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Introduction



Introduction

L'arthrose est a la fois le rhumatisme le plus fréquent et I’'une des pathologies chroniques les
plus répandues. On estime que 15 % de la population mondiale souffrent de cette maladie
invalidante et douloureuse. L'atteinte des articulations des membres inférieurs (genoux et
hanches) revét une importance toute particuliere puisqu'elle peut conduire, dans les phases
ultimes de la maladie, a une invalidité¢ partielle ou totale : l'arthrose a donc une grande

importance médico-sociale et économique.

L'arthrose échappe a tout traitement qui se voudrait chondroprotecteur. Seules les poussées
inflammatoires de la membrane synoviale, qui s'accompagnent souvent de douleurs articulaires
et caractérisent une atteinte déja sévere, bénéficient d'une thérapeutique médicamenteuse

véritablement efficace. L'arthrose apparait ainsi comme une manifestation inéluctable du

vieillissement.

Au moins deux aspects doivent étre privilégiés pour optimiser les possibilités thérapeutiques. 1l
est d’abord nécessaire de déceler l'arthrose de fagcon précoce, avant sa manifestation-clinique par
les douleurs articulaires. Une des solutions serait de disposer de techniques d'imagerie
performantes, et qui trouvent leur application en clinique. II est par ailleurs nécessaire de
connaitre la physiopathologie de l'arthrose, dans le but de proposer de nouvelles cibles
pharmacologiques. Il serait alors possible d'envisager qu'un traitement puisse permettre une
"réparation” des Iésions du cartilage, pour peu qu'il soit débuté des les phases précoces de la

maladie.

Ces différents points de vues nécessitent de disposer de modeles d'arthrose expérimentale chez
I'animal. Leur grand nombre refléte 12 encore la méconnaissance de ['étiologie et de la
physiopathologie de 1'arthrose. Ces modeles ont été répartis en deux grandes catégories :

- les arthroses mécaniques, qui font référence a une instabilité articulaire,

- les arthroses structurales, qui surviennent a la suite d'une anomalie de la matrice du

cartilage, ou d'une dérégulation du métabolisme chondrocytaire.

Plusieurs critéres permettant de définir le modele d'arthrose « i1déal » ont ét€ proposés par
Bentley en 1974 :

- la présence d’érosion du cartilage et d’ostéophytes,

- des remaniements osseux,

- absence de manifestation inflammatoire.

La majorité des modeles d'arthrose répondent a ces criteres.



Nous nous sommes intéressé€s a 4 de ces modeles que nous avons développés chez le rat. Ces
modeles sont répartis dans les différentes catégories, et représentent plusieurs étiologies
possibles de l'arthrose. Le premier modele consiste a sectionner le ligament croisé antérieur
chez l'animal. C'est un modele privilégié dans le sens ou il reproduit une situation traumatique
connue chez I'homme. Trois autres modeles ont été choisis :

— I'injection intra-articulaire de collagénase qui provoque une hyperlaxité ligamentaire;,

- l'injection infrapatellaire de papaine qui conduit & une altération des constituants matriciels,

- Pinjection de mono-iodo-acétate qui induit une souffrance chondrocytaire.

Ces différents modeles ont été comparés selon des criteres classiques de morphologie et de
biochimie. Nous avons inclus un critére supplémentaire de biomécanique, grice a la té€lémétrie.
Elle permet d'évaluer l’activité motrice de l'animal et d'introduire la notion de handicap.
L’apparition d’un handicap chez I’animal au cours de I’arthrose peut étre considérée comme un

parametre « clinique », qui traduit une atteinte articulaire sévere.

Ce critere « clinique » qui nous a paru essentiel, nous a conduit a privilégier l'injection intra-
articulaire de MIA dans le genou du rat : I'installation d'un handicap nous a en effet permis,
comme dans la pathologie humaine, de distinguer deux phases dans I'évolution de la pathologie
expérimentale.

La poursuite de nos travaux sur ce modele d’arthrose expérimentale induite chez le rat a consisté
a étudier les effets d'un traitement 2 moduler une douleur articulaire, grice a la télémétrie. Nous
avons également vérifié dans quelle mesure I'lRM permettait de déceler une atteinte pfécoce du
cartilage articulaire. Enfin, nous avons également étudié¢ un aspect de la physiopathologie de
l'arthrose induite par l'injection intra-articulaire de MIA chez le rat, en essayant de déterminer de
quelle fagon l'expression d'une souffrance chondrocytaire pouvait contribuer a l'installation

d'un processus dégénératif du cartilage articulaire.



A. Etude bibliographique



Chapitre |
Homéostasie du cartilage articulaire

En fonction de sa localisation, le cartilage constitue un tissu de soutien (cartilage élastique des
oreilles, fibrocartilage du nez), ou un tissu dont les propriétés rhéologique et de résistance a la
pression contribuent a la physiologie de la fonction articulaire (figure I.1). Au cours de
pathologies inflammatoire (arthrite) ou dégénérative (arthrose), la destruction du cartilage
articulaire provoque une diminution de la fonction articulaire chez les patients, pouvant conduire
a des invalidités. L'intérét porté a ces rhumatismes articulaires, et notamment a l'arthrose, est
d'autant plus grand que la prévalence de cette pathologie est importante. Par ailleurs, la prise en
charge thérapeutique tardive, lorsque la destruction du cartilage articulaire est avancée, laisse
peu de possibilités & un traitement de faire preuve d'effets bénéfiques : la découverte d'une

molécule chondroprotectrice est un enjeu économique de taille.

0s sous-chondral
A i \ Ligament
Gaa A -'. rond

Cantilage
articulaire

Cavité
aniculaire

Membrane
synoviale

Figure I.1. Schéma d'une coupe sagittale d'une articulation synoviale (hanche).

Le cartilage recouvre les extrémités osseuses. La capsule, constituée de la membrane
synoviale tapissée d'un tissu adipeux, et des ligaments externes délimitent la cavité
articulaire. Les cellules de la synovie, les synoviocytes, sont de type fibroblastique
(synthése des constituants du liquide synovial, dont le principal est 'acide hyaluronique) et

de type macrophage.



L. Relation structure-fonction du cartilage articulaire hyalin.

Le cartilage articulaire posséde des propriétés essentielles qui permettent aux mouvements de se
dérouler sans contrainte : sa structure et sa surface lisse, ainsi que la présence d'un film
liquidien visqueux, le liquide synovial, assurent le glissement entre les pieces articulaires avec
un coefficient de friction trés bas. Le cartilage doit par ailleurs étre résistant a la compression,
tout en étant capable de se déformer, de fagon a supporter au mieux les contraintes mécaniques.
Ces propriétés sont conférées par I'eau qu'il contient, et qui constitue plus de 80 % du poids du
tissu hydraté, par les protéoglycanes (PG) auxquels cette eau est associée, et qui sont eux-
mémes piégés dans une trame de collagenes. Ces propriétés du cartilage articulaire lui permettent
d'assurer un réle essentiel dans la répartition des contraintes mécaniques sur une surface
maximale de l'os sous-chondral sous-jaceﬁt [Radin, 1986]. Ce dernier présente une
organisation en travées espacées les unes des autres par la moelle osseuse, et perpendiculaires a
la surface articulaire. En réponse a l'application d'une contrainte, cette structure de 1'os sous-
chondral permettrait au cartilage de s'affaisser entre les travées. L'os sous-chondral jouerait
ainsi un réle majeur dans l'amortissement des chocs mécaniques (figure 1.2). Les forces

appliquées progresseraient ensuite de travées en travées, jusqu'a I'os trabéculaire (figure 1.3).

a. Cartilage articulaire

+
Travée Moelle
osseuse o0sseuse

b.

Figure I1.2. Schéma représentant le cartilage Figure I.3. Radiographie de la téte fémorale. Les
avant (L.2.a) et pendant l'application dune travées osseuses suivent les lignes de plus fortes
contrainte mécanique (1.2b d'apres Radin, 1986). contraintes mécaniques (d'aprés Sokoloff, 1987).

Ainsi, il est essentiel que l'intégrité du cartilage articulaire et de l'os sous-chondral soit
conservée, de telle sorte que chacun puisse assurer sa fonction de fagcon optimale, et ainsi

préserver la fonction articulaire.



Les propriétés rhéologique et de résistance a la pression du cartilage articulaire dépendent de
l'équilibre fragile entre 1'eau interstitielle et ses deux principaux constituants : les collagenes (de
type II, VI, IX, X, XI, XII et XIV) [Cremer, 1998] et l'agrécane, une macromolécule
polyanionique capable de piéger des molécules d'eau. D'autres molécules, plus petites,
participent a l'architecture du tissu en assurant des interactions entre les principaux constituants,
renforgant ainsi sa structure. D'autres établissent des interactions avec les chondrocytes, leur
permettant d'obtenir une information quant au degré de sollicitation du cartilage dans son

environnement proche [Buckwalter, 1998].

I.1. L'agrécane : interactions avec l'acide hyaluronique.

Les protéoglycanes sont constitués d'une protéine sur laquelle sont fixées une ou plusieurs
chaines de glycosaminoglycanes (GAG). L'agrécane est une macromolécule de 1 &4 5 106 Da,
spécifique du cartilage. Il est I'un des PG les plus étudiés et pour lequel il existe une relation

claire entre la structure et la fonction [Muir, 1995].
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Figure 1.4. Interactions entre l'agrécane, 'AH, et la protéine de liaison. La protéine porteuse de l'agrécane
(220 kDa environ) présente un grand nombre de séquences Ser-Gly et Glu-Pro substituées par les chaines de CS
(une centaine) et de KS (une trentaine) sur les segments linéaires E1 et E2 qui séparent les domaines G2 et G3.

