The serotype 5 capsid was chosen due to its
preferential tropism for synovial cells compared to other serotypes (Aalbers et al., 2015). IFN-
B is an immunomodulatory cytokine able to reduce the production of IL-13, TNF-a, and IL-6
which are cytokines involved in OA. Thus, ART-102 was evaluated in patients with hand
inflammation diagnosed with rheumatoid arthritis or OA. Pre-clinical studies in rats (Aalbers
et al., 2015) and rhesus monkeys (Bevaart et al., 2015) have shown that intra-articular
injection of ART-102 was well tolerated and no adverse events were reported. However,
despite promising pre-clinical results, the phase I/Il clinical trial has highlighted insufficient

safety and tolerability to pursue clinical trials (Vrouwe et al., 2022b).

The second clinical trial involves ICM-203, a rAAV2.5-based vector carrying a transgene coding
for NKX-3.2 also named Bapx1. Serotype 2.5, different from 2/5 previously described, is a
hybrid serotype engineered to address various GT issues, such as the limited transgene
expression, notably due to neutralizing antibodies and the specific tropism. In this context,
AAV-2.5 was designed to enhance cartilage targeting. Indeed, NKX-3.2 is a key player in the
early stages of chondrocyte development (Minsun Park et al., 2007), but its expression
decreases during chondrocyte maturation (Provot et al., 2006) and in the cartilage of OA
patients (Caron et al., 2015). Nkx-3.2 is able to promote early chondrogenic differentiation,
support chondrocyte survival, and inhibit chondrocyte hypertrophy, at least through Runx2
inhibition (Provot et al., 2006). Maintaining its expression then slows the development of OA

in mice pre-clinical models (Oh et al., 2021; M. Park et al., 2021).

Finally, similarly to the Ad-based GT under evaluation, FX-201, an AAV-based vector carrying
IL-1Ra is currently in phase | clinical trial (NCT02790723). Interestingly, this GT is based on a
self-complementary rAAV (scAAV), which differs from a classical rAAV by the composition of
its genome, which instead of being single-stranded, is already double-stranded. Self-
complementary AAV permits skipping the DNA replication require for transgene expression in
host cells. This strategy will also be further discussed in the next part of this review.

Interestingly, this clinical trial in parallel with the FX-201 trial will allow comparing the results
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of the same transgene delivered to OA patients in a very similar pathological context with the

two most promising viral vectors.

These three clinical trials open a route to further development of GT therapeutics in OA.

What enhancements can be made to viral vector-based GTs for

application to OA?

As described above, despite promising development, viral vectors, among which the most
promising in OA are Ad- and AAV-based vectors, still suffer from two main limitations: the host
immune response and the optimum tissue-specific transgene persistent expression (Figure
21). Although intra-articular injections are widely preferred to enhance joint cell transduction,
entry into the joint target cell of interest can be complicated. Indeed, some cells such as
synovial cells, ligament cells or even fat pad cells are more accessible than chondrocytes
embedded in a dense extra-cellular matrix (ECM), thus, specifically drive the viral vector to the
target cell of interest is a real challenge. Moreover, intracellular trafficking impairments could
decrease viral vector transduction efficiency. To address these issues, modifying the capsids

or optimizing the carried nucleic sequence, have been contemplated with growing interest.
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Figure 21 : Limitations and improvements to enhance viral vector transduction. To be efficiently used by targeted cells the

transgene first has a long route to completion inside its vector. The viral vector must evade neutralizing antibodies, find the

cells even if they are embedded in a dense extracellular matrix (ECM), penetrate them until it decapsids and finally release

the transgene. To finish, transgene must be processed by the cell for DNA replication (for the particular example of rAAV) to

translation. All steps of this journey could limit viral vector transduction. To improve it, intra-articular injection of the vector
with the appropriate capsid and transgene should be considered.

