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Liste des abréviations

3H-thymidine | Thymidine tritiée

53BP1 p53 binding protein 1

8-OH-Gua 8-hydroxyguanine

A

ACAN Agrécane

Acétyl-CoA Acétyl-coenzyme A

ADAMTSs A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs
ADN Acide désoxyribonucléique

AINS Anti-inflammatoires non stéroidiens

Akt Protein kinase B (PKB) ou RAC (Rho family)-alpha serine/threonine-protein kinase
AMPK Kinase AMP dépendante

ARN Acide ribonucléique

ARNmM Acide ribonucléique messager

ATF4 Activating transcription factor 4

ATG Autophagy related genes

ATM Ataxia telangiectasia mutated

ATP Adénosine triphosphate

ATR Ataxia telangiectasia and Rad3-related protein
B

Bcl-2 B-cell lymphoma 2

BRAF B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase
BRCA1 Breast cancer gene 1

BrdU 5-bromo-2'-deoxyuridine

C

C/EBP-B CCAAT/enhancer binding protein B

c-Myc Cellular myelocytomatosis oncogene

CaMK Kinases Ca?*/calmoduline-dépendantes

CAV-1 Cavéoline-1

CCF Fragments de chromatine cytoplasmique

CCL2 C-c motif chemokine ligand 2

CD Domaine catalytique

CDK Cyclin-dependent kinase

CDKi Cyclin-dependent kinase inhibitor protein
CGAS-STING Cyclic GMP-AMP synthase (cgas)—stimulator of interferon genes (STING)
CHK1et?2 Checkpoint kinase 1 et 2

COL2a1 Collagene de type Il alpha 1

COMP Protéine matricielle oligomérique du cartilage
CREB Cyclic AMP-responsive element-binding protein 1
CSF1R Colony stimulating factor 1 receptor

CSH Cellules souches hématopoiétiques

CSM Cellule stromale mesenchymateuse

D

DAMPs Damage-associated molecular pattern

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole

DDR DNA damage response
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DioC6 lodure de 3,3'-dihexyloxacarbocyanine

DON 6-diazo-5-oxo-L-norleucine

DSBs Double-strand breaks

E

E2F Facteur de transcription de la famille E2F
EdU 5-ethynyl-2’-deoxyuridine

EGF Epidermal growth factor

eNOS Oxyde nitrique synthase endothéliale

EVA Echelle visuelle analogique

EVs Extracellular vesicles

F

FBN2 Fibrilline de type 2

FLS Fibroblast like synoviocytes

FOXO1let4 Forkhead box protéine 1, 4

Fruc-6P Fructose 6-phosphate

G

GAGs Glycosaminoglycanes

GATA4 GATA binding protein 4

GFAT Glutamine fructose-6-phosphate amidotransférase
GFPT Glutamine--fructose-6-phosphate transaminase
GLB1 Geéne codant pour la B-galactosidase

Glc Glucose

GlcN Glucosamine

GIcN-6P Glucosamine-6-phosphate

Gluc-6P Glucose 6-Phosphate

GLUT Glucose transporter

GPI Glucose-6-phosphate isomérase

GWAS Genome-wide association studies

H

H,0, Peroxyde d'hydrogene

YH2AX Histone H2AX phosphorylé sur la sérine 139
H3K9Me2/3 Histone H3 di- ou tri-méthylée sur la lysine 9
HACs Chondrocytes articulaires primaires humains
HAT-like Histones acétyltransférases-like

HBP Voie de biosynthése des hexosamines

HEX Hexokinase

HMGA Protéines a haute mobilité du groupe A

HP1 Protéine d'hétérochromatine 1

hTERT Telomerase reverse transcriptase

|

IFP Infra-patellar fat pad ou tissus adipeux infra-patellaire
IGF Insulin-like growth factor

IGFBP7 Insulin-like growth factor-binding protein 7
IL-6, IL-8... Interleukine 6, Interleukine 8,...

IL-1Ra Interleukin 1 receptor antagonist

IMC Indice de masse corporel

IR Rayonnements ionisants

IRM Imagerie par résonnance magnétique
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IRS1

Substrat du récepteur a l'insuline 1

lodure de 5,5',6,6"-tétrachloro-1,1',3,3'-tétraéthylbenzimi-dazolylcarbocyanine

KDa

Kilodalton

LC3B Microtubule associated protein 1 light chain 3 beta

MDC1 Mediator of DNA damage checkpoint protein 1
MEC Matrice extracellulaire

mER-B Récepteur murin aux cestrogenes-B

MGEAS5 Antigene exprimé par le méningiome 5

MMPs Métalloprotéinases matricielles

MPC Matrice péri-cellulaire

MPIP1 M-phase inducer phosphatase 1

MPT Modification Post-Traductionnelle

mTOR Mammalian target of rapamycin

p16|NK4A, p16

NF1 Neurofibromin 1
NF-kB Facteur nucléaire kB
NK Natural killer
NLS Nuclear localization sequence
NO Oxyde nitrique
NSC Cellules souches neurales
o ]
03 Ozone
OA Osteoarthritis, arthrose en francais
OARSI Osteoarthritis Research Society International
OGA O-GlcNAcase
O-GIcNACc B-Nacétylglucosamine
OGT O-GIcNAc Transférase
oIS Oncogene induced senescence

Inhibiteur de kinase cycline-dépendante 2A (CDKN2A)

p21°®, p21 Inhibiteur de kinase cycline-dépendante 1A (CDKN1A)
p53 Ou TP53 pour tumor protein 53

p65 Facteur de transcription p65

PAI-1 Plasminogen activator inhibitor 1

PCNA Proliferating cell nuclear antigen

PG Protéoglycane

PGE2 Prostaglandine E;

PI3K Phosphoinositide 3-kinase

PI3P Phosphatidylinositol 3-phosphate

PKA cAMP-dépendante protéine kinase

PML Promyelocytic leukemia protein

POT1 Protection of telomeres protein 1

PPARyY Récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes y
PPO Domaine de liaison aux phosphoinositides

pRB Protéine du rétinoblastome




PRG4 Protéoglycane 4

PTEN Phosphatase And Tensin Homolog
S

RAP1 TRF-2 interacting protein

RUNX-2 Facteur de transcription lié a Runt 2
s ]

SA-B-Gal B-galactosidase associée a la sénescence

SAHF Senescence-associated heterochromatin foci

SASP Senescence associated secretory phenotype

SBB Sudan black blue

SDF-1 Stromal cell-derived factor 1

Ser Sérine

SIPS Stress-induce premature senescence

SIRT1 Sirtuine 1

SnC Senescent cells ou Cellules sénescentes

SOX-9 Facteur de transcription SRY-Box 9

SP1 Specificity protein 1

TFR1 et 2 Telomeric repeat-binding factor-1 et 2
TG Thiamet-G

TGF-B1 Transforming growth factor beta 1

Thr Thréonine

TIMP Tissue inhibitor of metalloproteinase
TIN2 TRF-1 interacting protein

TLK1 Serine/threonine-protein kinase tousled-like 1
TMRE Ester éthylique de tétraméthylrhodamine
TNF-a Facteur de nécrose tumorale alpha

TPP1 adrenocortical dysplasia protein homolog
TPRs Répétition tétratricopeptide

VEGF

UDP Uridine diphosphate

UDP-GIcNAc Uridine diphosphate N-acetylglucosamine
ULK1 Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase 1
uTpP Uridine-5'-triphosphate

Vascular endothelial growth factor

VEGFR

Récepteur au VEGF

Western blot

YAP

Western Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis Index

5 -bromo-4-chloro-3-hydroxyindole-1

Yes-associated protein 1
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Avant-propos

Par son ampleur, I'allongement de la durée de vie humaine est le principal facteur ayant entrainé
le vieillissement des populations. La proportion globale de personnes dgées de 60 ans et plus
passera a 22 % en 2050 soit plus de 2 milliards de personnes dans le monde pour une population

estimée a 10 milliards en 2050

Cependant, la durée de vie en bonne santé et sans maladie n'a pas augmenté au méme rythme
que la durée de vie. En effet, alors que I'espérance de vie mondiale a augmenté de cing ans entre
2000 et 2015, I'espérance de vie en bonne santé a augmenté seulement de 4,6 ans’
s’accompagnant de ce fait d’'une augmentation des maladies dégénératives liées a I'dge telles que
la neurodégénérescence, le diabéte, les maladies cardiovasculaires, le cancer, I'ostéoporose et
I'arthrose (OA)3. Le vieillissement est donc devenu la cause la plus répandue de maladie dans le
monde. L'augmentation des maladies chroniques dégénératives chez les personnes agées affecte
leur qualité de vie, mais impacte également financierement nos systémes de santé. C’est pourquoi
la prise en charge des pathologies liées a I'dge est devenue un enjeu sociétal et économique

majeur dans les pays occidentaux.

La survenue de maladies liée au vieillissement a longtemps été percue comme un phénomene
normal et inéluctable. Cependant, certaines personnes agées connaissent peu de problemes de
santé, un trait qui devrait étre étendu a la population générale*>. De ce fait de nombreuses
équipes a travers le monde travaillent au rallongement de la durée de vie en bonne santé et/ou a

la réduction du nombre d’années vécues avec un handicap.

L'une des caractéristiques principales du vieillissement est 'accumulation de cellules sénescentes
dans les tissus avec I'age. Ainsi des approches thérapeutiques cliniques ciblant les cellules
sénescentes sont actuellement envisagées pour prévenir I'apparition des maladies liées a I'dge
telles que I’OA. Parmi ces stratégies, une nouvelle classe de molécules les séno-thérapeutiques

ayant pour but d’éliminer ou de moduler les sécrétions des cellules sénescentes seront retrouvées.

Cependant, bien que les mécanismes impliqués dans la sénescence des fibroblastes soient
relativement bien connus, la sénescence des chondrocytes I'est beaucoup moins et ce malgré le
nombre croissant de publications suggérant |'efficacité de nouveaux traitements ciblant la
sénescence dans les modeles pré-cliniques. S'ajoute a cela les premiers résultats cliniques mitigés

obtenus avec les sénolytiques.
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C’est dans ce contexte que s’inscrit le premier axe de mon projet de thése avec pour objectif la
mise en place d’'un modele de chondrocytes sénescent. La mise en place du modele de
chondrocytes sénescents a été réalisée a partir de chondrocytes primaires et d’une lignée
chondrocytaire humaine par des traitements a I'étoposide, molécule qui induit des dommages a
I’ADN, ou par une exposition chronique a l'interleukine 1 beta (IL-1B), cytokine pro-inflammatoire
fréqguemment utilisée in vitro pour mimer la composante inflammatoire et le déséquilibre entre
les phénomeénes anaboliques et cataboliques qui se mettent en place au cours de I'OA. En
paralléle, nous avons également cherché a identifier et caractériser in vivo les cellules sénescentes

au sein des articulations par une étude histologique dans deux modéles murins d’OA.

Parallelement, a l'augmentation de la sénescence de nombreuses pathologies liées au
vieillissement présentent également une dérégulation des niveaux de O-GlcNAcylation. C'est
également le cas pour I'OA ol une augmentation des niveaux de O-GlcNAcylation a été observée
dans les articulations de patients OA. L’étude de cette modification post-traductionnelle, pourrait
présenter une nouvelle cible thérapeutique dans le traitement de I'OA. Cependant, peu d’équipes

de recherche se sont intéressées a son role dans la survenue de I'OA.

Le second axe de travail de ma thése a ainsi été consacré a I'étude de I'effet de I'augmentation de
la O-GlcNAcylation dans I'OA. Pour cela nous avons prétraité des chondrocytes primaires humain
avec deux molécules connues pour augmenter le niveau de O-GlcNAcylation : le thiamet-G (TG) et

la glucosamine (GIcN) avant d’appliquer nos traitements IL-1B et étoposide.

Nous avons également cherché a évaluer in vivo I'impact d’'une augmentation du niveau O-
GlcNAcylation via I'administration dans I'eau de boisson de glucosamine dans un modeéle d’OA

post-traumatiques murin.

Ainsi, mon manuscrit de thése s’articule en trois parties. La premiére partie consistera en une
revue de la littérature permettant de décrire I'arthrose, maladie d’intérét de ce manuscrit, les
caractéristiques et rbles de la sénescence cellulaire et pour finir la O-GIcNAcylation. La seconde
partie présentera les résultats expérimentaux obtenus au cours de ma these. Enfin, une troisiéme
partie cléturera ce manuscrit par une discussion reprenant les principales avancées et les

perspectives de ces travaux.
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Partie | - Introduction bibliographique

L’Arthrose

L'arthrose (OA) est une des affections rhumatismales la plus répandue et invalidante. Elle peut
affecter toutes les articulations mobiles aussi appelées articulations synoviales mais touche plus
particulierement les genoux, les hanches, le rachis et les mains. Historiquement, I'OA était
considérée comme une dégénérescence de I'articulation et plus particulierement du cartilage, liée
a l'usure et associée au vieillissement. Mais nous savons maintenant qu'il s'agit d'une maladie
musculosquelettique qui touche tous les composants de l'articulation, tels que : I'os sous-
chondrale, le cartilage, les ligaments et la membrane synoviale®. L’OA telle que définie par la
Société internationale de recherche sur I'arthrose (Osteoarthritis Research Society International
(OARSI)) débute vraisemblablement par « des micro et macro-lésions au niveau des articulations
qui vont induire un stress cellulaire se traduisant par des réponses de réparations inadaptées avec
notamment I'activation des voies pro-inflammatoires. Ces déréglements a I’échelle moléculaire et
cellulaire vont avoir un retentissement a I’échelle macroscopique au niveau des articulations avec
la formation d'ostéophytes, la dégradation du cartilage, I'inflammation de la membrane synoviale
et une perte de la fonction articulaire normale »’. Chez les personnes atteintes d’AO, cela pourra
se traduire par des douleurs, des raideurs et une perte de mobilité pouvant avoir un

retentissement sur la santé mentale, le sommeil, le travail et méme la mortalité®.

Plus de 7 % de la population mondiale est touchée par I'OA (soit 528 millions de personnes)® et
I'impact de I'OA est également sociétal en raison du colt de sa prise en charge. Le fardeau
économique lié a la prise en charge de I'OA selon les systéemes de santé a travers le monde est estimé
entre 1 et 2,5% du produit intérieur brut'®, ce qui pour un pays comme la France représenterait 23
a 57 milliard d’euros pour I'année 2021. Cependant les codts indirects de cette maladie, tels que les
montants liés aux arréts maladie, ou a la perte de travail sont également importants et souvent
ignorés dans I'examen du fardeau de 'OA12, De plus, I'OA est la troisiéme maladie handicapante
dont la croissance est la plus rapide au niveau mondiale aprés le diabete et les troubles

psychiatriques?'3.
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Actuellement, il n’existe pas de traitement permettant de ralentir, stopper ou d’inverser le cours
du développement de I'OA. Sa prise en charge est donc essentiellement étiologique et vise a

réduire les symptémes (douleurs et génes fonctionnelles) éprouvés par les patients'®.

1. Evaluation clinique et diagnostique

Afin d’établir le diagnostic clinique d'OA, le praticien procéde a un entretien et un examen
physique du patient. L'OA est généralement identifiée sur la base de criteres radiographiques
(OA radiographique) seuls ou bien en association avec la prise en compte de l'intensité des
symptdémes du patient (OA symptomatique)!®. La technique de référence pour explorer les
lésions arthrosiques est la radiographie associée au score de Kellgren-Lawrence!®. Cet index
classe la maladie selon cing grades (0 a 4) basés sur la présence d'un pincement articulaire,
d'ostéophytes et d'une sclérose (augmentation, localisée ou diffuse de la densité osseuse) de I'os
sous-chondral. Cette méthode permet de définir 'OA radiographique et est utilisée en
épidémiologie. Mais d’autres systémes de notation existent?’ tels que celui proposé par OARSI*2,
Il s’agit d’un atlas radiographique qui répertorie des clichés de différentes articulations (main,
genou, hanche) et leurs scores associés pour différents critéres tels que la présence

d’ostéophytes, de sclérose sous-chondrale et le rétrécissement de I'espace articulaire.

Il existe cependant une discordance entre la présence de symptémes, raison de consultation des
patients, et les changements radiographiques observés. En effet, de nombreuses personnes
atteintes d'OA radiographique (jusqu'a 50 %) n'ont pas de symptdmes associés'® et la question
reste entiére si ces individus doivent étre considérés comme atteints d'OA°, Cette dissociation
entre OA symptomatique et radiographique est encore mal connue, mais peut partiellement
s’expliquer par le fait que la radiographie n’évalue qu’un aspect de la maladie et ne rends pas

compte des changements structurels et nociceptifs qui se produisent dans I'OA.

Dans ce contexte, l'imagerie par résonnance magnétique (IRM) présente de nombreux
avantages par rapport a la radiographie, car elle permet de visualiser I'ensemble des composants
de l'articulation, que le tissu soit minéralisé ou non (cartilage, ménisques, ligaments, ...), en trois
dimensions et a une haute résolution?. Par conséquent, cette technique est plus sensible que
la radiographie conventionnelle pour la détection précoce des changements structurels liés a

|'OA22,23

La progression de I'OA est suivie a l'aide d’indices validés évaluant le retentissement de la

maladie sur le patient. On peut citer I’échelle visuelle numérique d’évaluation de la douleur (EVA
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: échelle visuelle analogique), I'indice algo-fonctionnel de Lequesne composé d’un questionnaire
permettant a un professionnel de santé, d’évaluer les capacités fonctionnelles et la géne des
patients souffrant d'OA de la hanche notamment? ou le Western Ontario and McMaster

Universities Osteoarthritis Index (WOMAC)? pour I’évaluation de I’OA du genou.

2. Epidémiologie
La prévalence de I'OA est différente selon I'articulation. Le genou est I'articulation la plus touchée

suivie par la main et la hanche?®?’ avec des prévalences respectives de 60,6%, 23,7% et 5,5% en

2019%,

Les différences de méthodes utilisées pour définir I'OA : OA radiographique, OA symptomatique
qui associe OA radiographique et symptomatique ou symptomatique seule induit une grande
variabilité des données épidémiologiques avec une prévalence accrue de la maladie lorsque celle-

ci est détectée par radiographie®.

Cependant, quelles que soient les définitions utilisées pour collecter les données
épidémiologiques, celles-ci s’accordent a montrer que la prévalence de I'OA augmente au niveau
mondiale passant de 248 millions de cas en 1990 a 528 millions en 20192928, Cela s’explique en
partie par une augmentation de la population présentant un ou plusieurs facteurs de risque de
développer une OA. Parmi ces facteurs prédisposants on retrouve le vieillissement mais aussi
I'obésité. Or d’ici a 2050, 22% de la population mondiale aura plus de 60 ans alors qu’en 2013 seul
11% de la population, soit 800 millions de personnes, avaient au moins 60 ans?. De fagon similaire,
I'obésité a doublée dans le monde depuis les années 1980, avec de nos jours environ un tiers de

la population mondiale obése ou en surpoids®.

3. Etiologie
L’étiologie de I'OA est complexe et résulte d’'une combinaison variable de facteurs de risques. Ces
facteurs sont associés a un risque accru de développer une OA et peuvent étre séparés en deux
catégories. Les premiers vont avoir un retentissement général sur 'individu (I'dge, le genre,
I'obésité, les syndromes métaboliques et la génétique) et les seconds un impact plus ciblé sur

I'articulation (dysplasies, désalignements articulaires, traumatismes).

A. L'age
Il s’agit du principal facteur de risque de I'OA avec une prévalence et une incidence qui
s’accroissent fortement a partir de 55 ans quelle que soit I'articulation atteinte?® (Figure 1). Cette

augmentation de I'OA avec le vieillissement est probablement liée a une dérégulation de la
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Figure 1 : Incidence de I'arthrose selon I'dge, le sexe, et sa localisation (pour 1000 personnes-années). Arthrose du genou

(bleu), Arthrose de la main (vert) et Arthrose de la hanche (rouge). Ces données sont représentatives de la population générale
de la Catalogne, Espagne. (Hunter D. J. et Bierma-Zeinstra S., 2019%)

balance biologique en faveur des phénomeénes cataboliques au détriment des facteurs
anaboliques au sein des tissus de I'articulation et s’"accompagnant d’une inflammation systémique
de bas grade communément appelé "inflamm-aging"3!. Parmi les facteurs cataboliques vont étre
retrouvés une myriade de molécules pro-inflammatoires tels que linterleukine 6 (IL-6) et
I'interleukine 1 beta (IL-1B). De nombreuses études ont montré une augmentation liée a I’age des
taux sanguins d'IL-6 associée a une diminution de la fonction physique et une fragilité accrue, de
méme I'lIL-6 et I'lL-1B sont retrouvées en quantités plus importantes dans le liquide synovial des
patients arthrosiques3?. Les facteurs cataboliques vont également regrouper des enzymes telles
que les métalloprotéinases matricielles (MMPs) et les agrécanases qui vont participer a la
dégradation des composant majeurs du cartilage que sont le collagéne de type 2 et les
protéoglycanes (PG). Le vieillissement tout comme I'OA s’accompagne également d’'une
augmentation de la sénescence cellulaire3*3°, qui va participer a I'atteinte arthrosique via la
production d’un sécrétome associé a la sénescence ou SASP (Senescence Associated Secretory
Phenotype) constitué de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires et de MMPs. Cette
sénescence cellulaire (détaillée plus en amont dans la partie L.Il) va également diminuer les
capacités régénératrices des tissus en raison d’une perte de capacité des cellules sénescentes a
proliférer3®,
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B. Legenre
Le second facteur le plus important est le genre. En effet, les femmes sont plus fréquemment
touchées par I'OA avec une prévalence de 11,4 a 18,7 % contre 6,8 a 13,5 % pour les hommes
selon les études®’. Les femmes sont plus susceptibles de développer une OA périphérique (des
mains, des pieds et des genoux) alors que les hommes sont plus touchés au niveau du rachis et de
I’épaule3®3. Les douleurs ressenties par les femmes sont également plus vives et invalidantes que
chez les hommes®%, Cette différence entre les sexes tend a s’expliquer notamment par une
diminution des hormones féminines lors de la ménopause chez la femme, bien que peu d’études
se soient réellement intéressées a la question*'. Pour autant le lien entre la douleur et les
hormones sexuelles a été clairement démontré, les cestrogenes et la testostérone ayant été
montrés capables de diminuer la douleur*?#3, Plusieurs études ont montré que la concentration
d’cestrogénes et d’estradiols est diminuée dans le sérum des patientes atteintes d’OA versus les
non atteintes***>. Une méta-analyse de la littérature conclue que certains polymorphismes des
récepteurs aux cestrogénes sont associés a un risque accru de développer une OA chez certaines
populations?®. Cependant, le réle des hormones féminines dans le développement et la

progression de I'OA ne fait pas consensus.

C. Obésité et syndromes métaboliques
L’obésité est définie par I'organisation mondiale de la santé par un indice de masse corporel (IMC)
supérieur a 30kg/m?. C'est un facteur de risque bien décrit pour le développement et la
progression de 'OA notamment des articulations dites porteuses telles que le genou ou la hanche
qui soutiennent le poids du corps et dont la charge articulaire se trouve augmentée en cas
d’obésité. Les patients obeses présentent des OA plus précoces et sévéeres et leur risque d’avoir
recours a une arthroplastie du genou et de la hanche est 3 a 4 fois plus élevé. C'est pourquoi la
premiére ligne de traitement dans la prise en charge de I'OA est axée sur I'exercice physique et la
perte de poids. Une réduction du poids = 5% permet une amélioration significative des
symptémes et de la géne fonctionnelle chez les patients atteints d’OA%. Cependant, I'obésité
augmente également le risque d’OA périphérique*®® en lien probablement avec les altérations
métaboliques et inflammatoires systémiques associées a cette maladie®®. La principale
caractéristique en lien avec I'obésité est une expansion du tissu adipeux, or ce tissu est considéré
comme un organe endocrinien métaboliquement actif, qui régule les dépdts de graisse,
I'homéostasie des nutriments et agit sur la libération d'adipokines (cytokines produites par le
tissus adipeux)°. Les patients obéses présentent notamment une élévation du niveau de leptine
dans le sang et également dans le liquide synovial. In vivo chez |a souris® et in vitro sur des explants
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de cartilage et également sur des chondrocytes primaires, la leptine augmente la production de

52-54

MMPs et de cytokines pro-inflammatoires’“>“, médiateurs impliqués dans la dégradation du

collagéne favorisant ainsi la progression de I'OA.

D’autres syndromes métaboliques sont associés a I'OA tels que le diabéte de type 2°>°% qui
multiplie par deux le risque de développer de I'OA>, I’hypertension artérielle®®>°, |a dyslipidémie®®
caractérisée par un taux élevé de lipides dans le sang ou encore la maladie de Wilson. Cette
derniere est caractérisée par une accumulation de cuivre dans les tissus, en particulier dans le foie
et dans le systeme neurologique, et s’"accompagne d’un risque accru d’OA précoce sans que les

mécanismes sous-jacents ne soient connus®?.

D. Lagénétique
L'OA est une maladie multifactorielle complexe qui présente une forte composante
héréditaire®>%3, Ces 5 derniéres années, I'identification de loci associés au risque de développer
une OA a considérablement progressé grace a des études d’envergures d'association a I'échelle
du génome (GWAS)®*%¢, A ce jour, plus d’une centaine de variants ont été identifiés. Ceux-ci sont
majoritairement impliqués dans le développement et la morphologie du squelette et la
dégradation de I'articulation. lls sont également trouvés en plus grand nombre en association avec
le risque de développer une OA du genou ou de la hanche®. Parmi ceux-ci, on peut notamment
évoquer les variants du géne codant pour la protéine matricielle oligomérique du cartilage
(COMP)?’, le géne du collagéne de type Il alpha 1 (COL2A1) ou la fibrilline de type 2 (FBN2)®%. Ces
génes codent pour des composants structurels essentiels du cartilage et sont importants pour la

formation des articulations et la croissance osseuse.

Une vaste majorité des variants de risque d'OA identifiés a ce jour se trouvent dans des régions
non codantes du génome®. De ce fait, déterminer I'impact de ces variants et les génes qu'ils

modulent reste un défi majeur.

La régulation de génes via des facteurs épigénétiques tels que la méthylation, semble jouer un
role dans la régulation de génes impliqués dans I’homéostasie cartilagineuse. On peut notamment
citer le géne codant pour le facteur de transcription SRY-Box 9 (SOX-9)’°, mais également des
génes codant pour des enzymes et protéines engagées dans la formation et la dégradation de la

matrice cartilagineuse COL2A17%, agrécane (ACAN)’2, MMP2 et MMP13.
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E. Facteurs locaux articulaires
Les articulations peuvent présenter des anomalies architecturales induisant une altération

biomécanique et un surcroit de charge, les prédisposant a la survenue d’une OA.

Certaines de ces anomalies sont d’origine congénitale, telles que les dysplasies fémoro-petellaire’?
et de la hanche’® qui sont considérées comme des facteurs de risques majeurs pour le
développement de I'OA et exposent a la survenue d’OA précoce de I'articulation touchée’”’®, Le
mauvais alignement articulaire des membres inférieurs (axe hanche-genou-cheville) est
également un facteur de risque important pour l'incidence de I'OA. Ainsi I'alignement du genou

en varus est associé a un risque accru de gonarthrose fémoro-tibiale””.

Les traumatismes articulaires, constituent également un facteur de risque d’OA, et sont regroupés
dans une catégorie a part entiére appelée OA post-traumatique. La contribution du traumatisme
en tant que facteur de risque de I'OA varie selon I'articulation. Pour la cheville, le traumatisme est
estimé étre le facteur incitatif du développement de I'OA dans 70 a 90 % des cas contre seulement

2 310 % pour I'0A de la hanche et du genou’®7°.

Parmi les traumatismes articulaires, se retrouvent les contraintes mécaniques excessives induites
par la pratique sportive de la course a pied, d’un sport a au niveau®®8! ou par un travail qui sollicite
les articulations de maniére importante et répétée. C’'est le cas notamment des emplois
nécessitant de s'agenouiller et de s'accroupir de fagon répétitive, comme les mineurs, et les
charpentiers, deux métiers qui présentent une probabilité accrue de développer une

gonarthrose®.

Un tonus musculaire réduit est également associé a un risque accru de développer une OA dite
traumatique. Et effet des études récentes, suggérent que la faiblesse musculaire est antérieure a
I'apparition de I'OA du genou®8* et que la faiblesse des extenseurs du genou n’assurant plus un
maintien optimal de I'articulation augmente significativement le risque de développer une OA

symptomatique®.
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4. Physiopathologie
L'OA touche essentiellement les articulations synoviales. Celles-ci comprennent plusieurs
structures. Tout d’abord deux pieces osseuses situées en regard I'une de l'autre et dont les
épiphyses sont recouvertes de cartilage articulaire (Figure 2). Certaines articulations telles que le
genou présentent également des éléments intra-articulaires fibrocartilagineux comme les
ménisques. Ceux-ci permettent d’améliorer la jonction entre les piéces osseuses et la stabilité de
I'articulation mais aussi d’amortir et de répartir les contraintes mécaniques qui lui sont appliquées.
Ces différentes pieces articulaires sont entourées d’une capsule articulaire tapissée par la
membrane synoviale. L'espace clos ainsi formé est baigné par le liquide synovial produit par cette

méme membrane et définit la cavité articulaire.

Des ligaments latéraux et parfois centraux ainsi que des muscles attachés aux os grace aux tendons

participent a la stabilisation et a la mobilité de I'articulation.

Longtemps considérée comme une maladie affectant seulement le cartilage, cette vision de I'OA
a évolué. Elle est maintenant considérée comme une maladie touchant I|'ensemble de
I'articulation. Elle se caractérise notamment par une dégradation progressive du cartilage, un
remodelage anormal de I'os sous-chondral qui s’"accompagne par la formation d’ostéophytes et
une inflammation de la membrane synoviale ou synovite. Ces modifications de I'articulation au
niveau macroscopique sont liées notamment a un déséquilibre de la balance entre anabolisme et
catabolisme, accentuée par des modifications du phénotype des chondrocytes seul type cellulaire

présent dans le cartilage et une inflammation de bas-grade.

A. Le cartilage articulaire et les chondrocytes

a. Composition, structure et propriétés biomécaniques du cartilage
articulaire
Le cartilage articulaire aussi appelé cartilage « hyalin » du fait de son aspect lisse et translucide est
un tissu conjonctif présent a la surface des épiphyses des os composant les articulations.
Son épaisseur est variable en fonction de I'articulation. Dans le compartiment fémoro-tibial, son
épaisseur varie de 1,5 a 3 mm2®®’, Le cartilage articulaire n’est ni innervé, ni vascularisé. Il est
presque essentiellement constitué d’eau et d'électrolytes dissous (65 a 80 %), de collagenes
principalement de type Il (15 a 22 %) et de PG (4 a 7 %). D'autres classes de molécules sont
également présentes telles que des lipides, des phospholipides, des protéines non collagéniques

et des glycoprotéines®, mais en quantité moindre.

30



Les fibres de collagéne forment un maillage plus ou moins dense selon la zone du cartilage qui va
assurer sa rigidité et la rétention des PG et des glycosaminoglycanes (GAGs) associés. Les GAGs
chargés négativement et donc tres hydrophiles, vont avoir pour role de piéger I'eau chargée
positivement au sein du cartilage®. La composition du cartilage hyalin lui permet de transmettre
les forces de compressions et de cisaillements qui lui sont appliquées aux pieces osseuses et de
réduire les frottements, auxquelles les articulations dites porteuses (hanches, genoux, chevilles)

sont soumises.

Morphologiquement, le cartilage mature est organisé en 4 zones distinctes caractérisées par leur
composition, leur structure et leur distribution cellulaire. Ces zones s’échelonnent de la surface
du cartilage au contact du liquide synovial jusqu’en profondeur au contact de I’os sous-chondral®!

(Figure 2) :

» La zone superficielle représente environ 10 % de I'épaisseur total du cartilage. Cette zone

arbore une forte densité cellulaire avec des chondrocytes a la morphologie aplatie et
disposés parallelement a la surface du cartilage ainsi que des progéniteurs
chondrocytaires. La matrice extracellulaire (MEC) est riche en fibres de collagénes de type
LILIIL, IX et Xl alignées parallelement a la surface articulaire mais présente une
concentration plus faible de PG que dans les autres zones du cartilage®?. Cette organisation
assure une résistance accrue aux forces de cisaillement et de traction permettant de
protéger les couches plus profondes. On y retrouve également une forte concentration de
lubricine aussi connue sous le nom de protéoglycane 4 (PRG4)%, qui va faciliter le

glissement des cartilages articulaires.

» Lazone intermédiaire ou transitionnelle constitue 40 a 45 % de |'épaisseur du cartilage. La

densité des chondrocytes y est plus faible que précédemment et leur morphologie
majoritairement sphéroide. La matrice cartilagineuse y est riche en PG. Les fibres de
collagénes majoritairement de types I, IX et XI nont pas d’organisation bien définie

comme précédemment.

» Lazone profonde ou radiale représente environ 30 % de I’épaisseur du cartilage. Les fibres

de collagenes présentent un diametre plus important que dans les autres zones et
s’organisent perpendiculairement a la surface du cartilage articulaire. Les chondrocytes

sont moins nombreux et possédent la encore une morphologie arrondie. lls se répartissent
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parallelement aux fibres de collagenes et forment des colonnes. Cette zone est celle qui

présente la plus forte concentration en PG.

» La zone calcifiée constitue 5 a 10 % de I’épaisseur du cartilage. Elle se trouve a l'interface

entre le cartilage et I'os sous-chondrale. Cette zone pauvre en PG présente une
concentration élevée en calcium et contient un faible nombre de cellules®®. Ces
chondrocytes ont un volume cellulaire plus important, expriment des marqueurs
hypertrophiques et synthétisent notamment du collagéne de type X. La délimitation entre
le cartilage calcifiée et la zone profonde est marquée par un repére histologiquement
défini: la “tidemark” qui constitue une barriere physique empéchant I'invasion du

cartilage par les vaisseaux sanguins présents dans I'os sous-chondral®>.

» Densité chondrocytes élevée, morphologie aplatie,
alignés parallélement a la surface
« Riche en fibres de collagénes alignées
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Figure 2 : Organisation du cartilage articulaire
( Créée avec BioRender.com)
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b. Les chondrocytes
Le cartilage hyalin est constitué d’un seul type cellulaire, les chondrocytes qui dérivent des cellules
stromales mesenchymateuses®. Les chondrocytes assurent le renouvellement et le maintien de
la MEC dans leur voisinage immédiat grace a un équilibre des activités anaboliques et

cataboliques®”%,

lIs répondent aux amplitudes physiologiques de compression avec une synthése accrue des
constituants de la MEC, tels que les PG, les collagénes et COMP?>1%, A Iinverse, I'absence ou

I’application de forces de compressions de faible amplitude inhibent la synthése de la matrice®.

101 maijs leur densité varie selon

lIs constituent environ 2 % du volume total du cartilage articulaire
I'articulation, la zone du cartilage et également I'dge de lindividu'®>!%, En conditions

physiologiques normales, les chondrocytes articulaires ne proliférent pas ou peu.

Le cartilage est un des rares tissus a fonctionner en hypoxie. Il présente un gradient hypoxique
dont la teneur en oxygéne varie de 10 % en surface a 1 % en profondeur!®. De ce fait, les
chondrocytes utilisent principalement la glycolyse anaérobie pour la production de leur énergie.
Cependant, il a été montré que les chondrocytes des couches les plus superficielles pouvaient
avoir un fonctionnement aérobie partiel par diffusion des gaz (02) présents dans le liquide
synovial. Le cartilage étant avasculaire, la nutrition des chondrocytes s’effectue également par
diffusion et convection (due au mouvement du liquide) a partir du liquide synovial et dans une
moindre mesure a partir de 'os sous-chondrale pour les zones calcifiées et profondes®. La
diffusion est le principal mécanisme de transport des petits solutés comme le glucose, I'urée ou
les peptides par exemple a travers le tissu cartilagineux!®, tandis que la convection joue un rdle
important dans le transport des solutés plus gros dont la taille est supérieure a 3kDa (facteurs de
croissance (IGF1 (insulin-like growth factor-1)), petites protéines (TIMP1 (tissue inhibitor of

metalloproteinase 1), dextran) 10>106,

En plus des variations zonales de structure et de composition du cartilage décrites précédemment,
le cartilage se décompose également en 3 régions distinctes basées sur leur voisinage avec les

chondrocytes (Figure 2) : la région péri-cellulaire, territoriale et interterritoriale.

Les chondrocytes du cartilage articulaire sont complétement entourés d'une étroite région de
tissu, appelée matrice péri-cellulaire (MPC). La MPC a une structure et une composition
moléculaire définie et des propriétés physiques uniques qui la distingue fonctionnellement du

reste de la MEC et qui soutiennent le chondrocyte. La MPC étant enrichie en PG, la déformation
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des tissus et les modifications associées de la teneur en eau interstitielle entrainent des
changements dynamiques dans I'environnement physicochimique et osmotique des
chondrocytes'” permettant de réguler la réponse des chondrocytes aux forces de
compressions®1% Un certain nombre de molécules matricielles, notamment le collagéne de type
VI, le perlécan, des agrécanes, le hyaluronane, des biglycanes et le collagéne de type IX, se
trouvent exclusivement a des concentrations plus élevées dans la MPC par rapport a la MEC
environnante!®, Les interactions entre ces constituants moléculaires contribuent a

['ultrastructure distincte de la MPC et a ses propriétés biomécaniques

La matrice territoriale est constituée de fibres de collagéne entrecroisées formant ainsi un panier
fibrillaire autour de la MPC définissant les contours de logettes connues sous le nom de
chondrons!'¥12 (Figure 2) et protégeant les chondrocytes des contraintes mécaniques'®3. Les
chondrons mesurent environ 2 a 4 um d'épaisseur. Dans le cartilage mature, les chondrocytes au
sein des chondrons peuvent s'organiser en groupes isogenes, c’est-a-dire qu’ils sont issus de la
division d’un méme chondrocyte. Les groupes isogénes sont plus abondants dans la zone

transitionnelle que dans les zones superficielle et profonde du cartilage articulaire.

La matrice interterritoriale forme |'essentiel du volume restant du cartilage et décrit plus en détails
dans la partie traitant de la composition, structure et propriétés biomécaniques du cartilage

articulaire (Partie I.1.4.A.a, p25-27).

c. Maécanismes de dégradation du cartilage
L'OA notamment chez les sujets jeunes peut-étre causée par une blessure articulaire antérieure
ayant entrainé une charge mécanique anormale!'* (OA post-traumatique), alors que chez les
sujets plus agés, un certain nombre de facteurs liés au vieillissement peuvent contribuer au
développement de I'OA. Avec la survenue de I'OA, la matrice cartilagineuse présente des

changements de composition et de structure (Figure 3).

Au niveau macroscopique des fibrillations vont apparaitre a la surface du cartilage. A mesure que
le processus pathologique se poursuit, des fissures profondes associées a I'exfoliation des
fragments de cartilage se produisent, conduisant finalement a la délamination et a I'exposition du
cartilage calcifié et de I'os sous-jacents. Ces modifications s'accompagnent d’un épaississement
de la zone de cartilage calcifié au détriment des zones profondes et intermédiaires. Ce processus

est associé a la duplication de la tidemark. Des microfissures a la jonction ostéochondrale,
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permettent I'invasion du cartilage par des éléments vasculaires et des nerfs sensitifs depuis I'os

sous-chondral.
[

Chondrocyte ——
Articular cartilage

Articular cartilage

_ - Surface fibrillation and fissuring
& Chondrocyte cluster
;’" - Chondrocyte hypertrophy

Tidemark Tidemark duplication

Calcified cartilage €
Subchondral
cortical bone
Subchondral
trabecular bone

= Subchondral cortical bone

— Vascular invasion

Figure 3 : Coupe histopathologique de la surface articulaire montrant un cartilage sain (c) et un cartilage arthrosique (d).
(Martel-Pelletier J. et al., 2016°)

Avec l'apparition de I'OA, les chondrocytes subissent de multiples changements, en termes de
prolifération, de viabilité, mais aussi de phénotype. Ainsi lors des premiers stades de I'OA, les
chondrocytes articulaires, qui possédent une faible capacité proliférative vont présenter une
réponse proliférative transitoire et une synthése matricielle accrue (collagéne de type II,
agrécanes etc.) tentant d'initier la réparation du cartilage. Cette réponse de réparation est
également caractérisée par une reprise du processus de différenciation, I'acquisition d'un
phénotype hypertrophique qui s’accompagne de I'expression du facteur de transcription RUNX-2
(Facteur de transcription lié a Runt 2)*'° et |a production aberrante de collagéne de type X6 et de
protéases dégradant la matrice tels que les MMPs!/118 et |es protéines de la famille des ADAMTS

(A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin motifs).

