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Avant-Propos

Ce travail de these a été réalisé dans le cadre d’'une Convention Industrielle de
Formation par la Recherche (CIFRE) délivrée par I'Association Nationale de la
Recherche et de la Technologie (ANRT) et subventionnée par le Ministére de
I'Enseignement Supérieur et de la Recherche.

Ces travaux n’auraient jamais pu aboutir sans la collaboration du laboratoire de
Biologie, Génétique et Thérapies Ostéoarticulaires et Respiratoires BioTARGen,

I'entreprise le laboratoire DIELEN et I'Université de Caen Normandie (UCN).

Le cartilage articulaire hyalin est un tissu conjonctif hautement spécialisé, dense
et élastique. Il est situé aux extrémités distales des piéces osseuses et assure la
mobilité de ces derniéres entre elles ainsi que I'amortissement des chocs subis par
l'articulation. Le cartilage articulaire comporte un type cellulaire majoritaire, le
chondrocyte, ne représentant que 3% du volume, au sein d’'une abondante matrice
extracellulaire (MEC). Le cartilage étant non innervé, mais aussi avasculaire, sa
nutrition se fait par diffusion passive par lintermédiaire, soit du liquide synovial
synthétisé par la membrane synoviale, soit par 'os sous-chondral. Ce sont aussi ces
éléments qui assurent 'apport en oxygéne aux chondrocytes, on retrouve un gradient
compris entre 1% et 10% en dioxygéne au sein du tissu articulaire, selon leur
localisation. Les chondrocytes évoluent donc dans un environnement pauvre en
nutriments et présentent une physioxie de type hypoxique.

La MEC est organisée en un réseau dense de fibres de collagéne de type II,
collagene majoritaire de la MEC du cartilage articulaire hyalin, il est associé aux
collagenes de types IX et XI, au travers de fibres hétérotypiques. Ces différentes fibres
de collagénes se lient aux agrécannes, protéoglycannes (PG) majeurs et
caractéristiques du cartilage. C’est 'ensemble de ces différents éléments qui compose
la MEC et sa complexité, et cette organisation confére au cartilage des propriétés de
résistances aux forces de compression et d’élasticité. Le collageéne de type Il et
'agrécanne sont considérés comme étant les marqueurs spécifiques du tissu

cartilagineux.
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Chez I'adulte sain, le cartilage articulaire et le chondrocyte sont régis par une
homéostasie, se traduisant par un équilibre entre catabolisme et anabolisme. Le
catabolisme est assuré par une activité de résorption tres faible par des « Matrix
metalloproteinases » (MMP) ou des agrécannases comme les « A disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin motifs », notamment I'ADAMTSS5, et la
protéase a seérine « High temperature requirement A » (HtrA1). Ces activités sont
contrebalancées par les « tissue inhibitor of matrix metalloproteinases » (TIMP).

Lors de la mise en place de I'arthrose, pathologie dégénérative du cartilage, cet
équilibre est rompu, la dégradation de la MEC prenant le dessus par rapport a la
synthése des différents composants matriciels. Ce phénoméne se traduit, notamment,
par une perte de I'expression du collagéne de type Il et de 'agrécanne, les marqueurs
caractéristigues du cartilage articulaire et par linduction d’'une synthése non
équivalente de collagene de type |, isotype atypique pour le cartilage articulaire sain.
Le collagéne de type |, collagéne le plus abondant de 'organisme, ne possédant pas
les mémes propriétés biomécaniques que le collagéne de type Il (et de types IX et XI)
sera la source de la genése d’'un fibrocartilage. Ce fibrocartilage néosynthétisé, ne
possédant pas les mémes caractéristiques que le cartilage articulaire hyalin, ne résiste
que tres temporairement aux différentes contraintes subies par I'articulation et est, par
conséquent, rapidement dégradé. L’os sous-chondral va alors se retrouver mis a nu,
laissant les différentes pieces osseuses composant l'articulation, entrer en contact
entre elles lors de leur sollicitation, ce qui est a I'origine de fortes douleurs.

Ces dernieres années, de nouvelles stratégies de médecine régénératrice,
orientées vers la thérapie cellulaire et I'ingénierie tissulaire (IT) ont vu le jour. Ces
travaux ont été initiés par Brittberg et ses collaborateurs en 1994 afin de régénérer un
tissu fonctionnel, sain et de type hyalin, obtenu a partir de chondrocytes autologues
préalablement amplifiés in vitro (Brittberg et al., 1994). Cependant, cette technique
comprend de nombreuses limites. En effet, les chondrocytes articulaires, prélevés
dans une zone non portante de [larticulation, possedent une faible capacité
proliférative. De plus, le protocole indispensable d’amplification cellulaire in vitro va
induire la dédifférenciation des chondrocytes, qui synthétiseront alors des molécules
atypiques du cartilage hyalin dont le collagene de type I. Cet isotype collagenique
apparait comme une premiére réponse, un processus de réparation transitoire lors de
la perte de substance chondrale menant a la création d’'un substitut cartilagineux de
type fibrotique, plus cassant, et ne possédant pas les mémes caractéristiques que le
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cartilage articulaire hyalin. De nouvelles générations de transplantation de
chondrocytes autologues (TCA) ont vu le jour depuis le développement du procédé de
Brittberg afin d’optimiser de nombreux parametres, tels que le type cellulaire, le
protocole de re-différenciation, I'utilisation de biomatériaux, ou encore, la modification
du microenvironnement cellulaire. Plus de 25 ans aprés l'initiation de ces travaux,
aucune stratégie thérapeutique n’aboutit a la synthése d’'un néo-cartilage hyalin.

Les thérapies actuelles les plus couramment utilisées demeurent des
traitements pharmacologiques, ne ciblant que les symptdmes dus a l'arthrose, parmi
lesquels on retrouve les antalgiques et les anti-inflammatoires. Ces traitements ne
permettent, en aucun cas, de régénérer du tissu cartilagineux, de pallier la perte de
substance chondrale et de recouvrer 'usage fonctionnel complet d’une articulation.

Les traitements alternatifs, comme les compléments alimentaires, sont de plus
en plus utilisés en nutraceutique ; on retrouve parmi eux la glucosamine, la
chondroitine-sulfate (CS) qui sont des molécules faisant partie intégrante de la
structure des agrécannes. De nombreuses études ont montré un effet
chondroprotecteur ou permettant de soulager les symptdémes dus a I'arthrose de ces
deux molécules. Les matrikines, fragments de macromolécules biologiquement actifs
issus de la MEC, ont aussi permis d’obtenir des résultats encourageants permettant
de diminuer la sensation de douleur articulaire ainsi qu’une recouvrance de I'état de
forme générale chez des patients atteints d’arthrose. Cependant, bien que ces
compléments contribuent a améliorer le confort de vie des patients, aucune étude n’a
permis de démontrer que ces différentes molécules étaient capables de régénérer le
tissu cartilagineux. L'évolution négative de I'arthrose demeure donc inéluctable.

Le projet de these présenté ici s’appuie sur des travaux réalisés préalablement
au laboratoire sur un projet financé par 'Agence Nationale de la Recherche (ANR),
d’acronyme PROMOCART, qui permit, en 2012, le dépdt d’'un brevet par l'unité
BioTARGen sur une technique de génération d’un substitut néo-cartilagineux de type
hyalin, a partir de chondrocytes articulaires humains. Ainsi, les études menées au sein
du laboratoire ont conduit a cultiver des chondrocytes en hypoxie dans des éponges
de collagéne de types l/lll, conditions permettant de limiter la dédifférenciation et ainsi
d’obtenir des chondrocytes matures différenciés dont le phénotype est stabilisé. Le
projet de recherche développé dans le cadre de ces travaux de thése a pour objectif
général d’étudier I'effet de collagénes hydrolysés, d’origine marine, sur les principaux

marqueurs de l'anabolisme et du catabolisme des chondrocytes du cartilage
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articulaire, sur leur activité métabolique et leur sénescence. Ces hydrolysats sont issus
de deux sources d’origine marine, la peau de poisson et le cartilage de poisson
cartilagineux (roussette, hémisole). Ces deux tissus possédent une MEC importante
renfermant de nombreuses macromolécules dont majoritairement des collagenes
(respectivement les isotypes de type | pour la peau et Il pour le cartilage). Ces
hydrolysats peuvent représenter une source extrémement importante de matrikines
biologiguement actives dont les activitéts biologiques sur la balance
prolifération/différenciation seront étudiées dans ce projet. Plusieurs axes de
recherche peuvent étre dégagés afin de développer les connaissances scientifiques
sur ces hydrolysats permettant ainsi de caractériser leurs éventuelles interactions avec
le microenvironnement chondrocytaire et le chondrocyte lui-méme.

Dans un premier temps, des prélévements de chondrocytes articulaires équins
et humains ont été réalisés. Un banking systématique des différentes souches de
chondrocytes articulaires équins a été mis en place et 'absence de contamination
bactérienne et virale a été vérifiée.

Une fois les cellules équines obtenues et validées pour une utilisation in vitro, le
procédé d’obtention d’'un organoide cartilagineux développé initialement avec les
chondrocytes humains et breveté a été transposé aux chondrocytes articulaires
équins, avec lesquels il a été possible d’obtenir un substitut néo-cartilagineux de type
hyalin, méme avec des chondrocytes « dédifférenciés » ayant été congelés dans le
bio-banque cellulaire.

Ensuite, I'innocuité des hydrolysats vis-a-vis des chondrocytes a été étudiée.
L’activité métabolique a également été analysée afin d’évaluer si I'ajout des
hydrolysats au milieu de culture permet d’augmenter, ou non, leur activité métabolique
mitochondriale. Une gamme de concentration allant de 0,1 a 250 ug/ml d’hydrolysats
a été employée afin d’'observer un éventuel effet dépendant de la concentration. Cette
étude a également permis de définir la ou les concentrations optimales d’utilisation lors
de la suite du programme de recherche.

Une fois les concentrations efficaces définies, les cellules ont été cultivées sous
forme d’organoides dans des éponges de collagéne de types l/lll en hypoxie durant
une semaine afin de mimer au mieux leur microenvironnement in situ. Les différents
hydrolysats ont été testés en présence ou non d’Interleukine-1 (IL-1), ou du facteur
chondrogénique, la « Bone Morphogenetic Protein 2 » (BMP-2). L'utilisation séparée

ou la combinatoire de ces deux molécules permet de mimer, en partie, les différents
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stades observés lors de I'évolution du processus arthrosique. Ainsi, I'utilisation de la
BMP-2 seule permet d’'induire un microenvironnement chondrogénique redifférenciant,
la combinatoire BMP-2/IL-1 mime un stade d’arthrose précoce et I'lL-1 utilisée seule
va induire un microenvironnement pro-inflammatoire retrouvé lors des stades
d’arthrose plus avancés. La MEC néo-synthétisée a ensuite été évaluée afin de définir
si sa qualité se rapproche de celle d'un cartilage articulaire de type hyalin. L'effet des
hydrolysats sur I'expression des différents facteurs associés a I'inflammation a aussi
éteé évalué.

L’ensemble de ce projet a été mené en parallele sur le modéle équin et le
modele humain. L’impact socio-économique de I'arthrose n’est plus a démontrer chez
'Homme. Chez le modele équin, les affections articulaires occupent une place
dominante de par leur fréquence et ont un impact économique majeur (estimation a
plus de 100 millions d’euros de codts directs et indirects par an de ces affections pour

la seule filiére trot).
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Introduction

l. Le systeme ostéo-articulaire

L’'Homme et le cheval ont pour «charpente » un squelette composé
respectivement de 206 et 205 os. Ces os rigides, véritable structure architecturale de
'organisme, servent de points d’attache aux différents muscles et de protection vis-a-
vis des organes vitaux. Cependant, bien que rigides, ils n’en demeurent pas moins au
cceur d’'un mécanisme extrémement souple, permettant a 'organisme de se mouvoir
et d’accomplir de nombreux mouvements. Ces os sont reliés entre eux par différents

types d’articulations classées selon leur degré de mobilité et leur structure.

A. Classification des différents types d’articulation

L’articulation peut étre définie comme étant 'ensemble des parties molles et
dures par lesquelles s’'unissent deux ou plusieurs os voisins. L’Homme compte, tout
comme le cheval environ 400 articulations. Les nombreuses articulations rencontrées
dans l'organisme peuvent étre classifiées selon deux modes, une premiére

classification dite « fonctionnelle » et une seconde dite « morphologique ».
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A. Synarthroses : sutures du B. Amphiarthroses : disques
intervertébraux

C. Diarthroses

Articulation Articulation Articulation
huméroscapulaire Fémorotibiale Coxofémorale

Figure 1 : Représentation schématique des différents types d’articulations.

La classification dite fonctionnelle est basée sur la mobilité et les structures
composant larticulation. On peut alors décliner les articulations en trois grandes
catégories (figure 1) :

Les synarthroses correspondent a des articulations immobiles. La jonction est
alors réalisée par un tissu le plus souvent fibreux, c’est pour cette raison qu’elles sont
aussi appelées articulations fibreuses. Les synarthroses regroupent donc les
syndesmoses reliant deux os par un tissu entre eux comme le radius et l'ulna, les
sutures décrivant la jonction entre deux os qui vont progressivement se solidifier, par
exemple I'articulation entre I'os frontal et pariétal, ou encore la gomphose, articulation
qui unit la dent a 'alvéole dentaire.

Les amphiarthroses sont des articulations semi-mobiles pouvant étre
cartilagineuses. Les liaisons entre les os sont réalisées par un coussinet de cartilage
fibreux. Les amphiarthroses regroupent les symphyses reliant deux os par du tissu
cartilagineux et du tissu conjonctif comme la symphyse pubienne et les synchondroses
unissant deux os uniqguement par du cartilage. Les articulations entre les cotes et le
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sternum ou encore entre les vertebres et le disque intervertébral sont des
amphiartroses.

Les diarthroses sont par définition des articulations mobiles dont les extrémités
osseuses sont recouvertes d'un cartilage hyalin et sont unies par les ligaments.
L’articulation, maintenue par les ligaments, est composée d’une capsule synoviale
renfermant la synovie ou liquide synovial. C’est la raison pour laquelle elles sont aussi
appelées articulations synoviales. Il est possible de distinguer six types de diarthroses
selon la forme des extrémités osseuses composant I'articulation et leur capacité de
mouvement (figure 2). Parmi les diarthroses, on retrouve donc les énarthroses
(extrémités osseuses respectivement convexes et concaves comme entre la scapula
et 'humérus); les condyliennes (extrémités osseuses elliptiques convexes et
elliptigues concaves retrouvées dans l'articulation radio-carpienne) ; les diarthroses
dites «en selle » (extrémités osseuses convexes et concaves a la fois comme
larticulation carpo-métacarpienne) ; les trochléennes (extrémités osseuses
respectivement concaves avec un relief en forme de créte et convexes en forme de
poulie permettant l'insertion de la créte retrouvée au niveau de l'articulation huméro-
cubitale) ; les trochoides (extrémités osseuses respectivement cylindriques répondant
a la concavité d’'un cylindre pouvant étre observées au niveau de I'articulation radio-
cubitale supérieure) ; les arthrodeses (extrémités osseuses planes telles que

I'articulation médio-carpienne).

25



Introduction — Le systéme ostéo-articulaire

Figure 2 : Classification morphologique des articulations de type diarthrose.

A. Articulation de type énarthrose. B. Articulation de type condylienne. C. Articulation dite « en
selle ». D. Articulation de type trochléenne. E. articulation de type trochoide. F. Articulation de

type arthrodése.
https://www.elsevier.com/fr-fr/connect/etudes-de-medecine/paces-ue-5-organisation-des-appareils-et-des-systemes

Le second type de classification, dit « morphologique », différencie les
articulations selon leur composition. On peut ainsi distinguer trois grandes familles :
les articulations fibreuses, composées d'un tissu fibreux, les articulations
cartilagineuses, composées d’un cartilage hyalin ou d'un fibrocartilage, et les
articulations synoviales composées d’une capsule fibreuse contenant du liquide

synovial.

B. Les différents types de cartilages

Le cartilage est un tissu conjonctif hautement spécialisé formé majoritairement
d’un type cellulaire prédominant de forme arrondie, le chondrocyte. Les chondrocytes
synthétisent une abondante MEC constituée de fibres de collagenes et de PG. Il existe
différents types de cartilages possédant des caractéristiques structurales et
fonctionnelles plus ou moins distinctes : le cartilage hyalin, le cartilage élastique et le
fibrocartilage (Ross & Pawlina, 2011).
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1. Le cartilage hyalin

D’apparence blanchatre et translucide, c’est le type cartilagineux le plus
frequemment retrouvé (figure 3). Il forme la premiere maquette squelettique lors du
développement embryonnaire et sera par la suite remplacé par un squelette osseux.
A I'dge adulte, il se situe au niveau du nez, de l'insertion sternale des cotes, des voies
respiratoires et recouvre I'extrémité des surfaces articulaires des os longs. Le cartilage
hyalin, a I'exception du cartilage articulaire, est entouré par une couche de tissu
conjonctif, le périchondre. Ce dernier contient des vaisseaux sanguins qui assurent la
nutrition et 'oxygénation du cartilage par diffusion passive a travers la matrice
cartilagineuse. Les cellules chondrogéniques se situent dans le périchondre et
assurent ainsi une croissance par apposition. Les cellules de la couche profonde du
périchondre se différencient en chondroblastes, puis en chondrocytes. La MEC
synthétisée est abondante, les chondrocytes y sont volumineux et produisent du
collagéne de type Il ainsi que de nombreux PG (Ross & Pawlina, 2011).
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Figure 3 : Le cartilage hyalin.
http://www.edu.upmc.fr/histologie/C/cartilage/hyalin/pages/chyal
02.htm
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2. Le cartilage élastique

Le cartilage élastique est un
cartilage peu abondant (figure 4). On le
retrouve essentiellement dans les zones
ou le tissu sera tres résistant et élastique
comme le pavillon de l'oreille, la trompe
d’eustache, [I'épiglotte et certains
cartilages du larynx. Comme le cartilage
hyalin, il est constitué de collagene de

type Il et de PG mais comprend

https://www3.unifr.ch/apps/med/elearning/fr/stuetz

eégalement de nombreuses fibres Figure 4 : Le cartilage élastique.
d’élastines. Ces derniéres permettent la &e/knorpeI/elastisch/f-elastisch.php

déformation des structures anatomiques avant le retour a leur forme initiale. De plus,

le cartilage élastique présente une densité de cellules plus importante que le cartilage

hyalin (Ross & Pawlina, 2011).

3. Le cartilage fibreux (fibrocartilage)

Le cartilage fibreux, aussi appelé fibrocartilage, se situe au niveau des disques

intervertébraux, de la symphyse pubienne, des ménisques et de la zone d’insertion de

certains tendons (figure 5). C’est un tissu qui
résiste a la traction et qui comprend des
chondrocytes de types fusiformes. La MEC
synthétisée par ces derniers est composée
essentiellement de collagéne de type |, on peut
aussi retrouver en moindre proportion d’autres
types de collagénes (isotype IlI) et des PG. La
composition de la MEC du cartilage fibreux lui
confere a la fois résistance et élasticité (Ross &
Pawlina, 2011).
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Figure 5 : Le cartilage fibreux.
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C. Structures avoisinantes et aspect du cartilage
articulaire hyalin

1. Structure générale

Une articulation a pour fonction de relier les os entre eux et de conférer la
mobilité au squelette (figure 6). Les diarthroses ou articulations mobiles sont le plus
fréquemment retrouvées dans I'organisme et se situent essentiellement au niveau des
membres. Les articulations mobiles relient les extrémités osseuses séparées 'une de
'autre par une cavité articulaire. Dans ce type d’articulation, le cartilage hyalin qui
recouvre les surfaces osseuses est appelé le cartilage articulaire. C’est un tissu non
innervé, avasculaire et élastique qui persiste tout au long de la vie adulte. Il permet le
glissement des pieces osseuses entre-elles avec un coefficient de friction
extrémement bas tout en assurant 'amortissement des chocs et la répartition des

pressions subies par l'articulation.

Tendon \\

Epiphyse osseuse

0

Cavité synoviale

Capsule articulaire Cartilage articulaire

et membrane ‘
synoviale ! Ligament

k Entheése

Figure 6 : Schématisation d’une articulation synoviale.
https://free3d.com/3d-model/knee-joint-bone-4648.html /

Liquide synovial

Les diarthroses sont composées de différents éléments communiquant entre
eux afin d’assurer le bon fonctionnement de l'articulation. Parmi ces structures, le

cartilage articulaire hyalin possede un rOle essentiel, en effet, il va protéger les
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extrémités osseuses qui sont innervées. Le cartilage hyalin persiste durant toute la vie
de I'organisme et posséde un trés faible taux de renouvellement. Son épaisseur peut
varier de 2 a 7 mm selon la localisation et les contraintes subies par 'articulation. Bien
que le cartilage ait un réle prépondérant au sein de l'articulation, la présence de
structures permettant le maintien physiologique du tissu est essentielle et ce tissu doit
étre en synergie avec les structures avoisinantes afin de permettre un fonctionnement

optimal de I'articulation.

2. L’environnement du cartilage articulaire hyalin

Le cartilage articulaire hyalin est situé au coeur d’'une capsule fibreuse revétue
a lintérieur par une fine membrane appelée membrane synoviale. Cette membrane
est composée principalement de synoviocytes. Les synoviocytes sont représentés par
deux types cellulaires majoritaires, les synoviocytes de type A, comparables a des
macrophages, assurant I'élimination des microorganismes et des deébris issus de
l'articulation présents dans le liquide synovial et les synoviocytes de type B dont
l'activité est essentiellement sécrétoire (Palmer & Bertonne, 1994). En effet, ce sont
les synoviocytes de type B qui assurent I'excrétion des principaux constituants du
liquide synovial ou synovie tels que l'acide hyaluronique (AH) et les différentes
protéines permettant au liquide synovial d’assurer ses fonctions (Dasuri et al., 2004).
En effet, le liquide synovial assure la lubrification du cartilage hyalin grace notamment
au « PRoteoGlycan 4 » (PRG4) ou lubricine et 'AH qui sont responsables des
propriétés de visco-élasticité du liquide synovial. La synovie est aussi, avec I'os sous-
chondral, la principale source de nutrition en glucose et en oxygene des chondrocytes
(Hui et al., 2012). Par ailleurs, en assurant la nutrition, la lubrification et le
renouvellement du liquide synovial, les synoviocytes vont jouer un réle prépondérant
dans 'homéostasie du cartilage articulaire hyalin (Bartok & Firestein, 2010).

L’os sous-chondral est séparé de la cavité articulaire par le cartilage articulaire.
L’os sous-chondral peut étre décomposé en deux zones anatomiques distinctes, la
plague et I'os trabéculaire de I'os sous-chondral. La plaque de I'os sous-chondral se
juxtapose directement au cartilage. Elle est poreuse, parcourue de canaux faisant le
lien entre I'os et le cartilage. Dans ces canaux, on retrouve de nombreux vaisseaux
sanguins et nerfs qui se prolongent sous forme de petites branches jusque dans la
zone de cartilage apposée a l'os. En s’éloignant un peu plus de la surface articulaire,
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se trouve l'os trabéculaire. |l posséde la capacité d’absorber les chocs et permet
'apport de certains nutriments au cartilage. Cette partie de I'os sous-chondral est
richement vascularisée, innervée et contient de la moelle osseuse. La physiologie de
I'os sous-chondral influence celle du cartilage et inversement.

Au sein du tissu cartilagineux, en partant de sa surface pour arriver a I'os sous-
jacent, il est possible de distinguer quatre couches superposées aux caractéristiques
et fonctions distinctes. Ce modeéle est appelé modéle en arcades ou modéle de
Benninghoff (figure 7) (Aydelotte & Kuetner, 1988 ; Poole et al., 2001). La structure du
cartilage articulaire adulte est caractérisée par la présence de couches créées par

I'orientation des fibres de collagéne (Benninghoff, 1925).
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Figure 7 : Représentation schématique (A) et en microscopie confocale (B) a balayage laser des
différentes couches de cartilage articulaire selon le modéle de Benninghoff.

Les chondrocytes synthétisent et baignent dans une importante MEC dont I'organisation et la nature varie
en fonction de leur profondeur au sein du tissu. Aprés une mince couche en contact avec la cavité
articulaire, acellulaire, perméable, ou les fibres de collagénes sont disposées parallélement a la surface
du cartilage, on retrouve la couche superficielle de ce tissu. Dans cette zone, les chondrocytes sont gros,
arrondis et souvent groupés par paire. Cette partie est élastique et les fibres de collagénes commencent
a opérer une rotation afin de s’orienter perpendiculairement a la surface du tissu. Ces fibres seront
perpendiculaires a la surface de la couche profonde. Les chondrocytes, quant a eux, se retrouvent
organisés en colonnes paralléles aux fibres de collagene. Cette couche détient I'activité métabolique la
plus importante. Enfin, a la jonction avec I'os sous-chondral se trouve une fine couche calcifiée, ou les
chondrocytes hypertrophiques sont présents et expriment le collagéne de type X.

D’apres L

iu etal., 2017.

D’aprés Smith et al., 2018.

3. Les différentes couches du cartilage articulaire

3.1. La couche superficielle

La couche superficielle baigne dans le liquide synovial, aussi appelé couche

tangentielle, elle est extrémement mince (environ 5% du volume total du cartilage).

Elle est constituée d’'une premiére couche acellulaire semblable a un film translucide
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dénommé lamina splenda riche en fibres de collagéne (disposées parallelement a la
surface du cartilage), en fibronectine et en eau (MacConaill, 1951 ; Gilmore &
Plafrey,1988). Cette premiére couche la plus superficielle du cartilage articulaire va
absorber les différentes forces de compression et de tension subies par I'articulation.
Juste en dessous, se trouve une couche de chondrocytes allongés et aplatis, cette
couche de chondrocytes est la plus riche en cellules et ce nombre de cellules diminue
avec I'age de l'individu (Vignon et al., 1976).

3.2. La couche moyenne

Aussi appelée couche de transition, la couche moyenne représente 40 a 60%
du poids du cartilage et 30 a 35% de son volume matriciel. Elle est composée de
chondrocytes arrondis entourés par des faisceaux radiaux de fibrilles de collagénes
epaisses (Sophia-Fox et al., 2009). Les fibres de collagene commencent a s’incliner
progressivement et perpendiculairement par rapport a la surface du cartilage. Ces
fibres sont aussi plus épaisses et moins nombreuses. C’est une zone qui est riche en

PG, ce qui rend cette couche plus élastique.

3.3. La couche profonde

C’est la couche possédant le plus grand volume du cartilage articulaire, de 35 a
40%. La cellularité continue de diminuer progressivement mais la taille des
chondrocytes augmente. Le taux de PG est aussi extrémement important et la teneur
en eau de la MEC diminue. L’activité métabolique des chondrocytes est la plus
importante dans cette couche profonde par rapport aux autres couches du cartilage
articulaire. Les fibrilles de collagéne sont positionnées entre des colonnes de

chondrocytes, parallelement a I'axe long de l'os.

3.4. La couche calcifiée

La couche calcifiée sert de tampon mécanique entre le cartilage articulaire non
calcifié et I'os sous-chondral. Les chondrocytes y sont rares et hypertrophiques avec
une morphologie ronde et de taille relativement petite. Cette couche contient des fibres

de collagene compactées, trés peu d’eau et une absence de PG. En revanche, du
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collagéne de type X, de I'hydroxyapatite et des amas calciques seront retrouvés dans
la MEC.

D. Composition biologique et biochimique du cartilage

articulaire

Le cartilage articulaire hyalin est composé d’'une importante MEC et d’un type
cellulaire majoritaire, le chondrocyte. On note aussi la présence de cellules souches

mésenchymateuses (CSM).

1. Les cellules souches mésenchymateuses

Bien que le chondrocyte soit le type cellulaire cartilagineux majoritairement
présent au sein du cartilage articulaire, différentes études ont démontré la présence
de CSM au sein du cartilage articulaire sain, mais aussi arthrosique, dans une faible
proportion (10% des cellules totales environ) (Alsalameh et al., 2004). Ces CSM sont
multipotentes et présentent un certain nombre de marqueurs de surface
caractéristiques des CSM, elles possédent aussi une forte capacité proliférative. Leur
proportion, assez faible en condition physiologique saine est augmentée dans des cas
pathologiques comme I'arthrose. Ainsi, ces cellules sont recrutées lors de lésions
chondrales et semblent s’engager alors vers la redifférenciation chondrocytaire. Ces
chondroprogéniteurs sont aussi retrouvés dans la synovie (Marinova-Mutafchieva et
al., 2000) ainsi que dans la membrane synoviale (Nishimura et al., 1999).

2. Le chondrocyte

Le chondrocyte est le type cellulaire majoritaire du cartilage (figure 8).
Cependant, le cartilage étant constitué d’'une MEC extrémement importante et
volumineuse, les chondrocytes ne représentent qu'une faible proportion du volume
total du cartilage soit 1 a 2% du volume et 3 a 5% du poids sec du cartilage (Aigner &
Stéve, 2003).

34



Introduction — Le systéme ostéo-articulaire

/

Figure 8 : Le chondrocyte.
A. Microscopie électronique d’un chondrocyte de cartilage hyalin.

B. Microscopie électronique 3 balayage d’un chondrocyte en condition iso-osmotique.
D’aprés Hashimoto et al., 1998.
D’aprés Guilak et al., 2002.

Leur morphologie varie selon leur localisation dans les différentes couches du
tissu articulaire, mais ils sont généralement ronds ou polygonaux. Ces cellules
possedent un noyau volumineux, arrondi et nucléolé dans sa région centrale. Le
cytoplasme contient tous les organites nécessaires a la formation et la synthése de la
MEC. Les chondrocytes obtiennent les nutriments et 'oxygéne par diffusion passive a
partir du liquide synovial ou de I'os sous-chondral, comme déja indiqué. Le glucose est
la principale source d’énergie des chondrocytes et est un précurseur essentiel de la
synthése des GlycosAminoGlycanes (GAG) (Kim & Conrad, 1976 ; Mason & Sweeney,
1994). Du fait de I'absence de vascularisation du tissu cartilagineux, les chondrocytes
expriment de maniére constitutive des « GLUcose Transporter » 3 et 8 (GLUT), des
GLUT induits par des cytokines comme GLUT1 et GLUT6 ainsi que des transporteurs
membranaires actifs afin de bénéficier de fagon optimale du gradient de concentration
de nutriments qui diffusent depuis le liquide synovial. Tout comme le glucose,
'oxygéne est réparti selon un gradient de concentration qui décroit de la surface vers
les couches les plus profondes du cartilage. La tension en oxygene est de I'ordre de
10% au niveau de la couche superficielle et inférieure a 1% dans la couche la plus

profonde du cartilage. In vitro, les chondrocytes s’adaptent a de faibles tensions
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d’oxygéne en surexprimant I’ « Hypoxia Inducible Factor » 1-a (HIF). HIF 1-a va alors
stimuler I'expression de GLUT et des facteurs angiogéniques tels que le « Vascular
Endothelial Growth Factor » (VEGF) (Mobasheri et al., 2005 ; Lin et al., 2004).

Les chondrocytes articulaires adultes sont des cellules quiescentes ayant une
faible activité métabolique. Ces cellules sont incluses dans des logettes appelées
chondroplastes situées au sein méme de la MEC cartilagineuse et régissent
’homéostasie du cartilage. Les chondrocytes synthétisent aussi bien les composants
matriciels de la MEC dans laquelle ils évoluent, mais aussi, les protéases responsables
de sa dégradation. Ainsi, 'homéostasie résulte d’'un subtil équilibre entre la synthése
des composants typiques du cartilage articulaire et celle des MMP et des ADAMTS
menant au catabolisme du tissu. Cet équilibre demeure essentiel afin de conserver

lintégrité, la structure, la qualité et les fonctions du cartilage articulaire hyalin.

3. La matrice extracellulaire

La MEC représente 95% du poids sec du cartilage. La majorité du poids humide
est représentée par I'eau, de I'ordre de 60 a 80% de ce poids. La MEC est composée
majoritairement de deux macromolécules, le collagene de type Il et 'agrécanne, que
I'on considére comme les marqueurs typiques ou caractéristiques du cartilage hyalin.
L’arrangement tridimensionnel des collagénes et agrécannes, ainsi que I'eau liée aux
différents PG, conférent au cartilage articulaire sa résistance aux différentes forces de
compression subies par l'articulation. Le contenu de la MEC varie en fonction de la
distance qui la sépare des chondrocytes. Ainsi, se trouve a proximité du chondrocyte,
la matrice péricellulaire, puis, en s’éloignant des cellules, la matrice territoriale et enfin
la matrice interterritoriale (figure 9) (Sophia-Fox et al., 2009 ; Heinegard & Saxne,
2011).
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Figure 9 : Représentation générale de la MEC.
CILP-1 : « cartilage intermediate layer protein 1 » ; COMP : « cartilage oligomeric matrix protein" ; CS : «
chondroitin-sulfate »; KS : « keratan-sulfate »; PRELP : « proline-arginine-rich and leucine-rich repeat
protein ».

D’aprés Heinegard & Saxne, 2011.

La matrice péri-cellulaire, régit les interactions entre le chondrocyte et la MEC
(Poole et al., 1988). Les intégrines situées dans la membrane plasmique des
chondrocytes vont servir de récepteurs aux différents signaux de I'environnement et
permettre la transduction du signal mécanique recu (Poole et al., 1988 ; 1991 ; 1992).
Le chondrocyte pourra ainsi adapter sa réponse en fonction des différents signaux
regus via ce phénoméne de mécano-transduction du signal. Cet espace est
essentiellement composé de microfibrilles de collagéne de types VI et IX ainsi que
d’AH, on retrouve aussi des petits PG comme la décorine, la fibronectine ou encore le
biglycane.

La matrice territoriale assure la jonction entre la matrice péri-cellulaire et la

matrice interterritoriale. Plus en périphérie, elle englobe un ou plusieurs chondrocytes
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formant des groupes isogéniques au sein de la MEC. C’est une matrice riche en
collagene de type Il, agrécanne et CS.

La matrice interterritoriale entoure la matrice territoriale, elle va assurer la
jonction entre les différents groupes de chondrocytes, c’est la région la plus éloignée
du chondrocyte et qui posséde le volume le plus important. Elle est essentiellement
composée de collagénes de type I, IX et XI. L’agrécanne est aussi présent et va se
lier a I’'AH par l'intermédiaire de polyméres, de protéines de liaison. D’autres molécules
non collagéniques permettent 'organisation du réseau protéique comme la « Cartilage
Oligomeric Matrix Protein » (COMP), la décorine, la matriline-3 et la fioromoduline
(Sophia Fox et al., 2009).

3.1. Les collagénes du cartilage articulaire

Les fibres de collagenes sont les composants structurels les plus abondants du
cartilage. Les molécules de collagénes sont composées de trois chaines a
polypeptidique formant une triple hélice. Les chaines a peuvent étre identiques
(homotriméres) ou différentes (hétérotriméres). L’assemblage en triple hélice
nécessite un résidu glycine tous les trois acides aminés (aa) dans les chaines
polypeptidiques. Il en résulte une structure répétée (Gly-X-Y)n qui caractérise les
domaines collagéniques. Les positions X et Y sont souvent occupées par une proline
et une hydroxyproline, dans 1/3 des cas.

Dans certains collagenes, les domaines collagéniques (hélicoidaux) alternent
avec des domaines non collagéniques (non hélicoidaux). Les interruptions au niveau
de la triple hélice permettent des flexibilités intramoléculaires et des clivages
protéolytiques spécifiques. Les triples hélices natives sont résistantes a presque toutes
les protéases (Gelse et al., 2003). La famille des collagénes se compose de 28 types
qui sont classifiés en fonction de la structure et des propriétés des collagénes (Gelse
et al., 2003). 90% des collagenes sont fibrillaires mais il existe également des
collagenes non fibrillaires (figure 10 et tableau |). Les collagénes fibrillaires contiennent
des triples hélices continues ou partiellement interrompues par des domaines
hélicoidaux tels que les collagenes de type I, 11, 11, V, X1, XXIV et XXVII. Les collagénes
non fibrillaires regroupent 'ensemble des molécules de collagenes dont la structure
n’est pas une triple hélice uniforme. En effet, cette famille de collagénes contient trois

chaines polypeptidiques, mais celles-ci sont interrompues fréquemment par des

38


https://fr.wiktionary.org/wiki/%CE%B1#el
https://fr.wiktionary.org/wiki/%CE%B1#el

Introduction — Le systeme ostéo-articulaire

domaines non hélicoidaux. Ce groupe tres hétérogéne peut étre subdivisé en plusieurs
sous-groupes. Le sous-groupe « Fibril Associated Collagens with Interrupted Triple-
helix » (FACIT), comme son nom l'indique, contient des collagénes qui s’associent
avec des collagenes fibrillaires. Le deuxiéme sous-groupe correspond aux collagénes
pouvant former des réseaux comme les collagénes de types VIl et X qui présentent
une chaine collagénique courte. Le collagéne des membranes basales, collagéne de
type IV, fait aussi partie de cette famille. La derniére catégorie est représentée par les
collagénes pouvant former des microfibrilles et correspondent aux collagenes de types
VI, VIl et XIll. Le collagéne de type VI forme des structures en « colliers de perles »
alors que le collagene de type VIl constitue des filaments d’ancrage (Gelse et al.,
2003).

Fibril-forming collagens Network-forming collagens
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Figure 10 : Organisation structurale des sous-domaines des hélices de collagéne.
D’aprés Ricard-Blum, 2011.

Les collagenes membranaires (isotypes XlII, XVII, XXIII et XXV) et les
multiplexines (collagénes XV et XVIII) complétent les différents sous-groupes de
collagenes (figure 10, tableau ).
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Parmi les différents collagenes présents dans le cartilage articulaire sain, le
collagene de type Il représente 80% des isotypes du cartilage. Par ailleurs, 15% des
collagénes du cartilage sont de types IX et Xl, les 5% restants correspondent a d’autres

types collagéniques (les collagénes de type lll, VI, X et XlI) (Aigner & Stéve, 2003).
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VI el (VIO 2V
X [23(X)
FACIT collagens

X al(Xe2(DX«3(X)

X0 [al(XIDk

XIV  [al(XIV)]s
XX [al(XIX)]s
XX [l30k
XXI  [al(XXI)]s

Transmembrane mllagens
XM [el( X)),
XV  [el(XVID]:

Mudtiplexing

XV [l (XV)):
VI [el(XV]s
XVID [el(XVIN]L

COLBAI (3q12—qI3.1)
COLSA2 (1p34.3-p323)
COLI0AI (6g21—-g22.3)

COL9AI (6g13)
COL9A2 (1p33-p32.2)
COLI2AI (6g12—ql3)
COL9AI (8g23)
COL19A1 {6gl2—gl4)

COL21A1 (6p12.3-11.2)

COLI3A1 (10422)
COL17A1 (10g24.3)

COL15A1 (9g21—g22)
COLI16AI (1p34)
COLISAI 21g22.3)

bone, demmis, tendon, lignments, cornea
cartilage, vitreous body, nucleus pul posus

skin, vessel wall, reticular fibres of most tissues (lungs, liver, spleen, etc))
lung, comea, bone, fetal membmnes; together with type | collagen

cartilage, vitreous body

basement membranes

widespread: dermis, cartilage, placenta, hngs, vessel wall,
intervartehrl disc

skin, dermal-epidemmal junctions; oml mucosa, cervix,

endothehal eells, Descanet’s membmne

hypertrophic cartilape

cartilage, vitreous humor, comea

perichondrium, ligaments, tendon

dermis, tendon, vessel wall, placenta, lungs, liver

humn rhabdomvesarcoma

cornzal epithelium, embryvonic skin, sternal cartilage, tendon
blood vessel wall

epidermis, hair follicls, endomysium, intestine, chondmoeytes, hngs, liver
dermal —epidermal junctions

fibroblasts, smooth muscle cells, kidney, pancreas,
fibmablasts, amnion, keratmocyies
lungs, liver

Tableau | : Principaux membres de la famille des collagénes et distribution tissulaire.

D’aprés Gelse et al., 2003.
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3.1.1. Le collagéne de type Il

Le collagéne de type Il est considéré comme 'un des marqueurs spécifiques du
phénotype chondrocytaire (Galéra et al.,, 1992 ; Miller & Matukas, 1969). Cet isotype
présente des taux d’hydroxylation et de glycosylation tres élevés qui donnent des
fibres plus fines que celles des collagenes de types | et lll. Les fibrilles rigides de
collagénes assurent solidité et compressibilité a la MEC et lui permettent de résister a
de grandes déformations. Ce sont ces propriétés qui conférent aux articulations la
capacité d’absorber les chocs. Les collagénes de types IX et Xl| sont associés aux
fibres de collagenes de type Il (Diab et al., 1996).

Le collagéne de type Il est composé de trois chaines a1 identiques, dérivées du
géne COL2AT1 chez 'Homme. Elles s’assemblent pour former une triple hélice : le
procollagene, molécule qui est sécrétée dans la MEC.

La biosynthese du collagene de type || commence dans le noyau cellulaire par
la transcription du géne COL2A1. Le procollagene est codé par 53 exons, seul I'exon
2 est connu pour subir un épissage alternatif (Ryan & Sandell, 1990). L’exon 2 code
pour un domaine de 69 aa riche en cystéines dans le propeptide amino-terminal.
L’épissage alternatif des acides ribonucléiqgues messagers (ARNm) aboutit a la
formation de deux isoformes du procollagene de type Il. La forme IIA, la plus longue,
est exprimée au début de la chondrogenése par les CSM, alors que la forme 1B,
dépourvue de I'exon Il, est exprimée par les chondrocytes matures dans le cartilage
articulaire. Le passage du collagene de type IIA au type IIB, au cours de la
chondrogenése est un signe de la différenciation chondrocytaire mature (Sandell et
al., 1991) (figure 11). En outre, le procollagene de type Il est sécrété dans la MEC du
cartilage sous une forme immature. A ce stade, il contient des C- et N- propeptides qui
vont étre clivés par protéases pour former la molécule de collagene de type Il mature
(Prockop et al., 1998). Plus récemment, lors de la différenciation des CSM de lapin en
chondrocytes, deux nouvelles isoformes issues de I'épissage alternatif du gene
COL2AT1 ont été découvertes, il s’agit des isoformes IIC et 1ID (McAlinden et al., 2008)
(figure 11). Lisoforme de type IIC contient 34 nucléotides de I'exon 2 alors que
l'isoforme 11D contient 'ensemble de I'exon 2, auquel trois nucléotides supplémentaires
s’ajoutent. Le collagene de type IID contient donc un aa supplémentaire. Toutefois, il
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semble que la forme IIC ne soit pas traduite alors que la forme 11D est co-exprimée

avec la forme lIA lors de la différenciation in vitro des CSM humaines en chondrocytes.

= S\

E i (o (o

+ v +

mRNA [ E1 | E2 |E3----IIA/IID [ E1]Es}---nB [E1 [EBlea}--- IIC
IA 11D

*
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\ /

Figure 11 : Représentation schématique de I’épissage alternatif des différentes isoformes des

ARNm COL2A1.

L'astérisque indique la jonction exon 2-intron 2 contenant les sites d'épissage 5' IlA et IID ; les sites de

clivage d'épissage IlA et IID sont également indiqués. Un ARNm tronqué est attendu de I'épissage 11C
Qi contient les 34 premiers nucléotides de I'exon 2. /
D’aprés Hering et al., 2014.

3.1.2. Le collagéne de type VI

Le collagéne de type VI est un hétérotrimére qui possede deux courts domaines
en triple hélice et un important domaine globulaire terminal représentant les deux tiers
de la molécule. Il est localisé dans I'environnement péricellulaire du chondrocyte et

intervient dans I'adhésion du chondrocyte a la MEC (Poole et al., 1988).

3.1.3. Le collagene de type IX

Le collagéne de type IX est un biomarqueur caractéristique du cartilage
articulaire hyalin. Il s’agit d’'un hétérotrimeére appartenant a la famille des collagénes
non fibrillaires et a la sous-famille des FACIT. Il est composé de trois chaines
polypeptidiques, al1(IX), a2(IX) et a3(IX) codées respectivement par les géenes
COL9A1, COL9A2 et COL9AS. |l possede deux ou trois segments en triple hélice,
reliés par des coudes et un segment globulaire en N-terminal. Une chaine de CS se
lie de maniéere covalente a la chaine a2(IX) au niveau du coude flexible et se projette
vers 'extérieur de la fibrille. Dans le cartilage, les molécules de collagéne de type IX
sont liées a intervalles réguliers le long des fibrilles de collagenes de type Il. Le
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collagéne de type IX permet le maillage des fibres de collagénes et l'interaction avec

les autres protéines matricielles (Roughley & Lee, 1994 ; Diab et al., 1996).

3.1.4. Le collagéne de type X

Le collagéne de type X est un homotriméere codé par le géne COL710AT. Il est
retrouvé dans la zone hypertrophique des cartilages de conjugaison, mais aussi autour
des chondrocytes de la zone minéralisée du cartilage articulaire (Von Der Mark et al.,
1992). Il favorise le processus de minéralisation de la MEC (Schmid & Linsenmayer,
1985). Dans le cartilage articulaire sain, le collagéne de type X n’est pas exprimé, alors
que dans le cartilage articulaire arthrosique les chondrocytes le synthétisent et il
constitue a ce titre un biomarqueur de I'arthrose (Von Der Mark et al., 1992). Le
collagéne de type X est considéré comme un marqueur de [I'hypertrophie

chondrocytaire.

3.1.5. Le collagene de type Xl

Le collagene de type Xl est spécifique du cartilage articulaire hyalin. C’est un
hétérotrimeére qui comporte 3 chaines al(Xl), a2(Xl) et a3(XI) codées respectivement
par les génes COL11A1, COL11A2 et COL2A1 (Morris & Bachinger, 1987). Il est
présent a l'intérieur des fibres de collagénes de type Il. Il est associé de maniere
covalente aux fibrilles de collagénes de type Il, principalement grace a I'’hydroxylation
de résidus lysines par les lysyl-oxydases. Il a un réle important dans l'initiation de la
formation fibrillaire, dans la détermination du diamétre de ces fibrilles et assure la
cohésion de la MEC (Mendler et al., 1989). Le collagéne de type Xl s’associe avec le

collagéne de type Il et IX pour former des hétérofibrilles (figure 12).
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Figure 12 : Modéle de I'architecture de I'hétérofibrille de collagéne de types IlI/IX/XI caractéristique
du cartilage articulaire natif.

Le collagene de type Il (bleu) est la molécule prédominante dans le cartilage articulaire, et il forme un
réseau de réticulation covalent avec les collagenes de types Xl (jaune) et IX (rouge). Le collagéne de type
XI forme une matrice filamenteuse a l'intérieur de la fibrille de collagéne de type Il. Le collagene de type

IX décore la surface de la fibrille.
D’apres Murdoch et al., 2016.

3.2. Les protéoglycannes

Les PG sont des macromolécules hydrophiles majoritairement situées a la
surface des cellules, au sein de la MEC (figure 13). Les PG sont constitués d’un corps
protéique (partie polypeptidique d’'un PG) relié a des chaines de GAG fixées de
maniere covalente a des résidus sérines par l'intermédiaire d’'un tétra-saccharide
invariant. Les PG sont généralement faciles a distinguer des autres glycoprotéines par
la nature, la quantité et la disposition de leurs chaines latérales en sucre. Au moins
une des chaines latérales de sucre d’'un PG doit étre un GAG. Les PG peuvent contenir
jusqu'a 95% de glucides, surtout sous la forme de longues chaines de GAG non

ramifiées, chacune d’une longueur typique de 80 sucres.
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glycosaminoglycanes est dessinée sans sulfatation. Les différentes positions de

sulfatation dans chaque GAG sont marquées par un trait rouge en pointillé.

Figure 13 : Composition disaccharidique des glycosaminoglycanes.
La structure des disaccharides répétés dans les différents types de chaines de
D’apres Prydz & Dalen, 2000.

Les GAG sont formés d’'une succession répétitive de disaccharides. Le
dissacharide glucidique est toujours composé dun glucide aminé, N-
acétylglucosamine ou N-acétylgalactosamine, qui sera sulfaté dans la plupart des cas
et d’'un acide uronique, glucoronique ou iduronique. Les GAG possédent une forte
charge négative due aux différents groupements carboxyles ou sulfates présents sur
la plupart de leurs sucres. Une liaison spécifique tétra-saccharidique s’assemble
d’abord sur une chaine latérale de sérine. Dans la plupart des cas, on ne sait pas
clairement comment s’effectue le choix de cette sérine spécifique, mais il semble que
cela implique la reconnaissance d’'une conformation locale spécifique de la chaine
polypeptidique, plutdét que d’'une séquence linéaire spécifique en acides aminés. La
liaison entre le GAG et le corps protéique implique un tri-saccharide qui est composé
d’un résidu xylose fixé a la sérine et de deux résidus galactose. Les GAG du cartilage
articulaire sont principalement la chondroitine-6-sulfate (CS), le kératane-sulfate (KS)
et de 'AH (lozzo,1997 ; 1998). L’AH aussi appelé hyaluronate est le GAG le plus
simple. Il est composé d’une séquence réguliére répétitive, d’au maximum 25 000

unités disaccharidiques non sulfatées. L’AH, contrairement aux autres GAG, ne
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contient pas de sucres sulfatés, toutes ses sous-unités disaccharidiques sont
identiques, sa chaine est extrémement longue et il n’est généralement pas relié au
noyau protéique de fagon covalente. Les composés disaccharidiques des GAG ont
une forte charge négative, ils attirent donc des cations comme le Na*. Cela crée une
force osmotique permettant au tissu de retenir 'eau. Les PG sont donc responsables
de I'état d’hydratation du tissu cartilagineux.

Au sein du tissu cartilagineux articulaire, il existe trois grandes catégories de
PG. Les « Small Leucin-rich Repeat Proteoglycans » (SLRP) représentent environ 3%
des PG totaux (figure 14). Leur analyse structurale a montré qu’ils étaient constitués
de deux principaux composants structuraux, un noyau protéique conservé et de
plusieurs types de GAG (CS, KS, dermatane- ou héparane-sulfate) (10zzo,1997 ;
1998). Le noyau protéique contient un certain nombre de répétitions riches en leucine
(« Leucin-Rich Repeat », LRR), qui sont constituées de la séquence consensus LXX-
LXLXXNXL, ou X représente n'importe quel aa, L une leucine, une isoleucine ou une
valine, et N une asparagine, une cystéine ou une thréonine. Ces LRR sont
généralement flanquées par des séquences de quatre résidus de cystéine a I'extrémité
N-terminale et de deux résidus cystéine en C-terminal. Les SLRP sont déclinés en cinq
classes basées sur le nombre des LRR ainsi que sur I'espacement des résidus
cystéines N-terminaux et leur organisation chromosomique (Merline et al., 2009 ;
Dellett et al., 2012). L’asporine, est placée dans la famille des SLRP en raison de son
homologie de séquence, méme si elle ne contient pas de chaine de GAG (Lorenzo et
al., 2001). La décorine et la fibromoduline participent a I'organisation de la MEC en
liant le collagéne et contribuent a la cohésion du cartilage (Roughley & lee, 1994). La
structure protéique de ces PG fixerait les fibres de collagéne alors que la partie GAG
interviendrait pour maintenir I'espace entre les fibres matricielles, participant, de fait, a
I'hydratation de la matrice (lozzo, 1998). Une étude datant de 2011 a montré que les
cytokines pro-inflammatoires, I'lL-1B et le TNF-a, diminuent I'expression de I'asporine
alors que le « Transforming Growth Factor » (TGF)-B1 'augmente (Duval et al., 2011).
Par ailleurs, le TGF-B stimule I'expression de la décorine et inhibe celle du biglycane
(Roughley & lee,1994).
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Classification Gene Uniprot Eponym  Predominant
symbol  Entry name GAG
BGN ———— PGS1 —— Biglycan — CS
&{ och —— pPGs2 —  Decorin — DS
ASPN ——— ASPN —— Asporin —
v ECM2 —— ECM2 —— ECM2 =
- CANONICAL “--ECMX —— ECMX — ECMX —
13 - FMOD ——— FMOD —— Fibromodulin — KS
e F UM —— WM — Lumican — KS
Fe OASSU | prete —— PRELP —  PRELP  —
:g . KERA ——— KERA —— Keratocan — KS
gg L oMp ——— OMD —— Osteoadherin — KS
@ 25 - gpyc —— EPYC —— Epiphycan — DS/CS
38 CUSSIIl oprc —— OPT ——  Opficin —
%5 - oen —— MME —— Osteoglycin  —
i - CHAD —— CHAD —— Chondroadherin —
cassivl e — S X ——  Nyclalopin  —
L NON-CANONICAL — - TSKU —— TI8K ——  TJsukushi —
3 CLASS v[ PODN —— PODN ——  Podocan —
PODNL1 —— B723M0 —— Podocan-Like 1 —

Figure 14 : Classification des petits protéoglycannes riches en leucine.

CS : chondroitine sulfate ; DS : dermatane sulfate ; KS : kératane sulfate.
D’aprés lozzo & Schaefer, 2015.

Les PG de surface incluent les syndécanes, le bétaglycane, le glypicane, le
perlécane et le « Cluster of Differentiation » (CD) 44 qui correspond au récepteur de
'AH. Les PG peuvent intervenir dans la transduction de signaux extracellulaires vers
l'intérieur de la cellule, au travers des intégrines. De plus, ils servent de réservoir pour
les cytokines et les facteurs de croissance dont ils régulent I'activité, la biodisponibilité
et la stabilite. Un PG transmembranaire de 121 aa nommé « Small Novel Rich in
Cartilage » (Snorc) a été décrit chez la souris. Les travaux de Heinonen et
collaborateurs suggerent qu’il serait un marqueur spécifique du cartilage, dans la
mesure ou son patron d’expression et la régulation de son expression suivent ceux du
collagene de type Il (Heinonen et al., 2011).

L’agrécanne est le PG majeur du cartilage articulaire, il représente plus de 90%
des PG totaux. Le collagéne Il et 'agrécanne sont les deux principaux composants de
la matrice du cartilage articulaire, et, a ce titre, 'agrécanne est considéré comme I'un
des marqueurs phénotypiques du cartilage articulaire. Le monomere d’agrécanne est
constitué d’une protéine axiale de 220 kDa sur laquelle se fixent une centaine de

chaines de CS et une trentaine de chaines de KS. La région N-terminale de la protéine

48



Introduction — Le systéme ostéo-articulaire

axiale se lie de fagon non covalente a une molécule d’AH. Une petite glycoprotéine
appelée « link protein » ou protéine de liaison stabilise cette interaction en se fixant
simultanément a I'AH et a la protéine axiale (ou « core protein »). Les agrécannes
forment des agrégats de gros PG branchés sur I'AH (chaine pouvant atteindre 25 000
disaccharides) (figure 15). Des milliers d'agrécannes peuvent étre liés sur une
molécule d'AH.

Aggrecan
9 G3 ; /,
G1_IGD G2 KS cst cs2 G3 ;g
] ¥ EEL C
J )
'Y

3¢ 5 68 7 8% 10 N 12 Kl i 15161718

Figure 15 : Représentation schématique d’'un monomére d’agrécanne et d’un
agrégat d’agrécanne.

Les domaines de la protéine centrale de l'aggrécanne sont représentés. G1, G2 et G3,
régions globulaires ; IGD, domaine interglobulaire ; KS, domaine riche en kératane-sulfate
; CS1 et CS2, domaines riches en chondroitine-sulfate. Les régions globulaires sont
divisées en leurs domaines liés aux disulfures. A, domaine de liaison aux protéines ; B et
B’, domaines de liaison a I'acide hyaluronique pour G1 et domaines d’homologie pour G2 ;
E, domaines similaires au facteur de croissance épidermique ; L, domaine similaire a la
lectine ; C, domaine similaire aux protéines de régulation du complément. Dans la partie
inférieure a gauche : I'arrangement des exons codants du géne de I'agrécanne humain est
représenté et les régions de la protéine centrale codées par chaque exon sont indiquées.
HA : acide hyaluronique : Lp : “Link protein” ; KS : “Keratan-sulfate rich domain” ; CS1-2 :

“Chondroitin-sulfate rich domain” ; G1-2-3 : “Globular region”.
D’aprés Roughley & Mort, 2014.

L’agrécanne joue un rble essentiel dans le cartilage articulaire en lui conférant
ses propriétés de visco-élasticité. Les agrégats d’agrécanne sont emprisonnés dans

le réseau collagénique et piégent I'eau. Lors d'une compression, une pression
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importante s'exerce sur le cartilage articulaire. L'eau va étre chassée en dehors du
réseau, I'éjectant vers le liquide synovial. Lorsque la pression est levée, la force
osmotique va ramener l'eau dans le tissu. C'est une propriété biomécanique
importante qui permet a Il'articulation d'amortir les chocs et de résister aux forces de
compression (figure 16) (Marudas, 1976). Lors de I'arthrose, le réseau de collagéne
est dégradé et les agrécannes ne sont plus emprisonnées dans le réseau, la force
osmotique diminue avec, pour conséquence, un tissu moins hydraté et donc une
diminution de ses propriétés biomécaniques (Marudas, 1976).
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Figure 16 : Fonction de I’agrécanne dans le cartilage articulaire.

A l'état détendu, les agrégats gonflent lorsque les chaines anioniques de chondroitine-
sulfate et de kératane-sulfate attirent I'eau dans le tissu jusqu'a ce qu'un équilibre soit
atteint, dans lequel le gonflement est équilibré par les forces de traction dans les fibrilles de
collagéne. Sous I'effet de la compression, I'eau est déplacée et les chaines de chondroitine-
sulfate et de kératane-sulfate sont rapprochées, ce qui augmente leur potentiel de
gonflement et équilibre la charge appliquée. Le potentiel de gonflement accru est dissipé

lorsque la charge est retirée, I'équilibre d'origine étant rétabli.
D’aprés Roughley & Mort, 2014.

3.3. Les autres protéines matricielles

Des protéines n’appartenant ni a la famille des collagénes, ni au groupe des PG
ont une grande importance dans la structuration et la fonctionnalité de la MEC. Parmi
ces éléments qui participent a l'organisation du tissu ainsi qu’aux différentes
interactions chondrocytes-MEC, se trouve la COMP qui peut étre considérée comme
un marqueur typique du cartilage avec le collagéne de type Il et 'agrécanne. La COMP
possede une tres forte affinité pour les collagénes et peut interagir simultanément avec
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plusieurs molécules, permettant ainsi la création d’un réseau collagénique en
participant a la formation de fibrilles. D’autres molécules non collagéniques sont
également présentes au sein du cartilage et ont un réle dans la cohésion de la MEC
et des chondrocytes (Sdder et al, 2002); on retrouve ainsi des protéines
membranaires de type anchorine Il, des intégrines et des molécules matricielles telles
que la fibronectine, ou encore la ténascine, etc. (Mollenhaure et al., 1984 ; DiCesare
et al., 1995).

3.4. L’hypoxie

Les chondrocytes articulaires font partie des rares types cellulaires a se
développer en présence d'une faible teneur en oxygéne. Le cartilage articulaire ne
possédant pas de réseaux capillaires, le microenvironnement cartilagineux est
hypoxique. L'hypoxie est définie comme une réduction de la quantité d'oxygéne
disponible pour une cellule, un tissu ou un organisme. La baisse du niveau d'O2 peut
entrainer une altération de la transcription des genes ou des modifications post-
traductionnelles des protéines, entrainant des changements dans le métabolisme
cellulaire (Loboda et al, 2010). Dans des conditions physiologiques, saines, la
concentration d'oxygene dans le cartilage articulaire varie de 0,5a 10 % (4 a 70 mmHg)
(Pfander et al., 2006 ; Strébel et al., 2010). Lors de telles concentrations en oxygene,
une cascade d'évenements intracellulaires est activée, ce qui augmente I'expression
des facteurs inductibles par I'nypoxie (HIF : « Hypoxia-inducible factor »).

Les facteurs HIF sont des hétérodimeres constitués de deux sous-unités : la
sous-unité a, instable, régulée par I'hypoxie (HIF-a) et la sous-unité 3 qui est stable et
insensible a I'oxygéne (HIF-B), (également connue sous le nom de « Aryl hydrocarbon
Receptor Nuclear Translocator » (ARNT)) (Chen et al, 2012). HIF-a et HIF-
partagent plusieurs domaines structurels conservés, dont une région bHLH (« basic
helix loop helix ») assurant la liaison a '’ADN (Acide DésoxyriboNucléique) et deux
domaines PAS (PAS A et PAS B) garantissant la spécificité de la liaison avec le gene
et la dimérisation (Jang et al., 2005 ; Wang et al., 2007a). Trois membres de la famille
humaine des HIF-a ont été décrits : HIF-1a, HIF-2a et HIF-3a. En raison des conditions
d'hypoxie dans le cartilage articulaire, les trois membres de la famille des protéines

HIF-a jouent un réle essentiel.
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HIF-1a est une protéine de 120 kDa ayant été caractérisée et purifiée pour la
premiéere fois en 1995 par Wang et Semenza (Wang & Semenza, 1995). C'est un
polypeptide de 826 aa code par le gene HIF1A (chromosome 14 chez ’'Homme et 24
chez le modéle équin). C’est un facteur de transcription régulant la transcription de
certains genes en fonction du taux oxique ambiant. Dans des conditions normoxiques,
HIF-1a est hydroxylé par l'intermédiaire des prolyl-hydroxylases (PHD) qui sont des
dioxygénases dépendantes de I'oxygéne, de I'acide ascorbique (A2P) et du Fe?*. Cette
hydroxylation permet sa dégradation par la suite via le protéasome (Chen et al., 2012 ;
Maxwell, 2005 ; Patel & Simon, 2008). En condition hypoxique, I'’hydroxylation de HIF-
1a est inhibée, ce dernier va alors s’accumuler dans le cytoplasme. Il va alors étre
phosphorylé et transloqué dans le noyau ou il se dimérisera avec HIF-B. Cet
hétérodimere se lie a I'« Hypoxia response element » (HRE) sur des genes sensibles
a I'hypoxie tels que COL2A1, SOX9, GLUT1, EPO, NOS, VEGF, ... (figure 17)
(Gorlach, 2009 ; Semenza , 2000). HIF-1a joue donc un réle essentiel dans la synthése
des protéines essentielles au maintien d’'une MEC cartilagineuse de type hyaline

ainsi que dans le maintien de 'homéostasie (Lafont, 2010).
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Figure 17 : Régulation d’HIF-1a selon son environnement oxique.
Dans des conditions normoxiques, HIF-1a est rapidement hydroxylé par les prolyl-
hydroxylases, qui assurent sa liaison au complexe VHL ubiquitine-ligase, I'ajout de poly-Ub
qui le marque pour la dégradation protéasomale.

Dans des conditions d'hypoxie, les prolyl-hydroxylases ne peuvent pas hydroxyler HIF-1a,
empéchant la liaison au facteur VHL qui conduit a la stabilisation d’HIF-1a. HIF-1a
s'hétérodimérise ensuite avec HIF-1B, recrute le cofacteur transcriptionnel p300/CBP et
forme un complexe de transcription HIF actif dans le noyau qui se lie aux HRE sur les genes

cibles et active leur transcription.
D’aprés Burrouahs et al.. 2013.

HIF-2a a été identifié en 1997 (Hara et al., 2001), c’est un polypeptide de 870
aa, aussi connu sous le nom de Epas1, il est codé par le géne EPAST (chromosome
2). La variabilité entre HIF-1a et HIF-2a s’observe essentiellement au niveau du
domaine de transactivation amino-terminal (N-TAD). Tout comme HIF-1a, HIF-2a
phosphorylé va étre transloqué dans le noyau et forme par la suite un dimere avec
HIF-B. Cet hétérodimeére va ensuite, lui aussi, se lier au complexe HRE sur des genes
cibles, tels que COL10A1, RUNX2, ainsi que certaines MMP (les MMP3, 9 et 13) et
ADAMTS (notamment ADAMTS4). HIF-2a apparait ainsi comme un régulateur de
I'expression des divers facteurs cataboliques, y compris les enzymes de dégradation
de la MEC cartilagineuse (Ryu et al., 2011).

HIF-2a est une molécule structurellement et fonctionnellement similaire a HIF-

1a, mais avec des génes cibles différents. Alors que HIF-1a induit I'expression de
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COL2A1, SOX9, GLUT1, EPO, NOS et VEGF afin de maintenir 'homéostasie du
cartilage, HIF-2a induit l'expression de genes associeés a la différenciation
hypertrophique, tels que COL10A1 et RUNX2 (formation d'ostéophytes), et de génes
associés a la dégradation du cartilage, tels que MMP9, MMP13, MMP3, ADAMTS
(Husa et al., 2010 ; Zhang et al., 2015). Néanmoins, alors que dans les modeles murins
HIF-2a se comporte plutét comme un facteur favorisant I'hypertrophie chondrocytaire,
dans les chondrocytes articulaires humains, il a eté démontré qu’HIF-2a favorisait le
phénotype hyalin des chondrocytes en conjonction avec SOX9 (Lafont et al., 2008).

HIF-3a a été identifié en 1998 chez la souris (Gu et al., 1998), il se différencie
de HIF-1a et HIF-2a dans son domaine de liaison a ’'ADN, par son domaine bHLH, et
PAS avec seulement 55% d’identité avec ces derniers (Tanaka et al., 2009). Chez
'Homme, HIF-3a a été identifié en 2001 (Hara et al., 2001), c’est une protéine de 662
aa avec un poids moléculaire de 73 kDa. HIF-3a joue aussi le réle de régulateur de
'expression génique, cependant il affecte négativement la transcription et rentre en
compétition avec HIF-1a et HIF-2a au niveau des sites de liaison a 'ADN dans les
génes cibles régulés par I'hypoxie (Zhang et al., 2014a ; Ando et al., 2013). Tout
comme HIF-1a et HIF-2a, HIF-3a, une fois dans le noyau, va former un dimere avec
HIF-B, il agirait sur de nombreux genes cibles tels que SOX2, GLUT1, EPO et IGFBP-
1. Alors que certaines isoformes d’HIF-3a courtes agissent comme des régulateurs
dominants-négatifs de HIF-1a/2a, d'autres isoformes HIF-3a peuvent inhiber la
fonction de HIF-1a/2a en se faisant concurrence pour l'interaction avec la sous-unité
HIF-B (Maynard et al.,, 2003). HIF-3a a été décrit pour la premiére fois dans les
chondrocytes dans I'étude réalisée par Schrobback et ses collaborateurs en 2012
(Schrobback et al.,, 2012). lls ont constaté que les chondrocytes cultivés dans des
conditions normoxiques et hypoxiques exprimaient HIF-3a. Bien que les niveaux
d’expression de I'ARNm soient extrémement faibles, ce qui pourrait potentiellement
signifier qu'il n'est exprimé que par une minorité de chondrocytes, sa transcription
dépendrait des faibles concentrations d'oxygene et semblerait suivre les profils
d'expression d'autres genes chondrogéniques au cours de la différenciation des
chondrocytes. Les niveaux de HIF-3a seraient évocateurs de I'état hypertrophique des
cellules chondrogéniques, et qu'un ou plusieurs variants d'épissage peuvent étre
d'importants régulateurs du phénotype chondrocytaire.