Capsid modifications

As illustrated with AAV, capsid, which defines serotypes, is responsible for the natural ability
of viruses to preferentially target a cell type rather than another (Table 5). Indeed, capsids are
the first element in contact with the targeted tissues/cells and the determining element of the
intracellular trafficking efficiency. In addition to promoting tropism, surface capsid proteins of
Ads or AAVs can be recognized by neutralizing antibodies. These neutralizing antibodies are
also of concern in the context of intra-articular injections because they are not only found in
the circulation but also in the synovial fluid (Adriaansen et al., 2005). This is why patients

included in clinical trials are screened for their pre-existing neutralizing antibodies. Thus, to
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dedicate a GT to as many patients as possible, it will be interesting to develop vectors for
which neutralizing antibodies don’t pre-exist. In this context, capsids naturally appear as

targets of choice to improve viral vector-based GT.

Considering rAAV, some variable regions coding for surface capsid proteins are responsible for
specific interaction with targeted cells through membrane receptors (Table 5) that are needed
for rAAV internalization, rAAv intracellular processing (Rossi et al., 2019), and the subsequent
transgene expression (Tseng & Agbandje-McKenna, 2014). These regions are the main targets
of rAAV capsid modifications, directed evolution and rational design are the main
technological strategies used to modify rAAV capsid (C. Li & Samulski, 2020; Tabebordbar et
al., 2021). Briefly, directed evolution allows, from a functional capsid protein, the creation of
new proteins with improved functions through repeated cycles of mutation-selection.
Through this technique, several improved pseudoserotype or hybrid serotypes have yet
emerged. Among them, rAAV DJ has already been successfully used in a pre-clinical rat model
of OA (Martinez-Redondo et al., 2020). This pseudoserotype is mainly composed of some
AAV2, AAV8, and AAV9 capsid sequences (Tseng & Agbandje-McKenna, 2014). Initially, rAAV-
DJ was selected for its improved transduction efficiency in different cell types in vitro (Grimm
et al., 2008). Grimm et al. notably showed that this improvement may be due to enhanced
intracellular trafficking, which could explain its high transduction efficiency in many cell types.
Another hybrid serotype of interest in OA, is rAAV2.5 used in the ICM-203 clinical trial (Table
1). rAAV-2.5 is a chimera of AAV 1 and AAV2 in which 5 amino acids of AAV 1 substitute 5
others of AAV 2 to exhibit AAV 2 affinity with heparan sulfate and to evade the immune
response against AAV 2. This hybrid serotype was rationally designed to develop a GT directed
against Duchenne muscular dystrophy and appeared safe and well tolerated without cellular
immune response detected against the AAV2.5 capsid during a phase | clinical trial (Bowles et
al.,, 2012). In this hopeful context, rAAV 2.5 carrying an IL-1Ra transgene has also been
evaluated in preclinical models of equine OA, highlighting no adverse events, a reduced joint
lameness, as well as an improved repair of the damaged bone, and a protection of the adjacent

cartilage (Watson Levings, Broome, et al., 2018).

Page 82 sur 198



« Gene therapy for osteoarthritis » : En préparation

The variable regions of the rAAV capsid can also be the target of genetic modifications (Biining
& Srivastava, 2019). As proposed by Miiller O et al., inserting a suitable peptide sequence
selected from a random peptide library in AAV sequence can improve cell-type specific
targeting (Mller et al., 2003). Although to our knowledge, this design approach has not yet
been evaluated in OA, Eichhoff et al. designed an rAAV able to preferentially target cells
overexpressing the P2X; purinergic receptor (P2X7R) (Eichhoff et al., 2019) as described in OA
chondrocytes compared to healthy chondrocytes (W. Zhang et al., 2018). In addition to this
example, rAAV capsids could be genetically modified to specifically target receptors
overexpressed by OA joint cells such as the cannabinoid receptors (Dunn et al., 2016) or ROR2
(Thorup et al., n.d.) in chondrocytes. Other genetic modification strategies adding stimulus-
dependent motifs that can activate or deactivate the ability of rAAV to interact with the target
cell may also be of interest to specifically target OA joint cells. For example, given the
significant secretion of MMPs during OA, the addition of MMP cleavable moieties as tetra-
aspartic peptides to the rAAV capsid, could allow a better control of the infection timing and

specificity of targeted cells (Judd et al., 2014).