Les chondrocytes hypertrophiques expriment aussi des génes liés a la différenciation
ostéogénique et peuvent ainsi participer a la minéralisation de la MEC lui faisant perdre ses
propriétés biomécaniques. Cette minéralisation anormale du cartilage participe au dédoublement
de la tidemark. De plus, les chondrocytes hypertrophiques peuvent se trans-différencier en

ostéoblastes, contribuant ainsi a la formation d’ostéophytes au cours de I'OA%120,

121 et la mise en place d’une inflammation'?? de bas grade se produisent

La sénescence cellulaire
parallelement a I'hypertrophie des chondrocytes et concourent aux changements de leur
phénotype. Les cytokines pro-inflammatoires tels que I'lL-1B et le TNF-a (Facteur de nécrose
tumorale alpha) participent a la destruction de la matrice du cartilage articulaire en induisant la

sécrétion par les chondrocytes de MMPs, de molécules pro-inflammatoires : la prostaglandine E2
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(PGE2) et I'oxyde nitrique (NQO), mais aussi d'autres cytokines pro-inflammatoires comme I'lIL-6 ou
I'IL-8 qui ont des effets paracrines et autocrines. De plus, I'IL-1p est également capable d'inhiber

123

la production des composants de la MEC, y compris 'aggrécane!?® ou le collagéne de type I1*24,

B. L'os sous-chondral et les ostéoblastes/ostéoclastes
L'os sous chondral est en contact direct avec le cartilage via sa zone calcifiée. C'est un tissu

125+ |a plaque

minéralisé qui peut étre décomposé en deux structures anatomiques distinctes
osseuse sous-chondrale et |'os trabéculaire sous-chondral (Figure 4). La plaque osseuse sous-
chondrale d’une épaisseur de 1 8 3 mm?'? est constituée d'os cortical, dense, relativement non
poreux et peu vascularisé alors que I'os trabéculaire sous-chondral est constitué de travées
osseuses abritant des vaisseaux sanguins, des nerfs sensitifs, de I'endothélium et de la moelle

osseuse nécessaire a ’hématopoiése?’.

L’os sous chondral comme les autres os du corps est divisé en 2 phases avec d’une part une phase
organique composée pour I'essentielle de collagene de type |, de PG et de GAGs offrant une

certaine élasticité a l'os. Cette premiére phase va étre minéralisée par des cristaux

Non-calcified cartilage -I

Tidemark
Calcified cartilage
Subchondral plate

= CRisk factors

Subchondral trabecular bone

D‘

Early-stage OA
Cartilage degeneration

Subchondral microdamage

N&
\ ) l\_ Subchondral plate thickness,
/t = ‘ and porosity

» ‘ ] Subchondral trabeculae
deterioration

Progressive cartilage Late-stage OA
destruction
w “ﬁ Calcified cartilage thickness

= SR . * Reduplicated tidemarks
g : — Subchondral plate thickness

e \
4 & ] ‘ / Subchondral bone cyst
)
N B

Figure 4 : Représentation schématique des dérégulations impactant I'os sous-chondrale
aux stades précoces et tardifs de I'arthrose. (Li G. et al., 2013%25)
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d'hydroxyapatites qui vont assurer la rigidité de I’ensemble et constituent la phase inorganique
des os. Le réle de 'os sous-chondral est d'atténuer les forces générées par la locomotion. La
plague osseuse sous-chondrale compacte fournit un soutien ferme au cartilage articulaire tandis

que l'os trabéculaire de par sa structure plus élastique assure I'absorption des chocs.

L’os sous-chondral, le cartilage calcifié, la tidemark et la zone profonde du cartilage forment la
jonction ostéochondrale!?®. Cette jonction ostéochondrale a trois fonctions majeures. En premier
lieu il s'agit de la zone de transition entre le cartilage articulaire élastique et I'os sous-chondral
plus dur. Elle posséde donc des propriétés mécaniques importantes. Ensuite, elle assure I'ancrage
du cartilage articulaire a I'os sous-chondral via les arcades de collagéne de type Il qui la traversent
et pénétrent dans I'os sous-chondral. Enfin c’est également un espace d’échange entre les

chondrocytes du cartilage et les cellules osseuses (ostéoblastes, ostéoclastes et ostéocytes)'?°.

Le squelette est un organe métaboliquement actif qui subit un remodelage continu tout au long
de la vie. Le remodelage osseux débute par la résorption de I'os minéralisé par les ostéoclastes.
S’ensuit la formation d'une nouvelle matrice osseuse non minéralisée par les ostéoblastes, dont
certains vont étre piégés dans la matrice lors de sa minéralisation et se différencier en ostéocytes.
Le remodelage osseux permet d’ajuster l'architecture osseuse en réponse aux contraintes
mécaniques et assure également la réparation des micro-dommages de la matrice osseuse®3, En
condition non pathologique, le remodelage osseux permet de maintenir la qualité et la quantité
osseuse et présente donc un bilan minéral neutre, a savoir que la quantité d’os formée équivaut

a la quantité d’os éliminée par la résorption.

Les premiers stades de I'OA sont caractérisés par une augmentation du remodelage osseux qui
s’accompagne d’une vascularisation accrue et d’'une densité osseuse réduite!3l. Chez les patients
atteints d'OA a un stade précoce, les modifications de I'os sous-chondral sont observées en amont

de la perte de cartilage®3?

. Avec la progression de I'OA, il y a un rétablissement bien décrit du
processus d'ossification endochondrale, qui va se traduire par le dédoublement de la tidemark
(Figure 4) comme évoqué précédemment, ainsi qu’une sclérose c’est-a-dire un épaississement de
I’os cortical sous-chondral et la formation d’ostéophytes!®3. Les ostéophytes sont localisés sur les
marges articulaires. Ce sont des excroissances fibro-cartilagineuses minéralisées qui constituent
une caractéristique radiographique de I'OA. L'os trabéculaire sous-chondral va également étre
impacté et peut présenter les caractéristiques histopathologiques suivantes : des micro- fissures,

des cedémes/Iésions de la moelle osseuse et des kystes osseux34. La correspondance des lésions

de la moelle osseuse avec les régions de |ésions osseuses et cartilagineuses soutient fortement
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I'origine mécanique et traumatique des modifications observées de la moelle osseuse sous-

chondrale.

Le cartilage et I'os sous-chondral échangent également des signaux. Des études in vivo ont
montrées que les prostaglandines, les leucotriénes et divers facteurs de croissance libérés par les
ostéoblastes lors du remodelage osseux sous-chondral peuvent atteindre le cartilage articulaire
sous-jacent!®%36, || semble donc logique que les facteurs de stimulation inflammatoires,
vasculaires et ostéoblastiques tels que des facteurs de croissance de I'endothélium vasculaire
(VEGF pour Vascular endothelial growth factor)®’, ou RUNX-2138 |ibérés par les chondrocytes
arthrosiques puissent participer a la détérioration de I'os sous-chondral en favorisant le

remodelage osseux.

C. La membrane synoviale
La membrane synoviale est un tissu conjonctif spécialisé, mou, déformable qui tapisse I'espace
interne de la cavité articulaire. Sa fonction premiére est la production du liquide synovial afin de
faciliter le mouvement des piéces osseuses. Elle constitue également une barriére de filtration,

d'échanges et joue un réle dans I'immunité.
La membrane est constituée de 2 couches :

e La couche externe ou sub-intima en contact avec la capsule articulaire mesure jusqu'a 5

mm d'épaisseur. C’'est un tissu conjonctif lache riche en collagene de type | qui présente
une micro-vascularisation et un réseau lymphatique développé. La sub-intima intégre
également des fibres nerveuses. C'est un tissu peu cellulaire composé principalement de
synoviocytes de type fibroblastiques (FLS pour fibroblast-like synoviocytes) et de

macrophages?’3?

. Les macrophages de la membrane synoviale dérivent de la moelle
osseuse via des monocytes circulants et expriment des marqueurs typiques des lignées

macrophagiques (CD64, CD28, CSF1R (Colony stimulating factor 1 receptor), MerTK).
phagiq y g p

e Lacouche interne ou intima se trouve du c6té de la cavité articulaire. D’une épaisseur de

seulement 20 a 40 um, elle est composée de une 3 trois couches de cellules'®. A ce jour
deux types cellulaires ont été identifiés en son sein, des cellules macrophagiques et des
FLS. Ces derniers constituent la population cellulaire dominante dans la membrane

synoviale saine.
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La membrane synoviale est responsable de la production du liquide synovial qui baigne I'intérieur
de la cavité articulaire. Il s’agit d’'un dialysat de plasma sanguin additionné de molécules
synthétisées par les FLS de lintima. Il contient notamment de I'acide hyaluronique, des
glycoprotéines mucineuses (comme la lubricine), des protéines et nutriments plasmatiques!*!.
Mais peut également contenir des cellules tels que des leucocytes. C'est un liquide clair,
légérement jaunatre et visqueux dont le pH oscille entre 7,4 et 7,72, En condition inflammatoire,
le nombre de leucocytes présent dans le liquide synovial augmente drastiquement, le rendant
opaque. Son volume varie en fonction des articulations ; de quelques millilitres dans les petites
articulations, il peut atteindre jusqu’a 5ml dans les grandes articulations, comme le genou. Bien
qu’une articulation saine présente une faible concentration en oxygéne (environ 8 %) le liquide
synovial joue un réle crucial dans la nutrition et I'apport en oxygéne des tissus non vascularisés de
I"articulation tels que le cartilage articulaire ou les ménisques. Les macrophages présents dans la

membrane synoviale participent probablement a I'homéostasies du liquide synovial via

I’élimination et le renouvellement de ses constituants!*3.

De plus en plus de preuves indiquent que l'inflammation synoviale de bas grade ou synovite

contribue a la progression de I'0A#,

Sur le plan clinique la synovite se présente sous la forme d’'un gonflement de I'articulation
accompagné de douleurs. L'IRM et I'échographie , deux méthodes de choix pour mettre en
évidence l'inflammation de la membrane synoviale'*, ont confirmé une prévalence élevée
d'inflammation chez les patients arthrosiques!®. La synovite est caractérisée histologiquement,
par une hypertrophie et une hyperplasie de la membrane synoviale qui s’accompagne d’une

Grade 1 ~_ Grade 2 Grade 3
: j Bea7s : - y ] i NG

Inflammatory
infiltration

Stromal
activation

d'inflammation. (Riis R.G.C et al., 2017'%°)
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augmentation de I'angiogenese et d’un infiltrat leucocytaire diffus ou périvasculaire constitué

principalement de macrophages et de lymphocytes T*¥.

Les causes initiant l'inflammation de la membrane synoviale au cours de I'OA restent
controversées'®, 'hypothése la plus souvent évoquée est que des produits de dégradation de la
MEC du cartilage (telles que le collagéne et la fibronectine!#*®) et des constituants des PG (par
exemple, I'acide hyaluronique), mais aussi des alarmines et des motifs moléculaires associés aux
dommages (DAMPs, Damage-associated molecular pattern) dont la concentration est augmentée

dans le liquide synovial arthrosique vont stimuler la réponse inflammatoire de la synoviale®*°.

Les macrophages de la membrane synoviale et les FLS réagissent en produisant des médiateurs
pro-inflammatoires (TNF, IL-1B, IL-6, PGE2, etc...)*>! qui participent au recrutement d’un infiltra
immunitaire responsable de I’hyperplasie de ce tissu et augmentent I'angiogenése via la sécrétion
de VEGF et EGF (Epidermal growth factor)??. Les médiateurs inflammatoires vont également
favoriser la mise en place d’un cercle vicieux en supportant les changements phénotypiques des
chondrocytes. En réponse, les cellules du cartilage vont accroitre leur sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires et d’enzymes protéolytiques (MMPs, ADAMTs) augmentant ainsi la dégradation

du cartilage et donc la progression de I'OA*>3,
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Figure 6 : Implication de la synoviale dans la physiopathologie de I'arthrose. (Sellam J. et Berenbaum F., 2010'%3)
Abréviations: ADAMTS, a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs; BMP, bone morphogenetic
protein; CCL2, CC-chemokine ligand 2; CXCL13, CXC-chemokine ligand 13; EGF, endothelial growth factor; GM-CSF,
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; IL, interleukin; IL-1Ra, IL-1 receptor antagonist; LIF, leukemia
inhibitory factor; LTB4, leukotriene B4, MMP, matrix metalloproteinase; NAMPT, nicotinamide phosphoribosyl
transferase (also called visfatin); NO, nitric oxide; NGF, nerve growth factor; OA, osteoarthritis; PGE2, prostaglandin E2;
TIMP, tissue inhibitor of metalloproteinase; TNF, tumor necrosis factor; VCAM-1, vascular cell adhesion molecule 1; VEGF,
vascular endothelial growth factor.
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Un nombre croissant d’équipes de recherche s’intéresse au role du tissu adipeux et plus
particulierement au tissu adipeux infra-patellaire (IFP, infra-patellar fat pad). Situé sous la rotule,
I'IFP est en contact étroit avec la membrane synoviale avec qui il partage une vascularisation
importante®®. Les adipocytes constituent la majeure partie de sa population cellulaire ; mais des
fibroblastes responsables de la production de la MEC et des cellules immunitaires (macrophages,
mastocytes et lymphocytes) y sont aussi reconnaissables'®. De plus en plus d’études soutiennent
I'idée que I'IFP et la membrane synoviale pourraient étre considérés comme une unité morpho-

fonctionnelle®®.

Soutenant ce concept, il a été rapporté que I'lFP de patients OA présente une expression plus
élevée du VEGF et que celui-ci était positivement associé au degré de vascularisation de la

synoviale, renforcant I'idée d’une interaction fonctionnelle entre I'lIFP et la synoviale®>®,

En raison des propriétés métaboliques du tissu adipeux, I'IFP peut affecter le fonctionnement de
la membrane synoviale et participer au développement de I'OA. En plus d'agir comme source
d'énergie, le tissu adipeux peut impacter d'autres tissus en sécrétant de nombreuses cytokines (IL-
6, IL-8, TNF-a) et adipokines (adiponectine, leptine)'>’. Dans une étude récente, chez des patients
atteints de gonarthrose et ayant subi une reconstruction du ligament croisé antérieur, I'lFP était
plus enflammé, vascularisé, fibrosé et sécrétait plus d’adipokines pro-inflammatoires que I'lFP du

groupe témoin°8,
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5. Prise en charge et traitement

En I'absence de traitement curatif, la prise en charge de I'OA est symptomatique. Elle vise avant
tout a réduire les symptomes des patients a savoir la douleur et la géne fonctionnelle afin
d'améliorer leur qualité de vie. La prise en charge se décline en 3 volets détaillés ci-dessous qui

peuvent étre combinés selon les besoins du patient.

A. Thérapies non médicamenteuses
Les thérapies non médicamenteuses ont pour objectif d'améliorer la qualité de vie des malades.
Ces approches reposent avant tout sur la prescription d’activité physique, I’éducation du patient
et la perte de poids pour les personnes en surpoids ou obéses et visent a réduire les facteurs de
risques modifiables associés a I'OA. Ces stratégies non médicamenteuses doivent constituer la
premiere ligne de traitement notamment dans la prise en charge de I'OA du genou ou de la hanche

d’apreés les directives internationales pour la prise en charge de 'OA%7/15°

a. L'activité physique
Il est bien établi que I'activité physique et la thérapie par I'exercice permettent d’atténuer les
symptoémes tels que la douleur, d'améliorer la motricité et le confort de vie global chez les
personnes atteintes d'OA du genou?”'. La prescription d’activité physique se montre méme
supérieur a diverses approches pharmacologiques ou chirurgicales de I'OA®. L’éducation des
patients joue cependant un réle essentiel dans I'adhérence aux protocoles d’exercices et donc
dans I'amélioration des symptomes. En effet, |'activité physique et la thérapie par |'exercice sont
nettement sous-utilisés par les personnes atteintes de gonarthrose notamment. Cela est d(i a une
mésinformation des patients, a la peur du mouvement, au manque de temps pour insérer la
routine d'exercices dans la vie quotidienne et a l'aggravation de la douleur par le traitement

précoce’61-163,

b. La perte de poids
La perte de poids modérée est I'exemple classique d'une approche non pharmacologique qui peut
porter ses fruits. Elle passe notamment par une modification du régime alimentaire. Comme vue
précédemment I'obésité ou le surpoids font partie des principaux facteurs de risque de I'OA%:164,
Une réduction d'environ 5kg du poids, diminue de 50 % le risque de développer une OA du genou

chez les femmes ayant un IMC supérieur a 25 kg/m? 16>,

Chez Les patients en surpoids avec une OA identifiée, une perte de poids supérieur ou égale a

environ 8% permet d’obtenir une amélioration clinique importante de la fonction physique*°®.
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Enfin, la combinaison d’un régime et d’exercices physiques améliore nettement la fonction

physique chez ces patients?.

B. Traitement médicamenteux
En l'absence de traitements permettant de ralentir, stopper ou d’inverser le cours du
développement de I'OA, les traitements médicamenteux proposés aux patients en complément
des thérapies non médicamenteuses ont pour but de soulager les symptémes douloureux et

d'améliorer la qualité de vie des patients.

a. Paracétamol et anti-inflammatoires non stéroidiens
Le paracétamol est bien souvent recommandé en premiére intention pour soulager la douleur
dans le traitement de I'OA. |l peut étre pris a la dose de 1 gramme, quatre fois par jour. Cependant,

des études récentes indiquent que son efficacité reste limitée67:168,

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont également recommandés pour la prise en
charge de la douleur en raison d'événements indésirables minimes a légers?’/1%, Ils agissent en
bloquant la formation des prostaglandines, substances responsables de I'inflammation. lls ont des
propriétés antalgiques (contre la douleur) et a doses plus élevées, anti-inflammatoires. Ils peuvent
étre administrés par voie générale (voie orale, rectale ou injectable) ou locale (sous forme de gels,
de cremes ou d’emplatres). L'OARSI recommande notamment l'utilisation des formes topiques
pour les malades présentant des comorbidités gastro-intestinales ou cardiovasculaires et les
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patients fragiles**” afin de réduire le risque d’effets indésirables liés a I'exposition systémique aux

AINS.

b. Autres traitements pharmacologiques
Les opioides peuvent étre considérés en cas d'échec des solutions médicamenteuses
précédemment citées. Cependant, ils possedent un profil de toxicité important entrainant de
nombreux effets secondaires indésirables (nausées, vomissements, vertiges, constipation,
somnolence, fatigue, maux de tétes, mais aussi dépendance, tolérance et risque d’overdose)!’%171,
De ce fait, les patients nécessitent un suivi plus important, ce qui peut expliquer que les opioides

soient utilisés de maniére variable selon les pays.

Environ 21 % des malades souffrant d'OA symptomatique souffrent de dépression

172 La duloxétine est un inhibiteur de la recapture de la sérotonine et de la

concomitante
norépinéphrine qui montre des bénéfices modérés sur la douleur, la fonction et la qualité de vie

chez les patients atteints de gonarthrose!’®. Cependant, cette molécule est associée a de
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nombreux effets indésirables tels que des troubles gastro-intestinaux, des dysfonctionnements
sexuels et des troubles du sommeil'’* et n’est que rarement cité dans les recommandations de

prise en charge de I’OAS®.

Les nutraceutiques constituent une famille de molécules hétérogéenes qui présente généralement
des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes ou analgésiques'’>'’®, Parmi elles, deux
composés ont particulierement été étudiés ; il s’agit de la glucosamine et la chondroitine sulfate.
Ces deux molécules entrent dans la composition des GAGs et posseédent des propriétés anti-
inflammatoires et antioxydantes, mais ne sont plus recommandés en raison d’'un manque de
certitude quant a leurs bénéfices cliniques!’”'’®, Cependant, des études et des essais cliniques
plus récents ont montré qu’elles présentent également des propriétés analgésiques’® et la
capacité de ralentir la progression de I'atteinte structurelle de I'articulation'®!8, La controverse

demeure donc quant a I'efficacité de ces molécules dans I'OA.

c. Traitements intra-articulaires
Les traitements intra-articulaires présentent de nombreux avantages par rapport aux traitements
systémiques. lIs vont permettre une biodisponibilité plus importante des substances administrées
localement tout en réduisant la quantité de principe actif nécessaire et I'exposition systémique

diminuant ainsi les effets indésirables et leur co(t.

La visco-supplémentation a pour but de restaurer les propriétés viscoélastiques du liquide
synovial via l'injection d’acide hyaluronique et ainsi d’améliorer les propriétés mécaniques de
I"articulation. La demi-vie de 'acide hyaluronique n’est que d’environ 26h*®2, pourtant les études
rapportent des effets sur la douleur et la raideur des articulations jusqu’a plusieurs mois apres
I'injection!®. Bien que la visco-supplémentation soient encore largement proposée par les
professionnels de santé'® de plus en plus d'organisations professionnelles s'interrogent sur sa
pertinence et son efficacité8>. Une méta-analyse récente de la littérature montre que bien que la
visco-supplémentation entraine une petite réduction de la douleur chez les patients OA, cette
différence reste inférieure au seuil clinique. De plus la visco-supplémentation augmente les

risques d’événements indésirables gravese®,

Les corticostéroides intra-articulaires sont particulierement recommandés chez les patients

187 |Is ont des effets similaires a la visco-

atteint de gonarthroses ou de coxarthroses
supplémentation mais a plus court terme sur la douleur et la géne fonctionnelle. Cependant une
étude récente a montré que les injections répétées de corticostéroides augmentent le risque de
perte de cartilage'8®
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C. Approches chirurgicales
Le recours a la chirurgie constitue la derniére ligne de prise en charge de I'OA et ne doit étre
proposée qu’en cas d’échec des approches précédemment décrites. L'approche chirurgicale

choisie devra étre adaptée aux symptomes du patient ainsi qu’a son age.

a. Larthroscopie
L’arthroscopie est une opération de chirurgie mini-invasive. Elle est couramment utilisée afin de
valider le diagnostic d’OA et également d’évaluer I'étendue des Iésions articulaires. Elle permet
également de traiter des ruptures du ligament croisé, des fractures, la réparation ou résection du
cartilage et/ou des ménisques abimés mais aussi d’effectuer un lavage articulaire afin d’éliminer
les débris de cartilage?®'®°. Cependant, I'intérét thérapeutique de I’arthroscopie est controversé
avec plusieurs études ayant montré une faible amélioration de la douleur et de la géne
fonctionnelle chez les patients. Cette intervention chirurgicale augmente également les risques

d’avoir recours a une pose de prothése dans I'année qui suit I’arthroscopie?®®9?,

b. L'ostéotomie et la prothése unicompartimentale
Lorsque [l'atteinte articulaire touche presque essentiellement un seul compartiment de
I'articulation ou qu’elle résulte d’'une déformation anatomique de type valgus ou varus interne,
deux interventions sont possibles. La premiére, la pose de prothése unicompartimentale peut-
étre proposée chez des patients sans antécédents de rupture du ligament croisée antérieur et sans

192

déviation du membre inferieur*”2. Alors que la seconde, 'ostéotomie, est-elle indiquée chez les

malades présentant une déviation du membre inférieur!®3,

Ces deux opérations majoritairement réalisées au niveau du tibia ont pour but de redistribuer les
forces d’appuis vers le compartiment articulaire non affecté par I’OA. Elles sont particulierement
recommandées chez les patients jeunes afin de retarder la pose d’une prothése totale qui survient

généralement dans les 6 a 10 ans a la suite de cette premiére opération.

c. Larthroplastie

L'arthroplastie ou pose de prothese totale est particulierement efficace pour les articulations
volumineuses telles que la hanche et le genou chez les patients souffrant d’OA avancée chez qui
les autres approches thérapeutiques n’ont pas amélioré les symptdmes'®®. Les prothéses
permettent de retrouver une mobilité de flexion presque complete et une vie quotidienne
normale. Cependant, du fait de la durée de vie limitée des protheses elles ne sont pas

recommandées chez des patients jeunes (age < 60 ans)'°*#1%, Cependant, I'arthroplastie n’est pas

45



sans risque et dans un petit nombre de cas est associé a des effet indésirables graves (chutes,
thromboses veineuses, infections au site opératoire)®®. Il est également important de noter que
chez 1 patient sur 5 la pose d’une prothese totale de genou ne permet pas une amélioration des

symptémes et de la qualité de vie'®’.

D. Autres thérapies complémentaires et expérimentales
En I'absence de traitements étiologiques disponibles dans la prise en charge de I'OA de
nombreuses approches thérapeutiques innovantes sont en cours de développement et
d’évaluation avec pour objectif d’améliorer la prise en charge de la douleur mais également

d’arréter ou réduire la progression de la dégénérescence articulaire.

a. Thérapies cellulaires
Un intérét grandissant est porté sur la thérapie cellulaire dans le domaine de I'OA afin d’influencer
la réparation du cartilage. Initialement I'implantation de chondrocytes autologues a été proposée
comme traitement des lésions partielles du cartilage®®®. Bien que prometteuse'®®, cette approche
présente plusieurs limitations majeures : le prélévement du cartilage du patient afin d’obtenir les
chondrocytes est une procédure invasive, les chondrocytes proliférent lentement en culture, et se
dédifférencient. De plus, cette approche se limite a des défauts cartilagineux de petites tailles et
doivent étre entourés de cartilage sain. Enfin, les chondrocytes implantés peuvent subir une
dédifférenciation ou une apoptose non désirée dans le microenvironnement inflammatoire des
articulations arthrosiques, ce qui peut affecter |'efficacité d’implantation de chondrocytes

autologues?00.201,

A I'heure actuelle, les cellules souches/stromales mésenchymateuses (CSM) sont connues pour
étre les produits de thérapie cellulaire les plus étudiés dans le cadre de la thérapie cellulaire de
I'OA en raison de leur capacité a se différencier en chondrocytes et de leurs propriétés
immunomodulatrices?°22%3, Elles peuvent étre facilement isolées a partir de différents tissus tels
gue la moelle osseuse, le tissu adipeux et le liquide synovial par exemple. Suite a l'injection de
CSM, les essais cliniques montrent un effet analgésique et une meilleure fonction articulaire?®,
Cependant, les bénéfices cliniques sont généralement de courte durée (quelques mois) et ne sont

gue rarement associés a un remodelage du tissu cartilagineux.
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b. Thérapie génique
Dans le cadre de I'OA, la thérapie génique est utilisée pour permettre la surexpression a long
terme de facteurs thérapeutiques tels que des facteurs de croissance ou de transcription soit pour

supprimer |'expression de génes qui soutiennent la progression de I'OA dans I'espace articulaire?%>,

Le transfert de gene peut-étre réalisé via I'utilisation de vecteur viraux ou non viraux afin de
délivrer une séquences d’ADN codant pour un gene d’intérét soit par injection directement chez
le patient en intraveineuse ou en intra articulaire; ou bien en modifiant ex vivo des cellules du
patient avant leur injection dans a I'articulation?%. Etant donné que I'OA affecte particulierement

le cartilage articulaire, ce tissu est la cible principale de toutes ces approches.

Différents systémes de transferts existent, mais ceux utilisant des vecteurs viraux sont considérés
comme plus efficaces. Les vecteurs viraux les plus couramment utilisés sont : les adénovirus, les
virus de I'herpés simplex, les rétrovirus et les lentivirus. Plusieurs essais cliniques ont utilisés la
transduction ex vivo de chondrocytes ou FLS avec des vecteurs viraux codant pour |'antagoniste
du récepteur de I'lL-1 (IL-1Ra) ou TGF-B1 (Transforming growth factor beta 1) avant d’injecter ces

207 'En 2018, Kim et al. ont rapporté lors d'un essai

cellules transformées dans I'espace articulaire
de phase Il (NCT02072070) que I'efficacité des chondrocytes allogéniques humains exprimant le
facteur de croissance transformant TGF-B1 dans le traitement de la gonarthrose humaine était
associée a une nette amélioration de la fonction et de la douleur chez les patients atteints d'OA
du genou?%, Cependant en I'absence de significativité statistique des études supplémentaires sont

nécessaires avant que cette technique ne puisse étre approuvée dans le traitement de I'OA.

c. Les séno-thérapeutiques
La sénescence cellulaire a été décrite comme |'un des principaux moteurs du vieillissement et
I'accumulation de cellules sénescentes dans les tissus est impliquée dans la pathogenese et la
progression de nombreuses maladies liées a I'4ge?%>219, Les cellules sénescentes s'accumulent
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dans les tissus articulaires en réponse a une blessure?!! et au cours du vieillissement?3, participant

ainsi au développement de I'OA et a sa progression.

De nombreuses équipes de recherche étudient donc le potentiel thérapeutique du ciblage des
cellules sénescentes a l'aide de médicaments dits séno-thérapeutiques. lls constituent une
nouvelle famille de médicaments divisée en deux classes ; les sénolytiques dont le réle est
d’éliminer sélectivement les cellules sénescentes et les sénomorphiques dont I'objectif est de

moduler les effets néfastes du SASP des cellules sénéscentes?t?-214,
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La preuve de l'efficacité des séno-thérapeutiques pour I'atténuation des maladies liées a I'age a

été démontrée dans des modéles murins de progeria®®

et de maladies chroniques telles que
I'athérosclérose?’®, le diabéte?!”218, |'0OA21121° et associée a une augmentation concomitante de

I'espérance de vie??>2?2°, ce qui a permis leur transition rapide aux essais cliniques.

La majorité des sénolytiques identifiés a ce jour favorisent I'apoptose des cellules sénescentes en
ciblant des enzymes clés impliquées dans les mécanismes de survie et anti-apoptotique, telles que
p53, p21, les protéines de la famille Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), Akt, PI3K (Phosphoinositide 3-
kinase), FOXO4 (Forkhead box protéine 4)2%4,

Bien que prometteur dans les modéles précliniques le seul essai clinique mené jusqu'a présent
avec le sénolytique UBX0101 dans le traitement de la gonarthrose (NCT04229225, NCT04349956,
NCT04129944, NCT03513016) a présenté des résultats non concluants.

Cependant, de nombreux essais cliniques sont en cours ou prévus afin d’évaluer d'autres
molécules pour le traitement de I'OA telles que la fisetin seule (NCT04210986, NCT04815902,
NCT05482672) ou en association avec la quercetin (NCT05276895)%%%,
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La sénescence cellulaire

Le mot sénescence tire son nom du latin senescere, vieillir. A I'origine, la sénescence est utilisée
pour décrire le déclin naturel des tissus et d’'un organisme associé au vieillissement. Mais en 1961
la découverte de la sénescence cellulaire par Hayflick et Moorhead??? va redéfinir les contours de
ce mot avec une sénescence qui n’est plus seulement liée au vieillissement global d’un organisme,
mais également un processus cellulaire complexe avec des répercutions au niveau systémique. lls
sont en effet les premiers a démontrer que les cellules ne sont pas immortelles, mais au contraire

possedent une capacité de prolifération limitée appelée la limite de Hayflick.

Ces derniéres années, la sénescence cellulaire est devenue le centre de I'attention dans de
multiples domaines de la recherche biomédicale??3. En effet, suite & la découverte de la
sénescence réplicative, d’autres équipes ont montré que la sénescence peut également se mettre
en place prématurément en réponses a un stress cellulaire endogéne ou exogéne??*. Ce stress
aurait dG conduire la cellule a se réparer ou a entrer en apoptose, mais grace a différents
mécanismes de survie, la cellule ne meurt pas et reste métaboliquement active. M. Scudellari dans

son article paru dans Nature en 2017 qualifie ces cellules sénescentes de "cellules zombie'??>,

La sénescence cellulaire est caractérisée par une perte irréversible de la capacité des cellules a
proliférer, accompagnée d’une hypertrophie cellulaire et d'un sécrétome associé a la sénescence,
le SASP?%¢, Cette sénescence cellulaire peut étre bénéfique lorsqu’elle favorise le remodelage
tissulaire au cours du développement embryonnaire ou aprés une blessure, mais peut également
contribuer au déclin de la fonction régénératrice des tissus, a l'inflammation, a la tumorogénése

et au développement de maladies telles que ’OA?%’ en lien avec le vieillissement.

Par conséquent, l'identification, la caractérisation et I'élimination des cellules sénescentes ont
attiré I'attention dans le domaine de la recherche sur le vieillissement et sont devenues une
nouvelle cible thérapeutique pour les maladies dégénératives liées a I'dage. L'intérét s’est
également porté sur le développement de traitements tels que les sénolytiques et les
sénomorphiques ayant pour but respectif d’éliminer les cellules sénescentes ou de moduler leurs

secrétions?®?.
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1. Mécanismes inducteurs de la sénescence

Peu de choses sont connues sur la facon dont les cellules deviennent sénescentes in vivo.
Néanmoins, grace aux modeles cellulaires et au modéles murins notamment, nous savons que la
sénescence peut étre déclenchée par divers stimuli intrinséques et extrinseques. Le
raccourcissement des télomeres principalement lié a I’age, des modifications de la structure des
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téloméres, des signaux mitogéniques, l'activation d’oncogénes??®, le stress oxydatif?2>23 et

génotoxique?®!, des modifications épigénétiques, la désorganisation de la chromatine?3?, une

perturbation de I'autophagie?3

, des dysfonctionnements mitochondriaux, I'inflammation,
I'irradiation ou des agents chimio-thérapeutiques?*#%3> ont tous été montrés comme signaux

pouvant induire la sénescence?®,

Ces différents types de signaux de stress ont été catégorisés en différentes familles??” telles que

(Figure 7) :

e Lasénescence réplicative dépendante des télomeres,

e La sénescence physiologique, qui présente un role bénéfique dans le développement, la
cicatrisation et la prévention des tumeurs (décrite plus en détails dans la partie 1l.11.4.),

e la sénescence prématurée induite par un stress (SIPS, stress induce premature
senescence). Ce type de sénescence est indépendant de la longueur des téloméres et
peut-étre induit par un oncogeéne (OIS, oncogene induce senescence), des dommages a
I'ADN non résolus, des processus épigénétiques, des dysfonctionnements mitochondriaux

ou par des composés chimiques.

Quel que soit le signal a I'origine de I'induction de la sénescence, des mécanismes communs se
mettent en place, faisant notamment intervenir la voie de réponse aux dommages de I'ADN (DDR
pour DNA damage response) et aboutissent a I'arrét du cycle cellulaire et au phénotype sénescent
via une reprogrammation métabolique afin d’une part de maintenir les cellules sénescentes dans
un état d'arrét de croissance viable et d’autre part d'exprimer les génes et les protéines

nécessaires a la sécrétion du SASP.

Ici, nous décriront plus en détails la sénescence réplicative et prématurément induite par

I’activation de la DDR.
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Figure 7 : Les différente types de sénescences (Lozano-Torres B. et al., 2019%37)

A. La sénescence réplicative
La sénescence replicative est le premier type de sénescence a avoir été mis en évidence par
Hayflick et Moorhead en 1961222, In vitro, les cellules possédent une capacité de division restreinte
nommeée la limite de hayflick. En effet, aprés environ 50 divisions, les cellules perdent leur capacité
proliférative et peuvent entrer en sénescence. Par la suite, Olovnikov?3® en 1971 et Watson?*° en

1972 décrivent indépendamment le role des télomeres dans la sénescence réplicative.

Les télomeéres protégent les extrémités des chromosomes. Ce sont des motifs nucléotidiques
répétitifs de séquence 5'-TTAGGG-3’ d’environ 10 a 15 kb chez I'Homme, liés a un complexe
protéique le complexe shelterin. Ce complexe est composé de 6 protéines : POT1 (protection of
telomeres-1), TFR1 et TRF2 (telomeric repeat-binding factor 1 et 2), RAP1 (TRF-2 interacting
protein), TIN2 (TRF-1 interacting protein) et TPP1 (adrenocortical dysplasia protein homolog) qui
protégent les téloméres et modulent leurs fonctions biologiques?®°. Or, dans les cellules somatiques
de mammifére I'absence de mécanisme de maintien des télomeres tels que la présence de
télomérase, entraine la perte de 50 a 200 pb d'ADN non répliqué a I'extrémité 3' a chaque division

cellulaire®*.
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Lorsque les télomeéres atteignent une longueur critique, ils deviennent incapables de lier
suffisamment de protéines du shelterin et sont détectés comme des extrémités d'ADN libre
déclenchant ainsi une DDR trés similaire a celle déclenchée par les coupures d’ADN double brin

(double-strand DNA breaks, DSBs)?*2.

De maniere intéressante I'expression ectopique de la sous-unité catalytique de I'holoenzyme
télomérase (hTERT (Telomerase reverse transcriptase)) responsable de I'allongement des
télomeéres prévient la sénescence et favorise la prolifération cellulaire?*>?4, De méme, les cellules
tumorales expriment souvent la télomérase?* ou allongent leurs téloméres par un mécanisme
appelé allongement alternatif des télomeéres?*®. En conséquence, les téloméres des cellules

cancéreuses humaines sont maintenus a une longueur qui permet une prolifération continue?*?.

B. Sénescence prématurée et activation de la réponse aux dommages de I'ADN
La sénescence peut également étre induite en I'absence de toute perte ou dysfonctionnement
détectable des télomeéres, par une variété de stimuli dont la caractéristique commune est
I'induction de dommages a I'ADN principalement sous la forme de DSBs qui activent la DDR (Figure
8)?47. Ce type de sénescence a été qualifiée de prématurée, car elle survient avant que I'érosion

critique des télomeéres n’intervienne.

La DDR joue le role de point de contréle et bloque la progression du cycle cellulaire afin

d’empécher le transfert d'informations génétiques altérées aux cellules filles.

Les DSBs sont détectés par des complexes spécialisés qui recrutent et activent la protéine kinase
ATM (ataxia telangiectasia mutated) sur le site de lésion de I'ADN. Dans le cas de cassures d’ADN

simple brin c’est I’ATR (ataxia telangiectasia and Rad3-related protein) qui sera recrutée?*,

L'enrélement de ces kinases sur le site de |ésion participe a la phosphorylation de I'histone H2AX.
La forme yH2AX (Histone H2AX phosphorylée sur la sérine 139) facilite en retour le recrutement
de complexes ATM supplémentaires dans une boucle de rétroaction positive, augmentant
I'activité locale de I’ATM ainsi que I'accumulation de la protéine yH2AX. D’autres facteurs vont
également s’accumuler sur les sites de dommages a I'ADN notamment MDC1 (mediator of DNA
damage checkpoint 1) et 53BP1 (p53-binding protein 1). L'accumulation de ces différentes
protéines marque les sites individuels de dommages a I'ADN et contribuent a I'application des

points de contrdle et a I'arrét du cycle cellulaire, jusqu'a ce que les dommages aient été réparés?*,

L’ATM phosphoryle également les protéines CHK1 (Checkpoint kinase 1) et CHK2, qui, a leur tour,

propagent davantage le signal de dommages a I'ADN en phosphorylant de nombreuses protéines
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telles que BRCA1 (Breast cancer gene 1), PML (Promyelocytic leukemia protein), p53, MPIP1 (M-
phase inducer phosphatase 1) et TLK1 (Serine/threonine-protein kinase tousled-like 1) impliquées

dans la réparation de I'ADN, et la progression du cycle cellulaire?¥.

La signalisation DDR persistante conduit finalement a I’activation de p53 et a I'expression accrue
de de nombreux génes, y compris p21“"! (que nous simplifierons par p21 pour la suite de ce
manuscrit) un médiateur essentiel de l'arrét du cycle cellulaire associé a la sénescence. La
persistance observée des foyers DDR dans les cellules sénescentes soutient I'idée que des DSBs
non réparés participent a la survenue de la sénescence®®®?!, L'inhibition des kinases de
signalisation de la DDR (ATM, ATR, CHK1 et CHK2) permet aux cellules sénescentes de réintégrer

le cycle cellulaire?*2.
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Figure 8 : La voie de réponse aux dommages de I'ADN (DDR). (Sulli G. et al., 2012%47),
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2. Caractéristiques et marqueurs de la sénescence

Les chercheurs s'accordent a dire qu'il n'existe pas de biomarqueur unique ou spécifique de la
sénescence cellulaire. Par conséquent, une combinaison de marqueurs doit étre utilisée pour

identifier les cellules sénescentes?? (Figure 9) et les distinguer des cellules non proliférantes

quiescentes ou différenciées??3.