Les trois isoformes de HIF ont donc des actions bien différentes, HIF-1a a un
effet bénéfique dans le maintien de la matrice du cartilage articulaire, HIF-2a a plut6t
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un effet inverse sur la matrice du cartilage articulaire, et HIF-3a agit comme un
dominant-négatif d’'HIF-1a et HIF-2a (figure18).

< Cytoplasm
Normoxia

!

HIF-2a  HIF-B

Maintenance of cartilage Osteophyte
homeostasis formation

Figure 18 : Schéma récapitulatif de I’action des HIF selon les conditions oxiques.

En condition normoxique, les HIF sont ubiquitinylés et dégradés par le protéasome. En
condition hypoxique, cette dégradation est inhibée et les différents HIF seront transloqués
dans le noyau afin de former un dimére avec HIF-B. Ce dimére se fixera alors sur ses génes
cibles modifiant ainsi les protéines et facteurs de transcription responsables de

I’'homéostasie du cartilage.
D’aprés Fernandez-Torres et al., 2017.
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E. Chondrogenése et homéostasie du cartilage

Lors du développement embryonnaire chez les Vertébrés, la mise en place du
squelette met en jeu deux types d’ossifications : I'une qualifiée de membranaire ou
membraneuse et I'autre endochondrale (figure 19) (Karsenty, 2003). Ces noms se
référent uniqguement au mécanisme par lequel I'os est initialement formé.

Dans l'ossification membranaire, I'os se met en place par différenciation directe, sans
aucun intermédiaire, des CSM en ostéoblastes. Ce procédé d’ossification
membranaire intervient principalement dans la formation des os plats.

L’ossification endochondrale passe, tout d’abord, par une maquette cartilagineuse qui
sera progressivement remplacée par du tissu osseux. Cette ossification concerne les
os longs, et quelques os de la base du crane. Elle permet I'élongation et
I'épaississement de l'os et elle est initiée pendant la vie foetale, puis continue jusqu’a
la fin de la croissance a I'age adulte.

Les deux types d’ossification font appel a des processus complexes incluant la
migration et la condensation des cellules mésenchymateuses ainsi que leur
différenciation en cellules cartilagineuses et/ou osseuses (Karsenty, 2003). De
nombreux facteurs transcriptionnels sont impliqués dans l'ossification endochondrale,
tout comme des facteurs chondrogéniques-ostéogéniques, des facteurs de

signalisation et des protéines de la MEC.
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Figure 19 : Les différentes étapes du processus d’ossification endochondrale.
Les cellules issues du mésenchyme se condensent et se différencient en pré-chondrocytes
puis en chondrocytes. Le périchondre et la maquette cartilagineuse se forment. Au centre
de l'os, on assiste a une hypertrophie cartilagineuse et a une mort cellulaire par apoptose
qui laisse place a une MEC minéralisée. La mort des chondrocytes entraine l'infiltration de
vaisseaux sanguins. Le centre d’ossification primaire se met en place. La croissance
cartilagineuse est assurée par la prolifération des chondrocytes le long des extrémités
osseuses. Vient ensuite le développement d’'un centre d’ossification secondaire et le

cartilage subsiste le long des plaques de croissance et des extrémités osseuses.
D’apres Brannigan & Griffin, 2016.

1. Condensation des progéniteurs chondrocytaires

La mise en place du cartilage de croissance s’effectue in utero. La premiére
étape de la chondrogenése débute par la condensation des CSM (Fell, 1925). Elle
repose sur des interactions cellules-cellules qui établissent un centre d’agrégation
conduisant au recrutement des cellules a partir des tissus avoisinants (Hall & Miyake,
2000). Les cellules du mésoderme latéral et celles du bord latéral des somites migrent
dans la région présomptive du membre. Les bourgeons des membres apparaissent
sous la forme de petites protubérances issues de la paroi latérale du tronc. Chaque
bourgeon se compose dune partie centrale mésenchymateuse, d'origine
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mésodermique recouverte d’'une coiffe d’ectoderme. L’ectoderme situé a I'extrémité du
bourgeon s’épaissit pour former une structure spécialisée : la créte ectodermique
apicale. Cette structure maintient une croissance continue du bourgeon du membre le
long de I'axe proximo-distal et les cellules dans un état indifférencié. Les cellules de la
créte ectodermique apicale définissent une 2°™¢ zone, la zone de progrés. Une
troisieme zone, située postérieurement, appelée zone d’activité polarisante, détermine
la polarité antéro-postérieure. Les chondroprogéniteurs mésenchymateux participant
a la condensation produisent une MEC qui est riche en AH et en collagénes de types
| et IIA (Sandell et al, 1994). L’initiation de la condensation est associée a une
augmentation de Il'activité de la hyaluronidase et a I'apparition de molécules de
'adhésion cellulaire telles que la N-cadhérine et la « Neural Cell Adhesion Molecule »
(N-CAM). Le facteur de croissance « Transforming Growth Factor-B1 » (TGF-B1), un
des premiers stimuli lors de la condensation chondrogénique, induit la synthese de la
fibronectine, qui en retour régule les récepteurs de N-CAM. Les syndécanes, un type
de PG membranaires, se fixent a la fibronectine et régulent négativement les
récepteurs N-CAM, définissant ainsi les limites de la condensation. L’augmentation de
la prolifération cellulaire et le remodelage de la MEC, initient la transition des cellules
chondroprogénitrices vers les chondrocytes, alors entierement engagés dans la
différenciation chondrogénique. Cela se traduit d’'une part, par la disparition de
I'expression du collagéne de type |, de la fibronectine et de la N-cadhérine, et d’autre
part, par [linduction de [I'expression de la ténascine, de matrilines, de
thrombospondines et de COMP (Delise et al., 2000).
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2. La différenciation en chondrocytes matures

La condensation des progéniteurs chondrocytaires est rapidement suivie par la
différenciation des cellules (figure 20). Elle semble principalement régie par des
facteurs de transcription de la famille « High Mobility Group » (HMG), les Sox. Deux
membres de la famille Sox, L-Sox5 et Sox6, qui ne sont pas présents dans les
premiéres étapes de la condensation mésenchymateuse, vont étre co-exprimés avec
Sox9 et favoriser la différenciation des cellules en chondrocytes matures (Lefebvre et
al.,1998 ; Akiyama et al., 2002). L’expression de Sox9 ne dépend pas de L-Sox5 et
Sox6. Sox9, L-Sox5 et Sox6 exercent une action concertée, qui est associée a une co-
régulation transcriptionnelle positive de I'expression des collagénes de types Il, IX et
Xl et de I'agrécanne (Lefebvre et al., 2001 ; Han & Lefebvre, 2008). Les chondrocytes
matures vont alors produire une MEC abondante en agrécanne et en fibres
hétérotypiques de collagénes Il, IX et XI. lls synthétisent du collagéne de type IIB, la
forme mature du collagene de type Il, qui est le principal marqueur du statut différencié

des chondrocytes (Sandell et al., 1994).
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Figure 20 : Représentation schématique des principaux marqueurs phénotypiques
caractéristiques du lignage chondrocytaire.
L’induction du lignage menant a la différenciation des CSM en chondrocytes matures met
en jeu des facteurs de croissance (la BMP-2, entre autres) et fait intervenir des facteurs de
transcription, notamment le trio des Sox Sox9, L-Sox5 et Sox6. Des marqueurs de I'état
différencié des chondrocytes sont alors exprimés par les cellules (collagéne de type llb,

agrécanne). Cependant, ces mémes facteurs peuvent mener a la différenciation terminale

des chondrocytes en ostéoblastes.
D’aprés Liu & Lee, 2013.

59




Introduction — Le systéme ostéo-articulaire

3. L’hypertrophie des chondrocytes et [I'ossification
endochondrale

Une fois la maquette cartilagineuse établie, les chondrocytes de la région
centrale de l'os en formation augmentent de taille et deviennent hypertrophiques
(figure 21). lls sécretent une matrice caractérisée par la synthése du collagene de type
X. Des facteurs comme « Runt related transcription factor 2 » (Runx2) ou Ostérix
orientent la différenciation des chondrocytes matures en chondrocytes
hypertrophiques et sont impliqués dans l'ultime étape d’ossification endochondrale
(Komori, 2005 ; Nishimura et al., 2012). Les chondrocytes hypertrophiques dirigent la
minéralisation de la matrice environnante et attirent les vaisseaux sanguins grace a la
production de VEGF (Zelzer et al., 2001). La pénétration de bourgeons vasculaires
assure l'arrivée des CSM qui se différencieront en ostéoblastes au sein de cette partie
centrale, hypertrophique et calcifite de la maquette. Les chondrocytes
hypertrophiques meurent par apoptose et sont remplacés par des ostéoblastes qui
commencent a sécréter la matrice osseuse. |l a cependant été montré récemment
qu’une partie de ces chondrocytes hypertrophiques poursuivent leur différenciation et
deviennent alors des ostéoblastes en mettant en jeu un processus de
transdifférenciation (Zhou et al,, 2014 ; Marcucio et al., 2016). Le centre de la
maquette, appelé diaphyse, se comble progressivement de moelle osseuse (MO) ainsi
que d’os alors que les extrémités, ou épiphyses, demeurent cartilagineuses (Ortega et
al., 2004). Un deuxieme centre d’ossification apparait ainsi qu'une plaque de

croissance a chaque extrémité des os longs (Burdan et al., 2009).
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Figure 21 : Microscopie électronique d’un chondrocyte mature
(gauche) et hypertrophique (droite).
D’aprés Pourmand et al., 2007.

Ces événements représentent le stade précoce de la formation osseuse
endochondrale qui se produit chez le foetus. Le processus de croissance continue
aprés la naissance et dure jusqu’a I'dge adulte. A la naissance, les cartilages de
conjugaison sont clairement identifiés. lls assurent la croissance longitudinale de I'os
grace a la multiplication et a I’hypertrophie des chondrocytes. Vers I'age de 20 ans, le
cartilage de croissance disparait et seul subsiste le cartilage dit « articulaire » qui
recouvre les extrémités des os longs (Burdan et al., 2009).

4. Les facteurs impliqués dans la régulation de Ila
chondrogenese

4.1. Les FGF

Le FGF, ainsi que ses récepteurs, jouent un réle central lors de I'ossification
endochondrale. lls sont par ailleurs impliqués dans de nombreux processus
biologiques, tels que le développement embryonnaire, la survie cellulaire et
l'angiogenese. Lors de la chonrogenése et pendant la phase de condensation des
CSM, le FGF induit I'expression de Sox9 et augmente son activité de liaison sur
I'amplificateur spécifique du géne Col2ai1 (Ornitz, 2005). Il existe quatre types de

61



Introduction — Le systéme ostéo-articulaire

récepteurs au FGF (FGFR1, FGFR2, FGFR3 et FGFR4), et chacun est capable
d'augmenter I'expression et la liaison de Sox9 au géne du collagene de type Il

Le FGF est capable d'augmenter la prolifération des chondrocytes dans les
couches superficielles du cartilage et stimule également l'invasion vasculaire et
l'ossification de la zone hypertrophique dans les couches plus profondes (Lazarus et
al., 2007). A ce jour, de I'ordre de 22 molécules appartenant a la famille des FGF ont
été identifiées chez 'Homme et les isoformes 1, 2, 17 et 19 apparaissent comme étant
les plus exprimées dans le cartilage de croissance. Les isoformes 17 et 19 sont
présentes dans toutes les couches du cartilage de croissance, tandis que le FGF-1 est
majoritairement exprimé dans les chondrocytes prolifératifs et hypertrophiques. Le
FGF-2 est lu-méme exprimé dans la zone de réserve et la zone de prolifération (Krejci
et al., 2007). Les FGF-1, -2 et -17 diminuent la prolifération des chondrocytes en
mettant en jeu le FGFR3 dans les couches les plus profondes du cartilage, et certaines
isoformes sont capables d'induire la chondrogenése chez ’'Homme en association
avec les membres de la famille des TGF-3 (Cucchiarini et al., 2011) (figure 22). Ainsi,
selon la progression de ['état de différenciation chondrogénique, le FGF semble avoir
un double réle, régulant a la fois l'initiation de la différenciation des CSM en

chondrocytes, et la différenciation terminale de ces cellules.
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Figure 22 : Représentation schématique des voies de signalisation du FGF dans le
cartilage articulaire.

Les FGFs induisent la dimérisation, I'activation des kinases et la transphosphorylation des
résidus tyrosines des FGFR, ce qui entraine I'activation des voies de signalisation en aval.
De multiples voies sont stimulées par la signalisation des FGF. Le FGF joue un réle crucial
dans la régulation de la prolifération, de la différenciation et de I'apoptose des chondrocytes

par des voies de signalisation en aval.
D’apres Su et al., 2014.

4.2. Les IGF

Les « Insulin-like Growth Factors » (IGF) sont des protéines qui présentent une
structure similaire a celle de l'insuline. lls sont impliqués dans la régulation de la
croissance, de la différenciation, de la migration et de la survie cellulaire. |l existe deux
formes : I'IGF-I et I'|GF-ll. Cependant, les deux isoformes exercent leurs effets au
travers du méme récepteur, le récepteur de I'lGF de type | (IGF-IR). L'IlGF-I joue un
r6le majeur dans le cartilage de croissance. Ce facteur est produit principalement par
le foie, mais aussi, par le chondrocyte lui-méme, assurant ainsi une régulation
autocrine et/ou paracrine (Schlechter et al., 1986). L'IGF-1 stimule la croissance en
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induisant la prolifération des chondrocytes du cartilage de croissance, mais aussi, en
stimulant la différenciation des CSM en pré-chondrocytes (Van Wyk & Smith, 1999).

Dans le sang, environ 98% de I'|GF est lié a I'une des six classes d'IGF-BP
« IGF-Binding Proteins »). Au sein du cartilage, I'lGF est associé a I'lGFBP-3 ou il est
retenu dans la MEC. Dans les chondrocytes articulaires, I''GF-I augmente les taux
d'ARNm et protéiques du collagene de type Il de maniére dépendante de la
concentration via la voie de signalisation AKT (Zhang et al., 2009). In vivo, les
chondrocytes prolifératifs ainsi que les chondrocytes hypertrophiques sont exposés a
la production locale d'IGF-I et son récepteur est exprimé dans chaque couche de la
plague de croissance. La voie de signalisation par ERK est réduite dans les
chondrocytes hypertrophiques et pendant la phase de condensation des CSM, tandis
que la signalisation par la voie AKT est maintenue. Dans les CSM, I'IGF-I induit la
prolifération, régule I'apoptose et stimule I'expression de marqueurs spécifiques du
cartilage, tels que le collagene de type Il et Sox9 (O'Rear et al., 2005 ; Seifarth et al.,
2009). Enfin, I'GF-| est parfois associé au TGF-B1 ou a la BMP-2 pour induire la
différenciation des CSM en chondrocytes (An et al., 2010).

Lors de l'ossification endochondrale, I'IGF-I inhibe également I'apoptose des
chondrocytes hypertrophiques (Olney, 2009).

Des travaux issus du laboratoire ont pu démontrer I'action chondrogénique de
I'IGF-1 qui induit I'expression du collagéne de type Il en augmentant I'activité de liaison
du trio de facteurs de transcription Sox9, L-Sox5 et Sox6 sur le géne COL2AT.
Cependant, 'lGF-l semble exercer un effet activateur non spécifique puisqu’il induit en
parallele 'expression des marqueurs fibrotiques et hypertrophiques du cartilage, dont
les collagenes de types | et X (Legendre et al., 2013).

4.3. Les TGF-$3

Les « Transforming Growth Factors B » font partie d'une super-famille
possédant de larges et divers spectres d’activités biologiques, telles que les
régulations de la prolifération cellulaire, de I'apoptose, de la différenciation et de la
migration cellulaire. Les membres de la famille des TGF-B sont impliqués dans toutes
les étapes de I'ontogenése, ils participent également a la régulation de I’homéostasie
tissulaire au cours de la vie adulte. Une trentaine de membres composent la super-

famille des TGF-3, au sein de laquelle on les retrouve aux cotés des activines, des
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« Growth and Differentiation Factors » (GDFs), des « Glial cell-Derived Neurotrophic
Factor » (GNDFs) et des « Bone Morphogenetic Protein » (BMP). Cette super-famille,
peut étre classée en différentes sous-familles selon leur domaine actif qui ne présente
pas forcément les mémes séquences, bien que d’autres séquences soient trés
conservées (figure 23) (Massague, 1998 ; Weiskirchen & Meurer, 2013). Nous
concentrerons notre propos sur les TGF-f et BMP qui gouvernent de maniére

essentielle 'homéostasie du cartilage articulaire hyalin.
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Figure 23 : Représentation schématique des membres de la superfamille du TGF-B.
La superfamille du TGF-B représente un ensemble de facteurs de croissance regroupant
les activines/inhibines, les GDF (« growth and differentiation factors »), les BMP, les «

glial cell-derived neurotrophic factor » (GDNF) et les TGFRB.
D’aprés Weiskirchen et al., 2009.

Trois des cinq isoformes du TGF-3 sont exprimées chez les mammaliens, les
isoformes -B1, -B2 et -B3. Ces trois isoformes présentent 64 a 82% d’homologie et sont
exprimées par les chondrocytes articulaires. Les trois isoformes du TGF-$ sont des
homodiméres de 25 kDa, chaque monomere est constitué de 112 aa et contient neuf

résidus cystéines capables de créer des liaisons disulfures (Archer et al., 1993). Le
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TGF-B1 représente I'archétype de la famille, sa forme mature est composée de 112
aa, et, a lui seul, exerce un réle majeur dans la physiopathologie du cartilage
articulaire. Les membres de la famille des TGF-B sont sécrétés sous forme de
complexes biologiquement inactifs stockés, en partie, dans la MEC.

La présence et 'absence du TGF-B1 jouent un role essentiel dans la régulation
de 'homéostasie cartilagineuse, pouvant aller jusqu’a induire une dégénérescence
prématurée des articulations chez la souris en cas d’inactivation de la voie de
signalisation induite par le TGF-B (Serra et al., 1997). Néanmoins, in vitro, son action
sur les chondrocytes articulaires en culture se traduit par 'augmentation de la synthése
du collagéne de type Il et de I'agrécanne (Rédini et al., 1988 ; Galéra et al., 1992),
constituants essentiels et marqueurs de la MEC cartilagineuse.

Parallelement, le TGF-B1 augmente I'expression des inhibiteurs tissulaires des
MMP (« Tissue Inhibitor of Matrix Metalloproteinases » (TIMP)), mais aussi, des « A
Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin motifs » (ADAMTS) dans des
cultures de chondrocytes humains, suggérant un réle du TGF-B dans le remodelage
tissulaire (James et al., 2009).

4.4. Les BMP

Les différentes BMP jouent un réle important dans la synthése protéique des
chondrocytes, notamment les BMP-2, -7 (OP1), -4, -6, -9 (GDF2) et -14 (GDF5) (Chen
etal., 2004 ; Van Caam et al., 2016). Les BMP, dans les chondrocytes, se lient a deux
types de récepteurs, les récepteurs de type |, des « Activin receptor-Like Kinase »
(ALK), ALK1, 2 3 et 6 et des récepteurs de type Il comme le BMPR2 (« Bone
Morphogenetic Protein Receptor type Il », ACVR2A (« Activin receptor type-2A ») et
ACVR2B (« Activin receptor type-2B ») (tableau Il). Comme les TGF-f3, les BMP sont
produites sous formes de diméres, on retrouve des homodiméres ainsi que des
hétérodimeres de BMP-2/6, BMP-2/7 et de BMP-4/7 (Bragdon et al., 2011). L’activité
des BMP semble étre régulée par des protéines antagonistes de piégeage (comme
par exemple gremlin, noggin ou encore la sclérostine). On trouve aussi la présence de
récepteurs leurres comme les BAMBI « BMP and Activin Membrane Bound Inhibitor »
(produits par les chondrocytes) qui vont jouer un role important dans la régulation des
voies de signalisation induites par les BMP. Les BMP peuvent aussi étre en
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compétition les unes avec les autres pour se lier aux récepteurs de type Il (Aykul &
Martinez-Hackert, 2016).

BMP ligands Other names Type | receptor  Type ll receptor R-Smad  Co-Smad

BMP2/4 BMP2 BMPR-la
group BMP4 BMPR-Ib
BMP5
ALK2
BMP6 Vgr1, DVR6
OP1 BMP7 oP1 BMPR-la
group BMPR-Ib
BMP8a 0oP2
ActR-IIA Smad5 Smad4
ActR-1IB Smad8
BMP9 BMP9 GDF2
group BMP10
GDF5 BMP14/CDMP1
COFd GDF6  BMP13/CDMP2
group GDF7 BMP12/CDMP2

Tableau Il : Les BMP, leurs récepteurs.

Sur la base de leur fonction et de leur structure, les BMP sont divisées en quatre sous-
groupes : (1) BMP 2 et 4 ;(2) BMP 5, 6, 7, 8a, et 8b ; (3) BMP 9 et 10 ; et (4) BMP 12, 13,
et 14. En outre, les récepteurs BMP apparentés, les protéines Smad et d'autres noms pour
les ligands BMP sont énumérés. BMP, protéine morphogénétique osseuse ; OP, protéine
ostéogénique ; GDF, facteur de différenciation et de croissance ; Vgr, végétal ; DVR, végétal
décapentaplégique ; CDMP, protéine morphogénétique dérivée du cartilage ; BMPR,
récepteur de BMP ; ALK, kinase de type récepteur d'activine ; ActR-Il, récepteur d'activine
de type Il. D’'aprés Ma et al., 2019.

La BMP-2 induit une production importante de MEC chez le chondrocyte avec
une forte concentration de collagene de type Il et de PG. Dans les cellules stromales
mésenchymateuses in vitro et les lignées cellulaires de type chondrocytaire, et dans
les chondrocytes épiphysaires in vivo, la BMP-2 est un inducteur bien connu de la
maturation et de I'hypertrophie des chondrocytes (Zhou et al., 2016 ; Freyria et al.,
2008).

La BMP-7, également connue sous le nom de « Osteogenic Protein 1 » (OP1),
augmente I'expression de collagéne de type Il et d’agrécanne. Elle se fixe a différents

récepteurs tels que ALK2, 3 et 6 ainsi que des récepteurs de type Il BMPR2, ACVR2A
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et 2B (Bragdon et al., 2011). La signalisation induite par BMP-7 semble nécessiter la
présence du CD44, sans lequel les chondrocytes ne sont pas capables d’induire la
voie de signalisation intracellulaire mettant en jeu pSMAD1/5 (Peterson et al., 2004 ;
Andhare et al., 2009 ; Luo et al., 2014).

Nous pouvons conclure pour cette premiere partie que les chondrocytes
réegulent finement la production de la MEC cartilagineuse. lls sont soumis a de
nombreux stimuli, qu’ils soient d’origine mécanique ou environnementale, régulant leur
activité métabolique ainsi que la qualité de la matrice qu’ils synthétisent. La synthése
d’'une matrice cartilagineuse hyaline est donc la résultante de I'expression de
'ensemble de ces factrices orchestrées par le chondrocyte.

En effet, 'lhoméostasie du cartilage résulte d’un subtil équilibre entre anabolisme
et catabolisme, cet équilibre est directement influencé par le microenvironnement.
Cette balance est contr6lée par différentes cytokines et facteurs de croissance
présents au sein du cartilage, et sécrétés le plus souvent par la membrane synoviale,
et, a un degré moindre, par les chondrocytes. Le chondrocyte joue donc un rdle
bivalent, il est capable de synthétiser les protéines constitutives d’'une matrice
cartilagineuse hyaline, mais est aussi capable de synthétiser les facteurs déclenchant
la dégradation de ce tissu, ce qui correspond a un processus de remodelage tissulaire
naturel. Cependant I'activité métabolique des chondrocytes demeure extrémement
faible, cela est notamment di au microenvironnement spécifique dans lequel il évolue
(pauvreté en apport nutritif, hypoxie), cette faible activité qui entrainera une faible
capacité de réparation intrinséque de la part des chondrocytes, mais aussi des CSM
résidentes. En cas de lésion du tissu, une altération tant qualitative que quantitative
de la MEC menera inexorablement a une dédifférenciation des chondrocytes, une
perte de leurs spécificités, pouvant aller jusqu’a I'apoptose. Cela augmente ainsi les
altérations tissulaires. Avec le temps, le tissu cartilagineux sera donc confronté a des
réactions inflammatoires multiples qui, associées aux Iésions chondrales, conduiront

a l'arthrose.
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Il.Le cartilage articulaire pathologique

Le cartilage articulaire hyalin est un tissu de liaison qui peut présenter de
nombreuses pathologies de différentes natures. En effet, en tant que tissu de support,
le cartilage articulaire peut faire face a des charges au niveau de la hanche, par
exemple, qui peuvent atteindre 18 MPa (Hodge et al., 1986). Des Iésions traumatiques
peuvent donc apparaitre (Iésions chondrales associées a des pertes de substance
chondrale), et ce, malgré la capacité du cartilage articulaire a absorber et dissiper les
contraintes mécaniques subies par [l'articulation ; le cartilage reste sensible aux
dommages causeés par les différents traumatismes auxquels il est soumis. D’autres
pathologies de ce tissu peuvent étre d’origine inflammatoire (polyarthrite rhumatoide,
chondrites), métabolique (chondrocalcinose articulaire, goutte, ochronose) ou encore

dégeénérative (arthrose).

A. Les lésions chondrales

Les lésions chondrales apparaissent généralement suite a un traumatisme subi
par larticulation. Ce traumatisme peut étre de nature diverse et variée, ainsi on
retrouve le surpoids, une sur-sollicitation de I'articulation lors d’activités sportives trop
intenses (sportif de haut niveau et cheval athlete sont comparables a ce niveau),
chute...

Ces traumatismes subis par l'articulation vont alors générer I'apparition de
micro-lésions dans un premier temps au sein du tissu, micro-lésions qui ne seront pas
réparées par les chondrocytes et elles vont alors évoluer en Iésions chondrales de plus
grande ampleur. En 2003, 'agence de recherche internationale sur le cartilage a publié
une classification relevant la profondeur des lésions chondrales (Brittberg & Winalski,
2003). Cette derniere comporte 4 grades qui sont fonction de la profondeur de la Iésion

étudiée (figure 24, tableau lII).
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AR
@a Grade 3b Grade 3¢ Grade 3d Grade 4a Grade y

Figure 24 : Classification des Iésions chondrales proposée
par « I'international cartilage society ».
https://musculoskeletalkey.com/diagnosis-of-osteochondral-defects-by-arthroscopy/

ﬂtilage status Grade Description \
Normal 0 Healthy cartilage
Almost normal 1a Superficial lesions/softening
1b As in 1a and/or superficial cracks or fissures
Abnormal 2 Extent <50% of thickness
Severe lesion 3a Extent >50%
3b Down to the calcified layer
3¢ Down to the surface of the subchondral bone (without penetration)
3d Includes budging of the cartilage around the lesion
Very severe lesion  4a Penetration of the subchondral bone but not across the entire diameter of
the defect
4b Penetration across the full diameter of the defect
Tableau Il : Classification des Iésions chondrales proposée par

« I'international cartilage society ».
D’aprés Abdel-Sayed & Pioletti, 2015.

De plus, lors de l'apparition et de I'évolution de ces lésions, des pertes de
substances chondrales vont avoir lieu dans [I'environnement articulaire,
essentiellement au sein du liquide synovial. Ces fragments de tissu ainsi présents dans
la synovie vont modifier le microenvironnement et ainsi induire la syntheése de facteurs
pro-inflammatoires et protéases, qui, en retour, vont dégrader les fragments présents
au sein de la capsule articulaire. Cependant, a terme, ces facteurs inflammatoires vont
influer sur 'homéostasie cartilagineuse favorisant ainsi la voie catabolique chez les
chondrocytes et les synoviocytes et provoquer de ce fait I'apparition de I'arthrose
(Neidhart et al., 1997).
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B. L’arthrose

L’'OMS (Organisation Mondiale de la Santé) et « 'American Academy of
Orthopaedic Surgeons » ont proposé une définition pour I'arthrose en 1994 :

« L’arthrose est la résultante des phénoménes mécaniques et biologiques qui
déstabilisent I'équilibre entre la synthése et la dégradation du cartilage et de I'os sous-
chondral. Ce déséquilibre peut étre initié par de multiples facteurs : génétiques, de
développement, métaboliques et traumatiques. L’arthrose touche tous les tissus de
l'articulation diarthrodiale et se manifeste par des modifications morphologiques,
biochimiques, moléculaires et biomécaniques des cellules et de la matrice
cartilagineuse conduisant a un ramollissement, une fissuration, une ulcération et une
perte du cartilage articulaire, une sclérose de I'os sous-chondral avec production
d’ostéophytes et de kystes sous-chondraux. Quand elle devient symptomatique,
'arthrose entraine douleur et raideurs articulaires, un éventuel épanchement
articulaire avec des degrés variables d’inflammation locale ».

L’arthrose est une maladie dégénérative, sa prévalence est trés élevée dans le
monde. Elle se manifeste essentiellement sur les articulations les plus sollicitées par
'organisme telles que les hanches, genoux, doigts et les gros orteils.

L’arthrose est considérée comme une pathologie globale de I'articulation dont
la conséquence est la dégradation progressive et irréversible du cartilage articulaire
menant a la mise a nu des extrémités osseuses. L'age représente donc a ce titre un

élément important dans la prévalence de I'arthrose (figure 25).

71



Introduction — Le cartilage articulaire pathologique

/ Sujet jeune Sujet age \

Figure 25 : Représentation macroscopique (A) et
microscopique (B) d’une articulation saine d’un
sujet jeune et age.

D’apres Lotz & Loeser, 2012.

1. Etiologie de I'arthrose

L’identification de facteurs de risque a permis de metire en place une
classification de I'arthrose avec deux grands groupes. L’arthrose « mécanique » est
due a un excés de pression sur un cartilage normal. Avec le temps, ce cartilage ne
peut plus assumer cette hyperpression et finit par dégénérer, c’est alors que 'arthrose
s’installe. L’arthrose « structurale » en revanche est due a un cartilage fragile évoluant
dans un environnement a pression normale.

L’arthrose mécanique est donc due a une hyperpression subie par le tissu
cartilagineux normal. Elle est la résultante d’'une mauvaise répartition des pressions a
cause d’'un os sous-chondral anormal, le réseau collagénique se rompt permettant une
expansion anormale des PG et une hyperhydratation du cartilage. Sous I'effet des
pressions persistantes, ce cartilage hyper-hydraté va alors perdre ses propriétés
biomécaniques. La teneur en AH diminue, les agrégats de PG se dépolymérisent et la
taille des monomeéres eux-mémes diminue. Le tissu cartilagineux perd de son élasticité
et amortit moins bien les pressions de I'articulation sur I'os sous-chondral. Ce dernier
réagit en se condensant et en développant une ostéophytose réactionnelle.
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Différentes causes peuvent étre invoquées, parmi lesquelles I'hyper-sollicitation
d’'une méme articulation lors d'une activité sportive ou professionnelle intense,
l'obésité, les malformations articulaires (figure 26). Plus généralement, un lien est
établi entre une altération ou une sur-sollicitation d’'une articulation et I'arthrose. De
méme, une méniscectomie, ou encore, certaines entorses articulaires peuvent étre

précurseurs d’une éventuelle évolution arthrosique.
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Figure 26 : Corrélation entre I'arthrose et les autres pathologies.
D’aprés Tachmazidou et al., 2019.

L’obésité constitue alors un important facteur de risque puisqu’il existe une forte
corrélation entre I'indice de masse corporelle (IMC) et I'arthrose du genou (Sharma et
al., 2006a), du fait des plus fortes pressions s’exercant sur les articulations portantes
et de 'augmentation de la masse osseuse, qui semblerait augmenter le risque de
détérioration du cartilage articulaire. Néanmoins, ce facteur de risque, directement
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corrélé avec I'hygiene de vie de la population, peut étre prévenu par la simple perte de
poids (Messier, 2008).

Les activités physiques et sportives tres intensives sont considérées comme des
facteurs de risque dans I'apparition de I'arthrose du genou et de la hanche, ce risque
est corrélé avec lintensité et la durée du niveau des activités sportives qui dans les
cas extrémes, conduisent a la dégradation du cartilage (Buckwalter & Lane, 1997). Par
contre, un sportif exergant une activité réguliére et modérée, ne présentera pas de
risque de survenue de l'arthrose. De plus, des études menées sur le genou montrent
que l'activité sportive semble moins néfaste pour I'articulation que le surpoids ou les
différents traumatismes subis (Vignon et al., 2006).

L’arthrose structurale, comme son nom l'indique, va mettre en jeu la structure
méme du cartilage, c’est alors la nature de la MEC qui va se retrouver fragilisée et
dégradée au fur et a mesure. De multiples facteurs peuvent étre impliqués, comme
par exemple, les facteurs hormonaux chez les femmes ménopausées, les
prédispositions génétiques, ou encore, toute pathologie induisant des inflammations a
proximité du site articulaire, telles que la membrane synoviale, la goutte, la
chondrocalcinose ou encore I'ochronose. Chez la femme ménopausée, il existe une
corrélation entre la survenue de I'arthrose et les femmes de plus de 50 ans mettant en
avant le rble central des cestrogénes dans la survenue de I'arthrose (Roman-Blas et
al., 2009 ; Watt, 2016). L’age mene aussi a une arthrose naturelle dite structurale qui
demeure normale. Lors du vieillissement, I'épaisseur du cartilage diminue, et son
aspect devient plus jaunatre (Lotz & Loeser, 2012 ; Greene & Loeser, 2015).

Les mutations génétiques sont aussi des facteurs a ne pas négliger. En effet,
des mutations des protéines structurelles de la MEC, telles que les collagénes de types
I, IX, X et XI ménent a des changements de conformation de la MEC, proposant ainsi
un environnement favorable au développement du processus arthrosique (Cicuttini &
Spector, 1996). Une mutation du collagene de type Il peut, par exemple, mener a
l'apparition du syndrome de Stickler, ou encore, d'une dysplasie spondylo-
épimétaphysaire type Strudwick, le collagéne de type IX une dysplasie épiphysaire
multiple et le type X, une chondrodysplasie métaphysaire type Schmidt. Des mutations
des facteurs régulant ’'homéostasie de la MEC cartilagineuse peuvent aussi étre la
source d’'un déréglement de cette homéostasie pouvant, la aussi, mener a I'apparition

de l'arthrose. Selon les articulations, les prédispositions génétiques sont a I'origine de

74


https://fr.wikipedia.org/wiki/Syndrome_de_Stickler
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Dysplasie_spondylo-%C3%A9pim%C3%A9taphysaire_type_Strudwick&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Dysplasie_spondylo-%C3%A9pim%C3%A9taphysaire_type_Strudwick&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Dysplasie_%C3%A9piphysaire_multiple
https://fr.wikipedia.org/wiki/Dysplasie_%C3%A9piphysaire_multiple
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chondrodysplasie_m%C3%A9taphysaire_type_Schmid

Introduction — Le cartilage articulaire pathologique

la survenue de plus de 50% des arthroses (Spector & Macgregor, 2004 ; Pelt et al.,
2015).

2. Les mécanismes moléculaires de I’arthrose

Au sein du cartilage articulaire de type hyalin sain, les chondrocytes assurent le
maintien de '’homéostasie, équilibre dynamique entre synthése et dégradation des
différentes protéines composant la MEC. Lors de la mise en place du processus
arthrosique, on va observer a partir des micro-lésions, une perte progressive de
substance chondrale (Sandell & Aigner, 2001). Lors des stades précoces de I'arthrose,
les chondrocytes proliferent davantage et augmentent la synthése des différents
composants de la MEC pour tenter de combler les Iésions et pallier la perte de
substance chondrale. Cependant, cette tentative de réparation n’est que transitoire,
elle aboutit a la synthése de collagéne de type | essentiellement, atypique du cartilage
articulaire de type hyalin au niveau de la zone péricellulaire ; la mise en jeu des
cytokines pro-inflammatoires cataboliques prend le pas sur les processus anaboliques
(Aigner et al., 1999 ; Sandell & Aigner, 2001 ; Soder et al., 2002).

2.1. Les cytokines pro-inflammatoires

Des les premiers stades du développement du processus arthrosique, les
premieres pertes de substances chondrales vont entrainer la synthése de cytokines
afin d’enclencher la dégradation des fragments de tissus se retrouvant dans le liquide
synovial. C’est essentiellement le synoviocyte, cellule de la membrane synoviale, et
les chondrocytes eux-mémes qui vont produire des cytokines telles que I'lL-1B et le
TNF-a, ces deux facteurs ayant des rdéles prépondérants dans la progression de la
maladie (Goldring & Goldring, 2004). La réponse inflammatoire induite par I'lL-1 est de
100 a 1000 fois plus importante que celle du TNF-a, cependant, il existe une synergie
importante entre ces deux cytokines (Van den berg, 2001). Bien qu’étant majoritaires,
ces cytokines agissent avec un « cocktail » composé d’autres cytokines, telles que I'lL-
8, 'oncostatine M ou encore I'lL-6 (Goldring & Goldring, 2004). Ces cytokines vont par
la suite induire la synthése de protéases (notamment des collagénases et
agrécannases) qui vont venir dégrader les fragments cartilagineux ayant été relargués
au sein du liquide synovial par le tissu cartilagineux (figure 27). Ces facteurs pro-
inflammatoires pourraient étre des cibles a fort potentiel pour de nouvelles thérapies
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biologiques utilisées pour la prévention de l'arthrose et de la douleur (Dieppe &
Lohmander, 2005 ; Bauer et al., 2006 ; Lee et al., 2011 ; Schaible et al., 2011).

N

M1 macrophage

Synovial inflammation

Normal : Osteoarthritis 9
.

M2 macrophage

Pro-inflammatory cytokines
(TNF-a,IL-1 ,IL-12,IL-16j

Figure 27 : La réponse inflammatoire dans
I’arthrose.
D’aprés Wu et al., 2020.

L’ll-1B est la cytokine centrale de la réponse inflammatoire et du processus de

o~ O\

e

dégradation du cartilage dans I'arthrose (Pujol et al., 2008). La famille des interleukines
est composée de 11 membres (IL-1a, IL-1B, IL-18, IL- 33, IL-36a, IL-3683, IL-36y,
antagoniste des IL-1R (IL-1Ra), IL-36Ra, IL-37 et IL-38) qui peuvent avoir des
fonctions biologiques complémentaires ou distinctes (Garlanda et al., 2013). La plupart
des génes codant pour les membres de la famille des cytokines de type IL-1 sont situés
sur le chromosome 2 humain, a l'exception des génes codant pour les IL-18 et IL-33
qui sont situés sur les chromosomes 11 et 9 respectivement. Les cytokines de la
famille IL-1 partagent une structure commune a I'extrémité C-terminale (Palomo et al.,
2015). L’IL-1B et I'lL-18 sont exprimées sous forme de zymogenes inactifs qui sont
activés par un clivage dans la région N-terminale par la caspase-1, qui est elle-méme
activée par la formation d'un complexe multiprotéiqgue connu sous le nom
d'inflammasome (Martinon et al.,, 2004 ; Sharma & Kanneganti, 2016). La libération
d'IL-1B sous forme bio-active est également censée nécessiter une certaine forme de
mort cellulaire inflammatoire (Lukens et al., 2012). Par conséquent, I'activité de I'lL-1
est étroitement régulée au niveau de son expression, mais son activité est aussi
dépendante de sa maturation par les caspases activées.
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Cette cytokine inhibe la synthése des composants matriciels, tels que le
collagene de type Il et les PG. Elle induit également la dégradation des composants
de la MEC en stimulant I'expression de protéases telles que les MMP, ou encore, les
ADAMTS. D’autre part, elle favorise la production de monoxyde d’azote (NO) qui agit
comme un relais pour I'lL-1B et qui peut par lui-méme inhiber la synthése du collagene
de type Il et des PG, stimuler I'action des MMP et probablement déclencher I'apoptose
des chondrocytes (Lotz et al., 1999).

Le TNF-a est la cytokine de linflammation synoviale (Goldring & Goldring,
2004). Elle est produite notamment par les macrophages de la membrane synoviale
et joue un réle paracrine sur I'activation des chondrocytes arthrosiques (Bondeson et
al., 2010). Les effets biologiques du TNF-a se manifestent par la liaison aux récepteurs
TNFR1 et TNFR2, qui sont régulés différemment selon les types de cellules (Al-Lamki
et al.,, 2001). Le TNFR1 est associé a des Iésions tissulaires et a une réponse pro-
inflammatoire. On constate que le TNF-a est principalement séquestré dans I'appareil
de Golgi des cellules au repos, notamment dans les cellules de la membrane
synoviale, et il peut agir comme un réservoir pour augmenter la densité d'expression
des récepteurs de surface, sensibilisant ainsi les cellules aux actions du TNF (Jones
et al., 1999). Un traitement anti-TNF-a diminue de fagon prolongée la douleur dans
I'arthrose (Grunke & Schulze-koops, 2006).
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2.2. La perte de I’lhoméostasie et la dégradation du

cartilage articulaire

Le cartilage articulaire de type hyalin est régi par un équilibre entre 'anabolisme
et le catabolisme (figure 28). Cette homéostasie est assurée par les chondrocytes eux-
mémes, qui en fonction du micro-environnement dans lequel ils évoluent, vont venir
réguler la synthéese et la dégradation des collagénes et de PG. Suite a I'apparition de
micro-lésions au niveau du cartilage articulaire, le micro-environnement va se trouver
modifie, la perte de substance chondrale entrainant une réaction inflammatoire qui
conduit & une perte de 'homéostasie. En effet, les chondrocytes ne vont alors plus
pouvoir assurer une synthése suffisante de collagénes et de PG afin de pallier ceux
qui sont dégradés. Ce déséquilibre, issu de 'augmentation du catabolisme rapidement
installé lors du processus arthrosique, va alors participer a la rupture de ’homéostasie
par l'intermédiaire des protéases comme les MMP et les ADAMTS, qui verront leurs
activités fortement augmentées et ceci sera associé a une diminution de I'anabolisme

matriciel et des TIMP par les chondrocytes (Goldring & Marcu, 2009).
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Figure 28 : Représentation de I’lhoméostasie cartilagineuse.

En condition physiologique, il existe un équilibre entre les signaux de facteurs
de croissance et de cytokines pro-inflammatoires, menant a une homéostasie
entre synthése et dégradation de la MEC. Lorsque celle-ci est rompue, cela

méne a la dégradation de ce tissu.
D’aprés Demoor et al., 2014.
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Les MMP -1, -8 et -13 sont les principales MMP impliquées dans le catabolisme
des collagenes de la MEC du cartilage (figure 29) (Fields, 2013). Les MMP-1 et -8 sont
exprimées essentiellement au niveau de la couche superficielle du cartilage et
interviennent dans les phases destructrices primaires initiées par l'inflammation. La
MMP-1 assure la dégradation des collagenes. La MMP-13 est, quant a elle, surtout
retrouvée dans les couches profondes du cartilage lors du remodelage matriciel
(Rengel et al., 2007), elle est considérée comme un marqueur d’hypertrophie
chondrocytaire et est retrouvée dans les chondrocytes articulaires humains atteint
d’arthrose.

Parmi les ADAMTS, on retrouve des agrécannases, qui sont les principales
protéases impliquées dans la dégradation de I'agrécanne lors des premiéres étapes
du remodelage tissulaire inhérent a [larthrose (figure 29). Les ADAMTS-4
(agrécannase-1) et ADAMTS-5 (agrécannases-2) sont les principales agrécannases
présentes au sein du cartilage arthrosique. L’ADAMTS-5 est considérée comme la
principale enzyme qui dégrade lI'agrécanne lors de la survenue de l'arthrose. Les
ADAMTS sont induites par des cytokines inflammatoires comme I'lL-1 et le TNF-a.
L’IL-1 semble induire spécifiquement ADAMTS-4 (Goldring & Otero, 2011).
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Figure 29 : Classification et structure des protéases.
A, Le dégradome humain, le répertoire des protéases produites par les cellules, comprend au moins 569
protéases et homologues subdivisés en cinq classes : 21 protéases aspartiques, 28 thréonines protéases, 150
cystéines protéases et 176 sérines protéases et 194 métalloprotéases, y compris les membres des familles
MMP, ADAM et ADAMTS. B, Classification structurelle des MMP basée sur la composition de leurs domaines,
y compris les MMP sécrétées et associées a la membrane, et les MMP qui sont activées intracellulairement via
le clivage médié par la furine. C, La plupart des ADAM sont des protéines transmembranaires de type | qui
possédent des domaines de désintégration, riches en cystéine et EGF au lieu du domaine hémopexine des
MMP. Les ADAMTS sont des protéines sécrétées qui contiennent des motifs de thrombospondine | au lieu du
domaine EGF.

‘aprés Rivera et al., 2010.

Une protéase a sérine, HirA1 (« High-temperature requirement A1 »), joue aussi
un réle important dans I’homéostasie cartilagineuse. HtrA1 appartient a la superfamille
des HtrA ayant les caractéristiques d'une protéase a sérine. Elle participe a de
nombreux processus biologiques et voies de signalisation cellulaire, et est impliquée
dans la pathogenése, notamment dans I'ostéoporose, l'arthrose, la maladie
d'Alzheimer, la dégénérescence maculaire lie a I'age et différents cancers (Hadfield

et al,, 2008 ; Hu et al., 1998 ; Lejima et al., 2015 ; Poepsel et al., 2015). HirA1 a été
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identifiée comme une protéine sécrétée, néanmoins on la retrouve également présente
a l'intérieur des cellules (Chien et al., 2009 ; Clawson et al., 2008). HirA1 est présente
en grande quantité dans le liquide synovial et le cartilage articulaire des patients
atteints d’arthrose et de polyarthrite rhumatoide (Guo et al., 2018). Cette augmentation
d’expression d’HtrA1 lors de I'arthrose serait due a l'activation de DDr-2, qui est un
récepteur de surface cellulaire, qui, lorsqu’il est régulé négativement, entrainant aussi
une augmentation de la dégradation de la MEC en induisant la synthése de MMP13
dégradant le collagéne de tpye Il (Xu et al., 2014 ; Manning et al., 2016). Le TGF-f3,
par l'intermédiaire de la phosphorylation de Smad2 et Smad3 peut aussi activer HtrA1.
Par ailleurs, cette protéase semblerait induire la dégradation des récepteurs des
membres de la famille des TGF-B (Oka et al., 2004) et inhiber la voie de signalisation
induite par la BMP-2 (Hadfield et al., 2008). HirA1 joue donc un double réle dans la
dégradation du cartilage articulaire puisqu’elle va a la fois étre un acteur majeur de la
dégradation de la MEC (PG et collagéne), mais elle va aussi venir réguler
négativement les voies de signalisation menant a la différenciation cellulaire, a
'anabolisme et au maintien du phénotype chondrocytaire.

Les chondrocytes vont alors tenter de combler les pertes de MEC induites par
ces protéases, en synthétisant, d’'une part, des cytokines-anti inflammatoires (IL-4, IL-
10, IL-13, ...), et d’autre part, le collagéne de type |, en vain, la perte des spécificités

tissulaires ne sera jamais recouvrée.

2.3. Le collagene de type | comme marqueur du
cartilage arthrosique

Le chondrocyte, du fait de la non vascularisation du cartilage induisant un faible
apport en nutriments et un microenvironnement hypoxique, posséde une faible
capacité de réparation intrinséque. Suite aux premiers dommages subis par
l'articulation et le tissu cartilagineux, le chondrocyte va tenter une premiére réparation
qui se traduit par une synthése transitoire de collagéne de type I. Cette synthése va
amener a l'apparition d’un fibrocartilage. Ce fibrocartilage ne possédant pas les
mémes propriétés biomécaniques que le cartilage de type hyalin sera néanmoins
rapidement dégradé, laissant apparaitre des Iésions plus importantes et une évolution
inéluctable de I'arthrose. Le collagéne de type | est donc un excellent marqueur des

stades d’arthrose précoce (Benya et al., 1978).
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2.4. La sénescence

A T'origine du vieillissement cellulaire, tissulaire, et, a plus grand échelle, de
I'organisme, la sénescence va induire une perte de fonction et une dégradation lente
des cellules. La sénescence cellulaire des chondrocytes participe activement a
l'initiation et la progression de l'arthrose pouvant étre a l'origine d’arthrose due au
vieillissement.

Une étude comparant le cartilage articulaire arthrosique et le cartilage articulaire
sain provenant d’autopsie humaine a été réalisée (Rose et al., 2012). Un degré plus
élevé de dommages a I'ADN génomique (démontré par test COMET) a été détecté
dans l'arthrose par rapport au cartilage sain, mais il n'y avait aucune preuve d'un
raccourcissement critique des télomeres, pourtant marqueur de sénescence. La
quantification des inhibiteurs du cycle cellulaire p53, 16 et 21 dans les chondrocytes
sénescents (Loeser, 2009) a révélé une augmentation concomitante de l'expression
des protéines p53, p16INK4a et p21Cip1 avec la sénescence cellulaire, et une
corrélation positive avec la présence de SA-B-Galactodisade.

Dans une autre étude plus fondamentale menée chez la souris, I'apparition de
pathologies liées a I'age, au sein du tissu adipeux, des muscles squelettiques et des
yeux pourrait étre retardée en éliminant des cellules sénescentes p16INK4a-positives,
un marqueur typique pour la sénescence cellulaire (Baker et al, 2011). Il est important
de noter que cette étude suggere que les cellules sénescentes jouent un réle dans le
vieillissement et la progression des maladies liées a I'age. Avec le vieillissement de la
population, les stratégies efficaces de régénération du cartilage devraient aborder et
surmonter les problémes pertinents de la sénescence cellulaire et des changements
liés a I'age qui en découlent, afin d'assurer une régénération fonctionnelle durable du

cartilage.

3. L’arthrose chez le modele équin

Chez le cheval, I'arthrose a été rapportée pour la premiére fois en 1938 et a été
comparée a celle observée chez 'Homme (Callender & Kelser, 1938). Les affections
locomotrices sont la premiére cause de baisse de performances ou d’arrét de carriére
des chevaux de course et de sports et représentent 80% des cas (Perkins et al., 2004).
De plus, le risque de développer de nouveau un trouble musculo-squelettique, lors du
retour a I'entrainement, est alors plus élevé. Une étude portant sur les performances
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équines chez 40 pur-sang a montré que 37 chevaux présentaient des boiteries au
cours des six premiers mois d’entrainement, dans la plupart des cas (27 d’entre eux),
a cause de lésions articulaires (Preston et al., 2008). L’arthrose est une pathologie se
développant naturellement chez le modéle équin et pouvant aussi apparaitre avec
'age. Les affections articulaires ont un impact économique majeur pour lafiliere équine
car leurs colts directs et indirects sont estimés a plus de 100 millions d’euros,
seulement pour la filiere trot. C’est pourquoi le diagnostic précoce de ces affections et
leur prise en charge sont fondamentaux pour les professionnels de la filiere, mais
aussi, pour les cavaliers, qu’ils soient amateurs ou professionnels, ainsi que pour les

propriétaires.

3.1. L’incidence des affections articulaires chez le

cheval

Avec plus d’'un million soixante mille équidés en 2016 en France, (les deux tiers
du cheptel présent fin 2016 sont des chevaux de selle et des poneys, les chevaux de
race, de course, avec 170 000 chevaux, représentent prés de 16% du cheptel, alors
que les cheptels d'anes et de chevaux de trait représentent respectivement 9% et 7%
de la population), la filiere équine Frangaise est en plein essor économique et génére
14 milliards d’euros de flux financier par an (dont 10 milliards sont générés par la filiere
course, 750 millions par la filiere sport-loisir et 350 millions par la filiére viande). En
2018, en France, la filiere équine génére environ 66 000 emplois en activité principale,
dont 7 emplois sur 10 en lien direct avec le cheval (producteurs et utilisateurs du
cheval). Le cheval représente une activité secondaire pour 80 000 autres personnes,
en particulier en élevage et en points de vente PMU. De plus, la filiere équine est le
premier organisateur mondial de compétitions internationales et la 3¢ fédération
sportive frangaise avec environ 644 800 licenciés pour I'année 2017-2018 (FFE).
Enfin, la France est le seul pays au monde a pouvoir afficher des performances
équines dans les trois disciplines principales que sont le galop, le trot et le sport. Dans
ce contexte, la Normandie est la 1¢® région d’élevage avec 30% de la production
nationale et plus de 12 000 naissances par an. Elle est également la 1 région sur le
plan économique avec 17 900 emplois et compte 670 établissements équestres avec
plus de 46 700 licenciés (Sources IFCE).
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3.2. L’'impact sur la filiere équine

Lors de la survenue des arthropathies chez le cheval, de nombreux frais doivent
étre engagés par le propriétaire, afin de poser le diagnostic et de prodiguer les soins
a 'animal. Une étude estime ainsi ces frais directs a approximativement 3000 dollars
américains par an et par équidé victime d’une telle pathologie. Les auteurs de cette
étude estiment a plus de 15000 dollars par an et par cheval les frais et les pertes
financiéres causées par la survenue de I'arthropathie (Oke & Mcllwraith, 2010). Ces
pertes peuvent d’ailleurs potentiellement s’avérer bien plus importantes si I'on
considére les chevaux sportifs de haut niveau.

A ce titre, les affections locomotrices représentent la premiere cause de baisse
de performances ou d’arrét de carriere de chevaux de course et de sport, et
surviennent dans 80% des cas selon une étude néo-zélandaise (Perkins et al., 2004).
De plus, 95% des chevaux de course présentent un probleme locomoteur au cours
des six premiers mois de leur entrainement, et au sein de ces troubles locomoteurs,
les affections articulaires occupent une place dominante par leur fréquence et leur

impact économique majeur.

3.3. Arthrose équine, du diagnostic au traitement

L’arthrose chez les équidés peut étre suspectée des lors que le cheval présente
une bofiterie visible lorsqu’il n’est pas a I'effort, s'il est difficile de manipuler un membre
ou encore si ce dernier présente une raideur ou des craquements lors de la
mobilisation. Dans un cas de suspicion d’arthrose, le vétérinaire posera le plus souvent
un diagnostic définitif a la radiographie. En cas d’intervention chirurgicale (retrait de
fragment osseux ou lavage articulaire par exemple), I'arthroscopie permettra d’évaluer
précisément |'état du cartilage.

Il n’existe aucun traitement curatif pour I'arthrose. Tout comme chez 'lHomme,
différents traitements palliatifs peuvent alors étre mis en place. Dans un premier temps,
des conditions d’hygiéne de vie pourront soulager I'animal, telles que des ferrures
adaptées et un régime alimentaire optimal afin d’éviter tout surpoids et surcharge
inutile sur les articulations Iésées, favorisant le développement arthrosique. Dans un
second temps, des anti-inflammatoires peuvent aussi étre prescrits ainsi que des
infiltrations de corticoides ou encore d’AH mais cela peut présenter un risque
infectieux, bien qu’il reste limité (Pham, 2009). La mise au point de thérapies cellulaires
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a bases de cellules souches peut aussi étre envisagée. En effet, les propriétés
immuno-modulatrices et anti-inflammatoires des cellules souches indifférenciées de
moélle osseuse ou adipeuses peuvent tenter de rétablir une certaine homéostasie
(Ortved & Nixon, 2016). Les CSM peuvent aussi étre différenciées in vitro en
chondrocyte puis apposées sur les Iésions tissulaires afin de combler ces dernieres.
Ces différentes approches demandent néanmoins une mise au point importante afin
de générer un néo-cartilage de type hyalin présentant les propriétés physico-
chimiques compatibles avec les contraintes subies par l'articulation. Il est aussi
possible d’administrer des compléments alimentaires aux chevaux afin de prévenir
l'apparition d’arthrose et d’en limiter la progression. On retrouve différents
compléments alimentaires sur le marché, certains a base de chondroitine,
glucosamine, MSM (méthylsulfonylméthane), mais aussi, des compléments a base de
plantes tels que [I'Harpagophytum, la préle, le curcuma... Ces compléments
alimentaires semblent néanmoins avoir un meilleur effet lorsqu’ils sont utilisés de
maniére préventive, ils ont 'avantage d’étre simples d’utilisation et peuvent étre
administrés par voie orale lors de ration journaliéere. Il reste néanmoins conseillé
d’accompagner ces compléments alimentaires avec une bonne hygiéne de vie des

equidés et des conditions de vie adaptées (notamment pour les chevaux de course).

3.4. Le cheval, un modele patient animal de choix

pour I'arthrose

Afin d’évaluer l'efficacité des différents traitements innovants utilisés dans le
cadre de l'ingénierie tissulaire (IT) du cartilage, il est nécessaire de réaliser une preuve
de concept chez lanimal. Les modeles animaux permettent d’analyser la
physiopathologie de I'arthrose ainsi que le développement d’agents thérapeutiques et
de marqueurs biologiques pour le diagnostic et le pronostic de la maladie. Si la plupart
des premiers modeéles utilisés afin de valider la faisabilité dans les modeles
précliniques restent murins, de nombreux modéles « gros animaux » sont utilisés tels
que la chévre, le lapin, le chien ou encore les chevaux. Chacun de ces modeéles
présente des avantages et des inconvénients (Moran et al., 2016). Le modele murin
est utilisé in vivo, d’'une part pour son faible colt, sa disponibilité, et sa relative facilité
d’entretien. Les expérimentations en sous-cutané pour tester l'innocuité et I'aspect

biodégradable sont généralement étudiées sur ce modéle. Cependant, rapidement, ce
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modele atteint ses limites en IT du cartilage car il possede des articulations trop petites
afin de permettre des expérimentations directement au niveau des sites articulaires.

Les modeéles « gros animaux » présentent donc I'avantage de pouvoir permettre
de réaliser des études directement in situ. De plus, avec les moyens technologiques
dont nous disposons aujourd’hui (radiographie, échographie, arthroscopie, IRM, ...), il
est de plus en plus aisé de suivre I'évolution de la pathologie chez ces modéles.
Plusieurs modeéles de ce type sont utilisés tels que la chevre, le lapin, le chien, mais le
modele le plus pertinent est le cheval si 'on se base, entre autres, sur la structure,
'épaisseur, la cellularité du cartilage, la biochimie et les contraintes mécaniques
appliquées aux articulations (Aigner et al., 2010).

L’intérét de développer des modéles d’arthrose chez le cheval est double :
I'arthrose est une pathologie se développant naturellement et qui est trés répandue
chez cette espece, de plus, I’homologie tissulaire entre le cheval et ’THomme en fait un
candidat idéal. La taille de ses articulations permet de réaliser des arthroscopies en
routine permettant ainsi de créer des lésions cartilagineuses ou pour suivre I'évolution
des différentes stratégies thérapeutiques mises en place et I'évolution des différentes
Iésions cartilagineuses in situ (Moran et al., 2016).

Les origines de la pathologie chez le modele équin sont les mémes que chez
’'Homme. On retrouve ainsi des facteurs, tels que I'’hygiéne de vie et le surpoids, mais
aussi, les facteurs liés a I'age et, enfin, le cas des chevaux sportifs présentant les
mémes contraintes biomécaniques subies au niveau des différentes articulations
mises en jeu. Ces articulations vont, tout comme chez ’'Homme athléte de haut niveau,
subir des chocs répétés laissant apparaitre des micro-lésions conduisant, a terme, a
l'apparition d’arthrose. Une mauvaise prise en charge, une surcharge de travail
meéneront inévitablement a [l'apparition d’arthrose et d’ostéophytes provoquant
d’'importantes douleurs, une perte de ses capacités locomotrices et par conséquent un
arrét du cheval. Le cheval développe donc des pathologies ostéoarticulaires dont
I'étiologie est similaire a ce qui est retrouvé chez 'Homme (Mcllwraith et al., 2012).

Différents types d’induction d’arthrose expérimentale existent (Kuyinu et al.,
2016). Cependant, le plus souvent, les arthroses induites chez le cheval impliquent la
création d’'une lésion ostéo-chondrale au niveau de I'articulation du carpe, méme si
certaines études utilisent I'articulation métacarpo-phalangienne ou le condyle fémoral
(McCoy, 2015). Pour la création d’une lésion cartilagineuse, elle peut étre effectuée
par curetage de la surface du cartilage ; en prenant soin de ne pas atteindre I'os.
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Les affections locomotrices sont la premiére cause de baisse de performances
ou d’arrét de carriere des chevaux de course et de sports (Perkins et al., 2004). De
plus, le risque de développer de nouveau un trouble musculo-squelettique, aprés une

premiere affection, locomotrice, lors du retour a I'entrainement, est plus élevé.

4. L’arthrose chez PHomme

4.1. Epidémiologie de I'arthrose

L’arthrose est la pathologie articulaire la plus fréquente. A terme, elle entraine
une importante invalidité pouvant étre a I'origine d’une morbidité croissante dans les
pays développés. Un adulte sur deux souffre d’arthrose symptomatique a partir de
soixante ans et ceci est a I'origine d’un colt médico-socio-économique exorbitant en
France.

La prévalence de l'arthrose en France est de 15% selon la Société Francaise
de Rhumatologie, elle concerne un peu plus de 10 millions de Frangais (chiffres de
'INSEE). Les mémes proportions sont également observées dans I'ensemble des
pays dits industrialisés. D’aprés les chiffres rapportés par 'INSERM en 2017, son
incidence augmente avec I'age, elle est de I'ordre de 65% pour les plus de 65 ans.
Toutefois, elle ne touche pas exclusivement les personnes agées. Cette pathologie
peut avoir un impact physique et psychologique important, nécessitant des aides
techniques et humaines au long court. En France en 2010, le codt pour la société a
eté évalué a plus de 3 milliards d’euros (Grange et al., 2012). Le vieillissement de la
population en fait un probléme de santé publique conduisant au développement de
différentes stratégies potentiellement thérapeutiques. L’arthrose peut atteindre toutes
les zones articulaires. Pour certaines articulations, telles que le genou, la main, la
hanche et le rachis, elle est généralement idiopathique, tandis que pour les affections
plus rares du coude ou du poignet, elle est secondaire, c’est & dire due a un
traumatisme ou une pathologie sous-jacente. Sa prévalence générale est importante
pour les personnes agées de plus de 50 ans, en effet 'dge est le principal facteur de
risque.

Cependant 'ensemble des arthroses ne sont pas douloureuses, des autopsies
ont révélé que 60% des plus de 65 ans présentent une arthrose douloureuse.

L’ensemble des articulations peuvent étre touchées par un phénomeéne arthrosique,
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les articulations les plus fréquemment touchées sont la colonne vertébrale, le genou,
la main et la hanche. Ces différentes localisations sont dépendantes de ['utilisation et
de la sollicitation propre a chaque personne des différentes articulations. L’age,
comme indiqué, est un facteur important dans I'’évolution de I'arthrose, le pourcentage
de personnes atteintes par I'arthrose augmentant avec I'age, on dénombre environ 3%
des moins de 45 ans, 65% des plus de 65 ans et 80% des plus de 80 ans (Source :
Société frangaise de rhumatologie).

Aux coOtés de I'age, de nombreux autres facteurs peuvent intervenir dans
I'apparition de I'arthrose comme le surpoids, une sur-sollicitation de I'articulation ou
encore des facteurs génétiques (mutation spontanée ou d’origine héréditaire) ou

hormonaux (cestrogénes).

4.2. Diagnostic et colits de I'arthrose

Le diagnostic de I'arthrose est suspecté cliniquement (apparition de douleur ou
perte de mobilité) et confirmé par radiographie. La radiographie permet d’observer un
eventuel pincement articulaire et 'apparition d’ostéophytes (figure 30) (Braun & Gold,
2012). Des cavités osseuses appelées géodes peuvent aussi apparaitre et étre
observées en radiographie. Cependant, cette technique génére des images moins
nettes que celles que I'on peut obtenir a I'aide d'IRM (Imagerie par Résonance
Magnétique). Des ponctions de liquides synoviaux ou des prises de sang ne
permettent pas d’identifier les articulations arthrosiques mais peuvent permettre de
faire la différence entre une arthrose et un autre rhumatisme, tel que I'arthrite qui
présente des CRP élevés, ainsi qu’'une hyperleucocytose (plus de 1000

leucocytes/mms).
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Figure 30 : Radiographie et schéma d’une articulation arthrosique.
La radiographie permet dobserver l'espace inter-articulaire, le pincement de

linterligne articulaire est un témoin d'usure du cartilage et donc d’arthrose.
https://public.larhumatologie.fr/grandes-maladies/arthrose/comment-diagnostiquer

4.3. Les traitements actuels

Aujourd’hui, il n’existe aucun traitement permettant de régénérer un tissu
cartilagineux lésé. Les traitements, qu’ils soient pharmacologiques, chirurgicaux,
tissulaires ou alimentaires ne permettent que de traiter les symptémes inflammatoires

ou la sensation de douleur, voire de retarder I'evolution de I'arthrose.

4.3.1. Les traitements pharmacologiques

Les traitements pharmacologiques peuvent prendre plusieurs formes, ils
peuvent étre administrés par voie orale, en application locale ou encore par injection
intra-articulaire. Le traitement passe donc par la prescription d’antalgiques, de
chondroprotecteurs, d’anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et stéroidiens
comme les corticoides. Des injections intra-articulaires de glucorticoides ou AH
peuvent étre réalisées mais peuvent présenter un risque infectieux, bien que mineur
(Pham, 2009). Bien que ces injections augmentent la qualité de vie durant un court
laps de temps apres l'injection, aucune étude ne montre la régénération du cartilage
(Ayhan, 2014). D’autres types d’injections comme celles de « Platelet Rich Plasma »
(PRP) peuvent aussi étre réalisées (Grunke & Schulze Koops, 2006) ; les injections

de PRP, obtenues a partir du sang du patient qui a été concentré en plaquettes afin
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d’en obtenir 4 fois plus qu’a la normale, ont 'avantage de contenir un large spectre de
facteurs de croissance pouvant théoriquement participer a la réparation tissulaire. Les
injections de PRP permettent de soulager la douleur, d’augmenter la mobilité de

l'articulation, la qualité de vie, mais sans régénérer le cartilage.

4.3.2. Les traitements chirurgicaux

Ces traitements seront proposés pour les cas d’arthrose les plus avancés
présentant des Iésions plus étendues. Parmi ces solutions, on retrouve le lavage
arthroscopique consistant a laver l'intérieur d’'une articulation atteinte afin d’éliminer
les débris cartilagineux présents dans le liquide synovial (Thiede et al., 2012). Le but
étant de diminuer l'inflammation au sein de la cavité articulaire, cette technique est
souvent associée au débridement qui consiste a éliminer localement des fines couches
de cartilage lésé. Ceci, une fois encore, a pour but de limiter les débris de MEC se
retrouvant dans la synovie qui entraineront par la suite un contexte inflammatoire au
sein de larticulation, et par conséquent, une balance homéostasique propice au
développement de I'arthrose. Cependant une fois encore, cette solution ne soulage le
patient que temporairement et n’empéche pas la survenue et le développement de
I'arthrose.