Finally, rAAV capsid could also be chemically modified, avoiding tricky AAV genome
manipulations. Due to their high chemical reactivity, lysines that are highly exposed at the
surface of rAAV capsid (>300 moieties), are a relevant target for the chemical engineering of
rAAV capsids (Mével et al., 2020). This allows a wide range of chemical compounds to be
coupled to the rAAV capsids: from the chemotherapy drug paclitaxel (Wei et al., 2012) to
ligands such as N-acetylgalactosamine (Mével et al., 2020). In addition to allowing more
specific addressing, this strategy also prevents rAAV recognition by neutralizing antibodies. In
the same way, as suggested previously with genetic modifications, chemically added peptides
may target proteins overexpressed in OA joint cells compared to healthy ones. Peptides
specifically designed to enhance targeting of cells of interest, such as Chondrocyte-Affinity-
Peptide (CAP) discovered by phage display (Cheung et al., 2013) and designed to target
chondrocytes, could enhance the targeting of chondrocytes by rAAVs. Previous in vitro data
highlighted the potential of this peptide (Chongchai et al., 2021), however recent in vivo trials
in our team have not been as convincing (unpublished data). Our example illustrates the
limitation of modifying rAAV capsids which have many functions that these different

modifications can rapidly compromise.
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Ad capsid is composed of a total of 252 proteins divided into three protein types: hexons,
penton, and fibers (reviewed in Lee et al., 2017) (Figure 22). Like the variable regions for rAAV
capsids, both pentons and fibers contribute to the interaction of Ad with cellular receptors
and the internalization of Ad for further transgene processing, whereas the outer surface of
hexons is the primary target of neutralizing antibodies. For over 20 years, PEGylation
strategies (addition of Polyethylene Glycol — PEG — moieties) of Ad capsid have been
developed. Various sizes of PEG and different covalent attachment strategies have been
tested in various contexts, allowing to limit off-target effects as well as escaping from
neutralizing antibodies (Croyle et al., 2005; De Geest et al., 2005; Mok et al., 2005; O’Riordan
et al.,, 2004; Prill et al., 2005). Other polymers such as poly-N-(2-hydroxypropyl)
methacrylamide (HPMA) have also been widely used to overcome the undesirable properties
of Ad (Klionsky et al., 2021). To our knowledge, these Ad modifications have not been
evaluated in the context of OA or joint diseases, but it would be interesting, to effectively
escape from neutralizing antibodies present in synovial fluid and compare the transduction
efficiency of modified or unmodified HD-Ad after intra-articular injections. In addition to the
chemical addition of fragments, genetic manipulation of capsid sequences is also currently
used. The most promising genetic manipulation consists of the generation of chimeric Ad by
replacing the fiber domains with their homolog from other serotypes (Weklak et al., 2021). As
for rAAV pseudoserotype, this chimeric Ad has acquired a new tropism and can escape
neutralizing antibodies directed against the parental Ad serotype. The peptide could also be
genetically included in the fiber end to enhance gene transfer into the targeted cells (H. Wu
et al., 2002). These strategies, closely related to those previously described in rAAV, have not
yet been evaluated in OA joint cells, but modifications similar to those proposed for rAAV

could be considered.
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Figure 22 : Schematic representation of the currently most promising viral vectors for OA GT. Capsid and genome
representations of AAVs and Ads highlighting differences in the single-stranded DNA (ssDNA) genome of recombinant AAV
(rAAV) and in the double-stranded DNA (dsDNA) genome of self-ccomplementary AAV (scAAV).

Transgene optimization

Transgene engineering should also be considered to improve the final steps of the
transduction process (Figure 21). Indeed, considering a transgene leading to a therapeutic
protein, it is necessary to choose the appropriate transgene units. First, depending of the
desired effect, different types of promoters can be used, either inducible promoters or
ubiquitous promoters. Then, the addition o