EGF : "epidermal growth factor"; LEC : domaine "lectine-like"; CRP : "complement related peptide (d'apres

Vertel, 1994).



La particularité de I’agrécane est de concentrer les charges négatives au sein de la matrice
extracellulaire du cartilage : 90 % de sa masse est constituée par environ 130 chaines de GAG
sulfatés (tableau I.1), et une centaine d'oligosaccharides liés soit par un atome d’oxygeéne soit
par un atome d’azote aux résidus lysine de la protéine porteuse (figure 1.4). Les chaines de
GAG sulfatés sont constituées d'homopolymeres de 40 & 50 unités disaccharidiques sulfatées
de type chondroitine sulfate (CS) et de type kératane sulfate (KS; tableau 1.1, figure 1.5). Leurs
groupements carboxyles et plus encore les groupements sulfates confeérent a l'agrécane sa forte
densité en charges négatives [Vertel, 1995]. Ces chaines polysaccharidiques sont réparties entre
deux domaines globulaires de la protéine porteuse de I'agrécane, G2 et G3, situés coté N- et C-
terminal respectivement. Un troisiéme domaine globulaire (G1) a I'extrémité N-terminale
interagit avec l'acide hyaluronique (AH), un GAG non sulfaté dont la structure est linéaire.

Tableau L.1. Composition et structure des principaux GAG du cartilage articulaire.

Motif du disaccharide Groupement sulfate Protéoglycanes
0-S N-S
Chondroitine D-glucosamine + + - Agrécane
4 ou 6 sulfate (C4S ou C6S) acide D-glucuronique
. Agrécane,
Kératane sulfate (KS) D-glucosamine + galactose + - fibromoduline
Dermatane sulfate (DS) D-galactosamine + acide + - Biglycane, décorine
D-glucuronique ou
acide L-iduronique
D-glucosamine + - - Acide hyaluronique
acide D-glucuronique

D-fructose
Glutamine

D-glucosamine-6P
Acétyl-CoA ”

N-acétylglucosamine-6P

N-acétylglucosamine-1P
(pyrrophosphorylase) F

AH
UDP-N-acétylqucosamin<
KS

(UDP-NAG-4-épimérase) {r

UDP-N-acétylgalactosamine—> DS
UDP-giucuronate l

CS

Figure L.5. Voie de biosynthése des GAG (d'aprés Marzullo et Lash, 1970).



L'AH (6 a 7 103 kDa) est synthétisé par une protéine liée a la membrane plasmique. C6té
cytoplasmique, cette protéine lie les unités disaccharidiques (tableau I.1) les unes aux autres,
puis transfeére la chaine en cours de synthése vers le compartiment extracellulaire [Fraser, 1997].
La liaison ionique entre 1'agrécane et I'AH est stabilisée par une protéine de liaison qui présente
une forte affinité pour chacun de ces deux constituants. Elle met en jeu un segment d'une
vingtaine d’unités disaccharidiques de I'AH, qui adoptent une conformation telle que la

molécule apparait repliée [Morgelin, 1995].

La protéine de liaison et le domaine G1 présentent une structure trés similaire en double-€pingle
a cheveux et une région "immunoglobulin (Ig)-like". Cette structure met en jeu 4 ponts
disulfures, dont la formation détermine la capacité de 'agrécane a s'agréger avec I'AH. Elle ne
se produirait qu'une fois le PG libéré dans la matrice extracellulaire, permettant ainsi a
I'agrécane nouvellement synthétis€é de diffuser hors de l'environnement périchondrocytaire,

avant qu'il ne se soit 1ié a I'AH [Hardingham, 1974].

De fagon surprenante, le domaine globulaire G2, qui présente une structure trés proche de celle
de G1 (deux séquences en tandem, organisées en double-épingle a cheveux), n'établit aucune
interaction avec 1'AH, ni avec aucune protéine de la matrice du cartilage hyalin. Un réle
structurant est attribué au domaine G2 : il permettrait la séparation entre le domaine G1 et la

région E2 portant les chalnes de GAG sulfatés, facilitant ainsi 1'agrégation du PG avec 1'AH
[Fosang, 1989]. '

Une multitude de monomeres d'agrécane se fixent a une molécule d'AH. Les agrégats
supramoléculaires formés (figure 1.6) augmentent la densité de charges négatives dans la matrice
extracellulaire du cartilage, et constituent des pdles d'attraction pour les cations : I'agrécane est a
l'origine d'une pression osmotique importante, qui permet de maintenir un taux d'hydratation
élevé du cartilage. La formation de ces agrégats renforce également la fixation de l'agrécane

dans la matrice cartilagineuse, en empéchant sa fuite hors de la matrice lors de la déformation du

tissu sous l'effet des contraintes.

Figure I.6. Photographie en microscopie électronique d'un agrégat formé d'une

molécule d'AH sur laquelle sont fixés plusieurs dizaines agrécanes (Muir, 1995).



L'agrécane serait également capable d'interagir avec d'autres constituants matriciels via le
domaine G3 [Brissett, 1998]. Cette extrémité C-terminale est constituée d'un domaine de
reconnaissance des lectines, qui est capable d'établir des interactions avec des substrats
anioniques. Dans le cas du versicane, un PG présent dans le syst¢éme nerveux dont la structure
est comparable & celle de l'agrécane, le domaine C-terminal G3 constitue un site de liaison pour

une glycoprotéine impliquée dans I'adhésion cellulaire, la ténascine R [Aspberg, 1995].

apparen de Golgi membrane

REG
compartiment .\
intammédiare ©'° (5 moyen irans plasmique
) '6 ' espace
\ 4

, extra-cellulaire

Figure L7. Transit intracellulaire de 1'agrécane en cours de synthése (d’apres Vertel, 1994).

Le domaine G3 de la protéine porteuse de I’agrécane joue également un role essentiel lors de la
synthése de l'agrécane, dont les différentes étapes sont celles de la synthese de toute
glycoprotéine : apres la traduction, la protéine porteuse est transportée dans le reticulum
endoplasmique (RE) grice a la présence d'un peptide signal. La protéine est ensuite glycosylée
dans le RE granuleux (oligosaccharides li€s & un atome d’oxygene), puis dans l'appareil de
Golgi (oligosaccharides liés a un atome d’azote, polymérisation des CS et des KS, sulfatation)

avant d'étre sécrétée (figure 1.7).

La synthese d'une protéine porteuse tronquée ne présentant pas le domaine G3 serait la cause de
certaines chondrodystrophies nanoméliques [Luo, 1996] : le transit de la protéine depuis le RE
granuleux vers l'appareil de Golgi est bloqué, et la syntheése de l'agrécane est inhibée (mutation
monozygote, 1étale) ou fortement diminuée (hétérozygote, chondrodystrophie nanomélique). La
matrice cartilagineuse présente alors une structure treés dense, et la croissance des os longs est

trés diminuée [Vertel, 1995].
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1.2. Les collagenes du cartilage hyalin.

1.2.a. Description.

Parmi les nombreux types de collagenes recensés, les collagénes fibrillaires, dont le nom décrit
leur capacité a s'organiser en fibres, conferent aux tissus leurs propriétés de résistance i la
tension ou a la pression. Cette classe regroupe les collagénes de type I, II, III, V et XI. Les
fibrilles de ces collagenes sont sécrétées sous une forme soluble possédant des régions N- et C-
terminales non collagéniques, qui participent au contrdle de la fibrillogenese : leur présence
inhibe la formation des fibres. Ces derniéres se forment ainsi uniquement dans la matrice

extracellulaire, apres 'action d'une protéase spécifique [Chapman, 1989].

Le collageéne de type II est le collagene majoritaire du cartilage hyalin (80 & 90 % des collagénes,
tableau 1.2; Cremer, 1998). Le grand nombre de résidus hydroxylysine, qui constituent autant
de sites de glycosylation, est une autre caractéristique d’un tissu a caractere trés hydrophile. 11
forme, avec le collagéne de type XI, des fibres mixtes de collagenes. La copolymérisation de
quelques molécules de collagene de type XI avec le collagéne majoritaire de type II jouerait un
role dans le contr6le du diamétre des fibres, par encombrement stérique [Olsen, 1995]. En effet,
une délétion nucléotidique dans la chaine ol du collagéne XI chez la souris conduit a la
formation de fibres de collagene de type Il de diametre anormalement élevé. Cette mutation est a
l'origine d'une chondrodysplasie, caractérisée par une fragilité importante du cartilage vis a vis

des contraintes mécaniques [Li, 1995].

Tableau I.2. Les collagénes du cartilage articulaire : composition moléculaire, forme et organisation
supramoléculaire, interaction avec les protéines de la matrice du cartilage (d'aprés Thomas, 1994).

Collagéne (type et Forme Localisation Interaction avec d'autres
composition) constituants matriciels

I o—0 uniforme | collagénes VI, IX et Xl, décorine,

[0 (I)]3 fiboromoduline, COMP,
intégrines B1, protéine 66 kDa,
annexine V

Xi o . ® uniforme | collagene i

[o (XDop(X)og(X1)]

IX uniforme | collagéne i, décorine,

[oq (IX) o (IX)ag(1X)] '_"‘/@ fibromoduline, COMP

X r—— cartilage |annexine V

[0 (X)]3 calcifié

Vi —® chondron [collagéne I, biglycane, AH,

[org (VD)oo (V) og(VI)] intégrines (31)

Xl surface | ?

articulaire
X1V uniforme | ?
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La formation et la structure de ces fibres mixtes de collagénes de types II et XI sont sujettes a
controverses. Les uns suggerent que plusieurs molécules de collagene de type XI s'organisent
en une fibre centrale, autour de laquelle viennent se fixer les molécules de collagene de type II
[Eikenberry, 1992 ; Eyre, 1995]. Les autres proposent qu'un petit nombre de molécules de
collagéne de type XI s'insérent entre les molécules de collagene de type II [Olsen, 1997].