Différentes stratégies peuvent étre mises en place afin de suppléer la perte de

cartilage. On retrouve ainsi différentes techniques comme la micro-fracture qui

consiste a perforer I'os sous-chondral

pour stimuler la formation d’une nouvelle
surface articulaire (figure 31). Des forages
sont ainsi réalisés au poingon ou a la
meéche au niveau des pertes de substance

chondrale tous les 1 a 3 mm sur une

profondeur de 3 a 4 mm. La pénétration

_ ) Figure 31 : Réalisation d’une micro-
de l'os sous chondral va induire des Qacture sur une articulation arthrosiquy

D’apres Mella et al., 2017.

saignements et ainsi générer la formation
d’un caillot. Des CSM migrent dans le caillot, proliferent et forment une surface fibro-
cartilagineuse. Cette technique est réalisée par athroscopie sur des Iésions de moins
de 2 cm2. Cependant, elle conduit a la création d’un fibrocartilage et non a du cartilage
de type hyalin. La mosaique-plastie consiste a effectuer un transfert de blocs ostéo-
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chondraux d'une zone non portante

N )

macroscopiquement « saine » de / 4

oy

S
couche inférieure d'os et d'une couche \_ ‘J )

- . . Figure 32 : Mosaique-plastie d’
supérieure de cartilage de type hyalin. Cette arﬂculation arthr;'siqupefis e dine

. . , , https://clinique-orthopedique-paris.com/traitement
étape présente l'avantage d’apporter au kﬁ'ﬁrose . pediquep J

niveau de la lésion un tissu cartilagineux sain

l'articulation vers une zone présentant des
lésions avancées (figure 32). Ces blocs

ostéo-chondraux sont constitués d’une

vivant, il est utilisé pour traiter des lésions de 2 a 3 cm2. Cependant, au niveau des
interstices entre les blocs ostéo-chondraux, il se forme un fibro-cartilage, et, a terme,

I'arthrose se redéveloppe au sein de l'articulation Iésée.

En derniers recours et

uniqguement pour les articulations
présentant un stade d’arthrose trés
avancé, la mise en place d’une

prothése pourra étre envisageée

(figure 33). Cette solution n’est

néanmoins pas applicable a toutes K k g

les articulations, et la durée de vie

Figure 33 : Représentation d’'une

prothése de genou et cliché

une quinzaine d’années. En effet, radiographique représentant une

prothése de genou.

selon la nature du matériau de la https://www.mon—arthrose.com/arthrose—prothese—gy

des protheses est limitée a, environ,

http://www.yvesdjermag.com/les-protheses-du-genou

prothese implantée (titane,

céramique, cobalt, chrome, ...), des micro-particules peuvent étre libérés dans le
microenvironnement au fur et a mesure que la prothése s’use. Ces micro-particules
vont a leur tour entrainer une inflammation de la capsule articulaire, et notamment au
niveau de la jonction entre la prothése et I'os, pouvant entrainer une fracture qui sera
due a une diminution locale de la densité osseuse (Rand et al., 2003).
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4.3.3. La thérapie cellulaire et I'ingénierie tissulaire

D’autres traitements potentiels ont été mis au point grace a la thérapie cellulaire
et lingénierie tissulaire. Ce type d’approche vise a remplacer les cellules
pathologiques par des cellules saines, voire un tissu sain, afin de recréer un substitut
cartilagineux capable d’exercer ses fonctions au sein de l'articulation. C’est en 1989
que la Transplantation de Chondrocytes Autologues (TCA) chez un modéle
lagomorphe a montré la formation d’'un néo-cartilage recouvrant 82% de la zone
initialement lésée (Grande et al., 1989). La TCA est I'approche la plus répandue

concernant les thérapies cellulaires du cartilage chez 'Homme. Cette technique fut

N

mise au point par Brittberg

et ses collaborateurs en
1994 (figure 34).
premiere  biopsie  de

Une

2. Culturing
of chondrocytes

Injection
of cultured
chondrocytes

cartilage sur une zone

SS 1. Biopsy

Lesion 4

| — —

macroscopiquement saine

et non portante de

l'articulation arthrosique, |

puis les chondrocytes

4. The cells
are implanted

constituant le fragment de
cartilage extrait sont isolés
par digestion
enzymatique. Les cellules

sont ensuite amplifiées in

under the graft

3. Periosteal

Periosteal —+% graft sutured
graft had over lesion

\

/

Figure 34 : Transplantation de chondrocytes
autologues d’une articulation arthrosique.

https://www.dreamstime.com/stock-illustration-autologous-

vitro afin dobtenir un chondrocyte-implantation-transplantation

nombre suffisant de cellules pour pouvoir combler la Iésion chondrale lors d'une
seconde intervention chirurgicale. Les cellules sont ensuite réimplantées au niveau
des zones lésées sous une membrane de périoste. Cependant, la TCA de premiére
génération présente quelques inconvénients, essentiellement dus, d’'une part, a leur
colt, mais aussi, a I'amplification in vitro qui induit une dédifférenciation des
chondrocytes, qui une fois réinjectés au niveau du site articulaire, généreront un
fibrocartilage et non un cartilage de type hyalin. De plus, une fuite cellulaire importante
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vers le liquide synovial est souvent observée lors de l'injection des chondrocytes en
site lésionnel.

C’est pourquoi, plusieurs nouvelles générations de TCA évoluant vers I'lIT ont
vu le jour. Les améliorations concernent principalement le type cellulaire utilisé
(chondrocytes, CSM de diverses origines comme la moelle osseuse, le sang de cordon
ombilical, la gelée de Wharton, le tissu adipeux, voire des cellules souches
pluripotentes induites), la redifférenciation ou la différenciation chondrogénique des
cellules avec notamment l'utilisation de biomatériaux fonctionnalisés, ou non, de
I'hypoxie et de facteurs chondrogéniques (TGF-B1, BMP-2, TGF-B3, insuline+BMP-
2+hormone T3 (triiodothyronine) ...), de siRNA (Claus et al., 2012 ; Freyria & Mallein-
Gerin, 2012 ; Legendre et al., 2013 ; Ollitrault et al., 2015 ; Demoor et al., 2014).
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lll. Amélioration des traitements contre
I’arthrose : essor et intérét des produits

nutraceutiques

A. Les compléments alimentaires et les

collagénes hydrolysés

Les traitements alternatifs comme les compléments alimentaires sont
aujourd’hui de plus en plus commercialisés. Les deux produits les plus utilisés en
nutraceutique sont la glucosamine et la CS, deux molécules faisant partie intégrante
de la structure des agrécannes. Une étude a montré que la CS administré oralement
diminue la douleur a court terme, tout en ayant un faible risque d’effet indésirable
(Singh et al., 2015). Dans une autre étude, il a été montré que la culture de
chondrocytes en présence de glucosamine favorise la production de PG (Bassleer et
al., 1998). Cette étude suggere une action chondroprotectrice de la glucosamine
utiisée entre 1 et 100 micro-grammes par millilitre. D’autres compléments
alimentaires, comme la curcumine et la Boswellia, semblent intéressants. En effet, une
étude montre que ces deux compléments alimentaires soulagent les symptémes de
'arthrose, tout en diminuant les risques d’effets indésirables gastro-intestinaux des
anti-inflammatoires (Bannuru et al., 2018). Une autre molécule permet de réduire la
douleur et d’améliorer la fonction physique des patients, il s’agit du MSM (Kim et al.,
2006).

Les PROMERIM®30 et 60 font partie de ces compléments alimentaires. Leurs
effets sur le métabolisme des chondrocytes équins et humains doivent étre
appréhendés dans le cadre du programme doctoral; ils sont issus de I'hydrolyse de
peau de poisson, dont la MEC est majoritairement composée de collagéne,
particulierement de [lisotype |. Le second extrait du laboratoire Dielen, le
PROMERIM®40, qui doit étre étudié, provient de I'hydrolyse de cartilage de roussette
et d’hémisole, tissu dont la matrice extracellulaire est majoritairement composée de
collagéne de type Il. La principale caractéristique des hydrolysats de collagéne réside

dans leur composition en acides aminés, qui est identique a celle du collagéne, c’est
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a dire riche en glycine et proline, deux acides aminés essentiels pour la stabilité et le
renouvellement/la régénération du cartilage (Walrand et al., 2008 ; Ohara et al., 2010).
De plus, le collagene hydrolysé favorise la synthese du collagéne de type Il par des
chondrocytes articulaires bovins (Oesser & Seifert, 2003).

Des travaux portant sur les hydrolysats de collagéne ont également été menés
afin de déterminer leur efficacité. En 1979, des études cliniques démontrent que 24%
des patients n’ont plus de douleur et présentent une amélioration de leur état général,
44% observent une baisse de la douleur et un meilleur état général, lorsqu’ils prenaient
des hydrolysats de collagéne par voie orale. Ces résultats ont ensuite été confortés
par des études similaires, en 1982, au cours desquelles 75% des patients montrent
des améliorations a la douleur (Bello & Oesser, 2006). Un apport d’hydrolysats de
collagénes pourrait donc étre bénéfique pour limiter, voire méme, restaurer la qualité
du tissu cartilagineux. De nombreuses études ont montré que les hydrolysats de
collagénes pourraient constituer un complément alimentaire intéressant afin de traiter
les pathologies cartilagineuses (Bruyere et al., 2012 ; Fujita et al., 2002 ; Henrotin et
al., 2011).

Les compléments alimentaires sont généralement associés aux techniques de
chirurgie pour aider au bon rétablissement des patients. Cependant, bien que la prise
de compléments alimentaires au sens large puisse améliorer la condition de vie des
patients, I'évolution négative de I'arthrose est inéluctable.

Les hydrolysats de collagéne, dont I'étude est envisagée dans le présent
programme, peuvent représenter une source de matrikines dont les principales

activités biologiques sont déclinées ci-dessous.

1. Les matrikines ou matricryptines

L'activité des cellules au sein des tissus est modulée par un certain nombre de
facteurs présents dans leur microenvironnement. En plus des facteurs solubles tels
que les hormones, les cytokines ou les facteurs de croissance, les cellules recoivent
€galement des signaux provenant des macromolécules de la MEC environnante. Par
ailleurs, certains signaux sont a l'origine de la dégradation des protéines de la MEC,
comme les cytokines pro-inflammatoires, conduisant a la libération de peptides qui
peuvent par eux-mémes constituer de nouveaux signaux pour les cellules

environnantes. Par conséquent, une boucle de régulation réelle existe dans le tissu
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conjonctif, constitué par des peptides générés par la dégradation de la MEC et les
cellules du tissu conjonctif. A la fin des années 1990, pour désigner des fragments
biologiquement actifs issus de macromolécules de la MEC (fibronectine, laminines,
vitronectine, collagenes, etc.) (Davis et al., 2000), le terme matrikine ou matricryptine
a été proposé. Les matrikines ou les matricryptines sont une nouvelle classe de ligands
capables de signaliser dans les cellules au travers des récepteurs tels que les
réecepteurs des facteurs de croissance. Il en existe deux classes : les matrikines
"naturelles", qui signalisent directement a partir du milieu extracellulaire et les
matrikines "cryptiques" (matricryptines) qui nécessitent un traitement protéolytique
pour révéler le ligand ou pour libérer le ligand de sa protéine matricielle.

Depuis de nombreuses années, nombre d’implications ont été attribuées aux
matrikines dans le contrble des processus cellulaires normaux et tumoraux. Ainsi, des
molécules dérivant de la laminine, de la fibronectine, de la décorine, ou encore du
collagéne, présentent des activités biologiques jusqu’alors insoupgonnées.

Les fragments cryptiques sont généres, le plus souvent, par protéolyse limitée
d’'une macromolécule sous I'action de diverses enzymes telles que les MMP ou les
ADAMTS (Ricard-Blum & Salza, 2014). La production des matrikines est aussi régulée
par un certain nombre de facteurs liés au contexte biologique (forces mécaniques,
condition oxique, type cellulaire...). Il a été démontré que les sites matricryptiques
avaient une affinité pour les intégrines, une famille de récepteurs, notamment pour les
protéines de la MEC. C’est le cas particuliérement des sites RGD de la fibronectine et
de la vitronectine qui peuvent ainsi gouverner des effets biologiques au sein des
cellules (Davis et al., 2000 ; Schenk & Quaranta, 2003).

Les premiéres observations d'effets biologiques de fragments de la MEC datent
de 1986 lorsque fut caractérisée la chondrocalcine qui est le produit du clivage du
procollagene Il en collagéne Il actif (Van der Rest et al., 1986). Par la suite, des effets
liés au domaine C-terminal issu du collagéne de type | ont été observés sur I'activation
de son propre gene, ainsi que sur celui de la fibronectine, démontrant I'existence d’un
rétrocontréle (Aycock et al., 1986). Cependant, ce n’est que lors de la mise en évidence
de l'endostatine et de la restine que surgit I'idée selon laquelle les protéines
matricielles, dans leur ensemble, posséderaient des fonctions allant au-dela de la
structuration et du maintien de l'architecture tissulaire. Ces peptides, parfois de taille

trés réduite, ont été nommés matrikines ou matricryptines (Matri = matrice ; cryptines
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venant de cryptique = masquées) et représentent des voies thérapeutiques potentielles
trés prometteuses.

De tres nombreuses matrikines ont été identifiees a ce jour, d'autant plus que
des molécules de la MEC peuvent étre la source de plusieurs matrikines a I'origine de
fonctions biologiques trés diverses (Schenk & Quaranta, 2003). Par ailleurs, la
proximité de séquences (désoxyribonucléotidique et en acides aminés) observée entre
des molécules collagéniques de vertébrés (Mammaliens et poissons) laisse envisager
des analogies fonctionnelles. A cet égard, il semble particulierement intéressant
d’analyser les effets biologiques de ces molécules d’origine marine sur des cellules

humaines dans divers contextes physiopathologiques.

2. Les matrikines dérivant des collagénes

De trés nombreuses matrikines sont issues des collagénes (tableau V),
notamment par l'action de collagénases et d’ADAMTS ou de pro-protéines
convertases de la famille des furines (Ricard-Blum & Salza, 2014 ; Franzke et al.,
2009). Ces matrikines peuvent avoir des effets biologiques tres variés, elles peuvent
moduler la migration cellulaire, la prolifération, I'angiogenése, mais aussi la

différenciation cellulaire.

//NC] domain Matrikine \\

NC1 a1(1V) Arresten
NC1 «2(1V) Canstatin
NC1 a3(1V) Tumstatin
NC1 a4(1V) Tetrastatin
NC1 a5(1V) Pentastatin
NC1 a6(1V) Hexastatin
NC1 a1(XV) Restin

NC1 a1(XVIII) Endostatin

chmuxm NC1 (xl()(l)()/

Tableau IV : Matrikines dérivées des différents
domaines NC1 des chaines de collagénes.

Les principales matrikines dérivées du domaine NC1 des
différentes chaines de collagénes associées aux membranes
basales. D’aprés Monboisse et al., 2014.
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2.1. Le collagéne de type |

La séquence primaire de chaque chaine alpha suit typiguement le schéma des
répétitions Gly-X-Y, X et Y représentant typiquement respectivement la proline et
I'nydroxyproline. L'abondance des résidus de glycine dans chaque chaine de
collagéne a permet I'association étroite des chaines, tandis que I'abondance de la
proline et de I'nydroxyproline permet leur torsion serrée et leur site d'association avec
d'autres composants de la MEC. Cette région d'environ 338 répétitions de triplets est
appelée "domaine collagene" ou "motif triple hélice" (Exposito et al., 2010). Le domaine
collagéne des chaines fibrillaires a est flanqué de chaque coté par les domaines N-
propeptides et C-propeptides a I'extrémité N et C de la chaine, respectivement. Les
fragments bioactifs de peptides de collagéne sont généralement des séquences
peptidiques du domaine collagene, ou des séquences de N- et C-propeptides. Il a été
démontré que les fragments bioactifs du domaine collagénique et des C- et N-
propeptides non collagéniques coordonnent des processus tels que l'angiogenése, la
réparation des tissus, la croissance des tumeurs et le développement des tissus
(Ricard-Blum, 2011 ; Ricard-Blum & Vallet, 2019). Des fonctions spécifiques ont ainsi
été mises en évidence pour les produits de clivages protéolytiques, comme par
exemple celui du domaine C-terminal du collagéne de type | mais aussi de Iisotype |l
(Van der Rest et al., 1986). Certaines matrikines du collagéne de type Il favorisent la
degradation de la MEC cartilagineuse, et les auteurs de I'étude associent cet effet au

processus de renouvellement naturel du cartilage (Jennings et al, 2001).
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2.2. Le collagéne de type XVIII
L’endostatine est un
fragment provenant du f \
domaine NC1 du collagene
de type XVIIl dans sa i.'_'_'_‘_'_'_'_'_'.'_'_‘_‘_‘_]:% ﬁﬁ%ﬂ Jﬂﬂfﬁ; « Endostatin

région C-terminale (figure

35) ” eXiSte ’[I’OiS iSOfOI’meS [_J Triplehelical collagenous (COL) domains nge domain
d ” N XVI” . | D Non-collagenous (NC) domains Tnmenzauon domai
eco agene ' Ongue’ {1 Aternative aminotermini of NC-11 NC-1

moyenne et courte. Ces K% Potential glycosylation sites

isoformes  partagent le
) ) Figure 35 : Structure du collagéne de type XVIIL.
domaine C-terminal (NC1 ) &endostatine provient du domaine NC1 du collagéne de type XVIII. /

D’aprés Dixelius et al., 2003.

contenant  l'endostatine.
L'endostatine peut étre générée a partir du collagéne XVIII complet par I'action de
diverses protéases, notamment les protéases a cystéine, les MMP et I'élastase, qui
est une protéase a sérine (Felbor et al., 2000, Ferreras et al., 2000). La dégradation
du collagéne de type XVIII génere des fragments de 24 a 28 kDa contenant
'endostatine (20 kDa) (Walia et al.,, 2015). Structurellement, I'endostatine est
caractérisée par une conformation compacte riche en arginines qui sont exposées en
surface (Hohenester et al., 1998). Un certain nombre de ces résidus d'arginine servent
de médiateurs pour la liaison a I'héparine / HS, qui peut étre critique pour la fonction
anti-angiogénique de l'endostatine (Kreuger et al., 2002 ; Sasaki et al.,, 1999). La
molécule est stabilisée par deux ponts disulfures intramoléculaires (John &
Forssmann, 2001 ; Standker et al., 1997). L'incubation prolongée de l'endostatine
recombinante avec les protéases mentionnées ci-dessus indique que l'endostatine
elle-méme est stable en présence de MMP, mais qu'elle est dégradée par d'autres
protéases. Ainsi, alors que l'activité des protéases est essentielle pour la génération
de I'endostatine, I'activité des protéases régule également la stabilité de I'endostatine,
et donc son activité. L'endostatine, libérée du collagene XVIII, se trouve dans trois
compartiments différents : dans la paroi des vaisseaux sanguins (Miosge et al., 1999),
dans les plaquettes (Ma et al., 2001) et en libre circulation dans le sang.
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2.3. Le collagéne de type XV

La restine est issue de la protéolyse du domaine NC10 du collagéne de type
XV. C’est un fragment de 22 kDa qui présente 60% d’homologie avec I'endostatine.
La restine présente un grand répertoire de ligands communs a I'endostatine dans les
protéines de la matrice extracellulaire (comme par exemple la laminine-1, le nidogéne,
le perlécan, ...) (Sasaki et al., 2000). Cette matricryptine est capable d’inhiber la
migration de cellules endothéliales mais son effet sur leur prolifération reste
controversé. La restine exerce un effet anti-tumoral qui semble reposer sur ses
propriétés anti-angiogéniques (Sasaki et al., 2000 ; Xu et al., 2002 ; Ramchandran et
al., 1999).

2.4. Le collagéene de type IV

Les six chaines a homologues du collagéne de type IV comprennent un
domaine 7S N-terminal, un domaine collagénique Gly-X-Y et un domaine non
collagénique C-terminal. Trois molécules distinctes existent pour le collagéne de type
IV : ala2a1, a3a4a5 et a5a5a6 (figure 36) (Manon-Jensen et al., 2016). En raison des
chaines a distinctes qui existent pour le collagéne de type IV, formées a partir de a1-
a6, la dégradation du collagéne de type IV peut potentiellement donner naissance a
une vaste gamme de matricryptines ou matrikines. Cependant, a ce jour, il n'existe
que six peptides bioactifs connus, générés a partir du collagene de type IV (Manon-
Jensen et al., 2016 ; Ricard-Blum et al., 2019). Ces peptides sont des fragments de
domaines non collagéniques des chaines a1 (arresten), a2 (canstatine), a3

(tumstatine), a4 (tétrastatine), a5 (pentastatine) et a6 (hexastatine).

6Ld.qi

COL4AZ

Arresten (i)

COL4A3 Cansiatin (2]

COL4A4 Tumstatn (3]

COL4AS Tetrastatin foud)
. Pentasiatin (xs)

COL4AB Hexastalin jof)
. . . - N - C-terminal
\Signal papiide i N-terminal propentide 75 H Triple-helix (including CB3 domain) L_j {NCI domain) /

Figure 36 : Structure schématique du collagéne de type IV.
Le collagéne de type IV génére en sa partie C-terminale six matrikines.
D’aprés Manon-Jensen et al., 2016.

101



Introduction — Amélioration des traitements contre I'arthrose : essor et intérét des produits nutraceutiques

2.4.1. L’arresten

L’arresten est issue de la chaine a1 du collagéne de type IV, elle joue un role
d’inhibition de I'angiogenese dans le carcinome épidermoide en se liant au complexe
d'intégrine a1p1 dans les cellules endothéliales (Ricard-Blum et al., 2019 ; Aikio et al.,
2012). L’'arresten possede différents effets, on retrouve ainsi des actions anti-
angiogéniques (Colorado et al., 2000), pro-apoptotiques (Nyberg et al., 2005) ainsi

qu’une diminution de la prolifération et de la migration.

2.4.2. La canstatine

La canstatine est formée a partir du fragment non collagénique de la chaine a2,
il a été démontré qu’elle joue un réle dans la prolifération des cellules épithéliales au
cours de la morphogenese de la glande sous-mandibulaire. Il est important de noter
que certaines MMP (et notamment la MT2 de la famille des MT-MMP (« Membrane
Type Matrix Metalloproteinases »)) est responsable de la production de la canstatine
qui va ensuite se lier aux récepteurs intégrines a3p1, a3p3 et a3p5 (Ricard-Blum and
Vallet, 2019 ; Rebustini et al., 2009). Il a également été suggéré que la canstatine

améliore la migration des fibroblastes (Aikio et al., 2012).

2.4.3. La tumstatine

La tumstatine est une matricryptine dérivée du domaine NC1 de la chaine a3
dans le collagéne de type IV. Elle signalise par les intégrines a3p1, a6p1, avp3, av5
et est produite par protéolyse suite a I'action de la MMP-9 (Ricard-Blum and Vallet.,
2019). La tumstatine augmente la prolifération et la migration des fibroblastes
cardiaques de rat en se liant aux intégrines avp3 et avp5 (Yasuda et al., 2017). D'autre
part, la tumstatine exerce une action anti-angiogénique lors de la croissance tumorale
via les intégrines avB3 (Hamano et al.,, 2003 ; Maeshima et al., 2000). De plus, la
tumstatine inhibe également l'angiogenese en perturbant l'activité du VEGF dans les
cellules endothéliales (Harkness et al., 2017).
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2.4.4. La tétrastatine

La tétrastatine est une matricryptine de la chaine o4 et il a été démontré qu'elle
exercait des effets anti-tumoraux par association avec les intégrines av33 et par
inhibition de la voie de signalisation phosphoinositide 3-kinase (PI3K/Akt) (Lambert et
al., 2018). Une autre étude a fait état d'effets inhibiteurs in vitro de la tétrastatine sur
la migration et la prolifération des cellules de mélanome humain, associés a un ciblage
du peptide spécifique a la tumeur, car aucun effet n'a été observé sur la prolifération
et la migration des fibroblastes dermiques (Brassart-Pasco et al., 2012).

2.4.5. Les pentastatines

Les pentastatines 1, 2 et 3 sont des fragments peptidiques dérivés du domaine
NC1 de la chaine a5 du collagéne de type IV (Monboisse et al., 2014) et il a été
démontré qu'elles se liaient aux intégrines 1 et B3 (Karagiannis & Popel, 2008 ;
Koskimaki et al., 2010). Parmi ces peptides, la pentastatine 1 exerce des effets anti-
angiogéniques, comme démontré dans de multiples études (Karagiannis & Popel,
2007). Une étude a montré que la pentastatine 1 réduisait le taux de croissance des
tumeurs in vivo dans un modele de xénogreffe de cancer du poumon (Koskimaki et al.,
2010).

2.4.6. L’hexastatine

Comme la canstatine et la tumstatine, le domaine NC1 de la chaine a6 du
collagéene 1V, I'nexastatine, exerce une inhibition de I'angiogenese et de la croissance
cellulaire dans les tumeurs (Petitclerc et al., 2000). Plus précisément, une étude
réalisée en 2013 a montré que I'nexastatine était capable d'inhiber la migration et la
survie des cellules endothéliales choroides de souris via PIBK-Akt/mTOR (Gunda et
al., 2013).

B. Les autres compléments alimentaires

En France, une liste répertorie tous les compléments alimentaires ayant fait

l'objet d’'une déclaration aupres de la DGCCRF (La Direction Générale de la

103



Introduction — Amélioration des traitements contre I'arthrose : essor et intérét des produits nutraceutiques

Concurrence, de la Consommation et de la Répression des Fraudes), et ayant obtenu
une attestation de déclaration de commercialisation, ce depuis le 26 avril 2016.
Chaque complément alimentaire est détaillé tant dans sa présentation, sa
composition que ses conditions d’utilisation. Depuis le 26 avril 2016, on peut y
dénombrer 1550 compléments alimentaires indiquant étre utilisés dans le domaine des
« articulations ». Bien évidemment, les compléments mis sur le marché avant cette
date ne sont pas comptabilisés ici. Il existe donc une trés large gamme de produits
avec des composés et des composants bien différents qui relévent souvent, soit de la

phytothérapie, de I'oligothérapie ou encore de 'homéothérapie.

1. La phytothérapie

De nombreuses plantes ou herbes médicinales ont été testées, ci-aprés ne
seront décrites que les majeures et les plus étudiées, il ne s’agit donc pas d’une liste

exhaustive.

1.1. L’harpagophytum

L’harpagophytum est une plante de la famille des Pedaliaceae, aussi connue
sous le nom de griffe du diable. Les racines de la plante sont utilisées par voie orale
en meédecine populaire pour traiter un large éventail de problemes de santé,
notamment lindigestion, la fievre, les réactions allergiques et les rhumatismes
(Chantre et al., 2000 ; Circosta et al., 1984 ; Costa De Pasquale et al., 1985 ; Kaszkin
et al.,, 2004). La griffe du diable est depuis longtemps considérée comme un
médicament efficace contre I'arthrite. Wenegener et Lipke ont démontré I'efficacité et
la sécurité de Doloteffin™, un extrait aqueux de griffe du diable, dans un essai
multicentrique de 12 semaines mené sur 75 patients souffrant d'arthrite de la hanche
ou du genou (Wegener & Lipke, 2003). L'extrait a été efficace chez la plupart des
patients, avec des améliorations cliniques de la douleur a la palpation (45,5% des
patients), de la limitation de la mobilité (35% des patients) et du crépitement articulaire
(25,4% des patients). L'étude a été réalisée sur 259 patients a qui I'on a administré un
extrait sec de griffe du diable (960 mg/jour) pendant 8 semaines. Les auteurs ont
rapporté une réduction significative de la douleur et de la raideur globale, ainsi que
des améliorations significatives de la fonction et des scores moyens de douleur pour
la main, le poignet, le coude, I'épaule, la hanche, le genou et le dos (Warnock et al.,
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2007). De maniere constante, on a récemment observé que I'harpagoside contenu
dans I'harpagophytum pouvait inhiber la production d'IL-6 & partir de chondrocytes
humains primaires arthrosiques (Haseeb et al.,, 2017). En outre, il est prouvé que
I'association de I'extrait de griffe du diable (3 % d'harpagoside) a d'autres agents, tels
que l'extrait de bromélaine, le chlorhydrate de glucosamine, la CS et le MSM, est
capable d'empécher la destruction in vivo du cartilage dans l'articulation du genou de
rat (Ucuncu et al.,, 2015). Prises ensemble, ces études précliniques et cliniques
suggeérent que la griffe du diable est une alternative prometteuse pour le traitement de
I'arthrose.

1.2. La scrophulaire (Scrophularia)

Les iridoides isolés de cette plante ont des effets anti-inflammatoires en inhibant
l'activité du facteur de transcription NF-kB (Zhang et al. 2014b). Le potentiel anti-
inflammatoire de divers scropoliosides isolés de scrophulaire contre l'activité NF-kB
induite par le LPS, I'expression de I'ARNm des cytokines, la sécrétion de I'lL-1B et
I'activité de la COX-2 (Cyclooxygénase 2), enzyme convertissant I'acide arachidonique
et prostaglandine Hz et Gz, a été étudié (Zhu et al., 2015). L'extrait d'acétate d'éthyle
de Scrophularia striata inhibe la sécrétion d'IL-1B, de TNF-a et de prostaglandine E2
(PGE2) dans les macrophages (Azadmehr et al., 2013). Bien que moins étudiée que
'harpagophytum, la grande famille des scrophulaires présente donc la aussi un
potentiel thérapeutique intéressant dans un contexte arthrosique.

1.3. Le Saule, Salix alba

Diverses especes du genre Salix, ou saule source de salicine, étaient déja
couramment utilisées pour soulager la douleur dans l'antiquité (Appelboom, 2002 ;
Vlachojannis et al., 2009). L'effet anti-inflammatoire de I'extrait d'écorce de saule
repose, au moins partiellement, sur sa capacité a antagoniser les monocytes activés,
en bloquant l'activité des cytokines pro-inflammatoires (TNFa), d’enzymes comme
COX-2 et des médiateurs (NF-kB) (Bonaterra et al., 2010). Un essai de deux semaines
a démontré la capacité de I'extrait d'écorce de saule (a une dose équivalente a 240
mg de salicine/jour) a contrOler les symptomes des patients atteints d'arthrose, en
particulier a réduire la douleur, bien qu'avec une efficacité plutét modeste (Schmid et
al., 2001). Bien que la salicine ait traditionnellement été considérée comme le principe
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actif, certains pensent que cette substance ne peut expliquer toute la gamme des effets
du saule, et que d'autres substances phytochimiques qu’il contient, pourraient étre
impliquées, comme les polyphénols et les flavonoides, qui ont montré une activité
inhibitrice sur COX-2 et une diminution de la synthese des médiateurs pro-
inflammatoires in vitro, dans les monocytes humains et les macrophages différenciés
(Bonaterra et al., 2010 ; Khayyal et al., 2011 ; Nahrstedt et al., 2007 ; Drummond et
al., 2012 ; Shara & Stohs, 2015).

1.4. Le Curcuma

Plusieurs membres du genre Curcuma sont utilisés dans la médecine
traditionnelle, le plus important étant le Curcuma longa, ou curcuma. Son rhizome est
utilisé depuis des siécles comme épice alimentaire, ainsi que comme herbe
ayurvedique appréciée pour ses propriétés anti-inflammatoires, d'ou son utilité dans
les cas d'arthrite, notamment la polyarthrite rhumatoide (Sharma et al., 2006b). Un
mélange de Curcuma et Boswellia s'est révélé plus efficace qu'une dose standard de
célécoxib (un inhibiteur sélectif de COX-2) dans le traitement de I'arthrose, améliorant
a la fois objectivement et subjectivement |'état des patients, sans qu'aucune toxicité
ne soit détectable (Kizhakkedath, 2013). Les extraits de Curcuma domestica se sont
avérés utiles dans Il'arthrose du genou, en réduisant la douleur et en préservant la
fonctionnalité avec une efficacité équivalente a celle de l'ibuproféne, mais avec moins
d'effets secondaires gastro-intestinaux (Kuptniratsaikul et al., 2014). Le principe actif
est le diferuloylméthane, un pigment phénolique jaune communément appelé
curcumine, qui a une action bénéfique a multiples facettes dans divers domaines de
la pathologie (diabéte, cancer, inflammation, stress oxydatif), en raison de sa capacité
a influencer favorablement diverses voies de signalisation et de médiateurs (Ghosh et
al., 2015).

1.5. La boswellia

La Boswellia serrata donne une gomme résineuse, appelée encens, efficace
dans le traitement des troubles inflammatoires (Ammon, 2002), en particulier I'arthrite.
Aujourd'hui, de nombreuses associations anti-arthrosiques contiennent de la
boswellia. Une préparation de B serrata enrichie en principes actifs s’est avérée
capable d'empécher la dégradation du cartilage par la MMP-3 et de bloquer la
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molécule d'adhésion intercellulaire-1 (ICAM-1) et donc la réaction inflammatoire
(Sengupta et al.,, 2010). Une autre combinaison comprenant trois plantes (Uncaria
tomentosa, Boswellia et Lepidium meyenii) a montré qu'elle entravait l'inflammation et
protégeait le cartilage articulaire. Testée sur des chondrocytes arthrosiques, cette
combinatoire bloque I'activation de NF-kB déclenchée par I'lL-13 abrogeant I'activité
des enzymes liées a linflammation (iNOS, MMP-9 et MMP-13), entrainant une
diminution du taux de production de NO et une baisse de la détérioration de la matrice
cartilagineuse (moins de glycosaminoglycanes-GAG libérés); simultanément, une
production accrue de protéines de structure (y compris I'agrécanne et le collagene de
type Il) a été détectée (Akhtar et al., 2011).

2. L’oligothérapie

Jacques Ménétrier est le premier en 1930 a utiliser le terme oligothérapie. Cette
spécialité médicale est non reconnue, mais de plus en plus de personnes souffrant
d’arthrose s’orientent vers ces traitements alternatifs. Le terme oligo-éléments désigne
les éléments chimiques qui sont présents en quantité infime dans I'organisme (moins
de 0,01% du poids du corps), ils ne sont pas synthétisés par I'organisme et doivent
donc étre absorbés. Parmi les oligoéléments, on retrouve : le fer, le zinc, le cuivre, le
sélénium, l'iode, le manganeése, le molybdéne, le bore, le chrome, le cobalt, le fluor et
le vanadium. Certains de ces éléments chimiques ont été étudiés et peuvent avoir des

effets bénéfiques sur 'organisme.

2.1. Le cuivre

Le cuivre est un oligo-élément clé, qui joue un rble essentiel dans le maintien
de I'hnoméostasie physiologique et de I'antibiose dans notre corps (Bost et al., 2016 ;
Skaar & Raffatellu, 2015). Le cuivre serait important pour I'immunité cellulaire et
l'immunité humorale (Percival, 1998 ; Djoko et al., 2015). Le métabolisme du cuivre
est évidemment renforcé dans la réponse en phase aigué en cas d'inflammation,
d'infection et d'autres maladies (Tapiero et al., 2003). En tant que site actif de la
céruloplasmine (protéine transportant le cuivre dans le sang), le cuivre favorise la
synthése et la sécrétion de la céruloplasmine en stimulant la synthése des cytokines
inflammatoires et du facteur inductible par I'nypoxie (Linder, 2016 ; Uriu-Adams &
Keen, 2005). Dans les tissus sains, en particulier le cartilage, le cuivre est un
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composant important dans la synthése des enzymes cellulaires, comme la superoxyde
dismutase contenant du cuivre, la cytochrome oxydase et la lysyl oxydase (Fraga,
2005). En particulier, la lysyl oxydase, une amine oxydase dépendante du cuivre, s'est
avérée étre une enzyme clé dans la conformation du collagéne favorisant ainsi la
formation du cartilage (Huang et al., 2016 ; Alshenibr et al., 2017). Une carence en
cuivre pourrait diminuer la solidité des os et augmenter l'incidence de l'arthrose
(Medeiros, 2016).

2.2. Le zinc

De nombreuses études ont montré que le zinc, plutét que d'étre un métal de
transition toxique, est un oligo-élément non toxique fondamental sur le plan nutritionnel
(Fosmire, 1990). Il n'est ni cytotoxique, ni cancérigene, ni mutagéne ni tératogéne
(Leonard et al., 1986). En outre, les intoxications signalées par le zinc sont rares et
principalement liées a une carence en cuivre (Plum et al., 2010 ; Mtyniec et al., 2015 ;
Merza et al., 2015). Le zinc, apres le fer, est le deuxieme oligo-élément le plus répandu
dans le corps humain (Vasak & Hasler, 2000). La quantité totale de zinc chez les
adultes est d'environ 1,4 a 2,3 g, mais sa teneur varie considérablement d'un tissu a
l'autre. 85% du zinc est localisé dans les muscles et les os, 11% dans la peau et le
foie, et les 4% restants dans d'autres tissus du corps (Calesnick & Dinan, 1988). Une
carence marginale, a modérée, entraine un retard de croissance, un manque d'appétit,
une immunité affaiblie, un stress oxydatif accru, tout comme la production de cytokines
inflammatoires. Les autres symptémes comprennent des réactions cutanées, un retard
dans la cicatrisation des plaies et une diminution de la capacité de reproduction
(Prasad et al., 1963, 2001, 2014 ; Tapiero & Tew, 2003 ; Lansdown et al., 2007).

Il est un composant d'environ 10% des protéines humaines, y compris les
facteurs de transcription et les enzymes clés qui régulent les processus cellulaires et
les voies de signalisation cellulaire (Rink & Gabriel, 2001 ; Andreini et al., 2006). La
carence en zinc augmente les concentrations de cytokines inflammatoires et le stress
oxydatif, induit I'apoptose et provoque un dysfonctionnement cellulaire. L'élément joue
donc un réle préventif contre la formation de radicaux libres et protége les structures
biologiques contre les Iésions au cours des processus inflammatoires (Powell, 2000 ;
Tapiero & Tew, 2003 ; Stefanidou et al., 2006 ; Chasapis et al., 2012).
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2.3. Le fer

Le fer est un oligo-élément essentiel, impliqué dans de nombreuses réactions
biologiques, principalement par sa capacité a accepter ou a donner des électrons, et
donc, a catalyser les réactions d'oxydoréduction. Le fer étant un élément essentiel,
l'organisme le recycle et le conserve (Fleming & Ponka, 2012). Spontanément, des
hémorragies se produisent dans les articulations, ainsi qu'en réponse a un stress
mécanique ou a un traumatisme (Fischer et al., 2011 ; Stephensen et al., 2009)
provoquant une dégénérescence articulaire par inflammation et lésion tissulaire
directe, appelée arthropathie hémophile (Lafeber et al., 2008 ; Valentino, 2010). Le fer
peut étre détecté dans les chondrocytes isolés apres une courte période de culture en
présence de fer ou d'hémoglobine (Choi et al., 1981), ce qui influence négativement la
vitesse de synthese des PG (Kirkpatrick et al., 1982). Cet effet inhibiteur est réversible
en l'absence de signal pro-inflammatoire (Hooiveld et al., 2003a). Pour exercer des
effets nocifs durables sur le cartilage, il est nécessaire d'associer I'némoglobine au fer
avec de I'lL-1B. L'effet durable résulte de I'apoptose des chondrocytes par la formation
de radicaux hydroxyles. L'IL-1B8 stimule les chondrocytes a produire du peroxyde
d'hydrogéne, qui est converti en radicaux hydroxyles dans des conditions catalytiques
créées par le Fe?* (Hooiveld et al., 2003a, 2003b). La destruction du cartilage lors d'un
saignement articulaire peut étre atténuée par un traitement au déférasirox, un

chélateur du fer (Nieuwenhuizen et al., 2014).

2.4. Le sélénium

Le sélénium, principalement par son incorporation dans diverses
sélénoprotéines, est impliqué dans un large éventail de processus biologiques dans le
corps humain. Par exemple, le sélénium a des effets antioxydants, anti-inflammatoires.
Il influence la signalisation intracellulaire, |la différenciation, I'activation et la prolifération
des cellules immunitaires (Rayman, 2012 ; Huang et al., 2012). Un régime alimentaire
a base de sélénium a 2 mg/kg par jour limite la dégénérescence des lésions du
cartilage lorsqu'il est associé a des vitamines (A, C, E, B6, B2) dans des modéles
animaux, éventuellement en limitant la formation des radicaux libres de I'oxygene
(Kurz et al., 2002). Cependant, a une dose plus élevée, le sélénium peut provoquer
des diarrhées, des nausées et des vomissements (Hunsaker et al., 2005).
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IV. Objectifs généraux du projet de these

Le projet de recherche développé dans un cadre industriel résulte d’'un
partenariat entre le laboratoire académique BioTARgen et le laboratoire DIELEN.
Cette thése a permis le développement d’un projet de recherche visant a améliorer les
stratégies thérapeutiques d’ingénierie tissulaire du cartilage chez les modeles humain
et équin dans I'objectif de traiter ou prévenir les arthropathies humaines et équines.
Elle vise notamment a étudier I'effet de collagenes hydrolysés d’origine marine, de
peau et de cartilage (Promerim®30, 40 et 60) sur les principaux marqueurs de

'anabolisme et du catabolisme des chondrocytes du cartilage articulaire.
Ce travail doctoral s’organise principalement autour de trois axes :

Dans un premier temps, des isolements de chondrocytes humains et équins ont
été réalisés. Parallelement a ces isolements, et ce uniquement pour les chondrocytes
articulaires équins, un banking des cellules a été réalisé.

Lors d’'une premiére partie, le procédé d’obtention d’'un substitut biologique
cartilagineux développé initialement avec les chondrocytes articulaires humains et
breveté a été transposé aux chondrocytes articulaires équins, avec, pour obijectif
principal, d’obtenir un organoide néo-cartilagineux de type hyalin, méme avec des
chondrocytes dédifférenciés par passages de cultures monocouches et/ou ayant été
congelés dans la bio-banque cellulaire.

Par la suite, les différents hydrolysats d’origine marine n’ayant jamais été utilisés
in vitro, il a été nécessaire de s’assurer qu’il est possible de les dissoudre (Promérim®)
afin de pouvoir les utiliser in vitro ultérieurement.

Lors d’une deuxiéme partie, nous avons étudié l'effet des hydrolysats de
collagéne sur les chondrocytes articulaires équins. Les extraits hydrolysés ont été
testés afin de s’assurer, dans un premier temps, de l'innocuité des produits. Des tests
de toxicité et d’activité métabolique ont ainsi été réalisés. Par ailleurs, lors de ces tests,
nous avons utilisé les hydrolysats a différentes concentrations (gamme de
concentration allant de 0,1 a 250 pg/mL) afin de déterminer les concentrations

optimales d’utilisation.
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Les chondrocytes en condition arthrosique présentent un faible potentiel de
réparation intrinséque et nombre d’entre eux entrent en sénescence. L’étude de la
viabilité cellulaire nous a permis également de définir si les hydrolysats avaient un effet
positif, négatif ou neutre sur l'activité métabolique des chondrocytes équins et
humains. De la méme maniére, la sénescence a été évaluée. Ensuite, nous avons
développé un modéle de culture d’organoide néo-cartilagineux de type hyalin, dont le
protocole de synthese avait été développé dans la premiére partie, afin d’évaluer quel
serait I'effet des Promérim® sur la nature du cartilage néo-formé, dans différents
contextes. Cela a permis également de définir si les Promérim® pouvaient permettre
d’améliorer la qualité du substitut cartilagineux en vue du développement d’une
approche d’ingénierie tissulaire.

Pour ce faire, les chondrocytes ont été ensemencés au sein d’éponges de
collagenes de types Il/lll, et cultivés en présence de facteur de croissance (BMP-2)
et/ou d’'un facteur pro-inflammatoire et pro-arthrosique (I'lL-1) (afin de mimer
'ensemble des stades évolutifs de I'arthrose du cartilage hyalin a I'arthrose tardive,
tout en passant par le stade d’arthrose précoce). A I'issue de la culture, des études au
niveau des taux moyens d’ARNm et protéiques des marqueurs phénotypiques
spécifiques et non caractéristiques du cartilage hyalin ont été menées afin de
déterminer la nature du cartilage produit au sein de I'organoide. Parmi les marqueurs
non caractéristiques du cartilage hyalin, les marqueurs hypertrophiques et osseux ont
été évalués ainsi que lI'expression de différentes protéases et de facteurs pro-

inflammatoires.

Lors d’'une troisieme partie, nous avons procédé a I'étude de l'effet des
Promérim® sur des organoides cartilagineux humains, de la méme maniére que nous
I'avons fait avec les chondrocytes équins.

Outre le caractere appliqué de ces axes de recherche, les résultats qui
découlent de ce projet permettront une meilleure compréhension des modes d’actions
des hydrolysats de collagene. A terme, ce projet pourra étre étendu a des études in
vivo, pour évaluer I'effet des Promérim®, utilisés en tant que complément alimentaire,
dans le traitement de Iésions du cartilage articulaire chez 'Homme et chez le cheval.
Une utilisation dans le cadre de I'ingénierie tissulaire du cartilage pourra aussi étre
envisagée. En effet, chez ’'Homme, I'impact économique de I'arthrose représente prés
de 2 milliards d’euros par an pour la France. Les enjeux économiques et sanitaires de
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la recherche sur la thérapie cellulaire, I'ingénierie tissulaire du cartilage et la

nutraceutique chez ’'Homme et le cheval sont majeurs.
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Résultats

|. Premiéere partie : Article #1

RNA interference and BMP-2 stimulation allows equine chondrocytes
redifferentiation in 3D-hypoxia cell culture model: Application for matrix-
induced autologous chondrocyte implantation.

Rodolphe Rakic, Bastien Bourdon, Magalie Hervieu, Thomas Branly, Florence
Legendre, Nathalie Saulnier, Fabrice Audigié, Stéphane Maddens, Magali Demoor,
Philippe Galéra.

1. Objectifs de I'article #1

Le cheval, tout comme 'Homme, est sujet aux affections locomotrices. Ces
affections engendrent d'importantes pertes économiques pour I'ensemble de la filiere
équine, avec un impact financier de 2 milliards d’euros par an. Chez le modele équin,
I'arthrose se développe, le plus souvent, a partir de micro-lésions dues a des chocs,
ou encore, une sursollicitation de l'articulation. Néanmoins, d’autres facteurs peuvent
étre a l'origine de I'arthrose équine, comme, par exemple, les facteurs génétiques, le
surpoids de I'animal, .... Ainsi, les chevaux sportifs, véritables athléetes de haut niveau,
sont d’autant plus soumis au risque de développer une arthrose.

Les thérapies cellulaire et tissulaire du cartilage sont des avancées majeures en
terme de médecine régénératrice. La TCA, méthodologie dominante de ces thérapies
cellulaires a permis d’aboutir a la « Matrix-induced autologous Chondrocyte
Implantation » ou MACI, derniére génération de la TCA optimisant la différenciation en
chondrocytes. Cette évolution ouvre de multiples stratégies et perspectives afin de
stabiliser le phénotype chondrocytaire.

Fort du développement de ces technologies, le laboratoire a déposé un brevet
en 2012, portant sur une stratégie de redifférenciation de chondrocytes articulaires
humains arthrosiques dont la dédifférenciation a été accrue lors de leur amplification
en monocouche inhérente aux stratégies de TCA. Différentes études ayant validé la
faisabilité technique de la TCA chez le cheval, avec des effets bénéfiques a moyen
terme, nous avons entrepris la redifférenciation des chondrocytes articulaires équins,
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tout en étant conscients des nombreuses limites liées a ce modéle : limitation des outils
moléculaires disponibles, approvisionnement cellulaire, ...

Cet article a donc visé a transposer le protocole de redifférenciation
chondrocytaire, mis au point chez I'Homme, au modele équin. La stratégie de
redifférenciation des chondrocytes équins a consisté a les cultiver en 3D, en présence
de BMP-2 dans un environnement hypoxique. Nous avons évalué I'expression, et la
quantité protéique accumulée au sein de notre modéle d’organoide cartilagineux, des
molécules caractéristiques (Col2al, Acan, ...) et atypiques (ColT1al, Htral, Mmp13, ...)
du cartilage articulaire hyalin néosynthétisées par les chondrocytes redifférenciés.
Enfin, puisque certaines molécules non caractéristiques persistaient, principalement
le collagene de type | et la protéase a sérine HtrA1, nous avons développé une
stratégie d’interférence par I'’ARN ciblant ces molécules afin de générer un substitut

cartilagineux qui puisse étre de la nature la plus hyaline possible.
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Abstract: Asin humans, osteoarthritis (OA) causes considerable economic loss to the equine industry.
New hopes for cartilage repair have emerged with the matrix-associated autologous chondrocyte
implantation (MACI). Nevertheless, its limitation is due to the dedifferentiation occurring during
the chondrocyte amplification phase, leading to the loss of its capacity to produce a hyaline
extracellular matrix (ECM). To enhance the MACI therapy efficiency, we have developed a strategy for
chondrocyte redifferentiation, and demonstrated its feasibility in the equine model. Thus, to mimic
the cartilage microenvironment, the equine dedifferentiated chondrocytes were cultured in type I/III
collagen sponges for 7 days under hypoxia in the presence of BMP-2. In addition, chondrocytes
were transfected by siRNA targeting Collal and Htral mRNAs, which are overexpressed during
dedifferentiation and OA. To investigate the quality of the neo-synthesized ECM, specific and
atypical cartilage markers were evaluated by RT-qPCR and Western blot. Our results show that
the combination of 3D hypoxia cell culture, BMP-2 (Bone morphogenetic protein-2), and RNA
interference, increases the chondrocytes functional indexes (Col2al /Collal, Acan/Collal), leading to
an effective chondrocyte redifferentiation. These data represent a proof of concept for this process of
application, in vitro, in the equine model, and will lead to the improvement of the MACI efficiency for
cartilage tissue engineering therapy in preclinical/clinical trials, both in equine and human medicine.

Keywords: chondrocyte; tissue engineering; equine model; dedifferentiation; matrix-associated
autologous chondrocyte implantation (MACI); BMP-2; hypoxia; siRNA; Collal; HtrAl; type
IT collagen

1. Introduction

Cartilage defects caused by traumas, focal lesions, or articular overstress, are the leading cause of
osteoarthritis (OA) development. This incurable pathology generates pain, walking-related disability,

Int. . Mol. Sci. 2017, 18, 1842; d0i:10.3390/ijms18091842 www.mdpi.com/journal /ijms
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and high morbidity. The poor intrinsic cartilage self-repair is not able to prevent the ineluctable
tissue degradation. Chondrocytes, the major cartilage cell type, synthesize an abundant extracellular
matrix (ECM), mainly composed of two specific phenotypic markers (type II collagen and aggrecan).
During OA, the primary chondrocyte response to the inflammatory microenvironment is a change
in its normal secretome, leading to the decreased expression of cartilage specific markers and matrix
metalloproteinases synthesis. ECM remodeling occurs, resulting in an ineluctable homeostasis loss.
In parallel, chondrocytes dedifferentiate and express the fibrotic type I collagen, leading to fibrocartilage
of poor quality.

As in humans, disorders of the equine musculoskeletal system cause considerable economic
losses in equine industry [1]. The use of horses for sports makes this model one of the first targets
of OA [2]. OA is responsible for up to 60% of lameness, and represents a direct and indirect cost
of $15,000/year per horse in the U.S. (compared to $10,000/year per human) [3]. The similarity in
epidemiology and physiopathology between humans and horses makes the latter an excellent study
model [1,4]. To treat OA, major medical and veterinary prescriptions are mainly composed of analgesic
and anti-inflammatory drugs, but these treatments remain palliative. Additionally, advanced OA
cannot be treated, while early treatment of cartilage defects can stop its progression.

In the past decades, advances in regenerative medicine have led to the emergence and
improvement of new generations of therapies based on tissue engineering [5]. Among these
approaches, matrix-induced autologous chondrocyte implantation (MACI) has been established as
an attractive and hopeful therapy [6,7] for treating cartilage defects in horses [8-10]. Such therapy
combining the use of chondrocytes and biomaterials is minimally invasive and shows promising
results for cartilage healing, both in humans and horses [11]. Although good outcomes have been
reported, MACI still has some limitations and disadvantages. In particular, this technique requires
a substantial number of chondrocytes that lose their phenotype during in vitro amplification, a
phenomenon called dedifferentiation [12-14]. In this sense, during expansion in monolayers, the
chondrocytes dedifferentiate into fibroblast-like cells, and stop expressing cartilage specific markers,
such as type II collagen or aggrecan [15,16]. Concomitantly, they secrete catabolic mediators and
regulators [17-19]. The imbalance between anabolism and catabolism leads to cell homeostasis
disruption [20]. Furthermore, following long term culture, dedifferentiated chondrocytes produce
fibrotic type I collagen in an exacerbated manner [13]. Consequently, the newly synthesized cartilage
substitute does not own the same biomechanical and physiological properties compared to the hyaline
articular cartilage [21].

Two major in vitro strategies have been investigated in order to optimize the mature chondrocyte
phenotype for MACI: the maintenance of the mature chondrocyte phenotype during extensive cell
culture [22], or the chondrocyte redifferentiation after extensive cell culture. The present study
particularly focused on the improvement of the redifferentiation process by finely controlling some
cellular microenvironment parameters, which are key regulators of chondrocytes’ behaviour [22].

It was demonstrated that high cell density three-dimensional (3D) cultures, in combination with
hypoxia, support redifferentiation of dedifferentiated articular chondrocytes. Hypoxia is known to act
on type Il and type X collagen expression [23]. Indeed, low oxygen tension during chondrocyte
culture is able to stabilize cell phenotype by favoring the mature chondrocyte phenotype and
preventing hypertrophy [24,25]. Additionally, cell culture with selective growth factors and cytokines
appropriately supplemented, plays a major role in the regulation of anabolic and catabolic chondrocyte
activities. In particular, members of the transforming growth factor-f (TGF-f3) superfamily may exert
a dual role on chondrocyte development. Among them, bone-morphogenetic-proteins (BMPs) such
as BMP-2 is used as a pro-chondrogenic factor at low concentration [26], allowing the recovery of
type Il collagen and aggrecan syntheses by chondrocytes [27,28]. Although BMP-2 contributes to the
redifferentiation of articular chondrocytes, it also simultaneously induces type I collagen chondrocyte
expression [29]. This overexpression of both collagen isoforms prevents high biological quality of
extracellular matrix (ECM) synthesis.
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On the other hand, BMP-2 cellular responses can be affected by high-temperature requirement A
serine peptidase 1 (HtrAl), a serine protease. Indeed, Htral is able to inhibit TGF-f family signalling
via proteolytic activity, and can play a role in BMP-mediated redifferentiation of chondrocytes [20,30,31].
Furthermore, among the catabolic events, the serine-protease Htral seems to have important roles
in OA development, ECM remodelling and cell fate [30-34]. This is corroborated by the fact that
HtrA1l is expressed by chondrocytes, is up-regulated during OA, and is present at high levels in
synovial fluid, and seems, as a consequence, to contribute to OA development and change in cartilage
composition [35,36].

Autograft synthesis, based on chondrocyte redifferentiation mediated by BMP-2, leads to fibrotic
and pro-catabolic cartilage substitutes. To limit this problem, specific inhibition of atypical markers of
fibrocartilage is necessary. Some studies have shown that RNA interference can finely modulate the
chondrocyte phenotype in vitro, but these investigations are all based on the fundamental aspect of
cell biology, and not on the context of applied biology [37-39]. Here, we used a multifactorial strategy,
based on the use of 3D cell culture in type I/III collagen sponges and BMP-2 stimulation under hypoxia
condition [40]. To counteract the up-regulation of type I collagen induced by BMP-2, and the Htral
induction in culture, we used a specific and transient RNA interference approach, targeting Collal and
Htral mRNA (Figure 1).

We have extensively analyzed the expression of cartilage specific markers, catabolic enzymes,
and in particular, focused on the fibrotic aspect of chondrocytes during redifferentiation. Finally, the
quality of the ECM cartilage synthesis was especially determined by the consideration of the functional
indexes Col2a1/Collal and Acan/Collal. Our results demonstrated that this strategy allows type II
collagen synthesis, while the level of type I collagen expression was drastically reduced in the horse
model. This suggests that the use of siRNA could be a valuable approach for the tissue engineering of
functional articular cartilage.

Figure 1. Improvement of BMP-2 (Bone morphogenetic protein-2) mediated matrix-associated
autologous chondrocyte implantation (MACI) process based on RNA interference. MACI is a tissue
engineering method involving different parameters: biomaterial, cells, and exogenous stimuli (growth
factors and cellular microenvironment). To induce chondrocyte redifferentiation, chondrocytes are
cultured in 3D-Hypoxia conditions and treated with BMP-2. To counteract side effects of BMP-2
mediated redifferentiation, RNA interference targeting Collal and Htral can be used to avoid fibrotic
and catabolic evolution of the MACI process. The red arrows represent the atypical comportment of
chondrocyte and deleterious effects whereas green arrows represent positive effects on the specific
expression of hyaline articular cartilage components.
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2. Results

2.1. Loss of Equine Articular Chondrocyte Phenotype during Amplification

To evaluate chondrocyte phenotype recovery after amplification, eAC isolated from equine
cartilage were cultured for 11 passages. During the subculture, eAC lose their classical polygonal
shape after only 2 passages, and exhibit cytoplasmic elongations characteristic of fibroblastic-like cells
(Figure 2A,B). Concomitantly, the doubling time of eAC decreases drastically by 3-fold at P3 compared
to PO, and then remains constant until P7 (Figure 2C). During the sub-cultures, the cartilage specific
markers were lost. Indeed, the relative mRNA levels of Col2al, Acan, and Sox9 decrease overall from P2
(Figure 2D-F; respectively 33-fold, 10-fold, and 5-fold between P0 and P2) as well as Col10a1 (17-fold
between PO and P2) (Figure 2H). Col2a1 mRNA level was strongly repressed after P2. In parallel,
the steady-state amounts of the atypical Collal mRNA strongly increase (43-fold at P1 versus P0)
(Figure 2G). Data were normalized to PO cells in these experiments, and very weak amounts of ColIal
mRNA were nonetheless detected in primary cells (P0) in some cases. We supposed that enzymatic
digestion for cell isolation induces a slight stress to chondrocytes, which express Collal mRNA de
novo. However, no detection of type I collagen protein was observed in native cartilage protein extracts
used as control (data not shown). The catabolic markers Htral and Mmp13 are transiently more highly
expressed, from P4 to P6 (Figure 2] K). Meanwhile, Runx2 mRNA is strongly overexpressed after P4
(Figure 2I), whereas Alp] mRNA is not modulated (Figure 2L). Only primary eAC (P0) is able to express
type II procollagen (Figure 2M).

2.2. Combination of 3D-Cell Culture, Hypoxia, and BMP-2 Treatment Allows the Recovery of Cartilage Specific
Marker Expression by eAC, but Does Not Abolish the Fibrotic and Catabolic Components

Because the microenvironment strongly influences chondrocyte phenotype, our strategy intended
to be closer to the cellular context observed in native hyaline articular cartilage. In the latter, oxygen
tension oscillates between 6% and 1% O; [41]. Thus, after chondrocyte dedifferentiation, cells were
cultured for 7 days in type I/III collagen sponges under hypoxia (2-4% O,). First, we observed
that only Htral mRNA expression is significantly enhanced by 3D/hypoxia cell culture, compared
to the 2D culture in normoxia (10-fold increase between 2D and 3D/hypoxia conditions) (Figure 3).
Differences between monolayer cultured cells and 3D basal culture conditions show that the latter,
which induces rapid Htral mRNA increase, is reminiscent of its homology with stress-induced HtrA
proteases family [42]. Moreover, 3D culture weakly enhances the transcription of Col2a1, Acan, and
Collal, even though it is not statistically significant, without modulating the steady-state amount of
Col10a1 mRNA.
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Figure 2. Equine articular chondrocytes become more proliferative and lose their specific expression
profile during dedifferentiation. Phase-contrast microscopy of primary chondrocytes (A) and P3
chondrocytes (B) cultured in monolayers (magnification x10). eAC isolated from equine cartilage were
dedifferentiated during 11 passages in monolayer (1 = 3). At each passage, doubling times of eAC are
determined (C) and relative mRNA expression of Col2a1, Collal, Htral, Acan, Col10al, Mmp13, Sox9,
Runx2 and Alpl (respectively D-L) were analyzed by RT-qPCR. Statistically significant differences are
determined using the Mann-Whitney test (* p < 0.05, ** p < 0.01). (M) Protein extracts were analyzed
in Western blots for type II collagen versus GAPDH. Representative blots are shown. Equine hyaline
articular chondrocytes (eHAC) and primary (P0) human articular chondrocytes (hAC) protein extracts
show different levels of type II maturation forms such as type II procollagen (pro), with only C- or
N-terminal propeptides (Pc/Pn) and the mature doubly cleaved form (mat). The weak signal of eHAC
GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) is caused by the low proportion of cells in
native hyaline cartilage facing the global proteins content of this tissue.

GAPDH
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Figure 3. e AC 3D culture in type I/III collagen sponges under hypoxia induces some changes in the
expression of cartilage markers of interest. After eAC dedifferentiation during 2 passages, cells were
trypsinized and seeded in type I/III collagen sponges. Cells were placed in hypoxia during 7 days
(3D Hypoxia). Cells were subjected to relative mRNA expression analysis by RT-qPCR and compared
to P3 eAC cultured in monolayers in normoxia (2D). All the data are normalized versus eAC seeded
in sponges and arrested after 16 h of incubation, and presented as the relative expression of each
gene. Box plots represent five independent experiments performed in triplicate. Statistically significant
differences are determined using the Mann-Whitney test (** p < 0.01).

To try to allow for better recovery in the expression of chondrocyte-specific markers, eAC
were incubated in the presence of BMP-2 (50 ng/mL) and 3D /hypoxia cultured cells were used
as control (Ctrl). In these experimental conditions, BMP-2 strongly enhances the Col2al and Acan
mRNA expression (respectively 219-fold and 8-fold compared to DO0), but also Colla1 mRNA (8-fold)
(Figure 4A-C). The effect on Collal mRNA explains the low change of Col2a1/Collal ratio (5-fold
increase) and Acan/Collal ratio (not significant) used as functional indexes of the cartilage ECM
(Figure 4D E). Interestingly, while relative Htral mRNA increases during the 7-day period of culture
(p < 0.05 for Ctrl compared to D0), the BMP-2 treatment is able to significantly decrease the steady-state
amounts of Htral, by 3-fold compared to Ctrl (Figure 4F). Likewise, the relative mRNA levels of Col10a1
are repressed by BMP-2 treatment. Furthermore, no significant modulation of total protein content was
observed upon BMP-2 incubation. Nevertheless, an increasing trend seems to be detectable (Figure S1).

eACs directly isolated from articular cartilage can be considered to be the most efficient control in
terms of phenotype quality. Our results show that even if the use of BMP-2 leads to comparable mRNA
steady-state levels of Col2a1 and Acan between the in vitro cultured chondrocytes and fresh cells, the
functional indexes remain incomparable due to the absolute lack of basal Col1al expression in eACs
from native cartilage. The poor ECM quality induced by BMP-2 to generate a hyaline cartilaginous
substitute is represented by the persistence of type I collagen and HtrA1 expression at the protein
level, whereas type II collagen synthesis is recovered and type X collagen seemed to be undetectable
(Figure 4H).
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Figure 4. 3D culture, hypoxia and BMP-2 stimulation of eAC allow the expression recovery of cartilage
specific markers. After eAC dedifferentiation during 2 passages, cells were trypsinized and seeded
in type I/III collagen sponges. Cells were incubated in hypoxia and treated with BMP-2 (BMP-2)
(50 ng/mL) or not (Ctrl) during 7 days. Relative mRNA amounts encoding Col2al1 (A), Acan (B),
Collal (C), Htral (F), Col10al (G) were determined by RT-qPCR. The quality indexes of the neocartilage
Col2a1/Col1al (D) and Acan/Collal (E) are calculated. mRNA extracts obtained from equine articular
chondrocytes (eAC) released from cartilage after overnight enzymatic digestion are used as controls.
DO: Cells seeded in sponges and arrested after 16 h of incubation. All results are normalized versus
eAC cultured in monolayer, and presented as the relative expression of each gene. Box plots represent
six independent experiments performed in triplicate. Statistically significant differences are determined
using the Mann-Whitney test (* p < 0.05, ** p <0.01); (H) protein extracts were analyzed in Western
blots for type II, type I, and type X collagens, and HtrA1 versus GAPDH. Representative blots are
shown (n = 5). Different levels of type II and type I collagen maturation forms are indicated, such
as type II procollagen (pro), with only C- or N-terminal propeptides (Pc/Pn) and the mature doubly
cleaved form (mat). The 64 kDa type X collagen band represents the signal peptide-cleaved form.
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2.3. Design of siRNA

Due to the fibrotic and catabolic effects of BMP-2 induced MACI process in eAC, a strategy of
RNA interference has been developed on the basis of the study performed with human articular
chondrocytes [40]. However, to achieve the proof of concept in horse chondrocytes, there is need for
a technological transfer towards the equine model. In fact, new designs of siRNA and dose-effects
of each siRNA have been performed. Equine Htral siRNA (siHtral) has been previously designed
and functionally tested, and the data demonstrate that it provokes an efficient inhibition of its target
(Figure 5A and data not shown). More attention was devoted to Collal siRNA (siCollal) efficiency
evaluation, due to the complex transcriptional and post-transcriptional regulation of this gene.
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Figure 5. siRNA design and efficiency determination of Collal siRNA. Sequence alignment between
Htral siRNA (A) or the three Collal siRNA (B) and their respective mRNA targets are presented.
XM_005602544: predicted Equus caballus Htra serine peptidase 1 (Hfral), mRNA NCBI reference
sequence. XM_014736922: predicted Equus caballus collagen, type I a1 (COL1A1), mRNA NCBI
reference sequence. Software: CLC sequence viewer. After eAC dedifferentiation during 2 passages,
cells were trypsinized and seeded in type I/III collagen sponges. Cells were transfected by different
concentrations of three Col1al siRNA in hypoxia and treated with BMP-2 (50 ng/mL) for 7 days (C).
The relative expression of Colla1 mRNA was determined by RT-qPCR. Cells transfected with a negative
control siRNA were used as control (siCtrl). All the results are normalized against BMP-2 treated cells
without transfection, and are presented as the relative expression of each gene. The data represent
three independent experiments performed in triplicate. Statistically significant differences between
siCtrl and siCollal transfected cells at the same siRNA concentration are determined using unpaired
(* p < 0.05) or paired T-test (S p < 0.05,5 p < 0.01).

First, three siCol1al were designed (Figure 5B), and different siRNA concentrations were evaluated
(2, 5,10, 25 nM) on eAC during redifferentiation mediated by BMP-2. A negative control siRNA (siCtrl)
was used at the same concentrations as control, to evaluate off-target effects. As shown in Figure 5C,
only siCollal-2 is able to inhibit Collal mRNA amounts, by more than 50% for all the concentrations,
compared to siCtrl at the same concentration. No effects of siCtrl or siCol1al at the same concentrations
have been observed on the steady-state amounts of Col2a1 and Htral (Figure S2). In the following
experiments, to take into consideration of the inter-cellular strains variabilities, a concentration of 5 nM
for each siRNA was used to obtain an effective mRNA interference.