Selon le type cellulaire et le mode d’induction de la sénescence les biomarqueurs exprimés par les
cellules sont trés hétérogenes. Pour autant, des équipes de recherche travaillent a I'identification
de marqueurs communs de la sénescence?* via |’établissement d’atlas de marqueurs du SASP?>®

ou lidentification d’une signature commune du SASP entre différents inducteurs de

sénescence?®.
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Figure 9 : Caractéristiques générales et marqueurs de la sénescence cellulaire
(Inspirée de Gonzdlez-Gualda E. et al.,20212%3 et créée avec BioRender.com)
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A. L’arrét du cycle cellulaire
Une caractéristigue commune des cellules sénescentes est un arrét irréversible du cycle cellulaire

qui se met en place suite a un stimulus délétére ou une prolifération aberrante??®,

La phosphorylation de la protéine du rétinoblastome (pRb) est essentielle a I'entrée de la cellule
dans le cycle cellulaire. Lorsqu'elle n'est pas phosphorylée, pRb se lie a la chromatine et empéche
les facteurs de transcription de la famille E2F d'induire I'expression de génes essentiels a la
prolifération (Figure 10)%’. Le cycle cellulaire est divisé en quatre phases: la phase S (pour
synthése) durant laquelle les cellules vont répliquer leur ADN, la phase M (pour mitose) au cours
de laquelle les cellules vont partager leurs chromosomes entre les deux cellules filles. Ces deux
étapes sont séparées par les phases G1 et G2 (pour gap en anglais) temps durant lesquels la cellule
se prépare pour I'étape suivante. Lorsqu’une cellule ne se divise pas, on dit qu’elle est quiescente.
On parle alors de phase GO pour définir cet état non prolifératif. La sénescence cellulaire différe
de la quiescence en cela qu’elle intervient durant la phase G1 et éventuellement G2 du cycle
cellulaire par opposition a la quiescence qui survient en G0%*’, De surcroit, les cellules quiescentes
sont capables de réintégrer le cycle cellulaire et de proliférer en cas de simulation par des facteurs
de croissances ou des signaux mitogéniques alors que les cellules sénescentes en sont

incapables??32°8,

Chaque étape du cycle se trouve sous le contrdle des kinases cycline-dépendantes (CDK, cyclin
dependant kinase) qui sont activées grace a leur liaison aux cyclines. Ces complexes CDK/cycline
vont participer a la phosphorylation de pRb, libérant ainsi E2F et favorisant la progression du cycle

cellulaire.

Les principaux médiateurs impliqués dans le maintien de I'arrét de la prolifération cellulaire
associée a la sénescence sont les inhibiteurs de kinases cycline-dépendantes 1 et 2A (CDKi)
communément appelés p21 et p16'N*? (que nous simplifierons par p16 pour la suite de ce
manuscrit) qui bloquent la formation des complexes CDK-cycline impliqués dans les points de
contréle du cycle cellulaire. La CDKi p21 inhibe la formation des complexes cyclines CDK1, CDK2
et CDK4/CDK®6, tandis que p16, inhibe spécifiquement le complexe cyclines D-CDK4/6. Le type de
signal inducteur de la sénescence déterminera quelle voie suppressive de tumeurs p53/p21 et/ou

p1l6 sera activée en association avec une expression accrue de leurs protéines associées.
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De maniére intéressante, de nombreux cancers humains et murins présentent une inactivation ou
une mutation négative dominantes des génes codant pour p53 et p16 prédisposant a I'apparition

de tumeurs malignes?°%:26,
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Figure 10 : Voies moléculaires impliquées dans I'arrét du cycle cellulaire dans les cellules sénescentes.
(Lozano-Torres B. et al., 2019%%7).

Les niveaux d’expression des genes p21 et p16 et de leurs protéines associées sont utilisés pour
identifier les cellules sénescentes in vivo et in vitro. Cependant, toutes les cellules sénescentes
n'expriment pas p16 et inversement une élévation aberrante de p16 peut-étre observée dans un

certain nombre de cancers?®™.

Un autre marqueur évident pour les cellules sénescentes est I'absence de réplication de I'ADN qui
peut étre mise en évidence par I'absence d'incorporation d'analogues nucléosidiques tels que le
5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU), la thymidine tritiée (3H-thymidine) ou encore le 5-ethynyl-2’-
deoxyuridine (EdU) ou bien par I'absence d’'immuno-marquage de protéines impliquées dans la
prolifération, tels que PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) et Ki-67 en comparaison de cellules

prolifératives.

Cependant, ces marqueurs basés sur I'incorporation d’analogues nucléosidiques ne permettent
pas de faire la distinction entre les cellules sénescentes et les cellules post-mitotiques quiescentes

ou différenciées.
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B. Résistance a I'apoptose
Les cellules sénescentes activent différentes voies de survie et de ce fait présentent une résistance
accrue a I'apoptose?®?. Les membres de la famille BCL-2 jouent un réle clé dans la régulation de la
mort cellulaire programmeée en contrdolant les signaux intracellulaires pro et anti-apoptotique.
Plusieurs études ont montré, dans les cellules sénescentes, une régulation positive des protéines
anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-w et Bcl-xL probablement associée a I’activation chronique du facteur
de transcription CREB (cAMP responsive element-binding protein), qui empéche l'inhibition de

I’expression des génes de la famille BCL-22%3,

Cette résistance a I'apoptose des cellules sénescentes est une caractéristique partagée par
certaines cellules cancéreuses. Cette propriété a conduit a la réaffectation de certains
médicaments anticancéreux initialement concus pour tuer les cellules tumorales (navitoclax,
dasatinib, ruxolitinib), afin de cibler les cellules sénescentes en vue de leur élimination. Ces
médicaments ont donné lieu a la création d’'une nouvelle classe de molécules anti-cellules

sénescentes évoquée précédemment, les sénolytiques?2214,

C. Les altérations lysosomales
Les lysosomes sont des organelles cytoplasmiques qui contiennent des enzymes activent a pH
acide responsables du catabolisme cellulaire. Ils peuvent dégrader des composant/cargos
extracellulaire (hétérophagie) ou bien intracellulaire (autophagie) et permettent ainsi
I’élimination et le recyclage de protéines, lipides, sucres et également d’organites entiers tels que
les mitochondries?®* dans le cas de la mitophagie. Les altérations lysosomales sont notamment
connus pour étre impliqués dans le cancer, la neurodégénérescence et les maladies liées a I'age

et également retrouvées dans les cellules sénescentes?®.

L'un des premier biomarqueur décrit et le plus largement utilisé pour la détection des cellules
sénescentes est I'augmentation de I'activité de la B-galactosidase associée a la sénescence (SA-B-
Gal)?%6267 |3 B-galactosidase est une hydrolase retrouvée dans les lysosomes qui catalyse
I'hydrolyse des B-galactosides en monosaccharides a un pH acide de 4,5 dans des cellules
normales, mais a un pH suboptimal de 6 dans les cellules sénescentes. Ce marqueur est détectable
grace a I'utilisation de substrats tels que le 5 -bromo-4-chloro-3-hydroxyindole-1 (X-Gal), qui une
fois clivé se dimérise pour former un précipité bleu. Ce marqueur donne aussi une indication sur
l'augmentation de la masse lysosomale?®® in vitro mais également in vivo. Dans le cartilage
articulaire, le nombre de chondrocytes SA-B-Gal positifs a été montré comme plus élevé chez les

souris agées que chez les jeunes souris?®,
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Cependant, quelques précautions doivent étre observées lors de l'utilisation de la SA-B-Gal
comme marqueur des cellules sénescentes. Tout d’abord, celle-ci peut s'accumuler dans les
cellules privées de sérum ou en sur-confluence in vitro?’°. De méme, une dérégulation de
I'autophagie peut impacter l'activité enzymatique des lysosomes et se traduire par une coloration
SA-B-Gal accrue sans lien avec la sénescence?’*?’2, A I'inverse, I'inactivation du géne GLB1 codant
pour la B-galactosidase, empéche la coloration SA-B-Gal mais n'inhibe pas la sénescence?®®.
L'utilisation de la SA-B-Gal seule n’est donc pas suffisante pour attester du statut sénescent d’'une

cellule.

D’autres marqueurs tels que la lipofuscine tend a s’accumuler dans les cellules sénescentes et avec
I’age?”3. La lipofuscine est un pigment cellulaire brun composé de débris de molécules oxydées qui
s’accumulent dans le lysosome des cellules post-mitotique?’®. Le colorant histochimique Sudan-
Black-B (SBB) est bien connu pour réagir spécifiquement avec la lipofuscine. Grace a cette
spécificité, une équipe de recherche a développé un outil permettant de mettre en évidence la

lipofuscine en associant le SBB a la biotine pour permettre sa détection in vitro et in vivo?’>.

Cependant, ce marqueur reste peu utilisé.

D. L’hypertrophie cellulaire
Les cellules sénescentes sont également caractérisées par un phénotype hypertrophique. C’'est-a-
dire qu’elles présentent une augmentation de leur taille, de leur volume et une morphologie plus
étalée que les cellules saines, s’accompagnant d’un accroissement du rapport cytoplasme/noyau.

276 Comme wvu

Elles arborent également un noyau plus grand, voire plusieurs noyaux
précédemment, les cellules sénescentes présentent une augmentation de leur masse lysosomale
qui pourrait étre liée au fait que les cellules sénescentes bien qu’ayant perdu leur capacité

proliférative continuent a recevoir des signaux mitogénes qui les poussent a se développer?’’278,

E. Altération de I'enveloppe nucléaire
La lamina est un réseau fibrillaire sous-jacent a la membrane nucléaire interne, composé de quatre
lamines nucléaires (lamine B1, B2, A, C) et de protéines associées, qui servent a maintenir la
stabilité nucléaire et l'organisation de la chromatine?’”®. Comme vu précédemment, une
caractéristique commune des cellules sénescentes est la perte de la lamine B128%282  Cependant
les expressions des lamines A, B2 et C ne semblent pas affectées?®3?%4 La déstabilisation de
I'intégrité nucléaire causée par la réduction de la lamine B1 entraine donc des changements de
condensation de I'hétérochromatine influencant |‘expression génique, l'augmentation de la

perméabilité de I'enveloppe nucléaire et la formation de fragments de chromatine cytoplasmique
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(CCF)?®>, Ces CCF sont observés dans les cellules d’origines humaines et murines sénescentes
induites par; des dommages a I'ADN, l'activation d'oncogenes, I'épuisement réplicatif et les
rayonnements ionisants (IR)?67288 et sont probablement générés via un processus de
bourgeonnement du noyau dans le cytoplasme?89286-28 | 'gccumulation d'ADN dans le cytoplasme
sert de signal de danger et active la voie de détection de I'ADN cytosolique de I'immunité innée
GMP-AMP synthase cycliqgue (cGAS)-STING, conduisant a des réponses pro-inflammatoires et

participe a la mise en place du SASP?86:287,290-292,

F. Les SAHF
Dans certaines cellules, la sénescence peut s’accompagner de la formation de foyers
d'hétérochromatines associés a la sénescence ou SAHF (Senescence-associated heterochromatin
foci). L’hétérochromatine est une structure formée par la condensation trés dense de la
chromatine. Les genes présents dans cette zone ne sont alors plus accessibles pour les facteurs de
transcriptions et ne peuvent plus étre exprimés. L’observation de ces structures peut se faire par
des colorations de I’ADN tels que le DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole)?®3. Elles sont également
caractérisées par un enrichissement de protéines comprenant : le variant d’histone macroH2A%%,
un variant d'histone connu pour contribuer a I'inactivation du chromosome X%°; les protéines a
hautes mobilités du groupe A (HMGA), qui se coordonnent avec p16 pour induire la formation et
le maintien des SAHF?%®; et |'histone H3 di- ou tri-méthylée sur la lysine 9 (H3K9Me2/3) et la
protéine d'hétérochromatine 1 (HP1) associée?’?%, deux marqueurs communs de
I'hétérochromatine?®. Ces SAHF participent a la répression de génes en lien avec la prolifération

tels que E2F et ses génes cibles dans les cellules sénescentes?®’

. Récemment, des preuves
suggerent que les SAHF participent a la survie des cellules sénescentes en limitant les signaux de
dommages a ’ADN empéchant ainsi les cellules d’entrer en apoptose. Cependant, les SAHF ne
sont pas retrouvés dans toutes les cellules sénescentes??®390302 et gsemblent étre

préférentiellement observés lors de I'activation d’oncogénes tels que H-RasV123%2,

La sénescence s’accompagne également de changements au niveau de I'enveloppe nucléaire. En
effet, la lamine B1, un composant clé de la lame nucléaire est régulierement régulé a la baisse
dans les cellules sénescentes et peut également servir de marqueur de la sénescence?833093:304 | 3
lamine est impliquée dans la stabilité nucléaire, la structure de la chromatine, I'expression des

génes et favorise la formation de SAHF pendant la sénescence?®.
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G. Les dommages a I’ADN
En cas de dommages a I’ADN, les cellules activent la DDR. S'ils ne sont pas réparés, les dommages
a I'ADN peuvent entrainer diverses mutations et déstabiliser la transcription et la traduction3%.
Les DSBs sont de puissants activateurs de la DDR et peuvent entrainer une sénescence cellulaire
lorsqu'ils ne sont pas résolus?>°. De ce fait, les cellules sénescentes sont souvent caractérisées par
I'activation d'une réponse chronique de la DDR. Quel que soit le mode d’induction de la
sénescence, réplicative ou bien prématurément induite par le stress (SIPS) ils ont en commun
d'activer la DDR??. Cette réponse est caractérisée par le recrutement et la liaison de la kinase ATM
(abréviation de ataxia telangiectasia mutated) au site 1ésé3%, Cette kinase va ensuite permettre le
recrutement et 'activation de protéines telles que yH2AX, 53BP1 et de BRCA1, toutes impliquées
dans la réparation des dommages de I’ADN autour des DSBs. Ces foyers appelés foci en anglais
marquent les sites individuels de dommages a I'ADN et contribuent a |'application des points de
controle et a l'arrét du cycle cellulaire, jusqu'a ce que les dommages aient été réparés. Ces foci
sont largement utilisés afin de détecter les dommages a ’ADN373%8, |3 persistance de la DDR
induit la phosphorylation de p53 par ’ATM au niveau de plusieurs résidus sérine, ce qui améliore
la capacité de p53 a induire la transcription de nombreux génes tels que p21 qui comme vu

précédemment est un médiateur essentiel de I'arrét du cycle cellulaire associé a la sénescence3®,

H. Oxydation des macromolécules et altérations métaboliques
Le stress oxydatif fait référence au déséquilibre d( a un excés d’espéces réactives de I'oxygéne

(ROS) ou d'oxydants vis-a-vis de la capacité de la cellule a les éliminer de maniére efficace.

Les ROS désignent une classe de molécules qui regroupe notamment I'anion superoxyde 027, le
peroxyde d'hydrogéne H;0,, ou encore de l'ozone Os. La majorité des ROS cellulaires sont

310 Mais d'autres stimuli

générées de maniére endogéne par la respiration mitochondriale aérobie
environnementaux, tels que les facteurs de croissance, les cytokines inflammatoires et les

rayonnements ionisants, peuvent également induire leur production.

Il est crucial pour la cellule de réguler étroitement le niveau de ROS intracellulaire. En effet, lorsque
les ROS submergent le systeme antioxydant cellulaire, que ce soit par une augmentation des
niveaux de ROS ou une diminution de la capacité antioxydante cellulaire, un stress oxydatif se

produit3!!,

Ce déséquilibre est notamment di a une réduction de I'efficacité de la chaine respiratoire

mitochondriale, augmentant ainsi la fuite d'électrons, réduisant la génération d'ATP3!2? par la
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phosphorylation oxydative et s"accompagnant d’une surproduction de ROS. Cette derniére, va
renforcer la détérioration des mitochondries et peut engendrer des altérations cellulaires globales
avec I'induction de dommages oxydatifs sur diverses macromolécules, telles que les protéines, les

lipides mais aussi I’ADN avec pour conséquence |'activation de la DDR.

Des travaux ont montré que le taux de 8-hydroxyguanine (8-OH-Gua), I'un des types les plus
abondants de dommages oxydatifs de I'ADN, est significativement plus élevé chez le rat agé par
rapport a ceux plus jeunes3'33%4 || existe également dans le cerveau humain avec I’dge une
accumulation progressive de dommages oxydatifs de I'ADN qui pourraient contribuer a une
augmentation de l'incidence des maladies neurodégénératives3!>316, De plus, I'utilisation de I’'H,0>

est fréquemment rapportée comme un inducteur de sénescence in vitro37318,

Les mitochondries des cellules sénescentes sont moins fonctionnelles, montrant un potentiel
membranaire diminué, une fuite de protons accrue, des taux de fusion et de fission réduits, une
masse mitochondriale augmentée et une abondance des métabolites du cycle de I'acide
tricarboxylique (Cycle de Krebs)??°31°, Bien que les mitochondries soient plus nombreuses, il

semble que leur capacité a produire de I'ATP soit compromise32%321,

Afin de mettre en évidence les changements mitochondriaux survenant au cours du vieillissement,
la production de ROS et le potentiel de membrane mitochondriale sont généralement testés. Pour
détecter les ROS, plusieurs sondes fluorescentes sont disponibles dans le commerce, dont les
réactifs H2-DCFDA et CellROX. Le Mito-SOX Red a été régulierement utilisé pour déterminer les
niveaux de ROS mitochondriaux3?2. Il peut étre oxydé par les mitochondries et donne un produit
d'oxydation fluorescent. Cependant, une concentration élevée de Mito-SOX peut altérer la
fonction mitochondriale, entrainant également la localisation cytosolique de la sonde,

compromettant sa spécificité mitochondriale3,

Le potentiel de membrane mitochondriale est le moteur de la synthése de I'ATP. Il refléte la qualité
des mitochondries puisque sa dépolarisation altére la fonction mitochondriale. L'utilisation de
plusieurs colorants fluorescents courants, notamment |'ester éthylique de tétraméthylrhodamine
(TMRE), l'iodure de 5,5,6,6'-tétrachloro-1,1’,3,3'-tétraéthylbenzimi-dazolylcarbocyanine (JC-1), la
rhodamine 123 et I'iodure de 3,3'-dihexyloxacarbocyanine (DioC6), facilite la mesure du potentiel

de la membrane mitochondriale3?*.
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|.  Le SASP
Les cellules sénescentes sont caractérisées par leur capacité a sécréter dans leur environnement
une myriade de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires dont les plus représentatives sont :
I'IL-1, I'IL-6, I'IL-8, la CCL2 (C-C Motif Chemokine Ligand 2)), mais aussi des protéases (MMPs,
TIMPs, PAI-1 (Plasminogen activator inhibitor 1)), et des facteurs de croissance (IGF, EGF, VEGF,

SDF-1 (Stromal cell-derived factor 1))%>2¢,

Ce SASP est de constitution trés hétérogéne et varie grandement d’un type cellulaire a I'autre ou
selon le mode d’induction de la sénescence, rendant l'identification de composés communs
difficile. Mais comme évoqué précédemment, des équipes de recherche travaillent a

I'identification de marqueurs communs du SASP2>4-2%¢,

Le SASP est en grande partie responsable des effets physiopathologiques de la sénescence. |l
présente généralement une composante inflammatoire importante, or I'inflammation chronique
est un facteur de risque majeur pour de nombreuses maladies liées a I’dge3?>325, Par conséquent,
le terme « inflammaging » a été utilisé pour décrire I'inflammation chronique qui est un attribut
commun des tissus agés et pourrait étre au moins partiellement due a I'accumulation de cellules
sénescentes dans les tissus avec I'age3?73%°, De plus, les cellules sénescentes, via le SASP,
participent au renforcement et a la propagation de la sénescence de maniere autocrine et

paracrine et peuvent induire une sénescence secondaire des cellules environnantes330:331,

Cependant, chez les organismes jeunes, la sénescence et le SASP peuvent présenter des effets
positifs liés a la suppression tumorale33%333, |a limitation de la fibrose334, |a favorisation de la

cicatrisation33>33¢ et de la régénération tissulaire33®,

La régulation du SASP va principalement étre médiée par des facteurs de transcription parmi
lesquels le facteur nucléaire kB (NF-kB), C/EBP-B (CCAAT/enhancer binding protein B), et GATA4
(GATA Binding Protein 4)33733%, Mais des modifications épigénétiques, ou encore la voie de
signalisation mTOR (Mammalian target of rapamycin) dans les cellules sénescentes sont
également impliquées et sont détaillées plus en avant dans la revue suivante : « The senescence-

associated secretory phenotype and its regulation », S. Lopes-Paciencia et al., Cytokine.,20193%,

Les cellules sénescentes sécrétent également des vésicules extracellulaires (EVs pour extracellular
vesicles). Les EVs sont de petites vésicules entourées d’une membrane constituée d’une bicouche
lipidique. Elles sont libérées par la plupart des types cellulaires et ont été détectées dans

pratiquement tous les fluides corporels.
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Ces vésicules sont capables de transporter des cargaisons complexes d’acides nucléiques, de
protéines et de lipides qui peuvent étre sélectivement absorbés par les cellules voisines ou
distantes qu'elles rencontrent. Ainsi, les EVs représentent un mode de communication
intercellulaire, qui peut jouer un role majeur dans de nombreux processus cellulaires, tels que la

réponse immunitaire, la transduction du signal, et la présentation antigénique?*.

Récemment, de nombreuses études ont démontré que les EVs sont sécrétées a des niveaux plus
élevés par les cellules sénescentes que par les cellules en prolifération. De plus, les Evs sécrétées
par les cellules sénescentes présentent une capacité a favoriser la pro-tumorigénes. Dans I'OA, les

EVs de chondrocytes sénescents altérent la sécrétion de la MEC par des chondrocytes non OA34°,

3. Sénescence et autophagie

L'autophagie est un mécanisme cellulaire impliqué dans la dégradation par la cellule de ses
propres protéines et organelles lysosomales endommagées et qui joue un réle majeur en cas de
stress cellulaire ou de manque de nutriments. Ce mécanisme est utilisé par les cellules eucaryotes
pour controler la qualité des organites et également maintenir I'hnoméostasie des nutriments. Il
existe différents types d’autophagie tels que la micro-autophagie, I'autophagie médiée par des
protéines chaperonnes et la macro-autophagie qui différent par leurs fonctions physiologiques et
le mode de livraison des cargos au lysosome. La forme la plus étudiée est la macro-autophagie,

341

plus classiquement appelée autophagie**! et qui sera celle décrite dans les paragraphes suivants.

L'autophagie est régulée par une famille de génes codants pour les protéines ATG (autophagy
related genes). Actuellement, plus d’une trentaine de génes codants pour des ATG ont été
identifiés chez la levure et, de maniére significative, bon nombre de ces génes sont conservés dans

le régne végétal et animal, soulignant I'importance du processus autophagique3+2.

L'autophagie débute par I'activation du complexe ULK1 (Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase
1), et la phosphorylation par ce complexe de ATGY9, et des complexes PI3P (Phosphatidylinositol
3-phosphate) et PI3K-IIl, qui vont participer a la formation et I'élongation de la membrane du
phagophore (structure a double membrane) par une série de réactions enzymatiques impliquant
les protéines ATG. La fermeture du phagophore aboutie a la formation de I'autophagosome
séquestrant les molécules, organelles, etc... vouées a la dégradation. L’autophagosome va ensuite

fusionner avec un lysosome pour former un auto-lysosome. Lors de cette étape le lysosome

63



PI3K 11 VPSlS [
nucleation Beclm ®9a Lysosome

complex 2
\
D N @
(D Autophagy (2) Membrane nucleation  (3) Phagophore @y
s initiation and phagophore expansion 2
\"iMP‘K) formation g -
= _ y e
L—-» /‘\@ i [ [
’\LK ._ ‘l {—> [ 0'
@ vore, N — Isolati - .
mTOR B s solation :, - .
J ULKl initiation lmembrane Phagophore Autophagosome (4) Fusion with  Autolysosome  (5) Degradation

___~ complex

- Iy the lysosome
ATCO)—/
\ALG/Q/ ] Membrane-bound

Delivery of lipids /V\;|P|S a@
in ATG9-containing DFCP1 .
vesicles A 3 | LC3 Autophagy

D)
recepto
PI3P-binding @TG1D e S LC3
complex = conjugation (ATG3) conjugation
- \ET 5 systerm = PE system
@610 e T )
= ( ATG4
@@ T eotoe
N

Figure 11 : Le processus de macro-autophagie. (Hansen M. et al., 201834°)

apporte les hydrolases nécessaires a la dégradation du cargo précédemment séquestré par
I’autophagosome. Le contenu digéré sera ensuite relargué via des perméases pour étre réutilisé3+3

(Figure 11).

Les principaux régulateurs en amont de ce processus en plusieurs étapes comprennent mTOR et
la Kinase AMP dépendante (AMPK)3*. Ces deux kinases sont impliquées dans la régulation de la

croissance cellulaire, la synthése des protéines, des lipides et des nucléotides3*.

Les fonctions de I'autophagie vont au-dela du maintien de ’lhoméostasie. Ce processus cellulaire
est également essentiel dans la défense contre les agents pathogénes, la réponse cellulaire au
stress, et la mise en place de la sénescence. De ce fait, elle joue un réle crucial au cours du
développement mais également dans le vieillissement et le développement de maladies

associées34®.

Un nombre croissant de preuves suggérent que l'activité autophagique diminue avec I'age dans
divers organismes3*’. Des études chez C. elegans, la souris et des cellules humaines ont démontré
une réduction liée a l'age de la fonction protéolytique lysosomale altérant ainsi le flux
autophagique et contribuant au développement de maladies liées a I'age34’3*® telles que
I’OA3493%0 L3 preuve de concept du réle bénéfique de I'autophagie lors du vieillissement a été faite
via I'activation de I"autophagie®!. En effet, ’activation de I'autophagie par la restriction calorique,
I'utilisation de composés mimétiques de la restriction calorique comme la spermine3>2 ou bien la
levée de I'inhibition de mTOR via I'administration de rapamycine ont permis un allongement de la

durée de vie dans différents modéles animaux3°1.
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Cependant, le role de I'autophagie en lien avec la sénescence reste controversé. Plusieurs études
suggerent que l'autophagie pourrait étre considérée comme un mécanisme supprimant la
sénescence, en favorisant la dégradation des organites endommagés et autres composants
cellulaires. Chez les souris agées, 'activité autophagique des cellules souches musculaires diminue
parallélement a leur capacité de régénération et s’accompagne d’une accumulation de cellules
sénescentes. Or, I'augmentation de I'autophagie dans les cellules souches musculaire prévient
leur sénescence et restaure leur capacité de régéneration?33. 'activation de la phagocytose
mitochondriale via I'inhibition de mTOR protégerait également contre la sénescence induite par

le stress oxydatif et restaurerait les fonctions mitochondriales et lysosomales®>3.

A l'inverse, d'autres études ont rapporté que l'autophagie favoriserait la sénescence. C'est
notamment le cas lors de I’OIS qui s’accompagne d’une activation de I'autophagie participant a la
production du SASP3°#3%5, Plus récemment, il a été montré que la protéine LC3B (microtubule
associated protein 1 light chain 3 beta) , contribue a la dégradation de lalamine B1 dans les cellules
sénescentes?®”28 || a également été montré que |'autophagie dans les cellules sénescentes leur
permet de controler I'accumulation de macromolécules toxiques, et que son ciblage

pharmacologique conduisait a I'élimination des cellules sénescentes?3.

4. Effets bénéfiques de la sénescence cellulaire
La sénescence cellulaire présente un role bénéfique dans différents processus physiologiques
comme la régulation du développement embryonnaire, la cicatrisation et la résolution de la

fibrose ainsi que la suppression des tumeurs.

A. L'embryogénéese
Au cours du développement embryonnaire, la sénescence cellulaire joue un rdéle bénéfique chez
les mammiféres. Dans ce cadre, les cellules sénescentes semblent contribuer au remodelage
tissulaire, a la morphogenése par I'élimination des structures transitoires et a la régulation de

I'abondance relative des différentes populations cellulaires?>2.

La présence de cellules arborant des marqueurs et des caractéristiques de la sénescence dans les

embryons en développement a été décrite chez la souris®*®3>7, 'homme3°¢

mais également chez
des espéces de la famille des Phasianidae (le poulet®73>8 et |a caille®*°) et des amphibiens (le
Xénope3%° et I"axolotl*%%361), De plus, des cellules sénescentes ont été décrites dans les tissus extra-
embryonnaires du placenta chez la souris et I'homme, ou la fusion des cellules maternelles et

foetales conduit & la sénescence des syncytiotrophoblastes résultants3®2,  Les
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syncytiotrophoblastes constituent la barriére placentaire entre le sang maternel et foetal tout en

permettant les échanges de nutriments, et de gaz entre la mére et le foetus.

Les cellules sénescentes ont été identifiées via I’expression de multiples marqueurs, dont la SA-B-
Gal, la CDKi p21 et la production de SASP, mais également en fonction de leur arrét prolifératif et
de leur capacité d’élimination par les macrophages. Afin d’illustrer le role de la sénescence
cellulaire au cours de I'embryogenese, différentes équipes ont montrées que, bien que les
animaux déficients en p21 soient, pour la plupart, normaux sur le plan du développement, ils
présentent de légers défauts de structuration dans les membres3>%3>7, De plus, l'interférence avec
le programme de sénescence par un traitement sénolytique, conduit a des défauts de
structuration3°6-3%8360_F3ijt intéressant, ces cellules ne semblent pas arborer de dommage a I’ADN
et se sont révélées négatives pour d'autres marqueurs de sénescence, notamment p53 et p16'Nk4A,

suggérant que la sénescence embryonnaire pourrait représenter un type de sénescence différent.

Enfin, I'apparition des cellules sénescentes au cours de I'embryogenése semble intervenir selon
des schémas précis dans le temps et dans |'espace. Les cellules sénescentes apparaissant pendant
des fenétres temporelles spécifiques, avant de disparaitre par la suite, démontrant que
I'induction, la présence et |'élimination de ces cellules est un processus cellulaire étroitement

contrélé et organisé.

B. La réparation tissulaire
En réponse a une lésion tissulaire ou a une blessure, la sénescence cellulaire contribuerait au
maintien de la structure et de la fonction des tissus en limitant la prolifération des cellules
endommageées, en favorisant la réparation ainsi que le remodelage tissulaire et le recrutement de
cellules immunitaires via le SASP afin d'assurer I’élimination des cellules sénescentes une fois le
processus de réparation terminé?°8. Ainsi, les cellules sénescentes via la sécrétion de chimiokines
dans le SASP ont la capacité d'attirer différentes populations de cellules immunitaires, notamment
des cellules NK (natural killer), des neutrophiles, des cellules dendritiques, les
monocytes/macrophages, les cellules B et les cellules T3637365, parmi ces types cellulaires, les
cellules NK, les lymphocytes T et les macrophages peuvent interagir physiquement avec les

cellules sénescentes301:3%5,

Lors d’'une blessure, la synthése de MEC facilite le processus de réparation mais, si elle est
excessive, peut entrainer une fibrose, ce qui altere par la suite la qualité du tissu. |l a été démontré

gue la sénescence joue un réle dans la cicatrisation des plaies en limitant la progression de la
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fibrose dans un certain nombre de tissus, tels que le foie®*, la peau>*®, les poumons*’ et le
coeur3®® Cette implication de la sénescence cellulaire dans la réparation tissulaire est retrouvée
dans un grand nombre d'espéces. Chez le poisson zebre, I'altération de la sénescence empéche la
régénération des nageoires aprés une amputation3®9370 et chez les salamandres, les cellules
sénescentes ont été associées a la régénération des membres33®. Ces observations suggérent que
la sénescence cellulaire est un programme qui a évolué pour limiter la réponse aux dommages
tissulaires. Fait intéressant, chez les souris déficientes pour les génes p53 et p16NK*A qui
présentent donc une absence presque complete de cellules sénescence, la lésion tissulaire
s’accompagne d’une fibrose accrue. De maniére similaire, I'élimination prématurée des cellules
sénescentes dans un modéle murin entraine une altération de la cicatrisation des plaies,

démontrant que les cellules sénescentes sont nécessaires pour une cicatrisation optimale3’?,

Cependant, dans des modéles murins de fibrose pulmonaire idiopathique induite, les cellules
sénescentes s'accumulent et contribuent au trouble fibrotique, alors que leur élimination
e T P 367 7 . ) g 7
améliore la condition>*’. Par conséquent, il est probable que I'apparition des cellules sénescentes
soit bénéfique pour controler la régénération tissulaire et la réponse fibrotique précoce a la suite
d’une blessure. Toutefois, cette réponse doit-étre contrélée dans le temps, auquel cas
I'accumulation de cellules sénescentes peut avoir un impact négatif sur la réparation des tissus.
Sa persistance peut générer une inflammation chronique et contribuer aux maladies liées au

vieillissement?*°.

C. Lasuppression des tumeurs
La capacité antiproliférative de la sénescence place clairement ce processus comme un
mécanisme suppresseur de tumeur. Bien que I'activation d’oncogénes soit un mécanisme critique
pour l'initiation et le développement de cancers en stimulant la prolifération cellulaire, elle induit
également un stress génétique qui peut provoquer un arrét de croissance irréversible dans les

cellules en cultures et les tissus tumoraux3”2.

La mutation et la surexpression de I'oncogéne RAS dans des fibroblastes pulmonaires primaires
humains en culture3”3 et in vivo dans des cellules épithéliales mammaires3’* activent les voies

suppressives de tumeur p53/p21 et/ou p16 et I'arrét de la prolifération cellulaire.

La sénescence induite par RAS entraine une phase initiale d'hyper-prolifération. Cependant, cette
poussée de prolifération n’est que transitoire et est rapidement suivie d'un ralentissement de la

prolifération et de I'établissement éventuel d'une sénescence cellulaire. Cette réponse biphasique
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a également été observée suite a I'expression d'autres oncogenes, tels que BRAF (B-Raf Proto-
Oncogene, Serine/Threonine Kinase), E2F1 et c-MYC (Cellular myelocytomatosis oncogene) ou par
I'inactivation de genes suppresseurs de tumeurs, notamment PTEN (Phosphatase And Tensin

Homolog) et NF1 (Neurofibromin 1)37°,

L’OIS est associée a |'activation de la DDR. En effet, I'activation aberrante des voies de transduction
du signal et des régulateurs positifs du cycle cellulaire peut conduire a l'accumulation de

dommages a I'ADN et a I'engagement de la DDR?%8,

Il existe des exemples de cellules sénescentes in vivo qui peuvent résider pendant des années dans
I'organisme, comme les mélanocytes sénescents des grains de beauté ou des naevus®’®. Il existe
également des exemples de cellules sénescentes qui sont rapidement éliminées par les cellules
phagocytaires, comme dans le cas des cellules tumorales sénescentes dans les carcinomes du

foie332.

Le SASP semble aussi jouer un role majeur dans la communication des cellules sénescentes avec
leur microenvironnement. En effet, dans les cellules humaines, I'lL-6, I'IL-8 et I'lGFBP7 (Insulin-like
growth factor-binding protein 7) renforcent la sénescence provoquée par les oncogenes RAS et
BRAF333377.378 | @ SASP peut également provoquer des réponses suppressives de tumeurs, ce qui

pourrait &tre bénéfique pour éliminer les cellules sénescentes et limiter la croissance tumorale®’®,

5. Impacts néfastes de la sénescence
Bien que la sénescence transitoire présentes des effets bénéfiques notamment chez les individus
jeunes, avec l'age, des cellules sénescentes s’accumulent dans la plupart des tissus ou elles
semblent persister. Cependant, on ne sait pas si cette augmentation est due a une production

accrue et/ou a une clairance réduite par le systéme immunitaire de ces cellules38%381,

Plus important encore, des expériences dans une grande variété de modéle et d’espéces
impliquent fortement les cellules sénescentes dans un nombre important de pathologies liées a

I'age, allant de la neurodégénérescence au cancer et a la fragilité liée a I'dge3®2.

Les effets néfastes des cellules sénescentes sont en grande partie attribués au SASP qui, comme
évoqué précédemment, est riche en molécules pro-inflammatoires. Avec l'age, les individus
présentent un niveau élevé de facteurs inflammatoires circulant3?8. Or I'inflammation chronique
lie a I'age appelée inflamm-aging est un contributeur important a un large éventail de maladies

liées a I'dage3?°. L'augmentation des taux sanguins d'IL-6, d’IL-1Ra, de TNF, facteurs qui sont

68



retrouvés dans le SASP, correle avec |'apparition de nombreuses maladies chroniques chez les

personnes agées3s3,

L'injection de cellules sénescentes chez des souris jeunes a permis de mettre en évidence le lien
entre sénescence et maladies liées au vieillissement avec pour conséquence des
dysfonctionnements physiques et une réduction de I'espérance de vie??°. A I'inverse I’élimination
des cellules sénescentes chez des souris agées3*3>220.384 yjig différentes approches conduit a une

augmentation de la durée de vie et retarde I'apparition de maladies liées a I'age.

En plus de secréter le SASP, les cellules sénescentes contribueraient a limiter la régénération
tissulaire en participant au déclin du potentiel prolifératif des cellules souches. Par exemple, les
cellules souches hématopoiétiques (CSH) affichent un taux de succés de transplantation diminué
lorsqu'elles sont isolées de patients 4gés3® en corrélation avec un nombre accru de CSH
sénescentes3®. De plus I'exposition des CSH au SASP dérivé de cellules stromales sénescentes
affecte leur capacité de régénération3®. Ces résultats suggérent également que la sénescence

peut affecter la régénération des tissus de maniére paracrine3®’.

Cette diminution du potentiel prolifératif est également observée dans les cellules souches
neurales (NSC) avec une capacité de neurogenese décroissante avec |'age corrélé a une expression

accrue des marqueurs de sénescence dans les régions ou résident les NSC388,

De la méme facon, les cellules souches mésenchymateuses®®° et les cellules issues de leur
différenciation en chondrocytes3?°, adipocytes3®!, et les ostéoclastes®??, affichent également une
capacité réduite a s'auto-renouveler avec |'adge, corrélée a des niveaux accrus de marqueurs de

sénescence.

De plus, le raccourcissent des téloméres, observé au cours du vieillissement, est en corrélation

avec des dysfonctionnements métaboliques et cardiaques393-39>,

6. RoOle de la sénescence dans I’arthrose

Bien que I'OA touche I'articulation dans son ensemble, les chondrocytes restent considérés
comme des acteurs clés de la pathologie de I'OA et sont connus pour présenter au cours de la

maladie une perturbation de I'équilibre normal entre la synthése et la dégradation de la MEC.

Lors de la survenue de I'OA, il a été montré que des cellules sénescentes s'accumulent dans les

211

tissus articulaires suite a une blessure?!! et au cours du vieillissement?3. Les chondrocytes des

articulations arthrosiques expriment une variété de marqueurs associés a la sénescence.
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Ainsi, des chondrocytes positifs pour la SA-B-Gal ont été observés a proximité des lésions
arthrosiques, mais pas dans le cartilage intact des mémes patients et de donneurs sains3°%3’, Les
cellules du cartilage expriment fortement le géne et la protéine p16™*4A |ors de I'OA in vivo et in
vitro3%. Cependant, plus récemment il a été montré dans un modeéle murin que la perte de p16'N¥*A

n'était pas suffisante pour empécher le développement de I'OA traumatique ou liée a I'age?®.

De maniere intéressante, I'expression du collagéne de type Il est négativement corrélée a
I'expression de p213% et plusieurs équipes rapportent une expression accrue de cette CDKi dans
le cartilage humain arthrosique. De plus, I'inactivation du gene p21 dans des chondrocytes in vitro

favorise la synthése de GAGs*%%4%! et |a réparation du cartilage®2.

Les chondrocytes arthrosiques présentent également une production accrue de protéases
incluant les MMP-1 et -13%03, Leur implication dans la dégradation de la matrice cartilagineuse, a
en partie été apportée sur la base d'une expression exogéne ou d'une déficience dans des études

murines*04405,

Cependant, les preuves de l'implication directe des cellules sénescentes dans les Iésions du
cartilage ont été apporté par I'équipe de Xu et al. Dans une étude récente, ils ont injecté des
cellules sénescentes ou non sénescentes au niveau des articulations du genou dans un modele
murin. Les auteurs ont montré que la transplantation de cellules sénescentes provoquait des
caractéristiques pathologiques évocatrices de I'OA*%, Plus précisément, les articulations injectées
avec les cellules sénescentes présentaient de graves Iésions du cartilage articulaire au niveau des
plateaux tibiaux latéraux et médiaux, ainsi que des condyles fémoraux. Cela suggérerait que le
ciblage des cellules sénescentes pourrait étre une modalité thérapeutique intéressante pour le
traitement de I'OA. Néanmoins, les mécanismes liant la sénescence des chondrocytes et leur
contribution a la dégradation du cartilage, ne sont pas encore entierement compris, d'autres

études mécanistiques sont donc nécessaires.

Toutefois, de nombreuses altérations métaboliques surviennent dans les chondrocytes au cours
de I'OA. On retrouve notamment un dysfonctionnement mitochondrial associé a la génération
accrue de ROS et une augmentation de I’hétérochromatine associée a la sénescence3®. Les
chondrocytes, les ostéocytes et les fibroblastes synoviaux peuvent sécréter des molécules pro-
inflammatoire commune avec le SASP259407.4%8 incluant notamment des cytokines telles que I'lL-6,
IL-8, I'IL-17, I'IL-1B et le TNF. Ces facteurs induisent des changements liés a I'OA, y compris
l'inflammation, la croissance osseuse et la dégradation de la MEC?>>4%°_ Martin et Buckwalter ont

décrit I'érosion des télomeéres dans les chondrocytes OA33. Cependant, dans le cartilage articulaire
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normal, le taux de mitose des chondrocytes est trés faible*'°, Cette capacité proliférative limitée
dans le cartilage normal suggérerait que d'autres facteurs de stress, tels que le stress oxydatif4!!
et une charge mécanique anormale*'? peuvent contribuer au raccourcissement des téloméres lors
de I'OA. La sénescence prématurée des chondrocytes pourrait alors étre une conséquence a la fois
de facteurs intrinséques (capacité réplicative limitée in situ) et extrinseques (induits par le stress)
provoquant la détérioration liée a I’age des chondrocytes. D'autre part, comme la prolifération
des chondrocytes est augmentée au niveau des lésions dans le cartilage arthrosique®®, cela

pourrait aider a expliquer I'érosion des télomeres observée dans la maladie.