Un troisieéme type de collagéne participe a la formation de ces fibres : le collagene de type IX
[Bruckner, 1994], qui appartient a la famille des FACIT ("Fibril Associated Collagens with
Interrupted Triple-helix", tableau 1.2, figure 1.8). Ce collagéne est constitué de 4 domaines
non collagéniques (NC1 a NC4) alternant avec trois domaines collagéniques (COL1 a COL3),
et d'une chaine de GAG sulfatés (CS ou KS) liée au domaine NC3. 1l interviendrait lui aussi
dans le contrdle du diameétre des fibres en se glissant dans les interstices entre deux chaines de
collagéne de type II. Il empécherait ainsi l'apposition de nouvelles molécules de collagéne de
type II. Le domaine NC3 présente la particularité d'étre flexible. La nature trés basique de son
domaine NC4 (chaine ot1(IX)) est un site de liaison pour les chaines de GAG sulfatés des PG.
Le collagéne de type II pourrait lui aussi établir des interactions avec l'agrécane, plus

précisément au niveau de la zone riche en KS [Hedlund, 1999].

collagéne IX

collagéne Il

collagéne XI

Figure L8. Interaction du collagene de type II avec les fibres de collagénes de types

IX et X1 du cartilage hyalin (d'aprés Eyre, 1995).

Dans le cartilage hyalin, la tension des fibres mixtes de collagénes permet de contenir la pression
de gonflement générée par les PG [Bruckner, 1994]. L'agrécane est ainsi "compressé" dans un
volume représentant seulement 10 & 20 % de son volume en solution libre [Johnston, 1997].
Par ailleurs, les interactions entre ces fibres mixtes de collagénes et 1'agrécane jouent un rdle
essentiel dans le maintien des propriétés biomécaniques du cartilage [Olsen, 1997]. Ainsi, une
souris homozygote n'exprimant pas la chaine 1(IX) et ne présentant donc pas le domaine NC4,
développe de fagon précoce une pathologie dégénérative non inflammatoire du cartilage, dont les

caractéristiques sont trés proches de celles d'une arthrose chez 'homme [Féssler, 1994].
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Un autre FACIT, le collagéne de type VI, présente une distribution plus régionalisée dans
I'environnement périchondrocytaire. Il est capable de se lier a I'AH [Laurent, 1996], et possede
une séquence arginine-glycine-acide aspartique (RGD) qui lui permet probablement d'établir des
interactions avec des protéines de la membrane chondrocytaire [Thomas, 1994]. Ces
interactions permettraient de rendre compte du degré de sollicitation du cartilage dans
l'environnement du chondrocyte, qui répondrait en modulant le turnover des constituants.

Le collagene de type VI participe a la constitution d'une structure dense autour du chondrocyte
appelée chondron. Il a ét€ mis en évidence au début de ce -siecle par Benninghoff [1925], au
cours d'une observation d'une coupe de cartilage en lumiere polarisée. Il a suggéré que le
chondron, formé par un chondrocyte sur la membrane duquel est 1ié un fin glycocalyx et par une
capsule fibrillaire péricellulaire [Poole, 1997], constituait I'unité fonctionnelle et métabolique
primaire responsable de 1'homéostasie de la matrice du cartilage hyalin (figure 1.9). Par sa
structure dense, le chondron assure un role de protection du chondrocyte vis a vis des
contraintes mécaniques. Il serait également impliqué dans la rétention, la maturation et le
turnover de l'agrécane [Poole, 1997]. De plus, la forme allongée du pole basal du chondron

assure une continuité entre deux chondrons adjacents.
pble apical

pdle basal

Figure I.9. Organisation matricielle dans l'environnement du chondrocyte (C),
entouré du glycocalyx péricellulaire (gp), d'une capsule péricellulaire (cp), d'une

matrice territoriale (mt) et interterritoriale (mi) (d'aprés Poole, 1997).

Plus récemment, les collagénes de type XII et de type XIV (FACIT) ont été mis en évidence au
sein de la matrice cartilagineuse. Le premier est davantage localisé dans la couche superficielle

du cartilage, et le second présente une répartition uniforme dans tout le cartilage [Thomas,

1994].
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1.2.b. Organisation des collagénes au sein du cartilage hyalin.

La résistance du cartilage aux contraintes mécaniques implique une orientation particuliere des
fibres de collagenes. Ce parametre et la taille des cellules ont donné lieu a la distinction de 3
couches dans le cartilage hyalin (figure 1.10) [Bruckner, 1994; Johnston, 1997] :

. dans la couche superficielle, la plus sollicitée par les contraintes mécaniques, les fibres de
collagénes sont orientées tangentiellement & la surface articulaire. Sa faible teneur en PG lui
confére une plus grande aptitude a résister aux forces de compression et de cisaillement. Elle
résiste également mieux a la pression de gonflement générée par les PG dans les couches plus
profondes du cartilage.

. dans les couches moyenne et profonde, la forte teneur en PG assure une meilleure capacité a
supporter les forces de pression. Les fibres de collagénes s'orientent progressivement

perpendiculairement a la surface, permettant un ancrage du cartilage dans 1'os sous-chondral.

couche
superficielle
couche
moyenne
région
péricellulaire
région
j territoriale
couche i région
profonde inter-territoriale
tide mark
zohe
calcifiée

0s sous-chondral

moelle osseuse
Figure I.10. Les différentes couches du cartilage articulaire, déterminées en fonction d

l'orientation des fibres de collagénes et de la morphologie des chondrocytes (d'aprés Poole, 1993).

La composition et 1’organisation de la matrice cartilagineuse autour du chondron a permis de
distinguer deux régions concentriques, appelées matrice territoriale et matrice interterritoriale
(figures 1.9 et 1.10). La premicre est plus concentrée en AH, PG, et fibronectine, une protéine
trés impliquée dans les mécanismes d'adhésion cellulaire. Les collagenes de type VI et IX y sont
plus abondants, le premier intervenant davantage dans les interactions chondrocyte-matrice
[Poole, 1997], et le second dans la régulation du diamétre des fibres de collagénes : les fibres de
collageénes sont plus fines et plus denses dans l'environnement périchondrocytaire. A l'inverse,
les fibres de collagénes dans la matrice interterritoriale ont un diametre plus important et

s'organisent en arcades, telles que les a décrite Benninghoff.
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1.3. Les autres molécules du cartilage articulaire : petits
protéoglycanes et protéines non collagéniques (figure 1.11).

1.3.a. Les petits protéoglycanes.

Les petits PG les plus connus sont la décorine et le biglycane. Il sont constitués d'une protéine
de 40 kDa environ, liant une ou deux chaines de dermatane sulfate (décorine et biglycane
respectivement). La fibromoduline, un autre PG, porte une chaine de KS [Heinegard, 1989]. Le
biglycane est plus concentré dans I'environnement périchondrocytaire [Bianco, 1990], alors que
la décorine et la fibromoduline sont davantage présentes dans la couche superficielle [Poole,
1996]. La décorine et la fibromoduline ont été localisées par immunohistochimie a la surface des
fibres de collagéne de type II. Elles participeraient au contrdle de la fibrillogenese. Ces PG
influenceraient également 1'espacement entre les fibres de collageénes, et donc les propriétés de la
matrice extra-cellulaire, en établissant des interactions ioniques grice a leurs chaines latérales de
GAG sulfatés [Scott, 1996]. Plus précisément, des interactions ioniques s'établissent entre la
décorine ou la fibromoduline chargées négativement et le domaine NC4 du collagéne de type
IX, chargé positivement. Ce type d'interaction permet de renforcer la structure de la matrice

cartilagineuse et de mieux contenir la pression de gonflement générée par 1'agrécane.

Il a également été attribué a la fibromoduline un rdle d'inhibition de lI'adhérence des cellules
inflammatoires a la surface du cartilage articulaire. Elle se lierait a la fibronectine, une protéine
possédant une séquence RGD (arginine-glycine-acide aspartique) facilitant I'adhésion cellulaire,
et empécherait ainsi la reconnaissance de cette séquence RGD par les cellules. La dégradation de
la fibromoduline faciliterait l'adhésion et l'afflux de cellules au cours d'une réaction

inflammatoire de la membrane synoviale [Jasin, 1995].

fibres mixtes
(collagénes Il et XI)

T~

fibromoduline

agrécane

protéine de liaison

.

acide hyaluronique

collagéne de type | =% '
5 =% biglycane

% ‘i(t:rombospondine
COMP
36 kDa Shondrocalcine /fy

ibronectine

Figure 1.11. Représentation schématique de quelques interactions possibles entre un chondrocyte et les

principaux constituants de la matrice cartilagineuse, et entre les constituants eux-mémes (Heinegard, 1992).
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1.3.b. Les protéines non collagéniques.

Les protéines non collagéniques (PNC) sont engagées dans des interactions entre les
constituants matriciels ou entre les chondrocytes et les constituants matriciels, ou encore

conférent au cartilage ses particularités, notamment l'absence de vascularisation.

La laminine, la thrombospondine et la protéine de 66 kDa encore appelée RGD-CAP (RGD-
"collagen fiber-associated protein") [Hashimoto, 1997a] possédent, comme la fibronectine, une
séquence RGD impliquée dans les mécanismes d'adhésion cellulaire mettant en jeu une
intégrine. Toutes trois constituent ainsi un intermédiaire entre des protéines de la membrane
cytoplasmique des chondrocytes (intégrines) et des constituants matriciels. La fibronectine et la
thrombospondine établissent notamment des liaisons avec les chaines de GAG sulfatés de la
décorine ou de la fibromoduline [Bidanet, 1992], et avec les fibres de collagénes [Hashimoto,

1997a].