2.4. RNA Interference Targeting Collal Improves eAC Specific Phenotypic Profile during the MACI Process

siCollal transfection inhibits Collal mRNA expression with or without BMP-2 treatment,
respectively 72% and 57% of inhibition, compared to the respective siCtrl conditions (Figure 6A).
The experiments, taken one by one, have demonstrated that if more Col1al mRNA is expressed in eAC,

126



Résultats — Premiere partie : Article #1

Int. J. Mol. Sci. 2017, 18, 1842 9of 23

then siCollal is more effective (Figure S3). By contrast, siCol1al induced no significant effect on the
relative expression of Col2al, Acan, Mmp13, and Htral (Figure 6B,C and Figure S4). The biological
gain of Collal mRNA inhibition is visible on the functional indexes Col2al/Collal and Acan/Collal
(Figure 6D,E). Thus, the Col2a1/Collal ratio is increased by 27-fold under siCol1al + BMP-2 treatment,
compared to siCtrl without BMP-2 treatment, vs. 8-fold for the siCtrl eAC + BMP-2 condition. The same
trend is also observed for the Acan/Collal ratio.
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Figure 6. RNA interference targeting Col1al is able to enhance transcriptome quality of chondrocytes.
After eAC dedifferentiation during 2 passages, cells were trypsinized and seeded in type I/III collagen
sponges. Cells were transfected by 5 nM of Collal siRNA (siCollal) in hypoxia and treated with BMP-2
(50 ng/mL) (BMP-2) or not (Ctrl), for 7 days. Relative mRNA levels of Collal (A), Col2al (B), and
Acan (C) were determined by RT-qPCR. The quality indexes of the neocartilage Col2a1/Collal (D) and
Acan /Collal (E) are calculated. siCtrl represents cells transfected with a negative control siRNA. All
the data are normalized versus eAC cultured in monolayer, and are presented as the relative expression
of each gene. Box plots represent five independent experiments performed in triplicate. Statistically
significance differences are determined using the Mann-Whitney test (* p < 0.05, ** p <0.01) or the
Wilcoxon signed-rank test é p <0.05).

2.5. RNA Interference Targeting Htral Can Modulate the eAC Catabolic Process during
Chondrocyte Redifferentiation

Htral siRNA treatment provokes a decrease on its mMRNA in eAC compared to siCtrl treatment.
Indeed, a 64% inhibition by the Htral siRNA is observed when the cells are not treated with BMP-2,
and 34% for BMP-2 treated cells (Figure 7A). Even if the siRNA inhibition of Htral is present for the
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independent experiments (except for one), it seems that this inhibition is lower when the cells are
treated with BMP-2. This can be explained by the fact that BMP-2 already decreases Htral mRNA at
a comparable basal level of transcription observed in cells cultured as monolayers. Thus, a higher
inhibition can be technically difficult to obtain in eAC. Additionally, no significant effect is detected
on the relative mRNA expression of Acan and Mmp13 mRNA after siHtral transfection (Figure 7D
and Figure S5). Interestingly, siHtral induces a significant decrease of the relative amounts of Col1al
mRNA in the absence of BMP-2, and it provoked an inhibition of Col2a1 mRNA, with or without
BMP-2 (Figure 7B,C). Nevertheless, the functional indexes Col2al/Collal and Acan/Collal are not
significantly affected by the siHtral treatment (Figure 7E,F).
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Figure 7. Effects of RNA interference targeting Htral on the expression of this atypical marker during
chondrocyte redifferentiation. After eAC dedifferentiation during 2 passages, cells were trypsinized
and seeded in type I/III collagen sponges. Cells were transfected by 5 nM of Htral siRNA (siHtral)
in hypoxia and treated with BMP-2 (50 ng/mL) (BMP-2) or not (Ctrl) for 7 days. Relative mRNA
expression of Htral (A), Collal (B), Col2al (C), and Acan (E) were determined by RT-qPCR. The
quality indexes of the neocartilage Col2a1/Collal (D) and Acan /Collal (F) were also calculated. siCtrl
represents cells transfected with a negative control siRNA. All the results are normalized versus eAC
cultured in monolayer, and presented as the relative expression of each gene. Box plots represent five
independent experiments performed in triplicate. Statistically significant differences are determined
using the Mann-Whitney test (* p < 0.05, ** p < 0.01) or the Wilcoxon signed-rank test @ p <0.05).

2.6. RNA Interference during the MACI Process Increases the Quality of the ECM Synthesized by eAC

At the protein level, the Collal siRNA caused a decrease of total type I collagen signal, and
procollagen expression is strongly repressed (Figure 8). This is consistent with the chronological
maturation of type I collagen, and it can be supposed that procollagen is the first isoform affected
during inhibition of the Col1al mRNA. Htral synthesis is strongly inhibited by BMP-2, and such an
effect seems to be sufficient to decrease its expression during eAC cartilaginous substitute generation.
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Nevertheless, Htral interference totally abolishes Htral synthesis when the BMP-2 effect alone was not
sufficient, and only in the BMP-2 treated cells (Figure S6). It appears that siHtral transfection affects the
BMP-2 redifferentiation effect, since a slight decrease of type I collagen and type II collagen compared
to the siCtrl condition is observed. Type X collagen was observed as trace amounts in siCtr]l samples.

Overall, these data demonstrate that Collal interference, combined with BMP-2 and hypoxia in
eAC culture, can enhance the quality of the ECM produced by chondrocytes. Even though the siHtral
can further abolish its targeted mRNA, the inhibition during BMP-2 redifferentiation seems to be
almost totally effective for enhancement of the mature chondrocyte specific phenotype.

Ctrl BMP-2

2D siCtrl siCol1  siHt siCtrl siColl  siHt
5nM  5nM 50M 5nM 5nM  5nM
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k3 i < 250kDa
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Figure 8. RNA interference targeting Collal and Htral is able to decrease the expression of these
atypical markers during chondrocyte redifferentiation. After eAC dedifferentiation during 2 passages,
cells were trypsinized and seeded in type I/III collagen sponges. Cells were transfected by 5 nM of
Collal siRNA (siCol1) or Htral siRNA (siHt) in hypoxia, and treated, or not, with BMP-2 (50 ng/mL)
for 7 days. siCtrl represents cells transfected with negative control siRNA. 2D: P3 eAC cultured in
monolayer in normoxia. Protein extracts were analyzed by Western blots for type II, type I, and type X
collagens, and HtrAl versus GAPDH. Representative blots are shown (1 = 5). Different levels of type
II and type I collagen maturation forms are indicated, such as type II procollagen (pro), with only C-
or N- terminal propeptides (Pc/Pn), and the mature doubly cleaved form (mat). The 64 kDa type X
collagen band represents signal peptide-cleaved form.

2.7. Chondrocyte Redifferentiation Mediated by BMP-2 Can Be Modulated by Both Collal and Htral siRNAs

To clarify the impact of the different culture parameters, combination of both Collal and Htral
siRNAs was used during the neocartilage substitute generation (3D-hypoxia cell culture and BMP-2
treatment).

The double siRNA interference was efficient on their respective targets by strongly inhibiting
atypical HtrAl and Collal expressions mediated by BMP-2 (Figure 9A,B). Both siRNA treatments
show no differences in the relative amounts of Acan and Col2a1 compared to BMP-2 treated cells.
The global quality of ECM markers is enhanced, as demonstrated, by the evaluation of Acan/Collal
and Col2al/Collal ratios, when we compare the double interference strategy + BMP-2 with BMP-2
treatment only (Figure 9D,F). At the protein level, the siRNAs effects are also effective on the global

type I collagen and HtrAl syntheses, thereby improving the quality of the neo-synthesized chondrocyte
ECM (Figure 91]).
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Figure 9. RNA interference targeting Collal and Htral induces changes in BMP-2 eAC response. After
eAC dedifferentiation during 2 passages, cells were trypsinized and seeded in type I/III collagen
sponges. Cells were transfected by 5 nM of both Col1al siRNA and Htral siRNA (siRNAs) in hypoxia
and treated with BMP-2 (50 ng/mL) for 7 days. Ctrl represents cells which were not transfected and not
treated by BMP-2. 2D represents P3 eAC cultured in monolayer in normoxia. Relative mRNA amounts
of Htral (A), Collal (B), Acan (C), Col2al (E), Col10al (G), and Mmp13 (H) were determined by RT-qPCR.
The quality indexes of the neocartilage Acan/Collal (D) and Col2al/Collal (F) are calculated. Box plots
represent five independent experiments performed in triplicate. Statistically significant differences
are determined using the Mann-Whitney test (* p < 0.05, ** p < 0.01) or the Wilcoxon signed-rank test.
Protein extracts were analyzed in Western blots for type II, type I, and type X collagens, and HtrA1l

versus GAPDH. Two representative blots are shown (1 = 5)

(L)). Different levels of type IT and type I

collagen maturation forms are indicated, such as type II procollagen (pro), with only C- or N-terminal
propeptides (Pc/Pn) and the mature doubly cleaved form (mat). The 64 kDa type X collagen band

represents signal peptide-cleaved form.
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Nevertheless, no further gain in the quality of the neocartilage substitute ECM has been detected
between both HtrA1 and Collal siRNA transfection versus siCollal transfection only (Figure 10A-F).
Thus, even if this double RNA interference shows its feasibility in knocking down these atypical
markers, this strategy does not seem to be better than the Collal mRNA interference only, which also
has the advantage of being more accurate and less stressful for the cells by limiting exogenous genetic
material incorporation.
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Figure 10. No benefit is detected in the Col2a1/Collal and Acan/Collal ratios during co-transfection
of both Collal-Htral siRNAs, compared to the siCollal alone. After eAC dedifferentiation during 2
passages, cells were trypsinized and seeded in type I/III collagen sponges. Cells were placed in hypoxia
and treated with BMP-2 (50 ng/mL) for 7 days. eAC were transfected with siCol1a1, a combination
of siCollal and siHtral (Both), or not transfected (-siRNA). Relative mRNA amounts of Collal (A),
Htral (B), Col2a1 (C), and Acan (E) were determined by RT-qPCR. All the data are normalized versus
eAC cultured in monolayer, and presented as the relative expression of each gene. The quality indexes
of the neocartilage Col2a1/Col1al (D) and Acan/Collal (F) are presented. Box plots represent five
independent experiments performed in triplicate. Statistically significant differences are determined
using the Mann-Whitney test (* p < 0.05, * p < 0.01).
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3. Discussion

Chondrocytes remain the best cell source used in cartilage tissue engineering. Although new
advanced therapies based on MACI are actively developed, like the use of MSCs (Mesenchymal
stromal cells), some basic knowledge must be developed for tissue engineering use [43]. Previous
studies achieved in the laboratory show that MSCs can be a promising source, as they present a high
chondrogenic potential; however, a high level of type I collagen synthesis is also detected [44]. For this
reason, in the case of chondrocytes and MSCs, particular attention must be given to the fibrotic aspect
for their use in cartilage tissue engineering.

It is in this perspective that our previous research was based on the inhibition of the fibrotic
process during neocartilage substitute generation, in vitro, with cells of human origin [29,40,45].
In these studies with human chondrocytes, in vivo experiments were realized in the nude mouse
model by subcutaneous implantation of neocartilage substitutes. Despite the encouraging results
obtained, this animal model is not the most relevant. Indeed, subcutaneous location does not present
the same oxic conditions compared to articular cartilage. Furthermore, we observed, during these
experiments, some invasion of mouse fibroblasts into the implant. To consider pre-clinical trials
for the human model, we must perform the validation process in in vivo experiments in a larger
mammalian animal. Cartilage diseases of the horse, the accessibility of its joints and its similar
cartilage physiopathology compared to human, from a structural and cellular point of view, indicate
that this animal represents a better mammalian model for in vivo implantation studies, compared
to murine models. The main objective of the present study was to ensure the proof of concept in
chondrocytes from horse origin, which also represents an excellent large animal model, concerning
pathologies of the musculoskeletal system and articular disorders.

The use of an equine model comes with some technical limitations, such as the lack of molecular
and biological tools compared to human research. Nevertheless, genome homologies between human
and horse, and the high sequencing quality of Equus caballus, allows for the technological transfer
between these two species [46]. Our present study highlights some subtle cellular differences during
experiments. We have noticed that eAC numbers, and their viability after isolation from the cartilage,
are substantially increased, as well as their proliferation, and the RNA and protein contents of the
cells, when compared to human cells. During experiments, certain cell strains were amplified up to
P16 without loss of proliferation. The high proliferation potential of eAC can represent an advantage
in the MACI process that requires a great number of cells. Interestingly, cryopreservation of eAC at
early passages is possible, while it remains more difficult for human AC, especially for those obtained
from OA donors. These characteristics are not only explained by the use of different mammalian
models, but more likely, by the homogeneity of the cartilage biopsies coming from healthy young or
adult horses. This has the advantage of limiting cell variability related to cellular ageing, which is
hardly possible in human research, since most of the samples are obtained after knee replacement by
prosthetic surgery on aged subjects [47].

In this study, we have analyzed the impact of chondrocyte amplification on the cartilage ECM
synthesis capacity of eAC. This cellular phenomenon is one of the most important limitations in the
MACI procedure. We show that deep changes in phenotype are observed up to P3, particularly with
the loss of chondrocyte marker expression. The monolayer amplification of eAC also induces type
I collagen synthesis and catabolic events enhancement, as previously demonstrated in the princeps
article [12,13]. Even if the Collal transcription is increased, type I collagen protein synthesis has not
been demonstrated. One possible explanation is, that it has been seen that type I collagen expression
appears after 21 days in confluent monolayer cultures like for hAC [13]. In our study, the time lapse
between two passages is not of a sufficient magnitude to allow for type I collagen secretion, due to
the rapid cell confluency reached by the eAC. It must be noted that Col10a1 mRNA is only expressed
during early passages. These observations can be explained by the fact that the cartilage biopsies were
collected in order to maximize the number of cells harvested. Hypertrophic and superficial zones of
articular cartilage were not split. Some traces of hypertrophic chondrocytes probably persist after cell
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isolation, but these cells enter in apoptosis during early amplification. Chondrocyte is a particular cell
type that evolves in low oxygen tension. In addition to favoring the expression of chondrocyte markers,
it has been shown that hypoxia inhibits terminal differentiation during chondrogenesis of MSC [23,24].
These findings can explain the absence of type X collagen expression during all our experiments.

During our chondrocyte redifferentiation experiments, we have used type I/III collagen scaffolds,
a biomaterial already clinically used in MACI, but also in other tissue engineering therapies, including
tooth, skin, and intestinal tissues [48-50]. Collagen sponges have the advantage of being easily
adjustable to the thickness of the cartilage defect, and of preventing cellular loss by migration [51].
Moreover, it does not induce host reaction compared to type II collagen scaffolds [52], and 50% of this
biomaterial is degraded after two weeks of implantation. Nevertheless, new advanced biomaterial
innovations in MACI will have to take into account new functional supports which can interact with
chondrocytes and control the delivery of growth factors or other biological actors [53].

To obtain the chondrocyte redifferentiation after monolayer cultures, 3D, and hypoxia, even
though they both favor type II collagen synthesis [23], they do not allow for sufficient expression to
lead to the conclusion that redifferentiation is optimal. We previously showed that IGF-I and TGF-f31
can be used to favor type II collagen expression in dedifferentiated chondrocytes, but they also induce
hypertrophic and/or fibrotic markers of cartilage [45,54]. However, BMP-2 seems to remain the best
candidate for significantly enhancing mature chondrocyte phenotype during redifferentiation. Type I
collagen up-regulation induced by BMP-2, and the dedifferentiation process, can be limited by an RNA
interference strategy, since transfection of a Collal siRNA can greatly enhance the matrix cartilage
quality, by increasing the Col2a1/Collal as well as Acan/Collal ratios. The inhibition concerned
preferentially the type I procollagen form that may chronologically affect mature forms at a longer
term after implantation.

Difficulties have been encountered in Col1al siRNA design and experiments. Due to the sequence
homologies between Collal and Col2al, the strong up-regulation of Collal forced us to perform a
fine design of the siRNA. Thus, a total of five siRNAs have been designed and tested, and only
one Collal siRNA proves to be specifically efficient. To better understand the observed problems,
alignments between Collal siRNA sequences and mRNA secondary structure predictions have been
realized (Figure S7). It seems that the ineffective siRNA targets steric hindrance zones, making RNA
interference difficult. To maximize siRNA efficiency, the secondary structure of mRNA targets must be
considered with great care [55-57].

Even though the Collal siRNA proves to be efficient in redifferentiated eACs, another relevant
type I collagen mRNA interference could be developed for a significant increase in the mRNA
knockdown. This interference should also be based on the Col1a2 mRNA inhibition, concomitantly
or not with the Collal knockdown, which takes into account the stoichiometric point of view. This
hypothesis is based on the fact that prox1 chains of type I collagen cannot associate with proa2 chains
if the 2:1 stoichiometry is not respected; homotrimers of prox1(I) chains will be degraded as a result of
intracellular degradation. This process should lead to greater efficiency compared to Collal mRNA
interference alone [58]. Other approaches may likewise be investigated, such as the use of imperfectly
matched siRNA, which demonstrates a better mRNA target silencing [59].

Concerning the serine protease HtrAl, another undesirable marker which was over-expressed in
osteoarthritis and associated with chondrocyte dedifferentiation, interestingly, we unambiguously and
originally demonstrated that BMP-2 induces its down-regulation. No previous studies reported in the
literature describe such an effect, and HtrA1 inhibition mediated by this chondrogenic factor was not
observed in our previous study on hAC [29]. The differences between these two studies can perhaps
be explained by the fact that the human chondrocytes used came from aged donors. Data from the
literature demonstrated that TGF-f31 is able to induce HtrA1 [60], and that HtrA1 can interfere with
BMP-2 signalling [61]° Nevertheless, our current studies carried out on equine bone marrow MSCs
show that the concomitant BMP-2/TGEF-f31 treatment during chondrogenic differentiation induces a
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strong inhibition of HtrA1 protein synthesis compared with untreated MSCs [62], such as BMP-2 in
the eAC of the present investigation.

Htral siRNA interference, which was initially privileged because of the association of this serine
protease to chondrocyte dedifferentiation and OA, was found to be highly effective. siHtral inhibition,
added to the BMP-2 effect on HtrA1 strongly limited its presence. In addition, due to the fact that
HtrAl can degrade hyaline cartilage ECM components, HtrA1 is indirectly implicated in pericellular
matrix degradation of the chondrocyte [36], and induction of MMP-13 collagenase [60]. Even though
the relationship between MMP-13 and HtrAl cannot be significantly proved, analysis of each of our
independent experiments seems to demonstrate that inhibition of HtrAl by BMP-2 or Htral siRNA
always induces a parallel decrease of the steady-state amounts of Mmpl3 mRNA (Figure S8).

Even if the Htral siRNA is efficient, and Htral and Collal siRNA combination leads to a functional
index increase, the use of this siRNA cocktail does not seem to be the most favorable strategy. Indeed,
it appears that the use of both siRNA decreases all the ECM components of the neocartilage substitute,
and provokes a partial loss of the BMP-2 benefit. An ambiguity in the BMP-2 effect on HtrA1 expression
and Htral inhibition on the global behavior of chondrocytes may be supposed, in the sense that Htral
could play a bifunctional role in chondrocyte phenotype. Tiaden et al. have shown that HtrA1 plays
a crucial role in osteogenesis by the positive regulation of matrix mineralization with its catabolic
activity [33], and shows that the concentration of HtrAl protein in chondrocytes near bone callus
during new bone formation is important, suggesting its implication in both chondrogenesis and
endochondral ossification. However, it remains to be established if the Htral RNA interference cannot
specifically favor chondrocyte phenotype stabilization, as demonstrated in our present study, by
preventing/counteracting its osteogenic positive effects in the context of bone repair.

Furthermore, investigation of experimental HtrAl phenotype models, using in silico human
database analysis by GenomeRNAi [63], shows that HtrA1 (PRSS11) can act as a down-regulator
of the Wnt signalling pathway, following Wnt3A stimulation. This result has been extracted from
RNAI screening studies on Wnt/f-Catenin in different cell lines [64]. This signalling pathway has
been described as an important actor of MSC fate, BMP-2 signalling, and terminal differentiation of
chondrocyte [65,66].

The data from the literature, along with our results on siHtral use, suggest that this serine protease,
other than/with the exception of ECM remodelling and TGF-f3 response modulation, may play a role
in chondrocyte phenotype stabilization, or the differentiation status. It would be interesting to study
the impact of HtrA1 inhibition on the induction of chondrogenesis in MSCs, to try to elucidate the
functional role of this serine protease in the mature chondrocyte phenotype.

In conclusion, the use of an efficient Collal interference, alone or associated with Htral interference,
in the presence of BMP-2, clearly increases the cartilage quality by favoring type II collagen and
aggrecan syntheses, while inhibiting type I collagen production in eAC, leading to a significant
enhancement of the corresponding functional indexes, and reflecting the hyaline nature of the
neocartilaginous ECM. Our study suggests that transient RNAI strategy can regulate the catabolic and
anabolic components during the MACI procedure mediated by BMP-2 in the equine model. Our results
will need to be further validated by establishing the proof of concept in preclinical trials in horse.

4. Materials and Methods

4.1. eAC Isolation and Cell Culture

eAC were isolated from cartilage biopsy of healthy equine carpal or femoral condyle joints from
10 young mature or adult horses (4-10 years). All procedures described in the present study were
approved by the Ethics Committee for Animal Experimentation (ComEth ANSES/ENVA /UPEC, 94701
Maisons-Alfort, France; n° 15-023 (10 March 2015), n® 10-0051 (10 September 2014).

Healthy cartilage samples were cut into small slices (approximately 1-2 mm thickness, and
4-6 mm in diameter), and chondrocytes were isolated by sequential digestion for 45 min at 37 °C
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with 2 mg/mL of protease from Streptomyces griseus type XIV (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
USA) for non-specific hydrolysis of ECM proteins, and then overnight at 37 °C with 2 mg/mL of
type I collagenase from Clostridium histolyticum (Thermofisher, Waltham, MA, USA), which removes
collagenic components of the ECM. Both were prepared with high glucose (4.5 g/L) Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM). The cell suspension was filtered through a 70 uM mesh nylon
membrane, centrifuged, counted with trypan blue for viability evaluation, seeded in plastic vessels at a
density of 2 x 10* cells/cm?, and cultured in DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS)
(Thermofisher), 100 IU/mL of penicillin, 100 ug/mL of streptomycin, and 0.25 ug/mL of Fungizone,
in an atmosphere of 5% CO, at 37 °C. During expansion, the medium was changed twice a week.
For cell passages, at 90% confluence, chondrocytes were harvested by trypsinization with 0.05%
trypsin/1 mM EDTA (Thermofisher), counted with trypan blue for viability evaluation, and seeded
againat2 x 10* cells/cm? for the next passage.

4.2. eAC Dedifferentiation

eAC were amplified during 11 passages (P0-P11). For each passage, at 90% confluency, one cell
culture flask was harvested for protein or RNA extraction, and the other for viability evaluation and
cell counting. Equations used for doubling time determination was described by Martin Clynes [67]:
time between two passages (h); Ny: initial cells number; N: cells number at the harvest; n: number of
cells generation during; k: generation by time units; g: doubling time (h).

4.3. Cryopreservation

By contrast with human articular chondrocytes, the particularity of eAC lies in the possibility
of cryopreservation. All chondrocytes cryopreservations were realized at PO or P1. After counting,
cells were centrifuged and suspended in cryopreserved medium (6 to 10 x 10° cells/mL) composed of
90% FBS and 10% dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich). Freezing was performed using CoolCell Cell
Freezing Containers (Biocision, San Francisco, CA, USA) and stored in liquid nitrogen.

4.4. 3D Inclusion and Hypoxia Cell Culture

After thawing, cells were amplified up to P2. For redifferentiation studies, chondrocytes at P3
were included in scaffolds composed of native type I collagen (90-95%) and type III collagen (5-10%)
from calf skin, manufactured by Symatese Biomatériaux (Chaponost, France). Scaffolds were 2 mm
thick and 5 mm in diameter. They were cross-linked using glutaraldehyde to increase their stability,
and sterilized with -radiation. Cell seeding into collagen sponges was performed by dropping
20 uL of the cell suspension on the scaffold (6 x 10° cells/scaffold) in 96-well culture plates, dried
for 1 h at 37 °C under 5% CO,, and incubated at 37 °C under 5% CO, for 16 h with 3D medium
composed of DMEM + 2% FBS + 50 ug/mL of L-ascorbic acid 2-phosphate sesquimagnesium salt
hydrate (Sigma-Aldrich). The next day, scaffolds were transferred to 24-well plates, in 3D medium
(600 uL/scaffolds) pre-equilibrated to 3% O by bubbling, with or without 50 ng/mL of BMP-2
(rhBMP-2, inductOs, Wyeth Europa Ltd., Gatwick, UK). This point established the day 0 (D0). Cells
were incubated in hypoxia (2—4% O;) at 37 °C under 5% CO; for 7 days. Hypoxic cultures were
performed in Plas-Labs basic multi-station glove box (Sigma-Aldrich). The medium was changed
twice a week.

4.5. siRNA Transfection and In Silico Analysis

Design of siRNA (Supplemental Table S1) was performed by Eurogentec service, and matching
was confirmed using NCBI's Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Sequences and BLAST
results are presented in Figure 5A,B and represented with CLC Sequence Viewer 7.7 software (Qiagen,
Manchester, UK). Mammalian siRNA duplexes’ negative control was used as non-targeting siRNA
(Qiagen). eAC were seeded into type I/III collagen scaffolds, as described earlier. At DO, eAC
were transfected with a mix (150 uL/scaffolds) of INTERFERin (Polyplus-transfection), OptiMEM
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(Thermofisher), and small interfering RNA (siRNA) for 10 min at room temperature, according to
the manufacturer’s instructions. Quantities of 2, 5, 10, or 25 nM of siRNA were transfected. Then,
the INTERFERin siRNA complex was slowly added to scaffolds disposed in 450 uL of 3D medium,
pre-equilibrated to 3% O, by bubbling, with or without 50 ng/mL of BMP-2. eAC were then cultured in
hypoxia (24% O,) for 7 days. The first medium change for siRNA medium elimination was performed
two days after transfection.

4.6. RNA Extraction and RT-gPCR Analysis

Total RNA was extracted using Trizol Reagent according to the manufacturer’s instructions.
One microgram of RNA was reverse transcribed into cDNA using reverse transcriptase (MMLYV,
Thermofisher) and oligodT (Eurogentec, Seraing, Belgium). RT-qPCR was performed on StepOnePlus
Real-Time system (Thermofisher) using Power SYBR Green PCR (Thermofisher). Sequences of the
primers used are listed in Supplemental Table S1. (3-actin gene (Actb) was used as an endogenous
reference gene. Relative gene expression was analyzed using the StepOnePlus software and calculated
using the 2744Ct method, or the standard curve method, depending on the efficiency of Actb
amplification and each target gene, and expressed as the mean of triplicate samples [68].

4.7. Protein Extraction and Western Blots

After treatment, scaffolds containing cells were rinsed once with ice-cold DPBS (Dulbecco’s
Phosphate-buffered saline) (PAN-Biotech, Aidenbach, Germany), frozen, crushed and total proteins
were extracted from cells using the RIPA (Radioimmunoprecipitation assay)-lysis buffer with protease
inhibitors. Protein concentration was assessed according to the Bradford colorimetric assay (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). A quantity of 15 ug of total proteins were separated into 10% polyacrylamide
gels containing 0.1% SDS (Sodium dodecyl sulfate), and transferred to a polyvinylidene difluoride
membrane (PVDF) (Millipore, Billerica, MA, USA). Unspecific binding sites of the membrane were
blocked with 10% non-fat milk powder in Tris-buffered saline with 0.1% Tween (TBST) for 2 h.
Membranes were incubated overnight at 4 °C with rabbit anti-human type I collagen (Novotec,
Reuver, The Netherlands), rabbit anti-human type II collagen (Novotec), rabbit anti-human type X
collagen (Abcam, Cambridge, UK), rabbit anti-human HTRA1 (Millipore), rabbit anti-human 3-tubulin
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), or rabbit anti-human GAPDH. The following day,
membranes were washed three times, followed by an incubation with HRP-conjugated goat anti-rabbit
IgG antibody (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA). Signals were visualized with the
chemiluminescence method (ECL plus Western blotting detection reagent+, Santa Cruz Biotechnology)
and developed on X-ray film (Santa Cruz Biotechnology).

4.8. Statistical Analysis

All experiments were replicated with cells from different specimens. Values are reported as means
+ SD or box plots. To evaluate if biological samples answer to a normalcy law, Kolmogorov-Smirnov
test was assessed using Graphpad Prism software (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).
Statistical analyses were performed using the Mann-Whitney U-test or unpaired t-test to determine
any significant differences between two groups. Because the siRNA effect depends on the target basal
expression of untreated control cases used for normalization, the Wilcoxon signed-rank test or paired
t-test were also used. All statistical analyses were done using Prism v6 (Graphpad). The p-value of
<0.05 was considered to be significant.
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Figure S1: Total protein content after treatments. After eAC dedifferentiation during 2
passages, cells were trypsinized and seeded in type I/1ll collagen sponges. Cells were transfected
or not by 5 nM of Collal siRNA (siCol), Htral siRNA (siHt) or both (Both) in hypoxia and treated
or not with BMP-2 (50 ng/ml) (+ BMP2) during 7 days. SiC represents the transfection of a
negative control siRNA. Total protein extracts were determined by the Bradford protein assay.
Box plots represent five independent experiments. Statistically significant differences were

determined using the Mann Whitney test (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
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Figure S2: Effect of Co/1al siRNA on Col2al and Htral. Relative amounts of Col2al and Htral
mRNA were determined by RTgPCR. Cells transfected with a negative control siRNA were used
as control (siCtrl). All the results are normalized versus BMP-2 treated cells without transfection,
and presented as the relative expression of each gene. Box plots represent three independent
experiments performed in triplicate. Statistically significant differences between siCtrl and
transfected cells at the same siRNA concentration were determined using the Unpaired (*p <

0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) or the paired T-test (3p < 0.05, 3%p < 0.01, 5%%p < 0.001).
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Figure S3: Linear representation of siCollal effects on its target. After eAC dedifferentiation
during 2 passages, cells were trypsinized and seeded in type I/1ll collagen sponges. Cells were
transfected with 5 nM of Collal siRNA (siCollal) in hypoxia and treated with BMP-2 (50 ng/ml)
(BMP-2) or not (Ctrl) during 7 days. Relative mRNA levels of Collal were determined by
RTgPCR. siCtrl represents cells transfected with a negative control siRNA. All the data are
normalized versus eAC cultured in monolayer in normoxia, and presented as the relative
expression of each gene. Box plots represent five independent experiments performed in
triplicate. Statistically significant differences were determined using the Mann Whitney test (*p
< 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) or the Wilcoxon signed-rank test (5p < 0.05, $%p < 0.01, 5%%p <

0.001).
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Figure S4: Htral and Mmp13 mRNA expression during RNA interference targeting Collal.
After eAC dedifferentiation during 2 passages, cells were trypsinized and seeded in type I/Ill
collagen sponges. Cells were transfected by 5 nM of Collal siRNA (siCollal) in hypoxia and
treated with BMP-2 (50 ng/ml) (BMP-2) or not (Ctrl) during 7 days. Relative mRNA of Htral and
Mmpl3 were determined. siCtrl represents cells transfected with a negative control siRNA. All
the results are normalized with eAC cultured in monolayer in normoxia, and presented as the
relative expression of each gene. Box plots represent five independent experiments performed
in triplicate. Statistically significant differences were determined using the Mann Whitney test
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) or the Wilcoxon signed-rank test (5p < 0.05, $%p < 0.01, %%p

<0.001). Only the Mann Whitney test gives some significance.
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Figure S5: Mmp13 mRNA expression during RNA interference targeting Htral. After eAC
dedifferentiation during 2 passages, cells were trypsinized and seeded in type I/Ill collagen
sponges. Cells were transfected by 5 nM of Collal siRNA (siCollal) in hypoxia and treated with
BMP-2 (50 ng/ml) (BMP-2) or not (Ctrl) during 7 days. Relative mRNA amounts of Htral and
Mmpl3 were determined. siCtrl represents cells transfected with a negative control siRNA. All
the results were normalized versus eAC cultured in monolayer in normoxia, and presented as
the relative expression of each gene. Box plots represent five independent experiments
performed in triplicate. Statistically significant differences were determined using the Mann
Whitney test (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) or the Wilcoxon signed-rank test (5p < 0.05,

$p < 0.01, $%%p < 0.001).
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Figure S6: RNA interference targeting Col1al and Htral mRNA: Over-inhibition of Htral by the
siHtral treatment. After eAC dedifferentiation during 2 passages, cells were trypsinized and
seeded in type I/lll collagen sponges. Cells were transfected by 5 nM of Col1al siRNA (siCol1) or
Htral siRNA (siHt) in hypoxia and treated or not with BMP-2 (50 ng/ml) during 7 days. siCtrl
represents cells transfected with a negative control siRNA. 2D : P3 eAC cultured in monolayer in
normoxia. Protein extracts were analyzed in Western-blots for type Il, type |, type X collagens,
and HtrA1l versus GAPDH. Representative blots are shown (n = 5). Different levels of type Il and
type | collagen maturation forms are indicated such as type Il procollagen (pro), with only C- or
N- terminal propeptides (Pc/Pn) and the mature doubly cleaved form (mat). The 64 kDa type X

collagen band represents signal peptide cleaved form.
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Figure S7: siRNA Effectiveness is correlated with RNA target secondary structure prediction.
mRNA secondary structure predictions were determined in silico using ViennaRNA Package 2.0
(Lorenz et al., 2011°3) with the minimum free energy prediction model. Sequence alignement
between Htral siRNA (A) or the three Collal siRNA (B) and their respective mRNA target.
XM_005602544: Predicted Equus caballus HtrA serine peptidase 1 (HTRA1), mRNA NCBI
reference sequence. XM_014736922: Predicted Equus caballus collagen, type |, alpha 1
(COL1A1), mRNA NCBI reference sequence. Software: CLC sequence viewer. The coloring of
nucleotide is provided automatically by forna only software according to the type of structural

element they are in (i.e. stem, interior, hairpin, multi or exterior loop).
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Figure S8: Correlation between Htral and Mmp13 mRNA amounts under BMP-2 and siHtral
treatments. After eAC dedifferentiation during 2 passages, cells were trypsinized and seeded in
type I/1ll collagen sponges in hypoxia and treated with BMP-2 (50 ng/ml) (BMP-2) or not (Ctrl)
during 7 days (A, C). During the culture, some cells were transfected or not with 5 nM of Htral
siRNA (siHtral) (B, D). Relative mRNA of Htral (A, B) and Mmp13 (C, D) were determined by
RTgPCR. Ctrl in panels C and D represent cells transfected with a negative control siRNA. All the
results are normalized with eAC cultured in monolayer in normoxia, and presented as the
relative expression of each gene. Box plots represent five independent experiments performed

in triplicate. Statistically significant differences were determined using the Mann Whitney test

(*p <0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
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A B
siRNA duplex Forward sequence 5'-3' Gene Primer |sequence 5'-3’
Hira1 siRNA UGGCCAGAGUUGCCUCUUU forward | AGGCACCAGGGCGTGAT
Col1at siRNA n°1 GACAGUGAUCGAAUACAAA e reverse | CTCTTGCTCTGGGCCTCGT
Colla1 siRNA n°2 CGGAUUCCAGUUCGAGUAU forward | TGCCGTGACCTCAAGATGTG
Col1a1siRNA n°3 GAGGUUUCAGUGGUUUGGA galial reverse | CGTCTCCATGTTGCAGAAGA
Gl forward | GGCAATAGCAGGTTCACGTACA
reverse | CGATAACAGTCTTGCCCCACTT
C— forward | GCACCCCAGTAATGTACACCTATG
reverse | GAGCCACACCTGGTCATTTTC
. forward | ACACGGATGGTGTCCTCTTC
reverse | CTCAGTCCACGGGTTACGAT
forward | GCAGTTCCCAAGCATTTCAT
e erse | CACTCTGGCTTTGGGAAGAG
Mmp13 forward | TGAAGACCCGAACCCTAAACAT
reverse | GAAGACTGGTGATGGCATCAAG
forward | CAAGAAGGACCACCCGGACTA
S reverse | GGAGATGTGTGTCTGCTCCGT
Al forward | GACATGACCTCCCAGGAAGA
reverse | GCAGTGAAGGGCTTCTTGTC
forward | GGACTTCATGTTTCCCTCAA
e reverse | GTTCTGCTGAACAAGCAACA

Table S1: Sequences list. A: siRNA sequences used. B: Oligonucleotides used in RTgPCR

experiments.
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3. Conclusion de ’article #1

Ce premier article a permis de transposer le protocole de redifférenciation,
initialement mis au point chez ’'Homme au modéle équin. Cette transposition a été
facilitée par la mise en évidence de similitudes cellulaires entre ces deux modéles. De
plus, la BMP-2 utilisée lors de la redifférenciation humaine a aussi été validée
lorsqu’elle est utilisée sur des chondrocytes équins dédifférenciés.

Une spécificité et 'un des avantages des chondrocytes articulaires équins
(CAE) vis-a-vis des chondrocytes articulaires humains (CAH) est la possibilité de
pouvoir cryopréserver les cellules, donc de pouvoir créer une banque de cellules
permettant une utilisation ultérieure, avec la possibilité de pouvoir réaliser de
nombreuses études expérimentales et sur les mémes lots cellulaires. En effet, alors
qu’il n’est absolument pas possible de cryogéniser les CAH agés, les CAE ont cette
possibilité de pouvoir étre biobanqués et réutilisés. De plus, les CAE présentent une
forte capacité proliférative liée au fait que ces cellules ont été obtenues a partir de
jeunes chevaux, rendant envisageables des stratégies de thérapie cellulaire et
d’ingénierie tissulaire, dans le cadre de la MACI, par exemple. Cependant, la forte
prolifération des CAE est concomitante a leur dédifférenciation. En effet, de forts taux
d’ARNm codant pour des protéines typiques du cartilage articulaire hyalin sont
observés lors des cultures en éponges de collagénes de type I/lll, notamment sous
I'effet de la BMP-2. Néanmoins, il a été nécessaire d’augmenter la quantité de cellules
ensemencées dans les éponges afin de pouvoir obtenir une quantité suffisante de
protéines. Lors de cette amplification cellulaire, les CAE, tout comme les CAH, ont
aussi montré une dédifférenciation bien que les CAE isolés soient issus de sujets
jeunes. Une différence notable avec les CAH est observable au niveau de la
sénescence. Alors que cette derniére est élevée chez les CAH, aucune sénescence
n’est observée, a priori jusqu’au 16 passage des CAE.

Les CAH et les CAE ont néanmoins montré de nombreuses homologies,
similitudes, mais aussi, certaines différences biologiques ayant nécessité une
adaptation de nos protocoles mis au point avec les cellules humaines. Notamment, la
mise au point, le « design » et le test des siARN dirigés contre le collagene de type |
équin ont d0 étre adaptés. Le collagene de type | est fortement exprimé par les
chondrocytes équins, particulierement sous l'effet de la BMP-2. De plus, dans le
modele équin, les transcrits codant pour le collagéne de type Il (Col2afT) et le collagéne
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de type | (Col1af) présentent une forte homologie. Les études menées ont ainsi permis
d’augmenter la spécificité, la précision et I'efficacité de la stratégie d’interférence par
'ARN qui a abouti a une diminution relativement efficace des taux moyens des
transcrits codant le collagéne de type |. En conséquence, le ratio Col2ail/Collal,
indicateur fonctionnel du phénotype des chondrocytes, s’en est trouvé accru.

L’interférence par 'ARN ciblant HTRA1 sur les CAH s’était révélée efficace.
Cependant, il semble que cette approche soit devenue obsoléte chez les CAE. En
effet, les siARN ciblant Hira1 se sont montrés efficaces pour prévenir la synthése de
la protéine Htra1, mais elles ne permettent pas d’augmenter, ni la qualité ni la synthése
de la MEC. De plus, les CAE ont présenté une réponse hétérogene a la suite de la
mise en place de la stratégie d’interférence par I’ARN ciblant Htra1 en présence de la
BMP-2 qui, de par elle-méme, induit une inhibition importante de I'expression protéique
d’Htral. Au vu de cette inhibition induite par la BMP-2, une stratégie ciblant
spécifiquement Htral ne semble alors plus nécessaire. Il restera néanmoins a définir
plus précisément le réle d’Htral qui pourrait posséder une fonction bien plus complexe
dans la stratégie de dédifférenciation/redifférenciation et qui n’est pas décrit dans la
littérature.

Cette étude présente néanmoins des limites persistantes. Dans un premier
temps, nous n‘avons pas réussi a totalement inhiber I'expression du collagéne de type
| en utilisant une stratégie d’interférence par 'ARN. En effet, il semble que lorsque les
taux d’expression de ce marqueur sont extrémement importants, cette stratégie atteint
ses limites. Il n’est pas envisageable d’augmenter de maniére inconsidérée la
concentration des siRNA transfectés, faute de quoi des effets hors cibles sont
systématiquement observés. La culture et la redifférencation des CAE sont limitées
dans le temps ; au-dela de quatorze jours de culture en éponges de collagene et en
hypoxie, il devient difficile de maintenir un phénotype chondrocytaire hyalin indiquant
que le statut de différenciation est instable. Dans le cadre de I'ingénierie tissulaire, les
cellules ne devront donc pas étre redifférenciées sur le long terme in vitro. En
revanche, la génération de cultures en micromasse de CAE a haute densité semble
pouvoir permettre une incubation au-dela des quatorze jours allant jusqu’a vingt et un
jours. De plus, ce modele de culture étudié histologiquement a révélé la présence de
protéoglycanes sulfatés proche d’'une MEC cartilagineuse hyaline. En revanche, la
haute densité cellulaire entraine une forte densité de cellules au sein du tissu
néosynthétisé qui demeure extrémement élevée par rapport a un cartilage sain.
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Cette étude a permis de transposer le protocole de redifférenciation des CAH
aux CAE générant ainsi un organoide cartilagineux. Ce protocole pourrait, tout comme
chez ’lHomme, représenter un « gold standard » dans le cadre de I'ingénierie tissulaire
du cartilage chez le cheval. Cette étude représente une preuve de concept pour
appliquer la MACI in vivo dans le modele équin et y envisager des essais cliniques.
Des essais cliniques chez le cheval, modele gros mammifére de choix dans le cadre
des études sur I'arthrose, pourraient, en cas de réussite, permettre d’envisager des

essais cliniques chez ’'Homme par la suite.
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Il.Deuxieme partie : Article #2

Marine collagen hydrolysates downregulate the synthesis of pro-catabolic and
pro-inflammatory markers of osteoarthritis and favor collagen production and
metabolic activity in equine articular chondrocyte organoids.

Bastien Bourdon, Romain Contentin, Frédéric Cassé, Chloé Maspimby, Sarah

Oddoux, Antoine Noél, Florence Legendre, Nicolas Gruchy, Philippe Galéra.

1. Objectifs de I'article #2

Le cartilage articulaire hyalin est un tissu hautement spécialisé recouvrant les
extrémités des pieces osseuses entre elles. Cependant, des micro-lésions et des
pertes de substance chondrale peuvent apparaitre avec le temps et peuvent résulter
de nombreux facteurs tels que I'age, le sexe, le surpoids, des facteurs génétiques, ...
Ces lésions chondrales sont aussi observées chez le cheval. Le tissu cartilagineux
equin posséde des caractéristiques tres similaires au cartilage humain (composition
de la MEC, cellularité, épaisseur ou encore contraintes mécaniques subies par les
articulations). Le cheval et ’'Homme sont donc trés proches en ce qui concerne le
développement du processus arthrosique, ce qui en fait un modele gros mammifére
de choix. L’arthrose, qui est responsable de boiteries chez le cheval, engendre de
larges pertes financiéres pour la filiere équine, dues a la mise au repos des chevaux
et aux colts des traitements. Il n’y a d’ailleurs, tout comme chez 'Homme, aucun
traitement curatif a ce jour chez le cheval. |l n’existe que des traitements palliatifs qui
visent a diminuer les douleurs, I'inflammation, ou, au mieux, a limiter I'évolution du
processus arthrosique qui s’avere étre inéluctable. Les patients humains et les
propriétaires d’équidés se tournent alors de plus en plus vers les compléments
alimentaires d’origine naturelle.

Fort de ce constat, le laboratoire Dielen a mis au point un complément
alimentaire issu de collagenes d'origine marine hydrolysés. Cette hydrolyse
enzymatique consiste a digérer la peau de poissons, mais aussi le squelette de
poissons cartilagineux grace a un processus mis au point par le laboratoire Dielen.

Ces compléments alimentaires, administrés per os, comprennent du Promérim®,
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constitué d’I'hydrolysats de collagénes renfermant des matrikines générées lors de da
digestion enzymatique. Des matrikines ont déja été citées dans la littérature pour
envisager de traiter les arthropathies, démontrant de potentiels effets positifs.

C’est dans ce contexte que nous avons testé l'effet des hydrolysats de
collagénes d’origine marine sur des chondrocytes articulaires équins, afin de
caractériser en partie leurs mécanismes d’action. Dans un premier temps, nous nous
sommes assurés de l'innocuité de ces derniers, puis nous avons analysé leurs effets
sur l'activité métabolique et la sénescence des chondrocytes. Afin de définir si ces
derniers pouvaient jouer un réle dans la redifférenciation chondrocytaire, les
chondrocytes ont été mis en présence des hydrolysats en condition redifférenciante
(en présence de BMP-2) et/ ou arthrosique (en présence d’IL-1). Ceci afin de définir si
des hydrolysats de collagénes d’origine marine pouvaient exercer un role bénéfique

dans la redifférenciation des chondrocytes articulaires équins.
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2. Article #2
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Abstract: Articular cartilage experiences mechanical constraints leading to chondral defects that
inevitably evolve into osteoarthritis (OA), because cartilage has poor intrinsic repair capacity.
Although OA is an incurable degenerative disease, several dietary supplements may help improve
OA outcomes. In this study, we investigated the effects of Dielen® hydrolyzed fish collagens from
skin (Promerim®30 and Promerim®60) and cartilage (Promerim®40) to analyze the phenotype and
metabolism of equine articular chondrocytes (eACs) cultured as organoids. Here, our findings
demonstrated the absence of cytotoxicity and the beneficial effect of Promerim® hydrolysates on eAC
metabolic activity under physioxia; further, Promerim®30 also delayed eAC senescence. To assess the
effect of Promerim® in a cartilage-like tissue, eACs were cultured as organoids under hypoxia with
or without BMP-2 and /or IL-1f. In some instances, alone or in the presence of IL-13, Promerim®30
and Promerim®40 increased protein synthesis of collagen types I and II, while decreasing transcript
levels of proteases involved in OA pathogenesis, namely Hfral, and the metalloproteinases Mmp1-3,
Adamts5, and Cox2. Both Promerim® hydrolysates also decreased Htral protein amounts, particularly

in inflammatory conditions. The effect of Promerim® was enhanced under inflammatory conditions,

possibly due to a decrease in the synthesis of inflammation-associated molecules. Finally, Promerim®
favored in vitro repair in a scratch wound assay through an increase in cell proliferation or migration.
Altogether, these data show that Promerim®30 and 40 hold promise as dietary supplements to relieve

OA symptoms in patients and to delay OA progression.

Keywords: chondrocyte; equine model; matrix-associated autologous chondrocyte implantation
(MACI); osteoarthritis; collagen; collagen hydrolysates; interleukin-1; catabolic markers; senescence;
in vitro repair

1. Introduction

Articular cartilage is a highly specialized tissue covering the extremities of bones,
thereby ensuring smooth joint movements as well as shock absorption. Hyaline articular
cartilage is composed of an abundant extracellular matrix (ECM) and a main cell type,
the chondrocyte, which is present in small quantities (1 to 2% of the cartilage volume) [1].
Chondrocytes synthesize an ECM composed of characteristic molecules, such as type II, IX,
XI collagens and aggrecan, especially during embryonic stages, although these molecules
also ensure the homeostasis of the tissue in adulthood, albeit with low turnover [2].

Int. ]. Mol. Sci. 2021, 22, 580. https:/ /doi.org /10.3390 /ijms22020580
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Hyaline cartilage synthesis can be promoted by growth factors, such as transforming
growth factor-8 (TGF-8) or bone morphogenic proteins (BMP) [3]. Cartilage is not inner-
vated and is avascular; for this reason, chondrocytes subsist in hypoxia [4]. Oxygen is
delivered to the cartilage via the synovial fluid, in part secreted by synoviocytes, or through
diffusion from the subchondral bones; oxygen concentrations range from 1 to 10% depend-
ing on the depth of the tissue [5].

One of the hallmarks of osteoarthritis (OA) is the disruption of cartilage homeosta-
sis [6-9], further aggravated by the poor intrinsic capacity of cartilage for self-repair [10].
Subsequently, cartilage degradation occurs, eventually exposing the subchondral bone,
and leading to stiff and painful joints. In OA, catabolism is increased and anabolism is
downregulated. Nevertheless, the first response following cartilage injury is a transient
increase in chondrocyte proliferation, whereby chondrocytes form clusters and enhance
their ECM production, particularly by synthesizing type I collagen [6,7,9]. However,
type I collagen does not share the same biomechanical properties as typical cartilage col-
lagens, and thus makes for a brittle cartilage matrix called fibrocartilage. Fibrocartilage
no longer fulfills hyaline cartilage function and degrades more quickly. In an OA pro-
inflammatory context, cytokines such as interleukin-1 (IL-1) and the tumor necrosis factor-
alpha (TNF-alpha) cause tissue degradation by decreasing anabolism and inducing the ex-
pression/activation of proteases including metalloproteinases (MMPs) and aggrecanases [6,7].
Although the OA etiology is diverse, it is generally due to repeated shocks, and /or joint
overload, combined with ageing. Other factors such as obesity and genetic factors may
also be related to OA.

Humans and horses have very similar cartilage in many ways, particularly in terms of
their biochemical composition, cell composition, and the thickness of articular cartilage [11].
In addition, like humans, horses can develop OA spontaneously. Moreover, humans and
sport horses can experience comparable biomechanical stresses, and the causes of the onset
of the OA process are very similar, namely sports activities and ageing. Numerous studies
aimed at improving OA treatments in the equine model are therefore directly transposable
to humans, and the horse represents the best large mammal model for pre-clinical studies in
the context of osteo-articular disorders, particularly arthropathies. Additionally, the size of
horse joints makes the horse an ideal model from an experimental point of view, because a
large amount of cartilage can be recovered and in vivo experiments can be carried out in the
horse. Joint injuries also represent the main cause of the decrease in physical performance
and lameness in horses [12]. They generally lead to the premature cessation of the horse’s
sport career, incurring significant financial losses for the equine industry [13].

To date, there are no long-term solutions to treat OA, either in humans or in horses.
For the management of OA, the use of a combination of pharmacological and non-
pharmacological treatments is highly recommended. The main pharmacological treatments
aim to reduce inflammation and pain through the use of non-steroidal anti-inflammatory
drugs (NSAID) and analgesics. For severe OA, intra-articular injections of corticosteroids
or hyaluronan can be prescribed and, in the final stages of OA, especially in humans,
only prosthetic surgery is efficient [14-16]. The use of nutraceuticals, or dietary supple-
ments, represents an ongoing strategy for the management and prevention of OA as a
complement to classical clinical therapies [17].

Horse owners are becoming increasingly interested in alternatives to traditional clin-
ical approaches, such as nutritional supplements [18]. Numerous dietary supplements,
such as glucosamine, chondroitin sulfate, and collagen hydrolysates represent promising
therapeutic alternatives to favoring cartilage homeostasis when they are used alone or in
combination [17,19-23]. The most common products used as nutraceuticals are chondroitin
sulfate and glucosamine [17]. One study demonstrated that chondroitin sulfate improves
pain symptoms in the short term, with a low risk of adverse events [22]. Chondrocyte cul-
ture in the presence of glucosamine may promote the production of proteoglycans [19].
Other food supplements, such as curcumin or frankincense (Boswellia sp.), also appear to
hold promise [17,20,21]. Dietary supplements can be combined with surgical techniques
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to help patients to recover properly. However, to date, no food supplement has been
demonstrated to be able to regenerate hyaline articular cartilage.

Matrikines, which are bioactive peptides resulting from the degradation of the ECM,
may be promising therapeutic possibilities for OA, because some of them have been de-
scribed as playing a role in wound healing and in the synthesis of anabolic components in
fibroblasts [24]. Other studies have shown that, in women with moderate knee osteoarthri-
tis, daily oral intake of collagen peptides for 6 months reduces pain and increases mobility
of the affected joint [25]. Promerim®30, made of fish skin collagens, is a main ingredient
in the dietary supplement Osteocalm®, which has proven, like other collagens (such as
undenatured type II collagen (UC-II®)), to be clinically effective for treating joint pain and
stiffness associated with OA in humans [17,26,27]. Moreover, recent investigations show
that enzymatically hydrolyzed collagens are absorbed and distributed to joint tissues and
have analgesic and anti-inflammatory properties [28].

In the present study, we assessed the effects of three collagen hydrolysates of ma-
rine origin (derived from fish skin (Promerim®30 and Promerim®60) and fish cartilage
(Promerim®40)) on the metabolism of chondrocytes cultured as cartilage organoids, as pre-
viously described [9,29,30]. The cartilaginous quality of the organoids and the effects of
Promerim® were assessed through an extensive study of transcripts and protein amounts
of typical and atypical markers of hyaline chondrocytes. Additionally, we characterized
the effect of Promerim® on chondrocyte proliferation/viability and senescence. This study
attempted to identify some of the molecular mechanisms that may be responsible for the
potential beneficial effects of hydrolyzed collagens on chondrocyte metabolism.

2. Results

2.1. Promerim®30, 40, and 60 Have no Cytotoxic Effects on Equine Articular Chondrocytes,
They Promote Their Metabolic Activity and Promerim®30 Downregulates Cellular Senescence

eACs were cultured as cell monolayers. At 80% confluency, Promerim®30, 40, or 60 was
added at concentrations ranging from 0.1 pg/mL to 250 ug/mL. Then, eACs were grown
either in normoxia or in hypoxia, in serum-free medium, or in the presence of 2% FCS for
72 h. Hypoxia and the serum-free media were used to mimic the in vivo microenvironment
of chondrocytes as much as possible. Regardless of the oxic condition or the FCS concen-
tration, none of the Promerim® hydrolysates, regardless of concentration, were cytotoxic
for eACs (Figure 1 and Figure S1).

We then investigated the effect of Promerim® on the mitochondrial metabolic activity
of eACs (XTT assay) in serum-free media. In hypoxia, regardless of the duration of the
incubation and the concentration of Promerim®30, e AC mitochondrial activity remained
unchanged, compared with the control 0% FCS condition (Figures 2A and 3A). On the
other hand, Promerim®40 at 0.1 ug/mL, 0.5 ug/mL, 50 ug/mL, and 100 pug/mL for a48 h
incubation period led to a significant increase in the metabolic activity of eACs compared
with the 0% FCS control (Figures 2B and 3B).

After 48 h of treatment with Promerim®60 used at 0.1 ug/mL, 0.5 pg/mL, 1 pg/mL,
and 100 pg/mL, eAC metabolic activity increased significantly, compared with the 0%
FCS control. We observed the same trend at the other concentrations of Promerim®60 for
48 h or for all the concentrations when Promerim®60 was added for 72 h, although the
results were not significant (Figures 2C and 3C). We observed similar results when eACs
were cultured in normoxia, especially for Promerim®40 and Promerim®60 at low and high
concentrations after 48 h of incubation (Figures S2 and S3).
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Figure 1. Promerim®30, 40, and 60 have no cytotoxic effect on equine articular chondrocytes cultured in hypoxia. Equine ar-

ticular chondrocytes were amplified and seeded at P3. At 80% of confluency, the cells were treated with Promerim

®

hydrolysates at several concentrations (0.1, 0.5, 1, and 10 pg/mL) (A,B) and (10, 50, 100, 250 pg/mL) (C,D) in the absence
(0% (A,Q)) or presence of 2% fetal calf serum (FCS) (B,D) and then cultured for 72 h in hypoxia. Controls with 0, 2, and 5%
of FCS were included, as well as a death control (triton-induced death). The levels of adenylate kinase were measured in the
media after 72 h of culture (Toxilight kit, Interchim). Data are represented as box plots (1 = 5). Statistical analyses were
performed using the Mann—Whitney test (* p < 0.05, ** p <0.01),and the 2% and 0% FCS conditions were used as references.
P30, P40, and P60: Promerim®30, Promerim®40, and Promerim®60.

166



Résultats — Deuxieme partie : Article #2

Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 580

50f30

A o4 24 Hours 0.6 48 Hours 0.8 72 Hours
e * % *%
B . 0.6 T
o - Iil E 1 0.4 é é T *k
= Bs T 5 T
Qo2 = I;l - E o 0.4 |;-| B ;l;l ’il
E 22 * % 0.2 o - 22
0.1 % 21 xx
0.0 0.0 0.0
E b RO £ 0252928 §02533 ~3
— Q ——— T i —
a P30 pg/mL S %FCS p3ong/mi S %FCS Tp3gug/mL
B os4 0.6 0.8+
- Ij ** ok
03 % é é s % ] ¥% 4y 0.6 -
— 04 T = * ok
BEL == = o L
Qo2 il = E == [;] 0.4 D H é @ -
* % 0.2 | 3
01 =) g 0.29 4%
==
0.0 0.0 0.0
£ =
: 58-23 Eo:sgB-s £02538 3
0, ————
a P40 pig/mL e  %FCS a0 pg/mL 8 %FCS  pagpg/mL
C 0.4 0.6 0.8
* ¥ o
0.3 @ * ¥ * e 0.6 T
é é [i] @ é 0.4 E ﬁ [i * %
So2 = = @ 0.4 T
*x 0.2 [Ew| B & E
01{ = kX 0.2 sy
=
0.0 0.0 0.0
%0 p R = %ozsggﬁg éozsggﬁa
=} P60 pg/mL o %FCS  Tpgopg/mL S %FCS  TpE0ug/mL

Figure 2. Effect of low concentrations of Promerim®30, 40, and 60 on the mitochondrial activity of equine articular
chondrocytes cultured in the absence of serum. Equine articular chondrocytes were amplified and seeded at P3. At 80% of
confluency, the cells were treated with Promerim®30 (A), 40 (B), 60 (C) at several concentrations (0.1,0.5, 1, and 10 ug/mL)
in the absence of FCS and then cultured for 24, 48 and 72 h in hypoxia. Controls with 0%, 2% and 5% of fetal calf serum
(FCS), and a death control (triton-induced death) were included. The levels of formazan were measured (OD) in the media
at the end of the incubation period (XTT kit, Roche). Data are represented as box plots (1 = 5). Statistical analyses were
performed using the Mann-Whitney test (* p < 0.05; ** p < 0.01) and the 0% FCS condition was used as a reference. P30, P40,

and P60: Promerim®30, Promerim®40 and Promerim®60.

Because subsequent redifferentiation experiments were performed in the presence of
2% FCS, we also assessed the effects of Promerim® on eACs (metabolic activity, senescence)
cultured in presence of 2% FCS and in hypoxia (Figures 4-6). The effect of normoxia was
also evaluated (Figures S4 and S5).

In hypoxia, Promerim®30 increased eAC mitochondrial metabolic activity after 72 h
of treatment, regardless of the concentration used, reaching levels similar to those observed
with 5% FCS (Figures 4A and 5A). Regardless of its concentration of use, Promerim®40
started to increase eAC mitochondrial metabolic activity as early as 24 h of treatment.
This increase was confirmed when eACs were cultured for 72 h in the presence of Promerim®40.
A trend was also observed for 48 h of incubation in the presence of Promerim®40 (Figures 4B and 5B).
Promerim®60, like Promerim®30, induced a significant increase in eAC metabolic activity
when the incubation time lasted 72 h, although the same trend was observed for shorter
incubation times (Figures 4C and 5C).
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Figure 3. Effect of high concentrations of Promerim®30, 40, and 60 on the mitochondrial activity of equine articular
chondrocytes cultured in the absence of fetal calf serum (FCS). Equine articular chondrocytes were amplified and seeded at
P3. At 80% of confluency, the cells were treated with Promerim®30 (A), 40 (B), 60 (C) at several concentrations (10, 50, 100,
and 250 pug/mL) in the absence of FCS and then cultured for 24, 48, and 72 h in hypoxia. Controls with 0%, 2% and 5% of
FCS, and a death control (triton-induced death) were included. The levels of formazan were measured (OD) in the media
after 24, 48 and 72 h of culture (XTT kit, Roche). Data are represented as box plots (1 = 5). Statistical analyses were based
on the Mann-Whitney test (* p < 0.05; ** p < 0.01) and the 0% FCS condition was used as a reference. P30, P40 and P60:
Promerim®30, Promerim®40, and Promerim®60.

When eACs were cultured in normoxia, the Promerim® hydrolysates led to similar
effects on eAC mitochondrial activity, although their kinetics of action changed slightly.
We observed an increase in activity when eACs were cultured with Promerim®30 or
Promerim®40 for 72 h and an increase as early as 24 h of incubation with Promerim®60
(Figures S4 and S5).

We then investigated the effect of Promerim® hydrolysates on eAC senescence. To do
so, eACs were treated with Promerim®30, 40, or 60 used at 50 and 100 ug/mL for 72 h,
and in the presence of 2% FCS either under hypoxia or in normoxia. Then, we assessed
SA-B-galactosidase activity. In hypoxia, Promerim®30 significantly downregulated SA-
[B-galactosidase activity compared with the 2% FCS control (Figure 6A). Although no
significant differences were observed when eACs were treated with Promerim®40 or
60, the activity of SA-f3-galactosidase also tended to decrease. In normoxia (Figure 6B),
the activity of SA-B-galactosidase was not significantly modulated, compared with the 2%
FCS control. However, Promerim®30 used at 50 pg/mL tended to decrease the activity of
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B-galactosidase. Altogether, these data show that Promerim®30, 40, and 60 are not cytotoxic
for eACs; on the contrary, they favor eAC mitochondrial activity, and Promerim®30 inhibits
cell senescence.
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Figure 4. Effect of low concentrations of Promerim®30, 40, and 60 on the mitochondrial activity of equine articular
chondrocytes cultured in the presence of 2% fetal calf serum (FCS). Equine articular chondrocytes were amplified and
seeded at P3. At 80% of confluency, the cells were treated with Promerim®30 (A), 40 (B), 60 (C) at several concentrations
(0.1,05,1, and 10 pg/mL) in the presence of 2% FCS and then cultured for 24, 48 and 72 h in hypoxia. Controls with 0%,
2% and 5% of FCS, and a death control (triton-induced death) were included. The levels of formazan were measured (OD)
in the media at the end of the incubation period (XTT kit, Roche). Data are represented as box plots (1 = 5). Statistical
analyses were based on the Mann-Whitney test (* p < 0.05; ** p < 0.01) and the 0% FCS condition was used as a reference.
P30, P40 and P60: Promerim®30, Promerim®40, and Promerim®60.

2.2. Effect of Promerim® Hydrolysates on the Expression of mRNAs Encoding Characteristic
Biomarkers of Chondrocytes

Then, we assessed the effect of Promerim®30 and 40 when chondrocytes were cultured
as cartilaginous organoids. In this culture model, chondrocytes evolve in a microenviron-
ment similar to an in vivo context. Furthermore, the cells were cultured in the presence
of BMP-2 to maintain a chondrogenic environment, or in the presence of IL-1 to mimic
the pro-inflammatory environment that occurs during OA. The combination of BMP-2 and
IL-1p was used to mimic an early stage of OA. Organoids were cultured in the presence
of Promerim® hydrolysates at low concentrations (0.1 and 0.5 pg/mL) and at relatively
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high concentrations (50 and 100 pug/mL) for 7 days. The control condition corresponds to
organoids cultured in the presence of the 3D medium alone.
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Figure 5. Effect of high concentrations of Promerim®30, 40, and 60 on the mitochondrial activity of equine articular
chondrocytes cultured in the presence of 2% fetal calf serum (FCS). Equine articular chondrocytes were amplified and
seeded at P3. At 80% of confluency, the cells were treated with Promerim®30 (A), 40 (B), 60 (C) at several concentrations (10,
50, 100, 250 ug/mL) in the presence of 2% of FCS and then cultured for 24, 48 and 72 h in hypoxia. Controls with 0%, 2% and
5% of FCS, and a death control (triton-induced death) were included. The levels of formazan were measured (OD) in the
media at the end of the culture period (XTT kit, Roche). Data are represented as box plots (1 = 5). Statistical analyses were
based on the Mann-Whitney test (* p < 0.05; ** p < 0.01) and the 2% FCS condition was used as a reference. P30, P40 and P60:
Promerim®30, Promerim®40, and Promerim®60.
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Figure 6. Effect of Promerim®30, 40, and 60 on the senescence of equine articular chondrocytes. Equine articular chondro-
cytes were amplified and seeded at P3. At80% of confluency, the cells were treated with Promerim®30, 40, and 60 at two
concentrations (50 and 100 pg/mL) in the presence of 2% fetal calf serum (FCS) and then cultured for 72 h in hypoxia (A) and
normoxia (B). Controls with 2% FCS were performed. The levels of B-galactosidase were measured 3 days post-treatment.
Data are represented as box plots (1 = 4). Statistical analyses were based on the Mann-Whitney test (* p < 0.05) and the 2%
FCS condition was used as a reference. P30, P40 and P60: Promerim®30, Promerim®40, and Promerim®60.

When Promerim®30 and 40 were used at 0.1 pug/mL and 0.5 pg/mL, respectively,
the typical and atypical transcript levels of chondrocyte phenotypic markers both tended
to increase (Figure 7). Promerim®30 at 0.5 ug/mL and Promerim®40 at 0.1 ug/mL
had no effect on the steady-state amounts of the typical and atypical molecules. Thus,
the Col2a1:Collal and Col2a1:Col1a2 mRNA ratios remained unchanged compared with the
control. Similar results were observed when Promerim®30 and 40 were used at 50 pg/mL
and 100 pg/mL, except a decrease in Acan mRNA levels (Promerim®30 at 100 pg/mL,
and Promerim®40 at both concentrations) (Figure 8). Interestingly, although Promerim®
hydrolysates used at low concentrations had no significant effect on Mmp3, Mmp1, or Htral
transcript levels, they led to a decrease in the steady-state amounts of Mmp1 and Mmp3
when they were used at 50 pug/mL and 100 ug/mL. The Htral and Adamts5 mRNA lev-
els were downregulated only when Promerim®30 was used at 100 pg/mL, and when
Promerim®40 was used at 50 pg/mL (Figures 7 and 8). Only Promerim®40 tested at
50 ug/mL led to a decrease in mRNA levels of the proliferative marker Ki67, but also of
P53 and alinflammation-associated molecules (Cox2, Inos, and P65) (Figure 8).