Enfin, d’autre tissus de I'articulation sont également impactés, ainsi la proportion de cellules
positives pour pl6 augmente en corrélation avec I'dge dans la membrane synoviale. De plus,
I’exposition des synoviocytes au H,O; ou au TNF-a augmente leur sénescence ainsi que

I’expression génique et protéique de molécules du SASP tels que I'IL6, IL-8, CCL2 et MMP34%7,
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La O-GIcNAcylation des protéines

1. Généralités
La O-N-Acétylglucosaminylation ou plus simplement la O-GlcNacylation a été mise en évidence en
1984 par Torres et Hart*'3, Il s’agit d’'une modification post-traductionnelle (MPT) réversible qui
intervient presque exclusivement sur les protéines des compartiments cytoplasmiques, nucléaires
mitochondriaux mais également sur du cytosquelette et du réticulum endoplasmique 444> des
cellules, a la différence des glycosylations dites classiques qui ont lieu surtout sur la partie externes

des protéines membranaires ou sécrétées*,

La O-GlcNAcylation consiste en I'ajout d’'un monosaccharide unique le B-Nacétylglucosamine (O-
GIcNACc) sur les résidus serine et thréonine des protéines. Cette MPT est sous le contréle de
seulement 2 enzymes, la O-GlcNAc transférase (OGT) et la O-GIcNAcase (OGA). OGT va greffer le
résidu GIcNAc a partir du sucre donneur uridine 5’-diphospho-N-acétylglucosamine (UDP-GIcNAc),
lui-méme produit par la voie de biosynthese des hexosamines (HBP pour hexosamine biosynthesis

pathway). OGA est quant a elle chargée de le retirer.

La synthése de I'UDP-GIcNAc intégre une multitude de voies métaboliques telles que le
métabolisme des acides gras, du glucose, de I'azote et des nucléotides (Figure 12) et rend la O-
GlcNAcylation sensible aux nutriments et au stress*’. Cette sensibilité permet une rétroaction sur
les niveaux d'énergie cellulaire globaux pouvant induire des variations drastiques et rapides du

niveau d’O-GlcNAcylation cellulaire en réponse au stress tel que le choc thermique*!’, I'hypoxie*'®

419

et la privation de nutriments** par exemple.

Depuis sa découverte, avec plus de 5000 protéines cibles identifiées comme étant O-GIcNAcylées,
le role de la O-GIcNAcylation a été démontré dans de nombreuses fonctions cellulaires a travers
notamment la O-GlcNAcylation de facteurs de transcription, d’enzymes et de molécules de
signalisation??°. De plus, la dérégulation de la O-GlcNAcylation a été impliquée dans un grand
éventail de processus physiopathologiques, tels que le diabéte, le cancer, les maladies

cardiovasculaires et neurodégénératives*?.

2. Régulation de la O-GIcNAcylation
Alors que la phosphorylation, une autre MPT, est médiée par une myriade de phosphatases et de
kinases (respectivement 150 et 1000 approximativement) la O-GlcNAcylation des protéines est
contrblée par seulement deux enzymes, OGT qui va O-GIcNAcyler les protéines et OGA qui va

retirer le motif O-GIcNAc. A ces deux enzymes, vient s’ajouter la Glutamine fructose-6-phosphate
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amidotransférase (GFAT) enzyme limitante de la voie de biosynthése des hexosamines (HBP)

(Figure 12).

A. La voie de biosynthese des hexosamines
Le premier niveau de régulation de la O-GlcNAcylation va se faire au niveau de la voie de
biosynthése des hexosamines (HBP). Cette voie métabolique est responsable de la production de
I’'Uridine diphosphate N-acetylglucosamine (UDP-GIcNAc) nécessaire a la O-GlcNAcylation des
protéines (Figure 12). Le produit final de cette voie, 'UDP-GIcNAc peut étre utilisé soit dans la
synthése des glycoprotéines et des PG, principaux constituants de la matrice cartilagineuse, soit

servir de substrat 8 OGT pour la O-GlcNAcylation des protéines®?.

Le glucose extracellulaire nécessaire a la synthése de 'UDP-GIcNAc est importé dans la cellule
grace a des transporteurs transmembranaires spécifiques du glucose les GLUT (Glucose
transporter en anglais). Il existe différents GLUT qui vont avoir des localisations et des propriétés
différentes. Les isoformes GLUT1, GLUT3, GLUT5, GLUT6, GLUTS, GLUT9, GLUT10, GLUT11 et
GLUT12 ont été identifiées comme étant exprimées dans le cartilage humain???2-?*, Cependant, le
transporteur GLUT1 semble avoir un réle prédominant dans les chondrocytes puisque que sa

délétion altére leur prolifération et leur synthése de la matrice cartilagineuse®?>,

Il a été initialement décrit que 2 a 5% du glucose entrant dans les cellules était métabolisé via la
HBP%%°, Cependant, cette estimation provient de mesures indirectes du flux de glucose entrant

dans la voie HBP dans des adipocytes en culture, réalisées dans une seule étude®?®

publiée en
1991. A ce jour, il existe trés peu de publications qui ont directement mesuré le flux de glucose via
la HBP. Mais des études plus récentes, dans ces cellules en culture apportent des évaluations

différentes et contradictoires avec des estimations soit plus faibles soit plus élevées*?7:428,

La seule étude ayant mesuré simultanément le flux de glucose via I'HBP et la glycolyse dans un
organe a été réalisée par Olson et al*?°. Grace a I'utilisation de substrats (glucose et glucosamine)
marqués a I'isotope C'3 dans des cceurs battants isolés perfusés, ils ont mesuré que le flux de
glucose entrant dans la HBP et ont trouvé que celui-ci représente 0,003 a 0,006% du flux

glycolytique.

Des analyses complémentaires sont donc nécessaires pour évaluer la part du glucose utilisé par la
HBP d’autant que selon le type cellulaire, son environnement et son métabolisme énergétique, la

part du glucose entrant dans la HBP peut varier considérablement.
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Le glucose va ensuite étre rapidement phosphorylé en glucose-6-phosphate (Gluc-6P) par
I’hexokinase (HEX) qui lui-méme sera ensuite transformé en fructose-6-phosphate (Fruc-6P) par
la glucose-6-phosphate isomérase (GPI) lors des premiéres réactions de la glycolyse. La vaste
majorité du Fruc-6P alimentera la glycolyse, permettant ainsi la production d’énergie sous forme

d’ATP, et la portion restante I"HBP#20:430,

La premiere étape a proprement parler de I’'HBP débute avec la synthése de glucosamine-6-
phosphate (GIcN-6P) part la Glutamine fructose-6-phosphate amidotransférase (GFAT) a partir du
Fruc-6P, provenant de la transformation du glucose lors des premieres étapes de la glycolyse, et
de la glutamine en tant que donneuse du groupement amine. GFAT joue un réle majeur dans la
régulation de la voie HBP. En effet, il s’agit de I'enzyme limitante de la voie qui contréle le flux de

GIcN-6P entrant dans la voie et donc la production de 'UDP-GIcNAc.

Un certain nombre d'étapes enzymatiques ultérieures a partir de la GIcN-6P aboutiront a la

formation de 'lUDP-GIcNAc, le produit majeur de la voie de I’HBP (Figure 12)>43°.

L'HBP est considéré comme un senseur du métabolisme, en effet la synthése de 'UDP-GIcNAc fait
intervenir de nombreuses voies métaboliques telles que le métabolisme du glucose (glucose), des
acides aminés (Glutamine), des acides gras (Acétyl-coenzyme A (Acétyl-CoA)) et des acides
nucléiques (Uridine-5'-triphosphate (UTP)). Cette multitude de voies métaboliques intervenant

dans la HBP contribue a considérer la O-GIcNAcylation comme un carrefour métabolique.

Il est intéressant de noter que I’'UDP-GIcNAc, synthétisé par la HBP est utilisé dans la synthése des
glycoprotéines et des PG, principaux constituants de la matrice cartilagineuse. Et que la
glucosamine (GIcN), qui a été largement étudiée comme traitement potentiel de I'OA**! depuis les
années 90, est capable in vitro d’étre internalisée par les GLUTs et phosphorylée par I'hexokinase,
produisant de la GIcN-6P, contournant ainsi la réaction limitante catalysée par GFAT conduisant a

une augmentation du niveau de O-GlcNAcylation**2.
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Figure 12 : La voie de biosynthése des hexosamines (HBP).
(Inspirée de Chatham J. C. et al., 2021420 et créée avec BioRender.com)

Le glucose, une fois dans la cellule va rapidement étre phosphorylé en glucose-6-phosphate (Glc-6P) par une hexokinase
(HEX), puis converti en fructose-6-phosphate (Fruc-6P) par la glucose-6-phosphate isomérase (PGl). Le Fruc-6P en présence
de glutamine va ensuite étre métabolisé en glucosamine-6-phosphate (GIcN-6P) par la glutamine--fructose-6-phosphate
transaminase (GFAT) avant d’étre transformé en N-acétylglucosamine 6-phosphate (GIcNAc-6P) par la glucosamine-6-
phosphate N-acétyltransferase 1 (GNPNAT1 chez ’'homme et Emeg32 chez la souris) grdce a I'utilisation de I'acétyl-CoA. La
Phosphoacétylglucosamine mutase (Agm1) permet ensuite la conversion du GIcNAc-6P en N-acétylglucosamine 1-phosphate
(GIcNAc-1P). La derniére étape de I’HBP est assurée par 'lUDP-N-acétylglucosamine pyrophosphorylase (Uap1) qui nécessite
'utilisation de I'uridine-triphosphate (UTP) pour synthétiser I'uridine-diphosphate-N-acétylglucosamine (UDP-GIcNAc). Il
existe 2 voies de récupération :la premiére via la N-acétylglucosamine kinase (NAGK) permet la conversion du GIcNAc en
GIcNAc-6P. La seconde implique la conversion par la N-acétylgalactosamine kinase (GALK2) de la N-acétyl-galactosamine
(GalNAc) en N -acétylgalactosamine 1-phosphate (GalNAc-1P) et UDP-N-acétylgalactosamine (UDP-GalNAc), avec
conversion ultérieure par une épimérase en UDP-GIcNAc. Enfin la glucosamine peut étre directement convertie en GIcN-6P
par une HEX contournant ainsi I'enzyme limitante GFAT.
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a. GFAT-1 et GFAT-2
Chez les mammiféres, GFAT dont le nom officiel est glutamine-fructose-6-phosphate
transaminase (GFPT) est une enzyme de 77kDa constituée de deux domaines : un domaine
synthase qui catalyse I'amination et I'isomérisation du fructose-6P et de la glucosamine-6P et un
domaine glutaminidase qui catalyse I’hydrolyse de la glutamine en glutamate et ammoniac*®.
Chez les procaryotes la forme active de I'’enzyme se présente sous la forme d’un dimére de deux
sous-unités identiques d’un poids moléculaire total d’environ 140kDa, tandis que l'enzyme
eucaryote posséde une structure tétramérique et un poids moléculaire compris entre 320 et 340

kDa*34,

Chez ’'Homme et la souris, il existe trois isoformes de GFAT : GFAT1, GFAT1AIt**> (ou GFAT1-L) et
GFAT2%% codées par 2 génes situés sur deux chromosomes différents, GFAT1 et GFAT1Alt sur le
chromosome 2 et GFAT2 sur le chromosome 5 chez ’lhomme et les chromosomes 6 et 11 chez la
souris respectivement. Il est intéressant de noter une homologie de 97% entre 'lhomme et la

souris ; cette homologie atteint méme 100% au niveau des domaines catalytiques de I'enzyme.

Bien que les génes codants pour gfptl et gfpt2 présentent 79% d’homologie, chaque isoforme a
une distribution tissulaire propre. GFAT1, la forme la plus étudiée est exprimée de maniere
ubiquitaire mais est plus abondante dans le placenta, le pancréas et les testicules. GFAT1Alt
générée par épissage alternatif du géne gfptl présente une expression restreinte au muscle
strié*3> alors que GFAT2 est principalement retrouvée au niveau du systéme nerveux central*®.

Jusqu’ici dans les chondrocytes seul GFAT-1 a été mise en évidence®’.

b. Larégulation de GFAT
GFAT étant I'’enzyme qui conditionne la synthése de 'UDP-GIcNAc nécessaire a la O-GIcNAcylation

des protéines, il s’agit donc d’une enzyme critique qui doit étre finement régulée.

Le premier niveau de régulation de GFAT se fait au niveau transcriptomique. A ce jour, plusieurs
facteurs de transcription ont été identifiés, comme régulant la transcription du gene codant pour
GFAT tel que le facteur de transcription specificity protein 1 (Sp1)**® et I'activating transcription
factor 4 (ATF4). Ce dernier est capable d’induire une augmentation du flux de I’'HBP et du niveau
de O-GlcNAcylation cellulaire via une production accrue de GFAT1 en réponse a un stress induit

par une privation en glucose ou en acide aminé*39-441,
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Le second niveau de régulation de GFAT va avoir lieu a I’échelle de son activité qui est hautement
dépendante de la disponibilité de ses substrats (glutamine et glucose)*?®. De plus, les produits de
synthése de la voie HBP, que sont la glucosamine-6P** et 3 distance 'UDP-GIcNAc** sont capable
d’exercer un rétrocontréle négatif sur I'activité enzymatique de GFAT tout comme l'insuline®?®,
Bien que I'activité de GFAT soit modulée par de forte concentration en glucose, ni son expression
génique, ni son expression protéique n’ont été décrites comme étant impactées par le

glucose®4445,

La phosphorylation semble également étre impliquée dans la régulation de I'activité de GFAT avec
a ce jour plus de 20 sites identifiés, mais I'impact de ces modifications post-traductionnelles est
loin d’étre élucidé avec des effets contradictoires rapportés. Par exemple, GFAT1 peut étre
phosphorylée sur la sérine 205 par la protéine kinase cAMP-dépendante (PKA), cependant I'impact
de cette modification differe dans la littérature puisque ayant été montrée soit comme
augmentant l'activité de I'enzyme®*®*7 soit la diminuant**®. GFAT1 peut également étre
phosphorylée au niveau de la sérine 243 par I’AMPK. Cette phosphorylation diminue I’activité de

GFAT1, réduisant le niveau global de O-GlcNAcylation in vitro dans des cellules endothéliales*.

Pour finir, il a été montré que la demi-vie de GFAT est relativement courte et que la synthése
continue de son ARNm est nécessaire pour maintenir les niveaux de GFAT*?%, ce qui permet une

régulation rapide de I'abondance de I'’enzyme en fonction des besoins cellulaires en UDP-GIcNAc.

B. La O-GlcNAc transférase
La O-linked N-acetylglucosamine transférase plus simplement appelée O-GIcNAc transférase ou
OGT, est I'enzyme qui réalise la O-GIcNAcylation des protéines a partir de 'UDP-GIcNAc produit
par la voie HBP. Son activité a été mise en évidence en 1990 par G. Hart et son équipe
principalement dans les compartiments cytoplasmiques et nucléaires**°. Son géne est porté par le

451

chromosome X chez I’lhomme et la souris**'et est hautement conservé au sein du régne animal**2.

Le gene ogt est exprimé de maniére ubiquitaire, mais un épissage alternatif permet de générer 3
isoformes de I'enzyme qui ont des localisations différentes au sein de la cellule et different
principalement par le nombre de répétition tétratricopeptide (TPRs)*3 (Figure 13). Les domaines
TPR sont constitués d’environ 34 acides aminés basés autour de résidus consensus trés fortement
conservés et jouant un role dans les interactions protéine-protéine. lls pourraient notamment étre

impliqués dans la spécificité de OGT avec ses substrats*>*,
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Les deux premieres formes d’OGT, la forme total ou nucléocytoplasmique (ncOGT) (110kDa) et la
forme courte ou short (sOGT) (78kDa)*? sont principalement présentes dans le cytoplasme et le
noyau des cellules et possedent respectivement 13,5 et 4 TPRs. La troisieme forme présente une
séquence terminale d’adressage a la mitochondrie (mOGT) et 9 TPRs (90kDa). De ce fait elle est
donc présente au niveau mitochondrial et semble étre impliquée dans la O-GIcNAcylation des
protéines de la chaine respiratoire mitochondriale*®. Tardio et al. ont montré que ces 3 isoformes

sont présentes dans le cartilage humain®°®.

TPR CDI CDII PPO
ncOGT ( ( ( ( ({
moGT @ T 1 [ BN &0
sogr  MP CEE O S @
O-GlcNAc hydrolase  OGT-binding HAT-like
ncOGA (@ [T [ [ @
sOGA (_{ [ § ( 0

Figure 13 : Structure schématique d’OGT et d’OGA (Yang X. et Qian K., 2017°%)

L'OGT est constituée de 3 régions fonctionnelles distinctes (Figure 13) : en N-terminal, se trouve
les motifs TPR et en C-terminal le domaine catalytique (CD) divisé en 2 sous-domaines CD | et CD
Il séparés par un domaine intermédiaire (Int-D) de fonction inconnue. Le CDI est
vraisemblablement responsable de I'activité catalytique de I'OGT et le CDII de la liaison a I'UDP-
GIcNAC*’. Les domaines N-terminal et C-terminal sont liés ensemble grace un domaine de liaison
NLS pour « nuclear localization sequence ». Enfin, il a été suggéré que les différentes forme d’OGT
présentent également un domaine de liaison aux phosphoinositides (PPO). Ainsi, les
phosphoinositides pourraient moduler directement I’activité de OGT*8, cependant cette activité

de liaison n’a pas été confirmée par des travaux plus récents**°.

Initialement, la forme active de OGT purifiée a partir de foie de rat a été mise en évidence comme
se présentant sous la forme d’un hétérotrimére composé de deux sous-unités catalytiques de 110
kDa et d'une sous-unité de 78 kDa*®°. Mais des études plus récentes sont venues réfuter cette
observation en montrant que la structure cristalline de OGT suggérait une dimérisation autour
d'une interface formée au niveau du TPR 6-76, Cette observation structurelle a été étayée par

une analyse par cryo-EM et cristallographie?®®?.

Il n’existe pas de modéle murin de KO embryonnaire pour OGT, son inactivation étant associée a
un phénotype létal*1463464  Ay-deld du développement embryonnaire, OGT est également

essentielle a I’age adulte chez la souris. En effet, dans un modéle de souris KO total inductible
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d’OGT, l'injection de tamoxiféne s’est révélée létale 4 semaines post-injection ce qui suggére que
la O-GlcNAcylation est également essentielle a la survie des souris adultes*>. Chez ’humain, des

mutations d’OGT sont associées a la déficience intellectuelle liée au chromosome X*66-471,

Tout comme GFAT, OGT est régulée a plusieurs niveaux. Lors de la O-GIcNAcylation des protéines
de l'uridine diphosphate (UDP) va étre libéré par OGT. Cet UDP va étre capable d’inhiber I'activité
enzymatique de OGT#’2, D'autre part, une augmentation du niveau d’O-GlcNAcylation cellulaire
induit une diminution de I'expression d'OGT et inversement une augmentation de I'expression de
OGA473'474.

L'activité de OGT peut également étre régulée par différentes modifications post-traductionnelles.
A ce jour, environ 20 sites de phosphorylation ont été identifiés sur OGT*?, ainsi que plusieurs
sites potentiels d’O-GlcNacylation?”>#7% et d’acétylation®’”. Cependant, le réle de ces sites reste
largement inexploré. Par exemple, l'insuline induit la phosphorylation de OGT in vitro et sa
translocation du noyau au cytoplasme, qui dans ce contexte augmente I'activité de OGT*’®. De
maniére similaire, OGT a été montré comme pouvant étre phosphorylé par différentes protéine
kinases Ca?*/calmoduline-dépendantes (CaMK), CaMKIV dans des cellules neuroblastomiques*”

et CaMKIl dans des hépatocytes*®° avec a chaque fois une activation de OGT et une augmentation

de la O-GIcNAcylation.

C. La O-GIcNAcase
La O-GlcNAcase (OGA) est I'unigue enzyme responsable de I'élimination du groupement O-GIcNAc
et a été initialement identifiée et nommée antigéne exprimé par le méningiome 5 (MGEA5)*82,
Son activité a été mise en évidence en 1994 par Dong et Hart*®? dans les compartiments
cytosoliques et nucléaires. Son géne, cloné pour la premiére fois en 20018, est porté par le
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chromosome 10 chez ’'Homme?*3! et le 19 chez la souris.

Son expression est ubiquitaire mais a été montrée comme plus importante dans le cerveau, le
placenta et le pancréas*®3484 || existe 2 isoformes de cette enzyme; une forme longue de 103 kDa
localisée au niveau nucléocytoplasmique (ncOGA), et une forme tronquée par épissage alternatif

de 76 kDa (sOGA) qui se retrouve dans le noyau®* et dans les gouttelettes lipidiques*®.

La forme longue de OGA (ncOGA), est divisée en 3 domaines : en N-terminal se trouve un domaine
glycoside hydrolase responsable de I'élimination de la modification O-GlcNac, au centre se trouve
un domaine traqueur et en C-terminal un domaine qui présente une forte homologie de séquence

aux histones acétyltransférases (HAT-like), dont la forme courte est dépourvue mais conserve une
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certaine activité OGA*®. ’activité histone acétyltransférase du domaine HAT-like de OGA reste
discutée. En effet, initialement montré comme actif*”48, des études ultérieures n'ont pas réussi

a reproduire ces observations#83-491,

OGA est hautement conservée chez les espéces eucaryotes supérieures, avec notamment plus de

97,8% d’homologie entre I’Homme et la souris*®4.

En 2017, 3 équipes ont réussi a élucider la structure d’OGA chez I'humain par différentes
approches et ont montré qu’OGA forme un homodimere grace a l'interaction des domaines stalk

des deux monomeres?*324%4,

Tout comme OGT, les souris OGA KO, présentent un phénotype létal avec une |étalité périnatale
presque compléte?®>4%, Les fibroblastes embryonnaires de souris OGA -/- présentent des
anomalies génomiques, ainsi qu’une perturbation du cycle cellulaire qui pourrait contribuer au
processus de vieillissement et affecter le développement de maladies chroniques liées a I'4ge*®.
Preuve de son importance dans le développement de la mouche a 'Homme, le géne codant pour
OGA appartient a la famille des génes homéotiques NK*74%, Les génes homéotiques présentent
une séquence de 180 nucléotides appelée homéobox qui code pour un domaine protéique
particulier de fixation a I’ADN, I’'homéodomaine. Ces homéodomaines participent notamment a la
régulation de l'expression des génes impliqués dans le développement embryonnaire et la

différenciation cellulaire.

Tardio et al. ont montré que les 2 isoformes de OGA sont présentes dans le cartilage articulaire

humain®®.

D. Régulation croisée entre OGT et OGA
En plus d’étre régulées indépendamment, OGT et OGA modulent mutuellement leurs expressions
et éventuellement leurs activités afin de maintenir un niveau d'O-GlcNAcylation cellulaire

stable?’%, Ainsi OGT et OGA peuvent étre O-GIcNAcylés?7>476:499

Différentes études rapportent également que I'expression d’OGT et d’OGA sont sensibles aux
changements du niveau de O-GlcNAcylation cellulaire. Par exemple, I'élévation des niveaux de O-
GlcNAcylation via l'inhibition pharmacologique d’OGA entraine une diminution de I'expression de
la protéine OGT et une augmentation de I'expression de la protéine OGA dans différents types
cellulaires*’#°%, De maniére similaire, des fibroblastes embryonnaires de souris knock-out pour
OGA présentent une diminution de OGT*°?, Une étude suggére que OGA peut agir comme un

coactivateur du facteur de transcription C/EBP-B afin d’augmenter la transcription du géne codant
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pour OGT>®, D'autres études ont également rapporté que de faibles niveaux de O-GlcNAcylation
contribuent a une transcription accrue d’OGT>% et que I'absence ou l'inhibition de OGT réduit
I’expression de OGA>%. De maniére intéressante, I'laugmentation de I'activité de OGT induit en
paralléle une augmentation de I'activité de OGA et inversement>%,

Buffer region

Disease

Normal physiology

Optimal
zone

Disease

Cellular O-GlcNAcylation levels

Nutrient availability

Cellular stress

Figure 14 : L'homéostasie métabolique de la O-GIcNAcylation est essentielle pour la
physiologie cellulaire normale. (Yang X. et K. Qian K., 20175%)

Toutes ces données conduisent au concept qu'il existe un niveau optimal de O-GlcNAcylation
nécessaire au maintien d’une fonction cellulaire physiologique et qu’en cas de O-GIlcNAcylation
trop élevée ou trop basse, il en résulte un dysfonctionnement cellulaire®® (Figure 14). Un
déséquilibre dans I'homéostasie de la O-GIcNAcylation contribue notamment au développement

de maladies telles que le cancer>®°%, |e diabéte>®” ou la maladie d'Alzheimer>%8°%9,

3. Modifications pharmacologiques de la O-GlcNAcylation
L’inactivation embryonnaire des génes codants pour OGT et OGA est mortelle dans les modeles
d’animaux supérieurs tels que la souris, ce qui entrave I'étude des fonctions biologiques de la O-
GlcNAcylation par ce biais. Depuis la découverte de la O-GIcNAcylation des protéines et des
enzymes responsables de sa régulation, le développement d’outils pharmacologiques permettant
d’inhiber sélectivement OGT et OGA pour moduler I'abondance de la O-GIcNAcylation est donc un

enjeu majeur pour I'étude du role de cette modification.

A. Augmentation de la O-GlcNAcylation

a. Augmentation du flux de I'HBP
Afin d’augmenter le niveau de O-GIcNAcylation, une premiére stratégie est I'accroissement de la
biodisponibilité du substrat de I’'HBP, le glucose>!°. La seconde est de contourner GFAT I'enzyme
limitante pour la synthése de I"'UDP-GIcNAc en utilisant la GIcN>1'513, Bien que ces 2 stratégies

soient capables d’augmenter les niveaux de O-GIcNAcylation des protéines, leurs effets restent
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limités puisqu’ils n’augmentent que d’un facteur 2 ou 3 ces niveaux et que ces 2 molécules ne sont

pas spécifiques de la O-GIcNAcylation et peuvent donc impacter d’autres systéemes cellulaires.

b. Inhibiteurs de OGA
Afin de s’affranchir de ces effets non spécifiques, le développement d’inhibiteurs spécifiques
d’OGA présente un d'intérét majeur, a la fois pour les études fonctionnelles de la O-GIcNAcylation
mais également pour des applications potentielles en thérapie, par exemple dans les maladies

neurodégénératives®4,

e Le PUGNAc (O-(2-acétamido-2-déoxy-D-glucopyranosylidene)amino-N-phénylcarbamate) est
un des premiers inhibiteurs d’OGA et de ce fait certainement un des plus utilisé®*>. Mais
initialement synthétisé par Vasella et son équipe en tant qu'inhibiteur puissant de la B-N-
acétylglucosaminidase®'® le PUGNAC souffre de problémes de sélectivité vis-a-vis d'autres
hexosaminidases (HEX), (OGA/HEX=1)%*5, augmentant le risque d'effets hors cible et limitant
son utilité dans les études cellulaires fonctionnelles. Par conséquent, il est recommandé

d'utiliser des inhibiteurs d'OGA plus sélectifs que le PUGNAc pour étudier la O-GIcNAcylation.

e Le GIcNAcstatin est inhibiteur sélectif pour OGA qui a été développé grace a I'étude de la

structure cristalline formée lors de I'interaction du PUGNAC avec OGA>'’. En plus de présenter
une bonne diffusion intracellulaire, le GIcNAcstatin posséde une bonne capacité d’inhibition
(ICso=4 nM), et une sélectivité extrémement élevée (100 000 fois) pour hOGA par rapport aux

Hex A/B, induisant une hyper O-GlcNAcylation dans les cellules.

e Le NButGT (1,2-dideoxy-2’-propyl-a-D-glucopyranoso-[2,1-d]- A 2’-thiazoline) dérive du
PUGNAC et permet une occupation du site actif de I'OGA plus optimale et ainsi une plus grande
spécificité pour cette hexosaminidase vis-a-vis des Hex A/B (OGA/HEX=600)°8. Cet inhibiteur

est trés efficace, avec une concentration inhibitrice médiane (ICso= 8 uM).

e Le Thiamet-G : Une subtile modification du NButGT via l'introduction une amine a la chaine
alkyle, a permis de générer le thiamet-G (3aR,5R,6S,7R,7aR)-2-(ethylamino)-3a,6,7,7a-
tetrahydro-5-(hydroxymethyl)-5H Pyrano[3,2d]thiazole-6,7-diol), un excellent inhibiteur de
OGA (IC50 = 30 nM) avec une grande sélectivité (OGA/HEX = 35 000)°%°. La modification
apportée au thiamet-G lui a également conféré une plus grande stabilité en solution et une

perméabilité cellulaire accrue, qui lui permet de traverser la barriéere hémato-encéphalique.
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De ce fait, cette molécule semble étre de plus en plus utilisée en recherche pour inhiber OGA
in vitro et in vivo®®®. Le thiamet-G a notamment été utilisé pour augmenter les niveaux de O-
GIcNAc dans des modeles murins de la maladie d'Alzheimer, entravant |'agrégation des
protéines et réduisant la neurodégénérescence®?’>22 || a également été utilisé pour étudier
523

le réle de la O-GIcNAcylation sur la différenciation chondrogénique in vitro et in vivo

Cependant son co(t élevé limite son utilisation pour des études in vivo de longue durée.

D'autres inhibiteurs d’OGA sont en cours de développement et d’évaluation, tels que le thiamMe-
G, le VV347 et MK-8719. Plus de détails sur ces nouveaux composés peuvent étre trouvés dans les

revues suivantes : Elbatrawy et al; ChemMedChem; 2020°?* et Arielis et al; Chem. Eur. J; 2020°%,

Modulation du niveau de 0-GlcNAcylation

4/\

Augmentation de la 0-GlcNAcylation Diminution de la 0-GlcNAcylation
Augmentation du flux de 'HBP Inhibition de GFAT
Glucose Azasérine
Glucosamine DON
Inhibiteur de OGA Inhibiteur de OGT
PUGNAC Alloxane ST045849
GIcNAcstatin BADGP BZX
NButGT Ac-5SGIcNAc OSMIlI 1-4
Thiamet-G 5S-GlcNHex LO1

Figure 15 : Composés pharmacologiques modulant la O-GIcNAcylation des protéines.
(Créée avec BioRender.com)

B. Diminution de la O-GlcNAcylation

a. Inhibition de GFAT
L’azaserine ou O-Diazoacetyl-L-serine est le premier inhibiteur de GFAT synthétisé des les années
1950. Le second est la 6-diazo-5-oxo-L-norleucine (DON). Ces 2 molécules ont initialement été
utilisées pour leurs propriétés anti-cancéreuses2® avant que leur capacité d’inhibition de GFAT ne
soit établie??®, Ces molécules sont des analogues de la glutamine avec qui elles rentrent en
compétition pour le site catalytique de GFAT. De ce fait, elles sont susceptibles d’inhiber d’autres
voies dépendantes de la glutamine et manquent donc de spécificité. Cependant, en I'absence

d’inhibiteurs ciblant spécifiguement GFAT, ces 2 molécules continues d’étre utilisées.
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b. Inhibition d’OGT
Il n'existe pour le moment pas d’inhibiteur idéal d’OGT permettant de moduler spécifiquement
son activité. De plus, de nombreuses molécules développées présentent des problemes de
diffusion intracellulaire. Cependant, les connaissances sur la structure du site actif d’OGT
promettent des avancées dans la synthése d'inhibiteurs présentant une haute affinité et une

haute spécificité envers OGT ainsi qu’une capacité accrue a pénétrer dans les cellules.

e Substrat et UDP-GlcNac analogues :

La premiere molécule a avoir été utilisée pour inhiber OGT est l'alloxane, un analogue de
I'uracile®?’. Bien qu’utilisée in vivo et in vitro, car elle présente une bonne perméabilité cellulaire,
elle manque de spécificité pour OGT (ICso=100uM) et présente un temps de demi-vie court a pH
physiologique responsable de la génération de ROS délétére pour les cellules®?®°?°, La seconde
molécule a avoir été utilisée pour inhiber I'OGT est le BADGP (benzyl-2-acetamido-2-deoxy- a-D-
galactopyranoside)>3>>3!, Tout comme I'alloxane le BADGP présente une bonne perméabilité
cellulaire, mais manque également de spécificité pour OGT. Il va donc agir non seulement sur la

O-GIcNAcylation des protéines mais également sur l'activité de nombreuses autres enzymes.

Afin d’améliorer la spécificité des inhibiteurs de OGT, des équipes de recherche se sont inspirées
de la structure de I'UDP-GIcNAc, inhibiteur naturel d’OGT (ICs0=1,8uM) afin de générer des
analogues de 'UDP-GIcNAc présentant une plus grande spécificité pour celui-ci. C’est ainsi qu’a
été développé I'Ac-5SGIcNAc. Une fois internalisé par les cellules, il va étre convertie en UDP-
5SGIcNAC (ICso=5uM) via la voie de récupération du GIcNAc. Cet inhibiteur n’est pas toxique pour
les cellules, mais présente une faible solubilité en solution aqueuse, empéchant sont utilisation in
vivo. Afin de palier a ce probleme, cette molécule a été optimisée grace a I'incorporation d’'un
groupement hydrophobe pour générer le 55-GlcNHex (ICso = 5uM). Tout comme I’Ac-55GIcNAc
celui-ci est métaboliguement converti UDP-55-GIcNAc mais peut étre administré in vivo ou il
présente une activité inhibitrice d’OGT>32, Malgré leur forte affinité pour OGT, ces 2 molécules
détournent I’HBP afin d’étre sous leur forme active réduisant ainsi le pool d'UDP-GIcNAc natif dans
les cellules®®. Cela pourrait avoir pour conséquence d’inhiber d'autres glycosyltransférases et

ainsi affecter différents processus cellulaires.

e Composés identifiés par criblage a haut débit :

Grace au développement du criblage a haut débit (HTS, high-throughput screening) qui permet de

détecter les composés qui entrent en compétition avec la liaison de 'UDP-GIcNAc a I'OGT et au
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développement de nouveaux outils tels que la chimie clic, de nombreuses molécules ont pu étre

identifiées comme potentiel inhibiteur pour OGT.

C’est ainsi que les deux molécules suivantes ont été identifiée par Gross et al**: ST045849 (3-(2-
adamantanylethyl)-2-[(4-chlorophenyl)azamethylene]-4-oxo-1,3-thiazaperhydroine-6-carboxylic acid)
et le BZX (benzoxazolinones). De ces deux molécules, c’est le BZX qui présente la plus forte capacité
d’inhibition de OGT (ICso=10uM). In vitro, le BZX présente une bonne perméabilité cellulaire, mais il
doit étre utilisé a forte dose ce qui proscrit son utilisation in vivo et est hautement toxique pour les
cellules®®. Son mode d’action est unique car il se fixe de maniére permanente au niveau du site
catalytique de OGT.

L’équipe de S. Walker a également utilisé la technique HTS, pour identifier 'OSMI-1%36, Cette
molécule perméable est capable de diminuer faiblement le niveau de O-GlcNAcylation dans
plusieurs types cellulaires cependant elle est hautement toxique, avec une diminution de la
viabilité cellulaire d'environ 50 % aprés traitement>3®, A partir de 'OSMI-1, I’équipe de S. walter a
généré les composés OSMI-2, OSMI-3 et OSMI-4. L'OSMI 4 est a ce jour l'inhibiteur d'OGT le plus

spécifique développé, avec des valeur d'ICspde I'ordre du pM dans des cellules isolées in vitro®*’.

Une des derniéres molécules a avoir été identifiée est le LO1 par Liu et al®32. Le LO1 est capable
d’inhiber la O-GlcNAcylation in vitro dans les cellules et in vivo dans un modeéle de poisson zebre

(ICs0=21,8 uM) et présente une faible toxicité ainsi qu’'une bonne perméabilité intra-cellulaire.

4. Discussion croisée entre la O-GlcNAcylation et la phosphorylation
La O-GlcNAcylation et la phosphorylation sont intimement liées. En effet, ces 2 MPT possedent
des caractéristiques communes : ce sont toutes deux des modifications dynamiques, réversibles
et qui interviennent sur les résidus serines et thréonines des protéines afin de réguler leur activité,
leur localisation cellulaire ainsi que leurs interactions®3. De plus, ces deux modifications post-

traductionnelles sont sensibles a I'état nutritionnel de la cellule®3®.

Au-dela de ces caractéristiques communes, la O-GlcNAcylation et la phosphorylation peuvent
interagir ensemble dans la régulation des protéines. Le premier type d’interaction entre ces deux
MPT est celle de réciprocité ou aussi connu sous le nom d'hypothése "Ying Yang">*° (Figure 16, A).
C’est-a-dire que la O-GIcNAcylation et la phosphorylation sont en compétition pour le méme
résidu et s’excluent mutuellement. De nombreuses protéines voient ainsi leurs activités régulées
et sont réciproquement modifiées, selon leur environnement. Parmi celles-ci, on retrouve par
exemple la protéine oncogéne c-Myc>*! qui peut étre phosphorylée ou O-GlcNAcylée sur la Thr58,

le récepteur murin aux ocestrogénes-B (mER-B) en Ser16°%, plusieurs sites sur I'ARN polymérase
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Figure 16 : Dialogue entre O-GlcNAcylation et phosphorylation (Zeidan Q. et Hart G.W., 20105%

[1°43544 ou encore I'oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOS) sur la Ser1177°% et bien d'autres

(Figure 16, A).

La communication entre ces deux MPT peut également avoir lieu sur des sites différents (adjacents
ou distants) qui peuvent se réguler mutuellement pour générer une vaste gamme de réponses
biologiques chez les protéines cibles (Figure 16, B-D). Cette diversité moléculaire hautement

dynamique facilite I'adaptation de la cellule aux changements constants de son environnement.

Dans ces configurations, la O-GIcNAcylation peut favoriser ou inhiber I'ajout de phosphorylation
ultérieures®*®. C'est notamment le cas pour le géne suppresseur de tumeur p53 ( ou TP53 pour
"tumor protein 53" ), pour lequel la O-GlcNAcylation de la Ser149 empéche la phosphorylation de
la Thr155 réduisant ainsi son ubiquitinylation et par la suite sa dégradation par le protéasome®*’.
Cette régulation sur des sites adjacents a également été observée pour la protéine C/EBP-B, qui
lorsqu’elle est O-GIcNAcylée sur les Ser180-181 empéche la phosphorylation des sites adjacents
Thr179, Ser184 et Thr188 réduisant ainsi sa capacité de liaison a I'ADN>*® (Figure 16, B). Il existe
aussi des protéines ou la O-GIcNAcylation empéche la phosphorylation sur un site a distance, telles
la CamKIV ou la phosphorylation sur la Thr200 diminue la O-GlcNAcylation a distance des Ser137
et 189 et inversement si la phosphorylation de la Thr200 est diminuée la O-GlcNacylation de

CamKIV est augmentée>®,

Cependant, il est également possible que ces deux MPT soient présentes simultanément sur une
méme protéine sur des sites proches ou adjacents ou bien méme a distance, comme c'est le cas

pour la protéine substrat du récepteur a l'insuline 1 (IRS1) (Figure 16, C) qui peut étre O-

87



GIcNAcylée sur les résidus 914, 1009, 1036 et 1041 et phosphorylée sur les résidus 307, 632, 635
et 1045°>0,

Comme nous I'avons vu précédemment, les activités de GFAT#46-449 QGT#20479480 ot OGA sont
également régulées par la phosphorylation. Il en est de méme pour les Kinases et
phosphotransférases qui peuvent étre contrélées par la O-GlcNAcylation. Cette régulation
mutuelle des enzymes responsables de la O-GIcNAcylation et de la phosphorylation met bien en

évidence la relation complexe entre ces deux MPT.

Bien que les interactions entre la O-GIcNAcylation et la phosphorylation soient les plus étudiées,
il estimportant de noter que la O-GlcNAcylation peux intervenir sur des protéines portant d’autres
types de PTM tels que des acétylations et des ubiquitinations. Comme expliqué précédemment,
la O-GIcNAcylation de p53 prévient son ubiquitinylation®*’. De maniére similaire la O-

GlcNAcylation de NF-kB est capable de moduler son acétylation°?.