La ténascine-C [Pacifici, 1994] est une macromolécule constituée de 6 sous-unités de 190 a
320 kDa chacune. Dans le cartilage, elle participerait & des interactions entre les chondrocytes et
les constituants matriciels, en établissant des liaisons avec des récepteurs membranaires, dont
certaines intégrines, et le collagéne de type IX. Elle contribuerait ainsi au maintien du phénotype
chondrocytaire. Un autre role attribué a la ténascine-C résulte de sa capacité a interagir avec un
protéoglycane membranaire, le syndecan-1. Ce dernier est un récepteur d’un facteur de
croissance, le bFGF ("basic Fibroblast Growth Factor"). La ténascine-C pourrait ainsi moduler
l'interaction du facteur de croissance sur son récepteur et moduler la réponse du chondrocyte au
bFGF [Salmivirta, 1991].

Les intégrines et les annexines sont deux grandes familles de protéines membranaires capables
d'établir des interactions avec les constituants matriciels. Ces protéines, qui agissent en tant que
mécanorécepteurs, permettent aux chondrocytes d'apprécier une modification des contraintes
mécaniques appliquées [Fernandez, 1988]. Ces dernier peuvent alors adapter leur métabolisme
(turnover des constituants matriciels) a ces nouvelles conditions (sollicitations mécaniques).

Les intégrines sont des protéines dimériques transmembranaires, dont les sous-unités o et 8
conferent la spécificité au ligand. Elles se lient a la fois & des protéines matricielles et a des
protéines du cytosquelette. La sous-famille 81 des intégrines est la plus représentée dans le
cartilage articulaire. Ces intégrines se lient a certains collagénes (181 et collagenes de type II et
VI, o281 et collagéne de type I), a la fibronectine (0t581) ou encore a la laminine [Holmvall,
1995; Loeser, 1997; Enomoto-Iwamoto, 1997]. D'autres intégrines, dont o381, avB31, avB3,
0664, orvB5 sont exprimées par les chondrocytes [Woods, 1994, Ostergaard, 1998].

Le CD44, une autre protéine membranaire, constitue le principal récepteur de 1'AH [Aruffo,
1990]. La fixation de I'AH sur son récepteur a été mis en cause dans les phénomenes

d'adhésion et de prolifération cellulaire. Ce type d'interaction serait également impliqué dans
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l'induction de l'expression d'un facteur de croissance, le TGF ("transforming growth factor ")
[Ishida, 1997]. L'inhibition de l'expression de ce récepteur dans le chondrocyte conduit
également a l'inhibition de la synthése des PG [Chow, 1998] : le CD44 participerait ainsi a la

régulation de la synthése des constituants matriciels.

N

D’autres PNC participent a des interactions entre les principaux constituants matriciels,
renforgant ainsi la structure du cartilage. C'est le cas de la CMP ("cartilage matrix protein"), une
protéine constituée de trois unités identiques. Elle se lie a 'agrécane au niveau de la région E2,
mettant en jeu différents types d'interactions ioniques et covalentes [Hauser, 1996] et interagit
également avec les fibres de collagéne de type II [Winterbottom, 1992]. Ainsi, elle constituerait
une sorte de pont entre les deux principaux constituants du cartilage articulaire, les collagénes et
l'agrécane. La COMP ("cartilage oligomeric matrix protein"), est une protéine spécifique du
cartilage, dont la structure ressemble a celle de la thrombospondine. C'est une protéine calcium-

dépendante qui interagit avec le collagéne de type IX [Briggs, 1995].

D'autres protéines conférent au cartilage ses particularités. Par exemple, l'absence de
vascularisation met en jeu des protéines inhibitrices de 1'angiogenése, telles que les inhibiteurs
des métalloprotéinases (TIMP, "tissue inhibitor of metalloproteinases”) ou encore la
chondromoduline I. C'est une protéine glycosylée, qui résulte du clivage de la partie
C-terminale d'un précurseur transmembranaire de plus de 300 kDa. Elle est localisée dans la
région interterritoriale et exerce ses pouvoir inhibiteurs de l'angiogenese en empéchant la
croissance des cellules endothéliales [Hiraki, 1997].

La protéine matricielle Gla, qui a été¢ mise en évidence a la fois dans le cartilage hyalin et dans
les artéres, inhibe la calcification : des souris n'exprimant pas cette protéine présentent une

calcification ectopique de ces deux tissus [Luo, 1997].

IL. Le cartilage calcifié.

Le tissu sous-jacent au cartilage hyalin est souvent considéré comme la quatrieme couche du
cartilage articulaire : le cartilage calcifié réalise une transition entre le cartilage hyalin et 1'os
sous-chondral. Les constituants majeurs ne sont plus ni le collagéne de type II ni l'agrécane,
mais le collagéne de type X. Ce collagéne constitue, avec le collagéne de type VIII, une classe
particuliére : tous deux s'organisent en formant des latices (tableau 1.2) [Sutmiiller, 1997]. Le
role du collagéne de type X est mal connu. Il contribuerait a la consolidation de la matrice

cartilagineuse ou jouerait un rdle stimulant de l'angiogenése [Jacenko, 1993].

La chondromoduline II contribue au processus d'ossification endochondrale en stimulant la
croissance des cellules hématopoiétiques [Hiraki, 1996]. C'est aussi le cas de la de la BSP
("bone sialoprotein") ou de la chondrocalcine, un propeptide du collagéne de type II, qui

présente une forte affinité pour I'hydroxyapatite [Hinek, 1987].
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L'annexine V (ou anchorine-CII), une protéine membranaire exprimée par les chondrocytes
hypertrophiques, est surtout connue pour ses capacités a protéger les cellules apoptotiques des
phagocytes. Insérée dans la membrane plasmique, 1'annexine V forme un canal pour les ions
calcium [Kirsch, 1997]. La liaison de I'annexine V aux collagénes de types II et X régulerait le
flux de calcium dans le pore formé par l'annexine V, exercant ainsi un contrble de
I'accumulation de 1'ion dans les vésicules matricielles, et du processus de minéralisation de la

matrice cartilagineuse [Von der Mark, 1997].

L'AH est un constituant fondamental du cartilage calcifié. Il est nécessaire a la structuration de
cette couche particuliecre du cartilage, en permettant l'agrandissement des lacunes
chondrocytaires [Pavasant, 1996] : ce mécanisme accompagne un processus de maturation

chondrocytaire, amenant les chondrocytes a exprimer progressivement le phénotype d'une

cellule ostéoblastique.

I11. Les chondrocytes.

Dans le cartilage de la téte fémorale chez 'homme, les chondrocytes ne représentent que 1 % du
volume tissulaire, soit 10 000 cellules/mm3 [Stockwell, 1967]. La proportion des cellules dans
le cartilage hyalin est plus faible que celle de tout autre tissu. Un RE granuleux et un appareil de
Golgi trés développés sont la preuve d'une activité métabolique importante, nécessaire a la
synthése des constituants d'une matrice extracellulaire si abondante. Les chondrocytes assurent.

également le renouvellement des constituants matriciels.

II1.1. Turnover des constituants de la matrice cartilagineuse.

Le renouvellement des constituants matriciels met en jeu plusieurs familles d'enzymes. Il existe
quatre classes principales de protéinases, déterminées par le groupe chimique responsable de
I'hydrolyse. Les cystéine protéinases et les aspartate protéinases exercent leur activité
enzymatique a pH acide dans le compartiment intracellulaire, alors que les sérine protéinases et
les métalloprotéinases (MMP) agissent 2 pH neutre dans la matrice extracellulaire. Certaines
comme le systtme plasminogene-plasmine (sérine protéinases), sont indispensables a
l'activation des pro-MMP, et sont également capables de dégrader les constituants de la matrice.
Ce systtme enzymatique est activé par des enzymes spécifiques : les activateurs du
plasminogene de type tissulaire ou de type urokinase (tPA et uPA respectivement) qui possédent
un récepteur membranaire. Ce dernier conduit & une augmentation des taux d'activation de la
forme inactive de I'uPA [Martel-Pelletier, 1991]. La plasmine, qui possede la capacité de
dégrader les constituants matriciels, contribue également a l'activation de plusieurs MMP, dont

les collagénases.
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IIl.1.a. Les MMP.

Les MMP [Shingleton, 1996] partagent un certain nombre de point communs :

« elles renferment un atome de zinc dans leur site catalytique;

« elles sont sécrétées sous la forme d'une pro-enzyme inactive;

o une hydrolyse est nécessaire pour conduire a l'activation de l'enzyme; le propeptide perdu
renferme une séquence conservée entre les différentes MMP (PRCGVPD; proline-arginine-
cystéine-glycine-valine-proline-acide aspartique), dont le résidu cystéine (C) se lie avec 1'atome
de zinc du site catalytique. La rupture de cette liaison conduit a l'activation de I'enzyme;

e un ion calcium et un environnement a pH neutre sont également indispensables a leur activité.

Les collagénases.

Parmi les MMP (tableau L.3), les collagénases (MMP1 ou collagénase interstitielle; MMP13 ou
collagénase-3) sont capables de dégrader les trois chaines des collagénes en un méme site,
conduisant a la production de deux fragments dont les longueurs respectives représentent les 3/4
et le 1/4 de la longueur de la molécule intacte. A la température corporelle, ces fragments
devenus instables, perdent leur structure en triple hélice. Les chaines polypeptidiques peuvent

alors étre dégradées par d'autres protéinases [Aimes, 1995].