In the presence of IL-1p, the use of Promerim®30 and 40 at 0.1 and 0.5 pg/mL led to
an increase in Col2a1 mRNA levels when compared to the IL-18 treated samples, whereas
the mRNA levels of the other phenotypic markers remained unchanged (Figure 9). Thus,
the Col2al:Collal and Col2a1:Colla2 ratios also increased. On the contrary, when both
Promerim® hydrolysate versions were tested at 50 and 100 ug/mL, the mRNA levels of the
phenotypic markers remained unchanged compared with the eACs cultured in the presence
of IL-1f only (Figure 10), even though Col2a1 mRNA levels tended to increase slightly.
The mRNA levels of proteases, as well as inflammatory markers, proliferative/senescence
markers were not modulated by the addition of Promerim® at 0.1 and 0.5 ug/mL (Figure 9).
Although a statistically significant decrease of the mRNA steady-state amounts of Adamts5
was observed only when Promerim®30 was used at 100 pg/mL, Promerim®30 (50 and 100
ug/mL) and 40 (50 ug/mL) tended to decrease the mRNA levels of the proteases Htral,
Mmp1 and Adamts5 (Figure 10). mRNA levels of Cox2 also tended to be downregulated,
although only Promerim®30 used at 50 pg/mL led to a statistically significant decrease.
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Figure 7. Comparison of mRNA expression in equine articular chondrocytes in the presence or absence of low concentrations
of Promerim®30 and 40. Equine articular chondrocytes were grown in type I/1II collagen sponges at the third passage (P3).
They were incubated for 7 days in hypoxia in the absence (C: control) or presence of Promerim®30 or Promerim®40 (P30 and
P40) (0.1 and 0.5 pg/mL), or BMP-2 (B), or IL-1 (I), or BMP-2 and IL-1 (IB). At the end of incubation period, their nRNA
was extracted as described in Materials and Methods. The mRNAs were estimated using RT-qPCR after normalization with
respect to the -actin reference gene. Transcript expression is shown in arbitrary units. The Col2a1:Col1al and Col2a1:Colla2
ratios are given. The results are shown as histograms and the significance of the values between the different treatments
and the control (C) was tested using a Mann—-Whitney test; n = 3. eAC: mRNA extracts obtained from equine articular
chondrocytes released from cartilage after overnight enzymatic digestion were used as controls. DO: cells seeded in sponges

and arrested after 16 h of incubation.
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Figure 8. Comparison of mRNA expression in equine articular chondrocytes in the presence or absence of high concentra-
tions of Promerim®30 and 40. Equine articular chondrocytes were grown in type I/III collagen sponges at the third passage
(P3). They were incubated for 7 days in hypoxia in the absence (C: control) or presence of Promerim®30 or Promerim®40
(P30 and P40) (50 and 100 pg/mL), or BMP-2 (B), or IL-1 (I), or BMP-2 and IL-1 (IB). At the end of incubation period,
their mRNA was extracted as described in Materials and Methods. The mRNAs were estimated using RT-qPCR after
normalization with respect to the B-actin reference gene. Transcript expression is shown in arbitrary units. The Col2a1:Collal
and Col2al:Colla2 ratios are given. The results are shown as box plots (median, quartiles, extreme values) and the signifi-
cance of the values between the different treatments and the control (C) was tested using a Mann-Whitney test (* p < 0.05;
**p <0.01); n = 6. eAC: mRNA extracts obtained from equine articular chondrocytes released from cartilage after overnight
enzymatic digestion were used as controls. DO: cells seeded in sponges and arrested after 16 h of incubation.
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Figure 9. mRNA expression in equine articular chondrocytes treated with Promerim®30 and 40 used at low concentrations
in the presence of IL-1. Equine articular chondrocytes were grown in type I/III collagen sponges at the third passage (P3).
They were incubated for 7 days under hypoxia in the absence (C: control) or both the presence of IL-1 + P30 and IL-1 + P40,
or BMP-2 alone (B), or IL-1 alone (I), or BMP-2 together with IL-1 (IB). The Promerim® were used at the concentrations of
0.1 and 0.5 pg/mL. The mRNAs were estimated using RT-qPCR after normalization with respect to the B-actin reference
gene. Transcript expression is shown in arbitrary units. The Col2a1:Collal and Col2a1:Colla2 ratios are given. The results are
shown as histograms and the significance of the values between the different treatments and the control case (IL-1) was
tested using a Mann—-Whitney test; n = 3. eAC: mRNA extracts obtained from equine articular chondrocytes released from
cartilage after overnight enzymatic digestion were used as controls. DO: cells seeded in sponges and arrested after 16 h of

incubation. P30 and P40: Promerim®30 and 40.
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Figure 10. mRNA expression in equine articular chondrocytes treated with Promerim®30 and 40 used at high concentrations
in the presence of IL-1. Equine articular chondrocytes were grown in type I/III collagen sponges at the third passage (P3).
They were incubated during 7 days under hypoxia in the absence (C: control) or both the presence of IL-1 + P30 and IL-1 +
P40, or BMP-2 alone (B), or IL-1 alone (I), or BMP-2 together with IL-1 (IB). The Promerim® were used at the concentrations
of 50 and 100 pg/mL. The mRNAs were estimated using RT-qPCR after normalization with respect to the B-actin reference
gene. Transcript expression is shown in arbitrary units. The Col2a1:Collal and Col2a1:Colla2 ratios are given. The results are
shown as box plots (median, quartiles, extreme values) and the significance of the values between the different treatments
and the control case (IL-1) was tested using a Mann-Whitney test (* p < 0.05; ** p < 0.01); n = 6. eAC: mRNA extracts
obtained from equine articular chondrocytes released from cartilage after overnight enzymatic digestion were used as
controls. DO: cells seeded in sponges and arrested after 16 h of incubation. P30 and P40: Promerim®30 and 40.
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Under chondrogenic differentiating conditions, in the presence of BMP-2, Promerim®30
and 40 led to a slight increase in Col2a1 mRNA levels, only when they were added at
0.5 pg/mL when compared to the BMP-2 treated samples (Figure 11). The mRNA levels of
the other phenotypic markers, and also of Collal and Col1a2, were unchanged upon the ad-
dition of the Promerim®30 or 40 used at 0.1, 50, and 100 pg/mL (Figure 11 and Figure S6).
Thus, the ratios Col2a1:Collal and Col2a1:Colla2 tended to increase, compared with the
BMP-2 control, only when Promerim®30 and 40 were used at 0.5 ug/mL. Promerim®30
and 40 (0.1 and 0.5 ug/mL) tended to increase the mRNA levels of the proteases Mmp3,
Adamts5, and Htral (for Promerim®30, only at 0.1 ug/mL for the latter). Cox2 and Ki67
mRNA amounts also increased. At concentrations of 50 ug/mL, only Promerim®40 led to
an increase in Mmp1, Adamts5, P65, and Cox2 (Figure S6). At 100 ug/mL, compared with
the BMP-2 condition, neither Promerim® led to any modulation of the mRNA levels of the
proteases, and inflammation- and proliferation-associated molecules studied.

Finally, in pre-arthritic conditions, in the presence of both IL-13 and BMP-2, Promerim®
hydrolysates at low concentrations (0.1 and 0.5 ug/mL) decreased the mRNA levels of most
of the atypical phenotypic molecules studied, notably Collal, Colla2, and those encoding
the proteases, when compared to the IL-13 + BMP-2 control (Figure 12). Nevertheless,
even though Col2a1 mRNA levels were not modulated by Promerim®30 or 40, Col11al,
Sox9, and Acan mRNA levels tended to decrease. The mRNA levels of the proliferation-
associated molecules ki67, but also p53, the inflammation-associated molecules Cox2 and
p65, and the hypertrophic markers (Col10al, Mmp13, Runx2, and Alp) decreased slightly.
In contrast, when both Promerim®30 and 40 were added at the highest concentrations
(50 and 100 pug/mL), all the effects detected at low Promerim® concentrations were lost,
because none of the mRNA of all the markers studied remained modulated (Figure S7).

2.3. Effect of Promerim® Hydrolysates on the Protein Expression of Type Il and I Collagens
and Htral

We then assessed the quality of the neo-synthesized extracellular matrix of the
organoids by monitoring the protein levels of type IIB, II, and I collagens, as well as
the serine protease Htral. We used eACs at P3 to better observe a possible increase in
type II collagen isoforms, because e ACs cultured in control conditions produced a very
low amount of type II collagen, as previously reported [31]. Promerim®30 did not show a
striking increase in the synthesis of the type II collagen isoforms, regardless of its concen-
tration (Figures 13A,B and 14A,B). Nevertheless, in the presence of IL-1f3, Promerim®30
systematically led to a slight increase in type IIB collagen expression, compared with the
IL-1B treatment. Additionally, without BMP-2 or IL-1f3, Promerim®30 (0.5, 50, and 100
pg/mL) led to an increase in type I collagen protein amounts (Figures 13B and 14A,B).
Although in the presence of BMP-2, Promerim®30 had no obvious effect, it was able to sys-
tematically counteract the decrease of the type I collagen protein amounts observed in the
presence of IL-13. In combination with both BMP-2 and IL-13, Promerim®30 (0.1, 0.5, and
50 ug/mL) also increased type I collagen protein levels. IL-1f3 practically systematically
decreased Htral expression (Figures 13A-C and 14A-D). The inflammatory conditions
mimicked by incubation in the presence of IL-1p favored the effect of the Promerim®30 on
the downregulation of Htral expression.

Altogether, these data suggest that Promerim®30 holds promise for enhanced extra-
cellular matrix accumulation in an inflammatory microenvironment.

Regarding Promerim®40 at 0.1 pg/mL, used alone or in combination with IL-1B,
type IIB collagen protein levels remained unchanged and expression was very weak.
Type I collagen protein amounts increased when Promerim®40 was used alone or in
combination with IL-1B. Htral protein levels tended to decrease when Promerim®40 was
combined with IL-1p or with the combination of both IL-1 and BMP-2, compared with
the respective controls.
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Figure 11. mRNA expression in equine articular chondrocytes treated with low concentrations of Promerim®30 and 40 in
the presence of BMP-2. Equine articular chondrocytes were grown in type I/1II collagen sponges at the third passage (P3).
They were incubated during 7 days under hypoxia in the absence (C: control) or both the presence of BMP-2 + P30 and
BMP-2 + P40, or BMP-2 alone (B), or IL-1 alone (I), or BMP-2 and IL-1 (IB). The Promerim® were used at the concentrations
of 0.1 and 0.5 pg/mL. The mRNAs were estimated using RT-qPCR after normalization with respect to the -actin reference
gene. Transcript expression is shown in arbitrary units. The Col2a1:Collal and Col2a1:Colla2 ratios are given. The results are
shown as histograms and the significance of the values between the different treatments and the control case (BMP-2) was
tested using a Mann-Whitney test; n = 3. eAC: mRNA extracts obtained from equine articular chondrocytes released from
cartilage after overnight enzymatic digestion were used as controls. DO: cells seeded in sponges and arrested after 16 h of
incubation. P30 and P40: Promerim®30 and 40.
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Figure 12. mRNA expression in equine articular chondrocytes treated with low concentrations of Promerim®30 and 40 in
the presence of both IL-1 and BMP-2. Equine articular chondrocytes were grown in type I/1II collagen sponges at the third
passage (P3). They were incubated for 7 days under hypoxia in the absence (C: control) or both the presence of P30 + IL-1 +
BMP-2 and P40 + IL-1 + BMP-2, or BMP-2 alone (B), or IL-1 alone (I), or BMP-2 together with IL-1 (IB). The Promerim®
were used at the concentrations of 0.1 and 0.5 pug/mL. The mRNAs were estimated using RT-qPCR after normalization with
respect to the -actin reference gene. Transcript expression is shown in arbitrary units. The Col2a1:Col1al and Col2a1:Colla2
ratios are given. The results are shown as histograms and the significance of the values between the different treatments and
the control case (IL-1 + BMP-2) was tested using a Mann—-Whitney test; n = 3. eAC: mRNA extracts obtained from equine
articular chondrocytes released from cartilage after overnight enzymatic digestion were used as controls. DO: cells seeded in
sponges and arrested after 16 h of incubation. P30 and P40: Promerim®30 and 40.
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Figure 13. Effect of low concentrations of Promerim® on chondrocyte protein expression of types II

and I collagens and Htral. Equine articular chondrocytes (eACs) at P3 were inoculated in collagen
sponges with different treatments: 3D control culture medium (3DM), B (BMP-2), I (IL-1), B + I
(BMP-2 + IL-1), P30 (Promerim®30), P40 (Promerim®40). (A) P30 at 0.1 pg/mL; (B) P30 at 0.5 pg/mL;
(C) P40 at 0.1 ug/mL; (D) P40 at 0.5 ug/mL. Protein expression of equine articular chondrocytes
was evaluated after 7 days of 3D culture in the presence and absence of treatment. The total
protein extracts were separated by electrophoresis in 10% acrylamide gel in denaturing condition.
The molecular weights expressed in kDa are shown on the left part of the panels and the antibodies
used on the right part of the panels. Representative blots from different eAC strains are shown
(atleast n = 3). eAC: protein extracts obtained from equine articular cartilage are used as controls.
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Figure 14. Effect of high concentrations of Promerim™ on chondrocyte protein expression of types II and I collagens and
Htral. Equine articular chondrocytes (eACs) at P3 were inoculated in collagen sponges with different treatments: 3D
control culture medium (3DM), B (BMP-2), I (IL-1), B + I (BMP-2 + IL-1), P30 (Promerim®30), P40 (Promerim®40). (A) P30
at 50 pg/mL; (B) P30 at 100 pg/mL; (C) P40 at 50 pg/mL; (D) P40 at 100 pg/mL. Protein expression of equine articular
chondrocytes was evaluated after 7 days of 3D culture in the presence and absence of treatment. The total protein extracts
were separated by electrophoresis in 10% acrylamide gel in denaturing condition. The molecular weights expressed in kDa
are shown on the left part of the panels and the antibodies used on the right part of the panels. Representative blots from
different eAC strains are shown (at least 1 = 3). eAC: protein extracts obtained from equine articular cartilage are used as

controls.

When Promerim®40 was used at 0.5 ug/mL, we did not observe any variation in
type II collagen or Htral Ggrotein amounts (Figure 13D). Type I collagen synthesis was

increased when Promeri
with BMP-2.

40 was concomitantly added with IL-1 alone or in association

Promerim®40 used at 50 pug/mL or 100 pg/mL did not seem to modulate type II
collagen expression (Figure 14C,D). On the other hand, when used alone, Promerim®40
at 50 pg/mL strongly increased type I collagen expression. Finally, Promerim®40 led to a
decrease in Htral protein amount in the presence IL-1f3.

Promerim®40 used at 100 ug/mL, alone or in combination with IL-1p or IL-1p +
BMP-2, upregulated the type I collagen accumulation (Figure 14D). On the other hand,
a decrease in type I collagen synthesis was observed when Promerim®40 was combined

with BMP-2.
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2.4. Promerim®30 and 40 Promote Proliferation, Whereas Promerim®60 Promotes Migration
of eACs

Enhancing proliferation of eACs and promoting the migration of eAC/progenitors to
the chondral lesion areas is of particular interest to try to delay OA outcomes. The effects
of Promerim®30, 40, and 60 on the proliferation /migration of eACs was assessed using
a wound healing assay. At 48 h post-scratching, eACs treated with Promerim®40 and
60 colonized the wound areas to a higher extent compared with eACs cultured with the
control medium containing 2% FCS (control) (Figure 15A). Thus, the cell confluence in
the wound area increased significantly when eACs were treated with Promerim®40 and
60 (Figure 15B). Although the results were not statistically significant, the same trend
was observed when eACs were cultured with Promerim®30. Whereas the increase in the
confluence when eACs were incubated in the presence of Promerim®30 and 40 seemed
to be due to an increase in cell proliferation, Promerim®60 seemed to favor migration,
because we observed spindle-shaped eACs, characteristic of migrating cells (Figure 15C).
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Figure 15. Wound-filling analysis following a scratch wound assay. Equine articular chondrocytes
(eACs) were seeded at P2. At 90% of confluency, a scratch wound assay was performed using a
WoundMaker™ kit (Essen BioScience) and then the treatments were added. eACs were incubated in
the presence of a culture medium containing 2% fetal calf serum (FCS) (Control), and P30, P40, or P60
at 100 pg/mL. The cells were also incubated in the presence of 10% FCS. The wound areas (A) were
monitored until 96 h of incubation, and the wound confluences (B) were calculated using the Image]
software. Every 24 h, photographs (C) of the wound were taken with Incucyte. The significance of
the values between the different treatments and the control case was tested using a two-way ANOVA
followed by Bonferroni test for multiple comparisons (i = 4). P30, P40 and P60: Promerim®30,
Promerim®40, and Promerim®60.
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3. Discussion

Numerous nutraceuticals have been studied to relieve discomfort associated with ar-
ticular disorders, including OA [17,32]. There are hundreds of food supplements available
on the market to treat OA. Among them are the most frequently used active ingredi-
ents, such as collagen hydrolysates [33], Curcuma longa and curcumin extracts [34,35],
and Boswellia serrata [36,37], which have demonstrated highly and clinically significant
short-term reduction in pain [38]. Others, such as undenatured type II collagen [39],
avocado and unsaponifiable soy [40], glucosamine, and chondroitin have shown statis-
tically significant improvements in pain management [22,41,42], but their clinical signif-
icance has not been clearly identified, because long-term effects on inflammation and
matrix regeneration still remain to be demonstrated [38]. Studies have also shown that,
in women suffering from moderate knee OA, daily oral intake of collagen peptides for
6 months reduces pain and increases the mobility of the affected joint [25]. Additionally,
McAlindon and collaborators performed double-blind clinical trials on 29 individuals aged
49 years and older with severe to moderate OA of the knee. Patients were treated with
collagen hydrolysates versus placebo and showed an increase in the quality of the ECM
quality after 24 weeks of treatment [15]. These results are in agreement with those we
observed in vitro and confirm that the use of collagen hydrolysates in the treatment of OA
is relevant.

Collagen hydrolysates belong to one of the most interesting class of nutraceuticals to
improve OA condition or delay its outcomes, especially through the downregulation of the
inflammation and degradation molecules [28]. The use of collagen hydrolysates in vivo
dates back to a 2000 study that reported that collagen hydrolysates were able to reduce
pain in patients with knee or hip OA, and increase the blood concentration of hydrox-
yproline [43]. Since then, different sources of collagens have been studied. For example,
chicken collagen hydrolysates keep inflammation and ECM degradation in check in mice,
and improve joint mobility in humans [44,45]. Likewise, shark collagen hydrolysates can
act on whole joint tissues to counteract OA outcomes in rabbits [46]. Collagen hydrolysates
used in our present study were derived from enzymatic hydrolysis into peptides that are
more easily absorbed and have a strong affinity with water [47]. The marine environ-
ment is very specific—fish evolve in cold, salty environments, and can be subjected to
high pressures. These elements differ from collagens derived from farmed land animals
(cattle, pigs) and give them different physico-chemical properties due to their amino acid
composition. Collagens of marine origin have antibacterial, antioxidant, neuroprotective,
and anti-aging properties [48-51]. In addition, marine peptides are believed to promote
skin healing in rats [52]. Further in vitro studies to assess the effect of these hydrolysates
on cartilage matrices remain to be performed. In this study, we studied the effect of three
collagen hydrolysates of marine origin (Promerim®30 and Promerim®60 from fish skin,
and Promerim®40 from fish cartilage) on the metabolic activity, senescence, and phenotype
of eACs, and on the subsequent quality of cartilaginous organoids.

We first showed that Promerim® hydrolysates are not cytotoxic for eACs. Cell viability
tests also allowed us to choose four preferential Promerim® concentrations to investigate
their effects on eAC phenotypes. Promerim® concentrations of 0.1 and 0.5 pg/mL were
sufficient to obtain an increase in eAC cell metabolic activity. We also selected higher
concentrations (X500; X1000) to assess whether the effects of Promerim® depended di-
rectly on their concentrations, which was an essential question because Promerim® hy-
drolysates are intended to be taken by mouth as a dietary supplement. During digestion,
oligopeptides are further metabolized into bioactive di- and tri-peptides in the gastroin-
testinal tract, and are then released into the bloodstream [53]. Although it is well-known
that peptides from dietary supplements can be found in the bloodstream, the concentration
of the dietary supplement that actually circulates in the body is unknown. For example,
upon oral ingestion of gelatin hydrolysates derived from porcine skin, chicken feet, and car-
tilage after 12 h of fasting, the peptide form of hydroxyproline increases significantly and
reaches a maximum level (20-60 nmol/mL of plasma) after 1-2 h, and then decreases
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to half the maximum level 4 h after ingestion [48]. The main constituents of food colla-
gen peptides in human serum and plasma have been identified as Pro-Hyp. In addition,
small but significant amounts of Ala-Hyp, Ala-Hyp-Gly, Pro-Hyp-Gly, Leu-Hyp, Ile-Hyp,
and Phe-Hyp have been detected [54]. Here, we demonstrated that regardless of their tested
concentration, both Promerim® hydrolysates were able to increase collagen production
and metabolism activity, and decrease catabolism at the mRNA level (see below). Thus,
the effect of Promerim® is maintained in a large range of concentrations, which makes
them relevant as food supplements.

OA is an evolutive disease characterized by sequential events. Following an initi-
ating event, intra-articular inflammation occurs. Then, as a first response, chondrocytes
increase their proliferation and ECM production composed of atypical collagen molecules,
notably type I collagen. Finally, chondrocytes become senescent, undergo apoptosis,
and cartilage ECM is inevitably degraded. These events accompany an imbalance in
anabolism and catabolism, with an upregulation of several matrix metalloproteinases,
aggrecanases, and serine proteases. Among serine proteases, Htral is upregulated in syn-
ovial fluid and articular cartilage in patients with OA and rheumatoid arthritis. Hfral mRNA
levels can increase seven-fold in OA cartilage compared with healthy cartilage [55]. Htral plays
a pivotal role in the emergence of OA because it degrades directly and indirectly, particularly via
the upregulation of metalloproteinases, ECM molecules, and inhibits anabolic signaling
by antagonizing the receptor of the TGF-f3 family [56]. Here, we demonstrated for the
first time that the pro-osteoarthritic IL-13 downregulates Htral in articular chondrocytes.
However, another cytokine, IFN-y, has been reported to significantly inhibit basal and LPS-
induced Htral expression in macrophages and fibroblasts, two cell types mainly involved
in Htral synthesis in rheumatoid arthritis, through activation of the p38 MAPK pathway
and subsequent activation and binding of STAT1 to the Htral promoter [57].

Promerim® hydrolysates seem to have promising effects to prevent or delay, at least
in part, OA pathogenesis. They antagonize the initial steps of OA pathogenesis by de-
creasing inflammation and inhibiting proteases. Promerim® hydrolysates were able to
decrease the expression of Cox2, as well as proteases such as Mmp-1, -3, Adamts5, and Htral,
confirming previous reports. For example, collagen hydrolysates, associated with curcum-
inoid extracts, exhibit anti-inflammatory properties when added to in vitro cultures of
bovine and human chondrocytes [58]. Other dietary supplements, such as methionine,
unsaponifiable extracts of avocado, soybean, and plant flavonoids and bioflavonoids also
have anti-inflammatory properties, notably through the modulation of the NFkappaB or
oxidative stress pathways [59-62]. Many dietary supplements have been described as act-
ing on the EPA/DHA (eicosapentaenoic acid/docosahexaenoic acid) pathway, leading to
the synthesis of prostaglandin E, (PGE;) and LT4 pro-inflammatory factors, such as fish oil,
ginger, or devil’s claw (Harpagophytum procumbens) [63-65]. Various supplements are also
described as simply playing an antioxidant role, such as glycosaminoglycans, frankincense,
plant flavonoids and bioflavonoids [66-70]. On the contrary, we had previously shown that
shell extracts of marine origin promote the catabolic pathway of human dermal fibroblasts,
or the activity of MMP-1 in chondrocytes [71,72]. Nevertheless, the composition of the
Promerim® is very different from shell extracts—it does not contain high concentrations of
marine minerals. We assume that the effects of Promerim®, at least in part, derive from
matrikines. Indeed, the hydrolysates tested here are of marine origin. During specific
enzymatic digestion, protein fragments are released and they can then be the source of
small bioactive peptides, also called matrikines [73], that may be the main players that
make dietary supplements promising sources in rheumatology and for the treatment of
OA to favor chondral defect healing. For example, some matrikines have been described
as playing a role in wound healing and in the synthesis of anabolic components of fi-
broblasts [24]. In particular, the GHK tripeptide present in types I, V, and XI collagen is
known to stimulate collagen and proteoglycan synthesis [23]. Altogether, our data demon-
strate a promising role of Promerim® in the prevention of the initial events triggering
OA. In fact, OA is a degenerative pathology that most often evolves from micro-lesions.
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The results obtained in the present study prompted us to believe that hydrolysates could
have effects at different stages of OA, such as in the earliest stages of OA by limiting the
loss of chondral substance, limiting degradation by proteases, and promoting collagen
syntheses. Promerim® could also have an effect when the microenvironment becomes
inflammatory, where the articular cartilage suffers from deleterious damage. We showed
that when chondrocytes evolve in a pro-inflammatory environment (through addition of
IL-1), marine collagen hydrolysates may prevent the dedifferentiation of equine articular
chondrocytes, limiting their senescence, and they also ensure the maintenance of ECM
synthesis. Thus, Promerim® favors collagen production and metabolism, especially in
an inflammatory environment, and these collagen hydrolysates may therefore delay OA
progression throughout the entire pathological process, from the earliest to the latest stages.
Previous studies have also demonstrated an increase in the synthesis of type II collagens or
proteoglycans when collagen hydrolysates are added to bovine chondrocytes (derived from
bovine skin) that were cultured in vitro [74,75]. Other supplements have demonstrated an
increase in the synthesis of proteins characteristic of hyaline cartilage. These include gly-
cosaminoglycans [76], olive oil [77], or unsaponifiable extracts of avocado and soybean [78].
Other products of marine origin can stimulate the synthesis of type I and III collagens,
as well as that of sulfated glycosaminoglycans (GAGs) on human fibroblasts [79].

The increase in ECM production (especially collagens) induced by Promerim®30 and
40 in control and pro-inflammatory conditions, as observed on Western blots, can be at-
tributed to a decrease in the e)g)ression and activity of several proteases. Nevertheless,
in some conditions, Promerim™ hydrolysates also upregulated the mRNA steady-state
amounts of ECM molecules, notably the collagens. Thus, inaddition to inhibiting catabolism,
Promerim® favors anabolism. The mechanism of action of the upregulation of anabolism
remains to be elucidated, even though the downregulation of Htral may be partly re-
sponsible. In particular, Htral plays a double role—on the one hand, it degrades the
ECM and on the other hand, it degrades the receptors of the TGF-3 family [56]. TGE-f3
signaling pathways play a major role in maintaining chondrocyte differentiation [80,81].
This increase in Htral expression detected upon the development of OA is thought to
be due to the activation of discoidin domain receptor-2 (DDr-2), which is a cell surface
receptor that, when negatively regulated, leads to an increase in ECM degradation [82,83].
Further studies could be carried out to determine whether the Promerim® has an effect on
these receptors.

Chondrocyte senescence is a major event in OA pathogenesis, which precedes the
later stages of OA, and subchondral bone exposure in particular. Senescence can be in-
duced by a range of factors, such as age, being overweight, mechanical or oxidative stress,
dedifferentiation, or apoptotic phenomena [84-88]. Studies have shown that the suppres-
sion of senescent chondrocytes delays the progression of induced OA in mice [89]. Thus,
Promerim®30 may help delay OA evolution because it is able to inhibit eAC senescence.

Because we had already demonstrated the ability of marine-origin products to slightly
enhance cell migration and in vitro repair [79], we addressed the question of whether
Promerim® hydrolysates were able to promote eAC migration, which is of in vivo interest.
Thus, we carried out a wound-healing assay when eAC were cultured in the presence
of Promerim®. Even though these results will require further investigation to define the
mode of action of Promerim®, the increase in confluence in the wound area when eACs
were cultured in presence of Promerim®30 and 40 seemed to be due to an increase in cell
proliferation. This increase is consistent with the increase in metabolic activity—related in
part to proliferation—observed in the XTT assays. On the contrary, Promerim®60 seemed
to favor migration, because we observed spindle-shaped eACs, characteristic of migrating
cells. Therefore, Promerim® 60 may favor migration of the chondrocytes to the chondral
defect, and eventually enhance cartilage synthesis to fill the defect, whereas Promerim®30
and 40 may be useful for enhancing the proliferation and the reservoir of chondrocytes
located near the cartilage defect.
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To reconstitute cartilage of hyaline quality, cartilage cell-based therapies using chon-
drocytes or mesenchymal stem cells (MSCs) derived from several tissues have been de-
veloped [9,90]. These techniques were initially based on the autologous chondrocyte
implantation (ACI) procedure developed by Brittberg and colleagues [91]. Basically,
these approaches can be divided into two steps: amplification and subsequent differ-
entiation/redifferentiation of the cells. Over time, these techniques have been improved
in several aspects (use of chondrogenic 3D biomaterials, hypoxia, cell sourcing, etc.).
Several cell sources have been used, such as chondrocytes or stem cells from various
adult/neonatal tissues, as well as several differentiation protocols [30,31,92]. Neverthe-
less, despite the high quality of the in vitro synthesized cartilage substitute, they are not
strictly identical to in vivo healthy hyaline cartilage. Thus, differentiation strategies can
be improved. In this context, Promerim® represents a good candidate to foster hyaline-
like ECM production. Western blot experiments revealed that both Promerim®30 and
40 increase collagen biosynthesis in control conditions, demonstrating that they could
be chondrogenic, such as BMP-2. Interestingly, both Promerim®30 and 40 systematically
counteracted the inhibitory effects of IL-1f3 on collagen protein amounts, with levels at
least reaching those observed in control conditions and even those of eAC cultures treated
with pro-chondrogenic BMP-2. Therefore, Promerim® may be useful during the two phases
of the ACI procedure to increase the proliferation/amplification of cells and foster their
synthesis during the differentiation /redifferentiation step, while inhibiting their senescence
(Promerim® 30). Furthermore, collagen hydrolysates may be of interest to enhance MSC
chondrogenesis, all the more so if these hydrolysates are as active as some of the members
of the TGF-f family [92-97].

We showed here that Promerim® is not cytotoxic for eACs, but enhances their metabolic
activity, even inhibiting their senescence (Promerim®30 only). The Promerim® hydrolysates
also favored ECM accumulation in organoids, increasing collagen production while pos-
sibly decreasing its catabolism. Interestingly, the beneficial effects of Promerim® were
enhanced under pro-inflammatory conditions. This study is the first to demonstrate the
beneficial effects of marine collagen hydrolysates to counteract each step of the OA patho-
genesis. Hence, in vivo, Promerim® may enhance the first response of chondrocytes to
chondral injuries and further delay OA progression. Furthermore, because Promerim®
downregulates several proteases, ECM degradation may also be delayed.

4. Materials and Methods
4.1. Collagen Hydrolysates

Promerim® peptides are produced by enzymatic hydrolysis characterized by the
control of hydrolysis time, acidity (pH), and temperature. There is no chemical process of
hydrolysis. Promerim® are hydrolysates of fish skin and cartilage proteins composed of
collagen peptides. These are oligopeptides, that is, small peptides characterized by low
molecular weights below 1500 Dalton. They are composed of 2, to a maximum of 15 amino
acids. The minimum amount of hydroxyproline is 5 g/100 g and the two major amino

acids are proline (9 g/100 g) and glycine (21 g/100 g).

4.2. Isolation and Cell Culture

Equine articular chondrocytes (eAC) were isolated from cartilage biopsy of healthy
equine metacarpal joint from adult horses (4-10 years). Chondrocytes derived from
12 different horses were used in this study. All procedures described in the present
study were approved by the Ethics Committee for Animal Experimentation (ComEth
ANSES/ENVA /UPEC, 94 701 Maisons-Alfort, France; n® 15-023 (10 March 2015), n° 10-0051
(10 September 2014). Healthy equine cartilage was cut into small slices, then sequentially
incubated with type XIV protease Streptomyces griseus (2 mg/mL) (Sigma-Aldrich, Saint-
Louis, MO, USA) for 45 min at 37 °C and type I collagenase from Clostridium histolyticum
(2 mg/mL) (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) overnight, at 37 °C. The sus-
pension was filtered through a 70 um mesh nylon membrane and centrifuged, and eAC
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were counted in the presence of trypan blue to assess their viability. eAC were seeded in
plastic flasks at a density of 2 x 10* cells/cm? and cultured in DMEM-high glucose (HG,
4.5 g/L BioWest, Nuaillé, France) supplemented with 10% of fetal calf serum (FCS) (Euro-
bio Scientific, Courtaboeuf, France). In addition, antibiotics and antifungal were added in
all the media used (100 IU/mL of penicillin, 100 pug/mL of erythromycin, and 0.25 mg/mL
of fungizone (Eurobio Scientific, Courtaboeuf, France).

4.3. XTT Assay

After the third passage (P3), eAC were seeded in a 96-well plate at a density of
2 x 10* cells/cm?, then cultured with DMEM HG with 10% FCS for 72 h (37 °C, 5% COy)
to allow the cells to adhere and reach 80% confluence. The cells were then treated with
different concentrations (0.1, 0.5, 1, 10, 50, 100, and 250 pg/mL) of Promerim®30, 40, or 60.
The Promerim® were diluted in series either in DMEM HG supplemented with 2% FCS or in
serum-free DMEM HG (0% FCS). As controls, eAC were also cultured without Promerim®
in DMEM HG in the absence of serum or supplemented with 2% or 5% FCS. Experiments
were performed under normoxia (21% Oz) or in chondrocyte physioxic conditions in hy-
poxia at 3% O,. Cell metabolism activity was assessed 24 h, 48 h, or 72 h after the addition
of the treatments. At the end of each culture period, XTT assay was performed according to
the manufacturer’s instructions (Roche, Bale, Switzerland). Optical density (OD) measure-
ments were made at 490 nm, and the background (690 nm) was subtracted. Measurements
were made with a microplate reader (Spark control Magellan, TECAN®). All experiments
were performed in triplicate, and are presented as the mean of five experiments.

4.4. Toxilight Assay

eAC were cultured under the same conditions as for the XTT assays. After 72 h of
treatment, for each condition, 80 pL of the culture medium was transferred to a 96-well
plate. One hundred pL of AK Reagent working solution (Interchim® Bioluminescence Cy-
totoxicity Assay Kit, Interchim, Montlugon, France) were added in each well and incubated
for 5 min at room temperature. The bioluminescence was then measured by a microplate
reader (TECAN®). All experiments were carried out in triplicate and are presented as the
mean of five experiments.

4.5. B-Galactosidase Activity

[>-galactosidase activity was measured using the Cell Biolabs Cell Senescence Assay
Kit (Cell Biolabs, San Diego, CA, USA). eAC were seeded at 2 x 10* cells/cm? in the
presence of DMEM HG (2% FCS). At 80% of confluency, the Promerim®30, 40, or 60
were added (50 or 100 ug/mL, in normoxia or hypoxia). Then, the media were removed,
eAC were washed with PBS 1X. The 1X cell lysis buffer containing PMSF (5 uL/mL) was
added to the eAC. The lysates were recovered and centrifuged at 300 g (10 min, 4 °C).
The supernatants were then transferred to a 96-well plate and incubated (16 h, 37 °C) in the
presence of the substrate of the 3-galactosidase (reaction buffer). Finally, the stop solution
was added, and the fluorescence was measured at 465 nm. All experiments were performed
in triplicate, and are presented as the mean of four experiments.

4.6. eAC Redifferentiation

At the third passage, eAC were seeded into type I/IIl collagen sponges (Symatese
Biomatériaux, Chaponost, France) at a density of 8 x 10° cells/sponges in the presence
of 3D medium (DMEM HG, 2% FCS + ascorbic acid (A2p) (5 uL/mL) (Sigma-Aldrich,
Saint-Louis, MO, USA) and antibiotics). These collagen sponges (100% of collagen, 2 mm
thickness, 5 mm diameter, corresponding to a volume of 0.04 cm®, approximately 100 um
pore size) are composed of native type I collagen (90-95%) and type III collagen (5-10%)
from calf skin; they are crosslinked with glutaraldehyde to increase their stability and then
sterilized with -radiation, and they do not swell after rehydration [30,89,90]. After 16 h of
seeding, treatments with Promerim® (30, 40, 60) were added at several concentrations (0.1,
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0.5, 50, or 100 ug/mL) in the presence or absence of recombinant human BMP-2 (50 ng/mL,
Inductos®) and/or Interleukin-1p (IL-14; 10 ng/mL; Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach,
Germany). The media were renewed after three days of treatment. After seven days of
incubation, the sponges were rinsed with PBS and placed at —80 °C until their protein or
total RNA extractions.

4.7. RNA Isolation and RT-qPCR

Total RNAs were extracted using the TRIzol Reagent® (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). One microgram of total RNA was reverse-transcribed into cDNA
using iScript® reverse transcript supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Samples were
diluted (1/100) in DEPC-water, and real-time PCR was performed on the CFX96 Touch
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) using the “SYBR® Green supermix” (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA). The sequences of the primers used are indicated in Supplementary Table S1.
Relative gene expression was calculated using the 2724t method expressed as the mean of
triplicate samples. Each sample was normalized to g-Actin and PPIA house-keeping genes.

4.8. Western Blots

Sponges were crushed and lysed with RIPA containing a cocktail of protease inhibitors,
as previously described [31]. The protein concentration was evaluated by a Bradford as-
say (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Then, 12 ug of total proteins were separated in 10%
polyacrylamide gels containing 0.1% SDS, and transferred to a polyvinylidene membrane
(PVDE Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Unspecific binding sites of the membranes were
blocked with 10% non-fat milk powder in tris-buffered saline with 0.1% Tween (TBST) for
1 h. Then, membranes were incubated overnight at 4 °C with rabbit anti-human type I col-
lagen (Novotec, Bron, France), rabbit anti-human type II collagen (Novotec, Bron, France),
rabbit anti-human type IIB collagen (Covalab, Villeurbane, France), rabbit anti-human type
X collagen (Abcam, Cambridge, UK), rabbit anti-human Htral (Merck Millipore, Biller-
ica, MA, USA), rabbit anti-human GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA),
and mouse anti-human tubulin (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA). The following
day, membranes were washed in TBST, and incubated with the secondary antibody (HRP-
conjugated goat anti-rabbit or mouse IgG antibody (Jackson Immunoresearch; West Grove,
PA, USA)). After a washing step, membranes were incubated with the Clarity Western
ECL (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and signals visualized with the Chemidoc (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA).

4.9. Scratch Wound Assay

eAC were seeded in monolayers (P2) at a density of 20,000 cells per well in 96-well
ImageLock plates (Essen BioScience, Michigan, USA) and were cultured for three days
to form a confluent monolayer. A WoundMakerTM (Essen BioScience) was used to cre-
ate uniform and reproducible wounds in all wells (four wells per condition) according
to the manufacturer’s instructions. Then, the treatments were added, and the wound
areas were monitored until 96 h, thanks to the IncuCyte ZOOM living cell imaging sys-
tem (Essen BioScience). Wound surface area and cell confluence were measured using
Image] software.

4.10. Statistical Analysis

All experiments were repeated at least four times with eAC from different horses.
Values are presented as mean =+ SD or as boxplots. Statistical analyses were performed
using the Mann-Whitney U-test to determine significant differences between two groups,
or using a two-way ANOVA followed by a Bonferonni test for multiple comparisons.
Statistical analyses were done using Prism (Graphpad, San Diego, CA, USA). A p-value of
<0.05 was considered to be significant.
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Figure S1: Promerim® 30, 40, and 60 have no cytotoxic effect on equine articular chondrocytes in normoxia.
Equine articular chondrocytes were amplified and seeded at P3. At 80% of confluency, the cells were treated
with Promerim® hydrolysates at several concentrations (0.1, 0.5, 1 and 10 pg/ml) (A and B) and (10, 50, 100
and 250 pg/ml) (C and D) in the absence of FCS (A and C) or the presence of 2% fetal calf serum (FCS) (B and D)
and then cultured for 72 h in normoxia. Controls with 0, 2 and 5% of FCS were included, as well as a death
control (triton-induced death). The levels of adenylate kinase were measured in the media after 72 h of culture
(Toxilight kit, Interchim). Data are represented as box-plots (n= 5). Statistical analyses were performed using
the Mann-Whitney test (* p<0.05) and the 0% and 2% FCS conditions were used as references. P30, P40 and
P60: Promerim® 30, Promerim® 40 and Promerim® 60.
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Figure S2: Effect of low concentrations of Promerim® 30, 40, and 60 on the mitochondrial activity of equine
articular chondrocytes cultured in normoxia in the absence of serum.
Equine articular chondrocytes were amplified and seeded at P3. At 80% of confluency, the cells were treated
with the Promerim® 30 (A), 40 (B), 60 (C) at several concentrations (0.1, 0.5, 1 and 10 ug/ml) in the absence of
FCS and then cultured for 24, 48 and 72 h in normoxia. Controls with 0%, 2% and 5% of FCS, and a death control
(triton-induced death) were included. The levels of formazan were measured (OD) in the media after 24, 48 and
72 h of culture (XTT kit, Roche). Data are represented as box-plots (n= 5). Statistical analyses were performed
using the Mann-Whitney test (* p<0.05; ** p<0.01) and the 0% FCS condition was used as a reference. P30, P40
and P60: Promerim® 30, Promerim® 40 and Promerim® 60.
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Figure S3: Effect of high concentrations of Promerim® 30, 40, and 60 on the mitochondrial activity of equine
articular chondrocytes cultured in normoxia in the absence of fetal calf serum.

Equine articular chondrocytes were amplified and seeded at P3. At 80% of confluency, the cells were treated
with Promerim® 30(A), 40 (B) and 60 (C) at several concentrations (10, 50, 100, 250 pg/ml) in the absence of
FCS and then cultured for 24, 48 and 72 h in normoxia. Controls with 0%, 2% and 5% of FCS, and a death control
(triton-induced death) were included. The levels of formazan were measured (OD) in the media at the end of
the incubation period (XTT kit, Roche). Data are represented as box-plots (n= 5). Statistical analyses were based
on the Mann-Whitney test (* p<0.05; ** p<0.01) and the 0% FCS condition was used as a reference. P30, P40
and P60: Promerim® 30, Promerim® 40 and Promerim® 60.
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Figure S4: Effect of low concentrations of Promerim® 30, 40, and 60 on the mitochondrial activity of equine
articular chondrocytes cultured in normoxia in the presence of 2% fetal calf serum (FCS).

Equine articular chondrocytes were amplified and seeded at P3. At 80% of confluency, the cells were treated
with Promerim® 30 (A), 40 (B), 60 (C) at several concentrations (0.1, 0.5, 1 and 10 pg/ml) in the presence of
2% FCS and then cultured for 24, 48 and 72 h in normoxia. Controls with 0%, 2% and 5% of FCS, and a death
control (triton-induced death) were included. The levels of formazan were measured (OD) in the media at the
end of the culture period (XTT kit, Roche). Data are represented as box-plots (n= 5). Statistical analyses were
based on the Mann-Whitney test (* p<0.05; ** p<0.01) and the 0% FCS condition was used as a reference.
P30, P40 and P60: Promerim® 30, Promerim® 40 and Promerim® 60.
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Figure S5: Effect of high concentrations of Promerim® 30, 40, and 60 on the mitochondrial activity of equine
articular chondrocytes cultured in normoxia in the presence of 2% fetal calf serum (FCS).

Equine articular chondrocytes were amplified and seeded at P3. At 80% of confluency, the cells were treated
with the Promerim® 30 (A), 40 (B), 60 (C) at several concentrations (10, 50, 100, 250 pg/ml) in the presence of
2% of FCS and then cultured for 24, 48 and 72 h in normoxia. Controls with 0%, 2% and 5% of FCS, and a death
control (triton-induced death) were included. The levels of formazan were measured (OD) in the media at the
end of the incubation period (XTT kit, Roche). Data are represented as box-plots (n= 5). Statistical analyses were
based on the Mann-Whitney test (* p<0.05; ** p<0.01) and the condition 2% FCS was used as a reference. P30,
P40 and P60: Promerim® 30, Promerim® 40 and Promerim® 60.
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Figure S6: mRNA expression in equine articular chondrocytes treated with high concentrations
Promerim® 30 and 40 in the presence of BMP-2.

Equine articular chondrocytes were grown in type I/Ill collagen sponges at the third passage (P3). They were
incubated for 7 days under hypoxia in the absence (C: control) or both the presence of BMP-2+P30 and
BMP-2+P40, or BMP-2 alone (B), or IL-1 alone (), or BMP-2 and IL-1 (IB). The Promerim® were used at the
concentrations of 50 and 100 pg/ml. The mRNAs were estimated using RT-qPCR after normalization with
respect to the B-actin reference gene. Transcripts expression is shown in arbitrary units. The Col2a1:Collal
and Col2al:Colla2 ratios are given. The results are shown as box-plots (median, quartiles, extreme values)
and the significance of the values between the different treatments and the control case (BMP-2) was
tested using a Mann-Whitney test (* p < 0.05; **p < 0.01); n= 6. eAC: mRNA extracts obtained from equine
articular chondrocytes released from cartilage after overnight enzymatic digestion were used as controls.
DO: cells seeded in sponges and arrested after 16 h of incubation. P30 and P40: Promerim® 30 and
Promerim® 40.
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Figure S7: mRNA expression in equine articular chondrocytes treated with Promerim® 30 and 40 at high
concentrations in the presence of both IL-1 and BMP-2.

Equine articular chondrocytes were grown in type I/lll collagen sponges at the third passage (P3). They
were incubated during 7 days under hypoxia in the absence (C: control) or both the presence of P30+IL-
1+BMP-2 and P40+IL-1+BMP-2, or BMP-2 alone (B), or IL-1 alone (I), or BMP-2 together with IL-1 (IB). The
Promerim® were used at the concentrations of 50 and 100 pg/ml. The mRNAs were estimated using RT-
gPCR after normalization with respect to the B-actin reference gene. Transcript expression is shown in
arbitrary units. The Col2a1:Collal and Col2al:Colla2 ratios are given. The results are shown as box-plots
(median, quartiles, extreme values) and the significance of the values between the different treatments
and the control case (IL-1+BMP-2) was tested using a Mann-Whitney test (*p < 0.05; **p < 0.01); n= 3. eAC:
mRNA extracts obtained from equine articular chondrocytes released from cartilage after overnight
enzymatic digestion were used as controls. DO: cells seeded in sponges and arrested after 16 h of
incubation. P30 and P40: Promerim®30 and 40.
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Figure S8: Complete gel and PVDF membranes analyzed in the western- blots.

For the western-blots presented in figure 13, respectively A, B, C and D, the complete images of the
membranes captured with Chemidoc MP Imaging System (Bio-Rad) are shown. The molecular weight
marker (MW kDa) is indicated on the right for the images shown. The cropped images are highlighted in
the red lines.
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Figure S9: Under- and over-exposure of the blots presented in figure 13.

Under-exposure (A, B, C, D) and over-exposure (A’, B’, C’, D’) are shown. The molecular weight marker (MW
kDa) is indicated on the left for the images presented.
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Figure S10: Complete gel and PVDF membranes analyzed in the western- blots.

For the western-blots presented in figure 14, respectively A, B, C and D, the complete images of the
membranes captured with Chemidoc MP Imaging System (Bio-Rad) are shown. The molecular weight
marker (MW kDa) is indicated on the right for the images shown. The cropped images are highlighted in
the red lines.
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Figure S11: Under- and over-exposure of the blots presented in figure 14.

Under-exposure (A, B, C, D) and over-exposure (A’, B’, C’, D’) are shown below. The molecular weight marker
(MW kDa) is indicated on the left for the images presented.
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Gene Forward sequence Reverse sequence
Acan TGT CAA CAA CAA TGC CCA AGA C CTT CTT CCG CCC AAA GGT CC
B-Actin GAT GAT GAT ATC GCC GCG CTC TGC CCC ACG TAT GAG TCCTT
Adamts5 AAG GGA CAC CAT GTG GCA AA CCC ACATGAGCGAGAACACT
Alpl GAC ATG ACCTCC CAG GAA GA GCA GTG AAG GGCTTC TTG TC
Collal TGC CGT GAC CTC AAG ATG TG CGT CTC CAT GTT GCA GAA GA
Colla2 CCA GAG TGG AGC AGC GGTTA GGG ATG TTT TCA GGT TGA GCC
Col2al GGC AAT AGCAGG TTCACG TACA CGATAA CAG TCT TGC CCC ACTT
Col10a1 GCA CCCCAG TAA TGT ACA CCT ATG GAG CCA CACCTG GTC ATT TTC
Colllal TTG CTG ATG GGA AGT GGC AT GCT GCT TTG GGG TCA CCT AT
Cox2 CGA GGT CCA GCT TTC ACCA GCG GATACA CCTCGC CATT
Htral GGA CTT CAT GTT TCC CTC AA GTT CTG CTG AAC AAG CAACA
Inos TTT GGC TGG TCC CCC GAT TT GCC AGC GTT TCC GAT TTT CC
Ki67 AAG CTG CAC GTT CAT GGA GA ACC CAC AGT TCT TCC TCC GA
Mmpl CGA AGG GAA CCCTCG GTG GGA TGG CCT GGT CCA CAT CTG CTC
Mmp3 GAG GAA ATG AGGAAC AAG CGG GAG GGA AAC CCA GAG TGT GGA
Mmp13 TGA AGA CCC GAA CCC TAAACAT GAA GACTGG TGA TGG CAT CAA G
P53 CAC CTG AGG TTG GCT CTG AC GCA CAA ACA CGC ACC TCA AA
P65 CAC GGA TAC CAC CAA GACCC GTC TGGATG CGCTGA CTG AT
Ppia CCC TAC CGT GTT CTT CGA CA GTG AAG TCA CCA CCC TGA CA
Runx2 GCA GTT CCC AAG CATTTC AT CACTCT GGCTTT GGG AAG AG
Sox9 CAA GAA GGA CCA CCC GGA CTA GGA GAT GTG TGT CTG CTC CGT

Supplementary table 1. Sequences of the primers used in RT-qPCR.
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3. Conclusion de l’article #2

Dans cette étude, nous avons étudié I'effet d’hydrolysats de collagénes issus de
la peau et de cartilage de poissons sur des chondrocytes articulaires équins. Dans un
premier temps, nous avons montré que les hydrolysats étudiés, les Promérim® 30, 40
et 60, ne sont pas toxiques et n'induisent pas la mort des CAE. Par la suite, nous avons
observé des effets positifs des hydrolysats sur les CAE, en augmentant I'activité
métabolique mitochondriale des CAE, mais aussi, en diminuant la sénescence. Ces
deux facteurs sont essentiels afin de limiter le développement de I'arthrose. En effet,
une augmentation de I'activité métabolique ainsi qu’'une diminution de la sénescence
peuvent laisser espérer une durée de vie plus importante des chondrocytes qui serait
couplée a une meilleure synthese protéique. Or, nous savons que, lors du processus
arthrosique, les chondrocytes, qui possédent une faible activité métabolique, n’arrivent
pas a compenser les pertes de substance chondrale subies par le tissu.

Enfin, nous nous sommes intéressés aux synthéses d’un large panel de
transcrits et de protéines afin d’identifier si les hydrolysats permettent de limiter
'inflammation, la dégradation tissulaire ou encore augmenter la synthése de protéines
matricielles caractéristiques du cartilage hyalin. Dans certains cas, seuls ou en
présence d'IL-13, les Promérim®30 et Promérim®40 augmentent la synthése des
collagenes de types | et Il, tout en diminuant les niveaux de transcription des protéases
impliquées dans la pathogenése de l'arthrose, a savoir Hira1 et les métalloprotéases
Mmp-1 et -3. Les deux hydrolysats de collagenes ont également diminué I'expression
protéique d’HtrA1. L'effet du Promérim® se trouve renforcé dans des conditions pro-
inflammatoires, peut-étre en raison d'une diminution de la synthése des molécules
associées a l'inflammation. Enfin, le Promérim® a favorisé le comblement de blessures
réalisées in vitro, grace a une augmentation de la prolifération ou de la migration
cellulaire observable notamment pour le Promérim® 40, et, dans une moindre mesure,
pour les Promérim® 30 et 60.

Finalement, ces données démontrent que les Promérim® 30 et 40 semblent
prometteurs en tant que compléments alimentaires pour soulager les symptémes de
l'arthrose chez les chevaux et pour potentiellement retarder la progression de
I'arthrose au travers de leurs effets sur les protéases induites lors de I'arthrose, sur la
synthése des protéines matricielles et sur le processus de réparation de blessure in

vitro.
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Le cheval étant un modéle gros mammifere de choix, des études in vivo chez
ce modeéle apparaissent pertinentes afin de conforter ou infirmer les résultats obtenus

in vitro.
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lll. Troisieme partie : Article #3

Marine collagen hydrolysates promote collagen synthesis, viability and
proliferation while downregulating the synthesis of pro-catabolic markers in
human articular chondrocytes.

Bourdon Bastien, Cassé Frédéric, Gruchy Nicolas, Cambier Pierre, Leclercq Sylvain,

Oddoux Sarah, Noél Antoine, Lafont Jérédme, Contentin Romain, Galéra Philippe.

1. Objectifs de I'article #3

Les hydrolysats de collagénes ont pour finalité d’envisager le (co)-traitement
préventif ou curatif de I'arthrose chez 'lHomme. Les précédents travaux réalisés avec
les chondrocytes équins ont révélé un potentiel prometteur des hydrolysats en tant que
complément alimentaire. Nous avons donc poursuivi notre étude sur le potentiel
« thérapeutique » des Promérim® dans le cadre de 'arthrose en évaluant leurs effets
sur des CAH. Nous avons utilisé le méme schéma expérimental, a savoir, dans un
premier temps, vérifier la non-cytotoxicité des hydrolysats lorsqu’ils sont mis en
présence des CAH. Ensuite, nous avons analysé I'effet des hydrolysats sur la viabilité
des CAH, notamment sur la prolifération et la sénescence. Ces deux éléments sont
essentiels lors du développement du processus arthrosique afin de synthétiser une
MEC plus abondante et ainsi néosynthétiser un tissu cartilagineux, en lieu et place du
tissu dégradé lors des stades les plus précoces de 'arthrose. Par la suite, nous avons
étudié le transcriptome des CAH sous l'effet des hydrolysats de collagénes et leur effet
sur la synthese protéique, en suivant notamment les isotypes collagéniques |, Il et 1IB,
permettant d’appréhender la nature de la MEC néosynthétisée. Nous avons choisi de
réaliser ces expérimentations en présence (ou en absence) d’IL-13 afin de mimer le
caractere inflammatoire présent lors du processus arthrosique. Le but étant de
caractériser les effets des hydrolysats de collagénes et d’identifier si les Promérim®

possédent des effets limitant le catabolisme et/ou augmentant I'anabolisme matriciel.
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2. Article #3
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Abstract: Cartilage is a non-innervated and non-vascularized tissue. It is composed of one main cell
type, the chondrocyte, which governs homeostasis within the cartilage tissue, but has low metabolic
activity. Articular cartilage undergoes substantial stresses that lead to chondral defects, and inevitably
osteoarthritis (OA) due to the low intrinsic repair capacity of cartilage. OA remains an incurable
degenerative disease. In this context, several dietary supplements have shown promising results,
notably in the relief of OA symptoms. In this study, we investigated the effects of collagen hy-
drolysates derived from fish skin (Promerim®30 and Promerim®60) and fish cartilage (Promerim®40)
on the phenotype and metabolism of human articular chondrocytes (HACs). First, we demonstrated
the safety of Promerim® hydrolysates on HACs cultured in monolayers. Then we showed that,
Promerim® hydrolysates can increase the HAC viability and proliferation, while decreasing HAC
SA-pB-galactosidase activity. To evaluate the effect of Promerim® on a more relevant model of culture,
HAC were cultured as organoids in the presence of Promerim® hydrolysates with or without IL-1p
to mimic an OA environment. In such conditions, Promerim® hydrolysates led to a decrease in the
transcript levels of some proteases that play a major role in the development of OA, such as Htral and
metalloproteinase-1. Promerim® hydrolysates downregulated HtrA1 protein expression. In contrast,
the treatment of cartilage organoids with Promerim® hydrolysates increased the neosynthesis of
type I collagen (Promerim®30, 40 and 60) and type II collagen isoforms (Promerim®30 and 40), the
latter being the major characteristic component of the cartilage extracellular matrix. Altogether, our
results demonstrate that the use of Promerim® hydrolysates hold promise as complementary dietary
supplements in combination with the current classical treatments or as a preventive therapy to delay
the occurrence of OA in humans.

Keywords: human chondrocytes; matrix-associated autologous chondrocyte implantation (MACI);
osteoarthritis; collagen; collagen hydrolysates; interleukin-1; catabolic markers; senescence;
in vitro repair

1. Introduction

Articular cartilage (AC) is the tissue that covers the ends of the bones in diarthrodial
joints. AC is mainly composed of an abundant extracellular matrix (ECM) synthesized by a
small proportion of chondrocytes (1-3% of the tissue volume) [1-3]. The AC ECM contains

Int. ]. Mol. Sci. 2021, 22, 3693. https:/ /doi.org/10.3390/ijms22073693
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several collagens and proteoglycans that provide the tissue with resistance to mechanical
loads and shear forces. The most abundant collagens are type II (IIB and IIA isoforms), IX
and XI collagens, whereas the most abundant proteoglycan is aggrecan [4]. AC resides in a
hypoxic environment and has a very low intrinsic capacity for self-repair [5-7]. Thus, chon-
dral defects inevitably lead to osteoarthritis (OA) [8]. Moreover, OA has a multifactorial
etiology which encompasses aging, obesity, traumas, genetic predispositions, hormonal sta-
tus [9-11]. Thus, 300 million people worldwide suffer from OA, including approximately
30.8 million people in the United States and 70 million people in Europe [12,13].

OA is a degenerative disease that leads to AC degradation. The disruption of cartilage
homeostasis, which is tightly regulated by anabolic and catabolic factors, is one of the main
features of OA [3,14,15]. However, soon after cartilage injury, chondrocytes transiently
proliferate and synthesize a fibrous ECM composed of atypical molecules, notably type I
collagen [14,15]. The synthesized fibrocartilage does not have the same biomechanical prop-
erties as hyaline cartilage. Hence, fibrocartilage is rapidly degraded and the subchondral
bone undergoes friction, which causes pain.

Inflammatory factors such as interleukin-1 (IL-1) and tumor necrosis factor-alpha
(TNF-alpha) play a major role in the progression of the OA process by enhancing the
synthesis of ECM-degrading factors such as collagenases, aggrecanases, etc. [14,16,17].
Inflammation, in addition to disrupting cartilage homeostasis, also affects whole joint
tissues (synovium, joint ligaments, synovial membrane, bone, etc.), further contributing to
OA symptoms.

To date, there is no long-term treatment to regenerate cartilage tissue. At the onset
of OA, the therapeutic strategy aims to reduce the pain, stiffness or inflammation using
analgesics, non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) and steroids such as corti-
costeroids. Intra-articular injections of hyaluronan (HA), glucocorticoids or platelet rich
plasma (PRP) attenuate OA symptoms and increase the quality of life of the patient, but
only for a transient period after injection [18-20]. In the most advanced stages of OA,
prosthetic surgery is the only recommended treatment [21,22].

The emergence of complementary therapeutics, such as dietary supplements, appears
to be an interesting solution [23]. Collagen hydrolysates have been proposed as nutraceu-
ticals to limit or even restore the quality of cartilage tissue in patients with OA. Further,
many studies have shown that collagen hydrolysates may constitute a promising dietary
supplement to treat cartilage pathologies [24-26]. In 1982, a study showed that oral inges-
tion of hydrolyzed collagen enhanced symptom improvement in 75% of patients [27,28].
More recently, Jiang and colleagues [29] showed that daily oral intake of collagen peptides
for 6 months reduces pain and increases joint mobility in women with moderate knee
OA. The use of collagen hydrolysates as dietary supplements may represent an alternative
strategy for the management and prevention of OA.

In the present study, we first evaluated the effects of three collagen hydrolysates
derived from fish skin (Promerim®30 and Promerim®60) and fish cartilage (Promerim®40)
on the viability of human articular chondrocytes (HACs) grown as monolayers. The prolif-
eration, viability and senescence of HACs were assessed both in normoxia and hypoxia.
Then, we grew HAC as organoids, as previously, to investigate the effect of Promerim®
on hyaline-like cartilage cultured in vitro [15,30,31]. The cartilage quality of the organoids
was assessed through studies of gene and protein expressions of hyaline chondrocyte
markers. This study identified some molecular mechanisms that may be responsible for
the beneficial effects of hydrolyzed collagens on the metabolism of human chondrocytes.
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2. Results

2.1. Promerim®30, 40 and 60 Show No Cytotoxic Effects on HACs, Promote Their Viability,
Proliferation and Inhibit Cell Senescence

To evaluate the safety of Promerim® hydrolysates, HACs were cultured in monolayer
and at 80% confluency were treated with Promerim®30, 40 or 60 at concentrations ranging
from 0.1 to 250 pug/mL. Then, the HACs were grown for 72 h, either in a normoxic or
hypoxic environment in serum-free media or in the presence of 2% FCS. The hypoxic and
the serum-free conditions were used to mimic as much as possible the in vivo chondrocyte
microenvironment. We also assessed the safety of Promerim® hydrolysates when HACs
were cultured in the presence of 2% FCS, used for optimizing the subsequent organoid cul-
ture conditions. The results showed that Promerim® hydrolysates had no cytotoxic effects
on HAC regardless of the oxic conditions or serum concentrations used (Figures 1 and 2).
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Figure 1. Cytotoxicity of Promerim®30, 40 and 60 on human articular chondrocytes. Human articular chondrocytes at P2
and 80% confluency were treated in the absence of FCS, with 0.1, 0.5, 1, 10, 50, 100 or 250 pg/mL of Promerim® hydrolysates
for 72 h in hypoxia (A) or normoxia (B). Controls with 0, 2 and 5% FCS were performed as well as a positive control of 100%
cell death (Triton-induced death). Results are summarized in box plots (n = 5) showing the mean (cross) and the median
(line) of relative light units (RLU) corresponding to the levels of adenylate kinase measured in the media. Statistical analyses
were performed using the Mann-Whitney test (* p < 0.05; ** p < 0.01) compared with the 0% FCS condition.
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Figure 2. Cytotoxicity of Promerim®30, 40 and 60 on human articular chondrocytes. Human articular chondrocytes at

P2 and 80% confluency were treated in the presence of 2% FCS, with 0.1, 0.5, 1, 10, 50, 100 or 250 pg/mL Promerim®

hydrolysates for 72 h in hypoxia (A) or normoxia (B). Controls with 0, 2 and 5% FCS were performed as well as a positive
control of 100% cell death (Triton-induced death). Results are summarized in box plots (1 = 5) showing the mean (cross)
and the median (line) of relative light units (RLU) corresponding to the levels of adenylate kinase measured in the media.
Statistical analyses were performed using the Mann-Whitney test (** p < 0.01) compared with the 2% FCS condition.

We then studied the effect of Promerim® on the viability and proliferation of HACs in
serum-free media or in the presence of 2% FCS.

In hypoxia and without serum, Promerim®30 did not induce any variation in HAC
viability and proliferation, compared with the 0% FCS condition (Figure 3A). On the other
hand, HAC viability and proliferation increased after 24, 48 and 72 h of treatment with
low concentrations of Promerim®40 (0.1, 0.5, 1 ug/mL) and after 24 and 48 h of treatment
with high concentrations of Promerim®40, respectively at 100 and 250 pug/mL (Figure 3B).
Promerim®60 used at low concentrations (0.5 and 1 pg/mL) increased HAC viability
and proliferation after 24 and 48 h of treatment, and only after 48 h of treatment when
Promerim®60 was used at a higher concentration (100 ug/mL) (Figure 3C).
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Figure 3. Effect of Promerim® hydrolysates on the viability and proliferation of human articular chondrocytes. Human
articular chondrocytes at P2 and 80% confluency were treated in the absence of FCS, with 0.1, 0.5, 1, 10, 50, 100 or 250 pg/mL
Promerim®30 (A), 40 (B) and 60 (C) for 24, 48 or 72 h in hypoxia. Controls with 0%, 2% and 5% of FCS, and a positive
control of 100% cell death (Triton-induced death) were performed. Formazan levels, which are correlated with the viability
and proliferation, were measured in the media after 24, 48 or 72 h of treatment. Results are summarized in box plots (1 = 5)
showing the mean (cross) and the median (line) of optical density (OD). Statistical analyses were performed using the
Mann-Whitney test (* p < 0.05; ** p < 0.01) compared with the 0% FCS condition.

In the presence of 2% FCS and in hypoxia, Promerim®30 and 40 used at concentrations
ranging from 0.1 to 10 ug/mL tended to increase HAC viability and proliferation, but there
was no statistically significant difference, regardless of the Promerim® hydrolysate used,
between the treatment times of for 24, 48 and 72 h (Figure 4A-C).

217



Résultats — Troisieme partie : Article #3

Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 3693

6 of 25

A 24 Hours 48 Hours 72 Hours
0.8 0.8 08
" aol80dose o] gaphinensy o] soiattus
T < 118 T & H [;H
g 04 E@ ISHOAE o iE 4 EBD o] BE ;
0.24** 0.29 %% 0.2 %
=
0.0 0.0 0.0
£02538~2%88§ £02535~2%88§ £02538~2R%8§
8 %FC P30 (ng/m0) 8 %FS T mmggmny & %FS T mmgmn
B 1.0 1.0+ 1.0
0.84 I 0.8+ 0.84 I
06 | H I 0.6- é . l‘ 0.64 gaﬂg LEB
. ; g 18R
© o4 1L QQHE 0.4 jg@ QQL 0wl BT E]“
P m)
0.2 024" 02] **
@ = @
0.0 0.0 0.0
£02533~2388§ £02533~2888 g£02535~288§
& NG P40 (pg/mb) & NS P40 (ng/mL) & NG P40 (pg/mL)
C 1.0 1.04 1.0
08 0.8 08
06 . I T o064 & -1 I os B T Q B
Q | g . . [} g b
5] sofifuslis =) enbigpoiias) sedetossfi
I - pe s R
024 ** 024 ** 024+
=
0.0 0.0 0.0
g£02533-2888% g02533~2888 g£02555-2883
& %FC P60 (ng/mL) & %FCS P60 (pg/mL) & %FCS P60 (ng/mL)

Figure 4. Effect of Promerim® hydrolysates on the viability and proliferation of human articular chondrocytes. Human
articular chondrocytes at P2 and 80% confluency were treated in the presence of 2% FCS, with 0.1, 0.5, 1, 10, 50, 100 or
250 pug/mL Promerim®30 (A), 40 (B) or 60 (C) for 24, 48 or 72 h in hypoxia. Controls with 0%, 2% and 5% FCS, and a
positive control of 100% cell death (Triton-induced death) were performed. Formazan levels, which are correlated with
viability and proliferation, were measured in the media after 24, 48 or 72 h of treatment. Results are summarized in box
plots (1 = 5) showing the mean (cross) and the median (line) of optical density (OD). Statistical analyses were performed
using the Mann-Whitney test (** p < 0.01) compared with the 2% FCS condition.