5. O-GIcNAcylation et vieillissement

De nombreux auteurs ont démontré que la O-GIcNAcylation anormale des protéines joue un role
essentiel a la fois dans le développement et dans la progression de diverses maladies liées a I'age
telles que le diabéte, les maladies cardio-vasculaires, les maladies neurodégénératives, le cancer
et 'OA%9532 Le vieillissement est un processus physiologique complexe consistant en un déclin
progressif de certaines fonctions, de la coordination, de la perte de I'homéostasie et de l'intégrité
physiologique>*3. Comme vu précédemment, le vieillissement est défini par neuf caractéristiques

I'instabilité génomique, I'attrition des télomeres, |'altération épigénétique, la perte de
protéostase, le dysfonctionnement métabolique, le dysfonctionnement mitochondrial, la

sénescence cellulaire, I'épuisement des cellules souches et I'altération des communications>.

Or la O-GIcNAcylation, joue un réle important dans de nombreuses fonctions cellulaires telles que
la transcription, l'activation de la signalisation cellulaire, le métabolisme, la fonction
mitochondriale ainsi que la survie cellulaire et I'autophagie*?%>>2 et semble donc pouvoir impacter

les 9 caractéristiques du vieillissement évoquées ci-dessus.

Cependant, I'absence de consensus sur les variations du niveau d’O-GlcNAcylation au cours du
vieillissement et dans la fonction des organes souligne la nécessité de nouvelles études pour
améliorer la compréhension de I'impact des niveaux de O-GIcNAcylation sur le développement

cellulaire, la survie et les impacts potentiels sur les pathologies liées au vieillissement. Plusieurs
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études se sont intéressées aux variations du niveau de O-GIcNAcylation lors du développement

555 495

postnatal pécose>>> mais également avec I'age, chez le rat>*® et la souris

Ainsi, lors des phases précoces du développement les niveaux cardiaques, cérébraux et
hépatiques d'O-GlcNAcylation, des enzymes de la HBP et des métabolites apparentés, sont régulés
de maniére tissulaire et temporelle. De la naissance a 12 semaines, le niveau d’O-GlcNAcylation
des protéines diminue progressivement dans le coeur alors qu’il augmente dans le foie et le
coeur>®. Avec I'dge (4-5 mois vs 20-24 mois), il a été montré dans différents tissus (cerveau,
poumon, coeur, ..) que le niveau relatif de O-GlcNAcylation évalué par WB est augmenté.
Paradoxalement, cette augmentation s’accompagne globalement d'une diminution de

I’expression de OGT et OGA%>,

Pour autant, le lien exact entre les variations du niveau de O-GIcNAcylation, la régulation des
expressions de OGT et OGA avec I'dge et leurs impacts n'ont été que peu explorés. Cela peut
s’expliquer par le fait que Iinactivation embryonnaire des génes codants pour OGT#°1463464 ot
OGA*44% st |étale dans les modéles d’animaux supérieurs tels que la souris, ce qui entrave

I’étude des fonctions biologiques de la O-GlcNAcylation par ce biais.

Toutefois, chez plusieurs modéles d’invertébrés I'inactivation de OGT et OGA n’est pas létale et
permet d’explorer leur role dans le développement et le vieillissement. C'est notamment le cas
chez le nématode Caenorhabditis elegans®>”>>8, Dans ce modeéle, plusieurs équipes ont rapporté
gue la perte d’expression de OGT se traduit par une quasis absence de O-GIcNAcylation des
protéines, ce qui réduit leur espérance de vie**®>>°  Inversement, une augmentation de
I’espérance de vie par rapport a la souche sauvage ainsi qu’une augmentation du niveau de O-
GlcNAcylation a été montrée suite a I'inactivation de OGA>®°. Pour autant ces modéles knock-out
pour OGT et OGA présentent un développement normal et sont fertiles®>>°. De maniére similaire,
I"activité accrue de la voie HBP via un gain de fonction de GFAT1 prolonge la durée de vie et réduit
le développement de pathologies dans plusieurs modéles de maladies protéotoxiques chez C.

elegans®®0-562,

6. O-GIcNAcylation et Arthrose

Bien que la O-GlcNAcylation soit impliquée dans de nombreuses voies de signalisation et fonctions
cellulaires, telles que la transcription, le métabolisme, la fonction mitochondriale, la survie

cellulaire, la sénescence et I'autophagie, et son réle étudié dans une grande variété de maladies
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telles que I'obésité, le diabete, la maladie d'Alzheimer, le cancer et l'ischémie**®, peu d’équipes de

recherche se sont intéressées a son role dans I'OA.

Ainsi, en 2014, Tardio et al. sont les premiers a montrer une accumulation de protéines O-
GIcNAcylées associée a une redistribution des isoformes de OGT et OGA en faveur des formes
courtes dans le cartilage de patients arthrosiques*°®. En accord avec ces résultats, il a également
été montré une augmentation du niveau de O-GlcNAcylation dans le cartilage vertébral de

patients atteints de discopathie dégénérative>®3-5°,

Au-dela de ce lien direct entre O-GIcNAcylation et OA d’autres preuves de I'implication de I'O-

GlcNAcylation dans les tissus articulaires et I'inflammation existent.

A. Roble dans la différenciation chondrocytaire et le cartilage articulaire
Tout d’abord, la O-GIcNAcylation semble étre impliquée dans la différenciation chondrocytaire.
Ainsi, le niveau de O-GIcNAcylation des protéines est augmenté au cours de la différenciation
chondrogénique des chondrocytes murins (ATDC5) et s'accompagne d’une augmentation du
niveau de O-GlcNAcylation des cellules qui devance une augmentation de I'abondance des

enzymes OGT et OGA. Le DON (inhibiteur de GFAT) permet de bloquer cette augmentation®23.

La O-GlcNAcylation parait également jouer un réle dans la différenciation ostéogénique et
chondrogénique des cellules souches du cartilage des plateaux vertébraux. Dans ce type cellulaire,
la O-GlcNAcylation a un impact sur I'activité de SOX-9 et RUNX-2, influencant ainsi I'expression
génique du collagéne de type Il (COL2A1) et de ACAN responsables du maintien du phénotype des
chondrocytes®. In vivo, 'augmentation du niveau de O-GlcNAcylation via I'administration de
thiamet-G, a entrainé une augmentation de la hauteur de la plaque endochondrale chez la souris,
renforcant I'idée que la O-GlcNAcylation est susceptible de jouer un role majeur dans la

chondrogenése et la formation du cartilage®?3.

Parmi les protéines connues pour étre O-GIcNAcylées, PPARY>®®, SIRT1, FOX01°%” et YAP>% sont
décrites pour jouer un réle dans I’homéostasie du cartilage ou dans I'OA. Il est intéressant de noter
que le facteur de transcription Atf4, capable de réguler la transcription de GFAT et donc
indirectement la synthése de I’'UDP-GIcNAc via I'HBP, est également impliqué dans la régulation
de la prolifération et la différenciation des chondrocytes. En effet, Atf4 est exprimé dans les

chondrocytes prolifératifs et pré-hypertrophiques de la plaque de croissance®°.
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Enfin, comme souligné précédemment, I"UDP-GIcNAc nécessaire a la O-GlcNAcylation peut
également servir a la biosynthése des GAGs tels que le kératane sulfate, le chondroitine sulfate et

I’acide hyaluronique qui sont des composants importants du cartilage articulaire>”°

B. Impact sur les synoviocytes
Au-dela des chondrocytes qui constituent le cartilage, la O-GlcNAcylation semble également jouer
un role sur les synoviocytes de la membrane synoviale. Dans un modeéle d’arthrite, Kim et al. ont
notamment évalué l'impact de l'‘augmentation du niveau de O-GlcNAcylation dans des
synoviocytes in vitro. Les auteurs ont montré que la O-GlcNAcylation de p65 augmente les
processus inflammatoires dans les synoviocytes stimulés par le TNF-a via une augmentation de
son activité de transcription®’!. Ces résultats sont en contradiction avec ceux de Umar et al. En
effet, bien gqu’ils aient montré que les niveaux de O-GlcNAcylation étaient plus élevés dans les
tissus synoviaux et les fibroblastes synoviaux dérivés de patients atteints de polyarthrite en
comparaison avec des patients non malades, in vitro, le prétraitement avec du thiamet-G de
fibroblastes synoviaux dérivés de patients atteints de polyarthrite, a nettement augmenté le
niveau de O-GlcNAcylation cellulaire et simultanément inhibé la production d'IL-6 et d'IL-8 induite

par I'lL-1B de maniére dose-dépendante®’2.

C. Réle dans I'inflammation
La glucosamine (GlcN) est un monosaccharide naturel, qui peux contribuer a la synthése de 'UDP-
GIcNAc et alimenter I’'HBP en contournant GFAT a été largement étudiée pour son potentiel
thérapeutique pour le traitement de I'OA>’>>74, Bien que I'action de la GlcN sur la O-GIcNAcylation
n’est pas été investiguée dans ces études, il est intéressant de se pencher plus amont sur les effets

qui ont été rapportés avec cette molécule dans I'OA.

Bien que I'OA ne soit pas considérée comme une maladie inflammatoire a proprement parler telle
gue la polyarthrite rhumatoide, elle est tout de méme caractérisée par une inflammation
chronique a bas bruit®®’. Or la GlcN est décrite comme un agent anti-inflammatoire'’>. Dans
différents modeles d’OA précliniques chez le rongeur, I'administration de glucosamine est capable
de réduire la concentration de différentes cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-1, IL-6 et le
TNF-a dans le sérum®’>>7, De maniére similaire I"administration de GlcN par voie orale chez

I’lhomme montre une réduction globale du niveau d’inflammation systémique®’”>78,

Or, dans des modeéles précliniques ou le niveau d’O-GlcNAcylation a été mesuré, I'administration

de GIcN s’accompagne d’une augmentation du niveau de O-GIcNAcylation et d’une diminution de
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I'inflammation®113, C’est notamment le cas dans un modéle murin de septicémie caractérisé par
une inflammation systémique, ou I'administration de GIcN et également de thiamet-G a permis
de réduire I'inflammation avec une diminution des concentrations d’IL-1B, TNF-a, IL-6 et de NO
dans le sérum des animaux®'®, La GIcN présente également des propriétés anti-oxydantes.
Plusieurs équipes ont démontré sur des chondrocytes une diminution du stress oxydant en
présence de GlcN suite a une stimulation a I'L-1P caractérisée par une diminution de I'expression
de l'oxyde nitrique synthase inductible (iNOS), de la production d’ions superoxydes, et de

I’abondance des superoxides dismutases®’9>81,
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Objectifs de la these

Dans le cadre défini lors de la partie introductive de ce manuscrit, les objectifs de mon travail ont

été divisés en 2 parties :

1) La premiere en lien avec la sénescence a consisté a mieux caractériser la sénescence

articulaire. Tout d’abord via la mise en place d’'un modéle de sénescence chondrocytaire in

vitro puis d’évaluer I'abondance des cellules sénescentes in vivo dans deux modéles murins

d’OA, post-traumatique et liée a I'age.

Pour mettre au point le modele de chondrocyte sénescents, j'ai évalué in vitro la
capacité de I'lL-1B et de I'étoposide a induire la sénescence dans des chondrocytes
articulaires humains.

Article 1: Development of a DNA damage-induced senescence model in

chondrocytes. Article original, soumis dans Aging (Albany NY)

En parallele, j'ai développé des protocoles d’IHC pour p21, p16, CAV-1 et PAI-1 afin
d’évaluer le nombre de cellules sénescentes au sein du cartilage articulaire et des
ménisques dans des modéle murins d’OA liés a I'age ou post-traumatiques. Afin de
valider I'atteinte arthrosique, nous avons également procéder a une coloration
histologique et appliqué un systéme de notation afin d’évaluer la gravité de I'OA dans

nos 2 modeles.

2) La seconde partie de ce travail, a eu pour objectif d’évaluer I'impact de I’élévation de la O-

GlcNAcylation des protéines et son réle dans différents modeles d’OA in vitro et in vivo mais

également dans les modeles de sénescences développés dans la premiére partie de mon

travail.

e Ainsi nous avons évaluer I'impact de la O-GlcNAcylation in vitro dans un modéle
mimant le contexte arthrosique et in vivo chez la souris dans un modéle d’OA post-
traumatique.

Article 2: Impact of increased O-GlcNAcylation level in experimental

osteoarthritis. Article original, en préparation.
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Partie Il — Résultats expérimentaux

|. Sénescence articulaire: développement d'un modele de
sénescence chondrocytaire et évaluation de la sénescence dans
deux modeles d’arthrose murins in vivo

1. Rationnel de |'étude

Parmi les nombreux facteurs de risque de I'OA, dont I'obésité, le sexe féminin, les antécédents de
Iésions articulaires traumatiques et la prédisposition génétique, le vieillissement est le principal
facteur de I'OA>®2, Ainsi, avec le vieillissement global de la population, I'OA représente un fardeau

croissant pour la société et I'économie’®,

La sénescence cellulaire constitue I'un des principaux facteurs du vieillissement?® et a été
impliquée dans la pathogenése de nombreuses maladies liées a I'4ge®®3. Récemment, la
sénescence cellulaire est apparue comme une nouvelle cible pour traiter I'OA%!. Jeon et al. ont
montré que des SnCs'accumulent dans les tissus articulaires lors de 'OA en réponse a une blessure
dans des modeéles murins, participant ainsi au développement et a la progression de I'OA?!!, Les
SnC présentent un arrét de croissance irréversible accompagné d'une augmentation de
I'expression des inhibiteurs des kinases cycline-dépendante (CDKi) tels que p16 et p21, d'une
accumulation de dommages a I'ADN et de la sécrétion de diverses molécules bioactives connues
sous le nom de phénotype sécrétoire associé a la sénescence (SASP). Compte tenu du rdle de la
sénescence cellulaire dans les maladies liées a I'age, y compris I'OA, le potentiel thérapeutique des
composés sénolytiqgues (médicaments qui induisent la mort des SnC) et sénomorphes
(médicaments qui modulent le SASP) a été envisagé avec un intérét croissant?!2. Dans le cas de
I'OA, bien qu'il ait été démontré qu'il réduisait la gravité de la maladie dans le modéle murin?11.219,
le sénolytique UBX0101 n'a pas réussi a confirmer son efficacité clinique chez I'hnomme. Pourtant,
les sénolytiques semblent intéressants pour d'autres maladies liées a I'age. La recherche de
composés sénolytiqgues ou sénomorphes est donc un domaine d’investigation en plein essor,
notamment dans les maladies incurables et liées a I'dge. Cependant, dans I'OA, cette course a
I'identification de nouveaux composés modifiant la sénescence est considérablement ralentie par

un manque de compréhension compléte des processus biologiques reliant |'accumulation de
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cellules sénescentes dans l'articulation et la pathologie de I'OA. Dans ce contexte, nos travaux
avaient pour objectif de participer a une meilleure compréhension de la sénescence dans le

contexte articulaire.

Par conséquent, la premiere partie ce de travail a eu pour objectif de générer des modeéles de
sénescence des chondrocytes in vitro. Ces travaux ont fait I'objet d’un article qui a été soumis dans

le journal Aging (Albany NY).

En paralléle nous avons souhaité améliorer la caractérisation des cellules sénescentes (nombres,
localisation) in vivo dans le cartilage et les ménisques dans des modeles murins d’OA liés a I'age
et post-traumatique. Pour cela nous avons développé des IHC pour différents marqueurs associés

a la sénescence.
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2. Développement d’'un modele de sénescence chondrocytaire

A. Article expérimental

Development of a DNA damage-induced senescence model in

osteoarthritic chondrocytes.

Mélina Georget, Anais Defois, Nina Bon, Sophie Allain, Cécile Boyer, Boris Halgand, Denis Waast,

Gaél Grimandi, Alban Fouasson-Chailloux, Jérome Guicheux, and Claire Vinatier

Soumis dans Aging (Albany NY)
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Abstract

Senescent cells (SnCs) have been described to accumulate in osteoarthritis (OA) joint tissues in
response to injury, thereby participating in OA development and progression. However, clinical
therapeutic approaches targeting SnCs using senolysis although promising in preclinical OA models,
have not yet prove their efficacy in patients with gonarthrosis. This pitfall may be due to the lack of
knowledge of the mechanisms underlying chondrocyte senescence. Therefore, our study aimed to

generate models of chondrocyte senescence.

This study used etoposide, to induce DNA damage-related senescence or chronic exposure to IL-1f3 to
entail inflammation-related senescence in human OA chondrocytes. Several hallmarks of cellular
senescence, such as cell cycle arrest, expression of cyclin-dependent kinase inhibitors, DNA damages,

and senescence-associated secretory profile were evaluated.

Chronic exposure to IL-1B induces only partial expression of senescence markers and does not allow
us to conclude on its ability to induce senescence in chondrocytes. On the other hand, etoposide
treatment reliably induces DNA damage-related senescence in human articular chondrocytes

evidenced by loss of proliferative capacity, DNA damage accumulation, and SASP production.

Etoposide-induced senescence model may help investigate the initiation of cellular senescence in
chondrocytes, and provide a useful model to develop therapeutic approaches to target senescence in

OA.



Introduction

Osteoarthritis (OA) is a debilitating disease affecting over 500 million people worldwide [1]. This
disease impacts all joint tissues and is characterized by progressive cartilage degradation, synovitis,
abnormal subchondral bone remodeling, and osteophyte formation [2]. These OA features lead to
decreased joint function and mobility, pain, and impaired quality of life for patients [2].
Unfortunately, no disease-modifying drugs are available, and current treatments are limited to pain

management and joint prosthetic replacement at the disease end-stage [3].

Among the many risk factors for OA, including obesity, female gender, history of traumatic joint
injury, and genetic predisposition, aging is the primary driver of OA [4]. Thus with the global aging of

the population, OA is placing a growing burden on society and the economy [5].

Cellular senescence has been described as one of the major drivers of aging [6] and has been
implicated in the pathogenesis of many age-related diseases [7]. Recently, cellular senescence has
emerged as a new target to treat OA [8]. Indeed, senescent cells (SnCs) are described to accumulate
in joint tissues in response to injury and during aging, thereby participating in its development and
progression [8—10]. SnCs exhibit irreversible growth arrest accompanied by increased expression of
cyclin-dependent kinase inhibitors (CDKi) such as p16, and p21, accumulation of DNA damages, and
secretion of diverse bioactive molecules known as the senescence-associated secretory phenotype
(SASP). This characteristic secretome includes pro-inflammatory cytokines such as interleukin (IL)-6,
IL-8, and matrix-degrading enzymes such as metalloproteinases (MMPs) among others [11], and
promotes tissue degradation [12] and senescence propagation [13]. Because a specific marker for
cellular senescence has yet to be identified, a combination of markers should be used to identify
SnCs [14]. Considering the role of cellular senescence in age-related diseases including OA, the
therapeutic potential of senolytic (drugs that induced SnCs death) and senomorphic (drugs that
modulate the SASP) compounds have been contemplated with growing interest [15]. In OA, while it

has been shown to reduce the severity of the disease in the murine model [8,16], the senolytic



UBX0101 failed to demonstrate clinical efficacy in humans. Yet, senolytics appear of interest in other
diseases as clinical trials evaluating different senolytics such as the combination of Quercetin and
Dasatinib for the treatment of idiopathic pulmonary fibrosis [17] and diabetic kidney disease [18],
highlighted the safety of senolytics and presented encouraging results. Hence the search for senolytic
or senomorphic compounds is thus a booming field of research notably in incurable and age-related
diseases. However, in OA this race for identifying new senescence-modifying compounds is
dramatically slowed by the lack of a complete understanding of the biological processes connecting
the accumulation of SnCs in the joint and the OA pathology. Senescent cells have been described in
all joint tissues, including the synovial membrane and articular cartilage. While the fundamental
processes of senescence have been extensively studied in fibroblasts, this knowledge may not be
fully transferable to chondrocytes senescence, which are highly specialized post-mitotic cells. Thus,
disposing of robust chondrocyte senescence in vitro models could help to improve our knowledge of
the biological mechanisms underlying chondrocyte senescence and enhance the development of OA

senotherapies.

In vitro, cellular senescence can be initiated by a range of intrinsic and extrinsic signals such as,
replicative stress, DNA damage, oncogenic signaling, oxidative stress, inflammation, irradiation,
and/or chemotherapeutic agents, as examples [11]. Recently, IL-1[3, a cytokine used in vitro to mimic
the OA-associated inflammatory environment [19] has also been used to induce inflammation-
related chondrocyte senescence [20-22]. In this IL-1B-induced chondrocytes senescence model,
while senescence is a slow process to set up [23], markers of senescence were only studied over a
short period (1-2 days), calling for longer-term studies to validate those previous results. Considering
the variety of inductive signals potentially driving senescence, it appears reasonable to strengthen
the senescence investigation by studying several models. In this context, our study aims to develop
robust models of chondrocyte senescence by investigating the ability of etoposide and IL-1

treatments to produce a reliable chondrocyte senescent model.






Results

An overview of the experimental design is given in [Fig. 1]. Chondrocytes isolated from the femoral
condyles of OA patients (HACs) undergoing total knee replacement surgery were treated with

increasing concentrations of etoposide (5, 10, and 20uM) or IL-1f (1 and 10 ng/mL).

Etoposide but not IL-1B inhibits cell proliferation

To first analyze whether etoposide and IL-1 induce a chondrocytes growth arrest, the proliferation
of chondrocytes treated either with etoposide or IL-13 was evaluated. Our results indicated that
chondrocytes treated with etoposide displayed a significantly reduced number of living chondrocytes
as early as day 2 compared with the control condition [Fig. 2A]. Moreover, only the treatment at
20uM induced stable proliferation arrest for up to 8 days and was therefore chosen for the rest of
the experiments. Quantification of DNA showing significantly reduced DNA concentration at day 8
confirmed these results [Fig. 2B]. On the contrary, IL-13 treatment [Fig. 2C] whatever the dose used
(1 or 10 ng/mL) failed to halt cell proliferation, as indicated by similar cell viability and DNA
concentration between control and IL-1f treated HACs [Fig. 2 C; D]. Comparable results were
obtained with the chondrocytes line TC28A2 with 20uM etoposide treatment [Fig. S1A]. These data
suggest that treatment with 20uM etoposide for 24h impaired cell-cycle progression. Conversely, IL-

1P did not significantly impact cell proliferation.

Etoposide induces the expression of CDKi.

Since the stable growth arrest of SnCs is linked to the engagement of CDKi, we investigated whether
etoposide or II-1B can induce the expression of several CDKi at the transcriptional and protein level
[Fig. 3A-D]. HACs treated with etoposide displayed as early as day 1, a significant increase in the
expression of two CDKi, p21 (6.27-fold change) and p15 (1.72-fold change) compared to non-treated
cells [Fig. 3A]. Their expressions remained significantly elevated throughout the experiment until day
8 [Fig. 3B]. A significant increase in p27 (1.26-fold change) was also observed on day 8. Surprisingly,

p16 expression was significantly diminished (0.66-fold change) following etoposide treatment on day



1 [Fig. 3A], but remained comparable to the control condition on day 8 [Fig. 3B]. The elevated
expression of p21, a downstream target of p53, suggested that the p53-p21 axis was involved, but
p53 gene expression remained unchanged [Fig. 3A, B]. However, at the protein level, the p53
phosphorylated activated and total forms were increased (2.98-fold and 3.35-fold respectively) after
24h of etoposide treatment and stayed up-regulated until the end of the experiment (3.37-fold and
2.39-fold respectively) [Fig. 3C, D]. In line with the transcriptomic results, the p21 protein level was
also significantly increased at both time points [Fig. 3C, D]. Similarly, in the TC28A2 chondrocytes line,

20uM etoposide treatment enhanced p21 expression on days 1 and 8 [Fig. S1B]

Surprisingly, in IL-1B-treated HACs [Fig. 3E-H] despite the lack of impact of IL-1 treatment on cell
proliferation, pl5 expression is significantly up-regulated from day 1 (5.52-fold) and remained so
until day 8 (3.12-fold) [Fig. 3E, F]. However, on day 8 p21 and p27 expressions are down-regulated
0.69-fold and 0.59-fold respectively [Fig. 3F]. At the protein level [Fig. 3G, H], the phosphorylated
form of p53 was undetectable, and its total form was significantly reduced in treated HACs versus
HACs control at day 8. In line with the decrease in p21 gene expression on day 8, its protein level was

significantly reduced.

Etoposide promotes cellular senescence by inducing DNA damage accumulation

Since etoposide is a topoisomerase Il inhibitor known to induce DNA damages, we analyzed the
percentage of HACs positive for the DNA damage markers yH2AX [Fig. 4]. At day 2, all conditions
either etoposide or IL-1P treatments had a lower percentage of yH2AX positive cells (respectively
13.8% and 12.62%) compared with the control condition (27.15%) [Fig. 4A, B]. But on day 8, the
proportion of yH2AX positive cells was drastically decreased in control and IL-13 conditions, except in
etoposide-treated HACs, which maintained a higher level of yH2AX positive cells [Fig. 4C, D].
Quantification of EdU-positive cells by immunofluorescence showed that Edu incorporation was
significantly reduced in etoposide and IL-1f conditions at day 2 compared with the control, indicating

a reduced cell proliferation [Fig. 4A, B]. On day 8, IL-1B-treated HACs exhibited a level of Edu-

7



positive cells equivalent to the control condition, whereas etoposide-treated HACs showed a lower
level. SnCs are also characterized by hypertrophy and enlarged nucleus [24], therefore we also
measured nuclei sizes across our conditions. On day 2, no difference in nucleus size was observed
between the conditions. But at day 8, etoposide-treated HACs tend to display enlarged nuclei (203.67
pum +/- 2,65 SD) compared to control cells (180 um +/- 10,07 SD) [Fig. 4D]. Of note, a higher dose of
IL-1B (10 ng/mL), displays similar results as the 1ng/mL [Fig S2]. Thus, these data reinforce that

treatment with 20 uM etoposide for 24h can induce cellular senescence in HACs.

Inflammation and SASP markers in HACs

As the secretion of SASP is one of the four hallmarks of SnCs defined by the International Cell
Senescence Association (ICSA), we next assessed the gene expression of several SASP markers
following our treatments with etoposide or IL-13. Among the various SASP components, we
investigated the expression of the matrix metalloproteinase-3 (MMP3), MMP13, and the
plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), three enzymes implicated in cartilage degradation and
fibrosis, and the cyclooxygenase-2 (COX-2) and the inducible nitric oxide synthase (iNOS) two
enzymes respectively involved in the synthesis and production of prostaglandins and nitric oxide; two
factors known to promote and supports inflammation [Fig. 5].

Etoposide treatment at day 1 induced significant but weak up-regulation in mRNA expression level of
MMP3 (1.32-fold change) and COX-2 (1.20-fold change), and a slight tendency to increase PAI-1
(1.44-fold change) mRNA expression [Fig. 5A]. At day 8, only COX-2 is significantly increased by
etoposide treatment, whereas MMP3, PAI-1, and iNOS showed only a trend of increase [Fig. 5B]. On
the contrary, MMP13 expression was either not modified on day 1, or significantly decreased on day
8 following etoposide treatment. Similar results were also obtained in the TC28a2 cell line [Fig. S1, C].
In line with the observations at the gene expression level, etoposide treatment significantly increased
the quantity of PAI-1 enzyme on day 8 (Fig.5D), whereas MMP3, MMP13, IL-6, and IL-8 in the

supernatants were stable on day 1 and 8 (Fig.5C-D).



At day 1, IL-1B, as expected, significantly up-regulated the expression of MMP3 (106.07-fold change),
and COX-2 (105.19-fold change), whereas only a trend toward increased expression of MMP13
(114.29-fold change), and iNOS (7207.7-fold change) was observed [Fig. 5E]. Only PAI-1 gene
expression was unaffected. Overall at day 8, the gene expression of the previous markers remained
similar to day 1, except for iINOS which increased significantly [Fig. 5F]. IL-1B enhanced the secretion
of all markers including IL-6 and IL-8 as early as day 1 except for PAI-1 which tends to be reduced (Fig.
5 G-H). Interestingly, PAI-1 showed opposite profiles between the etoposide and IL-1p treatments,
evidencing that despite sharing several markers, senescence and inflammation had different gene

expression profiles for secretory molecules with variations in their intensity and kinetics.



Discussion

With the emergence of senescence-targeted therapeutic strategies for OA, the mechanisms involved
in chondrocyte senescence are being increasingly studied. However, there is currently a lack of
human chondrocyte senescence models to study or screen potential treatments targeting
chondrocyte senescence. In this study, we investigated two types of senescence inducers, etoposide,
and 1I-1B on chondrocytes to develop a robust model of chondrocyte senescence. Since OA
chondrocytes are hypo-replicative cells and display a high level of DNA damage which could
contribute to chondrocyte senescence[25,26], we aimed to generate a model of DNA damage-
induced senescence in chondrocytes. To this end, etoposide, a topoisomerase Il inhibitor known to
induce senescence through the induction of double-strand breaks and the activation of the DNA
damage response in other cell types[27,28] was investigated as chondrocytes senescence inducer.
Furthermore, given the interconnection of chronic low-grade inflammation and senescence [29], we
also investigated whether a chronic exposure to IL-1p could induce inflammation-related senescence

in chondrocytes.

This study demonstrates that etoposide treatment of HACs reliably induces a DNA damage-related
senescence. On the contrary, chronic treatment of IL-1B induces only partial expression of
senescence markers and does not allow us to conclude on its ability to induce chondrocytes
senescence. Indeed, in the absence of a universal and specific senescence marker, it may be
challenging to differentiate senescence from other biological processes, especially between SASP and
inflammation, whose markers overlap. In this regard, it is essential to characterize multiple

biomarkers[11] to fully identify SnCs.

Our results indicate that, in our conditions, IL-13 does not trigger a permanent growth arrest. Since
cell cycle arrest is one of the four interdependent hallmarks of senescence with SASP,
macromolecular damage, and deregulated metabolism, this result questions the ability of IL-1p to

induce cellular senescence, contrary to what has been assumed in various studies using IL-1
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treatment [20-22]. Conversely, our etoposide model displays inhibition of proliferation even 8 days
after the end of the treatment. Moreover, differences in the CDki engaged following etoposide and
IL-13 treatments are observed. Indeed, contrary to IL-1B, etoposide activates the p53/p21“™

pathway in chondrocytes, consistent with the DNA damage-related senescence induced by etoposide

and reported in other cell types [28,30].

Unexpectedly, the expression of the cyclin-dependent kinase 4 inhibitor B, also known as p15™*** and
encoded by CDKN2B is up-regulated following both etoposide and IL-1f3 treatments. p15 INK4b s also a
member of the CDKi family, which forms a complex with CDK4 or CDK6, and prevents the activation
of the CDK by cyclin D [31]. However, while p15 INK3b s well-known for its role in cell cycle
progression, it does not seem to impact cell growth in our experiments since IL-1p—treated cells

INK4B is downstream Raf-Mek-Erk

exhibit a similar proliferation profile to the control condition. p15
and the PI3K/AKT/FOXO3 pathways [11] and wields other functions such as regulation of smooth
muscle cells apoptosis [32,33] or regulation of hematopoietic cell fate [34]. In our experiments, its

expression could be linked to apoptosis resistance due to cellular stress induced by both treatments,

but this hypothesis should be investigated in future works.

In our etoposide-induced senescent chondrocytes model, some senescent features take time to
occur and are only visible 8 days after the transient etoposide stimulation. Indeed, etoposide induces
both accumulations of yH2AX foci, a reduced Edu incorporation, and nuclei enlargement only at day
8. The accumulation of yH2AX foci is a typical feature of the persistent double-strand break DNA

damage in cellular senescence.

Interestingly, in our IL-1B condition, these senescent features are not found even after 8 days. Given
that an increase in the number of yH2AX positive cells in response to IL-1f3 has been reported [35,36]
this lack of increased yH2AX accumulation may be surprising. However, even with a higher dose of IL-

1B (10 ng/mL) similar to the dose used in the literature, we did not observe an increase in yH2AX-
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positive cells. Whether that could be related to differences in the cell model used remains to be

further investigated.

Thirdly, we examined the gene expression of several SASP components. Among the described SASP
markers, we selected five SASP factors-related genes, MMP3, MMP13, COX-2, iNOS, and PAI-1. As
expected, IL-1p induced the expression of MMP3, MMP13, COX-2, and iNOS, which have historically
been associated with inflammation in chondrocytes [37] and not solely with SASP. Our etoposide-
induced senescent model also displayed elevated expression of MMP3, COX-2, and iNOS but of a
lower magnitude than the inflammation response triggered by IL-1p. The lower level of expression of
inflammation markers would be more consistent with the inflammaging concept [38], where chronic,
low-grade inflammation promotes aging and is a major risk factor for age-related conditions such as
Alzheimer's disease, atherosclerosis, macular degeneration and OA [39,40], and also as promoting

senescence.

Interestingly, results from our study showed that senescent chondrocytes tend not to over-express
MMP13. This is in line with other research teams' results [41,42], where senescence was induced
with irradiation alone or combined with mitogenic stimulation using TGF-B and bFGF on cartilage
explants. The authors speculate that this may be because each senescent marker highlights a
different subset of SnCs. But intriguingly, this observation remains consistent across all our studies,

despite the use of different stimuli to induce senescence.

It is also worth noting that conversely to the IL-1B inflammation model where the expression of PAI-1
(SERPINE1) is decreased in line with previous observations in human articular cartilage [43], PAI-1
expression is upregulated in our etoposide-induce senescence model. PAI-1 is part of the serine-
protease inhibitors and the principal physiological inhibitor of the plasminogen activators, urokinase
(uPA), and tissue plasminogen activator (tPA) [44]. PAI-1 activity is known to increase with age,
leading to reduced fibrinolytic activity. This reduced fibrinolytic activity participates in matrix tissue

homeostasis disruption, promoting a profibrotic environment, and loss of tissue elasticity [44]. The
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link between PAI-1 and senescence is well established in several models of senescence [45-47] and
PAI-1 is considered a key marker of cellular senescence that contributes to the progression of various
age-related diseases in humans such as emphysema, arterial thrombosis, arteriosclerosis, and
hypertension [48,49]. PAI-1 has been identified as a fundamental component of the SASP, using a
range of senescence induction stimuli such as replication, oxidative stress, chemotherapeutic agents,
and irradiation in several human cell types [50]. The expression of PAI-1 has also been found to be
significantly increased in human synovial tissues from OA patients [51,52]. We, therefore, propose
that PAI-1 could serve as a marker of chondrocyte senescent SASP. As the SASP likely contributes to
promote senescence in neighboring cells it could be relevant to develop inhibitors to dampen PAI-1

activity to slow cellular senescence spreading as well as prevent aging-related diseases including OA.

To complete our investigation on the reliability of the etoposide-induced DNA damage-related
senescence in chondrocytes, we have demonstrated that etoposide is also able to induce senescence
in the human chondrocytes cell line TC28a2. The use of the TC28a2 cell line offers the advantage of
circumventing several limitations associated with the utilization of primary articular chondrocytes
such as sample harvesting and preparation, the limited number of chondrocytes extracted per
sample, and the inter-individual variability. The TC28a2 could thus enable the use of high throughput
screening techniques to identify new senolytic and senomorphic compounds to target SnCs as a

potential treatment for OA.

In conclusion, etoposide treatment was able to induce senescence in two types of human articular
chondrocytes, HACs, and the TC28A2 cell line. In this model, senescence is evidenced by loss of
proliferative capacity, DNA damage accumulation, and SASP production. This etoposide-induced
senescence model may help investigate the initiation of cellular senescence in chondrocytes since a
better comprehension of senescence induction and phenotype will help to develop therapeutic

approaches to target senescence in OA.
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Method

Isolation and amplification of primary human articular chondrocytes (HACs):

Primary human OA articular chondrocytes (HACs) were isolated from the femoral condyles of OA
patients undergoing total knee arthroplasty. All samples were harvested from patients after their
informed consent according to the Declaration of Helsinki. This study was carried out following the
recommendation of the Committee for Person Protection of Pays de La Loire and approved by the

French Ministry of Higher Education and Research (registration number: DC-2017-2987).

Upon reception, human articular cartilage was cut into small slices and digested at 37 °C with 0.2%
type Il collagenase for 30 min. Finally, slices were digested overnight at 37°C in 0.03% collagenase in
DMEM (DMEM-Glutamax, 61965-026, Gibco) containing 10% fetal calf serum (FCS, $1810-500,
Dominique Dutscher) and 1% penicillin/streptomycin (PS, 1000 U/mL, 15140122, Thermo Fisher
Scientific) (complete medium). Cell suspensions were then filtered through a cell strainer with 70 pum
pores and cells plated at 6.0 x 10* cells/cm? (passage O (PO)) density. HACs were cultured in a
complete medium. The cells were maintained at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO, and the

culture medium was changed every 2-3 days. For all the experiments, the HACs were used at P1.

Culture of TC28A2 chondrocytes

The TC28A2 chondrocytes (SCC042, Sigma Aldrich) were seeded at a density of 15 000 cells/cm? in a
complete medium renewed every 2-3 days and cultured in a humidified atmosphere with 5% CO,.
Cells were subcultured when they reached 80-90% confluences. For the experiments, TC28A2

chondrocytes were used between passages 5 and 9.

Chondrocytes treatments
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The experimental layout is provided in Figure. 1. At Day-1 (D-1) chondrocytes were plated at a
density of 15 000 cells/cm? in complete medium in a humidified atmosphere with 5% CO, and
allowed to adhere for 24h. At DO, cells were treated either with 1 or 10 ng/mL of IL-1B (ILO38,
Millipore) for up to 8 days (red), and medium with IL-1B was replaced every 3 days, or with etoposide
(E1383, Sigma-Aldrich), at 5, 10 or 20uM for 24h (blue) and the medium replaced by fresh complete
medium without etoposide for the rest of the experiment, as previously described [23]. Subsequent

analyses were performed on day 1, 2 and day 8 post-treatment as illustrated in figure 1.

Cell proliferation assay and Pico green analysis

At each indicated time, chondrocytes were trypsinized and the number of living cells was counted
using Trypan Blue exclusion dye. Total DNA content was quantified with Pico-green (Quant-iT™

PicoGreen dsDNA Reagent, Invitrogen™, P11496) according to the manufacturer’s instructions.

RNA extraction and Quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR)

RNA was extracted using a NucleoSpin® RNA XS kit (74092, Macherey-Nagel, Hoerdt, France)
according to the manufacturer’s instructions. RNA yield was measured using NanoDrop™ 1000
Spectrophotometers (Thermo Scientific™). Reverse transcription was performed using the Verso
cDNA Synthesis Kit (AB1453B, Thermo Scientific™). Real-time polymerase chain reaction (PCR) was
performed using specific primers (Table 1) with SYBR™ Select Master Mix (4472908, Applied
Biosystems™) on the CFX96 Touch Real-time PCR Detection System (Bio-Rad). GUS-B and PPIA were
used as reference genes and results were expressed as relative expression levels using the Pfaffl

method [53].

Western blot

Whole-cell lysates were collected and lysed in ice-cold RIPA buffer (50 mM Tris-HCI (pH 8), 150 mM

NaCl, 1 mM Nonited P-40, 0.5 mM Sodium deoxycholate, 20 mM EDTA) supplemented with protease
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and phosphatase inhibitor mixture (Sigma Aldrich, P8340 and P044). Protein concentration was
measured with the Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific™, 23225). 20 ug of proteins
were separated by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS PAGE) on a 4-15%
polyacrylamide Criterion™ TGX Stain-Free™ gel (Bio-rad) and transferred into polyvinylidene
difluoride (PVDF) membranes (Trans-Blot Turbo Midi 0.2 um PVDF Transfer Packs BioRad) using a
Trans-Blot Turbo System (BioRad). Membranes were blocked in 5% non-fat dry milk or p53, P-p53,
and actin or 3% BSA for p21 in tris-buffered saline 1% tween (TBS-T). The membranes were
immunoblotted with the following antibodies: anti-p53 (Cell Signaling Technology, sc126, 1/1000),
anti-P-p53 (Cell Signaling Technology, 9284, 1/1000), anti-p21 (Abcam, ab109520, 1/5000); and anti-

Actin (Sigma Aldrich, A2228, 1/5000) overnight at 4°C in TBS-T 5% non-fat dry milk.

Blots were incubated with HRP conjugated secondary antibodies (Cell Signaling Technology, 7074S,
1/2 000 or 7076 CST, 1/80 000 in TBS-T 5% non-fat dry milk), and signals detected with SuperSignal™
West Femto (Thermo Scientific™, 34094) or SuperSignal™ West Dura (Thermo Scientific™, 34075).
The images of the blots were analyzed with Image Lab software (Bio-Rad Laboratories, version 6.1.0)

and normalized versus actin.