Les gélatinases.

Les gélatinases dégradent les collagénes dénaturés. L'une d'entre elles, la MMP2, est sécrétée
par les chondrocytes associée a un inhibiteur de métalloprotéinase, le TIMP2 ("Tissue inhibitor
of metalloproteinase") [Murphy, 1992]. L'activation de la MMP2 met en jeu un complexe
trimoléculaire membranaire constitué d’une métalloprotéinase membranaire (MT-MMP), du
TIMP2 et de la MMP2 [Strongin, 1995]. La synthése et la sécrétion de cette MT-MMP sont
probablement liées a celles de la MMP2.

Les stromélysines.

Les stromélysines constituent la troisiéme classe de MMP, dont la MMP3 (ou stromélysine-1) et
la MMPI10 (ou stromélysine-2) sont exprimées par les chondrocytes. Ces enzymes se
caractérisent par leur trés grande spécificité vis a vis de leur substrat (tableau 1.3). Les

stromélysines, une fois activées, peuvent a leur tour activer les procollagénases [Matrisian,

1992].
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Tableau I.3. Les protéinases impliquées dans le renouvellement des constituants de la matrice

cartilagineuse (d'aprés Shingleton, 1996).

Classe/Nom PM (kDa) forme Activateurs Substrats
(latente)/active
MMP

Collagénases

MMP1 (57)48 cathepsine B collagénes I, 11, I11, X.
stromélysine
plasmine

MMP13 (60) 48 collagenes I, 11, I, gélatine, peptides.

Gélatinases
MMP2 (72) 66 MT-MMP collagéne X, gélatine, agrécane, FN.

Stromélysines plasmine
MMP3 (60) 50 PG, protéine de liaison, FN, collagéne III,
gélatine.

MMP10 (53)47 collagéne II, gélatine, FN,

MT-MMP
MMP14 63 active la MMP2
MMPI15 72 ?
MMP16 64 active la MMP2
MMP17 70 ?
Sérine protéinases
Plasminoggne-plasmine tPA et uPA (¥) | active certaines MMP et le plasminogéne
Cathépsine G - agrécane, collagéne IL
Cystéine protéinases _
Cathépsine B collagene 11,

agrécane, protéine de liaison.
Cathépsine L collagene 1,
agrécane, protéine de liaison.

Aspartate protéinase _
Cathépsine D agrécane, gélatine
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II1.1.b. Les inhibiteurs des protéinases.

Toutes les MMP sont inhibées par des inhibiteurs naturels non spécifiques (TIMP, "Tissue
inhibitor of MMP"). TIMP1 est une glycoprotéine de 28 kDa, particulierement stable en
fonction de la température et du pH [Hodges, 1994]. Cet inhibiteur est trés similaire au
TIMP2. Ces deux protéines se lient & la forme active des MMP, dans un rapport 1:1. Leur
activité inhibitrice se situe dans le domaine N-terminal. Un troisiéme membre de cette famille
d'inhibiteurs de protéases existe, le TIMP3. Il se lie apres sa sécrétion a la matrice
extracellulaire [Silbiger, 1994].

L'activité des activateurs du plasminogene (uPA et tPA) est modulée par des inhibiteurs
spécifiques, les inhibiteurs de l'activateur du plasminogene (PAI, "plasminogene activator
inhibitor"). Il en existe deux types (PAIl et PAI2) qui forment des complexes stables avec
I’uPA et le tPA [Levin, 41983]. Les cystatines sont les inhibiteurs naturels des cystéine
protéinases, et I'c,,-macroglobuline celui de la cathépsine B (aspartate protéinase).

Tous ces inhibiteurs jouent un rdle essentiel dans le contrble du turnover des constituants
matriciels des tissus conjonctifs. Les TIMP inhibent les MMP actives, et ainsi empéchent
l'activation des proenzymes. Les PAI, en inhibant l'activation du syst¢me plasminogéne-

plasmine, modulent également l'activation des pro-MMP par la plasmine.

II1.2. Métabolisme chondrocytaire.

En raison de l'absence de vascularisation, I'activité chondrocytaire dépend d'un métabolisme
principalement anaérobie [Otte, 1991]. Un gradient décroissant de la pression partielle en
oxygene s'instaure depuis la surface articulaire vers la couche profonde du cartilage calcifié,
dans laquelle la tension en oxygene n'est que de 1 %. Les chondrocytes de la couche
superficielle auraient un métabolisme énergétique mixte, c'est a dire dépendant a la fois de la
glycolyse et de la voie de la phosphorylation oxydative, en raison d'une teneur en oxygéne plus
importante [Dunham, 1992].

L'apport des nutriments aux chondrocytes se fait par imbibition, et dépend ainsi de l'alternance
compression-décompression du cartilage au cours des mouvements. Ces déformations
produisent des signaux mécaniques via les récepteurs membranaires de type intégrines, ainsi
que des signaux physico-chimiques qui contribuent au contrdle de l'activité chondrocytaire. Ils
sont provoqués par le déplacement des ions dans I'environnement périchondrocytaire, et créent
une variation de potentiel [Gray, 1988]. De plus, des pressions importantes provoquent
linactivation de pompes Nat/K*, modulant ainsi la composition ionique/osmotique

intracellulaire, et de cette fagon le métabolisme des chondrocytes [Hall, 1999].
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* Enfin, les signaux les plus connus, auxquels toutes cellules répondent, sont les facteurs
solubles de type hormones, facteurs de croissance, ou cytokines. Dans le cartilage, ces facteurs
sont pour la plupart produits par les chondrocytes eux-mémes, et ils agissent selon des voies
autocrine ou paracrine. Ils participent au contréle de 1'activité chondrocytaire, aux processus de

différenciation et de maturation cellulaires.

IV. Différenciation et maturation chondrocytaire.

La majorité des études portant sur la différenciation chondrocytaire ont été réalisées sur le
cartilage de croissance. Ce dernier assure la croissance des os longs et, chez 'homme, persiste
jusqu'a la fin de la croissance. Plus épais, il permet une meilleure distinction des couches

cellulaires. Il présente également des caractéristiques proches de celles du cartilage articulaire.

Dans le cartilage de croissance, le processus de différenciation chondrocytaire obéit a une
progression spatio-temporelle, dont les différentes phases ont été caractérisées en fonction de
l'activité chondrocytaire (prolifération cellulaire, synthése des constituants matriciels) et de la
morphologie cellulaire. Plusieurs couches sont distinguées depuis 1'épiphyse vers la diaphyse
(figure 1.12) :

« dans la zone de réserve, les cellules souches se divisent peu. Elles assurent la pérennisation du

tissu : au cours de leur différenciation, les chondrocytes perdent leur capacité a proliférer;

« dans la zone proliférative, les cellules se divisent et s'organisent en colonnes. Elles acquiérent
le phénotype d'un chondrocyte, synthétisant une matrice extracellulaire riche en collagéne de

type II, en agrécane et en AH. Elles perdent simultanément leurs capacités a proliférer;

e dans la zone de maturation, I’hypertrophie des chondrocytes se caractérise par une

augmentation du volume cellulaire;

« dans le cartilage calcifié, les cellules ont un volume cellulaire 5 a 10 fois supérieur a celui d'un
chondrocyte. Ces chondrocytes hypertrophiques synthétisent une matrice moins abondante,
essentiellement constituée de collagéne de type X. Ils expriment progressivement le phénotype
d'une cellule ostéoblastique : ils synthétisent le collagéne de type I, l'ostéopontine,

I'ostéonectine et présentent une activité phosphatase alcaline élevée [Descalzi Cancedda, 1992].

La calcification de la matrice extracellulaire est concomitante a l'invasion vasculaire par des
capillaires et a la colonisation par des ostéoclastes qui dégradent la matrice cartilagineuse
calcifiée. La plupart des chondrocytes hypertrophiques s'engagent alors vers une mort cellulaire
par apoptose. Roach [1995] a également proposé que les chondrocytes hypertrophiques, apres
une division asymétrique donnent naissance a 2 cellules filles. La cellule la plus volumineuse

s'orienterait vers une mort par apoptose, la seconde deviendrait un ostéocyte.
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Figure I.12. Les différentes couches du cartilage de croissance (d'aprés Corvol, 1996).

Trois principales familles de facteurs de croissance ont été impliquées dans la chondrogenése :
celles des FGF ("Fibroblast growth factors"), des IGF (“insulin-like growth factors"), et celle
des TGF ("transforming growth factors ") [Hill, 1992].

IV.1. Les facteurs de croissance.

IV.1.a. Le bFGF.

La famille des FGF comporte une dizaine de membres, qui possédent des propriétés mitogenes,
d'inhibition de la différenciation cellulaire, et certaines propriétés de facteurs angiogéniques ou

neurotropes [Mason, 1994].

Le FGF a été décelé dans le compartiment intracellulaire [Kilkenny, 1996], dans la membrane
cellulaire, et dans la matrice extra-cellulaire associé aux chaines de GAG sulfatés (héparanes
sulfates, HS). L'interaction du facteur de croissance avec les constituants matriciels permet
d'une part de prolonger sa demi-vie, et d'autre part de moduler ses effets en l'empéchant
d'accéder a ses récepteurs cellulaires. Ce sont des récepteurs de type tyrosine kinases (FGFR),
ou des PG membranaires de type HS tels que les syndécanes [McKeehan, 1998] dont le
domaine cytoplasmique est associé au cytosquelette [Chernousov, 1993]. Une des propriétés de
ces PG membranaires est d'augmenter grandement 1'affinité du FGF pour le FGFR [Shimazu,
1996].