In normoxia and in serum-free culture conditions, Promerim®30 did not induce
any variation in HAC viability and proliferation (Figure S1A). In contrast, Promerim®40
induced an increase in the viability and proliferation at high concentrations (100 and
250 pg/mL) after 24 h of treatment, at low concentrations (0.1 to 1 ug/mL) after 48 h and
at high and low concentrations at 72 h of treatment (Figure S1B). Promerim®60 showed an
overall trend for increased viability and proliferation (Figure S1C). However, a significant
increase was observed at 48 h for concentrations of 0.5 and 250 ug/mL and at 72 h for
0.5 pg/mL. In normoxic conditions and in the presence of 2% FCS, there was no significant
increase in the viability and proliferation. On the other hand, an overall trend of increase
was observed for Promerim™40 and 60 after 24 and 48 h of treatment (Figure S2A-C).

To investigate the effects of Promerim® on HAC senescence, the cells were cultured in
monolayer and treated with Promerim®30, 40 or 60 at 0.1, 0.5, 50 or 100 ug/mL for 72 h,
in the presence of 2% FCS, either in hypoxia or in normoxia. Then, SA-f-galactosidase
activity was assessed to evaluate senescence. In hypoxic conditions, Promerim®40 and 60
significantly decreased the activity of SA-f-galactosidase when were used at 0.1 pug/mL
(Figure 5A), but this effect was not statistically significant when Promerim®40 and 60
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were used at higher concentrations (50 and 100 pug/mL) (Figure 5B). Promerim®30 used
at 0.1 ug/mL with HACs cultured in hypoxia tended to decrease the activity of SA-
[-galactosidase, whereas the other concentrations did not affect senescence. In nor-
moxia, Promerim®40 used at 0.1 pug/mL significantly decreased SA-B-galactosidase activity
(Figure S3A). On the contrary, Promerim®30 and 60 did not affect HAC senescence regard-
less of their concentrations (Figure S3A,B).
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Figure 5. Effect of Promerim®30, 40 and 60 on the senescence of human articular chondrocytes. Human articular chondro-
cytes at P2 and 80% confluency were treated in the presence of 2% FCS, with Promerim®30, 40 or 60 (P30, P40 or P60) at
0.1and 0.5 ug/mL (A), 50 and 100 ug/mL (B) for 72 h in hypoxia. Controls with 2% FCS were performed (Ctrl) and the
levels of B-galactosidase were measured 3 days post-treatment. Results are summarized in box plots (1 = 4) showing the
mean (cross) and the median (line) of relative fluorescence units (RFU) corresponding to the levels of SA-p-galactosidase
activity. Statistical analyses were performed using the Mann-Whitney test (* p < 0.05) and the control condition was used as

the reference.

In conclusion, our results show that Promerim®30, 40 and 60 are not cytotoxic for
HACs. Promerim®30 and 40 promoted HAC viability and proliferation at high and low con-
centrations and all Promerim® hydrolysates decreased senescence only at a concentration
of 0.1 ug/mL.

2.2. Effect of Promerim® on the Expression of mRNAs Typical and Atypical of
Articular Chondrocytes

We then evaluated the effects of Promerim®30, 40 and 60 on the phenotype of HACs
cultured as organoids for 7 days in hypoxia to mimic the in vivo microenvironment of
cartilage [15,30,31]. In addition, the HACs were also treated with IL-1f3 to mimic the pro-
inflammatory environment observed during OA. The effects of Promerim® were assessed
at high concentrations (50 and 100 ug/mL) and low concentrations (0.1 and 0.5 pg/mL)
with or without IL-1f3.

When Promerim®30 and 60 were used at 50 and 100 ug/mL as well as at 0.1 and
0.5 ug/mlL, the steady state transcript levels of chondrocyte phenotypic markers were
not statistically different from the control condition (Figures 6 and 7, Figures S4 and S5),
except a decrease in the PRG4 mRNA level with Promerim®30 at 50 pg/mL. Among the
atypical phenotypic markers, only the COLIA2 mRNA level increased upon treatment with
Promerim®40 at 50 ug/mL (Figure 6). Therefore, the COL2A1:COL1A2 ratio decreased
(Figure 6). On the contrary, Promerim®30 and 40 at 100 ug/mL tended to increase the
COL2A1:COL1A2 mRNA ratio (Figure 7).
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Figure 6. Effect of high concentrations of Promerim®30, 40 and 60 on gene expression profile in human articular chondro-
cytes. Human articular chondrocytes were grown in type I/III collagen sponges at (P2) for 7 days in hypoxia in the absence
(Ctrl: control) or presence of 50 pg/mL Promerim®30, 40 or 60 (P30, P40, P60). Results are summarized in box plots (1 =5)
showing the mean (cross) and the median (line) of relative mRNA expression estimated using RT-qPCR and normalized
to the B-ACTIN and PPIA reference genes. The COL2A1:COL1A1 and COL2A1:COL1A?2 ratios are given. HAC: mRNA
obtained from human articular chondrocytes at PO were used as controls. Statistical analyses were performed using the
two-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison post-test (* p < 0.05; **p < 0.01; *** p < 0.001) compared with
the control condition.
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Figure 7. Effect of high concentrations of Promerim®30, 40 and 60 on gene expression profile in human articular chondro-
cytes. Human articular chondrocytes were grown in type I/III collagen sponges at (P2) for 7 days in hypoxia in the absence
(Ctrl: control) or presence of 100 pg/mL Promerim®30, 40 or 60 (P30, P40, P60). Results are summarized in box plots (11 = 5)
showing the mean (cross) and the median (line) of relative mRNA expression estimated using RT-qPCR and normalized
to the B-ACTIN and PPIA reference genes. The COL2A1:COL1A1 and COL2A1:COL1A?2 ratios are given. HAC: mRNA
obtained from human articular chondrocytes at PO were used as controls. Statistical analyses were performed using the
two-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison post-test (* p < 0.05; **p < 0.01; ** p < 0.001) compared with
the control condition.

221



Résultats — Troisieme partie : Article #3

Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 3693

10 of 25

Because proteases play a major role in OA outcomes, we then investigated their
mRNA steady state amounts. Promerim®30 (50 ug/mL) decreased MMP1 mRNA lev-
els and Promerim®40 (100 ug/mL) also tended to decrease MMP1 mRNA amounts
(Figures 6 and 7). Promerim®60 (100 pg/mL) decreased HTRAT mRNA levels (Figure 7).
The mRNA levels of the other proteases studied were not modulated in the other Promerim®
treatments. The mRNA levels of inflammation-associated molecules (INOS, COX2 and p65),
proliferative /senescence (PCNA, P53 and P21) and hypertrophic markers (MMP13, MMP14,
BGLAP, SPP1 and RUNX2) were not statistically modulated either (Figures 6 and 7,
Figures 54 and S5).

When IL-1p was used to mimic a pro-inflammatory environment, the mRNA lev-
els of typical and atypical HAC markers remained unchanged (Figures 8 and 9), except
for PRG4 and COL1A1 mRNA levels, which increased when Promerim®60 was used at
100 pg/mL and at 50 and 100 pg/mL, respectively (Figures 8 and 9). Promerim®30, 40
and 60 at 100 ug/mL tended to increase the levels of the COL2A1:COL1IA1 mRNA ratio
compared with the IL-13 treated samples. It was particularly statistically significant for
Promerim®30 (Figure 9). Promerim® hydrolysates, regardless of their concentrations,
did not have significant effects on HTRA1, MMP1, ADAMTS5, INOS, COX2 and p65
mRNA levels (Figures 8 and 9, Figures S6 and S7). Similar results were observed with
low or high concentrations of Promerim® on the mRNA levels of hypertrophic mark-
ers (MMP13, MMP14, BGLAP, SPP1 and RUNX2) as well as proliferation/senescence-
associated molecules (PCNA, P53 and P21) (Figures 8 and 9, Figures S6 and S7), except with
Promerim®60 used at 50 and 100 pg/mL which induced a significant increase in PCNA
mRNA levels (Figures 8 and 9).
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Figure 8. Effect of high concentrations of Promerim®30, 40 and 60 on gene expression profile in human articular chondro-
cytes. Human articular chondrocytes were grown in type I/1II collagen sponges at (P2) for 7 days in hypoxia treated with or
without IL-13 (10 ng/mL) in the presence of 50 pg /mL Promerim®30, 40 or 60 at (P30, P40, P60). Results are summarized in
box plots (1 = 5) showing the mean (cross) and the median (line) of relative mRNA expression estimated using RT-qPCR
and normalized to the B-ACTIN and PPIA reference genes. The COL2A1:COL1A1 and COL2A1:COL1A2 ratios are given.
HAC: mRNA obtained from human articular chondrocytes at PO were used as controls, Ctrl: chondrocytes were grown in
type I/11I collagen sponges in the absence of IL-1 and Promerim®. Statistical analyses were performed using the two-way
ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison post-test (* p < 0.05; ** p < 0.01) compared with the IL-1 condition.
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Figure 9. Effect of high concentrations of Promerim®30, 40 and 60 on gene expression profile in human articular chondro-
cytes. Human articular chondrocytes were grown in type I/1II collagen sponges at (P2) for 7 days in hypoxia treated with or
without IL-1 (10 ng/mL) or the presence of 100 ug/mL Promerim®30, 40 or 60 at (P30, P40, P60). Results are summarized
in box plots (1 = 5) showing the mean (cross) and the median (line) of relative mRNA expression estimated using RT-qPCR
and normalized to the B-ACTIN and PPIA reference genes. The COL2A1:COL1A1 and COL2A1:COL1A2 ratios are given.
HAC: mRNA obtained from human articular chondrocytes at PO were used as controls, Ctrl: chondrocytes were grown in
type /111 collagen sponges in the absence of IL-1 and Promerim®. Statistical analyses were performed using the two-way
ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison post-test (* p < 0.05; ** p < 0.01) compared with the IL-1 condition.
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Altogether, our results show that Promerim®30, 40 and 60 used at low concentra-
tions (0.1 and 0.5 pg/mL) do not modulate the mRNA levels of chondrocyte phenotype
markers, proteases or inflammation and proliferation molecules. Interestingly, higher
concentrations of Promerim®30 and 60 can induce a significant decrease in protease (i.e.,
MMP1 and HTRAT) mRNA levels, respectively. Additionally, under pro-inflammatory
conditions, Promerim®30, 40 and 60 tended to increase the COL2A1:COL1A1 mRNA ratio
and Promerim®60 increased PCNA mRNA amounts.

2.3. Effect of Promerim® Hydrolysates on the Expression of Type Il and I Collagen Proteins
and Htral

We then evaluated the impact of Promerim® treatments on the newly synthesized
ECM in our cartilaginous organoids, by assaying the protein levels of types IIB, I, I and X
collagens as well as the serine protease Htral.

First, Promerim®30 did not induce a significant modulation in type II collagen
synthesis at any concentration, except at 0.1 pug/mL which led to an increase in to-
tal type II and IIB collagen (Figure 10A and Figures S8A, S17A and S18A). Addition-
ally, Promerim®30 (50 ug/mL) alone increased the protein level of type IIB collagen
(Figure 10A and Figure S17A). Promerim®40 alone at 0.1 and 0.5 pug/mL slightly in-
creased the type II and IIB collagens expression, and at 0.1 pug/mL in the presence of
IL-1, it enhanced both type II collagen isoforms (Figures S8B and S18B). On the contrary,
Promerim®40 and 60 at 50 and 100 pg/mL did not modulate the protein accumulation of
the type IT and IIB collagens, as well as Promerim® 60 at low concentrations (Figure 10B,C,
Figures S8B,C, S17B,C and S18B,C). Moreover, the treatment with IL-1 led to a slight
decrease in type IIB collagen protein amounts, which was not counteracted by Promerims®
(Figure 10A—C and Figure S17A-C). When Promerim® hydrolysates were used at high
concentrations, Promerim®30 (50 and 100 ug/mL) and Promerim® 40 (50 ug/mL) were the
only Promerims® able to increase the type I collagen protein amounts (Figure 10A-C and
Figure S17A-C), whereas no modulations were observed with Promerim®60 (Figure 10C
and Figure S17C). At lower concentrations, Promerim®30 (0.1 ug/mL) and 40 (0.1 and
0.5 ug/mL), alone or in presence of IL-1f3, increased the type I collagen protein amounts
(Figures S8A,B and S18A,B). Promerim®60 used at low concentrations slightly increased
the type I collagen protein amount (Figures S8C and S18C).
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Figure 10. Effect of high concentrations of Promerim® hydrolysates on collagens and HtrA1 protein
expression of human articular chondrocytes. Human articular chondrocytes at P2 were inoculated
in collagen sponges and treated for 7 days in the absence or presence of IL-13 (10 ng/mL) with
Promerim®30 (A), 40 (B) or 60 (C) at 50 and 100 pg/mL. The 3D control culture medium was used as
control (Ctrl), I (IL-1), P30 (Promerim®30), P40 (Promerim®40), P60 (Promerim®60). Cells seeded in
sponges stopped at day 0 (D0) and protein extracts obtained from human articular cartilage (HAC)
are also shown. The molecular weights expressed in kDa are shown on the left-hand side of the
panels and the target proteins on the right-hand side of the panels. Images show representative
immunoblots from different HAC strains (at least n = 3). Full membranes are shown in Figure S11 as
well as under-exposed and over-exposed blots in Figures S12 and 513, respectively.
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In parallel, we investigated the protein levels of the serine protease Htral, and we
observed a decrease when organoids were cultured in the presence of Promerim®30 (50
and 100 pg/mL) (Figure 10A and Figure S17A). This observed decrease was weaker with
Promerim®40 (Figure 10B and Figure S17B) and much more pronounced with Promerim®60
(Figure 10C and Figure S17C). In addition, we found no modulation of Htral atlower concen-
trations Promerim®30, 40 and 60 (Figures S8A-C, S14A-C, S15A-C, S16A-C and S18A-C).
In the presence of IL-1B, which downregulated Htral expression, the three Promerim®
hydrolysates did not further modulate this effect (Figure 10, Figures S8, S17 and S18).

Finally, we followed type X collagen expression. The 59 kDa form of type X collagen
expected in denatured-reduced conditions, expressed in OA cartilage [32] migrated around
55 kDa. The type X collagen protein amounts remained very low whatever the Promerim®
hydrolysate and concentration used, meaning that collagen hydrolysates did not modulate
this hypertrophic biomarker in these experimental conditions (Figure 10 and Figure S17).

Altogether, our results show that Promerim®30, 40 and 60 at high concentrations (50
and 100 pg/mL) downregulate HtrA1 protein expression. Interestingly, Promerim®30
(0.1 pg/mL) and 40 (0.1 and 0.5 pug/mL) increased both type Il and IIB collagens expression
whereas Promerim®30 at 50 j1ig/mL enhanced collagen IIB isoform. Similarly, Promerim®40
under pro-inflammatory condition also enhances type II and IIB collagen syntheses at
0.1 pg/mL. Promerim®30 at high concentration and Promerim®60 at low concentration
induced increase of type I collagen expression. In the presence or absence of IL-1 both
Promerim®30 and 40 at low concentration enhanced type I collagen biosynthesis.

2.4. Promerim®30 and 40 Promote Proliferation, Whereas Promerim®60 Promotes Migration

It is of particular interest to favor the proliferation of HACs and promote the migration
of HAC and /or progenitor cells to the cartilage lesion in an attempt to delay the outcome
of OA. The effects of Promerim®30, 40 and 60 on the proliferation/migration of HACs
were evaluated using a wound healing test in a 2% FCS environment, as well as in an
inflammatory or non-inflammatory environment. In physiological experimental conditions,
poor in FCS (2%), Promerim®30 (50 and 100 pg/mL) did not increase the speed of wound
confluence compared with the control medium (Figure 11A). From 48 to 120 h post-scratch,
Promerim®40 tended to slightly increase cell confluence in the wound area at concentrations
of 50 and 100 pg/mL compared with the control condition, but the wound area was not
homogeneously filled in (Figure 11B and Figure S9). Interestingly, when HACs were treated
with Promerim®60 at 100 ug/mL, wound confluence quickly (from 10 h to 48 h post-scratch)
tended to be higher than the control and the 10% FCS medium condition (Figure 11C).
Afterwards (from 48 to 120 h post-scratch), the wound confluence reached a plateau and
dropped lower than that of the 10% FCS condition, but remained higher than the control
condition (2% FCS). At 120 h post-scratch, although the wound area was not confluent,
spindle-shaped HACs had homogenously colonized the initial wound (Figure S9). To
study the effects of Promerim® in an inflammatory environment, we added IL-1B to the
culture medium. Promerim®30 at 50 ug/mL increased the cell confluence in the wound
area, as a function of time, compared with the IL-1p treatment condition (Figure 11D and
Figure S10). On the other hand, Promerim®40 did not seem to have any effect on wound
healing in a pro-inflammatory environment compared with HACs treated with IL-1f3 only
(Figure 11E and Figure S10). Promerim®60 did not increase wound confluence, but at 72 h
post-scratch, although the wound area was not confluent, it was homogeneously filled with
spindle-shaped HACs, suggesting migration of HACs rather than proliferation (Figure 11F
and Figure S10).
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Figure 11. Wound filling analysis following a scratch wound assay. Human articular chondrocytes (HACs) were seeded at
P2. At90% confluency, a scratch wound assay was performed using a WoundMaker™ kit (Essen BioScience) and then the
treatments were added. HACs were incubated in the presence of a culture medium containing 2% FCS (Control), and P30,
P40, or P60 at 50 and 100 pug/mL without (A—C) or with IL-1 (D-F). The wound confluences were calculated using Image]
software. P30, P40 and P60: Promerim®30, Promerim®40 and Promerim®60 (1 = 4).

Altogether these data suggest that Promerim®40 (basal condition) and Promerim®30
(under inflammatory conditions) promote proliferation, whereas Promerim®60 promotes
migration with or without inflammatory conditions, even though migratory kinetics are
faster under inflammatory conditions.

3. Discussion

Numerous of food supplements are available without prescription in pharmacies
and health food stores to treat OA [23,33]. Among the most frequently used active el-
ements, collagen hydrolysates [34], Boswellia serrata, Curcuma longa [35] and curcumin
extract [36,37], have demonstrated clinically significant short-term reduction in pain [38].
Other nutraceuticals, such as glucosamine and chondroitin, avocado and unsaponifiable
soy [39] or undenatured type II collagen [40], have been shown to significantly relieve
discomfort associated with OA [41-43], but their mechanisms and long-term effects on
cartilage regeneration and inflammation are still uncertain [38]. The efficacity of colla-
gen hydrolysates has been studied in human clinical trials. In one trial with women
suffering from moderate knee OA, daily oral intake of collagen peptides for 6 months
increased the mobility of the affected joint and reduced pain [29]. Other clinical trials
also showed improvement in joint functionality and discomfort with a daily intake of
collagen hydrolysate-based nutritional supplements for periods ranging from 3 months to
one year [24,44,45]. Thus, collagen hydrolysates seem to be able to reduce OA symptoms
or delay its outcomes through mechanisms that mainly involve the decrease of cartilage
degradation or inflammation [46].

In the present study, we evaluated the effects of three collagen hydrolysates derived
from fish skin (Promerim®30 and Promerim®60) and fish cartilage (Promerim®40) on
the viability, proliferation, senescence and the phenotype of HACs grown as cartilagi-
nous organoids.

We firstly demonstrated that Promerim® hydrolysates have no cytotoxic effects on
HACs. We then investigated HAC viability and proliferation since the downregulation of
both these two mechanisms, mitochondrial dysfunction, and damage are classic hallmarks
of aging [47]. In OA, mitochondrial dysfunction may alter AC metabolism, function and
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viability, and hence contribute to cartilage degeneration [7,48-50]. These dysfunctions have
an impact on chondrocyte anabolism and growth responses. In addition, they exacerbate
oxidative stress and apoptosis of chondrocytes, as well as the inflammatory responses
induced by IL-13 and TNFo on ECM catabolism [7,47-49]. Here, we demonstrated that
Promerim® hydrolysates can increase the viability and proliferation, which make them
useful to improve chondrocyte metabolism.

During OA pathogenesis, the senescence of chondrocytes is a key element that plays a
significant role in the pathological process and precedes the stages prior to subchondral
bone exposure. Numerous factors such as obesity, age, mechanical failure, oxidative
stress as well as, at the cellular level, dedifferentiation or apoptotic processes can induce
senescence [51-55]. Studies have reported that disease severity of patients with knee OA
correlates with senescence-associated -galactosidase activity [56], and the suppression of
senescent chondrocytes delays the progression of induced OA in a mouse model [57]. Thus,
by inducing a decrease in HAC senescence, Promerim® may help delay the progression
of OA.

OA is a progressive disease characterized by sequential steps, which start after an
initiating event that induces an increase in intra-articular inflammation followed by the
induction of several enzymes, such as aggrecanases, matrix metalloproteinases and serine
proteases such as Htral. Htral is upregulated in the synovial fluid and AC in patients
with OA and rheumatoid arthritis and plays a critical role in disease development [58]. For
example, it contributes, directly or indirectly via the upregulation of metalloproteinases, to
the degradation of ECM components, and inhibits anabolic signaling by antagonizing the
receptors of the chondrogenic TGF-3 family [59]. Here, we demonstrated that when a pro-
OA environment is mimicked with IL-18 treatment, Htral is systematically downregulated
in HACs grown as 3D organoids. Interestingly, Promerim® (Promerim®30 and 60) induced
a decrease in HTRA1 and MMP1 transcript levels, which is of particular interest to limit
cartilage degradation that occurs in OA and to favor anabolism, notably by potentially
restoring TGF-f3 signaling.

In our study, the mRNA levels of COL2A1, ACAN and COL1A1 were decreased in the
presence of IL-1, whereas those of some inflammation mediators, iNOS and COX2, and of
some proteases (MMP1 and MMP13) were enhanced. By contrast, the level of ADAMTS5,
known to degrade aggrecan during OA, remained unchanged. Our results suggest that
the human articular chondrocytes we used remained sensitive to IL-1, at least in part,
even though IL-1 receptor desensitization could have occurred when chondrocytes were
exposed for a long period to pro-inflammatory signals (human articular chondrocytes used
in our study were isolated from OA old patients). It is highly probable that IL-1 effects
on HtrAl expression may vary according to the evolution of the OA process. One can
hypothesize that during the early steps of OA, IL-1 enhances HtrA1 expression whereas
at the latest stages of this pathology, the cytokine is responsible of the downregulation
of this protease, through the involvement of IL-1 receptors desensitization or implication
of receptors displaying high or low affinity towards the ligand, responsible for such
an ambivalent role of IL-1. Therefore, our results highlight the complexity of the pro-
inflammatory microenvironment associated to the numerous cytokines involved in OA
pathogenesis. Further studies are needed to fully elucidate the mechanisms by which
HtrAl is upregulated during OA, whereas IL-1 downregulates its expression.

Several cell-based therapies using chondrocytes or mesenchymal stem cells (MSCs)
have been developed to reconstitute cartilage of hyaline quality [15,60]. These techniques
initially based on the autologous chondrocyte implantation (ACI) procedure developed
by Brittberg et al. [60] have been improved by several modifications (hypoxic conditions,
culture in 3D biomaterials, use of chondrogenic factors, using different cell sources in-
cluding MSCs, etc.). However, the quality of the in vitro synthesized cartilage organoid
is not strictly identical to healthy hyaline cartilage in vivo. We have previously shown
that treatment with Pecten maximus extracts on monolayer cultures of chondrocytes or
cartilaginous organoids promotes chondrocyte redifferentiation and phenotype mainte-
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nance [61]. In this context, Promerim® is a good treatment for promoting hyaline-like ECM
production and improving differentiation, as recently demonstrated for equine articular
chondrocytes (eACs) [62]. In the present study, we demonstrated that the Promerim® 30
and 40 hydrolysates have the potential to increase collagen protein accumulation (both type
IT and IIB isoforms as well as type I collagen), even if the conditions to favor these effects
differ according to the type of Promerim®. Promerim®30 and 40 at low concentration
increased the collagen protein amounts when organoids were cultured in the presence
of IL-18. This increase in collagen accumulation can be attributed to the decrease in the
expression and activity of several proteases, notably Htral with its direct and indirect roles
on ECM degradation/synthesis, and for transcriptional upregulation, at least for increases
in type I and II collagen protein amounts.

Thus, Promerim®30 may be useful during the ACI procedure to increase ECM synthe-
sis during the differentiation/redifferentiation steps, while inhibiting their senescence, and
may be useful in vivo for favoring cartilage anabolism at the onset of OA. Promerim®40
and 60 may also be useful to delay OA and/or inhibit cartilage degradation when the
inflammatory microenvironment occurs, if these results are, of course, confirmed in vivo.
The efficacity of Promerim®40 and 60 may also be enhanced by their ability to inhibit
chondrocyte senescence.

We previously investigated in vitro cell migration and repair using molecules of
marine origin with positive effects [62,63]. Therefore, we studied whether Promerim®
hydrolysates can promote healing of chondral lesions mimicked in vitro. Scratch wound
assays were performed on HACs in a healthy microenvironment or in pro-inflammatory
conditions by incubating the HACs in the presence of IL-1B. Promerim®40 and 60 led to
an increase in cell confluence in the wound area in the absence of IL-1p. This increase
was consistent with the enhancement of the viability and proliferation observed in XTT
tests. In an inflammatory microenvironment, Promerim®30 increased cell confluence in the
wound area. Promerim®40 in the basal conditions and Promerim®30 under inflammatory
context seemed to promote proliferation rather than migration, because the wound area
was initiated at the edges of the wound, the wound area never became a homogenous
layer, and wound confluence did not reach a plateau at the end of the experiments. In
contrast, although an increase in PCNA mRNA was observed, Promerim®60 seemed to
promote migration rather than proliferation, because the wound area was homogenously
filled in with spindle-shaped cells, and wound confluence proceeded quickly and reached a
plateau before confluence was complete. Therefore, Promerim® hydrolysates may enhance
proliferation and migration of chondrocytes in in vivo chondral lesions.

Many nutraceuticals have an antioxidant effect or promote the synthesis of prostaglan-
din E2 (PGE2) and LT4 pro-inflammatory factors [64—67]. We have demonstrated that shell
extracts of marine origin increase MMP-1 activity in HACs as well as the catabolism of
human dermal fibroblasts [61,68]. However, such effects may be different for Promerim®
hydrolysates due to their qualitative nature, because shell extracts contain high concen-
trations of marine minerals. Protein fragments released during enzymatic digestion, as
in Promerim®, can generate bioactive peptides assimilated to matrikines [69]. Indeed,
matrikines are currently of major interest in rheumatology and particularly in OA for
chondral defect repair [70].

We showed in this study that Promerim® hydrolysates have no cytotoxic effect on
HACsS, but promote HAC viability and proliferation, and even decrease HAC senescence.
Interestingly, Promerim® hydrolysates in cartilaginous organoids increased collagen pro-
duction and also favored ECM production, which subsequently improved the quality of
cartilaginous organoids. Furthermore, Promerim®30 and Promerim®60 downregulated
several proteases and may have beneficial effects by delaying ECM degradation and inflam-
mation. Overall, Promerim® hydrolysates hold promise as nutraceuticals with promising
effects to prevent or delay OA pathogenesis.

The equine sector also suffers from large financial losses due to OA and tendinopathies
in racehorses. Indeed, the OA degenerative pathology is the source of lameness in horses
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and causes the early termination of their racing career. Human and horse cartilage share
many similarities and the nature of their chondral lesions are also similar. We have carried
out similar studies in an equine AC model [62] and have shown that Promerim®30, 40 and
60 are able to induce an increase of eAC viability and proliferation. In the present study
on HACs, Promerim®30 did not increase HAC viability and proliferation. Additionally,
whereas only Promerim®30 decreased eAC senescence, Promerim®40 and 60 were also
able to decrease the senescence of HACs. In our study on eACs, Promerim® hydrolysates
decreased the mRNA levels of a larger panel of proteases, notably Mmp3 and Adamts5.
Furthermore, when we treated eAC organoids with Promerim®, the increase in collagen
protein amounts was sharper. In particular, the pro-inflammatory microenvironment sys-
tematically enhanced the effect of Promerim®. Thus, Promerim® seems to be less effective
on HACs than on eACs in the treatment of OA. We do not attribute the discrepancy of
Promerim® affects to species differences but rather to the nature of the cells, and more
especially the age of the cell sources used for the experiments. In our previous study on
eACs we isolated eACs from young healthy horses (between 4 and 10 years old), whereas
the HACs used in the present study come from older patients that had undergone hip
replacement surgery. Thus, e ACs were isolated from hyaline cartilage, whereas HACs
were isolated from OA cartilage, thus exposed for a long period to very high levels of
pro-inflammatory cytokines such as IL-13 and TNF-«. These cytokines likely hyperactivate
dedifferentiation and catabolic behaviors, preventing any further positive chondrogenic
effect. Therefore, although Promerim® may be useful at later stages of OA in some in-
stances, these hydrolysates are likely more beneficial at the onset of OA, before the first
symptoms occur, as a preventive treatment, or eventually as a companion treatment to
current surgical techniques.

4. Materials and Methods
4.1. Collagen Hydrolysates

Promerim® marine peptides are produced by enzymatic hydrolysis characterized
by the control of hydrolysis time, acidity (pH), and temperature. No chemical process of
hydrolysis was used. Promerim® correspond to hydrolysates of fish skin and cartilage
proteins composed of collagen peptides. These are oligopeptides, that is, small peptides
characterized by low molecular weights below 1500 Dalton. They are composed of 2, to a
maximum of 15 amino acids. The minimum amount of hydroxyproline is 5 g/100 g and
the two major amino acids are proline (9 g/100 g) and glycine (21 g/100 g). Promerims®

are produced by the Dielen Laboratory (Tourlaville, France).

4.2. Human Articular Chondrocyte Culture

HACs were isolated from osteoarthritic femoral head cartilage obtained from total
femoral arthroplasty (40 different patients). The study was performed in full accordance
with the local ethics committee guidelines and all the cartilage samples were collected
after written and informed consent of the donors according to French legislation. All the
experimental protocols were approved by the French Ministry of Higher Education and
Research (Ethics Committee for Research on Human Samples CODECOH: DC 2014-2325,
20 October 2015).

The cartilage was separated from the subchondral bone and cut into small pieces
using a sterile razor blade. Cartilage pieces were washed twice with preheated phosphate
buffer saline (PBS) at 0.1 M, and digested for 45 min at 37 °C with 20 mg of protease from
Streptomyces griseus type XIV (Merck Millipore, Billerica, MA, USA) per gram of cartilage
tissue. The cartilage was rinsed twice with PBS, and then incubated overnight at 37 °C
with 20 mg of type I collagenase from Clostridium histolyticum (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) per gram of cartilage tissue. The protease solutions were prepared at
2 mg/mL in high-glucose (4.5 g/L) Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Eurobio
Scientific, Courtaboeuf, France) supplemented with 100 IU/mL penicillin, 100 pg/mL
streptomycin, and 0.25 pug/mL amphotericin B (Eurobio Scientific, Courtaboeuf, France).
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The next day, the cell suspension was filtered through a 70 um cell strainer, centrifuged
at 300x g for 10 min and plated in culture flasks at a density of 20,000 cells/cm?. Cells
were cultured in chondrocyte growth medium containing DMEM supplemented with
10% fetal calf serum (FCS, Eurobio Scientific, Courtaboeuf, France), 100 ug/mL strepto-
mycin, 100 IU/mL penicillin and 0.25 ug/mL amphotericin B in humidified atmosphere
at 37 °C, 5% CO,. The medium was changed twice a week until reaching 95% confluency.
For the first cell passage (P1), chondrocytes were collected by trypsinization with 0.05%
trypsin/1 mM EDTA (Eurobio Scientific, Courtaboeuf, France), counted, centrifuged at
300 g for 10 min and plated in culture flasks at a density of 20,000 cells /cm?.

4.3. 3D Model for Chondrocyte Redifferentiation

Sponges 2 mm thick and 5 mm in diameter composed of native type I collagen
(90-95%) and type III collagen (5-10%) from calf skin (Symatese Biomatériaux, Chaponost,
France) were used for redifferentiation studies. Briefly, at 95% confluency, HACs from
P1 were harvested by trypsinization with 0.05% trypsin/1 mM EDTA (Eurobio Scientific,
Courtaboeuf, France), counted, centrifuged at 300x g for 10 min and seeded onto the
sponges as previously described [31,32]. The next day, cells were incubated in DMEM
supplemented with antibiotics, 50 ug/mL ascorbic acid-2-phosphate and 2% FCS in the
presence or absence of IL-1f (10ng/mL) and /or Promerims®. 3D cultures were maintained
in hypoxia (3% O,) at 37 °C and 5% CO, in a sealed chamber for 7 days, and the media
were changed on day 3. At the end of the experiment, sponges were washed twice in
preheated PBS and frozen at —80 °C until future analysis.

4.4. Chondrocyte Toxicity Assay

HACs were seeded at passage 2 (P2) in 96-well plates at a density of 20,000 cells/cm?.
When 80% confluency was reached, the cells were treated in the absence or presence of
FCS (2%), with 0.1, 0.5, 1, 10, 50, 100 or 250 pug/mL Promerim® hydrolysates for 72 h in
hypoxia or normoxia. After 72 h, 80 uL of the supernatant was collected to measure the
levels of adenylate kinase (AK) released from damaged cells with a cytotoxicity detection
kit (ToxiLight™ bioassay kit, Interchim, Montlugon, France). The maximum chondrocyte
death rate was induced in sister wells exposed to Triton X-100 for 10 min. Bioluminescence
was measured using a Spark® multimode microplate reader (Tecan®) in white flat-bottom
96-well plates.

4.5. HAC Viability and Proliferation Measurement

HACs were seeded at P2 in 96-well plates at a density of 20,000 cells/cm? When
80% confluency was reached, the cells were treated in the absence or presence of FCS
(2%), with 0.1, 0.5, 1, 10, 50, 100 or 250 ug/mL Promerim® hydrolysates for 24, 48 and
72 h in hypoxia or normoxia. At the end of the experiment, viability and proliferation
were determined using the cell proliferation kit II XTT (Roche). Briefly, 50 uL of XTT
labelling reagents was added per well and incubation took place for 1.25 h at 37 °C in a cell
culture incubator. Absorbance was measured directly in the culture plate using a Spark®
multimode microplate reader (Tecan®) at 450 nm with a reference wavelength at 600 nm.

4.6. Senescence-Associated B-Galactosidase Quantification

HACs were seeded at P2 in 96-well plates at a density of 20,000 cells/cm?. When 80%
confluency was reached, the cells were treated in the presence of FCS (2%), with 0.1, 0.5,
50 or 100 pg/mL Promerim® hydrolysates for 72 h in hypoxia or normoxia. At the end
of the experiment, the 3-galactosidase activity was measured using the 96-well cellular
senescence assay (SA (3-Gal Activity) kit (Cell Biolabs, San Diego, CA, USA) as described
by the manufacturer. Briefly, after one wash with cold PBS, cells were lysed in lysis buffer
at 4 °C for 5 min and centrifuged at 13,000 x g for 10 min. Supernatants were transferred to
96-well plates and incubated at 37 °C for 16 h with the assay reagents. The reaction mixture
was transferred into a white flat-bottom 96-well plate and with the addition of the stop
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solution. The fluorescence was measured using a Spark® multimode microplate reader
(Tecan®) at 465 nm with a wavelength excitation at 360 nm.

4.7. RNA Extraction and Quantitative Real-Time PCR

Total RNA was extracted in 250 pl of RNA-Solv® Reagent (Omega Biotek, Norcross,
GA, USA) per sponge according to the manufacturer instructions. After removal of the
potential genomic DNA using DNase I (Fisher, Illkrich, France) for 10 min followed by
inactivation with EDTA for 10 min at 65 °C, total RNA (1 ug) from each sample was
reverse-transcribed into cDNA using the iScript™ Reverse Transcription Supermix (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA). Quantitative real-time PCR was performed on a CFX96 touch
Real Time PCR Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) using GoTaq® qPCR Master
Mix (Promega, Madison, WI, USA). The 2°88CT method was used to calculate, with CEX
ManagerTM software 3.1 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), the relative gene expression with
the f-ACTIN and PPIA genes as endogenous reference genes. The sequences of the primers
(Eurogentec, Liege, Belgium) used are listed in Supplementary Table S1.

4.8. Protein Extractions

Sponges containing chondrocytes were frozen and ground and the subsequent ex-
traction of the total proteins was performed using RIPA-lysis buffer supplemented with
a cocktail of protease inhibitors (phenylmethylsulfonyl fluoride, pepstatin A, aprotinin
and leupeptin) and the phosphatase inhibitor sodium orthovanadate for 45 min at 4 °C as
previously described [62]. Protein concentration was determined according to the Bradford
procedure (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

4.9. Western-Blot

Protein extracts (12 ug per sample) were resolved on 10% polyacrylamide gels (TGX
Stain Free Fast Cast Acrylamide Kit 10%, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and transferred
to a polyvinylidene difluoride membrane (Trans-Blot Turbo RTA Midi PVDF Transfer
Kit, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Membranes were incubated with 10% non-fat milk
powder in Tris-buffered saline with 0.1% Tween (TBST) for 1 h to block unspecific binding
sites. Then, membranes were incubated overnight at 4 °C under agitation with antibodies
listed in Supplementary Table S2. The next day, membranes were washed with TBST
and incubated for 1 h with the corresponding secondary HRP-conjugated goat anti-rabbit
or anti-mouse IgG antibody (Jackson Immunoresearch). Proteins were visualized with
an enhanced Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) using the
ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Protein expression was
measured by quantifying the density of immunoblots bands calculated relative to GAPDH
using Image]® (NIH Image, Bethesda, MD, USA), and expressed as arbitrary units (AU).

4.10. Scratch Wound Assay

HACs were seeded (P2) at a density of 20,000 cells/cm? in 96-well ImageLock plates
(Essen BioScience, Michigan, USA) and were cultured for five days to form a confluent
monolayer. A WoundMakerTM (Essen BioScience, MI, USA) was used to create uniform
and reproducible wounds in all wells (four wells per condition) according to the manufac-
turer’s instructions. After two washes with preheated PBS, Promerim® hydrolysates were
added with or without IL-1f3 (10 ng/mL) in the presence of FCS (2%), and the wound areas
were monitored until 120 h, using the IncuCyte ZOOM living cell imaging system (Essen
BioScience, MI, USA). The wound healing area was measured using Image]® software by
subtracting the area occupied by the cells from the initial wound surface.

4.11. Statistical Analysis

All experiments were repeated at least three times with HACs from different patients.
Values are presented as mean =+ SD or as boxplots. Statistical analyses were performed
using the Mann-Whitney U-test to determine significant differences between two groups,
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or using a two-way ANOVA followed by a Bonferonni test for multiple comparisons.
Statistical analyses were done using Prism (Graphpad, San Diego, CA, USA). A p-value of
<0.05 was considered to be significant.

Supplementary Materials: The following are available online at https: / /www.mdpi.com/article /10
.3390/ijms22073693 /s1.
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Figure S1: Effect of Promerim® hydrolysates on the viability and prolideration of human articular
chondrocytes.

Human articular chondrocytes at P2 and 80% confluency were treated in the absence of FCS, with 0.1, 0.5, 1,
10, 50, 100 or 250 pg/mL Promerim®30 (A), 40 (B) or 60 (C) for 24, 48 and 72 hours in normoxia. Controls with
0%, 2% and 5% FCS, and a positive control of 100% cell death (Triton-induced death) were performed.
Formazan levels, which are correlated with viability and proliferation, were measured in the media after 24, 48
and 72 hours of treatment. Results are summarized in box-plots (n= 5) showing the mean (cross) and the
median (line) of optical density (OD). Statistical analyses were performed using the Mann-Whitney test (*
p<0.05; ** p<0.01) compared with the 0% FCS condition.
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Figure S2: Effect of Promerim® hydrolysates on the viability and proliferation of human articular
chondrocytes.

Human articular chondrocytes at P2 and 80% confluency were treated in the presence of 2% FCS, with 0.1, 0.5,
1, 10, 50, 100 or 250 pg/mL Promerims®30 (A), 40 (B) and 60 (C) for 24, 48 and 72 hours in normoxia. Controls
with 0%, 2% and 5% FCS, and a positive control of 100% cell death (Triton-induced death) were performed.
Formazan levels, which are correlated with viability and proliferation, were measured in the media after 24, 48
and 72 hours of treatment. Results are summarized in box-plots (n= 5) showing the mean (cross) and the median
(line) of optical density (OD). Statistical analyses were performed using the Mann-Whitney test (** p<0.01)
compared with the 2% FCS condition.
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Figure S3: Effect of Promerim® 30, 40 and 60 on the senescence of human articular chondrocytes.
Human articular chondrocytes at P2 and 80% confluency were treated in the presence of 2% FCS, with
Promerim® hydrolysates (P30, P40 and P60) at 0.1 and 0.5 pg/mL (A), 50 and 100 pg/mL (B) for 72
hours in normoxia. Controls with 2% FCS were performed (Ctrl) and the levels of B-galactosidase were
measured 3 days post-treatment. Results are summarized in box-plots (n= 4) showing the mean (cross).
Statistical analyses were performed using the Mann-Whitney test (* p<0.05) and the control condition
was used as the reference.
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Figure S4: Effect of low concentrations of Promerim®30, 40 and 60 on gene expression profile in
human articular chondrocytes. Human articular chondrocytes were grown in type I/Ill collagen
sponges at (P2) for 7 days in hypoxia in the absence (Ctrl: control) or presence of Promerim®30, 40 or
60 at 0.1 ug/mL (P30, P40 and P60). Results are represented as histograms (n= 3) showing the mean
SE of relative mRNA expression estimated using RT-qPCR and normalized to the 8-ACTIN and PPIA
reference gene. The COL2A1:COL1A1 and COL2A1:COL1A2 ratios are given. HAC: mRNA obtained from
human articular chondrocytes at PO were used as controls. Statistical analyses were performed using
the Mann-Whitney test compared with the control condition.
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Figure S5: Effect of low concentrations of Promerim®30, 40 and 60 on gene expression profile in
human articular chondrocytes. Human articular chondrocytes were grown in type I/1ll collagen sponges
at (P2) for 7 days in hypoxia in the absence (Ctrl: control) or presence of Promerim®30, 40 or 60 at 0.5
pg/mL (P30, P40 and P60). Results are represented as histograms (n= 3) showing the means + SE of
relative mRNA expression estimated using RT-qPCR and normalized to the 8-ACTIN and PPIA reference
gene. The COL2A1:COL1A1 and COL2A1:COL1A2 ratios are given. HAC: mRNA obtained from human
articular chondrocytes at PO were used as controls. Statistical analyses were performed using the Mann-
Whitney test compared with the control condition.
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Figure S6: Effect of low concentrations of Promerim®30, 40 and 60 on gene expression profile in human
articular chondrocytes. Human articular chondrocytes were grown in type I/l collagen sponges at (P2) for
7 days in hypoxia, treated with IL-18 (10 ng/mL) or without (Ctrl: control) and/or the presence of
Promerim®30, 40 or 60 at 0.1 pg/mL (P30, P40 and P60). Results are represented as histograms (n= 3)
showing the means * SE of relative mRNA expression estimated using RT-qPCR and normalized to the 8-
ACTIN and PPIA reference gene. The COL2A1:COL1A1 and COL2A1:COL1A2 ratios are given. HAC: mRNA
obtained from human articular chondrocytes at PO were used as controls. Statistical analyses were
performed using the Mann-Whitney test compared with the IL-1 condition.
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Figure S7: Effect of low concentrations of Promerim®30, 40 and 60 on gene expression profile in
human articular chondrocytes. Human articular chondrocytes were grown in type I/Ill collagen
sponges at (P2) for 7 days in hypoxia, treated with IL-1B (10 g/mL) or not (Ctrl: control) and/or the
presence of Promerim®30, 40 or 60 at 0.5 pg/mL (P30, P40 and P60). Results are represented as
histograms (n= 3) showing the mean * SE of relative mRNA expression estimated using RT-qPCR and
normalized to the B-ACTIN and PPIA reference gene. The COL2A1:COL1A1 and COL2A1:COL1A2 ratios
are given. HAC: mRNA obtained from human articular chondrocytes at PO were used as controls.
Statistical analyses were performed using the Mann-Whitney test compared with the IL-1 condition.
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Figure S8: Effect of low concentrations of Promerim® on collagens and HtrA1l protein expression of
human articular chondrocytes. Human articular chondrocytes at P2 were inoculated in collagen
sponges and treated for 7 days in the absence or presence of IL-1B (10 ng/mL) with Promerim®30 (A),
40 (B) or 60 (C) at 0.1 and 0.5 pg/mL. The 3D control culture medium was used as control (C). | (IL-1),
P30 (Promerim®30), P40 (Promerim®40), P60 (Promerim®60). Cells seeded in sponges stopped at day
0 (DO) and protein extracts obtained from human articular cartilage (HAC). The molecular weights
expressed in kDa are shown on the left-hand side of the panels and the target proteins on the right-
hand side of the panels. Images show representative immunoblots from different HAC strains (at least
n= 3). Full membranes are shown in figure S14 as well as under-exposed and over-exposed blots in
figures S15 and S16, respectively.
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Figure S9: Microscopy of wound filling analysis following a scratch wound assay. Microscopy of human
articular chondrocytes seeded at P2. At 90% confluency, a scratch wound assay was performed using a

WoundMakerTM kit (Essen BioScience) and then the treatments were added. HACs were incubated in the
presence of a culture medium containing 2% FCS (Control), and P30, P40, or P60 at 50 and 100 pg/mL. P30, P40
and P60: Promerim®30, Promerim®40 and Promerim®60.
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Figure S10: Microscopy of wound filling analysis following a scratch wound assay. Misroscopy of human
articular chondrocytes seeded at P2. At 90% of confluency, a scratch wound assay was performed using a
WoundMakerTM kit (Essen BioScience) and then the treatments were added. HACs were incubated in the
presence of a culture medium containing 2% FCS (Control), and P30, P40, or P60 at 50 and 100 pg/mL
with IL-1. P30, P40 and P60: Promerim®30, Promerim®40 and Promerim®60.
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Figure S11: Complete gel and PVDF membranes analyzed in the western-blots.

For the western-blots presented in figure 10, respectively A, B and C, the complete images of the
membranes captured with Chemidoc MP Imaging System (Bio-Rad) are shown. The molecular weight
marker (MW kDa) is indicated on the right for the images shown. The cropped images are highlighted in

the red lines.
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Figure S12: Under-exposure of the blots presented in figure 10.

Under-exposure (A, B, C) are shown. The molecular weight marker (MW kDa) is indicated on the left for
the images presented.
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Figure S13: Over-exposure of the blots presented in figure 10.

Over-exposure (A, B, C) are shown. The molecular weight marker (MW kDa) is indicated on the left for the
images presented.
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Figure S14: Complete gel and PVDF membranes analyzed in the western-blots.

For the western-blots presented in figure S8, respectively A, B and C, the complete images of the
membranes captured with Chemidoc MP Imaging System (Bio-Rad) are shown. The molecular weight
marker (MW kDa) is indicated on the right for the images shown. The cropped images are highlighted in

the red lines.
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Figure S15: Under-exposure of the blots presented in figure S8.
Under-exposure (A, B, C) are shown. The molecular weight marker (MW kDa) is indicated on the left for

the images presented.
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Figure S16: Over-exposure of the blots presented in figure S8.

Over-exposure (A, B, C) are shown. The molecular weight marker (MW kDa) is indicated on the left for the
images presented.
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Figure S17A: Quantification of type II, 1IB, | and X collagens and of Htral western-blots presented in
Figure 10A. Protein expression was measured by quantifying the density of immunoblots bands calculated
relative to GAPDH using image analysis software ImageJ®. A.U.: Arbitrary Unit.
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Figure S17B: Quantification of type I, lIB, | and X collagens and of Htral western-blots presented in

Figure 10B. Protein expression was measured by quantifying the density of immunoblots bands calculated
relative to GAPDH using image analysis software ImageJ®. A.U.: Arbitrary Unit.
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Figure S17C: Quantification of type Il, lIB, | and X collagens and of Htral western-blots presented in

Figure 10C. Protein expression was measured by quantifying the density of immunoblots bands calculated
relative to GAPDH using image analysis software ImageJ®. A.U.: Arbitrary Unit.
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Figure S18A: Quantification of type II, IIB and | collagens and of Htral immunoblots presented in Figure

S8A. Protein expression was measured by quantifying the density of immunoblots bands calculated
relative to GAPDH using image analysis software ImageJ®. A.U.: Arbitrary Unit.
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Figure S18B: Quantification of type Il, 1IB and I collagens and of Htral immunoblots presented in Figure

S8B. The relative densitometry values (calculated relative to GAPDH) were determined using
Imagel®software. A.U.: Arbitrary Unit.
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Figure S18C: Quantification of type Il, IIB and I collagens and of Htral immunoblots presented in Figure
S8C. The relative densitometry values (calculated relative to GAPDH) were determined using
Imagel®software. A.U.: Arbitrary Unit.
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Gene Sequence Forward Sequence Reverse
ACAN TCGAGGACAGCGAGGCC TCGAGGGTGTAGCGTGTAGAGA
B-ACTIN CCGCGAGCACAGAGCCTCGCCTT GGCCTTGCACATGCCGGAGCCGT
ADAMTS5 CCTCTCCCATGACGATTCCA TGCTTTCGTGGTAGGTCCAG
BGLAP GCAGCGAGGTAGTGAAGAGAC AGCAGAGCGACACCCTA
COL1A1 TGAGCCAGCAGATCGAGA ACCAGTCTCCATGTTGCAGA
COL1A2 TGTGGATACGCGGACTTTGT CAGCAAAGTTCCCACCGAGA
COL2A1 GGCAATAGCAGGTTCACGTACA CGATAACAGTCTTGCCCCACTT
COX-2 CCCTTCTGCCTGACACCTTT ACTTTCTGTACTGCGGGTGG
GAPDH CCTGCACCACCAACTGCTTA GGCCATCCACAGTCTTCTGGG
HTRA1 GACTACATCCAGACCGACGC GCTTTTCCTTTGGCCTGTCG
INOS ACATTCTGCTTCTGGAAACTA CGCTACAACATCCTGGAG
MMP1 GGCCCACAAACCCCAAAAG ATCTCTGTCGGCAAATTCGTAAGC
MMP13 CCCCAACCCTAAACATCCAAAAAC TTAAAAACAGCTCCGCATCAACCT
MMP14 GCCGGGGCATCCAGCAACTTTA TCCTCACCCGCCAGAACCAG
MMP9 TGCCCGGACCAAGGATACAGTTT AGGCCGTGGCTCAGGTTCAGG
P21 CATGTGGACCTGTCACTGTCTTGTA GAAGATCAGCCGGCGTTTG
P53 CCCCAGCCAAAGAAGAAAC AACATCTCGAAGCGCTCAC
P65 GCACAGATACCACCAAGACC TCAGCCTCATAGAAGCCATC
PCNA GGCCGAAGATAACGCGGATAC GGCATATACGTGCAAATTCACCA
PPIA CGGATTTGATCATTTGGTG CAGGGAATACGTAACCAG
PRG4 GAACGTGCTATAGGACCTTC CAGACTTTGGATAAGGTCTGCC
RUNX2 AGCCTTACCAAACAACACACCAG CCATATGTCCTCTCAGCTCAGC
SOX9 GTACCCGCACTTGCACAAC TCGCTCTCGTTCAGAAGTCTC
SPP1 TGGAAAGCGAGGAGTTGAATGG GCTCATTGCTCTCATCATTGGC

Table S1:

Oligonucleotides used in RT-qPCR experiments.
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Antibody supplier Dilution
Type |IB collagen Covalab, Villeurbanne, France 1/1500
Type Il collagen Novotec, Bron, France 1/1500
Type | collagen Novotec, Bron, France 1/1500
Type X collagen Sigma-Aldrich,St. Louis, MO, USA 1/1000
Htral ABGENT, San Diego, CA, USA 1/3000
GAPDH Santa Cruz Biotefjf;r;ology, Dallas, TX, 1/5000

Table S2: Antibodies used in the western-blots.
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3. Conclusion de I'article #3

Dans cette étude, nous avons montré que les hydrolysats de collagénes ne
présentent aucun risque cytotoxique pour les CAH. Au contraire, nous avons observé
une amélioration, dans certaines conditions, de la prolifération. Nous avons aussi
montré que les hydrolysats de collagénes retardent I'apparition du processus de
sénescence. Ces résultats obtenus sur des CAH montrent que les hydrolysats ont un
effet favorable sur la viabilité cellulaire. Les CAH cultivés dans un microenvironnement
tridimensionnel ou inflammatoire expriment davantage les transcrits codant les
collagénes, notamment le collagéne de type |, mais également, exercent une
diminution des taux moyens des transcrits codant certaines protéases (HTRAT et
MMP-1) responsables de la dégradation de la MEC, lors du processus arthrosique. Au
niveau protéique, nous avons aussi observé, a minima, un maintien de la synthése de
collagénes dans un environnement inflammatoire, mais aussi, une augmentation de
leurs accumulations lorsque les CAH sont cultivés en présence des Promérim® seuls.
Ces études confortent les résultats obtenus sur le modéle équin, mais aussi I'idée que
les hydrolysats de collagénes étudiés sont une source potentielle de compléments
alimentaires. Il serait donc intéressant de poursuivre ces études sur un modele in vivo.
Plusieurs options peuvent alors étre envisagées telles que I'étude de l'effet des
Promérim® en tant que complément alimentaire (pouvant étre utilisés, soit sous forme
solide, soit sous forme liquide) sur des modéles de souris arthrosiques
(méniscectomisées par exemple). Une étude de l'articulation lésée a postériori nous
donnerait de nombreuses informations sur I'effet des Promérim® in situ. Une étude sur
une cohorte de chevaux pourrait aussi étre envisagée, la encore, en utilisant les
Promérim® sous la forme de compléments alimentaires. Il est possible de générer une
arthrose expérimentale métacarpo-phalangienne par fragmentation ostéochondrale,
c’est-a-dire création d’'un fragment ostéo-chondral avec un ostéotome chez le cheval
(Bertoni et al., 2020). Le fragment ostéochondral est laissé en place et il permet la
création d’'une arthropathie secondaire caractérisée par la présence d’ostéophytes
visualisés par radiographie et échographie. En ne lésant que certaines pattes chez un
cheval, il nous est possible de comparer les résultats obtenus sur un cartilage 1ésé et
non lésé sur un méme individu, qui devient son propre contrble/témoin. L’évaluation

de la mobilité articulaire pourrait ensuite étre évaluée, puis, dans un second temps,
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différents types d’analyses pourraient étre envisagés comme des imageries cliniques
(disparition des ostéophytes), des tests macroscopiques et histologiques afin d’évaluer
I'état et la qualité de la MEC restante au sein des tissus cartilagineux (Bertoni et al.,
2019, 2021).
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Discussion

Chez 'Homme et chez le cheval, il n’existe a ce jour, aucun traitement curatif
pour traiter 'arthrose. L’apparition de micro-1ésions et |la perte de substance chondrale
qui engendrent I'arthrose sont irréversibles. Cette pathologie fréquente est la source
de larges pertes financiéres pour la filiere équine, mais aussi, un enjeu socio-
économique majeur pour les différents systemes de santé mondiaux.

C’est fort de ces constatations que, lors de ces travaux de thése, nous avons
évalué l'effet de différents hydrolysats de collagénes qui ont pour vocation d’étre
utilisés en tant que compléments alimentaires. Ces hydrolysats (Promérim®) sont
issus de la peau et des arétes de poissons cartilagineux. lls subissent une hydrolyse
spécifique contrblée et brevetée par le laboratoire Dielen. Ainsi, les hydrolysats étudiés
se composent majoritairement de fragments peptidiques issus de collagénes. Ces
peptides sont une source a fort potentiel de matrikines, également appelées
matricryptines engendrant de possibles signalisations sur les chondrocytes articulaires
humains et équins. Les effets des hydrolysats sur les chondrocytes ont été étudiés
selon plusieurs niveaux.

Un premier aspect a consisté a étudier leur effet sur la viabilité cellulaire
s’assurant ainsi de la non-toxicité des hydrolysats sur les chondrocytes. Au contraire,
ils permettent d’augmenter l'activité métabolique mitochondriale, et de ralentir la
survenue de la sénescence des chondrocytes cultivés en monocouche.

Dans un second temps, nous nous sommes appuyés sur un modele de culture
tridimensionnel développé chez le modeéle humain et équin, permettant une
redifférenciation des chondrocytes aprés amplification in vitro. Cette redifférenciation
s’effectue par culture des cellules au sein d’'un biomatériau, une éponge de collagénes
de types I/lll, en hypoxie afin de mimer le microenvironnement au sein duquel évoluent
les chondrocytes in vivo.

Ces travaux sont les premiers réalisés sur ces hydrolysats de collagénes et ont
permis d’étudier les mécanismes d’action potentiels de ces derniers in vitro sur des

chondrocytes articulaires équins et humains.
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l. Transposition de la TCA au modéle équin

1. Intérét de l'utilisation des biomatériaux

Lors des cultures cellulaires réalisées dans nos études, nous avons tenté
d’évoluer dans des conditions mimant celles dans lesquelles évoluent les
chondrocytes in vivo. Le but d'utiliser un biomatériau in vitro est de créer un
environnement tridimensionnel assurant des liaisons et des interactions entre les
cellules et ce biomatériau. Le laboratoire a préalablement démontré que les éponges
de collagenes de types I/lll présentent divers intéréts dans le cadre de thérapies
cellulaires, et ce, sur des chondrocytes équins et humains (Demoor et al., 2014 ;
Legendre et al., 2013 ; Rakic et al., 2017). Le biomatériau utilisé ici est inerte, les
collagénes de types I/lll dont il est constitué sont des atélocollagénes et sont donc
biologiquement inactifs. L'utilisation d’un tel support a un double enjeu puisqu’il permet
aussi d’envisager une implantation au niveau de la lIésion chondrale in vivo (Makris et
al.,, 2014).

De nombreux biomatériaux comme les polymeres synthétiques dégradables
(par exemple, I'acide polylactique, I'acide polyglycolique), les gels de polysaccharides,
tels que l'agarose (Mauck et al., 2000, Buschmann et al, 1992) et l'alginate
(Hauselmann et al., 1994 ; Mok et al., 1994), les matériaux a base de protéines,
comme les gels de collagene, de gélatine et de fibrine (Schneider et al., 2011 ; LaPorta
et al,2012), sont largement cités dans la littérature pour une utilisation dans
'ingénierie tissulaire du cartilage. L'ensemble de ces supports posséde un point
commun : ils sont poreux et ont pour but d’héberger et d’accueillir les cellules (le type
de cellules sera abordé ultérieurement). D’autres supports, les hydrogels, ont été
développés avec une forte teneur en eau pour se rapprocher de la teneur en eau du
cartilage articulaire hyalin. Les hydrogels sont des polymeres synthétiques et
accordables, tels que les hydrogels a base de polyéthylene glycol qui affectent la
formation et I'accumulation d'une MEC cartilagineuse en faisant varier, notamment, la
densité du réseau, son homéostasie et la rigidité (Bryant & Anseth, 2003 ; Bryant et
al., 2004 ; Brand| et al., 2007).

Ces biomatériaux ne sont cependant que des « structures d’accueil » et ont
donc été améliorés, fonctionnalisés, par I'ajout de composants de la MEC tels que I'AH
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(Bian et al., 2013 ; Erickson et al., 2009 ; Toh et al., 2012), la CS (Wang et al., 2007b ;
Levett et al., 2014) et le collagene de type | (Antoine et al., 2014 ; Kuo et al., 2015) ; le
but étant de générer un tissu fournissant aux cellules néo-implantées en son sein une
MEC la plus proche du microenvironnement du cartilage articulaire. Dans un troisieme
temps, les biomatériaux peuvent aussi étre fonctionnalisés a l'aide de facteurs
chondrogéniques favorisant une différenciation chondrocytaire et un maintien du
phénotype mature qui soit le plus optimal possible.

Les éponges de collagénes de types I/lll utilisées dans nos études n’ont pas été
greffées avec des facteurs chondrogéniques et ne sont donc pas fonctionnalisées.
Cependant, elles sont déja utilisées en clinigue humaine et répondent aux normes CE,
ce qui nous permet d’envisager, sans trop de contraintes, une application en médecine

humaine.

2. Intéréts de l'utilisation de I’hypoxie

Le cartilage articulaire évolue dans un environnement hypoxique avec un
gradient évoluant de 1% a 10% selon la couche cartilagineuse. Cet environnement
hypoxique s’explique principalement par le fait que ce tissu est avasculaire et I'apport
d’'oxygéne se fait par diffusion passive en provenance de I'os sous-chondral et du
liquide synovial. Nous avons donc redifférencié les chondrocytes en condition
hypoxique afin de mimer au mieux la physioxie des chondrocytes articulaires.
L’hypoxie est un élément essentiel au maintien du phénotype chondrocytaire et
présent des le développement embryonnaire de I'organisme (Kanichai et al., 2008).
Dans I'étude présentée ici, nous avons réalisé 'ensemble des expérimentations
portant sur la viabilité et l'activitt métabolique chondrocytaire, parallelement en
normoxie et en hypoxie afin de définir I'effet de la physioxie sur les chondrocytes
cultivés in vitro. Les résultats se sont révélés plus encourageants dans un
environnement hypoxique. Apres trois jours de culture en hypoxie, nous avons observé
une inhibition plus marquée de la SA-B-galactosidase, molécule associée a la
sénescence. De méme, les traitements a base d’hydrolysats de collagénes ont un effet
supérieur sur l'activité métabolique mitochondriale en hypoxie qu’en normoxie.
Concernant nos travaux sur la redifférenciation chondrocytaire, nous avons choisi de
les réaliser en hypoxie afin de se rapprocher au mieux du contexte in vivo, mais aussi,

afin de favoriser la redifférenciation. |1l a été démontré que les cultures
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tridimensionnelles a haute densité cellulaire qui sont associées a une culture en
hypoxie favorisent la redifférenciation des chondrocytes articulaires. L’hypoxie
augmente par ailleurs I'expression du collagéne de type Il, de 'agrécanne et de Sox9,
alors gu’elle diminue parallélement I'expression des collagénes de types | et lll (Duval
et al., 2009). La faible tension d’oxygéne durant la culture des chondrocytes est aussi
capable de stabiliser le phénotype chondrocytaire en maintenant un phénotype mature
et prévenant I'’hypertrophie des chondrocytes (Lee et al., 2013 ; Lafont et al., 2016).

3. Stratégie de redifférenciation des chondrocytes

articulaires

Dans le cadre de lingénierie tissulaire du cartilage, il est difficile de disposer
d’emblée d’une quantité suffisante de chondrocytes matures a réimplanter au sein de
la lésion cartilagineuse a cause de la morbidité au site de prélevement qui fait le nid
de l'arthrose dans le temps, et a la faible cellularité du cartilage articulaire. Afin de
disposer de cette quantité conséquente de chondrocytes utilisables en thérapie
cellulaire ou ingénierie du cartilage, il est nécessaire d’amplifier les chondrocytes
préalablement isolés. Or, lors de cette phase d’amplification in vitro, les chondrocytes
se dédifférencient inévitablement. En effet, des recherches menées au milieu des
années 70 ont démontré que, lors de la culture en monocouche, les chondrocytes
articulaires humains synthétisent du collagéne de type | (Von Der Mark et al., 1977 ;
Gay et al., 1976) et du collagene de type Ill (Benya et al.,, 1978), aux dépens du
collagene du type Il. Les chondrocytes deviennent fibroblastiques puis sénescents.
Aprés I'étape d’'amplification, il est donc indispensable de redifférencier les
chondrocytes. Différentes stratégies peuvent alors étre employées. L'utilisation de la
BMP-2 a montré d’excellents résultats chez les chondrocytes articulaires équins, en
favorisant, notamment, la synthése de collagéne de type Il (Rakic et al., 2017).
Cependant cette augmentation a été fortement corrélée avec une augmentation
concomitante de la synthése de collagene de type |, atypique du cartilage hyalin, ne
permettant pas de générer un substitut cartilagineux de type hyalin. Dans d’autres
études, les chercheurs ont combiné la BMP-2 avec de [linsuline et de la
triiodothyronine pour obtenir un effet redifférenciant optimal, alors que la phase
d’amplification cellulaire a été réalisée en présence de FGF-2 et d’insuline. Aprés

redifférenciation par culture en 3D, le ratio COL2A1/COL1A1 représentant la qualité

275



Discussion - Transposition de la TCA au modeéle équin

de la matrice était trés significativement augmenté (Claus et al., 2012). Au cours des
travaux réalisés sur les chondrocytes articulaires équins et humains, nous avons
montré que les Promérim®, et particulierement le Promérim® 30, étaient capables
d’augmenter le ratio COL2A1/COL1A1. De plus, cet effet a été observé en présence
des hydrolysats seuls, mais aussi avec la BMP-2 avec un effet additif. Ainsi, I'utilisation
des hydrolysats de collagénes (Promérim®) pourrait s’avérer étre pertinente en
combinatoire avec de la BMP-2 pour maintenir les chondrocytes différenciés ou
favoriser leur redifférenciation. Le Promérim® 40 augmente la prolifération, favorise le
comblement de blessure in vitro et limite la sénescence alors que les Promérim® 30
et 60 semblent favoriser davantage la différenciation avec la synthése de collagéne de
type I, notamment, 'amélioration du ratio Col2a1/Col1at et stabilisant un phénotype
plutét mature, bien que la synthése du collagéne de type | soit accrue. Ainsi, les
Promérim® pourraient permettre de favoriser la prolifération et de limiter la
dédifferenciation des chondrocytes lors de I'étape d’amplification, et de favoriser leur
redifférenciation, en combinaison avec un mode de culture pro-chondrogénique
(matrice 3D, hypoxie, facteurs de croissance chondrogéniques).