Supernatant analysis

Culture supernatants were collected on days 1 and 8 and stored at -80°C until analysis. In parallel, the
DNA content of each condition was quantified with Pico-green analysis as previously described. The
concentrations of IL-6, IL-8, MMP3, MM13, and PAI-1 in the supernatant were measured
simultaneously using a multiplex cytokine assay. The human Luminex discovery assay (LXSAHM, Bio-
Techne Ltd.) was used according to the manufacturer’s, and Do measurements were performed
using Bio-PlexTM200 System (Bio-Rad Laboratories) plate reader. The concentration obtained for

each cytokine and enzyme was normalized versus the DNA content of the matching condition.
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Immunofluorescence assays

For EdU (5-ethynyl-2’-deoxyuridine) staining, HACs were seeded on glass coverslips placed in MW24.
At the end of days 1 and 7, Edu (Click-iT™ EdU Cell Proliferation Kit for Imaging, Alexa Fluor™ 488
dye, Invitrogen™) was added to culture media at a final concentration of 10 UM and incubated
overnight at 37°C. HACs were fixed with 4% paraformaldehyde (PFA) at RT for 15 min and rinsed 3
times in phosphate-buffered saline (PBS) 1X and stored in PBS 1X, 1% PFA at 4°C until the end of the
experiment. The cells were permeabilized with 0.5% Triton X-100 in PBS for 20 min and rinsed twice
in PBS 1X, 3% BSA. Click-iT® reaction cocktail was prepared according to the manufacturer’s
instructions and applied for 30 min at room temperature (RT), protected from light. The cells were
then washed once with PBS 1X, 3% BSA. Subsequently, for phosphorylated histone H2AX on serine
139 (yH2AX) staining, cells were incubated with 5% normal goat serum and 0.3% triton in PBS for 1h
at RT. The blockage solution was then removed and HACs were incubated with yH2AX antibody (Cell
Signalling Technology, 9718, 1/400) at 4°C overnight. The next day, cells were washed 3 times in PBS
and incubated with Alexa Fluor 647 goat anti-rabbit IgG (ThermoFisher Scientific, A21244, 1/500) for
1h at RT and with Hoechst 2ug/mL for 20 min. Coverslips were mounted with ProLong™ Gold
Antifade Mountant (Invitrogen™, P36930). Images were acquired with a confocal microscope (Nikon
A1R-s Confocal Microscope) and quantifications were performed using the Image J software, to
measure cell positivity for yH2AX and EdU and cell surface area; at least 100 cells per condition were

analyzed.

Statistical analyses
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Statistical analyses and plotting were performed using GraphPad 8 Prism Software. For all
experiments, outliers were identified using the Grubbs test with a= 0.05 and were excluded from
subsequent analysis. For in vitro experiments, distribution was assessed using the Shapiro-Wilk
normality test. If data passed the normality test, they were subsequently analyzed by paired t-test or
Two-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons. Otherwise, we use the Wilcoxon matched-pairs
test. P values equal or less than 0.05 were considered significant, *p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001;

*%%%<0.0001.
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Figure 1. Experimental design. To investigate senescence in chondrocytes, primary human articular
chondrocytes (HACs) were stimulated with etoposide for 24h (blue) or with IL-1 for 8 days (red)
with treatment renewal at days 3 and 6. Senescence features were assessed at days 1 and 8 in both
conditions by gPCR, WB, and immunofluorescence at days 2 and 8. Figure created with

BioRender.com.

Figure 2. Impact of Etoposide and IL-13 treatments on HACs viability. HACs were treated with
etoposide (blue) at 5, 10 or 20uM (A, B) for 24h and then cultured in normal media or with IL-13
(red) at 1 and 10 ng/mL (C, D) for the length of the experiment. (A, C) The number of viable cells was
assessed by trypan blue exclusion dye. (B, D) DNA quantification in Etoposide and IL-1f treated HACs
at day 1 and day 8. Data are shown as mean * SD, (n=3). P-values were calculated by the 2way

ANOVA test, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.

Figure 3. Expression of cyclin-dependent kinase inhibitors in Etoposide, and IL-1p treated HACs.
HACs were treated with etoposide (blue) at 20uM for 24h or IL-1f (red) at 1ng/mL for the length of
the experiment and the expression of cyclin-dependent kinase inhibitors evaluated by RT-qPCR (A-B;
E-F) and WB (C-D; G-H) at day 1 (A, C, E, G) and day 8 (B, D, F, H). Data are shown as mean * SD,

(n=3). P-values were calculated by t-test, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Figure 4. Verification of senescence induction in Etoposide, and IL-1f treated HACs. HACs were
treated with Etoposide 20uM (blue) for 24h or IL-1B (red) at 1ng/mL for the length of the
experiment. (A, C) yH2AX immunofluorescence was used to identify DNA damage, EdU to identify
proliferative cells and Hoechst staining to visualize the nucleus at day 2 (A) and day 8 (C); scale bar =
50um. (B, D) The images were analyzed by quantification of positive cells for yH2AX and EdU
normalized versus the total number of cells obtained with the Hoechst staining at each time (B = day
2 and D = day 8) as well as cell quantification of the nucleus surface stained with Hoechst. Data are

shown as mean % SD, (n=3). P-values were calculated by t-test, **p<0.01.
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Figure 5. SASP markers in Etoposide and IL-1p treated HACs. (A-D) HACs were treated with
Etoposide (blue) at 20uM for 24h or (E-H) IL-1B (red) at 1ng/mL for the length of the experiment. The
expressions of SASP markers were evaluated by RT-gPCR at day 1 (A, E) and day 8 (B, F), and SASP
components were quantified by Luminex assay in the culture medium at day 1 (C, G) and 8 (D, H).

Data are shown as mean # SD, (n>3). P-values were calculated by t-test, *p<0.05; **p<0.01.

Supplementary Figure 1. Impact of Etoposide on the TC28a2 chondrocyte cell line. TC28a2 were
treated with etoposide (blue) at 20uM for 24h and then cultured in normal media for the length of
the experiment. (A) The number of viable cells was assessed by trypan blue exclusion dye. Data are
shown as mean % SD, (n=3). P-values were calculated by the 2way ANOVA test. ***p<0,001. (B, C)
The expressions of cyclin-dependent kinase inhibitors (B) and SASP markers (C) were evaluated by
RT-gPCR at the indicated times. Data are shown as mean * SD, (n>3). P-values were calculated by t-

test, *p<0.05; ***p<0.001.

Supplementary Figure 2. Comparison of the impact of two doses of IL-1B (1 and 10ng/mL). HACs
were treated with IL-1B at 1 and 10ng/mL for the length of the experiment. (A, C) yH2AX
immunofluorescence was used to identify DNA damage, EdU to identify proliferative cells and
Hoechst staining to visualize the nucleus at day 2 (A) and day 8 (C); scale bar = 50um. (B, D) The
images were analyzed by quantification of positive cells for yH2AX and EdU normalized versus the
total number of cells obtained with the Hoechst staining at each time (B = day 2 and D = day 8) as
well as cell quantification of the nucleus surface stained with Hoechst. Data are shown as mean + SD,

(n=3). P-values were calculated by t-test, *p<0.05; **p<0.01.
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Gene

CDKN1A - p21

CDKNZ2A - p16

CDKN2B - p15

p53

CDKN1B - p27

MMP3

MMP13

PAI-1

COX-2

iNOS

Gus-b

PPIA

Forward

5'- GCAGACCAGCATGACAGATTTC -3’

5’- AAGGTCCCTCAGACATCCCC -3’

5'- GCGGGGACTAGTGGAGAAG -3’

5'- CCTCAGCATCTTATCCGAGTGG -3

5'- ATAAGGAAGCGACCTGCAACCG -3’

5'- CACTCACAGACCTGACTCGGTT -3’

5'- CCAGTCTCCGAGGAGAAACA -3’

5’- CTCATCAGCCACTGGAAAGGCA -3’

5'- CTTCACGCATCAGT CAAG -3’

5'- GCTCAAATCTCGGCAGAATC -3’

5'- CGCCCTGCCTATCTGTATTC -3’

5'- ATGCTGGACCCAACACAAAT -3'

Reverse

5'- GCGGATTAGGGCTTCCTCTT -3’

5'- CCCTGTAGGACCTTCGGTGAC -3’

5'- CTCCCGAAACGGTTGACTC -3’

5'- TGGATGGTGGTACAGTCAGAGC -3’

5- TTCTTGGGCGTCTGCTCCACAG -3’

5'- AGCAGGATCACAGTTGGCTGG -3' -3’

5'- AAAAACAGCTCCGCATCAAC -3’

5'- GACTCGTGAAGTCAGCCTGAAAC -3’

5'- TCACCGTAAATATGATTTAAGTCCAC -3’

5'- GCCATCCTCACAGGAGAGTT -3’

5'- TCCCCACAGGGAGTGTGTAG -3’

5'- TCTTTCACTTTGCCAAACACC -3’

Table 1: List of PCR primers
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B. Résultats complémentaires
En complément du travail présenté dans l'article original « Development of a DNA damage-
induced senescence model in osteoarthritic chondrocytes », nous nous sommes interrogés sur
I'impact d’autres modalités de traitement avec I'étoposide dans nos deux types chondrocytaires
précédemment utilisés a savoir les chondrocytes articulaires primaires humains (HACs) et la lignée
chondrocytaire humaine TC28a2. En effet, dans la littérature, des traitements avec des doses plus

faibles d’étoposide allant de 0,5 a 6 uM mais sur des temps plus longs jusqu’a 72h, dans des lignées
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épithéliales pulmonaire>* et rénale>*- sont décrits pour induire la sénescence.

C’est pourquoi, nous avons également évalué I'impact d’'une dose de 2 uM d’étoposide pendant
72h sur les HACs et les TC28A2, sur la prolifération cellulaire et I'expression de génes de plusieurs

CDKi et également d’enzymes associées au SASP.

a. Matériel et méthodes

Isolement et amplification de chondrocytes articulaires primaires humains (HACs)

Les chondrocytes articulaires primaires humains (HACs) ont été isolés des condyles fémoraux de
patients arthrosiques subissant une arthroplastie totale du genou. Tous les échantillons ont été
prélevés sur les patients aprés leur consentement éclairé conformément a la Déclaration
d'Helsinki. Cette étude a été réalisée en accord avec les recommandations du Comité de
Protection des Personnes des Pays de La Loire et agréée par le ministere de I'Enseignement
Supérieur et de la Recherche (numéro d'enregistrement : DC-2017-2987). Dés réception des
cartilages articulaires humains, des copeaux sont réalisés puis digérés a 37°C avec 0,2% de
collagénase de type Il pendant 30 min. Ensuite, les copeaux sont digérés pendant une nuita 37 C
dans une solution de collagénase a 0,03% dans du DMEM (DMEM-Glutamax, 61965-026, Gibco)
contenant 10% de sérum de veau foetal (FCS, $1810-500, Dominique Dutscher) et 1% de
pénicilline/streptomycine (PS, 1000 U/ml, 15140122, Thermo Fisher Scientific) (milieu complet).
La suspension cellulaire obtenue est ensuite filtrée a travers un tamis cellulaire de 70 um et les
cellules ensemencées a une densité de 6x10* cellules/cm? (P0). Les HACs ont été cultivées en
milieu complet. Les cellules ont été maintenues a 37°C en atmospheére humide, avec 5% de CO; et

le milieu de culture changé tous les 2 a 3 jours.
Culture des chondrocytes TC28A2

Les TC28A2 (SCC042, Sigma Aldrich) ont été ensemencés a une densité de 15 000 cellules/cm?

dans du milieu complet renouvelé tous les 2 a 3 jours et cultivés en atmosphére humide avec 5%
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de CO,. Lorsque les cellules atteignent 80 a 90% de confluence, elles sont sous-cultivées. Pour les

expériences, les chondrocytes TC28A2 ont été utilisés entre les passages 5 et 9.
Traitement des chondrocytes

Le schéma expérimental est présenté sur la Figure 17, A. 24h avant le début de I'expérimentation
(D-1), les chondrocytes sont ensemencés a une densité de 15 000 cellules/cm? dans du milieu
complet dans une atmosphéere humide a 5% de CO,. A DO, les cellules sont traitées par I'étoposide
(E1383, Sigma-Aldrich), a 2uM pendant 72h (bleu). Au jour 3 (D3), le milieu est remplacé par du
milieu complet frais sans étoposide pour le reste de I'expérience et le milieu renouvelé tous les 2
a 3 jours. Les analyses ultérieures sont effectuées au jour 10 (D10) soit 7 jours aprés I'arrét du

traitement, comme illustré dans la Figure 17, A.
Essai de prolifération cellulaire

Aux temps indiqués, les chondrocytes ont été décollés par un traitement trypsine/EDTA (Gibco,
25300-054) et le nombre de cellules vivantes compté en utilisant le colorant d'exclusion au bleu

de Trypan.
Extraction d'ARN et réaction quantitative en chaine par polymérase (qPCR)

Les ARN ont été extraits a I'aide d'un kit NucleoSpin® RNA XS (74092, Macherey-Nagel, Hoerdt,
France) conformément aux instructions du fabricant. Le rendement en ARN a été mesuré a l'aide
d’un spectrophotomeétre NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific™). La transcription inverse a été
réalisée a l'aide du kit de synthéese d'ADNc Verso (AB1453B, Thermo Scientific™). La réaction en
chafne par polymérase (PCR) en temps réel a été réalisée a I'aide d'amorces spécifiques (Table 1)
avec le SYBR™ Select Master Mix (4472908, Applied Biosystems™) en utilisant le systeme de
détection PCR en temps réel CFX96 Touch (Bio-Rad). GUS-B et PPIA ont été utilisés comme génes
de référence et les résultats exprimés sous la forme de niveau d'expression relatif en utilisant la

méthode Pfaff|>2®.

Géne ‘ Amorces Sens ‘ Amorce Anti-sens
CDKN1A - p21 ‘ 5'- GCAGACCAGCATGACAGATTTC -3’ ‘ 5'- GCGGATTAGGGCTTCCTCTT -3’
CDKN2A - p16 ‘ 5'- AAGGTCCCTCAGACATCCCC -3’ ‘ 5'- CCCTGTAGGACCTTCGGTGAC -3’
CDKN2B - p15 ’ 5'- GCGGGGACTAGTGGAGAAG -3’ ‘ 5'- CTCCCGAAACGGTTGACTC -3’

p53 ‘ 5'- CCTCAGCATCTTATCCGAGTGG -3’ ‘ 5'- TGGATGGTGGTACAGTCAGAGC -3’
MMP3 5'- CACTCACAGACCTGACTCGGTT -3’ > AGCAGGATCACAGTTGGLTGG -3 -3

MMP13 ’ 5'- CCAGTCTCCGAGGAGAAACA -3’ ‘ 5’- AAAAACAGCTCCGCATCAAC -3’
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PAI-1 ‘ 5’- CTCATCAGCCACTGGAAAGGCA -3’ ‘ 5'- GACTCGTGAAGTCAGCCTGAAAC -3’

COX-2 ‘ 5'- CTTCACGCATCAGTTTTTCAAG -3’ ‘ 5'- TCACCGTAAATATGATTTAAGTCCAC -3’
Gus-b ’ 5'- CGCCCTGCCTATCTGTATTC -3’ ‘ 5'- TCCCCACAGGGAGTGTGTAG -3’
PPIA I 5'- ATGCTGGACCCAACACAAAT -3’ | 5'- TCTTTCACTTTGCCAAACACC -3’

Table 1: Liste des amorces de qPCR pour I’'étude de la sénescence

Analyses statistiques

Les analyses statistiques et les graphiques ont été réalisés a I'aide du logiciel GraphPad Prism 8.
Pour toutes les expériences, les valeurs aberrantes ont été identifiées a I'aide du test de Grubbs
avec a = 0,05 et ont été exclues de I'analyse ultérieure. La distribution des données a été évaluée
a l'aide du test de normalité de Shapiro-Wilk. Si les données passent le test de normalité, elles
sont ensuite analysées par un test-t apparié ou une ANOVA deux voies avec comparaisons
multiples de Tukey. Sinon, elles sont analysées grace au test de Wilcoxon. Les valeurs de P-values
inférieures a 0,05 ont été considérées comme significatives, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;

*#%%pc0,0001.

b. Résultats

Impact d’un traitement a 2 uM d'étoposide pendant 3 jours dans des HACs et des TC28a2

Comme dans l'article précédent, nous avons tout d’abord analysé I'impact du traitement a
I'étoposide pendant 72h sur la prolifération des chondrocytes jusqu’au jour 13. Nos résultats
indiquent dans les HACs traités a |'étoposide, une réduction significative du nombre de
chondrocytes viables dés le jour 2 par rapport a la condition témoin [Fig. 17B]. Ce nombre reste
stable jusqu’au jour 13. Les TC28a2 présentent une diminution significative du nombre de
chondrocytes viables au jour 10 [Fig. 17C] qui se maintient jusqu’au jour 13.

Nous avons ensuite évalué I'expression de plusieurs CDKi au niveau transcriptionnel au jour 10 soit
7 jours apres I'arrét du traitement dans les HACs et les TC28a2. Dans les HACs, seule I'expression
de p21 tend a étre augmentée (variation de 1,66 fois) tandis que |'expression de p16 est diminuée
(variation de 0,83 fois). Dans les TC28a2, les expressions de p21, p15 et p53 sont significativement
augmentées de 13,68 fois, 1,54 fois et de 1,38 fois respectivement. Concernant |’expression
d’enzymes sécrétées ou impliguées dans la production de facteurs sécrétés dans le SASP, aucune
augmentation significative de I'expression de MMP3, PAI-1 et COX-2 n’est constatée dans les
HACs. En revanche, une tendance a la diminution est observée pour I'expression de MMP13

(variation de 0,69 fois) dans la condition traitée a I'étoposide. Dans les TC28a2 au contraire, les
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expressions de MMP3, PAI-1 et COX-2 sont significativement augmentées de 5799 fois, 9,47 fois

et 11,97 fois respectivement.
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Figure 17: Induction de la sénescence dans des HACs et des TC28a2 traités avec de I'étoposide 2 uM pendant 3 jours.
Les HACs ont été traités avec de I'étoposide a 2 uM pendant 3 jours et I'induction de la sénescence a été évaluée par RT-gPCR au jour
10. (A) Apergu du design expérimental. (Figure créée avec BioRender.com). Le nombre de cellules viables a été évalué par comptage au
bleu de trypan et I’expressions des inhibiteurs des kinases cycline-dépendantes, et du SASP ont été évaluées par RT-qPCR dans les HACs
(B) et TC28a2 (C). Les données sont présentées sous la forme de moyenne * SD, (n>3). Les valeurs de P ont été calculées par, ANOVA
deux voies avec comparaisons multiples de Tukey pour la viabilité et par un test-t apparié pour les gPCR, *p<0,05 ; **p<0,01 ;

#%%0<0,001 ; ****p<0,0001.

D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 DS D10
Measure of senescence
induction
237 o5 2 39
2 * 2
5 ]
g 2 ¢ 2+
£ £ 0,15
314 5 1- I
3 H
E E
2 0- T T T 0- T T T
N © ) ) n ) N %
4 N N o Q X N 4
Q Q Q Q & & P
20 sk k e 104_ ﬁ
—, 2 ~
15- -
I E 1034
. ‘
10 £
+ * * g 1074 kkk Rk
2T — = 3 — —
£ 1014
1 &
E 100 .
0% T T T = 1011, T T
N © » ] ) & N &
¥ N N A2 < N : p
Q Q Q Q Q ¥
\'.\* @@ \a 00

136



C. Discussion et persceptives
Cette premiere partie de la thése portant sur la mise en place de modeles de sénescence

chondrocytaire a permis d’évaluer, deux types d’inducteur de sénescence.

Le premier inducteur que nous avons utilisé est I'lL-1, une cytokine couramment utilisée in vitro
pour mimer I’environnement inflammatoire associée a I'OA et plus récemment considérée comme
un inducteur de la sénescence liée a I'inflammation et au SASP dans les chondrocytes>®’->8°, En
effet, I'lL-1B est retrouvée dans le SASP des cellules sénescentes or le SASP a été montré comme
capable de propager la sénescence®%33, Cependant, dans les modéles de sénescence de
chondrocytes induits par I'lL-1B rapportés dans la littérature, les marqueurs associés a la
sénescence ont été étudiés sur des temps courts de I'ordre de 24 a 48h alors que la sénescence
est un processus lent et irréversible qui demande du temps pour se mettre en place?*'. Nous avons
donc souhaité approfondir ce mode d’induction de la sénescence via I'IL-1B en exposant de

maniére chronique des chondrocytes humains a cette cytokine.

Le second inducteur utilisé est I'étoposide. Etant donné que les chondrocytes OA sont des cellules
hypo-réplicatives et présentent un niveau élevé de dommages a I'ADN qui pourrait contribuer a la
sénescence des chondrocytes>®°1, nous avons cherché a générer un modéle de sénescence
induite par les dommages a I'ADN. L’étoposide, en formant un complexe ternaire avec I'ADN et la
topoisomérase Il va avoir pour effet de bloquer son action, d’induire des dommages a ’ADN>*? et
de favoriser I'activation de la réponse aux dommages a I'ADN tout en bloquant la progression du

cycle cellulaire dans d'autres types de cellules?31:93:594,

En I'absence d’'un marqueur universel de la sénescence, nous nous sommes attachés a évaluer
différentes caractéristiques de la sénescence cellulaire décrites dans la premiere partie de ce
manuscrit dans nos deux modeéles. Pour cela, nous avons étudié la prolifération cellulaire,
I’expression au niveau transcriptomique et protéique de plusieurs CDKi impliquées dans la
régulation du cycle cellulaire, la présence de dommage a I’ADN et pour finir I'expression génique

et la sécrétion de molécules du SASP.

Les résultats de cette étude montrent que I'exposition chronique de chondrocytes primaires
humains a I'lL-1B n'induit gu'une expression partielle des marqueurs de sénescence, puisque nous
n’observons pas d’arrét de la prolifération et ne nous permet donc pas de conclure sur sa capacité

ainduire la sénescence des chondrocytes. A l'inverse, le traitement a I'étoposide des chondrocytes
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induit de maniere fiable une sénescence liée aux dommages a I'ADN. Dans ce modele, la
sénescence est mise en évidence par la perte de capacité proliférative, I'accumulation de
dommages a I'ADN et la sécrétion du SASP. Ce modeéle de sénescence induite par I'étoposide peut
aider a étudier l'initiation de la sénescence cellulaire dans les chondrocytes, car une meilleure
compréhension de l'induction de la sénescence et du phénotype aidera a développer des
approches thérapeutiques pour cibler la sénescence dans I'OA. De plus, les résultats additionnels
présentés dans ce manuscrit montrent qu’il est possible d’utiliser d’autres modalités de
traitement avec I'étoposide pour induire la sénescence avec une dose plus faible d’étoposide, mais

sur un temps plus long dans les HACs et les TC28a2.

Il estintéressant de noter que I'exposition des TC28A2 a I’étoposide semble induire une expression
plus importante des marqueurs de la sénescence dans ce type cellulaire vis-a-vis des HACs (par
exemple au jour 8, I'expression de p21 est augmentée d’environ par 5 dans les HACs contre 10
dans les TC28a2). Cette sensibilité plus importante des TC28a2 peut s’expliquer par une capacité
de prolifération accrue et donc la présence de signaux mitotiques plus élevée que dans les HACs,
les rendant plus sensibles a I'induction de la sénescence par I'étoposide. Cette observation est en
accord avec de récents résultats qui montrent que I'induction de la sénescence via une irradiation
associée a une stimulation mitogénique grace aux facteurs de croissance TGF-B1 et bFGF accroit

la sénescence des chondrocytes®®.

Plusieurs limites sont également a souligner dans notre étude :

Tout d’abord, nous n’avons pas inclus de contréle avec des cellules quiescentes. Les cellules
guiescentes sont caractérisées par une sortie réversible du cycle cellulaire. Afin de maintenir cet
état, les cellules quiescentes activent des voies de signalisation qui se chevauchent avec la
sénescence, notamment pl6 et p53/p21. Bien que les cellules dans nos conditions controles

proliferent, il serait pertinent a I'avenir d’ajouter une condition avec des cellules quiescentes.

Dans le cadre de nos expérimentations nous avons utilisé des chondrocytes primaires humains
issus du cartilage de patients arthrosiques. De ce fait, nous ne pouvons négliger qu’un certain
nombre de ces cellules soient déja sénescentes. Plusieurs équipes de recherches, fortes de ce
constat, ont développées des approches afin de séparer les cellules sénescentes. En I'absence de

marqueurs de surface ou de marqueurs universels de la sénescence elles proposent l'utilisation
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de caractéristiques telles que la taille>® ou I'autoflorescence®’>% des cellules afin de générer des

fractions cellulaires enrichies ou au contraire appauvries en cellules sénescentes.

Enfin dans notre modele, I'expression des marqueurs du SASP est modeste. Une étude récente
montre que la stimulation de cellules endothéliales sénescentes par des stimuli pro-
inflammatoires tels que les lipopolysaccharides, I'IL-1B et le TNFa stimule une induction trés forte
d'une variété de médiateurs inflammatoires par rapport a des cellules non sénescentes®®. De ce
fait, il pourrait étre intéressant de poursuivre notre étude en associant notre modéle de
sénescence induit par I'étoposide a une faible stimulation par un facteur pro-inflammatoire tel

que I'lL-1B afin de récapituler plus fidelement I’environnement d’une articulation arthrosique.
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3. Mise en évidence des marqueurs de sénescence in vivo

En paralléle du développement de notre modéle de sénescence chondrocytaire, nous nous
sommes également attachés a identifier les cellules sénescentes in vivo dans le cartilage et les
ménisques des articulations murines afin d’améliorer nos connaissances sur la localisation et

I'abondance des cellules sénescentes au sein des articulations.

Pour cela, nous avons travaillé a la mise en place de protocoles d’IHC pour mettre en évidence
certains marqueurs des cellules sénescentes (Snc) les protéines p16, p21 deux CDKi impliquées
dans la régulation du cycle cellulaire dont I’'expression est augmentée au cours de la sénescence
cellulaire, la cavéoline-1 (CAV-1) une protéine nécessaire a la formation des cavéoles qui
s’accumule dans ces derniéres lors de la sénescence replicative ou induite par un stress (exposition
au peroxyde d’hydrogéne ou aux UV) dans les fibroblastes®® notamment et I'inhibiteur de
I'activateur du plasminogéne-1 (PAI-1) dont I’expression est augmentée dans le SASP?>>2%%, Une
fois nos protocoles validés, nous avons quantifié le nombre total de cellules présentes et le
nombre de cellules positives pour chacun des marqueurs dans le cartilage et les ménisques tout
d’abord dans un modeéle murin d’OA spontanée liée a I'dge (Figure 18 ; 20) et dans un modéle

murin d’OA post-traumatique (Figure 19-20).

A. Matériel et méthodes

a. Animaux et aspects éthiques
Les expérimentations animales ont été réalisées conformément aux directives européennes pour
le soin et l'utilisation des animaux de laboratoire (2010/63/UE) et approuvées par le comité
d'éthique local (CEEA.PdL.06) et le Ministére francais de la recherche (autorisation n°
2021070817561382 / APAFIS #32378). Des efforts concertés et particuliers ont été déployés pour
minimiser les souffrances psychologiques et physiques ainsi que pour réduire le nombre
d'animaux utilisés. Toutes les souris ont été hébergées selon un cycle lumiére/obscurité de 12
heures avec un acces illimité a un régime alimentaire standard et a de I'eau. Trente-trois souris
males C57BL/6 d'age croissant (1, 6, 12, 18 et 24 mois) ont été utilisées pour évaluer I'expression
des marqueurs Snc au cours de I'OA liée a I'age. Pour évaluer I'expression des marqueurs Snc au

cours de I'OA post-traumatique, vingt souris méales C57BL/6 dgées de 10 semaines ont été utilisées.

b. Induction chirurgicale de I'arthrose post-traumatique
Vingt souris males C57BL/6 dgées de 10 semaines (Janvier Labs, Saint-Berthevin, France) ont été
réparties aléatoirement et équitablement en deux groupes : DMM (déstabilisation du ménisque

médial) et SHAM pour les temps 6 semaines et 12 semaines post- chirurgie. Aprés 1 semaine
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d'acclimatation, une chirurgie DMM a été réalisée sur l'articulation du genou droit des souris (n =
10) comme décrit précédemment®°1-692 pour les interventions SHAM (n=10), une arthrotomie sans
section du ligament ménisco-tibial médial a été réalisée. Les souris ont été sacrifiées par
dislocation cervicale a 6 semaines (n = 5 pour chaque groupe) et a 12 semaines (n = 5) apres la
chirurgie DMM. Les articulations du genou ont été prélevées et fixées pendant 24 heures dans une
solution de paraformaldéhyde a 4 %, puis placées dans de I|'éthanol a 70° jusqu’a leur

décalcification.

c. Etude histologique
Les articulations du genou ont été décalcifiées dans une solution d'EDTA 0,5 M (pH 7,4) a 4°C
pendant trois semaines, déshydratées avec une solution d'éthanol graduée de 70° a 100° et
incluses dans de la paraffine. Des sections de paraffine en série de 5 um ont été colorées avec une
coloration safranine O / Fast green a l'aide d'un automate, Varistain Gemini S (Thermo Scientific,
USA). La gravité de I'OA a été évaluée a l'aide d'un systeme de notation adapté du systeme de
notation de I'OARSI tél que décrit dans la Table 2 ci-dessous. La notation a été effectuée
indépendamment par 3 trois lecteurs différents formés, sur au moins 2 ou 3 niveaux par souris et

les scores moyens ont été utilisés pour les analyses statistiques.

Aucune
<10%
<25%
<50%
<75%
<100 %
Absente
Présente

Mort des chondrocytes

Hypertrophie

Aucun

En zone superficielle

Clusters En zone intermédiaire

Structures complexes

Formation de kystes

Pas de perte de coloration

Zone superficielle du cartilage non calcifié

Zone médiane du cartilage non calcifié

Cartilage non calcifié et coloration intense autour des
clusters

Coloration Absente mais intense autour des clusters
Coloration Absente

N|IR|IOIR|WIN|R|IOIR|IOJU|A|W|IN RO

Perte de coloration
safranine-O

Intacte

Fibrillation ou abrasion superficielle
Surface Fibrillation profonde

Fissures verticales

Délamination / excavation

o|ld|WN(R|O|lU|H| W

Os Aucun changement
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Dénudation 4
Micro-fracture 5
Remodelage 6
Total 25

Table 2: Score OARSI modifié

d. Etude immunohistochimie (IHC)
Pour I'lHC, les coupes ont été déparaffinées, réhydratées et soumises a un démasquage aux
conditions indiquées ci-dessous (Table 3). Pour p16, une étape supplémentaire de blocage avec
un kit souris anti-souris (ScyTek Laboratories, MTMO015) a été nécessaire pour éliminer le bruit de
fond causée par les immunoglobulines endogénes. Les coupes ont ensuite été incubées pendant
une nuit a 4°C avec les anticorps primaires (Table 3) dilués dans du diluant Dako (Agilent Dako,
$3022) et avec des anticorps secondaires biotinylés pendant 1 h a température ambiante. Ensuite,
les coupes ont été incubées avec de la streptavidine conjuguée au peroxyde de raifort au 1/400
(Dako, p0397) et la liaison des anticorps a été visualisée a I'aide de diaminobenzidine (DAB). Les
noyaux ont été contre-colorés avec de I'hématoxyline. Pour le controle négatif, les sections ont
été traitées en utilisant des protocoles identiques, mais en omettant I'anticorps primaire. La
coloration des tissus a été visualisée a I'aide du scanner de lames Nanozoomer 2.0 Hamamatsu
(Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japon). Le nombre de cellules totales et de cellules positives

pour les marquages ont été comptées a l'aide du logiciel QuPath.

p16 p21 CAV-1 PAI-1
Démasquage | 0.25% hyaluronidase Tampon Tris EDTA, pH Tampon Citrate pH 6, | Tampon Citrate pH
W/W, 1h 4°C 9, 70°C, sur la nuit 70°C, sur la nuit 6, 70°C, sur la nuit

’ 1/2

Ac I?'e 1/400 1/500 6101/10308D 1/500

Ab54210, Abcam Ab188244, Abcam o Ab66705, Abcam
Biosciences
Ac I3 1/500, 1/500 1/500, 1/500
E433, Dako E0432, Dako E433, Dako E0432, Dako

Table 3: Conditions expérimentales des IHC p16, p21, CAV-1 et PAI-1

e. Analyses statistiques
Les analyses statistiques et les représentations graphiques ont été effectuées a l'aide du logiciel
GraphPad Prism 8. Pour toutes les expériences, les valeurs aberrantes ont été identifiées a l'aide
du test de Grubbs avec a = 0,05 et ont été exclues des I'analyses ultérieures. Les données ont été
analysées par le test de Mann-Whitney. Les valeurs de P-values inférieures a 0,05 ont été

considérées comme significatives, *p<0,05 ; **p<0,01.
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B. Résultats
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Figure 18 : Expression de marqueurs de sénescence (p16'Nk%A, p21¢/P-1, PAI-1 et CAV-1) au cours de I'arthrose liée a I'dge, sur
des articulations de genou de souris méles C57BL/6 d'dge croissant. (A) Safranine O Fast-Green coloration. Les fléches jaunes
indiquent des dommages au cartilage. Barre d'échelle : 100 um (B) Atteinte arthrosique évaluée a I'aide du score OARSI/
modifié. (C) Immunohistochimie représentative des marqueurs de sénescence pl6/NK4A, p21CP-1 PAI-1 et CAV-1 sur des
articulations de genou de souris mdles C57BL/6 dgées de 1, 12 et 24 mois. Les fleches jaunes indiquent une coloration brune
positive. Barre d'échelle : 50 um. (D-G) Quantification des marqueurs de sénescence p16/NK%A, p21¢P-1 pA|-1 et CAV-1 dans le
cartilage de souris mdle C57BL/6 d'dge croissant. Les données sont présentées sous forme de moyenne + SD, (n>3). Les P-
values sont calculées par le test de Mann-Whitney. *p<0,05 ; **p<0,01.
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Expression de marqueurs de sénescence dans un modeéle d’OA spontanée liée a I’age chez la

souris

Nous avons tout d’abord réalisé une coloration Safranine-O-Fast-Green des coupes d’articulations
de souris C57BL/6 males d’age croissant (Figure 18, A) suivi d’'une quantification de I'atteinte
arthrosique par un score OARSI modifié (Figure 18, B).

Nous observons dans notre modéle une augmentation significative du score OARSI avec I'dge
(Figure 18, A-B) bien qu’entre 12 et 18 mois la différence entre ces deux ages ne soit pas
significative. Tous les marqueurs recherchés a savoir p16, p21, CAV-1 et PAI-1 sont exprimés dans
le cartilage articulaire avec une forte coloration a 1 mois (Figure 18, C).

La quantification des IHC révele d'abord une grande variabilité entre les souris et par conséquent,
aucune modification significative des marqueurs de sénescence n'est montrée avec l'dge (Figure
18, D-G) sauf pour PAI-1 qui diminue significativement de 1 a 18 mois (Figure 18, F).

Cependant, certains marqueurs tels que p16, p21 et la CAV-1 ont tendance a diminuer de 1 a 12
mois. Par ailleurs, une tendance vers une légére augmentation a 18 et 24 mois est observée pour

de nombreux marqueurs.
Expression de marqueurs de sénescence dans un modéle d’OA post-traumatique chez la souris

Dans un deuxiéme temps, nous avons conduit la méme analyse que précédemment, mais dans un
modele d’OA post-traumatique chez la souris C57BL/6 méle induit par déstabilisation du ménisque
médiale (DMM). La coloration Safranine-O-Fast-Green permet de mettre en évidence des
altérations du cartilage dans le groupe DMM dés 6 semaines post-chirurgie avec notamment une
perte de la coloration safranine-O en surface dans le cartilage, une hypertrophie des chondrocytes
ainsi que l'apparition de clusters chondrocytaires. Ces altérations du cartilage se retrouvent
également a 12 semaines (Figure 19, A). L’atteinte arthrosique a ainsi été confirmée par une
augmentation significative du score OARSI modifié dés 6 semaines post-chirurgie dans le groupe
DMM vis-a-vis du groupe SHAM. La différence de score entre les groupes et SHAM et DMM se
maintenant t a 12 semaines (Figure 19, B). Dans ce modele, tous les marqueurs recherchés a savoir
PAI-1, CAV-1 et p16 ont été retrouvés dans le cartilage articulaire (Figure 19, C-E). La quantification
des IHC révele la encore une variabilité importante entre les souris au sein d’'un méme groupe.
Aucune modification significative des marqueurs de sénescence PAI-1, CAV-1 et p1l6 n’a pu étre

mise en évidence entre les groupes SHAM et DMM.

144



B
%] 10
X
K - -
-] : 8-
o
£ 3 = 5
£ ! © B u
8 g
w g o
¢ T
£ =
[ 2
£ < §
3 %" 0 T T T T
SHAM DMM SHAM DMM
ﬁ 6 weeks 6 weeks 12 weeks 12 weeks
C

~ =~k > ) 80 0,38

604 o

6 Weeks

PAI-1
: ¢
% PAI-1 positive cells
l o|
¢
Gk
F ||:|
o o

& 5 [
] A . Ve e -
g A . % 0 T T T T
- . SHAM DMM SHAM DMM
N > 3 ’ y s 6 weeks 6 weeks 12 weeks 12 weeks
(AP ¢ =
D —— N = | —

L - D | 8 S 60 073
] 2 0.22
= ; 8
© . . : ; , S 40-
S -
B ¢ . ; . ®
< | il o 7 <t
> 2 o
< = >' 20
O S~ TS ™ - ; = 5
0l 3 o
~ o & . o
[T Z ~ . s < *
§ )& ., " 0 T T T T
: SHAM DMM SHAM DMM
ﬁ » . ¢ 6 weeks 6 weeks 12 weeks 12 weeks
. v
L4
E —p ——
) ~ : RAY A il (CRIE e X 80—
] %) (i 30 T Oy G T T T 0,79 015
§ : ; e 55 (G . @ —_— 3
o) . & 2 iy .
G} Ao i b A o o 60 o
@ - - o
7 P L[]
o ‘ s . Z0) ’f / < ‘E 0 [
© ~— AT gt (e e Sk = 3 7] a
3 = :
— — - s S © °
o ———— b4 |
" ’ s G S I O QRGO e 20
ﬁ . 5 %0) I\ 3@ 0y 4 N "’; ) X
L ¢ DA . S N 1
GJ AL @ S
; o N AT SO 0 T T T T
~ ; - BB . S SHAM DMM  SHAM DMM
- 2R $ e A N il (HONA 6 weeks 6 weeks 12 weeks 12 weeks
W > o = %
m— ¥ e | & A5

Figure 19 : Expression des marqueurs de sénescence (p16'NK%A, PAI-1 et CAV-1) dans I'arthrose post-traumatique, sur les
articulations du genou des souris médles C57BL/6. (A) Safranine O Fast-Green coloration. Les fléches jaunes indiquent des
dommages au cartilage. (B) Atteinte arthrosique évaluée a l'aide du score OARSI modifié. (C-E) Immunohistochimie
représentative des marqueurs de sénescence p16/NK4A, PAI-1 et CAV-1 sur les articulations de genou de souris méle C57BL/6
SHAM et DMM. Barre d'échelle : 50 um. (F-H) Quantification des marqueurs de sénescence p16'NK4A, PAI-1 et coloration CAV-
1 dans le cartilage de souris méle C57BL/6 (n = 3-5). Les données sont présentées sous forme de moyenne * SD, (n>3). Les P-
values calculées par le test de Mann-Whitney. **p<0,01.
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Expression des marqueurs de sénescence dans les ménisques dans un modele d'OA liée a I'age

ou post-traumatique

Enfin, nous avons également quantifié le pourcentage de cellules sénescentes dans les ménisques
de nos deux précédents modeles d’OA liée a I'dge (Figure 20, A) et post-traumatique (Figure 20,
B). Globalement, nous observons des tendances similaires d’expression des marqueurs entre les
cartilages et les ménisques. Ainsi, aucune modification significative du pourcentage de cellules
positives pour les marqueurs de sénescence n'est montrée dans le modele d’OA liée a I'dge sauf
pour PAI-1 qui présente une diminution significative du pourcentage de cellules positives entre 1

et 12 a 18 mois (Figure 20, A) et qui semble ensuite augmenter entre 18 et 24 mois.

Dans le modele d’arthrose post-traumatique, nous pouvons noter que le nombre de cellules
positives pour PAI-1 tend a étre supérieur dans le groupe DMM par rapport au groupe SHAM. Pour
CAV-1, pas de différence notable entre les groupes n’est observée, quel que soit le temps post-
chirurgie. Enfin, le nombre de cellules positives pour p16 semble étre diminué dans la condition
DMM par rapport a la condition SHAM a 6 semaines, mais a 12 semaines cette différence n’est

plus visible.
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C. Conclusion et perspectives
Grace a une coloration Safranine-O fast green associée au score OARSI modifié, nous avons pu
dans 2 modeéles murin d’OA, montrer que l'atteinte arthrosique augmente avec I’4ge®, mais

également 3 la suite d’une induction d’OA post-traumatique par DMM chez la souris®%*,

Nous avons également réussi a mettre en évidence dans nos deux modeles, différents marqueurs
associés a la sénescence, a savoir pl6, p21, CAV-1 et PAI-1. Ces marqueurs présentent des
localisations distinctes ; 16 et p21 sont essentiellement retrouvés au niveau nucléaire, CAV-1 dans

le cytoplasme et a la membrane et PAI-1 dans le noyau et le cytoplasme.