Dans le cartilage, la présence du bFGF (ou FGF-2) est connue depuis plus de 15 ans. La teneur
du bFGF décline en méme temps que la synthese d'ADN : le bFGF constitue un signal
autocrine de la prolifération cellulaire. Il est le facteur le plus mitogéne vis a vis des
chondrocytes [Hill, 1992].
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Le bFGF a également été décelé dans le noyau de 30 % des chondrocytes [Kilkenny, 1996].
Cette localisation nucléaire du facteur de croissance est associée a un réle dans la différenciation
chondrocytaire, distinct de ses effets mitogénes : il inhiberait a la fois le processus de maturation
cellulaire conduisant les chondrocytes a s'hypertrophier, et la calcification de la matrice
cartilagineuse [Kato, 1990]. Ainsi, la perte des capacités mitogénes des chondrocytes et la
maturation cellulaire sont liées a la diminution du nombre de récepteurs membranaires du bFGF
et & une modification du type de FGFR exprimé [Szebenyi, 1995]. La modulation de la

maturation cellulaire par le bFGF permettrait la différenciation optimale des chondrocytes.

1V.1.b. Le; IGF.

11 existe deux isoformes d'IGF, I'IGF-I et I'IGF-II. Toutes deux sont produites par les
chondrocytes, 1'TGE-1 en quantité plus importante. L'IGF-1 et I'IGF-II ont toutes deux des
propriétés mitogenes. Cependant, 'lGF-II est plus efficace sur les chondrocytes feetaux, alors
que 1'IGF-I agit davantage sur les cellules d'un tissu mature [Vetter, 1986]. L'IGF-I est
également capable d'induire la synthése des constituants matriciels, plus particulierement celle
des PG. L'IGF-II interviendrait davantage dans la régulation du glucose intracellulaire
[Bhaumick, 1991]. Ce sont des facteurs capables d'induire la croissance du cartilage, sous le
contrdle de I'hormone de croissance (GH, "growth hormone") qui module l'expression de
I'IGF-1. Des récepteurs a la GH ont également ét¢ décelés sur la membrane cellulaire des
chondrocytes. Les IGF ainsi que la GH agiraient en synergie et stimuleraient a la fois la
prolifération chondrocytaire et la synthése des constituants de la matrice extracellulaire,

notamment celle des PG [Barnard, 1998].

La synthése simultanée de récepteurs solubles des IGF, les IGFBP («IGF binding
proteins »), conduit a la modulation des effets de ces facteurs. IIs modulent la fixation des IGF
sur leurs récepteurs de haute affinité, ’'IGFR1 et I'IGFR2. Il existerait une dizaine de ces
récepteurs solubles (IGFBP1 a IGFBP10) [Rechler, 1997]. Quatre d’entre eux (IGFBP2 a 5)
sont exprimés par les chondrocytes, dont deux ont une localisation préférentielle sur la
membrane cellulaire IGFBP 2 et 3) [Martel-Peletier, 1998]. Les IGFBP présentent des affinités
différentes pour I'IGF-I par rapport a I'lGF-1I : I'IGFBP3 et I'IGFBP4 sont ainsi impliquées
dans l'inhibition des effets de I'lGF-1. Quant a I'TGFBP6, elle présente une plus grande affinité
pour I'IGF-II, et constitue ainsi un élément de rétrocontrdle du métabolisme du glucose par les

chondrocytes [Morales, 1997].
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IV.1.c. Les TGFJ.

La famille des TGFB comporte une vingtaine de membres. Des taux élevés de TGFB ont été mis
en évidence dans la matrice extracellulaire du cartilage hyalin et dans le cartilage calcifié. Ces

deux tissus différent cependant par le sous-type de TGFB exprimé [Fukumara, 1998].

Le TGFB [Lawrence, 1996] est synthétisé sous la forme d'un précurseur inactif (figure 1.12),
dont I’activation met en jeu soit l'environnement acide (hydrolyse chimique) soit des enzymes
[Nunes, 1996]. Le TGFB se lie aux petits PG décorine, biglycane et fibromoduline
[Hildebrand, 1994] qui exercent ainsi un rétrocontrdle sur I'activité du facteur de croissance, et,

en le protégeant d'une activité protéolytique, ils contribuent a augmenter sa demi-vie.

p 3.3
@ 7 v JNH2
COOH TGFB latent
E ; Forme large du
N NN _|NH2 TGFB latent
Fdd
S
séquence
laminine B2 RGD
NH2 COOH

Z Liaisons électrostatiques
- Oligosaccharide

® Mannose 6-phosphate
z *"Latency associated peptide"

Figure 1.13. Schéma des deux formes latentes du TGFB, qui

mettent en jeu des interactions ioniques et covalentes.

Le TGFR exerce ses effets en se liant & des récepteurs membranaires de trois types. Les
principaux récepteurs (I et II) sont de type sérine/thréonine kinases. Ils existent en tant
qu'homodimeres, et il est supposé que le récepteur actif soit un hétérotétramere [Saltis, 1996]. 11
a également été localisé dans le compartiment intracellulaire, suggérant un rdle intracrine, mais

sans que ce dernier ait pu étre déterminé [Thorp, 1992].

Le TGFS seul inhibe la prolifération cellulaire [Vivien, 1990]. Certains sous-types de TGEFS
(TGFB-1 et TGFB-2) induisent la différenciation chondrocytaire et stimulent la syntheése des
collagénes [Thorp, 1992]. Le TGFB inhibe également la dégradation des constituants matriciels
en induisant la synthése des inhibiteurs naturels des métalloprotéases, les TIMP, augmentant
encore ses effets en faveur d'une accumulation des constituants matriciels [Gilinther, 1994].
Enfin, le TGFS favorise la calcification de la matrice cartilagineuse en stimulant l'activité de la
nucléoside triphosphate pyrophosphohydrolase et le dépdt de pyrophosphate dans la matrice
[Rosen, 1997].
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Les BMP (« bone morphogenetic proteins ») sont une sous-famille de celle des TGF. Elles ont
d'abord ét€ identifiées dans I'os, et elles ont été rendues responsables de la formation ectopique
de cartilage et d'os. Dans le cartilage, elles favorisent la chondrogenése et stabilisent le

phénotype chondrocytaire.

IV.1.d. Interactions entre bFGF, IGF et TGFf3 au cours de la
chondrogenése.

Si les effets de ces facteurs de croissance paraissent assez simples, leur présence conjointe dans
la matrice cartilagineuse offre une régulation beaucoup plus fine et plus complexe de la
différenciation et de l'activité des chondrocytes. Ils sont non seulement capables de moduler

leurs effets mutuels mais également leur sécrétion.

Le TGEFB potentialiserait les effets mitogénes du bFGF [Baird, 1990], en augmentant
notamment I'expression de ses récepteurs. La présence de ces deux facteurs de croissance
ralentirait le processus de différenciation chondrocytaire [Bradham, 1994].

La stimulation de la synthése des GAG par les IGF, indispensables a la présentation du bFGF &
son récepteur, constitue une autre voie aboutissant a la potentialisation des effets du bFGF. La
présence simultanée de I'IGF et du bFGF conduit & une stimulation de la prolifération cellulaire
et de la syntheése des constituants matriciels [Osborn, 1989]. Par contre, la présence simultanée
du TGFB et de I'IGF conduit a une diminution de la synthése des protéines totales, qui
s'explique par une diminution de la synthése des collagenes en faveur de celle des PG [Hill,
1992]. Ces effets mettent en jeu une augmentation de l'expression des récepteurs a I'IGF-I
induite par le TGFf [Tsukasaki, 1994].

IV.2. Les rétinoides.

Les rétinoides sont des dérivés de la vitamine A, dont seuls quelques uns sont actifs. Les plus
connus sont les acides rétinoiques all trans et 9 cis. Les cellules possédent des récepteurs
membranaires spécifiques du complexe retinol-RBP ("retinol binding protein"), des récepteurs
cytoplasmiques (“"cellular retinol binding proteins" et "cellular retinoic acid binding protein")
ainsi que des récepteurs nucléaires RAR et RXR ("retinoic acid receptors” et "retinoid X
receptors”). Ces récepteurs nucléaires, aprés fixation de leur ligand et dimérisation, sont
capables de moduler 'expression de nombreux geénes en se fixant sur I'ADN, au niveau
d'éléments de réponses aux rétinoides [Napoli, 1996].

L'étude de leurs effets sur les chondrocytes a donné lieu a des résultats trés contradictoires. Une
des raisons pourrait étre 1'état de différenciation des chondrocytes, en fonction duquel la
réponse aux rétinoides est différente [Iwamoto, 1993].

Les rétinoides peuvent stimuler la prolifération cellulaire, I'inhiber, ‘ou n'avoir aucun effet. Ils

inhibent la synthese des constituants matriciels et induisent leur dégradation [Morales, 1992] ea
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stimulant l'expression des métalloprotéases [Meats, 1985]. Mais ils peuvent aussi l'inhiber en
stimulant la synthese des inhibiteurs naturels de ces enzymes, les TIMP [Wright, 1991].

Enfin, les rétinoides stimulent la maturation chondrocytaire : ils induisent la différenciation des
chondrocytes en cellules de type ostéoblastique, et le processus d'ossification endochondrale
[Pacifici, 1991]. Cette induction de la différenciation chondrocytaire par les rétinoides pourrait
étre liée a une diminution du métabolisme du glutathion intracellulaire [Teixeira, 1996] : la
modulation de 1'état redox en thiols du chondrocyte semble avoir une grande importance,
notamment en terme de régulation de la transcription des genes codant pour les protéines
matricielles telles que les collagénes de types II et X [Habuchi, 1991]. Ainsi, la liaison des

facteurs de transcription Fos et Jun a I'élément de réponse AP-1 est sensible a 1'état redox en

thiols de la cellule.