Globalement, chaque Promérim® a montré des résultats intéressants avec des
effets divers, tant sur l'activité meétabolique mitochondriale, la survenue de la
sénescence que sur la différenciation. Nous avons vu qu’en condition hypoxique, en
présence de 2% de sérum, 'activité métabolique mitochondriale des eAC augmentait
en présence du Promérim® 30 pendant 72 h de traitement alors que cette derniére
augmente aprés 24 h et 72 h avec les Promérim® 40 et 60. A fortes concentrations, le
Promérim® 30 diminue aussi la survenue de la sénescence, effet qui est moins marqué
pour le Promérim® 40. N’ayant pas encore décrypté les voies de signalisations
activées par les Promérim®, les cibles des peptides contenus dans les différents
Promérim® peuvent posséder des modes d’action et des voies de signalisation
différents. Nous pouvons alors nous poser la question d’'un éventuel effet additif ou
synergique de I'utilisation combinatoire Promérim® 30/ Promérim® 40. Nous pourrions
espérer un effet a minima additif entre les hydrolysats augmentant ainsi le potentiel
prolifératif des chondrocytes, tout en amplifiant la redifférenciation, et notamment, les
ratios Col2ai/Collal et Col2a1/Col1a2. Des études complémentaires aux travaux
réalisés ici pourraient alors étre envisagées afin d’évaluer ces effets et identifier plus
précisément les peptides, matrikines et voies de signalisations mises en jeu par ces
hydrolysats.
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La stratégie d’interférence par 'ARN via l'utilisation de siARN a aussi été
employée afin d’'inhiber 'expression génique des facteurs non spécifiques du cartilage
surexprimés dans l'arthrose (tels que le collagéne de type | ou la protéase a sérine
Htral) a travers une régulation post-transcriptionnelle et ainsi obtenir des
chondrocytes possédant un phénotype mature. Cependant, malgré I'effet inhibiteur
des siARN, I'expression du collagéne de type | par les chondrocytes articulaires équins
persistait. Des miARN, ayant un spectre d’action plus large puisqu’ils peuvent réguler
plusieurs dizaines d’ARNm cibles impliqués dans un méme processus biologique,
permettent également d’inhiber I'expression de génes spécifiques, et ainsi affecter le
phénotype chondrocytaire (Bartel, 2009). Lors de la chondrogenése induite par la
BMP-2 et régulée par des facteurs de transcription tels que Sox9, différents miARN
ont été identifiés comme possédant des fonctions favorisant le développement de
I'arthrose et pourraient servir de biomarqueurs arthrosiques, il s’agit des miARN 199a,
145, 181b et 23b (Lin et al., 2009 ; Yang et al., 2011 ; Song et al., 2013 ; Ham et al.,
2014). Ces miARN sont aussi retrouvés chez le modele équin et possédent des
séquences extrémement bien conservées (entre 80 et 100%) (Kiezun et al., 2012). |I
serait peut-étre pertinent d’envisager I'utilisation d’antagomirs ciblant ces miRNA, ce
qui pourrait permettre d’augmenter la nature hyaline de la MEC néo-synthétisée dans
nos organoides cartilagineux.

Utiliser des chondrocytes articulaires autologues en thérapie cellulaire et en
ingénierie tissulaire du cartilage s’avere donc compliqué tant qu'’il ne sera pas possible,
soit d’annihiler la dédifférenciation lors de I'étape d’amplification en monocouche, soit
de les redifférencier en chondrocyte articulaire hyalin mature, avec un phénotype
stabilisé. D’autres sources cellulaires et/ou stratégies de redifférenciation a base de
cellules souches mésenchymateuses (CSM) adultes peuvent étre envisagées.

4. Les cellules souches mésenchymateuses comme source

cellulaire

L’utilisation des CSM peut s’avérer une alternative pertinente et intéressante
sous plusieurs aspects. Dans un premier temps, la capacité proliférative et la
multipotence qui les caractérisent sont deux éléments primordiaux afin de générer un
nombre conséquent de chondrocytes. De nombreuses sources de CSM ont d’ailleurs
été étudiées afin de les différencier en chondrocytes. On retrouve ainsi les CSM de
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moelle osseuse (Da Silva Meirelles et al., 2006), du sang périphérique (Fu et al., 2013),
du tissu adipeux (Zuk et al., 2001), des muscles squelettiques (lwata et al., 1993), de
la pulpe dentaire (Hilkens et al., 2013), du placenta (Anker et al., 2004), de la synovie
(Arufe et al., 2010) ou du cordon ombilical (Erices et al., 2000). Cependant, ces
sources de CSM ne présentent pas des propriétés équivalentes. En vue d’une thérapie
tissulaire du cartilage, I'acte de prélévement ainsi que l'invasivité du prélévement est
bien évidemment un facteur important ; ainsi des CSM issues du cordon ombilical
(provenant du sang ou du tissu conjonctif (gelée de Wharton)) seront plus aisées a
prélever que des CSM de synovie ou de muscle squelettique. Ensuite, plusieurs études
ont montré que les CSM ne possédaient pas toutes le méme potentiel de
différenciation bien que répondant aux criteres de I'ISCT (International Society for
Cellular Therapy). Les CSM doivent ainsi répondre aux critéres suivants : capacité
d’adhésion au plastique, forte capacité d’auto-renouvellement et donc de prolifération,
expression d’un panel de marqueurs de surface membranaire permettant un
immunophénotypage et enfin la multipotence des CSM (Horwitz et al., 2005 ; Dominici
et al., 2006). Ainsi, des CSM issues du sang de cordon ombilical équin n’ont pas les
mémes capacités de différenciation que les CSM de gelée de Wharton (Rakic et al.,
2018). Les CSM de moelle osseuse ont, en revanche, une capacité de différenciation
chondrogénique similaire a celle de sang de cordon, mais une capacité supérieure a
celle des CSM issues du tissu adipeux (Contentin et al., 2020 ; Baksh et al., 2007 ;
Kern et al., 2006 ; Ronziere et al., 2010). Lorsqu’elles sont cultivées dans des billes
d’alginate en présence de TGFB1, les CSM issues de moelle osseuse apres deux
semaines de traitement expriment 12 fois plus de collagene de type Il que les CSM
issues de tissu adipeux (Mehlhorn et al, 2006). De nombreux protocoles de
différenciation ont été mis au point afin d’optimiser la différenciation chondrocytaire et
assurer le maintien d’'un phénotype mature. Ainsi la BMP-2, la BMP-7, le TGFB1, le
TGFB3, le FGF-2, la dexaméthasone ont été employés largement par d’autres équipes
(Chubinskaya et al., 2011; Grinder et al., 2004). De plus, les combinaisons utilisées
pour favoriser la différenciation chondrocytaire sont aussi extrémement nombreuses,
telles que la réalisation de cultures dans un microenvironnement hypoxique, au sein
de différents biomatériaux, ou encore, subissant des stimulations mécaniques. Il existe
donc une multitude de combinaisons possibles afin d’optimiser la différenciation des
CSM en chondrocytes matures. Ces combinaisons sont bien évidemment propres a

chaque source de CSM. C’est dans ce contexte que les hydrolysats de collagénes
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pourraient jouer un réle essentiel. En effet, nous avons montré qu’ils sont capables
d’augmenter la synthése des protéines typiques du cartilage telles que le collagéne de
type Il, mais aussi, de limiter les facteurs de dégradation comme les MMP et HirA1.
Les Promérim® pourraient donc faciliter la différenciation chondrocytaire en induisant
la différenciation des CSM en chondrocytes matures et favoriser 'homéostasie
tissulaire. De plus, ils pourraient stabiliser leur phénotype car nous n’avons pas
observé d’augmentation de la synthése de marqueurs hypertrophiques ou osseux
étudiés (tels que le facteur de transcription Runx2 activant I'expression de
'ostéocalcine, I'ostéopontine, ou encore le collagéne de type X et la MMP-13). Des
essais in vitro devraient, dans un premier temps, étre menés sur ces CSM de moelle
osseuse (le « gold standard » parmi les CSM) avec différentes combinatoires de
traitement et dans un environnement optimal de différenciation (en hypoxie couplée a
une culture tridimensionnelle et différents facteurs de croissances tels que les BMP et
les TGF-B1 et/ou 3). Des peptides de collagénes issus du Mahi Mahi (Coryphaena
hippurus) ont déja été utilisés dans la littérature afin de différencier des CSM et
ostéoblastes (Elango et al., 2019). Des hydrogels d’acide hyaluronique couplés a des
peptides de collagénes ont permis d’induire la différenciation de CSM de moelle
osseuse en chondrocytes et de maintenir leur phénotype chondrocytaire (Ren et al.,
2020).

Dans un second temps, des expérimentations prometteuses de co-culture
chondrocyte/CSM directe et indirecte ont aussi été employées dans la littérature afin
de déterminer le potentiel de chaque type cellulaire a induire ou maintenir un
phénotype chondrocytaire mature. Lorsque les chondrocytes sont co-cultivés avec des
CSM, le phénotype des chondrocytes reste plus stable, comme en témoignent
l'augmentation des synthéses du collagéne de type I, des GAG dans le milieu de
culture ainsi que celle du facteur de transcription Sox9 (De Windt et al., 2015). Ces
éléments sont aussi a prendre en compte afin de générer un néo-tissu in vitro. Nous
pouvons ainsi nous appuyer sur les résultats obtenus sur les chondrocytes avec les
hydrolysats pour expérimenter I'ajout de ces derniers sur des co-cultures de
chondrocyte/CSM. En effet, si les Promérim® pourraient permettre l'initiation de la
différenciation chondrocytaire des CSM, ils peuvent aussi en changer les sécrétions
exosomales avec des nanovésicules extracellulaires aux contenus différents et

potentiellement plus efficaces sur les chondrocytes.
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Enfin, dans un troisieme temps, les CSM sécrétent des nanovésicules
extracellulaires (nVE), communément appelées exosomes qui, lorsqu’ils sont utilisés
sous forme de milieux conditionnés, permettent d’envisager un effet synergique sur la
différenciation chondrocytaire. En effet, les CSM sécretent des facteurs trophiques,
notamment des cytokines et des facteurs de croissance (Meirelles et al., 2009), des
microvésicules (Bruno et al., 2009), et des exosomes (Lai et al., 2010). Ce sont in fine
ces secrétions qui possedent un fort potentiel permettant de rétablir 'homéostasie
cartilagineuse lorsqu’elles sont au contact des chondrocytes. Les milieux conditionnés
a partir de CSM ont d’ailleurs déja montré une diminution de la dégradation de la MEC
lors de l'arthrite inflammatoire in vitro (Kay et al., 2017). Les milieux conditionnés et
les exosomes sont donc a eux seuls des candidats potentiels afin de traiter et
redifférencier des chondrocytes arthrosiques. Les hydrolysats de collagenes
pourraient avoir un double emploi dans cette stratégie. Il serait envisageable de
« primer » (activer le potentiel immunomodulateur) les CSM avec des hydrolysats de
collagene afin de favoriser des sécrétions a fort potentiel chondrogénique qui se
retrouveraient dans le milieu de culture. En effet, nous avons étudié l'effet des
Promérim® seuls et avons pu observer qu’ils avaient des effets favorisant la
différenciation (synthése de collagene de type Il) et le maintien du phénotype
chondrocytaire et de ’homéostasie (diminution des protéases étudiées telles que les
MMP et une absence d’induction des facteurs hypertrophiques tels que le collagéne
de type X). Une fois le milieu conditionné réalisé et appliqué sur des cultures de
chondrocytes, ce milieu couplé a un nouvel ajout d’hydrolysats de collagene pourrait
assurer la différenciation des chondrocytes et assurer la stabilisation du phénotype
mature. Nous pouvons alors espérer observer un effet additif entre les milieux
conditionnés et les matrikines contenues dans les hydrolysats. De plus, le priming des
CSM indifférenciées, habituellement réalisé avec des cytokines (IL-13, IFN-y, TNF-a)
pour augmenter le potentiel thérapeutique de leur sécrétome, pourrait étre envisagé
avec les Promérim®, ce qui pourrait augmenter les effets immunomodulateur,
immunosuppresseur, anti-inflammatoire et anti-fibrotique des cellules souches. Il se
pourrait également, dans le contexte d’approches thérapeutiques acellulaires (« cell-
free »), que les nanovésicules extracellulaires de CSM primées par les Promérim®
puissent augmenter la prolifération des chondrocytes tout en empéchant leur
sénescence lors de la phase d’amplification des chondrocytes indispensable dans les
approches de thérapie cellulaire et d’'ingénierie du cartilage. Ceci semble envisageable
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d’aprés nos études, dans la mesure ou nous avons systématiquement montré que les
Promérim® favorisent I'activité métabolique des chondrocytes articulaires humains et
équins, et par ailleurs certains d’entre eux préviennent la sénescence de ces mémes
cellules.

Ce projet de recherche de thérapie « cell-free » a pour objectif le développement
de nouveaux traitements des affections cartilagineuses permettant une meilleure prise
en charge des lésions chondrales avec une composante inflammatoire, en diminuant
ainsi, le risque de survenue d’arthrose. L'utilisation de cellules souches
mésenchymateuses ou de leurs nVE sous forme d’injections intra-articulaires pour des
effets préventif et/ou réparateur, immunomodulateur, immunosuppresseur, anti-
inflammatoire et antalgique liés a leur sécrétome (initiée dans les projets de l'unité
Biotargen, HIPPOCART 1bis et EQUISTEM) pour restaurer le cartilage constitue une
approche thérapeutique originale et innovante. |l est envisagé que cette approche soit
validée chez le cheval comme essai pré-clinique pour ’'Homme et développée en essai
clinique en médecine équine confrontée aux mémes difficultés thérapeutiques pour le
cheval athlete. Cette stratégie envisagée dans le projet qui s’intitule NANOVEXSTEM
constitue une alternative particuliérement intéressante pour lutter contre 'arthrose
pour laquelle aucun traitement curatif spécifique n’est disponible a ce jour en
médecines équine et humaine. L’'objectif principal sera de metire en place une
technologie par thérapie acellulaire a base de nVE qui permettra de prévenir I'arthrose
et éventuellement mettre au point un traitement curatif de cette arthropathie tout en
s’affranchissant du probléme de rejet contre le greffon.

Le projet NANOVEXSTEM est envisagé car les résultats préliminaires obtenus
dans le programme HIPPOCART1bis (études de tolérance de l'injection allogénique
de CSM-MO et de SCO) - montrent que les cellules souches équines peuvent étre
utilisées pour les mémes propriétés que celles décrites chez ’'Homme et - valident le
modéle expérimental chez le cheval. Les résultats EQUISTEM (étude d’efficacité,
Bertoni et al., 2019, 2020, 2021), méme s’ils sont encore a conforter par les travaux
en cours et a venir, ont permis de démontrer, en traitement préventif, 'effet bénéfique
potentiel de I'utilisation de CSM-MO dans la prise en charge de l'arthrose chez le
cheval dans un modéle expérimental. Des résultats préliminaires démontrent par

ailleurs la faisabilité de I'approche envisagée avec les nVE, puisqu’avec 2 souches de

CSMs-MO équines, nous avons réalisé des expériences de Nanosigh’[® et de
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cytométrie en flux. Nous avons ainsi purifié des vésicules extracellulaires ayant une
taille comprise entre 30 et 150 nm (communément appelées "exosomes") a partir de
milieux conditionnés de cultures de CSM a une concentration de 1,35x10°
particules/ml a 2,68x10° particules/mL. L’analyse de cytométrie en flux utilisée afin de
mettre en évidence la présence de protéines membranaires spécifiques des exosomes
de la famille des tétraspanines (CD9, CD63, CD81 et CD82), tout comme I'analyse des
protéines intra-exosomale Alix et Tsg101 signant [lorigine endosomale des

nanoparticules sont en cours.

5. Les nouveaux outils de culture cellulaire

Dans le but de se rapprocher le plus possible

du microenvironnement in vivo des chondrocytes, /

= o
de nombreuses nouveautés technologiques -“ e
permettent d’optimiser et de controler le !
microenvironnement au sein duquel ils évoluent in '
vitro. Les bioréacteurs et les systemes ”’" '_a - 'f”
microfluidiques sont des environnements de \ /

culture cellulaire confinés dans un réservoir ayant | Figure 37 : Exemple de culture
3D en bioréacteur.

la forme d'une cuve. d'un flacon ou méme de Les bioréacteurs permettent de cultiver des

’ biomatériaux ou des cellules en leur
assurant en contréle total de
I'environnement : disposition et
. . renouvellement des nutriments, condition
permettant un apport continu des nutriments. Un oxique, ... De plus, ils sont capables
d’induire des forces de compression ou de

bioréacteur peut étre décrit comme un dispositif ou Qamemem /

canaux, reliés a des entrées et des sorties

D’aprés Pedrini et al., 2020.

un systéme dynamique pour la culture de cellules ou
de tissus en suspension, en 2D ou 3D, dans des conditions biochimiques ou
mécaniques contrdlées (figure 37). Les bioréacteurs et les systemes microfluidiques
sont congus pour remplir au moins une des fonctions suivantes : assurer une
distribution uniforme des cellules, maintenir une concentration constante et optimisée
de gaz et de nutriments, effectuer le transport de masse vers les tissus, ou encore,
augmenter I'évolution des tissus néosynthétisés par I'application de stimuli physiques.
Ces dispositifs permettent donc de contrdler le microenvironnement, les apports en
nutriments et les conditions oxiques appliquées aux chondrocytes (Mayer et al., 2016).
L’application de stimuli physiques, forces de compression, de cisaillement sont aussi

des éléments que I'on retrouve in situ pouvant moduler les réponses cellulaires et par
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conséquent optimiser la différenciation en chondrocytes matures. En effet, des
contraintes mécaniques permettent d’'une part d’augmenter la diffusion des nutriments
au sein du tissu, mais aussi d’orienter les fibres des collagénes de la MEC au plus
proche de I'organisation que I'on retrouve in vivo.

Le but de [lingénierie tissulaire du cartilage est dimplanter un tissu
néosynthétisé au niveau des régions cartilagineuses lésées. |l est maintenant
envisageable de synthétiser, soit un biomatériau, soit une structure cellulaire
tridimensionnelle conforme a la lésion grace a l'impression 3D (figure 38). De telles

imprimantes permettent, a partir de cellules, d’assurer

un assemblage qui faciliterait I'implantation du
substitut. Cependant a ce jour aucun tissu
cartilagineux bio-imprimé n’est encore en essai

thérapeutique et de nombreuses limites subsistent.

La premiére limite étant la qualité et la quantité des

cellules nécessaires a la création d’un tel tissu, puis

la taille et le volume du tissu ainsi que la structure Figure 38 : Exemple
d’imprimante cellulaire 3D.

servant de support aux cellules. Enfin, le maintien Les imprimantes 3D sont capables de
synthetlser une structure

tridimensionnelle définie a partir de

du tissu genéré reste extrémement limitant et ces cellules ou encore de générer a fagon
. Ly zoz des biomatériaux.
approches sont toujours considérées comme des

médicaments de thérapies innovantes.
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ll.Les hydrolysats de collagenes (Promérim®),
complément alimentaire pertinent contre

’arthrose ?

1. Différences entre les chondrocytes humains et équins

De maniére générale, les résultats obtenus
sur les chondrocytes équins sont semblables a ceux
obtenus sur les chondrocytes humains. Nous avons
montré une augmentation de I'activité métabolique
ainsi qu’une diminution de la sénescence. Les
hydrolysats semblent sur les deux especes, Homme
et cheval, diminuer I'expression des transcrits des
métalloprotéases et augmenter I'expression des

transcrits et des taux protéiques des collagénes de

type | (de maniére systématique pour cet isotype) et

Figure 39 : Prélévements de
cartilage équin.

P . i . N - . Les copaux de cartilage sont découpés en

résultats sont plus significatifs chez le modele équin | ¢ o700 cc o vant detre digérés par fa
y . . i collagénase.

que chez '’humain avec une plus large variabilité K /

intersouche chez ’'Homme.

de type Il. Cependant, nous avons observé que les

Pour tenter d’expliquer ces différences, nous pouvons revenir aux différentes

sources cellulaires et modéles de chondrocytes. Les

chondrocytes équins et humains sont isolés par
digestion enzymatique (collagénase) selon le méme
protocole. En revanche, les chondrocytes équins
sont issus de biopsies obtenues a partir de sujets
jeunes (généralement entre 3 et 7 ans (soit une

estimation d’entre 9 et 21 ans chez ’'Homme)). Les

articulations ne présentent aucun signe d’arthrose | Figure 40 : Prélevements de
L cartilage humain.
et ont un aspect blanc nacré (figure 39). AU | Le cartilage visuellement «sain» des tétes

fémorales issues de pose de prothéses est

contraire, les chondrocytes articulaires humains ijéré et les chondrocytes sont isolésj

digestion enzymatique.

sont issus des tétes fémorales arthrosiques isolées
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de patients ayant subi une chirurgie prosthétique, le plus souvent une prothése de
hanche (figure 40). Les prélévements de ces chondrocytes sont réalisés sur les zones
cartilagineuses non portantes et visuellement saines des tétes fémorales. Néanmoins,
le phénotype des chondrocytes est arthrosique, puisqu’ils ont évolué au contact d’un
liquide synovial inflammatoire, riche en cytokines pro-inflammatoires. En effet, la pose
de prothése de hanche est réalisée chez des patients 4gés en moyenne de 67 ans, en
France. Comme décrit précédemment, les chondrocytes arthrosiques subissent de
nombreuses modifications, qui sont induites par les micro-lésions et les nombreuses
cytokines, telles que la modification de la prolifération, de I'autophagie, la mort
cellulaire et la perte de ’lhoméostasie matricielle du tissu (Sandell & Aigner, 2001). Des
facteurs contrélant la dégradation de la MEC tels que I'lL-1B et le TNF-a sont
synthétisés et induisent la sécrétion par les chondrocytes d’enzymes telles que les
métalloprotéases dégradant la MEC, de la PGE2, ou encore, du monoxyde d’azote,
ainsi que diverses interleukines comme I'lL-6 ou -8 (Attur et al., 1998 ; Dayer et al.,
1985). De plus, I'lL-1 est capable d’inhiber la synthese des collagénes ou encore de
'agrécanne (Pfander et al., 2004 ; Goldring et al., 1988), molécules typiques du
cartilage articulaire hyalin. Ces éléments sont importants a prendre en compte car,
bien que I'on préleve des chondrocytes dans des zones non portantes de I'articulation,
d’apparences saines, ils évoluent et baignent dans un environnement pro-
inflammatoire, affectant déja leur phénotype, ce qui constitue la différence la plus
importante entre les chondrocytes articulaires humains et équins employés dans notre

étude.

2. Mort cellulaire et sénescence

La mort cellulaire occupe une place majeure dans le remodelage tissulaire et le
maintien de I'homéostasie des tissus. Elle est inhérente aux lésions tissulaires
(Greenhalgh, 1998). En effet, lors de Iésions tissulaires, diverses cellules convergent
vers la lésion. Parmi ces cellules, il y a des macrophages, des neutrophiles, des
lymphocytes et diverses autres cellules nécessaires pour amorcer la réparation des
tissus. Une fois la guérison résolue, ces cellules en surplus sont éliminées et meurent
par apoptose (Greenhalgh, 1998).

Le cartilage articulaire est un tissu hautement spécialisé, majoritairement

composé de MEC synthétisée par les chondrocytes, présents en faible proportion. Les
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chondrocytes articulaires résultent de la différenciation de progéniteurs
mésenchymateux. Les chondrocytes peuvent également se différencier en
chondrocytes hypertrophiques puis générer une plaque de croissance ou alors a I'age
adulte mourir par apoptose. L’étude des facteurs tels que RUNX2 et RUNX3 ou encore
le collagéne de type X, marqueurs d’'une évolution du chondrocyte mature vers le
phénotype hypertrophique devient alors majeure afin de limiter la perte, la mort des
chondrocytes par apoptose (Park et al., 2016 ; Rabie et al., 2004). La prévalence de
larthrose augmente avec I'age, ceci pourrait étre di a la réduction du nombre de
chondrocytes présents au sein du tissu cartilagineux (Adams & Horton, 1998). Les
chondrocytes, bien qu’ayant un potentiel de réparation intrinseque limité, se retrouvent
alors en nombre insuffisant pour régénérer et remodeler le tissu cartilagineux,
bouleversant 'homéostasie et l'intégrité du tissu ; de plus, ils possédent une faible
activité anabolique (Adams & Horton, 1998). L’hypocellularité est d’ailleurs observée
dans les stades avancés d’arthrose, cependant, le taux de chondrocytes apoptotiques
dans un tissu arthrosique demeure discuté allant de 1% a 20% contre 1 a 3% dans le
cartilage sain (Aigner et al., 2001 ; Heraud et al., 2000). L’apoptose des chondrocytes
pourrait étre due a une perte de I'ancrage des chondrocytes a la MEC. En effet, lorsque
'on traite enzymatiquement des explants cartilagineux en ciblant spécifiquement le
collagene de type Il in vitro, qui est lié au chondrocyte par I'intermédiaire d’intégrines,
une augmentation de I'apoptose chondrocytaire est observée (Kim et al., 2001). Les
chondrocytes sont en effet ancrés a la MEC grace a des intégrines qui assurent le lien
cellule/matrice. La destruction de ces intégrines sur des cultures de sternum de
poussin induit une grave dégradation du cartilage, une augmentation de I'expression
des MMP-2 et 3, une augmentation des chondrocytes apoptotiques et une diminution
de la présence de GAG (Pulai et al., 2002 ; Zemmyo et al., 2003). L'IL-1, la principale
cytokine intervenant dans la dégradation du cartilage, diminuerait la viabilité des
chondrocytes chez certaines espéces animales (Schuerwegh et al., 2003). Cependant,
I'lL-1 seule ne parvient pas a induire la mort des chondrocytes humains (Blanco et al.,
1995 ; Kuhn et al., 2000). Le réle du TNF-a n’est pas encore clairement démontré dans
'apoptose chondrocytaire, cependant, TRAIL (« Tumor-necrosis-factor Related
Apoptosis Inducing Ligand ») provoque, quant a lui, directement la mort des
chondrocytes par apoptose (Pettersen et al., 2002). Il a été démontré que, sur des

chondrocytes humains, les récepteurs de TRAIL DR4 et DR5 modulent 'apoptose des
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chondrocytes. Par ailleurs, I'expression de ces récepteurs est fortement augmentée
lorsque des chondrocytes murins deviennent arthrosiques (Lee et al., 2004).

Les mitochondries jouent un réle majeur dans le processus arthrosique. Chez
des chondrocytes arthrosiques, une diminution significative de l'activité de la chaine
de transport des électrons mitochondriaux dans les complexes |l et Ill, en plus d'une
diminution du potentiel de la membrane mitochondriale, a été démontrée (Maneiro et
al., 2003). La dépolarisation des mitochondries entraine la libération de facteurs
apoptotiques, tels que le cytochrome c, le facteur d'apoptose et la caspase-9, de
I'espace inter-membranaire mitochondrial vers le cytoplasme et conduit a I'apoptose,
qui est augmentée par des espéces réactives d'oxygéne (ROS) intracellulaires
(Grishko et al., 1999). Les mitochondries pourraient aussi étre une potentielle cible
thérapeutique dans le traitement de I'arthrose. Nous avons observé au cours de notre
étude que les Promérim® 30, 40 et 60 augmentent significativement, a différents
temps de traitements, l'activité métabolique mitochondriale. Au vu de ces résultats
obtenus et du réle central des mitochondries au sein des chondrocytes, il serait
intéressant de les étudier plus en détail. Une étude plus approfondie de I'apoptose,
notamment de la voie intrinséque, pourrait étre intéressante. Cette voie résulte d’'un
equilibre subtil entre des facteurs pro-apoptotiques Bax et Bak et anti-apoptotiques
tels que Bcl-2 et Bcl-xl. La voie intrinseque mitochondriale va ainsi libérer le
cytochrome-c qui ira former |’ « apoptosome » constitué de cytochrome-
c/Apafi/procaspase-9. La caspase 9 une fois active pourra alors activer un ensemble
de caspases dont la caspase 3 amenant ainsi I'apoptose. Une culture en condition
hypoxique des chondrocytes en 2D devrait permettre d’émettre, dans un premier
temps, une réponse a cette potentielle modulation.

La sénescence est un processus se résumant a une dégradation progressive
des fonctions cellulaire a l'origine du vieilissement. Nous avons montré, chez les
modeles équin et humain au cours de notre étude que les Promérim®, notamment le
Promérim® 30 et, dans une moindre mesure, le Promérim® 40, permettaient de
diminuer les taux de SA-B-galactosidase. La SA-B-galactosidase est associée aux
phénomeénes de sénescence, car il a été démontré que la progression d'une cellule
dans le processus de sénescence était étroitement associée a une augmentation
continue du taux de SA-B-galactosidase (Hall et al., 2016). Les cellules sénescentes
sécrétent une large variété de cytokines inflammatoires, de facteurs de croissance et
de nombreux autres facteurs solubles et insolubles connus sous le nom de
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« senescence-associated secretory phenotype » (SASP) (Campisi, 2005), ou
« senescence-messaging secretome » (SMS) (Kuilman & Peeper, 2009). Les cellules
sénescentes se servent de ces SASP pour communiquer avec les cellules voisines et
'ensemble du microenvironnement. Cela induit la sénescence des cellules voisines
(Acosta et al., 2008). Cette communication se traduit par une production accrue du
VEGF. Le VEGF est exprimé dans le cartilage arthrosique et contribue ainsi a la
néovascularisation du tissu initialement avasculaire ; le VEGF aura aussi pour effet
d’augmenter la présence d’ostéophytes suite a la progression de I'arthrose (Pfander
et al., 2001 ; Hashimoto et al., 2002 ; Enomoto et al., 2003). Le SASP augmente la
production des MMP-1 et -13, métalloprotéases présentes et surexprimées lors du
processus arthrosique, responsables de la dégradation de la MEC (Philipot et al.,
2014). L’obésité qui est connue pour étre un facteur de risque de I'arthrose, au-dela
des contraintes mécaniques évidentes subies par les articulations, est associée a une
accumulation accrue des cellules sénescentes et des facteurs SMS (Schafer et al.,
2016 ; Tchkonia et al., 2010). Lors de l'arthrose, la sénescence des chondrocytes
contribue donc a la perte de I'homéostasie du cartilage articulaire hyalin, par
l'intermédiaire, in fine, de I'induction de I'activité des métalloprotéases en réponse aux
SMS.

Les chondrocytes arthrosiques, comparativement aux chondrocytes sains,
présentent ou expriment une variété de marqueurs associés a la sénescence tels que
le raccourcissement des télomeres (Martin & Buckwalter, 2001), la réponse aux
dommages de I'ADN activé (DDR), la sécrétion de ROS, [lactivité de SA-B-
galactosidase (Price et al., 2002), 'augmentation de I'expression de p16inkd4a (Zhou
et al., 2004), 'accumulation de MMP, induite par des cytokines pro-inflammatoires
(Billinghurst et al., 1997 ; Shlopov et al., 1997). Dans l'arthrose du genou, Gao et ses
collaborateurs (2016) ont démontré une corrélation entre I'expression de SA-B3-
galactosidase et la gravité de la maladie chez les patients. lls ont étudié les niveaux
d'expression de SA-B-galactosidase dans un cartilage normal par rapport a un
cartilage arthrosique de gravité différente (légére, modérée et sévére). Dans le
cartilage articulaire normal, aucune coloration n'a été observée. Cependant, dans les
lésions du cartilage du genou légerement, modérément et séveérement endommagé,
ils ont observé la coloration de SA-B-galactosidase dans un sous-ensemble de
chondrocytes proches de la Iésion.
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D’autres facteurs, tels que le stress mécanique ou encore le stress oxydatif,
peuvent engendrer la sénescence (Martin et al., 2004a ; Martin et al., 2004Db).

Lors de ces travaux de thése, nous avons d’abord montré que les Promérim®
ne sont pas toxiques pour les chondrocytes. Nous avons aussi montré que I'ajout
d’hydrolysats de collagénes permet de diminuer la sénescence cellulaire des
chondrocytes humains et équins. La viabilité des chondrocytes in situ s’avére étre un
enjeu majeur dans le traitement de I'arthrose. En complément des essais déja réalisés,
il pourrait étre intéressant de réaliser un suivi in vitro et en temps réel de la SA-B-
galactosidase grace a un incucyte par exemple afin de confirmer et mieux appréhender
I'effet des hydrolysats de collagénes sur la sénescence. De plus, il serait pertinent
d’analyser difféerents facteurs tels que la caspase 9, les ROS, ou encore, de

s’'intéresser plus précisément aux mitochondries et leur lien avec I'apoptose.

3. Activité métabolique et test de blessure in vitro

Le cartilage articulaire est un tissu régi par une homéostasie résultant d’un
équilibre entre 'anabolisme et le catabolisme. Cette homéostasie est régulée par les
chondrocytes. Cependant, les chondrocytes possedent une activité anabolique faible.
Ainsi, lorsqu’il s’agit de combler des Iésions chondrales plus ou moins importantes, les
chondrocytes ne peuvent assurer une synthése suffisante de protéines typiques du
cartilage. L’une des raisons est la faible activité métabolique des chondrocytes. Nous
avons étudié I'activité métabolique mitochondriale des chondrocytes afin de définir si
les hydrolysats de collagénes pouvaient induire un accroissement de cette activité, et
ainsi, générer une quantité de MEC plus importante, afin d’envisager le comblement
des lésions chondrales de surface. Lors de cette étude, nous avons réalisé des tests
de blessures qui ont aussi montré que les hydrolysats de collagenes permettaient de
combler des blessures sur un tapis cellulaire en monocouche. Cependant, diverses
inconnues subsistent, les hydrolysats augmentent-ils la prolifération cellulaire, ou bien
est-ce que les effets observés sont liés a 'augmentation de la migration afin de
combler la Iésion ? Augmentent-ils ces événements de maniére concomitante ? Un
« tracking » cellulaire pourrait alors étre envisagé grace a la technologie incucyte.
Ainsi, nous pourrions suivre le comportement des chondrocytes au sein de la blessure
et observer si nous y voyons un plus grand nombre de cellules non marquées, et donc

conclure sans ambiguité sur leurs effets sur la prolifération et/ou la migration des
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cellules comblant ainsi la blessure. Une combinaison de ces deux possibilités peut
aussi étre envisagée, dans un premier temps une migration des chondrocytes
environnant la blessure, puis une prolifération de ces chondrocytes afin de combler la
blessure. Ainsi, des protéines pourraient étre étudiées pour définir I'effet des
Promérim® sur la migration. Par exemple, Ras qui régule I'expression génique, la
prolifération, la différenciation et I'apoptose ; Rab (« Ras-related in brain ») qui régule
le trafic vésiculaire intracellulaire ; Ran (« Ras-related in nuclear import and export »)
qui régule le transport nucléocytoplasmique et l'organisation des microtubules lors de
la mitose ; Rho qui régule le remodelage du cytosquelette.

Le dogme suggere que les chondrocytes du cartilage adulte ne migrent pas
dans leur environnement d'origine en raison du réseau de collagéne hautement tendu
qui les entoure et qui donne lieu a une matrice hautement pressurisée (Morales, 2007).
Cependant, la mobilité des chondrocytes a été rapportée par un petit nombre de
publications (Henson et al., 2005, Seol et al., 2012) dans lesquelles il a été observé,
qu'aprés que le cartilage articulaire de bovins ait été blessé par un choc violent, la
zone lésée était recolonisée dans les 7 a 14 jours par des cellules qui semblaient
migrer de la MEC environnante. Dans le cadre de Iésions, une sous-population de
chondrocytes avec des capacités migratoires pourrait émerger laissant apparaitre
différents types de chondrocytes. Cependant, le role fonctionnel des cellules
chondrocytaire migratrices n'est pas clairement compris (Jiang et al., 2014). En effet,
dans I'étude de Seol et al. (2012), les cellules migratrices prélevées dans la zone de
Iésion du cartilage ont produit une deuxiéme population de cellules identifiées par
cytométrie en flux, et ont exprimé des niveaux faibles de génes de la MEC du cartilage,
tels que le collagéne de type Il et I'aggrécane, par rapport a des chondrocytes sains.
Les cellules migratrices sont donc prolifératives et présentent un phénotype différent
des chondrocytes articulaires hyalins (Jiang et al., 2014). Le cartilage traumatisé libére
des facteurs chimioattractifs pour les cellules progénitrices chondrogéniques tels que
le PDGF et I''GF1, qui sont connus pour induire une importante réponse migratoire
dirigée vers un site donné (Joos et al., 2013). Cependant, en méme temps, I'lL-1p et
le TNF-a sont libérés et ces cytokines inhibent Il'activité migratoire qui pourrait
contribuer au faible potentiel de régénération du cartilage in vivo. Nous avons observé
au cours de notre étude que les Promérim® permettaient de combler des Iésions
chondrales et possédaient un effet potentialisé en présence de facteurs inflammatoires
tels que I'lL-1 utilisé dans notre étude. Nous pouvons alors penser que les Promérim®
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seraient un complément extrémement intéressant dans le contexte d’'un comblement
de lésion par migration chondrocytaire. En effet, les Promérim® pourraient limiter la
dégradation de la MEC, ce qui aura pour effet de diminuer la présence de fragments
matriciels dans le liquide synovial. Il y aura donc moins de facteurs inflammatoires tels
que les interleukines présentes. De plus, les hydrolysats de collagénes limitent les
effets négatifs induits par I'ajout d’IL-1. Pour finir, les Promérim® améliorent le
comblement des blessures lors d’un test in vitro. Tous ces éléments plaident en faveur

d’'un comblement des micro-lésions par migration et prolifération chondrocytaire.

4. Effets observés sur HtrA1

HirA1 est une protéase a sérine trés peu décrite dans la littérature. Son role
parait bien plus complexe qu’une simple protéase dégradant la MEC. Elle participe
notamment a la différenciation ostéoblastique et ostéoclastique (Li & Zhang, 2015 ;
Wu et al., 2014), mais a l'inverse inhiberait la différenciation adipogénique des CSM
(Tiaden et al., 2016). Lors de I'’évolution du processus arthrosique, HtrA1 contribue a
la dégradation de la MEC en I'érodant et en activant des facteurs pro-cataboliques tels
que les MMP-1 et -3. De plus, HirA1 inhibe la voie de signalisation induite par le TGF-
B en dégradant ses récepteurs ainsi que la voie de signalisation induite par la BMP-2.
Nous avons montré que la culture tridimensionelle augmente les taux de transcrits et
protéiques d’HtrA1. Les hydrolysats de collagenes employés dans cette étude, tant le
Promérim® 30 que le 40, induisent une diminution significative de ses transcrits, mais
aussi, de ses taux protéiques. L’'un des éléments les plus surprenants est que I'lL-1
diminue considérablement I'expression de la protéine HirA1 chez les chondrocytes
articulaires. Nous démontrons ceci pour la premiere fois. Cependant, ceci ne semble
pas surprenant car il a été rapporté qu'une autre cytokine, I'lFN-y, inhibe de maniére
significative I'expression basale et induite par le LPS d’HtrA1 dans les macrophages
et les fibroblastes, deux types cellulaires principalement impliqués dans la synthése
d’HtrA1 dans le contexte de la polyarthrite rhumatoide, par I'activation de la voie p38
MAPK et I'activation ultérieure ainsi que la liaison de STAT1 au niveau du promoteur
HirA1 (Hou et al., 2014).

Nous avons notamment observé cela en « western-blot» lorsque les

organoides étaient traités avec de I'lL-1, 'ensemble des souches traitées montrait
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systématiquement une trés forte diminution de I'expression de cette protéase a sérine.
Nous nous attendions, au contraire, a ce que I'lL-1 augmente I'expression de cette
protéase du fait du caractere inflammatoire et de la fonction de cette derniere. Ceci
conforte le réle ambivalent d’HtrA1, préalablement indiqué au début de ce paragraphe
sur le métabolisme osseux, mais n’apparait pas surprenant, par rapport aux travaux
de Hou et al, 2014 décrivant une diminution de I'expression basale d’HtrA1 en

présence d’IFN-y.

5. Les compléments alimentaires et I’arthrose

Les compléments alimentaires sont définis dans le décret n°2006-352 du 20
mars 2006 comme « des denrées alimentaires dont le but est de compléter le régime
alimentaire normal et qui constituent une source concentrée de nutriments ou d'autres
substances ayant un effet nutritionnel ou physiologique seuls ou combinés,
commercialisés sous forme de doses, a savoir les formes de présentation telles que
les gélules, les pastilles, les comprimeés, les pilules et autres formes similaires, ainsi
que les sachets de poudre, les ampoules de liquide, les flacons munis d'un compte-
gouttes et les autres formes analogues de préparations liquides ou en poudre

destinées a étre prises en unités mesurées de faible quantité ».

Les compléments alimentaires indiqués pour I'arthrose inondent le marché, on
dénombre plus de 1550 compléments référencés pour les articulations. lls ont pour
vocation de venir compléter une éventuelle carence due a un déficit alimentaire. De
nombreux composants de ces compléments ont été étudiés en phytothérapie et
oligothérapie. Cependant, depuis 2012, les autorités sanitaires européennes ont
interdit aux entreprises commercialisant des compléments alimentaires contenant de
la chondroitine-sulfate et de la glucosamine de prétendre soutenir la mobilité des
articulations, aider a garder les genoux et autres articulations souples et flexibles, ou
étre un composant important du métabolisme des articulations ou de la bonne santé
des articulations. Ces allégations de santé sont désormais interdites. En effet, les
effets et les modes d’action des différents compléments alimentaires ne sont pas
encore clairement définis, tout comme la bio-disponibilité des compléments
alimentaires présents sur le marché. Aucun des compléments alimentaires prescrits
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pour I'arthrose ne permet de régénérer-resynthétiser un cartilage de type hyalin. Au

mieux, ils permettent de limiter la dégradation du cartilage ou l'inflammation.

La démarche entreprise dans ces travaux de these a permis d’amorcer I'étude
des différents effets et modes d’action en s’intéressant, d’'une part, a différents
indicateurs de la viabilité chondrocytaire, mais aussi, en analysant un large panel de
transcrits et de protéines typiques et atypiques du cartilage. Il serait a présent
nécessaire de caractériser davantage les peptides présents dans les hydrolysats
marins et leurs modes d’action. En ce sens, des analyses de spectrométrie de masse
ont été initiées. Ces travaux ont différents objectifs. Dans un premier temps, ils servent
de contréle qualité s’assurant de la composition peptidique de chaque hydrolysat issu
de différentes productions. Dans un second temps, il s’agit d’identifier 'ensemble des
peptides présents dans I'hydrolysat et ensuite de définir si un hydrolysat posséde un
effet bien spécifique ou s’il s’agit de I'effet d’'un ensemble contenu dans les hydrolysats.
Ces prochaines étapes permettraient d’identifier les voies de signalisation
potentiellement induites par les différents peptides (agissant sur la sénescence, la
prolifération ou bien la synthese du collagene de type Il ou du type 1). Ceci permettrait
aussi de synthétiser les peptides correspondant aux effets désirés, afin de cibler plus
finement les effets recherchés (dans notre cas, I'effet le plus important recherché étant

la synthése de collagéne de type Il).

6. La biodisponibilité des hydrolysats de collagenes

Les hydrolysats de collagenes utilisés dans notre étude ont pour but d’étre
administrés per os. Ceci souléve de nombreuses questions dont la plus importante :
quelle proportion des hydrolysats administrés parvient réellement aux chondrocytes et
en quelle quantité ?

En passant par le tractus gastro-intestinal, tout médicament rencontre une série
de barriéres avant d'atteindre les capillaires du tissu sous-épithélial. Les principales
barrieres sont le milieu gastrique et intestinal, la barriere de mucus, les jonctions
serrées (« tight junctions ») bloquant le passage péricellulaire, les cellules épithéliales
du tractus gastro-intestinal, et, enfin, le tissu sous-épithélial. Aprés avoir été administré
par voie orale, un médicament de nature peptidique rencontrera une série d'enzymes

digestives, dont laction est de dégrader les macromolécules en nutriments
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absorbables (Kiela & Ghishan, 2016). Cependant, les compléments alimentaires
utilisés dans cette étude comportent une capsule limitant cette dégradation
enzymatique, assurant ainsi une libération des peptides au niveau des sites
d’absorption. La barriere gastro-intestinale permet donc un potentiel passage des
peptides par deux voies, la premiere, les jonctions serrées, ou directement par
l'intermédiaire des cellules de I'épithélium.

Les jonctions serrées sont des liaisons entre les cellules épithéliales adjacentes
qui limitent le flux péricellulaire d'eau, d'ions et de solutés (Artursson & Knight, 2015 ;
Turner et al., 2014). Les jonctions serrées séparent les membranes basolatérales et
apicales des cellules épithéliales et contribuent a maintenir les barriéres tissulaires
epithéliales et endothéliales ainsi que la polarité des cellules. Ces jonctions, hors
modulation de leur structure par I'intermédiaire, par exemple, de la myosine (MLCK)
(Turner et al., 2014 ; Eto, 2009) restent assez perméables. Cependant, des peptides
de petites tailles (maximum 3 acides aminés) peuvent passer au travers
(Pappenheimer et al., 1994). Les peptides peuvent aussi diffuser au travers des
entérocytes par l'intermédiaire de transporteurs tels que PEPT1 ou encore OATP ou
PHT1 (Terada et al., 2005). L’absorption des peptides supérieurs a 3 acides aminés
est également possible par des phénomenes de trancytose, ou encore, par voie
péricellulaire (Shimizu et al., 1997). Les peptides contenus dans les Promérim® ont
une taille variable allant de deux acides aminés a maximum 15 acides aminés. La
majorité des peptides étant de trés petite taille, ils sont plus facilement absorbés par
I'organisme.

Les peptides absorbés se retrouvent alors dans le systeme circulatoire sanguin
et doivent encore franchir la membrane synoviale au niveau des sites articulaires afin
de diffuser passivement par la suite jusqu’au chondrocyte. La membrane synoviale ne
possede pas de membrane basale. Elle assure un équilibre osmotique pour les petites
molécules. Pour les peptides inférieurs a 10 kDa, le passage du sang au liquide
synovial se déroule passivement sans transporteur (Evans et al., 2014).

Ces observations ne sont que le reflet des différentes études disponibles. En ce
qui concerne notre étude, il serait nécessaire de réaliser des essais de biodisponibilité
chez un modeéle animal (murin par exemple) en effectuant des prélévements
intestinaux, sanguins et intra-articulaires afin de doser la quantité de peptides

marqués, présents au sein de ces différents microenvironnements. Cela permettrait
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ainsi de définir s’ils agissent directement au contact des chondrocytes articulaires et/ou

si les effets sont médiés par d’autres cellules impliquant d’autres facteurs.

7. Les compléments alimentaires et les thérapies cellulaire

et tissulaire

Lors d’'une I'arthrose a un stade avancé, les compléments alimentaires peuvent
s’avérer inefficaces. En effet, aucun complément alimentaire ne permet de régénérer
un tissu cartilagineux de type hyalin a partir d’'une articulation fortement arthrosique et
largement dépourvue de cartilage. L’idéal serait plutét de prendre les compléments
alimentaires en traitement préventif, le plus t6t possible en fonction des carences
alimentaires ou des facteurs de risque présents chez les personnes telles que les
sportifs de haut niveau, ou encore, une surcharge pondérale. Plus tard, les
compléments alimentaires devraient étre pris des les premiéres lésions tissulaires. Se
pose alors la question de la place des compléments alimentaires en tant que traitement
anti-arthrosique ?

Au vu des résultats obtenus et des perspectives possibles, les hydrolysats de
collagénes pourraient étre utilisés dans plusieurs contextes.

Dans un premier temps, ils peuvent étre utilisés in vitro. En effet, nous avons
montré que les Promérim® permettent de favoriser la synthese des collagénes de
types Il et |, et de limiter les facteurs dégradant la matrice. Nous pourrions alors
envisager d’ajouter directement au milieu de culture des Promérim®, dans le cadre de
la TCA. Les hydrolysats de collagénes pourraient permettre une meilleure amplification
des chondrocytes in vitro, étape indispensable dans toutes les approches de thérapie
cellulaire et d’ingénierie tissulaire du cartilage, car nous avons montré que les
Promérim® augmentaient lactivité métabolique mitochondriale. Les hydrolysats
pourraient aussi favoriser la redifférenciation des chondrocytes et le maintien de leur
statut de différenciation mature, une fois ceux-ci amplifiés. Nous ne I'avons pas
expérimenté ici, mais ils pourraient aussi limiter la dédifférenciation tout en favorisant
la prolifération in vitro des chondrocytes lors de leur amplification. Dans cette stratégie
réparatrice, les Promérim® pourraient alors avoir un double emploi assurant, dans un

premier temps, un maintien du phénotype chondrocytaire, une augmentation de la
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prolifération, mais aussi, dans un second temps, favoriser une redifférenciation
chondrocytaire.

La TCA a aussi su évoluer et de nouvelles générations ont vu le jour. Ainsi, les
cellules souches ont pu étre utilisées en vue de les différencier en chondrocytes. Nous
pouvons la aussi penser que I'ajout de peptides marins favoriserait la différenciation
des CSM en chondrocytes matures, permettant, en plus de la différenciation, la
stabilité du phénotype. In fine, il serait possible d’obtenir a partir des CSM de nombreux
chondrocytes matures pouvant étre utilisés par la suite (soit en implantation dans un
biomatériau, soit en injection directe). Des injections combinatoires avec des CSM et
des Promérim® pourraient aussi s’avérer étre pertinentes de par les capacités
immunomodulatrices des CSM, mais aussi, des Promérim® et leurs propriétés anti-
inflammatoires et différenciantes. On pourrait ainsi espérer générer « un cocktail »
limitant l'inflammation et favorisant le comblement des Iésions chondrales. Bien
evidemment, dans I'ensemble de cas évoqués précédemment, I'emploi de ces
peptides d'origine marine pourra se faire en complément d’autres facteurs
différenciants tels que des BMP ou des TGF et dans un microenvironnement
différenciant détaillé précédemment.

Dans un second temps, les hydrolysats de collagenes pourraient étre utilisés in
vivo. Nous pourrions alors espérer obtenir des résultats prometteurs similaires a ceux
obtenus in vitro. De ce fait, ils pourraient étre utilisés chez des personnes ou équidés
relativement jeunes, présentant des facteurs de risque a la survenue de I'arthrose, tels
que le surpoids, ou encore, les sportifs de haut niveau présentant des chocs répétés
au niveau des sites articulaires. Les Promérim® pourraient aussi étre prescrits en
paralléle d’une intervention chirurgicale afin de diminuer I'inflammation ou limiter la
survenue de fracture, en renforcant les os subissant de nouvelles contraintes
biomécaniques (Murphy et al.,, 2020). Ne sachant pas ce qui arrive exactement au
niveau du site articulaire, il serait envisageable, aprés des études poussées de
tolérance, d’injecter directement au niveau du site articulaire ces peptides. A noter que
de nombreuses possibilités s’offrent a nous avec cette stratégie puisqu’il serait alors
possible de découvrir les voies de signalisation mises en jeu par les Promérim® et sur
quel type de cellules (intestinales, synoviocytes, chondrocytes, ostéocytes...). Il serait
alors aussi intéressant d’identifier les peptides arrivant in situ, ont-ils subi d’éventuelles
modifications lors de la digestion par de la trypsine, la chimotrypsine, I'élastase ou
encore suite a I'absorption ?

297



Discussion — Les hydrolysats de collagénes (Promérim®), complément alimentaire pertinent contre l'arthrose ?

Il est aussi possible de combiner I'utilisation des hydrolysats avec un organoide
cartilagineux afin de favoriser son implantation, la différenciation ou encore limiter
linflammation. Les peptides peuvent aussi étre injectés dans un complexe les
mélangeant avec des CSM indifférenciées. L’intérét serait alors d’utiliser les propriétés
immunomodulatrices des CSM et les propriétés décrites précédemment des peptides.
Un complexe a base de CSM différenciées, CSM indifférenciées et peptides peut aussi
étre envisagé afin d’exploiter 'ensemble des caractéristiques de chacun de ces
composants. Enfin, les peptides de collagénes pourraient étre injectés en site
articulaire lors de la réalisation de micro-fractures. Le principe est d’engendrer un
saignement au niveau de l'os sous-chondral afin de favoriser la migration des
CSM/cellules progénitrices au niveau des lésions. Les peptides injectés en méme
temps pourraient permettre de favoriser la multiplication des CSM, leur différenciation
en chondrocytes et limiter leur dégradation.

L’ensemble des éléments exposés ci-dessus ne représente que des hypothéses
qui demandent a étre expérimentées de fagon a pouvoir, un jour, favoriser la synthése

et la régénération d’un tissu cartilagineux de type hyalin.
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Conclusion générale et perspectives

Les articulations subissent, au cours de la vie, de multiples traumatismes
induisant des pertes chondrales et la genese d’'un microenvironnement inflammatoire
favorable a la dégradation cartilagineuse. Le processus arthrosique est alors
enclenché. |l n’existe actuellement aucun traitement curatif pour soigner I'arthrose. Les
traitements utilisés ne visent qu'a soulager la douleur et limiter 'inflammation. La
solution d’'ultime recours, chez 'Homme, demeure la pose de prothése qui reste
néanmoins limitée dans le temps. En effet, la prothése, tout comme I'os et les tissus
au contact de cette derniére, continuent de s’user progressivement. C’est dans ce
contexte que s’inscrit notre étude.

Nous avons développé une stratégie de redifférenciation des chondrocytes
articulaires équins a partir de chondrocytes dédifférenciés. Pour ce faire, les
chondrocytes ont été cultivés en trois dimensions, en hypoxie et en présence de BMP-
2. De plus, une stratégie d’inhibition du collagéne de type | et d’'HtrA1 par des siARN,
marqueurs surexprimés lors de la dédifférenciation chondrocytaire lors de 'arthrose, a
été mise en place. Les chondrocytes cultivés dans de telles conditions ont montré une
augmentation de leur indice fonctionnel (Col2a1/Col1at et Acan/Col1at), représentatif
d’'une redifférenciation chondrocytaire. Forts de cette transposition du modele de
culture humain au modele équin et tenant compte de I'enjeu majeur de l'impact des
pathologies articulaires sur la filiere équine, nous avons entrepris I'étude de I'effet des
hydrolysats de collagénes sur des chondrocytes dédifférenciés afin de définir s’ils
possedent de potentiels effets favorables sur des chondrocytes.

Les Promérim®, des hydrolysats de collagénes marins issus de la peau et du
cartilage de poissons, ont été étudiés in vitro afin de définir leurs potentiels effets sur
la viabilité et le phénotype de chondrocytes articulaires. Nous avons réalisé nos
travaux sur des chondrocytes articulaires équins et humains. Le cheval et ’'Homme
possedent de nombreuses homologies cartilagineuses. Le rapport poids/contraintes,
subi par les articulations est semblable ; de plus, les Iésions naissantes chez le modéle
équin sont comparables a celle dun Homme. Cette comparaison est d’autant plus
vraie pour des chevaux sportifs et humains sportifs.

La stratégie employée a consisté, dans un premier temps, a démontrer la non-
toxicité des Promérim®, permettant de s’assurer de la tolérance des hydrolysats par
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des chondrocytes (humains et équins). Nous avons ensuite évalué l'effet des
Promérim® ajoutés au milieu de culture sur I'activité métabolique mitochondriale et la
sénescence. Les Promérim® ont favorisé une augmentation globale de I'activité
métabolique. Nous avons ensuite tenté de déterminer si les hydrolysats de collagenes
pouvaient moduler un large panel de transcrits, des transcrits typiques du cartilage,
inflammatoires, de dégradation, osseux, prolifératifs, ... L'étude de ces derniers a
permis de démontrer une diminution de I'expression de certaines MMP (1 et 3
notamment) ainsi que d’Htral, une protéase a sérine fortement exprimée lors du
processus arthrosique. Une augmentation de la synthese des collagenes de types Il
et | a aussi été observée avec les Promérim®. Ces effets ont été confortés par une
analyse des taux moyens protéiques des collagenes de types I, | et d’Htral. Dans les
deux types de chondrocytes articulaires, humains et équins, I'effet activateur des
Promérim® sur la synthése de collagene de type | est trés significatif et tres
reproductible. Bien que des effets similaires sur la biosynthése de collagéene de type |l
puissent apparaitre de moindre amplitude s’explique trés certainement par le fait que
'anticorps dirigé contre le collagéne | est de la meilleure qualité envisageable (il
présente un trés haut titre), ce qui n’est pas du tout le cas pour lI'anticorps anti-
collagene I, et ceci concerne I'ensemble de la communauté scientifique. Néanmoins,
ces effets devront étre confirmés en réalisant, par exemple, des dosages ELISA sur
les cultures d’organoides cartilagineux en tenant compte du fait que le collagene de
type | est un isotype trés soluble en culture cellulaire (présent dans le milieu de culture),
alors que le collagéne de type Il fait partie intégrante de la fraction insoluble qui
s’associe majoritairement a la MEC mise en place au sein de 'organoide cartilagineux.

Par ailleurs, le fait que les Promérim® augmentent de maniere tres significative
la synthese de collagéne de type | dans les chondrocytes articulaires équins est en soi
extrémement prometteur. En effet, les cliniciens équins de renom s’accordent sur le
fait que cette augmentation de synthese matricielle, incluant notamment du collagene
[, est trés favorable puisqu’il permet une récupération fonctionnelle de 'articulation des
chevaux, particulierement sportifs dont la carriére est courte, et cela permet de réduire
la latence pour un retour plus rapide a la compétition. Pour I'ensemble des chevaux,
sportifs ou non, cette récupération fonctionnelle de I'articulation, méme si elle peut étre
transitoire, a forcément des effets bénéfiques si 'on prend en considération la durée
de vie, qui est beaucoup plus courte chez le cheval que celle des étres humains.
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L’ensemble des résultats de cette étude conforte les effets observés lors d’'une
étude clinique précédemment réalisée en cabinet chez 70 patients présentant une
douleur de type rhumatologique. Cette étude a conclu a une réduction de la douleur
ainsi qu’une diminution de la géne fonctionnelle (douleur et géne fonctionnelle
évaluées par le score EVA de 1 a 10). Les compléments alimentaires comprenant des
Promérim® s’avérent alors étre une réelle alternative attractive aux solutions
thérapeutiques actuelles.

Ces travaux sont les premiers réalisés avec les Promérim® sur des
chondrocytes in vitro, ils ont permis de poser des bases des connaissances sur I'effet
de ces hydrolysats sur I'activité des chondrocytes, mais aussi, sur leurs synthéses.
Cependant, des travaux complémentaires demeurent nécessaires. Ainsi, trois axes
majeurs restent encore a approfondir. Dans un premier temps, il serait important de
s’intéresser a la biodisponibilité des hydrolysats. En effet, ces derniers traversent de
nombreuses barrieres avant d’arriver in situ. Il serait donc pertinent de savoir
concretement quels peptides arrivent au contact des chondrocytes et en quelles
concentrations. Un second volet plus fondamental consisterait a identifier quels sont
les peptides présents et quelle combinaison induit tel ou tel(s) effet(s). Il s’agit la d’'une
étude assez complexe de par la multitude de peptides présents et du nombre de voies
de signalisation potentiellement induites par les hydrolysats. L’idée serait ici de définir
un peptide ou un groupe de peptides permettant, soit d’augmenter la synthese de
collagene de type Il, soit de diminuer les taux d’'Htra1 et de la MMP1. Quel(s) peptide(s)
est/sont responsable(s) de la diminution de la sénescence et de 'augmentation de
I'activité métabolique mitochondriale ? Une fois identifiés, ces peptides pourraient étre
la source de nouveaux traitements encore plus efficaces et ciblés, laissant ainsi
entrevoir une thérapie spécifiqgue a chaque stade arthrosique de chaque patient, selon
les pathologies présentées. Dans un troisieme temps, une étude in vivo sur un modéle
gros animal tel que le modéle équin pourrait étre envisagé. Le CIRALE, qui collabore
avec le laboratoire BioTARGen depuis longue date, a développé par le passé un
protocole permettant la mise en place d’'une arthrose expérimentale au sein d’une
articulation choisie (Bertoni et al., 2020). Ainsi, il serait envisageable d’induire, ou non,
'arthrose au sein d’une cohorte d’équidés et d’étudier de multiples facteurs. Tout
d’abord, un suivi de marqueurs sanguins, fonctionnels et de douleur pourra étre
effectué, associé a des études cliniques (radiographies, échographies). Dans un
second temps, les tissus cartilagineux pourront étre récupérés afin d’évaluer, en
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laboratoire, la qualité de la matrice cartilagineuse des différentes articulations.
L’ensemble des stratégies évoquées ici permettrait de caractériser davantage les
effets des Promérim® qui pourraient représenter un bon complément aux traitements

anti-arthrosiques actuels.
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There are amendments to this paper

OFEN Differences in the intrinsic
chondrogenic potential of equine
umbilical cord matrix and cord

e blood mesenchymal stromal/stem
et cells for cartilage regeneration

Rodolphe Rakic%?, Bastien Bourdon?, Magali Demoor?!, Stéphane Maddens?, Nathalie Saulnier?
& Philippe Galéra®?

Umbilical cord blood mesenchymal stromal/stem cells (UCB-MSCs) and umbilical cord matrix
MSCs (UCM-MSCs) have chondrogenic potential and are alternative sources to standard surgically
derived bone marrow or adipose tissue collection for cartilage engineering. However, the majority of
comparative studies explore neonatal MSCs potential only on ISCT benchmark assays accounting for

. some biasin the reproducibility between in vitro and in clinical studies. Therefore, we characterized

. equineUCB-MSCs and UCM-MSCs and investigated with particular attention their chondrogenesis
potential in 3D culture with BMP-2 +TGF-R1 in normoxia or hypoxia.We carried out an exhaustive
characterization of the extracellular matrix generated by both these two types of MSCs after the
induction of chondrogenesis through evaluation of hyaline cartilage, hypertrophicand osteogenic
markers (MRNA, protein and histology levels). Some differences in hypoxia sensitivity and
chondrogenesis were observed.UCB-MSCs differentiated into chondrocytes express an abundant,
dense and a hyaline-like cartilage matrix. By contrast, despite their expression of cartilage markers,

¢ UCM-MSCs failed to express a relevant cartilage matrix after chondrogenicinduction. Both MSCs

. types also displayed intrinsic differences at their undifferentiated basal status, UCB-MSCs expressing

. higher levels of chondrogenic markers whereas UCM-MSCs synthesizing higher amounts of osteogenic
markers. Our results suggest that UCB-MSCs should be preferred for ex-vivo horse cartilage engineering.

. How those results should be translated to in vivo direct cartilage regeneration remains to be determined

i through dedicated study.

Mesenchymal stromal/stem cells (MSCs) are an attractive source of stem cells for regenerative medicine, due to
© their plasticity, trophic factors secretion and immunomodulatory properties'. Considerable effort and financial
: resources have been invested in research into MSCs and their clinical use both in human and veterinary medicine.

Bone marrow MSCs (BM-MSCs) and adipose-derived MSCs (AD-MSCs) are the most frequently investigated

sources of MSCs. However, the use of adult MSCs is limited by the need for invasive procedures to collect the

cells, together with their lower proliferation potential, intrinsic and extrinsic factors sensitivity, and the impact of
: aging on their biological properties’*. To circumvent these limitations, new sources have been explored to isolate
: MSCs. In particular, neonatal tissues-derived MSCs harbor several advantages over adult MSCs: the procurement
: procedure is painless and noninvasive, and these cells have a higher proliferation capacity than adult MSCs".
. Moreover, neonatal MSCs seem to express pluripotent markers and do not display the same effects of aging
. observed in cells from adult donors®. The absence of ethical constraints and the considerable potential of neonatal
i MSCs for expansion have thus raised new hopes for the development of stem cell therapies, with the possibility of
: industrialization in good manufacturing practices (GMP) conditions’.
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Various neonatal tissues have been described to isolate MSCs in horse, including umbilical cord blood
(UCB-MSCs)*!!, umbilical cord matrix (UCM-MSCs), commonly referred as “Wharton’s jelly”'?, amniotic tis-
sue'?, or placenta'. Such cells meet the standards recommended by the International Society of Cellular Therapy
(ISCT) for MSCs", including plastic adherence, multilineage differentiation potential, and a particular immu-
nophenotype. Nonetheless, these standards have been established following a scientific consensus based on
results mainly obtained from human BM-MSCs, and do not predict the clinical potency of the cells'c.

This is particularly true when considering the use of MSCs to develop a tissue-engineered cartilage substitute.
It is widely accepted that neonatal MSCs are able to differentiate toward the chondrogenic lineage in vitro, but the
choice of the most suitable MSCs source for cartilage tissue-engineered remains difficult. In the equine model,
different groups reported the production of a cartilage neosubstitute using bone marrow-derived MSCs cultured
in 3 dimensional (3D) models'”-*°. Nevertheless, only few studies explored the chondrogenic differentiation abil-
ity of neonatal equine MSCs. More informations were obtained from researches performed on human neonatal
MSCs. While the chondrogenic ability of UCB-MSCs has been largely reported*”?, less consistent informations
were available on the chondrogenic differentiation of UCM-MSCs, with divergent results?*°. This demonstrates
the need to develop further experimental assays that may help to define the better source for cartilage tissue engi-
neering both in human and horse models.

Chondrogenesis is a multiparametric differentiation process dependent on the cellular microenvironment®.
The commitment of cells to this lineage requires particular conditions, and development of the chondrogenic
lineage is closely related to hypertrophic chondrocyte maturation and osteogenesis, as during endochondral ossi-
fication in embryonic development®. The successful differentiation of MSCs into chrondrocytes is dependent on
1-a three-dimensional (3D) network?, 2- a particular cocktail of chondrogenic growth factors®, 3- an hypoxic
environment’’. A subtle regulation of all these parameters is required to produce a specific hyaline cartilage
extracellular matrix (ECM).

We have previously shown that human UCB-MSCs cultured in a three-dimensional (3D) sponge of type I/
III collagen with transforming growth factor 1 (TGF-81) and bone morphogenetic protein 2 (BMP-2) can gen-
erate a hyaline-like extracellular matrix of potential value for tissue engineering™. To gather further information
about the potential of neonatal MSCs for cartilage tissue generation, we carry on new investigations with equine
UCM- and UCB-MSCs and compare their ability to generate a hyaline like cartilage. Following a systematic char-
acterization of the cells according to the ISCT recommendations, UCM- and UCB-MSCs were cultured under a
standardized chondrogenic differentiation process, including a 3D cell culture model and BMP-2/ TGE-31 (BT)
stimulation for 28 days. The influence of hypoxic condition was also evaluated for the first time on equine neona-
tal MSCs lineage commitment. Our data showed significant differences in the capacity of UCB- and UCM-MSCs
to differentiate toward the chondrogenic lineage. Furthermore, our results suggest that, unlike BM-MSCs, low
oxygen tension do not improve the chondrogenic differentiation of neonatal MSCs. These data could help to
design strategies for improving cartilage tissue engineering.