Cependant, malgré nos efforts pour caractériser le nombre et la localisation des cellules
sénescentes dans ces deux modeéles au sein des articulations et plus particulierement dans le
cartilage et les ménisques nous n’avons pas réussi a mettre en évidence de différences majeures
au cours du vieillissement ou a la suite d’un traumatisme articulaire pour p16, p21 et CAV-1. Seul

PAI-1 est diminué significativement entre 1 et 18 mois dans le cartilage et les ménisques.

Néanmoins, de maniere intéressante nous observons pour un méme marqueur des variations
similaires du pourcentage de cellules positives entre le cartilage et les ménisques. Cela pourrait
s’expliquer par le fait que le cartilage articulaire et les ménisques partagent des caractérises
communes et notamment la présence au sein des ménisques d’un unique type de cellules
différenciées, appelées fibro-chondrocytes proches des chondrocytes retrouvés dans le cartilage
articulaire®®. Ceux-ci sont enchassés au sein d’'une MEC qui constitue la plus grande partie du
volume tissulaire. Les ménisques sont constitués principalement de fibre de collagéne de type | et
Il, de GAGs et assurent tout comme le cartilage un role d’absorption et de transmission des forces

de cisaillements et de compressions®®.

Bien que ces différents marqueurs aient été rapportés comme augmentés lors de I'OA, leur
augmentation dans le cartilage articulaire a essentiellement été montrée au niveau génique et
non protéique. Ainsi, pour Cav-1, son expression a été rapporté comme accrue dans les zones
abimées du cartilage articulaire humain en comparaison d’'une zone moins abimée chez un méme
patient®®’. La méme observation a été faite dans des disques intervertébraux avec une
augmentation graduelle de I'expression de CAV-1 entre des disques sains, moyennement et
fortement dégénérés®®. Pour autant les augmentations rapportées sont généralement faibles et
ne sont donc peut-étre pas détectables par IHC. Chose intéressante, dans cette méme étude ils

ont également montré une diminution de I'expression de CAV-1 avec I'dge dans le disque
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intervertébral humain. Nous retrouvons également une tendance a la diminution avec I'dge du

nombre de cellules positives pour CAV-1 dans notre modele de souris vieillissantes.

Pour PAI-1, nous sommes a notre connaissance les seuls avoir montré sa présence dans le cartilage
articulaire murin arthrosique par IHC. Pour autant sa présence a été montrée comme augmentée
de 2,5 fois dans le liquide synovial de patient arthrosisque®®’. Des études in vitro, semblent

également indiquer qu'un niveau élevé de PAI-1 peut favoriser le développement de I'OA5%:609,

L’expression génique de p16 quant a elle est augmentée dans le cartilage dans des modeles murin

269 ou suite a I'induction d’'une OA post-traumatique?!!. Cependant, dans ce méme

avec l'age
modele d’OA post-traumatique par IHC, ils n’ont pas montré de différence significative du nombre

de cellules p16 positives entre les souris SHAM et DMM.

Enfin, I’étude du role de p21 dans la sénescence et le développement de I'OA est plus récent. Son
role dans le développement de I'OA est encore mal connu et les études menées présentent des
résultats contradictoires. Ainsi aprés une DMM, les souris p217- montrent une dégradation accrue
de la matrice cartilagineuse et une atteinte de I'os sous-chondrale plus importante que les souris
de type sauvage®'®®ll, Cependant, ces observations sont en contradiction avec des études
antérieures démontrant que la perte et/ou la diminution de p21 augmente le potentiel
chondrogénique des cellules souches adultes®’? et pluripotentes®® et que les souris p217/-

démontrent une régénération accrue du cartilage auriculaire in vivo®'3,

Ainsi, bien que la sénescence soit admise comme un mécanisme participant au développement
de I'OA. On constate des lacunes sur nos connaissances de la sénescence tant au niveau des
marqueurs que des mécanismes d’induction de la sénescence au sein des tissus de I'articulation
in vivo. Afin de palier a ce manque, I'lHC nous a semblé étre une approche pertinente. Cependant,
au vu de nos résultats, il semble important de les compléter avec d’autres méthodes telles que la
guantification aux niveaux géniques et protéiques dans les tissus, afin d’étudier les variations des

marqueurs que nous avons choisis dans nos deux modeéles murins.
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ll.  Etude du réle de la O-GIlcNAcylation dans le développement de
I"arthrose

1. Rationnel de I'étude

L'OA, la maladie articulaire la plus répandue, affecte les articulations rachidiennes et
périphériques. Elle se caractérise par une dégradation du cartilage articulaire, une inflammation
synoviale, une sclérose osseuse sous-chondrale associée a la formation d'ostéophytes®. Le
vieillissement qui est I'un des principaux facteurs de risque de I'OA est un processus physiologique
complexe consistant en un déclin progressif de certaines fonctions, de la coordination, de
I'hnoméostasie et de l'intégrité physiologique®>*. L'OA, comme le vieillissement, est également
décrite comme le résultat d'une perturbation de I'homéostasie du tissu. Les chondrocytes
articulaires s'appuient sur le processus autophagique comme mécanisme principal pour le
maintien de leur fonction cellulaire normale et de leur survie. Cependant, au cours du
vieillissement, l'autophagie diminue progressivement dans les chondrocytes tandis que la

sénescence augmente, participant au développement et a I’aggravation de I'OA3%°,

Diverses preuves indiguent que la O-GlcNAcylation des protéines, joue un role important dans de
nombreuses fonctions cellulaires telles que la transcription, l'activation de la signalisation
cellulaire, le métabolisme, la fonction mitochondriale ainsi que la survie cellulaire, la sénescence
et I'autophagie*?°. La modification des niveaux d’O-GlcNAcylation des protéines a été impliqué
dans une grande variété de troubles comme |'obésité, le diabéte, la maladie d'Alzheimer, la

maladie de Parkinson et le cancer®%°.

L'OA s’accompagne d’une accumulation de protéines O-GIcNAcylées dans le cartilage des patients
arthrosiques par rapport aux sujets sains*®. Le niveau de O-GlcNAcylation des protéines est
également augmenté au cours de la différenciation chondrogénique et s'accompagne d'une
expression accrue des enzymes OGT et OGA dans les chondrocytes ATDC5 murins®?® et de I'O-
GlcNAcylation de facteurs de transcription tels que SOX-9 ou RUNX-2 impliqués dans la

63 || convient également de souligner que parmi les

différenciation chondro-ostéogénique
protéines bien connues pour étre O-GlcNAcylées, PPARy>%, SIRT1, FOX0®4, YAP>%8 sont également

décrites pour jouer un réle dans I'homéostasie du cartilage ou de I'OA.

Il est également intéressant de souligner que le sucre donneur 'UDP-GIcNAc requis pour la O-

GlcNAcylation des protéines peut également servir a la biosynthese des GAGs tels que le kératane
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sulfate, la chondroitine sulfate et I'acide hyaluronique qui sont des composants structurels

majeurs du cartilage articulaire®’°.

Enfin, la GIcN qui a été largement étudiée pour son potentiel thérapeutique chez les patients
arthrosiques®’>*’* peut contribuer a la synthése du sucre donneur UDP-GIcNAc renforcant

I'importance de la O-GIcNAcylation dans I'homéostasie du cartilage.

L’ensemble de ces données soutient fortement I'hypothése selon laquelle la O-GlcNAcylation des
protéines joue un rble central dans I'homéostasie du cartilage. Cependant, le role de cette MPT
reste largement inconnu dans le cartilage arthrosique et l'intérét thérapeutique de la régulation
de la O-GlcNAcylation largement sous-exploré dans I'OA. C’est pourquoi le second axe de travail

de ma theése a été dédié a I'étude de cette MPT dans I'OA.

La premiére partie de ce travail a eu pour objectif d’étudier I'impact de I'augmentation de la O-
GlcNAcylation in vitro dans des chondrocytes primaires humains prétraités avec deux molécules
connues pour augmenter le niveau de O-GIcNAcylation : le thiamet-G et la GIcN avant de stimuler
les cellules avec de I'IL-1B. nous avons également évalué I'impact in vivo d’une augmentation du
niveau de O-GlcNAcylation via I'administration dans I’eau de boisson de GlcN dans un modéle d'OA

post-traumatique murin.

L'ensemble de ces résultats sont présentés dans l'article en préparation intitulé « Impact of

increased O-GIcNAcylation level in experimental osteoarthritis » et présenté pages 150 a 185.

La O-GlcNAcylation intervenant dans de nombreux processus cellulaire, nous nous sommes

également interrogés sur I'impact de la O-GlcNAcylation sur la sénescence dans les chondrocytes.

Pour cela nous avons prétraité pendant 24h des HACs avec deux molécules connues pour
augmenter le niveau de O-GIcNAcylation : le thiamet-G (TG) et la glucosamine (GlcN) avant

d’appliquer nos traitements IL-1j et étoposide.
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A. Article expérimental

Impact of increased O-GIcNAcylation level in experimental

osteoarthritis

Mélina Georget, Cécile Boyer, Sabine Rabreau, Nina Bon, Thomas Dupas, Anais Defois, Yoan Le
Guennec, Joélle Veziers, Gaél Grimandi, Alban Fouasson-Chailloux, Benjamin Lauzier, Jérbme

Guicheux, and Claire Vinatier

En préparation
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Article en préparation

Abstract

Background: Increasing evidence indicates that protein O-GlcNAcylation plays animportant role in age-
related diseases such as osteoarthritis (OA). In OA patients, protein O-GIcNAcylation level is increased
in the cartilage. This post-translational modification (PTM) also plays a pivotal role in chondrogenesis
and the activity of proteins implicated in cartilage development and OA pathogenesis. However, the
impact of elevated O-GlcNAcylation in vitro and in vivo remains largely unknown. This study aimed to
investigate the impact of increased O-GIcNAcylation on OA in vitro and also in vivo in a post-traumatic

murine OA model.

Study design: In vitro, human osteoarthritic articular chondrocytes (HACs) were pre-treated with
thiamet-G (TG) and glucosamine (GlcN) and then stimulated with the pro-inflammatory cytokine IL-1B.
Gene expression of the pro-inflammatory enzymes COX2 and iNOS and the matrix metalloproteases
MMP3 and MMP13 were assessed by RT-qPCR. The expression level of O-GIcNAc transferase (OGT),
O-GlcNAcase (OGA), and glutamine fructose-6-phosphate aminotransferase (GFATs) were also
evaluated. Total protein O-GIcNAcylation levels were assessed by western blot. In vivo, we examined
the impact of GlcN administration on OA progression in a post-traumatic murine OA model, on total

protein O-GlcNAcylation level, and associated regulatory enzymes by western blot.

Results: In vitro, increased levels of O-GIcNAcylation reduced the expression of enzymes involved in
cartilage degradation and inflammation. The administration of GIcN in a murine post-traumatic OA
model increases the level of O-GIcNAcylation in joint tissues, and reduces osteophyte formation but

increases OA histological scores.

Conclusions: Our results suggest that increased protein O-GlcNAcylation decreases inflammation in
chondrocytes in vitro and osteophytes formation in vivo. However, increased O-GlcNAcylation seems
to worsen cartilage and meniscus damage, and synovitis in vivo. Taken together, our results indicate
that O-GIlcNAcylation plays a role in OA development and progression and call for additional studies to

further decipher its role.
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Introduction

Osteoarthritis (OA), the most common rheumatic joint disease concerns over 500 million people
worldwidel. This joint debilitating disorder affects mainly the elderly with more than half of those aged
65 years or older concerned?. The incidence of OA is expected to rise by 35% in the coming years with
the increase in global life expectancy and aging to reach over 78 million people by 2040 in the US
alone?. The socio-economic cost of OA accounts for 1% to 2,5% of the gross national product in
developed countries® and is likely to rise alongside its incidence, imposing a growing burden on

individuals and societies.

Unfortunately, no disease-modifying drugs are available on the market, and current treatments are
limited to pain management, articular mobility improvement, and joint replacement surgery for end-

stage OA*. Therefore, the investigation of novel therapeutic approaches is crucial.

Historically viewed as a degenerative cartilage disease linked to the accumulation of wear and tear
with age, OA is now recognized as a disease of the whole joint and is characterized by cartilage
degradation, subchondral bone sclerosis, osteophytes formation, and low-grade synovitis®. In OA, joint
inflammation promotes chondrocytes’ secretion of pro-inflammatory cytokines and chemokines, as
well as matrix-degrading enzymes such as matrix metalloproteinases (MMPs) that contribute to the

development of OA and cartilage degradation®.

The O-linked-N-acetylglucosaminylation or O-GIcNAcylation is a reversible post-translational
modification discovered in the mid-1980s by Torres and Hart’. It consists of the addition of a unique
monosaccharide B-D-N-acetylglucosamine (O-GIcNAc) on serine and threonine residues of nuclear,
mitochondrial, and cytoplasmic proteins®®. This PTM has emerged as a key regulatory mechanism for

10,11

numerous cellular processes such as metabolic regulation, mitochondrial function, cellular stress

response, transcription, and epigenetics regulation®®.

This PTM is under the concerted control of only three enzymes. The O-GlcNAc transferase (OGT)

responsible for the grafting of the O-GIcNAc residue from the uridine donor sugar 5'-diphospho-N-
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Article en préparation

acetylglucosamine (UDP-GIcNAc) and the O-GIcNAcase (OGA) responsible for its removal. A third
enzyme, the glutamine fructose-6-phosphate amidotransferase (GFAT), uses glutamine and fructose-
6-phosphate to perform the first step of the hexosamine biosynthesis pathway (HBP) and the synthesis

of UDP-GIcNAc.

The synthesis of UDP-GIcNAc by the HBP integrates multiple metabolic pathways such as glucose,
amino acid, fatty acid, and nucleotide metabolisms and makes O-GlcNAcylation sensitive to nutrients
and stress!2. This sensitivity allows feedback on overall cellular energy levels that can induce drastic
and rapid changes in the cellular O-GlcNAcylation level in response to stress such as heat shock®?,

hypoxia®3, and nutrient deprivation*.

Since its discovery, more than five thousand proteins have been identified as O-GIcNAcylated. Among
them are transcription factors, enzymes, and signaling molecules!!. Dysregulation of O-GlcNAcylation
has been linked to a wide range of age-related diseases such as diabetes'®, cancer!®,
cardiovascular'®?®, neurodegenerative diseases?>??, and OA?. Indeed, the articular cartilage of OA
patients presents an overall rise in protein O-GlcNAcylation?3. This PTM also appears to play a pivotal
role in chondrogenesis, as increased protein O-GIcNAcylation and OGT and OGA expression is observed
during chondrogenic differentiation of the murine ATDC5 chondrocyte cell line 2. O-GlcNAcylation also
impacts the activity of SRY-Box Transcription Factor 9 (Sox9) and RUNX Family Transcription Factor 2
(Runx2), two transcription factors implicated in cartilage development and OA pathogenesis?®. While
the whole of these data strongly support the hypothesis that the O-GlcNAcylation of proteins may play
a pivotal role in cartilage homeostasis, the exact role of protein O-GlcNAcylation remains largely
unknown in OA cartilage. Moreover, and in contrast to other age-related diseases, the therapeutic
interest of the O-GIcNAcylation regulation is largely underexplored in OA. In this context, this study

aimed to investigate the impact of increased O-GlcNAcylation on OA chondrocytes in vitro and in vivo

in a post-traumatic murine OA model.
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Method

Isolation and amplification of primary human articular chondrocytes (HACs),

Primary human articular chondrocytes (HACs) were isolated from the femoral condyles of OA patients
undergoing total knee arthroplasty. All samples were harvested from patients after their informed
consent according to the Declaration of Helsinki. This study was carried out following the
recommendation of the Committee for Person Protection of Pays de La Loire and approved by the

French Ministry of Higher Education and Research (registration number: DC-2017-2987).

Articular cartilage was cut into small slices and digested at 37°C with 0.2% type |l collagenase for 30
min. Finally, slices were digested overnight at 37°C in 0.03% collagenase in DMEM (DMEM-Glutamax,
61965-026, Gibco) containing 10% fetal calf serum (FCS, S1810-500, Dominique Dutscher). Cell
suspensions were then filtered through a cell strainer with 70 um pores and cells plated at the density
of 6.0 x 10% cells/cm? (passage 0 (P0)). Chondrocytes were cultured in DMEM supplemented with 10%
FCS, and 1% penicillin/streptomycin (PS, 1000 U/ml, 15140122, Thermo Fisher Scientific) (complete
medium). chondrocytes were maintained at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO; and the

culture medium was renewed every 2-3 days. For all the experiments, the HACs were used at P1.
Chondrocyte treatments

The experimental layout is provided in Figure 1, A. At day -2 (D-2) HACs were plated at a density of 15
000 cells/cm? in a complete medium in a humidified atmosphere with 5% CO; and allowed to adhere
for 24h. At day -1 (D -1), cells were pre-treated either with 1uM of thiamet-G (TG) or with 5mM
Glucosamine (GIcN) (27055, Cayman). After 24h, at DO, IL-1B at 1ng/ml (ILO38, Millipore) was added
for the duration of the remaining experiment. Subsequent analyses were performed on day 1 and day

8 as illustrated by the experimental design (Figure 1, A).

Cell proliferation assay



Article en préparation

At each indicated time, HACs were trypsinized and the number of living cells was counted using Trypan

Blue exclusion dye.

RNA extraction and Quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR)

RNA was extracted using a NucleoSpin® RNA XS kit (74092, Macherey-Nagel, Hoerdt, France) according
to the manufacturer’s instructions. RNA vyield was measured using NanoDrop™ 1000
Spectrophotometers (Thermo Scientific™). Reverse transcription was performed using the Verso cDNA
Synthesis Kit (AB1453B, Thermo Scientific™). Real-time polymerase chain reaction (PCR) was
performed using specific primers (table 1) with SYBR™ Select Master Mix (4472908, Applied
Biosystems™) on the CFX96 Touch Real-time PCR Detection System (Bio-Rad). GUS-B and PPIA were

used as reference genes and results were expressed as relative expression levels using the Pfaffl

method?®.
Gene ‘ Forward ‘ Reverse
OGT ‘ 5’- CCTGCCCCAGAACCGTATCA -3’ ‘ 5’- GCAAGTGAGCTGGGATGCTG -3’
OGA ‘ 5’- GCAAGAGTTTGGTGTGCCTCATC -3’ ‘ 5’- GTGCTGCAACTAAAGGAGTCCC -3’
GFAT1 ‘ 5’- GGATATGATTCTGCTGGTGTG -3’ ‘ 5’- CCAACGGGTATGAGCTATTC -3'
GFAT2 ‘ 5’- GCTCATCGTGATTGGCTGTGGA -3’ ‘ 5’- CAACCATCACAGGAAGCTCAGTC -3’
MMP3 ‘ 5'- CACTCACAGACCTGACTCGGTT -3’ ‘ 5'- AAGCAGGATCACAGTTGGCTGG -3’
MMP13 ‘ 5’- CCAGTCTCCGAGGAGAAACA -3’ ‘ 5'- AAAAACAGCTCCGCATCAAC -3/
COX-2 ‘ 5'- CTTCACGCATCAGTTTTTCAAG -3’ ‘ 5'- TCACCGTAAATATGATTTAAGTCCAC -3'
iNOS ‘ 5'- GCTCAAATCTCGGCAGAATC -3’ ‘ 5'- GCCATCCTCACAGGAGAGTT -3’
Gus-b ‘ 5'- CGCCCTGCCTATCTGTATTC -3’ ‘ 5’- TCCCCACAGGGAGTGTGTAG -3’
PPIA ‘ 5’- ATGCTGGACCCAACACAAAT -3’ ‘ 5- TCTTTCACTTTGCCAAACACC -3’

Table 1: List of the PCR primers

Animals and ethical aspects

Animal experiments were performed according to the European guidelines for the care and use of
laboratory animals (2010/63/EU) and approved by the local ethics committee (CEEA.PdL.06), and the
French Ministery of research (authorization n° 2021070817561382 / APAFIS #32378). Concerted and

special efforts were made to minimize psychological and physical suffering as well as to reduce the
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number of animals used. All mice were housed on a 12-hour light/dark cycle with unrestricted access

to a regular chow diet and water

Surgical induction of post-traumatic OA

Eighty 10-week-old male C57BL/6 mice (Janvier Labs, Saint-Berthevin, France) were randomly divided
into 2 groups: DMM (destabilization of the medial meniscus n=60) and SHAM (n=20) for the 6 weeks
and 12 weeks post-surgery time point. After 1 week of acclimatization, DMM surgery was performed
on the right knee joint of mice (n=60) as previously described?”. For sham operation (n=20), an
arthrotomy without the section of the medial meniscal-tibial ligament was performed. Following
surgery, DMM mice were separated in two groups. The first group (n=20) received no treatment, and
the second one(n=40) GlcN at 0.825mg/ml was added to the drinking water. Mice were sacrificed 6
weeks (n=10 for SHAM and DMM; n=20 for DMM + GlcN) or 12 weeks (n=10 for SHAM and DMM; n=20
for DMM + GIcN) post-DMM surgery. The right knee joints were collected and fixed for 24 hours in a
4% paraformaldehyde solution and then placed in 70° ethanol for uCT, histological study, and
Immunohistochemistry analysis. The left knee joint, heart, and serum were collected and placed in

liquid nitrogen for subsequent analysis by western blot.

MCT analysis

The knees were analyzed by Micro-Computed Tomography (Skyscan 1272®, Bruker, Germany), with
the following parameters: 60Kv, 180 pA, a resolution of 10.7 um with a 0.25 aluminum filter and a
rotation angle of 0.5, and a frame averaging of 3 to reduce noise. The 3D reconstructions were
performed using NRecon software (Bruker). Spatial orientation was done using Dataviewer® software
(Bruker). Selection and analysis of bone structural parameters, including bone volume (BV; mm3),
Tissue volume (TV; mm?3), and bone volume fraction (BV/TV, %), were done using CT-Analyser®

software (Bruker). 3D models of the knee joints were created using CTVox software (Bruker).

Histological study
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After uCT assessment the knee joints were decalcified in 0.5 M EDTA solution (pH 7.4) at 4 °C for three
weeks, dehydrated with graded ethanol solution from 70° to 100°, and embedded in paraffin. Serial
paraffin sections of 5um were stained with safranin O/Fast green staining using an automaton,
Varistain Gemini S (Thermo Scientific, USA). The OA severity was evaluated using a scoring system
adapted from the osteoarthritis research society international (OARSI) scoring system as previously
described?”~%°, Synovial inflammation was assessed by a synovitis score developed by Lewis et al*.
Scorings were performed independently by 3 different trained readers on at least 2 or 3 levels and the

average scores were used for statistical analyses.

Tissue preparation

Frozen tissues in liquid nitrogen were crushed in a mortar to obtain a powder for protein analysis. To
preserve post-translational modifications, all grinding steps were performed in liquid nitrogen. Then
the powder was collected in ice-cold RIPA buffer (50 mM Tris-HCI (pH 8), 150 mM NacCl, 1 mM Nonidet
P-40, 0,5 mM Sodium deoxycholate, 20 mM EDTA) supplemented with protease and phosphatase
inhibitor mixture (Sigma Aldrich, P8340 and P044), and TG. Western blots were performed as described

for cell analysis below.

Western blot

Whole-cell lysates were collected and lysed in an ice-cold RIPA buffer. Protein concentration was
measured with the Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific™, 23225). 20 ug of protein were
separated by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS PAGE) on a 4-15%
polyacrylamide Criterion™ TGX Stain-Free™ gel (Bio-rad) and transferred into polyvinylidene difluoride
(PVDF) membranes (Trans-Blot Turbo Midi 0.2 um PVDF Transfer Packs BioRad) using a Trans-Blot
Turbo System (BioRad). Membranes were blocked in 5% non-fat dry milk for OGT, OGA, GFAT2 or 3%
BSA for GFAT1 and O-GIcNAC in TBS-T. The membranes were immunoblotted overnight at 4°C with the

following antibodies: OGT (Cell Signaling Technology, 24083, 1/1000), OGA (Abcam, ab105217,
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1/1000), GFAT1 (Cell Signaling Technology, 5322, 1/1000); GFAT2 (Abcam, ab190966, 1/2000) and O-

GIcNAC-RL2 (Abcam, ab2739, 1/1000).

Blots were incubated with HRP conjugated secondary antibodies (Cell Signaling Technology, 7074S, 1/2
000 or 7076 CST, 1/80 000 in TBS-T 5% non-fat dry milk), and signals detected with SuperSignal™ West
Femto (Thermo Scientific™, 34094) or SuperSignal™ West Dura (Thermo Scientific™, 34075,). The
images of the blots were analyzed with Image Lab software (Bio-Rad Laboratories, version 6.1.0) and

normalized versus stain free.

Statistical analyses

Statistical analyses and graphical representation were performed using GraphPad 8.0v Prism Software.
For all experiments distribution was assessed using the Shapiro—Wilk normality test. In vitro, if data
passed the normality test, they were subsequently analyzed by paired t-test or Two-way ANOVA with
Tukey’s multiple comparisons. Otherwise, we use the Wilcoxon matched-pairs test. For in vivo
experiments, data presented in scatter plots were analyzed by the Mann-Whitney test, and data
presented in bars were analyzed by ordinary one-way ANOVA test if they passed the normality test.
Otherwise, we used the Kruskal-Wallis test. P-values less than 0.05 were considered significant,

*p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; ****p<0.0001.
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Results

To select the appropriate dose of thiamet-G (TG) to use in this work, we first tested several
concentrations of TG and assessed their impacts on HACs viability. We found that TG did not impact
cell proliferation regardless of the doses evaluated over a three-day time course [Fig S1] and that the
1uM concentration was sufficient to induce a marked rise in protein O-GIcNAcylation level (2.5-fold
change) [Fig.S1B]. Those results indicate that chondrocytes are sensitive to OGA inhibition induced by

TG. Therefore, the subsequent in vitro experiments were performed using TG at 1uM as described in

Fig. 1(A).

TG and GIcN dampen inflammation in vitro

We first evaluated whether increased O-GlcNAcylation could modulate the expression levels of IL-1B-
responsive genes involved in inflammation and catabolic processes in cartilage. HACs were pretreated
with TG or GlcN for 24h and then stimulated or not with IL-1p. The treatment of HACs with either TG
or GlcN alone did not impact the expression of the cyclooxygenase-2 (COX-2) and the inducible nitric
oxide synthase (iNOS) respectively involved in the synthesis and production of prostaglandins and
nitric oxide; two factors known to promote and supports inflammation. They also did not change the
expression of matrix metalloproteinase-3 (MMP3) and MMP13, two enzymes implicated in cartilage

degradation at days 1 and 8 [Fig. 1(B)].

As expected, IL-1B at 1ng/ml significantly increased the expression of COX-2 (105.2-fold change), iNOS
(7207.7-fold change), MMP3 (10.1-fold change), and MMP13 (114.3-fold change) after 24h of
treatment (D1). At day 8, while the induction of those markers was still higher in the IL-1B treated
condition, only MMP3 (61.4-fold change) remained significantly elevated [Fig. 1(B)]. Interestingly, our
results demonstrated a significant decrease in IL-1B-induced COX-2 and iNOS gene expression levels at
day 1 in HACs pre-treated with TG or GlcN. However, only GIcN pre-treatment significantly reduced
the expression of MMP3 and MMP13 on day 1. At day 8, neither TG nor GlcN pre-treatment dampened

10
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the IL-1B increased expression of COX-2, iNOS, MMP3, and MMP13. In parallel, protein O-
GlcNAcylation levels were analyzed by WB [Fig. 1(C-D)]. Our results showed that TG led to a significant
increase in protein O-GIcNAcylation on days 1 and 8, whereas GlcN only tended to increase overall
protein O-GlcNAcylation on day 1 trend was lost on day 8. IL-1B treatment alone or combined with TG

or GlcN does not seem to impact protein O-GIcNAcylation.

IL-1B, TG, and GlcN module the expression of OGT, OGA, and GFATs

We then looked at the impact of IL-13, TG, and GlcN treatments on the key enzymes implicated in UDP-
GIcNAc synthesis GFAT1 and GFAT2, as well as OGT and OGA, responsible for the addition and removal
of O-GIcNAc moieties [Fig. 2]. OGA expression level is significantly increased by TG treatment with or
without IL-1B, only on day 8, whereas TG and GIcN showed only a trend to increase OGT expression
over time. On the contrary, IL-1B does not impact OGT and OGA expressions on days 1 and 8.
Interestingly, IL-1f3 treatment alone significantly increased GFAT1 and GFAT2 expression on day 1 but
not on day 8. Pre-treatment with TG deepens GFAT 1 and GFAT2 expression, whereas GIcN only affects

GFAT2 expression spurred by IL-1pB.

GlcN does prevent osteophytes formation in the DMM murine model

To evaluate the effect of increased O-GlcNAcylation on OA onset in vivo, we investigated the effect of
GIcN supplementation in drinking water in a post-traumatic OA (DMM) murine model. We first
assessed subchondral bone modification by uCT analyses. Regarding the subchondral bone, 6 weeks
post DMM, no differences were visible between the groups as illustrated in Fig. 3(A). In line with this
observation, the bone volume fraction (BV/TV) was unchanged 6 weeks post-surgery [Fig. 3(B)]. At 12
weeks post-surgery, osteophytes were visible in the DMM group, and the bone volume fraction was
significantly increased. Interestingly, GIcN has significanly protected DMM mice from bone alterations,
as illustrated in Fig. 3(A), and presented a bone volume fraction equivalent to the SHAM group [Fig.

3(B)].

11
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GlcN does not protect cartilage and synovial membrane from induced OA in the DMM murine model

At the histological level, the OA score known to increase with articular cartilage alterations was higher
in the DMM and GlcN group compared to the SHAM group at the same time [Fig. 4(A-B)]. Moreover,
at 12 weeks, the GlcN group exhibited a higher OARSI score compared to the DMM group. Similarly,
we also observe a worsening of the synovial scores in the DMM and GIcN groups compared to the
SHAM group [Fig. 4(C)]. In SHAM and DMM groups, OARSI and synovial scores are stable between 6
and 12 weeks, whereas OARSI scores increased over time in the GIcN group indicating a worsening of

OA.

Quantification of O-GlcNAcylated proteins in the cartilage, heart, and blood in vivo

We then assessed how DMM induction and GlcN administration would influence overall O-
GlcNAcylation protein levels in different tissues. No differences were observed in protein O-
GlcNAcylation levels between the SHAM and DMM groups in the knee joint [Fig. 5(A)] and heart [Fig.
5(B)] tissues as well as in blood [Fig. 5(C)] except for the heart at 12 weeks. The administration of GIcN
through the drinking water in our DMM model tended to increase protein O-GlcNAcylation, at 6 and
12 weeks in the knee joint [Fig. 5(A)], at 12 weeks in the heart [Fig. 5(B)] and at 6 weeks in the blood
[Fig. 5(C)]. Throughout our study, the O-GIcNAcylation level increased between 6 and 12 weeks in the
knee joint of the DMM and GIcN groups, and in the three groups in blood. Conversely, the O-
GlcNAcylation level decreased in SHAM and DMM hearts in the groups between the two-time points
at 6 and 12 weeks post-surgery. Altogether, these results suggest a tissue-specific regulation of O-

GlcNAcylation levels upon GlcN administration.

Quantification of enzymes implicated in O-GIcNAcylation regulation in the cartilage and heart in vivo

To gain insight into the regulation of the O-GlcNAcylation level in vivo, we measured the level of several

enzymes implicated in O-GIcNAcylation regulation. In the knee joint and the heart, we were able to

12
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visualize OGT [Fig. 6] and GFAT2 [Fig. 7] by WB. Additionally, OGA et GFAT1 were detected in the heart
[Supp. Fig. 2]. At 6 weeks, in the knee joint [Fig. 6(A]), and the heart [Fig. 6(B]) we observed a marked
increase of OGT in the DMM group compared to the SHAM, whereas GIlcN administration significantly
downregulated OGT protein level in the knee. At 12 weeks, the OGT level is equivalent across the three
groups in both tissues. OGT level increased in the GIcN group in the knee while it decreased in the
heart tissues between 6 and 12 weeks. GFAT2 expression is diminished in the cartilage of the GIcN

group at 6 weeks but elevated in the DMM and GlIcN group at 12 weeks in the heart.

13
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Discussion

O-GlcNAcylation is implicated in numerous cellular functions and dysregulation of O-GIcNAc levels
found in a variety of age-related diseases!®. Despite a previous study showing that O-GIcNAcylation of
cartilage proteins is increased in OA patients?, the role of this PTM in the pathogenesis of OA remains
largely unknown. In this context, our work aimed at investigating the impact of elevated O-
GlcNAcylation in OA. To this end, we selected two molecules known to increase protein O-
GlcNAcylation: the TG, an OGA inhibitor, and the GIcN!, a naturally occurring monosaccharide able to
bypass the rate-limiting enzyme GFAT to fuel the HBP, increase the synthesis and the pool of the donor

sugar UDP-GIcNAc available in the cell.

In vitro, we pre-treated HACs with either of the molecules for 24h before exposing the cells to IL-1B, a
cytokine commonly used in vitro to mimic the OA environment332, Despite being water soluble, the
long-term administration of TG in drinking water for in vivo study would be too costly. GIcN has been
widely studied for its therapeutic potential in the treatment of OA both in vitro and in vivo®3* so we

decided to administrate GlcN.

First of all, our in vitro results showed that treatment with TG and to a lesser extent GlcN is
accompanied by an increase in protein O-GIcNAcylation, consistent with what has been previously
reported in other cell types such as pancreatic or synovial cell lines. Moreover, pre-treatment with
either TG or GlcN treatment was able to reduce the IL-1B-induced expression of MMP3 and MMP13,
two enzymes implicated in cartilage degradation, as well as COX-2 and iNOS, two enzymes responsible
for the production of prostaglandins, and nitric oxide respectively. This observation is in line with
previous studies that reported a beneficial effect of GIcN on inflammation and the production of MMPs
in rodent chondrocytes®. Interestingly, the in vitro anti-inflammatory effect of GIcN is greater than TG.
This difference could be explained by the fact that TG specifically inhibits OGA to increase
GlcNAcylation, whereas GlcN can fuel other biological pathways than the HBP. To investigate to which

extent the effect of glucosamine is mediated by elevated GIcNAcylation, conducting further studies by

14
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inhibiting specifically OGT, the enzyme responsible for the O-GIcNAc moiety grafting onto protein

could be useful.

When we looked at the key enzymes implicated in O-GlcNAcylation regulation, we noted that OGT and
OGA expression increase in paralleled in the condition treated by TG and GlcN in vitro. This observation
is consistent with the concept that OGT and OGA may increase or decrease in tandem in response to
O-GlcNAc levels modifications. Indeed, even if IL-1B did not impact the expression of OGT and OGA, it
did trigger an increased expression of both GFAT1 and GFAT2 enzymes on day 1, the TG and, to a lesser

extent, the GlcN reduced it.

In our DMM model, contrary to what was previously reported we did not observe an amelioration of
the OARSI and synovial scores upon GIlcN administration. But we saw a beneficial effect on bone
remodeling with the absence of osteophyte formation and a bone quality equivalent to the sham group
12 weeks post-surgery. The apparent discrepancy between our results and the previous ones showing
a beneficial effect of GIcN treatment could be explained by differences in how our study was designed.
Indeed, we started GIcN administration on the day of surgery, whereas studies demonstrating

beneficial effects started the treatment one or two weeks before the DMM induction?.

Since the administration of GlcN through drinking water allow a systemic effect of the molecule, we
look at its impact on proteins O-GIcNAcylation in different tissues, the knee joint, the heart, and the
blood. Our results tend to show an increased O-GIcNAcylation level in the GIcN group compared to the
Sham and DMM groups. We were also able to detect OGT and GFAT2 proteins in the joint and the
heart and additionally OGA and GFAT1 in the heart. So additional work must be conducted to detect
those proteins in the knee. In conclusion, these results show that pharmacologically increased O-
GlcNAcylation in vitro seems to have a beneficial effect on OA environment triggered by IL-1B,
especially on inflammation and that IL-1B disturbed the expression of GFAT1 and GFAT2 however the

impact of their elevated expression remains to be investigated.
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In vivo, our result showed a beneficial effect of GIcN administration on bone remodeling and
osteophyte formation. However, we also observed the detrimental effect of GIcN administration on
cartilage and synovitis. Whether both beneficial and detrimental effects are mediated by increased O-
GlcNAcylation in the joint tissues remains to be deciphered in further experiments with inhibition of
the O-GIcNAcylation process. Our data highlighted the need for a better understanding and

investigation of the role O-GIcNAcylation in the development and progression of OA.
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Figures legends:

Figure 1: O-GIlcNAcylation attenuates inflammation in IL-1B stimulated HACs. (A) Treatment plan; the
HACs were pre-treated with either 1uM TG (blue), 5mM GlcN (red), or untreated (black) 24h before
HACs stimulation with IL-1B at 1ng/ml. (B) The expressions of COX-2, iNOS, MMP3, and MMP13 were
evaluated by RT-qPCR. Data are shown as mean * SD, (n2>3). P-values were calculated by 2way-ANOVA
test *p<0.05; ***p<0.001; ****p<0.0001. (C) Evaluation by Western blot of O-GIcNAcylation levels
normalized versus stain free. Data are shown as mean % SD, (n23). P-values were calculated by t-test.

*p<0.05.

Figure 2: Impact of elevated O-GIcNAcylation in IL-1 stimulated HACs on key enzymes implicated in
O-GIcNAcylation regulation level. HACs were pre-treated with either 1uM TG (blue), 5mM GlcN (red),
or untreated (black) 24h before HACs stimulation with IL-1B at 1ng/ml. The expressions of OGT, OGA,
GFAT1, and GFAT2 were evaluated by RT-qPCR. Data are shown as mean + SD, (n>3). P-values were

calculated by 2way-ANOVA test *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.

Figure 3: GlcN inhibits osteophyte formation in the post-traumatic OA, on knee joints of male
C57BL/6 mice. (A) Representative 3D reconstructed pCT images of knee joints from Sham, DMM, and
GlcN mice groups, at 6 and 12 weeks post-surgery. (B) Quantitative analysis of the bone volume/tissue
volume (BV/TV) on Sham (n=10), DMM (n=10) and GlcN (n=19) at each time point. Data are shown as

mean + SD,. P-values calculated by Mann-Whitney test vs Sham, ** p<0.01; or vs DMM, ## p<0.01.

Figure 4: Evaluation of post-traumatic OA, on knee joints of male C57BL/6 mice. (A) Safranin O Fast-
Green staining. Yellow arrows indicate cartilage damage. Scale bar: 100um. Osteoarthritis severity was

assessed using the Modified OARSI (B) and synovial score (C) on Sham (n=10), DMM (n=10) and GIcN
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(n=19) at each time point. Data are shown as mean + SD, P-values calculated by Mann-Whitney test vs

Sham, *p<0.05; ** p<0.01; ***p<0.001 or by Mann-Whitney test vs DMM, ## p<0.01; or italic value.

Figure 5: Impact of GIcN administration in vivo on protein O-GIcNAcylation levels in the knee joint,
heart, and blood of mice. Representative western blot and associated quantification of O-
GlcNAcylation levels normalized to stain-free in the knee joint (A), heart (B), and blood (C) of SHAM,
DMM, and GlcN groups. Results are expressed as a mean * SD, (n = 4). P-values calculated by one-way

ANOVA, *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Figure 6: Variations in the knee joints (A) and heart (B) of OGT levels in the post-traumatic OA murine
model. Representative western blot and associated quantification of OGT level normalized to stain-
free in the knee joint (A) and heart (B) of mice 6 weeks and 12 weeks post-surgery. Results are
expressed as a mean * SD, (n >4). P-values calculated by one-way ANOVA, *p<0.05, ** p<0.01,

*#%p<0.001.

Figure 7: Variations in the knee joint (A) and heart (B) of GFAT2 levels in the post-traumatic OA
murine model. Representative western blot and associated quantification of GFAT2 level normalized
to stain-free in the knee joint (A) and heart (B) of mice 6 weeks and 12 weeks post-surgery. Results are
expressed as a mean = SD, (n >4). P-values calculated by one-way ANOVA, *p<0.05, ** p<0.01,

*%%0<0.001.