I1V.3. Les métabolites de la vitamine D;.

La vitamine D a été la premiere identifiée en tant que précurseur d'une hormone stéroide. La
vitamine D, est normalement produite dans la peau a partir du 7-déhydrocholestérol, sous 1'effet

des ultraviolets. Elle est biologiquement inactive, a moins de subir une premiére hydroxylation
dans le foie, puis une deuxiéme dans le rein. Le produit formé, la 1,25-dihydroxy vitamine D,
(1,25-(OH),D,) est alors une véritable hormone, capable d'interagir avec un récepteur nucléaire
et de modifier, comme le font les dérivés de la vitamine A, I'expression de nombreux génes. La
modulation de l'expression des génes nécessite la formation d'un hétérodimere avec un
récepteur d'un autre type, tels que les RXR [Darwish, 1995].

Le role physiologique de la vitamine D est de maintenir les taux plasmatiques de calcium et de
phosphore pour optimiser les fonctions neuromusculaires et la minéralisation du squelette. Les
effets de la vitamine 1,25-(OH),D, sur le cartilage sont confus. Elle induit la synthése d'ADN,
et donc la prolifération cellulaire, et peut conjointement soit inhiber la synthe¢se des GAG
sulfatés, soit la stimuler. Cette vitamine jouerait également un réle majeur dans la différenciation
terminale des chondrocytes, en diminuant l'activité de la phosphatase alcaline, empéchant ainsi

la minéralisation de la matrice cartilagineuse.

IV.4. '"Parathyroid hormone-related protein'' (PTH-rP) et
"Indian hedgehog' (Ihh).

Le PTH-rP est synthétisé par de nombreux tissus. Pour autant, ses taux sanguins sont trés
faibles : son mode d'action serait ainsi essentiellement paracrine. Les effets du PTH-rP sont
médiés par le méme récepteur que celui de l'hormone thyroidienne qui intervient dans

I'homéostasie des taux de calcium.
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Des relations étroites entre le PTH-rP et les hedgehog ont été mises en évidence. Les hedgehog
constituent une famille de protéines présentant une activité protéolytique, donnant naissance 2
un facteur biologiquement actif par autocatalyse. Ce facteur emprunte les voies paracrines pour
faire valoir ses effets. Les chondrocytes, qui ont perdu leur capacités & proliférer, expriment
alors le récepteur de PTH/PTH-rP, puis la protéine Ihh : elle agirait sur les cellules
périchondrocytaires en stimulant la production de PTH-rP. Un rétrocontrdle négatif exercé par
le PTH-rP conduirait a une inhibition de la synthése de Ihh [Wallis, 1997]. Ces deux facteurs
sont impliqués dans la stimulation de la croissance du cartilage [Kronenberg, 1997].

IV.5. Etat redox des chondrocytes et minéralisation de la matrice
cartilagineuse.

L'initiation de la maturation chondrocytaire et de 1'ossification endochondrale correspond a une
modification du potentiel redox des cellules [Shapiro, 1986]. Ces modifications de 1'état
cellulaire seraient liées a l'appauvrissement en oxygene dans les couches profondes du cartilage.
Elles s’accompagnent d’une augmentation du rapport NADH/NAD+ [Shapiro, 1986], d’une
diminution et du taux intracellulaire de gluthation réduit [Habuchi, 1991; Rajpurohit, 1996], et
d’une accumulation d’un intermédiaire de la glycolyse, le phospho-énol-pyruvate. Il a été
montré que la diminution du taux intracellulaire de glutathion réduit induisait la différenciation
chondrocytaire [Teixeira, 1996]. Le phospho-énol-pyruvate est capable d'induire la libération
du calcium par les mitochondries [Shapiro, 1978]. Une modification de I'état redox des
chondrocytes, lorsque le taux en oxygeéne dans les couches profondes du cartilage diminue,
pourrait ainsi constituer un signal de I’initiation du processus d'ossification endochondrale.

IV.6. Contribution des constituants matriciels au processus de
différenciation chondrocytaire.

Il est connu depuis longtemps que les chondrocytes en culture en monocouche perdent
rapidement leur phénotype, caractérisé par la synthése du collagéne de type II et de 1'agrécane.
En culture en monocouche sur un gel composite de collagéne de type I/agarose, les cellules
acquiérent rapidement la morphologie de chondrocytes, et synthétisent également des taux plus
élevés de collagene de type II et d'agrécane que des chondrocytes en culture en monocouche sur
un support en plastique [McDougall, 1996]. La présence de fibronectine inhibe le processus de
différenciation chondrocytaire [Thomas, 1988], et, dans un systeme de culture tridimensionnel,
elle stimule la synthése des PG [Martin, 1998]. A I’inverse, la différenciation des chondrocytes

en culture en gel de collagene est plus rapide lorsque ce dernier est enrichi en agrécane.
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L'accumulation des ions calcium dans les vésicules matricielles nécessaire a la minéralisation de
la matrice cartilagineuse est sous le contrdle d’une protéine membranaire, l'annexine V, et met
en jeu une interaction entre cette protéine membranaire et les collagénes de types Il et X [Kirsch,
1997]. Le collagéne de type XI contribuerait également au processus de maturation
chondrocytaire : 1a délétion de la chaine ot1(XI) conduit a la désorganisation des chondrocytes
du cartilage de croissance, et a une déficience du processus de maturation des chondrocytes en
chondrocytes hypertrophiques.

Le r6le de ces différents constituants matriciels dans le maintien du phénotype chondrocytaire
met également en jeu des protéines présentant des séquences RGD, capables de se lier aux
intégrines [Yasuda, 1996]. Ainsi, la diminution simultanée de l'expression de certaines
intégrines et du taux intracellulaire de TGFB a été associée & une diminution des interactions
indirectes entre les chondrocytes et la fibronectine [Yasuda, 1996]. Or, la diminution du taux
intracellulaire de TGFB correspond & linitiation de la maturation des chondrocytes en
chondrocytes hypertrophiques.

Ainsi, une modification des interactions entre les chondrocytes et les constituants matriciels peut

conduire & une altération du phénotype chondrocytaire.
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Chapitre 11
L’arthrose

L’arthrose a longtemps été confondue avec les rhumatismes articulaires inflammatoires : elle n’a
été décrite pour la premicre fois qu’a la fin du XIX*™ siecle par Charcot. L’arthrose désigne en
premier lieu une atteinte du cartilage articulaire qui ne s’accompagne d’aucune manifestation
inflammatoire lors des phases précoces de la maladie. Lorsque I’atteinte articulaire devient
sévére, une réaction inflammatoire survient qui affecte toutes les structures articulaires et
contribue 2 une évolution plus rapide de la maladie. Une définition récente a été formulée 2
I’occasion d’un « workshop », et souligne la complexité de la maladie : « I’arthrose est un
groupe de maladies dont 1’étiologie peut étre différente mais qui présente des caractéristiques
biologiques, morphologiques, et cliniques trés similaires. Cette pathologie affecte le cartilage
bien évidemment, mais également I’ensemble de ’articulation, c’est a dire 1’0s sous-chondral,
les ligaments, la capsule, la membrane synoviale, et les muscles péri-articulaires. La
dégénérescence du cartilage articulaire conduit progressivement a la fibrillation de la couche

superficielle du cartilage, puis a la formation de fissures aboutissant a la mise a nu de 1’os sous-
chondral » [Flores, 1998].

Figure IL1. Radiographie du genou d'un patient atteint d'une gonarthrose (arthrose
du genou) : la mesure de l'interligne séparant les extrémités osseuses (1) rend compte
d'une érosion du cartilage. La sclérose de 1'os sous-chondral (2), une géode dans l'os

sous-chondral (3) et des ostéophytes(4) sont également visibles.
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Plusieurs stades relatifs a la progression de I'arthrose et a la sévérité des I€sions articulaires ont
été définis. Le premier stade est appelé chondromalacie. Elle décrit un ramollissement du
cartilage articulaire, qui se manifeste d'un point de vue histologique par un épaississement et par
l'apparition de fissures paralleles a la surface articulaire dans la couche moyenne du cartilage
[Ohno, 1988]. Ces fissures progressent ensuite vers la surface articulaire, donnant au cartilage
de la couche superficielle un aspect fibrillaire : c'est le deuxieme stade de l'arthrose. Ces
fissures s’approfondissent, atteignant progressivement I'os sous-chondral. Le stade ultime de
I'arthrose est la mise & nu de l'os sous-chondral. De fagon paradoxale, 1'érosion du cartilage
dans les zones portantes est associée a une hypertrophie d'un tissu ostéochondral dans les

régions les moins sollicitées, donnant naissance aux ostéophytes (figure II.1).

L'arthrose est une pathologie articulaire d'autant plus difficile & appréhender qu'elle est
asymptomatique pendant plusieurs années : 5 % de la population de moins de 25 ans présentent
une atteinte modérée, et plus de 40 % ont une atteinte modérée & 40 ans, sans qu'aucune
douleur ou géne fonctionnelle ne se manifestent [Praemer, 1992]. Ces signes cliniques,
lorsqu'ils surviennent, traduisent le plus souvent des Iésions profondes dans le cartilage des

régions portantes, atteignant parfois I'os sous-chondral.