Results

UCM- and UCB-MSCs characterization. UCM- and UCB-MSCs display a fibroblastic-like appearance,
hallmark of MSCs populations (Fig. 1A). Growth rates of both MSCs populations were investigated over 15
consecutive passages in vitro, when feasible. Our results showed that UCM-MSCs have a higher proliferation
capacity than UCB-MSC:s (Fig. 1B,C). Only two samples of UCB-MSCs expanded during at least seven passages.
Immunophenotyping of both UCM- and UCB-MSCs showed a similar profile for the following markers: CD90+-/
CD44+/CD29+/MHC2—/CD45— (Fig. 1D). The multipotency of UCM- and UCB-MSCs was assessed by induc-
ing differentiation into adipocytes, osteoblasts and chondrocytes in monolayer cultures in specific differentiation
media (Fig. 1E). Both UCM- and UCB-MSCs displayed commitment into the adipogenic lineage, as assessed by
the presence of a large number of lipid droplets stained with O red oil. Osteogenic differentiation was evaluated by
staining the calcium phosphate deposits with Alizarin red S. Intense labeling was observed in UCM-MSCs stim-
ulated with the osteogenic medium, while results were more heterogeneous with UCB-MSCs, as several cell lines
detach from their support during the induction, impeding a valuable interpretation of the results. Chondrogenic
differentiation was assessed by Alcian blue staining after 21 days of differentiation. UCB-MSCs express sulfated
ECM colored by Acian blue. UCM-MSCs show also a comparable positive coloration to Alcian Blue, however the
latter being localized at intracellular level.

Chondrogenic differentiation treatment induces a differential mMRNA expression profilein UCM
and UCB-MSCs. The potential of UCM- and UCB-MSCs to be used in cartilage tissue engineering was fur-
ther evaluated by seeding them in type I/III collagen scaffolds in a culture medium containing BMP-2 (50 ng/ml)
and TGF-81 (10 ng/ml) (referred as BT condition here after). A time course analysis of the expression of 11
genes encoding chondrogenic, osteogenic and hypertrophic markers was performed by RT-qPCR at 7, 14, 21
and 28 days. Major differences in expression profile following stimulation with the chondrogenic medium were
observed between UCM- and UCB-MSCs (Fig. 2). While the expression of the chondrogenic markers Col2al,
Acan and Sox9 increased during the differentiation protocol, only few inductions were observed in UCM-MSCs.
These results implicate a strong difference in cellular responses of both neonatal MSCs sources confirmed by
macrospocical analysis at 28 days of chondrogenic differentiation (Fig. 2). Here, BT condition has been compared
to Incomplete chondrogenic medium condition which represents a control culture condition without the stimu-
lation by growth factors (referred as ICM condition here after). Following 28 days of BT treatment, UCB-MSCs
produced a hydrated, nacreous tissue resembling cartilage, while UCM-MSCs showed a contracted appearance.

Strong expression of cartilage-specific markers after chondrogenic differentiation for UCB-MSCs,
but not for UCM-MSCs. To evaluate the chondrogenic potential of both MSCs sources, we focused on
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Figure 1. UCM-MSCs have a higher proliferation rate than UCB-MSCs. (A) Morphological aspect of
UCM-MSCs and UCB-MSCs during monolayer cell culture at P3 observed by phase-contrast microscopy
(magnification x 10). (B) Samples characteristics. This table recapitulates the number of independent
cryopreserved UCM- and UCB-MSCs vials received for analysis, and the number of samples evaluated for
each passage. (C) Proliferation characteristics of UCM- and UCB-MSCs upon successive passages. This graph
represents the doubling time (h) of UCB-MSCs and UCM-MSCs cultured up to P13. Samples with doubling
time above 400 h were systematically excluded from the representation, these samples being considered as
non-proliferating. A statistical analysis was realized to compare the proliferation potential of UCM- and
UCB-MSCs using multiple comparison two-way ANOVA test (**p < 0.01) when the number of samples was
appropriated (from P2 to P7). (D) Flow cytometry graph analysis of representative samples of UCM-MSCs and
UCBM-MSCs. Recapitulative table of mean values and standard deviation is presented for CD-45, MHC-1,
MHC-2, CD-90, CD-29 and CD-44. (E) UCB-MSCs and UCM-MSCs multilineage évaluation. UCM-MSCs
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and UCB-MSCs were induced in adipogenic, osteogenic and chondrogenic lineage by using specific induction
media. ECM mineralization was demonstrated by alizarin red S staining. Lipid droplets in the cytoplasm are
highlighted by oil red O staining and sulfated matrix observed during chondrogenesis was evidenced by alcian
blue staining. A representative example from seven samples for UCM-MSCs and five samples for UCB-MSCs
are shown (magnification: x10 and x 20).

the gene expression at the end of chondrogenic differentiation, at 28 days compared to undifferentiated cells
cultured in monolayer (2D). Quality of the de novo synthesized ECM was evaluated by molecular analyses, using
healthy equine chondrocytes as reference. Analysis of the chondrogenic markers expression after BT protocol
showed large differences between the two MSCs populations. UCB-MSCs displayed strong expression of the
chondrocyte markers Col2al, Acan and Sox9 compared to monolayer basal condition (2D) (1043-fold, 72-fold
and 3-fold induction, respectively). Interestingly, mRNA levels of these chondrogenic markers were similar in dif-
ferentiated UCB-MSCs and in primary culture of equine chondrocytes. By contrast, only a moderate induction of
Acan expression was observed in UCM-MSCs following treatment (13-fold induction) whereas Col2a1 and Sox9
expressions were not modulated by treatments compared to 2D condition (Fig. 3A).

The functional Col2a1/Collal ratio was increased in both types of neonatal MSCs following differentiation,
respectively 133-fold for UCB-MSCs and 9-fold for UCM-MSCs (Fig. 3B).

Chondrocyte hypertrophic markers expression was also evaluated following the differentiation process.
Results showed that Mmp 13 mRNA expression is upregulated only for ICM condition in both MSCs sources in
comparison to the 2D condition (9-fold for UCM-MSCs and 1429-fold for UCB-MSCs). Col10a1 mRNA levels
were unaffected by the experimental conditions and remained lower than Col10al mRNA relative levels in eAC
(Fig. 3C). High Col10al mRNA steady-state amounts after post-enzymatic isolation of PO eAC could be explained
by the presence of hypertrophic chondrocytes in the sample during cartilage biopsy and chondrocytes isola-
tion. However, as previously described, Col10al mRNA decreases progressively after few cell passages probably
because of the instability/death of the hypertrophic phenotype in monolayer cell culture (Rakic et al.*?).

We paid a particular attention to the expression of osteogenic markers, to evaluate if our differentiation pro-
cess may induce MSCs into another lineage (Fig. 3D). Results showed an increase of mRNA levels for Alpl in
UCM-MSCs and UCB-MSCs (6-fold and 205-fold induction, respectively), while opposite results were observed
for other markers. Collal, Spp1, S-Glap and Htral were downregulated in UCM-MSCs (respectively by 4-, 5-,
5- and 1-fold) and Collal, Spp1and Htral were upregulated in UCB-MSCs (respectively by 16-, 63- and 5-fold).
For Runx2, this transcriptional factor implicated in hypertrophy and osteogenesis, BT treatment induce its tran-
scription only in UCB-MSCs compared to 2D condition (by 2-fold).

Finally, a comparative analysis of relative mRNA levels after 28 days of chondrogenic differentiation confirmed
the stronger expression of chondrogenic markers in UCB-MSCs than in UCM-MSCs, from a quantitative point
of view (Fig. 3E). After 28 days of chondrogenesis, comparative analysis between UCM-MSCs and UCB-MSCs
shows a significant overexpression of the chondrogenic markers in UCB-MSCs in comparison to UCM-MSCs
(respectively 3 x 10°-, 11- and 44-fold more for Col2a1, Acan and Sox9). Here, Mcam, encoding the CD146
surface marker and considered as a multipotency predictor was also quantified. No significant difference was
observed in the Mcam expression at the end of differentiation between UCM- and UCB-MSCs. Interestingly, the
mRNA levels of the osteogenic markers (Bglap and Spp1), deregulated during UCM-MSCs differentiation, were
expressed at comparable level in UCM- and UCB-MSCs at 28 days of BT treatment. This last result implicates that
osteogenic markers could be highly expressed at undifferentiated state in UCM-MSCs compared to UCB-MSCs.

Western blots were performed to evaluate the protein levels for some of these markers and results were com-
pared to healthy equine articular cartilage samples (Fig. 4). Despite the observed lack of increase in relative levels
of Col2al mRNA in response to BT treatment in UCM-MSCs, the mature type II collagen protein was detected
after seven days of incubation (Fig. 4A). However, no further increase in the levels of this protein was observed
in subsequent days, right up until the end of BT stimulation, after 28 days of culture. UCM-MSCs synthesized an
immature form of type I collagen. BT treatment induced the maturation of this form, but the global level of type
I collagen seems to decrease during the 28 days of cell culture both in ICM and BT conditions (Supp. Figure 1).
High levels of Htral, which is involved in matrix mineralization®*, were induced by 3D cell culture with or with-
out BT treatment, throughout chondrogenic differentiation.

High levels of ECM synthesis were induced by treatment of UCB-MSCs with chondrogenic factors (Fig. 4B).
This induction made it possible for use to load much smaller amounts of protein extract onto SDS-PAGE gels
(once sixth the amount) to evaluate more correctly signal differences in the intensity (Fig. 4C). The use of less
than 2.5 ug UCB-MSCs protein for SDS-PAGE led to aloss of the peroxidase signal for some of the antibodies
used in the analysis, in particular for reference proteins. Type II procollagen (Pro) was found to be overexpressed
after chondrocyte differentiation, on gels loaded with 2.5 ug protein. Type II procollagen with C-terminal or
N-terminal propeptide deletion (the Pc and Pn forms, respectively) was also produced by UCB-MSCs treated
with BT. Nevertheless, low levels of the mature form of type II collagen were detected. In parallel, high levels
of type I collagen were observed. BT treatment induced the maturation of this collagen isotype, as the amount
of the procollagen form seemed to decrease with treatment time, suggesting a likely blockade of type I colla-
gen synthesis. By contrast, Htral expression, which was induced by 3D culture, was inhibited by BT treatment
in UCB-MSCs, but not in UCM-MSCs. Chondrogenic medium induced higher levels of ECM production in
UCB-MSCs than in UCM-MSCs, as shown by SDS-PAGE for equal amounts of protein. For both MSCs sources,
no type X collagen has been detected (Supp. Figure 2).

UCB-MSCs express ahyaline-like cartilage ECM under BT treatment, whereas UCM-MSCs do not.
Following treatment under chondrogenic, osteogenic and adipogenic differentiation protocols, tissue substitutes
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Figure 2. Strong differences between UCM-MSCs and UCB-MSCs in gene expression during chondrogenesis.
Chondrogenesis was induced in UCM-MSCs and UCB-MSCs by culturing the cells in 3D scaffolds under BMP-2
and TGF-31 treatment. The time-course monitoring of chondrogenic (Col2a1, Acan, Sox9), hypertrophic (Mmp13,
Col10a1) (upper panel) and osteogenic markers (Collal, Alpl, Htral, Spp1, Runx2 and Bglap) (lower panel) were
assessed at 7, 14, 21 and 28 days post-treatment. At each time point, the mRNA levels of each transcript were
normalized to the mRNA levels of the housekeeping gene. Relative expression of each gene was compared to

the expression of the control (D0) set at 1. Small dots represent the distribution of the values measured for the 5
independent samples at each time. The images below the graphs represent the macroscopical appearance of the
neo-tissue substitute following 28 days under the chondrogenic regimen (BT treatment).

were processed for histological evaluations. Differentiated UCB-MSCs showed intense Alcian blue and O-safranin
labeling, while a moderate staining was observed for UCM-MSCs. In some UCM-MSCs substitutes, ECM min-
eralization was observed, as assessed by Alzarin red staining (Fig. 5).
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Figure 3. Differential expression of chondrogenic and osteogenic markers for UCM-MSCs and UCB-MSCs
after chondrogenic differentiation in type I/III collagen scaffolds. UCM-MSCs and UCB-MSCs were cultured
in type I/III collagen scaffolds and normoxia for 28 days in incomplete chondrogenic medium (ICM) or

ICM supplemented with BMP-2 (50 ng/ml) and TGF-£1 (10 ng/ml) (BT). Relative nRNA amounts encoding
chondrogenic markers (A) (Col2al, Acan and Sox9), hypertrophic markers (C) (Col10a1 and Mmp13)

and osteogenic markers (D) (Collal, Alpl, Spp1, Htral, Runx2 and Bglap) were determined by RTqPCR.

The functional Col2a1/Collal ratio was presented in (B) mRNA extracts obtained from equine articular
chondrocytes (eAC) released from cartilage after overnight enzymatic digestion and equine PO osteoblasts (eO)
were used as controls. Monolayer cultured MSCs (2D) were used as undifferentiated cells control. All results for
each MSCs source were normalized versus untreated MSCs incubated during 1h in type I/III collagen scaffolds
at 37°C and presented as the relative expression of each gene. Box-plots represent five independent experiments
for each MSCs source. Statistically significant differences were determined using the Mann-Whitney test. *:

2D versus other conditions (*p < 0.05, **p < 0.01). §: ICM versus other conditions (°p < 0.05, %%p < 0.01).

(E) Steady-state levels of mRNA expression in UCB-MSCs and UCM-MSCs after 28 days of chondrogenic
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differentiation in BT condition were compared by RTqPCR. All results were normalized versus undifferentiated
sample of one UCM-MSCs sample, and presented as the relative expression of each gene. Box-plots represent
five independent experiments and statistically significant differences were determined using the Mann Whitney
test by comparison of UCM-MSCs versus UCB-MSCs *:(*p < 0.05, *¥p < 0.01).

UCB-MSCs and UCM-MSCs differ not only in chondrogenic properties, but also inintrinsic char-
acteristics. Based on the previous results showing contrasting results of UCM- and UCB-MSCs in response
to chondrogenic stimulation, a more accurate evaluation of both MSCs populations in steady-state conditions
was carried out (Fig. 6). Results showed significant differences between both cell types at basal level (Fig. 6A).
UCB-MSCs express higher levels of chondrogenic markers than UCM-MSCs (respectively 2500-, 2- and 15-fold
more for Col2al, Acan and Sox9), while the osteogenic marker SppI was significantly more expressed in UCM-
than UCB-MSCs (55-fold difference) (no difference in gene expression was observed for Alpl Collal and Bglap).
Mcam, was also more strongly expressed in UCB- than in UCM-MSCs (8-fold difference).

At the protein level, in a longitudinal study of 8 different samples of neonatal populations (Fig. 6B), basal
level of type II collagen seems to be higher in UCB- than UCM-MSCs. Higher expression of type I collagen was
found in UCM-MSCs compared to UCB-MSCs. Interestingly, osteocalcin protein levels were much higher in
UCM-MSCs than in UCB-MSCs. Another major difference between the MSCs from these two different sources
was the overexpression of the osteochondral transcription factors Sox-9 and Runx-2 in UCB-MSCs compared to
UCM-MSCs.

Hypoxia inducesa time-dependent effect on transcript expression profile in UCM- and UCB-MSCs
during chondrogenesis induction.  Hypoxia is known to affect positively the chondrogenic differentiation
of BM-MSC:s in vitro. This parameter has not yet been evaluated in equine UCB- and UCM-MSCs. Gene expres-
sion of chondrogenic markers has been compared in UCB- and UCM-MSCs cultured in BT condition under
normoxia and hypoxia for 28 days. Molecular analysis showed that hypoxia did not induce significant difference
in gene expressions for the selected genes (Fig. 7). Only Htral showed a significant modulation of expression in
UCM-MSCs under hypoxia (5-fold increase in hypoxia).

To evaluate if hypoxia may nonetheless exert some effect throughout the chondrogenesis process, a
time-course gene expression analysis was realized. Results showed that hypoxia may induce various effects
between UCM- and UCB-MSCs throughout the differentiation process, but not conclusive (Fig. 7B and Supp.
Figures 3, 4). These data are summarized in Fig. 7B, in which we classified the significant results for comparisons
between hypoxia and normoxia at the same time points [Positive or negative regulation p < 0.05 (Hypoxia(t) versus
Normoxia(t))] (strong effect) and between hypoxia at the end of the study and seven days of normoxia [Positive
regulation p < 0.05 (Hypoxia(t) versus Normoxia(7 days))] (weaker effect). During our 3D cell culture model,
UCM-MSCs and UCB-MSCs responded differently to hypoxia, in ICM or BT conditions. These differences were
gene- and time-dependent, with opposite results between UCB- and UCM-MSCs in some cases.

Hypoxia seems to have also an implication in chondrogenic differentiation without the use of growth factors
(Fig. 7B,C and Supp. Fig. 4). At the end of cell culture, hypoxia condition induced an increase of Sox9 expression
and Col2a1/Collal ratio (respectively 2-fold and 21-fold for Sox9 and Col2a1/Collal ratio at 28 days in hypoxia
condition compared to 28 days in normoxia condition).

Hypoxia seems also able to repress Alpl expression during UCB-MSCs chondrogenesis (57-fold decreased in
hypoxia condition compared to normoxia condition at 14 days) (Supp. Fig. 3).

Hypoxia decreases the amount of hyaline-cartilage ECM synthesized by UCB-MSCs. A histo-
logical analysis of the newly synthesized ECM produced by neonatal MSCs was performed after chondrogenic
differentiation in different oxygen concentrations (Fig. 8). Oxygenation conditions had only minor effects on the
new tissue synthesized from UCM-MSCs. They synthesized a highly diffuse ECM with a low glycosaminoglycan
content and low levels of matrix mineralization under BT treatment in normoxia. The synthesis of this ECM was
further reduced by incubating the cells in hypoxia.

Hypoxia affected all samples of UCB-MSCs subjected to histological analysis. It seemed to decrease ECM syn-
thesis and resulted in a more diffuse and heterogeneous ECM than observed in BT-normoxia conditions. As ECM
was already poorly mineralized in normoxia, it was difficult to detect an effect of hypoxia on calcium deposits,
although such an effect was observed in some cases (Fig. 8A).

These results were confirmed by western-blot analyses of collagen levels. Total collagen synthesis was
decreased by hypoxia during the differentiation of UCB-MSCs (Fig. 8B). Similar decreases were observed for
both type I and type II collagen. Thus, the lower levels of ECM synthesis in hypoxia were not associated with a
change in ECM quality. UCM-MSCs synthesized only very small amounts of ECM under BT conditions; we did
not highlight an effect of hypoxia at protein level for this neonatal MSCs source (Supp. Fig. 5).

Discussion

There are great hopes for the use of MSCs in regenerative medicine and, particularly, in tissue engineering, due
to their cellular plasticity and numerous biological properties. In the engineering of both horse and human car-
tilage tissues™, MSCs may supplant chondrocytes for matrix-induced autologous chondrocyte implantation
(MACI), thereby overcoming the medical and cellular limitations associated with the need for cartilage biopsy
and chondrocyte amplification®. In particular, neonatal MSCs appear as a valuable alternative to develop cell-
and tissue-based products. Clarification of their biological properties is required before their therapeutic use can
be considered. In this study, we aimed at evaluating the properties of 2 neonatal tissues-derived MSCs from horse,
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Figure 4. Protein analysis of UCM-MSCs and UCB-MSCs after chondrogenic differentiation. UCM-MSCs
and UCB-MSCs were cultured in type I/III collagen scaffolds in normoxia during 7, 14, 21 and 28 days in ICM
supplemented with BMP-2 (50 ng/ml) and TGF-81 (10ng/ml). Protein extracts were analyzed in western-blots
for type II collagen, type I collagen and Htral. Representative blots of UCM-MSCs (n =5) (A) and UCB-
MSCs (n=3) (B and C) are shown. (C) 2.5pg of protein extracts were used for the western-blot of UCB-MSCs
samples in order to enhance signal accuracy. The blots presented come from 2 independent experiments and
the figure has been composed from 3 western-blots, each coming from one gel. Different levels of type I and
type I collagen maturation forms are indicated such as type II procollagen (pro), without C- or N- terminal
propeptides (Pc/Pn) and the mature doubly cleaved form (mat).
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based on conventional characterization (ISCT recommendations). Moreover, we investigated the chondrogenic
differentiation potential of both UCM- and UCB-MSCs for their use in tissue engineering.

While equine UCM- and UCB-MSCs share the common characteristics usually reported for MSCs, we were
able to maintain UCM-MSC:s proliferation in culture for longer period than UCB-MSCs. Most of UCB-MSCs
samples stop proliferating after 4 passages. These results reveal an heterogeneity among UCB-MSCs strains, as
only 4 of the samples have been maintained for at least 4 passages and 3 for 5 passages in culture. Only one
UCB-MSCs sample has been grown up to 13 passages (data not shown), while UCM-MSCs could be reproducibly
maintained up to 13 passages. This difference of proliferative profile could be explained either by intrinsic differ-
ences among the biological sources, or by different cell responses for the same culture process, potentially better
adapted to UCM-MSCs. Higher batch to batch consistency with UCM-MSCs suggest that these cells might be
more resistant to the stress induced by shipping and/or freeze/thaw steps. Nevertheless, their heterogeneity and
the difficulties to maintain UCB-MSCs in cell culture does not seem to affect their much higher chondrogenic

otential.

. When considering equine UCM- and UCB-MSC:s for their specific use in cartilage tissue regeneration, major
differences were observed between both cell populations. Following the differentiation process, molecular anal-
ysis of UCB-MSCs showed strong expression of chondrogenic markers (Col2a1, Acan, Sox9), while these genes
were poorly induced in UCM-MSCs. Furthermore, histological analysis showed that UCB-MSCs produced
an abundant ECM composed of type II collagen and sulfated GAGs, while UCM-MSCs express only a limited
amount of ECM. To rule out the possibility that our culture conditions or 3D collagen scaffold model was not
suitable to induce chondrogenic differentiation of UCM-MSCs, conventional methods (including micro-pellet
and hanging drop models)*” were further evaluated. None of the different chondrogenic conditions tested pro-
motes substantial cartilage-specific markers expressions by UCM-MSCs (Supplementary Figs S6-S8).

If we focus on the UCB-MSCs chondrogenesis, no mineralization has been observed in the neo-cartilage and
type X collagen transcript and protein seem to be expressed at very low amounts during this differentiation in
normoxia. Nevertheless, overexpression of Runx2, Spp1, Alpl and type I collagen seems to indicate an hypertro-
phy of MSCs and a possible osteochondral ossification. The weak expression of Htral protein during UCB-MSCs
chondrogenesis seems to corroborate these results even if no induction of Mmp13 transcription was observed.
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Figure 5. Histological analysis of the neo-tissue substitute generated by UCM-MSCs and UCB-MSCs after
chondrogenic stimulation. UCM-MSCs and UCB-MSCs were cultured in type I/III collagen scaffolds at 21% O,
during 28 days in ICM supplemented with or without BMP-2 (50 ng/ml) and TGF-£31 (10 ng/ml). Chondrogenic
and/or osteogenic ECM was analyzed by alcian blue, O-safranin and alizarine red S stainings. A representative
example from four samples for UCM-MSCs and three samples for UCB-MSCs is shown (magnification: x10,
scale bar: 500 um).

Indeed, in addition to Mmp-13 and Mmp-10 up-regulation, cartilage hypertrophy events could induce a deep
remodeling of the ECM by protease expression and activation that may lead to the formation of bone collar®.
Then, Mmp-9 and Mmp-14 will ensure the removing of the bone collar which is replaced by a bone specific ECM.

Recently, HTRA1 was described as a catabolic and transition actor of hypertrophy and ECM remodeling. Its
expression and activity can regulate Mmp-13 expression, hypertrophic commitment and the mineralization of
the early bone ECM**-*!. Strategies targeting Htral activity or expression could be relevant. Indeed, this serine
protease could be involved in the MSCs lineages and could play a key role in the chondrogenesis and the MSCs
behavior®*#2%3, To better characterize the differentiation status of UCB-MSCs, protease activity and/or zymo-
graphic analyses and/or protease inhibitor assays need therefore to be considered in future experiments.

Hypertrophic cartilage represents a transition tissue at the frontier of an hydrated/viscoelastic tissue and a
calcified/mineralized cartilage matrix. During embryonic and post-natal development, hypertrophic chondro-
cytes participate to remove the limb cartilage pattern and assist the endochondral bone formation®®. Concerning
articular cartilage tissue engineering, if cartilage hypertrophy happens, this will lead to an imperfect neo-cartilage
substitute which can lose its biomechanical properties and generates an instable tissue after implantation. Indeed,
chondrocyte hypertrophy can also promote cell apoptosis and decellularization of the tissue with the association
of reactive oxidative species release. Furthermore, an hypertrophic tissue could provide a place for vascularization
which impairs the general integrity of the implanted articular cartilage*:.

The limitation of the hypertrophic commitment in the mature chondrocyte represents a real challenge and,
in this case, the control of the proximal microenvironment is a critical parameter to stabilize the articular chon-
drocyte phenotype. Terminal differentiation of the chondrocyte is mediated by several molecular actors and
Runx2 is a major one*’. By contrast to the normal chondrogenic differentiation, its expression was up-regulated
in UCB-MSCs in our experiments. One way to inhibit Runx2 could be the activation of the hypoxia inducible
factor-1 alpha (HIF-1a). Whereas the 3-5% O, hypoxic culture inhibits Alpl transcription during UCB-MSCs
chondrogenesis in our experiments, it is not enough to repress Runx2 expression. This Runx-2 repression could
be obtained by lowering the oxygen concentrations near to 1% or by cobalt chloride treatment which is able to
induce a Runx-2 transinhibition by an effective HIF-1« activation*¢. Another solution to inhibit this terminal
differentiation of the chondrocytes could be to increase the cell density for the chondrogenic commitment*.

Molecular analysis of chondrogenic and osteogenic markers in undifferentiated UCM- and UCB-MSCs
showed that these cells have different molecular expression patterns in basal condition. UCM-MSCs express
higher levels of the osteogenic markers Spp1 (the gene encoding the osteopontin protein) and osteocalcin which
suggest a possible early osteogenic commitment. UCB-MSCs, on the other hand, significantly overexpress the
osteochondral transcription factors Sox-9 and Runx-2. This could be potentially associated with their greater
tendency to differentiate into mature cells of the osteochondrogenic lineage®. Interestingly, Mcam, encoding the
melanoma cell adhesion molecule (CD-146) was only expressed in UCB-MSCs. This marker has been described
as a predictive multipotency marker of particular relevance in chondrogenic differentiation*s*°. Altogether,
these data suggest that UCB-MSCs are able to differentiate toward the chondrogenic lineage, while UCM-MSCs
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Figure 6. Comparison of the osteo-chondrogenic markers expression between UCM-MSCs and UCB-MSCs

in longitudinal study. UCM-MSCs and UCB-MSCs were cultured in monolayer to sub-confluence. Steady-

state levels of mRNA expression in UCB-MSCs and UCM-MSCs were compared by RTqPCR. All results were
normalized versus undifferentiated sample of one UCM-MSCs sample, and presented as the relative expression
of each gene. Box-plots represent five independent experiments and statistically significant differences were
determined using the Mann Whitney test by comparison of UCM-MSCs versus UCB-MSCs *: *p < 0.05,

##p < 0.01. (B) Four samples of monolayer cultured MSCs for each MSCs sources (numbers 1 to 4) were
compared at protein level by western-blot analysis of types I and II collagens, osteocacin, Sox-9 and Runx-2. The
images presented correspond to a western-blot including 2 gels.

chondrogenesis seems to be limited. Interestingly, low expression of mature type II collagen protein was observed
in UCM-MSCs after 7 days of differentiation. This chondrogenic marker expression could be due to a small pop-
ulation of chondroprogenitors within UCM-MSCs, which is not enough to synthesize significant amount of hya-
line ECM. In fact, we supposed that differences observed between UCM-MSCs and UCB-MSCs could be caused
by different proportions of cell progenitors in the native MSCs populations. Deep analysis of this intra-population
heterogeneity could provide a better characterization of the different MSCs sources and their more efficient use
in clinical applications™.

Overall, our results showing a limited commitment of UCM-MSCs towards the chondrogenic lineage confirm
the findings of Islam et al.*' reporting a poor chondrogenesis of UCM-MSCs, when using a multiple quantitative
approach for measuring genes and proteins. These results are nonetheless in contradiction with other groups
reporting the use of UCM as a suitable source for cartilage tissue engineering**~***?-**, Divergent outcomes
between groups may be due to many factors, in particular to the isolation and handling techniques of MSCs, the
culture methods, and the treatments used to induce chondrogenesis.

A plausible explanation could be also that umbilical cord includes an heterogenous composition of MSCs
which could drastically affect the nature of MSCs populations isolated from the whole tissue. This reasoning can
be corroborated by the study of Sarugaser et al.>*, who observed a high heterogeneity in the location of CD146-+
cells in the umbilical cord structure. These cells called Human Umbilical Cord PeriVascular (HUCPV) cells are
predominantly localized close to the vascular system of the umbilical cord. These studies and our work seem to
indicate that the cord matrix should not be considered as a whole for clinical application but as an heterogenous
tissue.
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Figure 7. Differential gene expression modulation under hypoxia during a kinetic chondrogenic differentiation
of UCM-MSCs and UCB-MSCs. UCM-MSCs and UCB-MSCs were cultured in type I/III collagen scaffolds
at21% or 3-5% O, during 7, 14, 21 and 28 days in ICM supplemented with BMP-2 (50 ng/ml) and TGF-£1
(10 ng/ml). Relative mRNA expression was determined by RTqPCR. All results for each MSCs source were
normalized versus untreated MSCs incubated during 1h in type I/III collagen scaffolds at 37 °C and presented
as the relative expression of each gene. (A) Effect of hypoxia on chondrogenic differentiation after 28 days of
culture in the presence of growth factors. (B) Summary of the relative effects of hypoxia on different genes
expression: differential time-dependent profile between MSCs sources and upon growth factors treatment.
Manual classification of mRNA expression variation by hypoxia was realized by taking into account only the
significant results between hypoxia versus normoxia at the same time of measurement or between hypoxia
versus normoxia at 7 days. (C) Col2a1/Collal ratio (Q-Ratio) was presented for UCB-MSCs cultured in ICM.
Box-plots represent five independent experiments for each MSCs source. Statistically significant differences
between normoxia and hypoxia conditions were determined using the Mann Whitney test. *: Hypoxia versus
normoxia at the same time (*p < 0.05, **p < 0.01).

Hypoxia plays a major role in cartilage and chondrocyte physiology. We previously showed that hypoxia
enhances chondrogenesis and hyaline-like ECM synthesis in human BM-MSCs*. Hypoxia is involved in the
inhibition of the terminal differentiation of chondrocytes®, and in MSCs physiology as it is a key microenvi-
ronmental parameter®®*”. Our results showing an inhibition of Alplin UCB-MSCs during chondrogenesis in
hypoxia corroborate these previous data. Nevertheless, while hypoxia did not induce a significant difference in
gene expression of chondrogenic markers in differentiated UCB-MSCs, it reduces ECM synthesis. Only Sox9
expression is overexpressed under hypoxia. This can be explained by the affinity of Hif- 1« to consensus sequences
in the promoter of the Sox9 gene. This relation between Sox-9 and hypoxia is essential to the pre-chondrogenic
induction under low oxygen conditions*®.

Concerning our MSCs comparison, long-term hypoxia incubation during chondrogenesis of both types of
neonatal MSCs induces variable cellular responses and confirm the differential regulation between both the MSCs
sources. Hypoxia predominates in hematopoietic stem cell niches** and may regulate the therapeutic properties
of MSCs*. However, hypoxia has not clearly been involved in chondrogenesis of neonatal MSCs. Indeed, unlike
bone marrow niche that maintains stem cells in a quiescent state through an hypoxic environment, MSCs in the
cord blood evolve in a normoxic environment. For example, in the arterial umbilical cord blood, oxygen satura-
tion is near to 99%°'. Conversely, oxygen distribution is diffused across a gradient according to the proximity of
the vessels in the UCM. This difference of in vivo microenvironment for both neonatal MSCs could explain the
variations observed during the chondrogenic assays under hypoxic condition.
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Figure 8. Hypoxia influence on the nature of the matrix newly synthesized by UCB-MSCs under BT treatment.
UCB-MSCs were cultured in type I/III collagen scaffolds at 21% or 3-5% O, during 7, 14, 21 and 28 days in
ICM supplemented with BMP-2 (50 ng/ml) and TGF-£31 (10 ng/ml). (A) The qualitative nature of the ECM was
evaluated by alcian blue, O-safranin and alizarine red S stainings. A representative example from four samples
for UCM-MSCs and three samples for UCB-MSCs are shown (magnification: x 10, scale bar: 500 um). (B)
Protein extracts were analyzed in western-blots for type I and type collagens. Representative blots of UCB-
MSMs (n=3) are shown. The blots come from one experiment and a western-blot from 1 gel. 2.5 ug of protein
extracts were used for SDS-PAGE of UCB-MSCs samples to improve signal accuracy. Different levels of type
ITand type I collagen maturation forms are indicated such as type IT procollagen (pro), with only C- or N-
terminal propeptides (Pc/Pn) and the mature doubly cleaved form (mat).

As previously reported, 3D-chondrogenesis of UCB-MSCs is more efficient when cultures are first placed
in normoxia®, while hypoxia allows chondrocyte phenotype stabilization, as confirmed in our work by a
down-regulation of the osteogenic and hypertrophic factor Alpl under hypoxia. Hypoxia stress at the beginning
of the chondrogenesis probably imposes metabolic changes on UCB-MSCs, limiting ECM synthesis. Hypoxia
could have a time-dependent effect on UCB-MSCs lineage commitment and cellular behavior. The long-term cul-
ture of undifferentiated cells in hypoxia before their differentiation may result in cellular metabolism adaptation,
with differential effects on UCB-MSCs chondrogenesis.

This work provides the first extensive evaluation of the chondrogenic potential of equine UCM- and
UCB-MSCs. It is also the first study, to our knowledge, investigating the role of hypoxia in chondrogenesis for
both neonatal MSCs populations. Our results suggest that UCB-MSCs should be preferred over UCM-MSCs for
cartilage generation and highlight the need to take inter-source variability into account for tissue engineering for
therapeutic purposes in both humans and horses. These results also suggest that the native environment of each
type of MSCs should be considered to establish optimal experimental conditions for growing and differentiating
MSCs.

Materials and Methods
Equine mesenchymal stem cell samples. Equine UCM-MSCs and UCB-MSCs were kindly provided by
Vetbiobank Inc. Briefly, neonatal tissues were recovered from selected mare belonging to French National Studs
(IECE, Saumur, France) following parturition in accordance with standard veterinary practice. All procedures
were carried out in accordance with the guidelines put in place by IFCE for animal welfare.

UC samples (n=8) and UCB bags (n =9) were transported under appropriate refrigerated condition to the
laboratory facility into 72 h. Samples processing and cell isolation were performed according to VetbiobanKk’s
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protocols. Cells were grown in a proprietary medium and harvested at passages 1-3. UCB- and UCM-MSCs
were cryopreserved in liquid nitrogen until further use. A microbiological screening was performed on both the
maternal blood and the neonatal tissues.

Culture of equine UCM-MSCs and UCB-MSCs.  MSCs vials were thawed at 37 °C, and cells were grown in
proliferation medium for several passages, with media renewal twice a week. At each passage, cells were trypsin-
ized and counted by trypan blue exclusion assay. Cell proliferation was evaluated using the following equation:

At: time between two passages (h); NO: initial number of cells; Nt: cell number at harvesting; n: number of cell
generations during At; k: number of generations by time units; g: doubling time (h). Doubling times (g) exceeding
400h caused by the rapid loss of cell proliferation were systematically excluded from analysis and considered as
non-proliferating cells.

_ logN, — logh,

k=
At log2 x At

oy
Il
bl Kol

UCB- and UCM-MSCs characterization. Flow cytometry. MSCs at P2 to P4 were harvested, washed
and resuspended in DPBS-sodium azide buffer (0.1%) at a density of 1 x 10° cells/ml. Cells were incubated with
monoclonal antibodies, for 25 min at 4°C in a dark room. Monoclonal antibodies against the following pro-
teins were used: CD-90, CD-44, MHC-1, MHC-2, CD-45 and CD-29 (with mouse anti-human CD90-PE, mouse
anti-human CD44-APC, mouse anti-human CD29-PE (all three purchased from BioLegend), mouse anti-horse
MHCI1-FITC, mouse anti-horse MHC2-FITC, and mouse anti-human CD45-FITC (all four purchased from
ABD Serotec)). Negative control staining was performed with the corresponding conjugated isotype antibodies.
The cells were washed and resuspended in 300 pl D-PBS. Flow cytometry was performed with a BD ACCURI C6
cytometer (BD Biosciences).

Evaluation of MSCs multipotency. We evaluated the chondrogenic, osteogenic and adipogenic differen-
tiation of MSCs from P4 to P6, by specific staining in six-well plates. Chondrogenesis was induced at 70% con-
fluence. MSCs were cultured in differentiation medium consisting of incomplete chondrogenic medium (ICM:
HG-DMEM Glutamax (Thermo Fisher), dexamethasone (1 x 10~7M, Sigma-Aldrich), ascorbic acid-2-phosphate
(50 ug/ml, Sigma-Aldrich), proline (40 ug/ml, Sigma-Aldrich), sodium pyruvate (1nM, Thermo Fisher), insu-
lin transferin selenium (1%, Thermo Fisher)) supplemented with BMP-2 (50 ng/ml, rhBMP-2, inductOs, Wyeth
Europa Ltd) and TGF-881 (10ng/ml, Miltenyi Biotec). The chondrogenic differentiation medium was changed
twice weekly during the 21-day incubation period. Osteogenesis was induced at 70% confluence. MSCs were
cultured in osteogenic medium consisting of MSCs amplification medium supplemented with dexamethasone
(1 x 10~ M), ascorbic acid-2-phosphate (100ng/ml), 8-glycerophosphate (10 mM). The osteogenic medium
was changed once weekly during the 21-day incubation period. Adipogenesis was induced at 50% confluence.
MSCs were cultured in adipogenic medium consisting of LG-DMEM, 1% glutamine, 2% PSF supplemented with
10% rabbit serum (Sigma-Aldrich), dexamethasone (1 x 10-°M, Sigma-Aldrich), 3-isobutyl-1-methyl-xanthine
(0.5 mM), indomethacin (0.2mM) and recombinant human insulin (10 pg/ml). The medium was replaced three
times during the first two weeks and the incubation was prolonged for seven more days. After 17-21 days of
incubation, lipid droplet accumulation became visible. For each differentiation, MSCs cultured in amplification
medium were used as negative controls.

At the end of the incubation period, cells were washed twice with DPBS, fixed with 10% formalin neutral
buffer (Sigma-Aldrich) for 10min at room temperature and then washed again with DPBS. Chondrogenesis was
evaluated by staining with 1% alcian blue 1% in 1 M chlorhydric acid 1M (pH = 1) (Sigma-Aldrich). Osteogenesis
was assessed by alizarin red S (pH = 4.1) staining (Sigma-Aldrich) and adipogenesis was evaluated by stain-
ing with 0.3% oil red O in isopropanol (Sigma-Aldrich). Images were acquired with a confocal phase-contrast
microscope.

Chondrogenic differentiation in a 3D scaffold. Collagen scaffolds were manufactured by Symatése
Biomatériaux (Chaponost, France) and used for chondrogenic differentiation. These collagen sponges (100%
collagen, 2mm thick, 5mm in diameter, corresponding to a volume of 0.04 cm®, with a pore size of about 100
pm) consisted of native type I (90-95%) and type III (5-10%) collagens from calf skin. Collagen fibers were
crosslinked with glutaraldehyde to increase their stability, sterilized by 3-irradiation and they displayed no swell-
ing on rehydration.

After MSCs amplification, P3-P6 cells were treated with trypsin, stained with trypan blue, counted and
included in collagen scaffolds. The collagen sponges were seeded with cells by dropping 20l of the cell suspen-
sion onto the scaffold (5 x 10° cells/scaffold) in 96-wells culture plates, drying for 1 h at 37°C under an atmos-
phere containing 5% CO, and then transferring the cells to ICM or ICM supplemented with 50 ng/ml BMP-2 and
10ng/ml TGF-£31 in 24-well plates. For cultures in hypoxic conditions, ICM was pre-equilibrated at 3% O, by
bubbling before the transfer of culture dishes into hypoxic Plas-Labs basic multistation glove box (Sigma-Aldrich)
containing 2-4% O, at 37°C, under an atmosphere containing 5% CO,. MSCs were allowed to differentiate into
chondrocytes for 7, 14, 21 or 28 days and were then harvested for RNA, protein and histochemical analyses. MSCs
incubated for 1h in collagen type I/III scaffolds at 37 °C were used as day 0 controls for these experiments.
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RNA analysis. Total RNA was extracted in Trizol Reagent (Thermofisher) according to the manufacturer’s
instructions. We reverse-transcribed RNA to generate cDNA, using reverse transcriptase (MMLYV, Thermo Fisher)
and oligodT (Eurogentec). RT-qPCR was performed on a StepOnePlus Real-Time system (Thermo Fisher)
by Power SYBR Green PCR (Thermo Fisher). The sequences of the primers used are listed in Supplementary
Table S2. They were purchased from Eurogentec. The $8-actin gene (Actb) was used as an endogenous refer-
ence gene. Relative mRNA levels were determined with StepOnePlus software (Thermo Fisher), by the 2— AACT
method or the standard curve method, depending on the efficiency of amplification for Actb amplification and
each target gene. The results are expressed as the mean for triplicate samples®’.

Protein extraction and western-blots. After treatment, the scaffolds containing the cells were rinsed
once with ice-cold DPBS (PAN- Biotech), frozen, crushed and total protein was extracted in RIPA lysis buffer
supplemented with protease inhibitors. Protein concentration was assessed with the Bradford colorimetric assay
(Bio-Rad). We separated 2.5-15 ug of total protein by electrophoresis in 10% polyacrylamide gels (Bio-Rad)
in denaturing conditions and transferred the proteins onto a polyvinylidene difluoride membrane (PVDF)
(Biorad) with the Trans-Blot Turbo Transfer System (Biorad). Non-specific binding sites on the membrane were
blocked by incubation with 10% non-fat milk powder in Tris-buffered saline supplemented with 0.1% Tween
for 2h. Membranes were incubated overnight at 4 °C with rabbit anti-human type I collagen (Novotec), rabbit
anti-human type II collagen (Novotec), rabbit anti-human type X collagen (Abcam or Sigma-Aldrich), rabbit
anti-human HtrA1 (Millipore), mouse anti-human Sox9 (Santa Cruz Biotechnology), mouse anti-human Runx2
(Santa Cruz Biotechnology), rabbit anti-human osteocalcin (Santa Cruz Biotechnology), rabbit anti-human
GAPDH (Santa Cruz Biotechnology) or rabbit anti-human 8-tubulin (Santa Cruz Biotechnology) antibodies.
The next day, the membranes were washed three times, and incubated with HRP-conjugated goat anti-rabbit
or anti-mouse IgG antibody (Jackson Immunoresearch). For the Western-blots presented in Fig. 4A,B, signals
were visualized with the chemiluminescence method (ECL plus western blotting detection reagent, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) and developed on X-ray films. For the Western-blots presented in Fi. 4C, 6B and 8B signals
were visualized by the chemiluminescence method (Clarity ECL, Biorad) and analyzed on the ChemiDoc Touch
Imaging system with Image Lab Touch software (Biorad). Complete gels and different exposures of cropped pres-
entations are provided in Figs S9-S11.

Histochemical analysis. After 28 days of chondrogenic differentiation in 3D scaffold model, MSCs were
harvested, washed twice in PBS, fixed by incubation in 10% formalin neutral buffer for 8 h at room temperature
and embedded in paraffin. The paraffin blocks were cut into 4 pm-thick sections. The paraffin was removed
by incubation in toluene and the sections were rehydrated by passage through a series of alcohol solutions of
decreasing concentration. For alcian blue staining, deparaffined sections were rinsed in 3% acetic acid, stained
with an alcian blue/3% acetic acid solution (pH = 2.5) (Sigma-Aldrich) and counterstained with Nuclear Fast Red
solution (Sigma-Aldrich). For the analysis of ECM calcification, deparaffinized sections were stained with alizarin
Red S solution (pH=4.1) (Sigma-Aldrich). Sulfated proteoglycans were detected by counterstaining deparaffin-
ized sections with 0.01% Fast Green solution (Sigma-Aldrich) and then incubating in 0.1 safranin-O solution
(Sigma-Aldrich) before washing in absolute ethanol. Stained deparaffinized sections were dehydrated by passage
through a series of alcohol solutions of graded concentrations, cleared in toluene and mounted.

Statistical analysis. All experiments were replicated with cells samples from different specimens. Values
are reported as means = SD or box plots. Statistical analyses were performed with the Mann- Whitney U-test to
assess the significance of differences between the two groups. All statistical analyses were performed with Prism
v6 (Graphpad). P-values < 0.05 was considered to be significant.
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Dose effect of BMP-2 and TGF-B1

BMP-2 (ng/ml) TGF-81 (ng/ml)

2 5
3 10
4 -
[ 5
7 5
8 10
9 10
10 -
1 5
2 10
13 -
14 .
5 5
16 5
7 10
8 10

Supplemental table I: lists of the growth factors concentrations and chondrogenic conditions used

for the screening.

Normoxia

Hypoxia

Chondrogenic conditions for the screening

Treatment

ICM
1 (10 ng/ml) + BMP-2 (50 ng/ml)
TGF-B3 (10 ng/ml)
TGF-B3 (10 ng/ml) + BMP-2 (50 ng/ml)
(500 ng/mi)
Normoxia
(500 ng/ml) + TGF-41 (10 ng/ml) + BMP-2 (50 ng/ml)
(500 ng/ml) + TGF-83 (10 ng/ml)
Stempro +supplement (TermoFisher)
Poietics complete + TGF-B3 (10 ng/ml)
ICM
11 (10 ng/ml) + BMP-2 (50 ng/ml)
TGF-B3 (10 ng/ml)
TGF-B3 (10 ng/ml) + BMP-2 (50 ng/ml)
(500 ng/ml)
Hypoxia
(500 ng/ml) + TGF-1 (10 ng/ml) + BMP-2 (50 ng/ml)
(500 ng/ml) + TGF-33 (10 ng/ml)
Stempro +supplement (TermoFisher)

Poletics complete + TGF-83 (10 ng/ml)
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Gene Primer |sequence 5'-3’

Acth forward | GATGATGATATCGCCGCGCTC
reverse | TGCCCCACGTATGAGTCCTT
forward | TGCCGTGACCTCAAGATGTG

coltal T erse | CGTCTCCATGTTGCAGAAGA

Col2ai forward | GGCAATAGCAGGTTCACGTACA
reverse | CGATAACAGTCTTGCCCCACTT

Coli0a1 forward | GCACCCCAGTAATGTACACCTATG
reverse | GAGCCACACCTGGTCATTTTC

Acan forward | ACACGGATGGTGTCCTCTTC
reverse | CTCAGTCCACGGGTTACGAT

B forward | GCAGTTCCCAAGCATTTCAT
reverse | CACTCTGGCTTTGGGAAGAG

Mmp 13 forward | TGAAGACCCGAACCCTAAACAT
reverse | GAAGACTGGTGATGGCATCAAG

— forward | CAAGAAGGACCACCCGGACTA
reverse | GGAGATGTGTGTCTGCTCCGT

Alpl forward | GACATGACCTCCCAGGAAGA
reverse | GCAGTGAAGGGCTTCTTGTC

i forward | GGACTTCATGTTTCCCTCAA
reverse | GTTCTGCTGAACAAGCAACA

Mcam forward | GCTCCGTGTGTACAAAGCTCC
reverse | GGGACGACTGAATGTGGACT

Fola forward | CCCTACCGTGTTCTTCGACA
reverse | GTGAAGTCACCACCCTGACA

B forward | TCCTTTGGGGTTTGGCCTAC
reverse | GCCTGTGAGACAAAGGAGGG

Spp1 forward | GAGACACGTATGATGGCCGA
reverse | GCTGTCCCAATCAGAAGCCA

Supplemental table II: Primers used in RT-qPCR analysis.
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UCM-MSCs
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Supplemental figure 1: Comparison of ICM and BT treatments on UCM-MSCs and UCB-MSCs.

UCM-MSCs and UCB-MSCs were cultured in type I/1ll collagen scaffolds at 21% O, during 7, 14, 21 and
28 days in ICM supplemented with BMP-2 (50 ng/ml) and TGF-R1 (10 ng/ml). Protein extracts were
analyzed in western-blots for type Il and type | collagen. Representative blots of UCM-MSCs (n=5) and
UCB-MSMs (n= 3) are shown. Blots were obtained from 2 independent experiments and 2 western-
blots of 2 gels each. Different levels of type Il and type | collagen maturation forms are indicated such

as type Il procollagen (pro), without C- or N- terminal propeptides (Pc/Pn) and the mature doubly

cleaved form (mat).
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UCB-MSCs
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Supplemental figure 2: Analysis of type X collagen expression in UCB-MSCs and UCM-MSCs protein
extracts.

UCB-MSCs and UCM-MSCs were cultured in type I/l collagen scaffolds at 21% O, during 7, 14, 21 and
28 days in ICM supplemented with BMP-2 (50 ng/ml} and TGF-R1 (10 ng/ml). Protein extracts were
analyzed in western-blots for type X collagen. Representative blots of UCM-MSCs (n=5)and UCB-MSMs
(n=3) are shown. Blots were obtained from 4 independent experiments and 4 western-blots of 2 gels
each. Two forms of type X collagen should be observed corresponding to the long form (66 kDa) and

signal peptide clived form (64 kDa).
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Relative Sox9 mRNA

Relative Col10a1 mRNA
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Supplemental figure 3: Differential gene expression modulation under hypoxia during a kinetic
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culture under BMP-2 and TGF-B1 treatment of UCM-MSCs and UCB-MSCs.

UCM-MSCs and UCB-MSCs were cultured in type I/l collagen scaffolds at 21% or 3-5% O, during 7, 14,
21 and 28 days in ICM supplemented with BMP-2 (50 ng/ml) and TGF-R1 (10 ng/ml). Relative mRNA
expression was determined by RT-qPCR. All results for each MSCs source were normalized versus
untreated MSCs incubated during 1 h in type I/lll collagen scaffolds at 37°C and presented as the
relative expression of each gene. Box-plots represent five independent experiments for each MSCs
source. Statistically significant differences between normoxia and hypoxia conditions were determined
using a Mann Whitney test. *: Hypoxia versus normoxia at the same time (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p

< 0.001). §: Hypoxia versus normoxia at 7 days (§p < 0.05, §§p < 0.01, §§§p < 0.001).
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Supplemental figure 4: Differential gene expression modulation by hypoxia in a kinetic culture of
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UCB-MSCs and UCM-MSCs cultured without growth factors.

UCM-MSCs and UCB-MSCs were cultured in type I/l collagen scaffolds at 21% or 3-5% O, during 7, 14,
21 and 28 days in ICM in absence of growth factors. Relative mRNA expression was determined by RT-
gPCR. All results for each MSCs source were normalized versus untreated MSCs incubated during 1 h
in collagen type I/l scaffolds at 37°C and presented as the relative expression of each gene. Box-plots
represent five independent experiments for each MSCs source. Statistically significant differences
between normoxia and hypoxia conditions were determined using a Mann Whitney test. *: Hypoxia
versus normoxia at the same time (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). §: Hypoxia versus normoxia at

7 days (§p < 0.05, §§p < 0.01, §§§p < 0.001).
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UCM-MSCs

BT-Normoxia BT-Hypoxia

2D D7 D14 D21 D28 2D D7 D14 D21 D28

. < 250kDa rro—E ' : ! < 250kDa
Pro— ] . , ‘
Pr{‘Pn < 130kDa Col i #em— =8 y < 130kDa
at ‘ mar—p n -
- < 95kDa
Pro —1 e -— - <0 Pro ——
PC/Pn . Col | Pon-= —— - | «250k0a
Mat — <« 130kDa Mat — .
a
< 72kDa
X < 72kDa
ColX ==
— — w— | 55 kDa
Htrai | —— — —) 55 kD3

[ o s o] . .. Gapdh [ ——— -] 0.

Supplemental figure 5: Effect of hypoxia on matrix synthesis by UCM-MSCs under growth factors
treatment.

UCM-MSCs were cultured in type I/l collagen scaffolds at 21% or 3-5% O, during 7, 14, 21 and 28 days
in ICM supplemented with BMP-2 (50 ng/ml) and TGF-B1 (10 ng/ml). Protein extracts were analyzed in
western-blots for types Il, | and X collagens and Htral. Representative blots of UCM-MSCs (n= 5) are
shown. The images were obtained from one experiment and one western-blot of 2 gels. Different levels
of type Il and type | collagen maturation forms are indicated such as type Il procollagen (pro), with only

C- or N- terminal propeptides (Pc/Pn) and the mature doubly cleaved form (mat).
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Supplemental figure 6: Effect of different growth factors and chondrogenic culture conditions
screening on chondrogenesis induction in UCM-MSCs.

UCM-MSCs were cultured in type I/11l collagen scaffolds at 21% or 3-5% O, during 14 days in various
chondrogenic media and growth factors presented in Supp. table I. Relative mRNA amounts encoding
Col2al and Sox9 were analyzed by RT-qPCR and shown. mRNA extracts obtained from equine articular
chondrocytes (eAC) released from cartilage after overnight enzymatic digestion and equine primary
(PO) osteoblasts (O) are used as controls. Monolayer cultured MSCs were used as a control for the
undifferentiated status. All results were normalized versus untreated MSCs incubated during 1 h in
type I/lll collagen scaffolds at 37°C and presented as the relative expression of each gene. A

representative experiment of two independent experiments is presented.
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Supplemental figure 7: UCM-MSCs and UCB-MSCs chondrogenic differentiation in a hanging-drop
cell culture model.

UCM-MSCs and UCB-MSCs were cultured in a hanging-drop model during 14 days in amplification
medium (Ctrl) or in ICM with or without BT treatment. Relative mRNA amounts encoding Col2al, Acan
and Sox9 were determined by RT-gPCR and shown. All results for each MSCs source were normalized
versus a 24 h hanging drop culture before treatment (D0O) and presented as the relative expression of

each gene. A representative experiment of two independent experiments is presented.
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UCM-MSCs UCB-MSCs
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Supplemental figure 8: Histochemistry of UCM-MSCs and UCB-MSCs chondrogenic differentiation in
a micro-pellet cell culture model.

UCM-MSCs and UCB-MSCs were cultured as micro-pellets during 28 days in amplification medium (Ctrl)
or in ICM with or without BT treatment. The quality of the ECM synthesized was evaluated by Alcian
blue and O-safranin stainings. A representative example of two independent experiments is shown

(magnification: x20, scale bar: 100 um).
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Supplemental figure 9: Complete gel and different exposure times of the autoradiographic films for
the western-blots.
For the western-blots presented in figure 44, different exposures of one PVDF membrane were done

as shown. The cropped images are highlighted in the red lines.
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Supplemental figure 10: Complete gel and different exposure times of the autoradiographic films for
the western-blots.
For the western-blots presented in figure 4B, different exposures of one PVDF membrane were

performed as presented. The cropped images are highlighted in the red lines.
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Supplemental figure 11: Complete gel and PVYDF membranes analyzed in the western-blots.

For the western-blots presented in figure 4C, one PVDF membrane was analyzed by the ChemiDoc MP

Imaging System (Bio-Rad) with automatic exposure parameters. The cropped images are highlighted in

the red lines.
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Supplemental figure 12: Complete gel and the polyvinylidene difluoride membranes analyzed in the

For the western-blots presented in figure 6B, two PVDF membranes were analyzed by the ChemiDoc
MP Imaging System (Bio-Rad) with automatic exposure parameters. The horizontal black line separates
different western-blot membranes from two series, this is the reason why the R-tubulin was presented

twice, one presentation for each series. The cropped images are highlighted in the red lines.
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Supplemental figure 13: Complete gel and the polyvinylidene difluoride membranes analyzed in the
western-blots.

For the western-blots presented in supplemental figure 8B, one PVDF membrane was analyzed by the
ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad) with automatic exposure parameters. The cropped images are

highlighted in the red lines.
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Supplemental figure 14: Complete gel and the polyvinylidene difluoride membranes analyzed in the

the western-blots.

For the western-blots presented in supplemental figure 1 (top left), the blots were obtained from 1

independent experiment and 1 western-blot of 1 gel. The cropped images are highlighted in the red

lines.
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Supplemental figure 15: Complete gel and the polyvinylidene difluoride membranes analyzed in the
western-blots.

For the western-blots presented in supplemental figure 1 (top right), the blots were obtained from 1
independent experiment and 1 western-blot of 1 gel. The cropped images are highlighted in the red

lines.
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Supplemental figure 16: Complete gel and the polyvinylidene difluoride membranes analyzed in the
western-blots.

For the western-blot presented in supplemental figure 1 (bottom left), the blots were obtained from 1
independent experiment and 1 western-blot of 1 gel. The cropped images are highlighted in the red

lines.
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Supplemental figure 17: Complete gel and the polyvinylidene difluoride membranes analyzed in the

western-blots.

For the western-blots presented in supplemental figure 1 (bottom right), the blots were obtained from

1 independent experiment and 1 western-blot of 1 gel. The cropped images are highlighted in the red

lines.
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Supplemental figure 18: Complete gel and the polyvinylidene difluoride membranes analyzed in the

western-blots.
For the western-blots (WB) presented in supplemental figure 2 (top WB for UCB-MSCs), the blots were
obtained from 1 independent experiment and 1 western-blot of 2 gels. The cropped images are

highlighted in the red lines.
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Supplemental figure 19: Complete gel and the polyvinylidene difluoride membranes analyzed in the
western-blots.

For the western-blots presented in supplemental figure 2 (bottom WB for UCB-MSCs), the blots were
obtained from 1 independent experiment and 1 western-blot of 2 gels. The cropped images are

highlighted in the red lines.
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Supplemental figure 20: Complete gel and the polyvinylidene difluoride membranes analyzed in the
western-blots.

For the western-blots presented in supplemental figure 2 (top WB for UCM-MSCs), the blots were
obtained from 1 independent experiment and 1 western-blot of 2 gels. The cropped images are

highlighted in the red lines.
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Supplemental figure 21: Complete gel and the polyvinylidene difluoride membranes analyzed in the
western-blots.

For the western-blots presented in supplemental figure 2 (bottom WB for UCM-MSCs), the blots were
obtained from 1 independent experiment and 1 western-blot of 2 gels. The cropped images are

highlighted in the red lines.
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Supplemental figure 22: Complete gel and the polyvinylidene difluoride membranes analyzed in the
western-blots.

For the western-blots presented in supplemental figure 5 (left), the blots were obtained from 1
independent experiment and 1 western-blot of 1 gel. The cropped images are highlighted in the red

lines.
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Supplemental figure 23: Complete gel and the polyvinylidene difluoride membranes analyzed in the
western-blots.

For the western-blots presented in supplemental figure 5 (right), the blots were obtained from 1
independent experiment and 1 western-blot of 1 gel. The cropped images are highlighted in the red

lines.
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lll. Encadrement de stagiaires

2019 :

- Encadrement d’'une stagiaire en premiére année de Master (2 mois) :

Mme Seguin Marion « Elaboration d’un substitut cartilagineux a partir de cellules
souches mésenchymateuses équines pour des applications en ingénierie tissulaire du
cartilage ».

Maitre de stage : Dr. Demoor Magali. Encadrants : Dr. Branly Thomas et Mr. Bourdon
Bastien.

- Encadrement d’'une stagiaire de Master 2 Recherche (5 mois) :

Mme Maspimby Chloé « Etude comparative d’hydrolysats de collagéne de poisson sur
le métabolisme des chondrocytes articulaires équins : application pour le traitement de
l'arthrose ».

Maitre de stage : Pr. Galéra Philippe. Encadrants : Dr. Contentin Romain et Mr.
Bourdon Bastien.

- Co-encadrement d’'un bindbme de deux éléves (collégienne et lycéenne) dans le cadre
du Dispositif « Apprentis chercheurs » de I'association « Arbre des Connaissances »
(8 jours /an) :

Mme Hervé-Commereuc Alice et Mme Messi Grazziella « Les apprentis chercheurs
en mission a BIOTARGEN : En route vers la création de cartilage ».

Encadrants : Dr Contentin Romain et Mr. Bourdon Bastien.

2020 :

- Encadrement d’un stagiaire de Master 1 (2 mois) :

Mr Huchet Albin « Etude comparative d’hydrolysats de collagéne de poisson sur le
métabolisme des chondrocytes articulaires équins : application pour le traitement de
l'arthrose ».

Maitres de stage : Pr. Galéra Philippe et Dr. Gruchy Nicolas. Encadrant : Mr. Bourdon
Bastien.
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- Encadrement d’'un stagiaire de Master 2 Recherche (5 mois) :

Mr Cambier Pierre « Etude comparative d’hydrolysats de collagéne de poisson sur le
métabolisme des chondrocytes articulaires humains : application pour le traitement de
I'arthrose ».

Maitres de stage : Pr. Galéra Philippe et Dr. Gruchy Nicolas. Encadrant : Mr. Bourdon

Bastien.
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IV. Formations

- Apprentis chercheurs : 30 h

- Intégrité scientifique : 4 h

- De lathése a 'emploi ; connaitre le marché de I'emploi : 6 h

- Création d’entreprise innovante : 6 h

- Protéger, valoriser et diffuser les résultats et produits de la recherche en
sciences technologiques et santé : 3 h

- Comprendre le fonctionnement d’'une entreprise : 12 h

- Intelligence économique et stratégique : 6 h

- Delathése al'emploi; CV et lettre de motivation : 6 h

- Manager I'innovation : 12 h

- Valoriser son doctorat aupres des institutions européennes : 3 h

- Valoriser son doctorat auprés des institutions européennes déplacement a
Bruxelles : 21 h

- Imagerie cellulaire : 15 h

- Spectrométrie : 8 h
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Effet de deux hydrolysats de collagéne de poisson sur le métabolisme des chondrocytes articulaires
humains et équins. Applications pour le traitement de I’arthrose et I'ingénierie du cartilage.

Le cartilage articulaire est composé d’'un type cellulaire majoritaire, le chondrocyte, et d’'une abondante
matrice extracellulaire riche en collagénes. Le cartilage posséde une faible capacité de réparation intrinséque. Ainsi,
la répétition de lésions chondrales génére un microenvironnement inflammatoire propice au développement de
I'arthrose, caractérisée par la dégradation irréversible du cartilage. Les thérapies actuelles visent a améliorer le
confort de vie de patient en diminuant la douleur et I'inflammation. Nos travaux se positionnent dans ce contexte et
avaient pour but d’évaluer les effets d’hydrolysats de collagénes d’origine marine (Promérims® 30, 40 et 60) sur la
viabilité et le phénotype de chondrocytes articulaires équins et humains. Au-dela de I'intérét économique pour la filiere
équine, le cheval constitue un excellent modéle d’étude pour les affections locomotrices observées chez 'lHomme.
Dans une premiere partie, nous avons transposé le modeéle de culture d’organoides cartilagineux initialement
développé chez ’'Homme au modéle équin. Cette étape avait pour but de développer le modele de culture le plus
pertinent afin de tester ultérieurement les effets des Promérims®, in vitro, sur un tissu cartilagineux de nature hyaline,
comparable au cartilage in vivo. Nous avons montré que la culture de chondrocytes équins au sein d’'une éponge de
collagéne de type I/lll durant 7 jours en hypoxie en présence de BMP-2 permet d’obtenir un organoide de nature
hyaline.

Ensuite, nous avons démontré que les Promérims® n’altérent pas la viabilité des chondrocytes cultivés en
monocouche. Au contraire, les Promérims® permettent d’augmenter I'activité métabolique, la viabilité, et de retarder
la survenue de la sénescence. Les Promérims® semblent également favoriser la prolifération (P30-P40) et la
migration (P60) des chondrocytes lors de tests de blessure in vitro. Nous avons ensuite évalué les effets des
Promérims® sur des organoides cartilagineux cultivés en hypoxie en absence ou en présence de BMP2 et/ou d’IL-
1. Nous avons montré que les Promérims® induisaient une diminution de I'expression des transcrits de protéases
(MMP-1 et -3, HTRA1, ADAMTS5) impliquées dans la dégradation du cartilage lors de I'arthrose. Les Promérims®
favorisent également I'accumulation de protéines matricielles (collagénes de type Il et I). L’environnement pro-
inflammatoire, inhérent a I'arthrose, potentialise les effets des Promérims®. Les Promérims® induisent des effets
semblables sur les chondrocytes équins et humains, bien que leurs effets soient globalement plus modérés sur les
cellules humaines.

L’ensemble de ces travaux suggére que les hydrolysats de collagénes d’origine marine (Promérim®)
pourraient présenter un bénéfice en vue de retarder I'évolution de I'arthrose tant chez le cheval que chez 'lHomme.

Mots clés : Cartilage, arthrose, chondrocytes humains et équins, hydrolysats de collagenes marins, collagenes,
inflammation, interleukine-1, « bone morphogenetic protein-2 ».

Effect of two fish collagen hydrolysates on the metabolism of human and equine articular chondrocytes.
Applications for the treatment of osteoarthritis and cartilage engineering.

Articular cartilage is composed of a main cell type, chondrocyte, and an abundant extracellular matrix rich in
collagens. Cartilage has a low intrinsic repair capacity. Thus, the repetition of chondral lesions generates an
inflammatory microenvironment, which leads to the development of osteoarthritis, characterized by the irreversible
degradation of cartilage. Current therapies aim to improve patient comfort by reducing pain and inflammation. In this
context, our work aimed to assess the effects of marine collagen hydrolysates (Promerims® 30, 40 and 60) on the
viability and phenotype of equine and human articular chondrocytes. Beyond the economic interest for the equine
sector, the horse is an excellent study model for locomotor disorders observed in humans. In the first part of our study,
we developed a culture model of equine cartilage organoids based on a protocol initially developed in human. The
aim of this step was to develop the most relevant culture model to, subsequently, test in vitro the effects of
Promerims® on a hyaline-like cartilage, comparable to the in vivo cartilage. We have shown that the culture of equine
chondrocytes in a type I/lll collagen sponge for 7 days in hypoxia in the presence of BMP-2 produces an organoid of
a hyaline nature.

Then, we demonstrated the safety of Promerims® for chondrocytes cultured as monolayers. Promerims®
increase metabolic activity, viability and delay the onset of senescence. Promerims® also appear to promote the
proliferation (P30-P40) and migration (P60) of chondrocytes in in vitro wound healing assays. We then evaluated the
effects of Promerims® on cartilage organoids grown in hypoxia in the absence or presence of BMP2 and/or IL-1. We
showed that Promerims® induced a decrease in the expression of protease transcripts (MMP-1 and -3, HTRAT,
ADAMTSS) involved in the degradation of cartilage that occurs during osteoarthritis. Promerims® also promoted the
accumulation of matrix proteins (type Il and | collagens). The pro-inflammatory environment, inherent to osteoarthritis,
enhances the effects of Promerims®. Promerims® induce similar effects on equine and human chondrocytes,
although their effects are generally more moderated on human cells.

Altogether, these data suggest that collagen hydrolysates of marine origin (Promerim®) could be of interest
to delay osteoarthritis outcomes in both horses and humans.

Keywords: Cartilage, osteoarthritis, equine and human chondrocytes, marine collagen hydrolysates, collagens,
inflammation, interleukin-1, bone morphogenetic protein-2.
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