Supplementary figure 1: Impact of TG treatment on HACs viability. HACs were treated with TG (blue)
at 0.1, 1, 10 uM or untreated (Black) for the length of the experiment, and cell viability was assessed
by trypan blue exclusion dye. Results are expressed as the % of viable cells versus the number of viable
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cells in the control (CTRL) condition at day 0. Data are shown as mean * SD, (n=3). (B) Representative
western blot of HACs O-GIcNAcylation level after 24h of treatment with TG at 1 uM and their associated

guantification. Data are shown as mean + SD, (n=7). P-values were calculated by t-test, ***p<0.001.

Supplementary figure 2: Variations in the heart of OGA (A) and GFAT1 (B) levels in the post-traumatic
OA murine model. Representative western blot and associated quantification of OGA (A) and GFAT1
(B) level normalized to stain-free in the heart of mice 6 weeks and 12 weeks post-surgery. Results are

expressed as a mean  SD, (n 2 4). P-values calculated by one-way ANOVA, ** p<0.01.
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Figure 6
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Figure 7
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Supplementary Figure 1
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B. Résultats complémentaires
La O-GIcNAcylation des protéines intervient dans de nombreux processus cellulaire et notamment
au cours du cycle cellulaire en régulant la réplication de I'ADN, la mitose et la cytokinése qui
aboutit a la formation des deux cellules filles. De plus, en plus de preuves soulignent le role de
cette MPT lors de la prolifération cellulaire. Ainsi les niveaux d’O-GlcNAcylation fluctuent au cours
des phases du cycle cellulaire et sont notamment diminués lors de la phase S et de la mitose. Cette
MPT controle également |'activité de protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire,

telles que p53, p27, CDK1, PIk1 et pRB.

La O-GIcNAcylation participe également au maintien de l'intégrité du génome en modifiant un
ensemble d'histones tels que H2A, H2B, H3 et H4%°, de kinases ainsi que de protéines
d'échafaudage, mais aussi en modifiant un grand nombre de protéines impliquées dans la DDR,
parmi lesquelles Chk1, ATM et MDC16%>-%17_ Enfin plus récemment, il a été montré qu’OGT et OGA
sont recrutés aux sites de dommages a ’ADN et augmentent les niveaux d'O-GIcNAc aux sites

endommagés®'’.

C’est pourqguoi, nous nous sommes intéressés a I'impact de la O-GlcNAcylation dans nos modéles
de chondrocytes sénescents étudiés dans la premiere partie de cette thése. Pour cela nous avons
suivi le méme schéma de traitement que dans l'article 2. Brievement, nous avons prétraité des
HACs avec 1uM de TG ou 5mM de GlcN pendant 24h, puis nous les avons stimulés soit avec 1ng.ml
d’IL-1B pendant 8 jours (comme dans I'article précédents) ou avec 20uM d’étoposide pendant
24h. Le milieu a ensuite été remplacé par du milieu sans étoposide mais en maintenant les

traitements TG ou GlcN pendant 7 jours.

En paralléle, nous avons souhaité améliorer la caractérisation de cette modification in vivo dans
le cartilage et les ménisques dans un modeéles murin d’OA lié a I'dge. Pour cela nous avons

développé une IHC afin de la détecter dans les tissus des articulations murines.

a. Matériel et méthodes

Isolement et amplification de chondrocytes articulaires primaires humains (HACs)

Les chondrocytes articulaires primaires humains (HACs) ont été isolés des condyles fémoraux de
patients arthrosiques subissant une arthroplastie totale du genou. Tous les échantillons ont été
prélevés sur des patients aprés obtention de leur consentement éclairé conformément a la
Déclaration d'Helsinki. Cette étude a été réalisée en accord avec les recommandations du Comité

de Protection des Personnes des Pays de La Loire et agréée par le ministere de I'Enseignement
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Supérieur et de la Recherche (numéro d'enregistrement : DC-2017-2987). Dés réception des
cartilages articulaires humains, des copeaux sont réalisés digérés a 37°C avec 0,2% de collagénase
de type Il pendant 30 min. Ensuite, les copeaux ont été digérées pendant une nuit a 37°C dans une
solution de collagénase a 0,03 % dans du DMEM (DMEM-Glutamax, 61965-026, Gibco) contenant
10% de sérum de veau foetal (FCS, S$1810-500, Dominique Dutscher) et 1% de
pénicilline/streptomycine (PS, 1000 U/ml, 15140122, Thermo Fisher Scientific) (milieu complet).
La suspension cellulaire obtenue est ensuite filtrée a travers un tamis cellulaire de 70 um et les
cellules ensemencées a une densité de 6x10* cellules/cm? (P0O). Les HACs ont été cultivées dans du
milieu complet. Les cellules ont été maintenues a 37°C en atmosphére humide, avec 5% de CO; et

le milieu de culture changé tous les 2 a 3 jours.
Traitements des chondrocytes

24h avant le début de I'expérimentation, les chondrocytes ont été ensemencées a une densité de
15 000 cellules/cm? dans du milieu complet en atmosphére humide a 5% de CO,. Au jour-1, les
cellules sont prétraitées avec 1uM de thiamet-G (TG) ou 5 mM de glucosamine (GIcN) (27055,
Cayman). 24h apres soit au jour 0, les cellules sont stimulées avec 20uM d’étoposide (E1383,
Sigma-Aldrich), pendant 24h, puis au jour 1 le milieu est remplacé par du milieu complet sans
étoposide jusqu’a la fin de I'expérimentation au jour 8 (bleu). Sinon les HACs sont traités avec
1ng.ml d’IL-1B (ILO38, Millipore) jusqu’a la fin de I'expérimentation au jour 8. Le milieu ainsi que
les traitements sont renouvelés tous les 2 a 3 jours. Les analyses ultérieures ont été effectuées

aux jours 1 et 8.
Extraction d'ARN et réaction quantitative en chaine par polymérase (qPCR)

Les ARN ont été extraits a I'aide d'un kit NucleoSpin® RNA XS (74092, Macherey-Nagel, Hoerdt,
France) conformément aux instructions du fabricant. Le rendement en ARN a été mesuré a l'aide
d’un spectrophotometre NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific™). La transcription inverse a été
réalisée a l'aide du kit de synthése d'ADNc Verso (AB1453B, Thermo Scientific™). La réaction de
polymérisation en chaine (PCR) en temps réel a été réalisée a I'aide d'amorces spécifiques (Table
4) avec le SYBR™ Select Master Mix (4472908, Applied Biosystems™) en utilisant le systeme de
détection PCR en temps réel CFX96 Touch (Bio-Rad). GUS-B et PPIA ont été utilisés comme génes
de référence et les résultats ont été exprimés sous forme de niveaux d'expressions relatifs en

utilisant la méthode Pfaffl>8e.

‘ Géne ‘ Sens ’ Anti-sens
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OGT 5’- CCTGCCCCAGAACCGTATCA -3’ 5’- GCAAGTGAGCTGGGATGCTG -3’

| |
OGA ‘ 5'- GCAAGAGTTTGGTGTGCCTCATC -3 ‘ 5'- GTGCTGCAACTAAAGGAGTCCC -3’
GFAT1 ‘ 5’- GGATATGATTCTGCTGGTGTG -3’ ‘ 5'- CCAACGGGTATGAGCTATTC -3'
GFAT2 ‘ 5'- GCTCATCGTGATTGGCTGTGGA -3’ ‘ 5'- CAACCATCACAGGAAGCTCAGTC -3’
COX-2 ‘ 5'- CTTCACGCATCAGTTTTTCAAG -3’ ‘ 5'- TCACCGTAAATATGATTTAAGTCCAC -3/
iNOS ‘ 5'- GCTCAAATCTCGGCAGAATC -3’ ‘ 5'- GCCATCCTCACAGGAGAGTT -3’
MMP3 ‘ 5'- CACTCACAGACCTGACTCGGTT -3/ ‘ >~ AGCAGGATCACAGTTGGLTGG -3'-3'
MMP13 ‘ 5'- CCAGTCTCCGAGGAGAAACA -3’ ‘ 5'- AAAAACAGCTCCGCATCAAC -3
CDKN1A - p21 \ 5'- GCAGACCAGCATGACAGATTTC -3’ \ 5'- GCGGATTAGGGCTTCCTCTT -3/
CDKN2A - p16 ‘ 5'- AAGGTCCCTCAGACATCCCC -3' ‘ 5'- CCCTGTAGGACCTTCGGTGAC -3/
CDKN2B - p15 ‘ 5'- GCGGGGACTAGTGGAGAAG -3/ ‘ 5'- CTCCCGAAACGGTTGACTC -3’
p53 ‘ 5'- CCTCAGCATCTTATCCGAGTGG -3’ ‘ 5'- TGGATGGTGGTACAGTCAGAGC -3’
PAI-1 ‘ 5'- CTCATCAGCCACTGGAAAGGCA -3’ ‘ 5'- GACTCGTGAAGTCAGCCTGAAAC -3
Gus-b ‘ 5'- CGCCCTGCCTATCTGTATTC -3 ‘ 5'- TCCCCACAGGGAGTGTGTAG -3’
PPIA | 5 ATGCTGGACCCAACACAAAT -3' | 5'- TCTTTCACTTTGCCAAACACC -3

Table 4: Liste des amorces de qPCR pour I'étude de la O-GIcNAcylation

Animaux et aspects éthiques

Les expérimentations animales ont été réalisées conformément aux directives européennes pour
le soin et l'utilisation des animaux de laboratoire (2010/63/UE) et approuvées par le comité
d'éthique local (CEEA.PdL.06) et le Ministere francais de la recherche (autorisation n°
2021070817561382 / APAFIS #32378). Des efforts concertés et particuliers ont été déployés pour
minimiser les souffrances psychologiques et physiques ainsi que pour réduire le nombre
d'animaux utilisés. Toutes les souris ont été hébergées selon un cycle lumiére/obscurité de 12
heures avec un acces illimité a un régime alimentaire standard et a de I'eau. Trente-trois souris
males C57BL/6 d'age croissant (1, 6,12, 18 et 24 mois) ont été utilisées pour évaluer le niveau d’O-

GlcNAcylation au cours de I'OA liée a I'age.
Etude histologique

Les articulations du genou ont été décalcifiées dans une solution d'EDTA 0,5 M (pH 7,4) a 4°C
pendant trois semaines, déshydratées avec une solution d'éthanol graduée de 70° a 100° et
incluses dans de la paraffine. Des sections de paraffine en série de 5 um ont été colorées avec une
coloration safranine O / Fast green a I'aide d'un automate, Varistain Gemini S (Thermo Scientific,
USA). La gravité de I'OA a été évaluée a l'aide d'un systeme de notation adapté du systeme de

notation de I'OARSI tel que décrit dans la Table 2 de ce manuscrit. La notation a été effectuée
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indépendamment par 3 lecteurs différents formés sur au moins 2 ou 3 niveaux par souris et les

scores moyens ont été utilisés pour les analyses statistiques.
Etude immunohistochimie (IHC)

Pour I'lHC, les coupes ont été déparaffinées, réhydratées et démasquées sur la nuit a 70°C dans
du tampon citrate pH 6. Les coupes ont ensuite été incubées pendant une nuit a 4°C avec
I’anticorps primaire RL2 (ab2739) dilué au 1/200 dans du diluant Dako (Agilent Dako, $3022) et
avec un anticorps secondaires anti-souris biotinylé (E433, Dako) pendant 1 h a température
ambiante. Ensuite, les coupes ont été incubées avec de la streptavidine conjuguée au peroxyde
de raifort au 1/400 (Dako, p0397) et la liaison des anticorps a été visualisée a l'aide de
diaminobenzidine (DAB). Les noyaux ont été contre-colorés avec de |I'hématoxyline. Pour le
controle négatif, les sections ont été traitées en utilisant un protocole identique mais en omettant
I'anticorps primaire. La coloration des tissus a été visualisée a l'aide du scanner de lames
Nanozoomer 2.0 Hamamatsu (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japon). Le nombre de cellules

totales et de cellules positives pour les marquages ont été comptées a l'aide du logiciel QuPath.
Analyses statistiques

Les analyses statistiques et les représentations graphiques ont été réalisées a I'aide du logiciel
GraphPad Prism 8. Pour toutes les expériences, les valeurs aberrantes ont été identifiées a I'aide
du test de Grubbs avec a = 0,05 et ont été exclues de I'analyse ultérieure. Pour les données in
vitro, la distribution des données a été évaluée a I'aide du test de normalité de Shapiro-Wilk. Si les
données passent le test de normalité, elles sont ensuite analysées par une ANOVA deux voies avec
comparaisons multiples de Tukey. Sinon, elles sont analysées grace au test de Wilcoxon. Pour les
expérimentations vivo, les données ont été analysées par le test de Mann-Whitney. Les valeurs de
P-values inférieures a 0,05 ont été considérées comme significatives, *p<0,05 ; **p<0,01;

*#%p<0,001; ****p<0,0001.
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b. Résultats

Impact de I'augmentation de la O-GIcNAcylation sur I'expression de CDKi dans des HACs stimulés

a PIL-1B.

En complément des résultats in vitro présentés dans I'article 2, nous avons également souhaité
étudier I'impact de I'augmentation du niveau d’O-GlcNAcylation des protéines sur I'expression de

plusieurs CDKi dans les HACs prétraités au TG ou a la GlcN puis stimulés a I'lL-1B (Figure 21).

Les expressions de p53 et p16 ne sont pas affectées par I'augmentation de la O-GlcNAcylation ou

le traitement a I'lL-1.

L'expression de p21 au jour 1 n’est pas modifiée sauf dans la condition GIcN+IL-1B ou elle semble
étre diminuée. Au jour 8, I'expression de p21 dans les conditions contrdle et traitée avec le TG
seul sont équivalentes. L'IL-1B seul ou en association ainsi que la GIcN seule induisent une

diminution de I'expression de p21 vis-a-vis de la condition traitée au TG.

L’expression de p15, quant a elle est augmentée dans les HACs stimulés par I'IL-1B seule ou dans
les conditions prétraitées au TG et a la GIcN aux jours 1 et 8. De plus, le pré-traitement a la GIcN

accroit fortement cette élévation au jour 8.
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Figure 21: Impact de I'augmentation de la O-GIcNAcylation sur I'expression d’inhibiteurs de kinases cycline-dépendantes dans
des HACs prétraités avec 1uM TG (bleu) ou 5mM GIcN (rouge) pendant 24h puis stimulés a I'lL-18 (hachures). L'expression des
inhibiteurs de kinases cycline-dépendantes a été évaluée par RT-qPCR au jour 1 et au jour 8. Les données sont présentées sous
forme de moyenne + SD, (n>3). Les valeurs P ont été calculées par une ANOVA a 2 voies, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 ;
**4#%p<0,0001.
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De la méme fagon que nous nous sommes intéressés a I'impact de I'augmentation de la O-
GlcNAcylation sur la réponse inflammatoire des chondrocytes stimulés a IL-13, nous avons ensuite
souhaité évaluer le role de l'augmentation de la O-GlcNAcylation dans notre modeéle de

chondrocytes sénescents induit par un traitement a I'étoposide.

Ainsi des HACs ont été prétraités pendant 24h avec 1uM de TG ou 5mM de GlcN puis induit en
sénescence grace a un traitement a 20uM d’étoposide pendant 24h. Nous nous sommes tout
d’abord intéressés a I'expression de génes impliqués dans la sécrétion du SASP (COX-2, iNOS,
MMP3 et MMP13) puis, des différentes enzymes responsables dans la régulation de la O-

GlcNAcylation et pour finir de plusieurs CDKi impliquées dans la régulation du cycle cellulaire.

Impact de I'augmentation de la O-GIcNAcylation sur I'expression de génes associés au SASP dans

des HACs stimulés a I’étoposide

Les traitements TG et GlcN seuls n‘impactent pas I'expression de COX-2 aux jours 1 et 8 (Figure
22). ll en est de méme pour I'étoposide seul ou associé avec le TG ou la GlcN au jour 1. Cependant,
au jour 8, le traitement a I'étoposide augmente significativement I’expression de COX-2 vis-a-vis
des conditions sans étoposide. La présence de la GlcN et dans une moindre mesure de I'étoposide

semble réduire cette augmentation.

Pour iNOS, c’est également au jour 8 que des modifications de son expression sont visibles dans

la condition traitée a I’étoposide associée au prétraitement a la GIcN.

Pour MMP3, c’est au jour 1 que des modifications de son expression sont détectées avec une
expression qui est augmentée dans la condition étoposide seule ou associée a la GlcN vis-a-vis de

la condition contréle.

Enfin nous n’observons pas de changement dans I'expression de MMP13 quelle que soit la

condition.

Impact de I'augmentation de la O-GIcNAcylation sur I'expression des génes des enzymes clés

dans la régulation de la O-GIcNAcylation dans des HACs stimulés a I’étoposide

L’expression de OGT est inchangée au jour 1, quelle que soit la condition (Figure 23). Au jour 8, la
GlcN seule ou en présence d’étoposide induit une augmentation significative de I'expression de

OGT.

Pour OGA son expression est augmentée dés le jour 1, mais seulement dans les conditions traitées

avec I'étoposide a 20uM en association avec le TG ou la GlcN. Au jour 8, le TG et la GIcN
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Figure 22: Impact de I'augmentation de la O-GlcNAcylation sur I'expression de génes impliqués dans la sécrétion du SASP dans des
HACs prétraités avec 1uM TG (bleu) ou 5mM GIcN (rouge) pendant 24h puis stimulés avec 20uM d’étoposide (hachures) pendant
24h. Les HACs sont ensuite cultivés pendant 7 jours dans du milieu sans étoposide mais avec le maintien des traitements TG et GIcN.
L'expression des génes a été évaluée par RT-gPCR au jour 1 et au jour 8. Les données sont présentées sous forme de moyenne + SD,
(n=3). Les valeurs P ont été calculées par une ANOVA a 2 voies, *p<0,05; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001.
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Figure 23 : Impact de I'augmentation de la O-GlcNAcylation sur I'expression des enzymes clés impliquées dans la régulation de la
O-GIcNAcylationdans des HACs prétraités avec 1uM TG (bleu) ou 5mM GIcN (rouge) pendant 24h puis stimulés avec 20uM
d’étoposide (hachures) pendant 24h. Les HACs sont ensuite cultivés pendant 7 jours dans du milieu sans étoposide mais avec le
maintien des traitements TG et GIcN. L'expression des génes a été évaluée par RT-qPCR au jour 1 et au jour 8. Les données sont
présentées sous forme de moyenne + SD, (n>3). Les valeurs P ont été calculées par une ANOVA a 2 voies, *p<0,05; **p<0,01;
**%p<0,001 ; ****p<0,0001.
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Figure 24: Impact de I'augmentation de la O-GIcNAcylation sur I'expression d’inhibiteurs de kinases cycline-dépendantes dans des
HACs pré-traités avec 1uM TG (bleu) ou 5mM GlcN (rouge) pendant 24h puis stimulés avec 20uM d’étoposide 24h (hachures)
pendant 24h. Les HACs sont ensuite cultivés pendant 7 jours dans du lieu sans étoposide mais avec le maintien des traitement TG et
GIcN. L'expression des génes a été évalué par RT-qPCR au jour 1 et au jour 8. Les données sont présentées sous forme de moyenne +

Normalizad exprossion vs CTRL at D1

augmentant significativement son expression et la présence de I'étoposide semble accroitre cette

induction.

Pour GFAT 1 et GFAT2 les différents traitements n’impactent pas leurs expressions au jour 1. Au
jour 8, les deuxisoformes présentent une réponse différenciée. Alors que la GIcN seule ou associée
avec I'étoposide augmente I'expression de GFAT1 au jour 8 elle tend a diminuer celle de GFAT2
aux mémes temps. Les traitements TG et étoposide quant a eux ne semblent pas avoir d’effet

majeur sur I'expression des genes de ces deux enzymes.

Impact de lI'augmentation de la O-GIcNAcylation sur I'expression des CDKi dans des HACs

stimulés a I'étoposide.
L'expression de p53 et 16 sont inchangées quelle que soit la condition et le jour d’analyse.

L'expression de p21 quant a elle est significativement augmentée deés le jour 1 en présence
d’étoposide. Les prétraitements a la GIcN et dans une moindre mesure au TG semblent faiblement
diminuer cette induction. Ainsi au jour 8 I’expression de p21 est augmentée significativement, la
GlcN et dans une moindre mesure le TG réduisent la encore sont induction mais de maniére plus
marquée car dans ces conditions I'expression de p21 n’est plus statistiguement différente de la

condition contréle non traitée.
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Figure 25 : Evaluation du niveau d’O-GIcNAcylation au cours de I'arthrose liée a I'dge, sur des articulations de genou de
souris médles C57BL/6 d'dge croissant. (A) Safranine O Fast-Green coloration. Les fléches jaunes indiquent des dommages au
cartilage. Barre d'échelle : 100 um (B) Image d’limmunohistochimie représentative du niveau de O-GIcNAcylation sur des
articulations de genou de souris méles C57BL/6 dgées de 1,6, 12, 18 et 24 mois. Les fleches jaunes indiquent une coloration
brune positive. Barre d'échelle : 50 um. (C) Atteinte arthrosique évaluée a I'aide du score OARSI modifié. (D) Quantification de
la O-GlcNAcylation dans le cartilage et les méniques (E) de souris mdles C57BL/6 d'dge croissant. Les données sont présentées
sous forme de moyenne * SD, (n>3). Les P-values sont calculées par le test de Mann-Whitney. *p<0,05 ; **p<0,01.

Evaluation de la O-GIcNAcylation dans un modéle d’OA spontanée liée a I’dge chez la souris

Nous avons tout d’abord réalisé une coloration Safranine-O-Fast-Green des coupes d’articulations
de souris C57BL/6 males d’age croissant (Figure 25, A) suivi d’'une quantification de I'atteinte
arthrosique par un score OARSI modifié (Figure 25, C).

Nous observons dans notre modele une augmentation significative du score OARSI avec I'dge
(Figure 25, A, C) bien qu’entre 12 et 18 mois la différence entre ces deux ages ne soit pas
significative.

Nous avons mis en évidence la présence de la O-GlcNAcylation dans tous les tissus de I’articulation
murine et plus spécifiquement dans les cellules du cartilage articulaire et des ménisques avec un
signal marqué par une forte coloration visible dans les noyaux et dans une moindre mesure dans
le cytoplasme des cellules (Figure 25, B).

La quantification de I'lHC révéle une grande variabilité entre les souris et par conséquent, aucune
modification significative de la O-GlcNAcylation n'est montrée avec l'dge dans le cartilage

articulaire (Figure 25, D) et les ménisques (Figure 25, E).
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2. Conclusion et perspectives

Cette partie de mon projet de théese visait a mieux comprendre le réle de la O-GlcNAcylation dans
I’"OA. A cette fin, nous avons essentiellement étudié I'impact d’une augmentation du niveau d’'O-
GlcNAcylation des protéines in vitro dans notre modele d’exposition chronique a I'lL-1pB, ainsi que
dans notre modeéle de sénescence induit par I'étoposide et in vivo dans un modéle murin d’OA

post-traumatique induite par DMM.

In vitro, nous pouvons tout d’abord noter que les résultats obtenus avec IL-1B et I’étoposide seuls
sont cohérents avec ceux présentés dans le premier article de ce manuscrit qui porte sur I'étude

de la sénescence et la mise en place d’'un modele de sénescence chondrocytaire.

L'augmentation pharmacologique de la O-GlcNAcylation via le prétraitement a la GIcN présente
un effet bénéfique sur I'inflammation induite par I'll-1B in vitro. Cette observation est en accord
avec des études antérieures qui ont rapporté que la GlcN diminue l'inflammation et la production
de MMPs dans des chondrocytes humain®168 et de rongeurs®®®. Dans une moindre mesure, le
prétraitement avec le TG présente des effets similaires, suggérant que I'action bénéfique de la

GlcN serait en partie médiée par I'augmentation de la O-GIcNAcylation.

L'IL-1B est un puissant activateur du facteur de transcription NF-kB qui a son tour va notamment
favoriser I'expression de genes pro-inflammatoires et des MMPs impliqués dans la pathogénicité
de I'OA. Or, de précédent travaux ont montrés que la GlcN et le thiamet-G préviennent la
translocation nucléaire de NF-kB°11618 gugmentent la O-GlcNAcylation de sa sous-unité p65 en
inhibant de maniére concomitante la phosphorylation de la Ser536. Cette O-GlcNAcylation
favorise de ce fait I'association de NF-kB avec la protéine inhibitrice kB dans le cytoplasme et
empéchant sa translocation nucléaire®?. |l serait donc intéressant de continuer nos travaux in vitro

en analysant le statut de NF-kB et de sa sous-unité p65 dans nos modeles.

Cependant, il est important de noter qu’il a également été rapporté que la O-GIlcNAcylation peut
inversement participer a 'activation de NF-kB dans de nombreuses cellules, telles que les cellules
cancéreuses pancréatiques®!, les cellules musculaires lisses vasculaires®?? et les lymphocytes®?? |3
encore en modifiant I'interaction de la sous-unité p65 de NF-kB avec les kinases IKKa et IKKB. Ces
résultats contradictoires, ont cependant majoritairement été montrés dans des contextes
d’hyper-O-GlcNAcylation et illustre bien le réle complexe de la O-GlcNAcylation dans les processus

cellulaires et le concept gu’il existe un niveau optimal de O-GlcNAcylation nécessaire au maintien
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d’une fonction cellulaire physiologique et qu’en cas de O-GlcNAcylation trop élevée ou trop basse,

il en résulte un dysfonctionnement cellulaire®®.

Au-dela de la régulation de NF-kB par la O-GlcNAcylation, d’autres protéines impliquées dans les
phénomeénes inflammatoires et dans I’'OA ont été montrées comme modifiées ou régulées par la
O-GlIcNAcylation. On peut notamment citer p38 et p44/42 MAKP (Erk1/2), STAT, SMAD, AP-1 et
C/EBP#29623_ QOr, I'impact de I'augmentation de la O-GlcNAcylation dans les chondrocytes sur ces

protéines n’a encore jamais été étudié et pourrait faire I'objet de recherche dans le futur.

Dans cette partie, nous avons également montré que I'exposition des HACs a I'lL-1p augmente
I'expression de GFAT1 et GFAT2 de maniére concomitante, sans pour autant influer sur le niveau
de O-GlcNAcylation. GFAT, assurant la premiére étape de la synthese d'UDP-GIcNAc, participe avec
OGT et OGA au controle des niveaux globaux d'O-GlcNAc. De ce fait, nous aurions pu nous attendre
a une élévation du niveau de O-GIcNAcylation des protéines, comme cela a été montré dans des
macrophages stimulés au LPS qui présentent une augmentation de la O-GlcNAcylation des
protéines liée a un accroissement concomitant de I’expression de GFAT®?4, Enfin, de facon similaire
a nos résultats, avec les traitements IL-1B et étoposide, ils nont pas montré d’impact de leur
traitement LPS sur I'expression de OGT et OGA. Cependant, indépendamment de I'augmentation
de I'expression de leurs genes nous ne pouvons exclure que les activés d’OGT et d’OGA soient
modifiées. De ce fait, il serait intéressant d’évaluer leurs activités enzymatiques dans nos

différents modeles et conditions in vitro.

Au-dela du réle avéré de la O-GIcNAcylation dans la régulation de I'inflammation, celle-ci est
également impliquée dans la régulation du cycle cellulaire et la réparation des dommages a I’ADN.
Dans notre modele de sénescence induit par I’étoposide nos traitements TG et GlcN sont capables

de modifier I'expression génique de plusieurs CDKi comme p12 et p15.

Nos résultats trés préliminaires ne nous permettent cependant pas de conclure a un effet
bénéfique sur la prévention de la sénescence. Aussi, il serait intéressant d’évaluer I'impact de
I’'augmentation de la O-GIcNAcylation, sur la phosphorylation de p53 et les niveaux protéiques des
CDKi par WB. Cela semble d’autant plus pertinent que p53 a été montré comme pouvant étre
modifié par la O-GIcNAcylation sur la ser139, conduisant a une diminution de sa phosphorylation
et de sa stabilité>¥. p27 une autre CDKi peut également étre O-GlcNAcylée sur plusieurs résidus

Ser 2, Ser106, Ser 110, Thr157 et Thr 197 impactant la prolifération et la migration cellulaire®?>626,

197



Dans le premier article, nous avons observé une accumulation de la protéine yH2AX a la suite du
traitement a I'étoposide. Or, il a été montré que la O-GIcNAcylation participe également au
maintien de I'intégrité du génome en participant notamment a la réponse au dommage a I’ADN®>~
617 Il pourrait donc étre pertinent de regarder si I'augmentation de la O-GlcNAcylation dans notre

modele pourrait favoriser la résolution des dommages a I’ADN.

Enfin, in vitro nous avons seulement investigué I'impact de I'augmentation de la O-GIcNAcylation.
Comme souligné précédemment, bien que, le prétraitement avec le TG présente des effets
similaires a ceux de la GlcN, nous avons tout de méme noté une différence dans I'intensité de
réponse plus élevée avec la GIcN. Cela suggére que l'action bénéfique de la GIcN n’est que
partiellement médiée par I'augmentation de la O-GlcNAcylation induite par OGT. Afin, d’évaluer
si I’action de la GlcN est bien médiée par I'augmentation de la O-GlcNAcylation il serait pertinent
d’inhiber spécifiguement OGT et ainsi valider que |'effet bénéfique de la GIcN est abrogé. A cette
fin, l'utilisation de composé pharmacologique tels que I'OSMI-1 pourrait s’avérer pertinent.
Cependant, des tests préliminaires réalisés avec 'OSMI-1 et non présentés dans ce manuscrit ont
révélé une mortalité accrue de nos chondrocytes en présence de cette molécule. De ce fait, nous
envisageons l'utilisation d’autres composés dérivés de I’'OSMI-1 dont la spécificité a été améliorée
tels que I'OSMI-3et I'OSMI-4, mais également d’autres approches par exemple en utilisant des

siRNA ciblant OGT.

In vivo, par IHC, nous avons montré la présence de la O-GIcNAcylation dans les différents tissus de
I"articulation et plus particulierement dans le cartilage et les ménisques au niveau nucléaire et
cytoplasmique. Cependant, malgré nos efforts pour caractériser le nombre et la localisation des
cellules positives dans ce modéle au sein des articulations et plus particulierement dans le
cartilage et les ménisques nous n’avons pas réussi a mettre en évidence de différences majeures
au cours du vieillissement. Cependant, dans notre modéle murin d’OA post-traumatique, nous
avons détectés des différences dans les niveaux d’O-GIcNAcylation entre nos groupes et dans
plusieurs tissus tels que les tissus de I'articulation, du cceur ou bien du sang. Il semble donc
pertinent a I'avenir de coupler I'lHC qui permet de détecter la localisation des cellules dans les
tissus avec une approche quantitative par WB afin de mesurer les variations du niveau d’'O-

GIlcNAcylation.

In vivo, nos résultats ont montré un effet bénéfique de I'administration de GlcN sur le remodelage

osseux et la formation d'ostéophytes. L'exposition au thiamet-G in vitro de cellules souches de la
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plaque de croissance®®?, de la moelle osseuse®?’ et de pré-ostéoblastes murins a favorisé®?862° |a
différenciation ostéogénique. En favorisant la différenciation ostéogénique et la formation
d’ostéoclastes l'augmentation de la O-GlcNAcylation que nous avons observée suite a
I’administration de la GIcN dans les tissus de I'articulation pourrait participer a la prévention de la
formation des ostéophytes. Cependant, nous avons également observé un effet néfaste de la GIcN
sur le cartilage et la synovite. Que les effets bénéfiques et néfastes soient médiés par une O-
GlcNAcylation accrue dans les tissus articulaires reste a déchiffrer dans d'autres expériences en

envisageant la encore l'inhibition du processus de O-GlcNAcylation.

L’ensemble de nos données mettent en évidence la nécessité de mieux comprendre et d'étudier

le r6le de I'0O-GlcNAcylation dans le développement et la progression de I'OA.

Afin d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques, il pourrait étre envisagé de développer des
approches OMICS afin d’identifier les protéines différentiellement O-GlcNAcylées entre le
cartilage de patient sain et arthrosique par exemple. Cependant, les techniques conventionnelles
par spectrométrie ne sont pas adaptées a I'étude de la O-GIcNAcylation des protéines, en raison
de la labilité de la liaison B-glycosidique entrainant la perte des résidu GIcNAc lors de |'étape

d'électrospray.

De ce fait, I'étude des protéines O-GlcNAcylées par spectrométrie de masse nécessite I'adaptation
des méthodes et le développement de nouvelles approches d'enrichissement ce qui explique

pourquoi peu d’études de ce type ont été réalisées a ce jour.
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Partie Il - Conclusion générale

Au cours de ce travail, nous nous sommes particulierement intéressés a la sénescence et a
I'identification de nouvelles pistes thérapeutiques en étudiant le role de la O-GIcNAcylation au

cours de I'OA.

Dans une premiére partie nous nous sommes intéressés a la sénescence dans I'OA, et plus
particulierement dans le cartilage articulaire. En effet, bien que I'implication de la sénescence dans
le développement et la progression de I'OA soit établie, les mécanismes impliqués dans la

sénescence des chondrocytes sont mal connus.

C’est pourquoi nous avons travaillé au développement d’un modéle de sénescence chondrocytaire
et a l'identification des cellules sénescentes dans deux modeles murins d’OA in vivo. Nous avons
ainsi pu montrer que I'lL-1B, une cytokine classiquement utilisée pour mimer I'environnement
inflammatoire et catabolique de I'articulation arthrosique et plus récemment détournée comme
inducteur de sénescence dans les chondrocytes, ne résume que partiellement le phénotype
sénescent. Au contraire, le second modele de sénescence utilisant I'étoposide que nous avons
développé se présente comme un bon candidat afin d’induire la sénescence dans des
chondrocytes articulaires primaires humains et dans la lignée chondrocytaire TC28A2 humaine.
Néanmoins, il serait intéressant de poursuivre la caractérisation de ce modeéle, en validant d’autres
caractéristiques propres des cellules sénescentes telles que la résistance accrue de ce modeéle aux
signaux pro-apoptotiques ou inversement sa sensibilité aux sénomorphiques. De plus, ce modéle
bien que pouvant étre instructif pour étudier la sénescence induite par I'accumulation de
dommages a I’ADN, ne refléte peut-étre pas I'ensemble des modes d’inductions de la sénescence
intervenant au cours de I'OA. En effet, d’autres modeéles de sénescence des chondrocytes peuvent
étre ou sont d’'ores et déja développés, mettant en jeu d’autres processus. L'étude de la
sénescence des chondrocytes en combinant ces différents modéles devrait permettre d’obtenir
une connaissance plus complete des mécanismes de sénescence prépondérants dans I’articulation

au cours de I'OA.

En parallele du développement de notre modéle de chondrocytes sénescents, nous avons
également cherché a identifier et caractériser in vivo les cellules sénescentes au sein des

articulations par une étude histologique dans deux modeles murins d’OA. Nous avons ainsi réussi
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a mettre en évidence différents marqueurs associés a la sénescence au sein des tissus articulaires
et plus particulierement dans les ménisques et le cartilage articulaire. Pour autant, nous n’avons
globalement pas mis en lumiére de différences significatives du nombre de cellules positives pour

ces marqueurs au cours du développement dans I'OA liée a I’dge ou post-traumatique.

Dans la seconde partie nous nous sommes intéressés au réle de la O-GlcNAcylation dans le
développement de I'OA. En effet, bien que de plusieurs données soutiennent I'idée selon laquelle
la O-GIcNAcylation des protéines jouerait un réle central dans I'homéostasie du cartilage, le role
de cette MPT reste largement inconnu dans le cartilage arthrosique et l'intérét thérapeutique de
la régulation de la O-GIcNAcylation sous-exploré dans I'OA. Les résultats de cette seconde partie
bien gu’incomplets ont tout de méme permis de mettre en évidence d’une part I'impact positif de
I"augmentation de cette MPT sur I'inflammation in vitro et sur la formation des ostéophytes in
vivo. D’autre part, un effet néfaste a été observé, avec une aggravation de la destruction
cartilagineuse et de la synovite aux temps longs de notre expérimentation. Ces résultats
soulignent la complexité de la maladie arthrosique impliquant plusieurs tissus pouvant réagir de
facon différente voir opposée aux traitements. Pour autant, le role de la O-GlcNAcylation des
protéines reste largement sous documenté dans I'OA. Nous ne savons pas, par exemple, si une
dérégulation de la O-GlcNAcylation se retrouve dans tous les types d’OA, mais également qu’elles
sont les protéines différentiellement régulées par cette modification au cours de I'OA. Des études
d’envergures avec notamment comme évoqué précédemment des études OMICS permettrons

certainement d’améliorer nos connaissances de I’O-GIcNAcylation dans le contexte de I'OA.

Pour terminer ce manuscrit, toutes ces études soulignent que I'OA est une maladie complexe,
multifactorielle et de ce fait aucune piste thérapeutique ne doit étre écartée. Ces résultats
révelent l'intérét de mieux comprendre I'impact de la sénescence mais également de la O-
GlcNAcylation dans I'OA. En effet, I’étude plus en avant des mécanismes biologiques sous-jacent
a la mise en place de la sénescence et au role de la O-GIcNAcylation dans I'apparition et le

développement de I'OA pourrait permettre I'identification de nouvelles pistes thérapeutiques.
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Mise au point d’'un modéle de sénescence chondrocytaire et role de la O-GIcNAcylation

dans l'arthrose

Mots clés : Arthrose, vieillissement, sénescence, O-GlcNAcylation

Résumé: L'Arthrose (OA) touche tous les
composants de [larticulation et se caractérise
notamment par une dégradation du cartilage, un
remodelage de l'os sous-chondral, la formation
d’ostéophytes et une inflammation synoviale. Les
patients atteint d’'OA présentent une diminution de la
mobilité articulaire, des douleurs et une qualité de
vie dégradée. Or a ce jour, il nexiste pas de
traitement curatif de 'OA et la prise en charge est
limitée au soulagement des douleurs et au maintien
de la mobilité articulaire. Un des facteurs de risque
majeur de I'OA est 'dge. La sénescence cellulaire a
été décrite comme l'un des principaux moteurs du
vieilllissement et l'accumulation de cellules
sénescentes dans les tissus est impliquée dans la
pathogenése et la progression de nombreuses
maladies liées a I'age tels que I'OA. Malgré des
résultats encourageant dans les modéles
précliniques, le ciblage des cellules sénescentes au
moyen de composés sénolytiques présente des
résultats cliniques décevants pour le traitement de
I'OA surement dd au fait que la compréhension des

processus biologiques reliant l'accumulation de
cellules sénescentes dans I'espace articulaire et la
pathologie de I'OA reste floue. Dans ce contexte, le
premier objectif de ma thése a donc été de
développer un modéle de chondrocytes sénescents
par induction de dommages a I'ADN et de le
comparer a un second modele d’inflammation induit
par I'lL-1B dans des chondrocytes humains. J'ai
également mesuré différents marqueurs de
sénescence dans des modeles d’OA liés a I'age et
post-traumatique. Parallélement, a I'augmentation
de la sénescence de nombreuses pathologies liées
au vieilissement présentent également une
dérégulation des niveaux d’O-GlcNAcylation. C’est
également le cas pour 'OA ou une augmentation
des niveaux de O-GIcNAcylation a été observee
dans les articulations de patients OA. La seconde
partie de ma thése a donc eu pour but d’investiguer
le réle de la O-GIcNAcylation in vitro dans les deux
modeles précédemment évoqués ainsi que in vivo
dans un modéle d’OA post-traumatique induite chez
la souris.

Development of chondrocytes senescence model and role of O-GIcNAcylation in osteoarthritis

Keywords: Osteoarthritis, aging, senescence, O-GIcNAcylation

Abstract: Osteoarthritis (OA) affects all the joint
components and is characterized by cartilage
degradation,  subchondral bone remodelling,
osteophyte development, and synovial inflammation.
OA patients exhibit decreased joint mobility, pain,
and a degraded quality of life. However, no curative
OA treatment exists, and OA management is limited
to pain relief and joint mobility improvement. One of
the significant risk factors for OA is age. Cellular
senescence has been described as one of the main
drivers of aging and senescent cell accumulation in
tissues is implicated in the pathogenesis and
progression of many age-related diseases such as
OA. Despite encouraging results in preclinical
models, targeting senescent cells using senolytics
produced disappointing results in clinics for the
treatment of OA. This is probably because the
understanding of the biological processes linking

senescent cells accumulation in the joint space and
the pathology of OA remains unclear. In this
context, the first objective of my PhD._was to
develop a model of senescence in human
chondrocytes by DNA damage induction and to
compare it to a second model of chondrocytes
inflammation induced by IL-13. | have also
investigated different senescent markers in age-
related and post-traumatic OA models. Along with
increased senescence, many age-related
pathologies  exhibit  dysregulation of O-
GIcNAcylation levels. This is also the case for OA
where an increased level of O-GIcNAcylation has
been observed in the joints of patients. Therefore,
the second part of my PhD aimed to investigate the
role of O-GIcNAcylation in vitro in the two models
mentioned above as well as in vivo in a
posttraumatic OA model in mice.
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