L'arthrose, dont la fréquence est étroitement liée a 1'dge, est pergue comme une fatalité : .
I'absence de technique d'imagerie suffisamment performante pour déceler une arthrose
débutante en clinique, la complexité de cette pathologie et les faibles capacités du cartilage a

“cicatriser”, sont autant de raisons pour lesquelles aucune solution thérapeutique satisfaisante

n'a été proposée jusqu'a présent.

2. Facteurs étiologiques.

De fagon surprenante, certaines articulations trés sollicitées mécaniquement ne sont pas sujettes
aux rhumatismes dégénératifs. Le cas le plus démonstratif est celui de la cheville, trés sollicitée
mais habituellement indemne d'arthrose (figure I1.2).

La manifestation tardive de ['arthrose lorsque la destruction articulaire est avancée, rend difficile
l'identification du (des) facteur(s) étiologique(s). Les traumatismes mécaniques ou certains
désordres génétiques ont pu étre identifiés comme étant la cause de I’installation précoce d’un
processus dégénératif. Cependant, ces facteurs étiologiques ne concernent qu'une faible partie

de la population (figure IL.3).
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2.1. Facteurs mécaniques.

Le cartilage articulaire possede une capacité surprenante a supporter et a résister aux fortes
contraintes mécaniques [Afoke, 1987]. Cependant, des chocs trop violents peuvent étre la cause
de fissurations dans le car[ilagé, qui s'étendent rapidement en raison des mouvements
[Cicuttini, 1995]. Une hyperlaxité ligamentaire peut également étre la cause d'une arthrose. Le
manque de maintien de l'articulation se manifeste alors par des forces de cisaillement
aboutissant a la fibrillation de la couche superficielle du cartilage [Gillquist, 1990].

Les mécanismes en jeu lors de microtraumatismes répétés sont beaucoup moins élucidés. Iis
peuvent se manifester chez les sportifs, ou chez les personnes présentant une surcharge
pondérale [McAllindon, 1996]. L’application de fortes pressions conduit a la modulation du
métabolisme chondrocytaire [Takahashi, 1997] : une augmentation modérée des contraintes
mécaniques (5 mégaPascals, MPa) conduit 4 une stimulation de la synthése de l'agrécane; des
pressions importantes (50 MPa), ou a l'inverse, I'absence de contrainte mécanique, conduisent

a une inhibition de 'anabolisme [Gray, 1988].
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D'aprés Takahashi [1998], la diminution de la synthése des constituants matriciels par les
chondrocytes, en réponse a l'application de fortes contraintes, est en relation avec une
augmentation de l'expression de certaines cytokines (IL-6 et TNFa). La modulation de
l'expression de ces deux cytokines pourrait étre en relation avec 1'organisation du cytosquelette :
les variations du volume chondrocytaire en réponse a I'application des contraintes mécaniques
seraient transmises par le cytosquelette, et conduiraient a la déformation du noyau de la cellule
[Guilak, 1995]. Les éléments du cytosquelette participeraient ainsi a un systéme de transduction
du signal en relation avec la modification de [l'application des contraintes mécaniques,

permettant a la cellule d'y répondre de fagon appropriée [Benjamin, 1994].

Certaines especes animales développent de fagon spontanée une arthrose précoce. Chez la
souris STR-ORT (métaplasie chondro-osseuse des tissus mous, conduisant a une ossification
des ligaments responsable d'une instabilité articulaire; Collins, 1994) la synthése d'TL-1 et
d'IL-6 par les chondrocytes augmente en fonction de 1'dge des souris, et précéde l'apparition de

lésions dans le cartilage articulaire [Chambers 1997].

2.2. Désordres génétiques.

Jusqu’a présent, seul le collagéne de type II a été incriminé dans le caractére héréditaire de la
pathologie humaine (tableau II.1). Ces mutations ont en général des conséquences
somatiques : elles sont a I'origine de différentes formes de nanisme, d’atteintes oculaires ou
auditives [Williams, 1995].

Il existe ainsi des formes d'arthroses diffuses, dont la plus connue a été décrite en 1952 par
Kellgren et Moore. Ce type d'arthrose se caractérise par une atteinte des premieres articulations
carpo-métacarpophalangiennes (formation des nodosités d'Heberden, figure I1.2) et par une
atteinte des genoux. Il semblerait qu'une inflammation articulaire accompagnée de

I'hypertrophie de I'os adjacent soit la premiere manifestation de cette arthrose.

Des souris présentant une délétion de la chaine ol du collagéne de type IX [Féssler, 1994], ou
a l'inverse, surexprimant le domaine NC4 de ce méme collagene [Haimes, 1995] développent
une arthrose : ces expérimentations de mutagenese dirigée permettent de mettre en avant

l'importance de la structure et de l'architecture de la matrice du cartilage, afin qu'il résiste au
mieux aux contraintes mécaniques.

Plus récemment, il a été montré que l'expression d'un récepteur de type II du TGF3 défectueux
s'accompagne du développement d'une pathologie dégénérative du cartilage articulaire [Serra,
1997]. Cette mutation se traduit par la calcification du cartilage articulaire en raison de la

différenciation ultime des chondrocytes en cellule de type ostéoblastique.
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Tableau ll.1. Les principales mutations du collagéne de type li
(d'aprés Williams, 1995).

Dysplasie spondylo-épiphysaire 1 délétion (aa 964 a 999, exon 48)
3 duplication (aa 970 & 984, exon 46)
997
(troubles de l'ossification endqchondra/e et g 2%789:23;(22;? onn4f1))
penturbation de la chondrogenése) 10 Arg755Cys (exon 11)
11 Gly247Ser (exon 19)
15 | Gly4985Ser (exon 30)
33 | Gly'71-Arg (exon 15)
34 duplication 9 pb (exon 42)
Dysplasie spondylo-méta-épiphysaire | 12 Gly'54Arg (exon 15)
25 | Gly’99—Cys (exon 39)
29 | GIy39%4Cys (exon 21)
Dysplasie de Kniest | 28 délétion de 21 pb (exon 12)
nanisme dysmorphique, anomalies oculaires 30 délétion de 9 pb (exon 44)
(cataracte, décollement de rétine), surdité 31 délétion de I'exon 21 (in-frame)
progressive 32 délétion de 19 pb (exon 34)
Achondrogenése*/hypochondrogengse | 2 Gly943Ser (exon 46)
7 Gly574Ser (exon 33)
16 | Gly8585Glu (exon 43)
19 Gly988_Arg (exon 48)
20 Gly®915Arg (exon 38)
26 | Gly817val (exon 42)
35 Gly—6>SI’Ie {exon 31)
36 | Gly’89-Ser (exon 41)
* absence presque compléte des os des 504
membres (forme de nanisme non viable) 37 | Gly>™*—Ala (exon 35)
Syndrome de Stickler | 6 Arg732_5Stop (exon 40)
8 Arg®—Stop (exon 7)
arthro-ophtalmopathie héréditaire progressive } 3 gglrgg Oihlf\t/(se;( g n 40)
21 frame shift (exon 48)
22 frame shift (exon 43)
23
Syndrome de Wagner Gly87—Asp (exon 10)
4 Arg5%4_Cys (exon 31)
Arthrose 18 | Gly5%4Ser (exon 48) -
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2.3. Facteurs systémiques et métaboliques.

Plusieurs études font état d'une relation entre des désordres systémiques et une atteinte
dégénérative du cartilage articulaire. En 1961, une association entre une atteinte dégénérative
des articulations des mains et un taux élevé de cholestérol a été soulignée [Kellgren, 1961]. Un
peu plus tard, I'arthrose a également ét€ associée a I'hypertension artérielle [Lawrence, 1975],
ou encore a une hyperuricémie [Acheson, 1975]. Une étude plus récente montre une association
entre le taux de glucose sanguin, une hypercholestérolémie, et la gonarthrose [Hart, 1995].
Chez ces patients, la survenue de l'arthrose pourrait étre liée a une résistance a l'insuline, ou

encore a de faibles taux d'IGF.

2.4. Autres facteurs étiologiques : hypotheéses.

Dans la plupart des cas, l'étiologie de l'arthrose est inconnue. Des données cliniques et

expérimentales ont permis d'avancer quelques hypothéses.

Certains auteurs ont mis en évidence une dégradation des fibres de collagéne de type II dans le
cartilage articulaire sénescent similaire a celle constatée lors d'une arthrose débutante. Dans les
deux cas, la dégradation du collagéne de type II est initiée autour des chondrocytes de la couche
superficielle du cartilage, puis progresse vers les couches plus profondes. D'aprés ces
observations, Hollander [1995] suggere que ['arthrose est une involution du cartilage articulaire
identique mais plus rapide que celle caractérisant un cartilage sénescent.

D'aprés une seconde hypothese, l'arthrose résulterait d'une modulation du phénotype
chondrocytaire. Les cellules du cartilage exprimeraient le phénotype de chondrocytes
dédifférenciés synthétisant le collagéne de type I, et celui de chondrocytes hypertrophiques
synthétisant le collagene de type X. La synthése d'une matrice inapte a résister aux contraintes
mécaniques aboutirait au développement de 1ésions au sein du cartilage articulaire [Von der
Mark, 1992].

Selon une troisitme hypothese, l'initiation et la progression d'une arthrose sont deux
événements différents [Radin, 1986] : l'initiation résulterait d'un épaississement de 1'os sous-
chondral. La structure en travées de ce dernier permettrait de supporter des contraintes
mécaniques importantes; le cartilage, quant a lui, aurait pour role de répartir ces contraintes sur
une surface maximale de 1’os sous-chondral. L'épaississement des travées rendrait I'os sous-
chondral moins souple, et donc moins apte a absorber les forces exercées. Il s'ensuivrait alors
'application de contraintes sur le cartilage d'autant plus grandes que la structure de 1'os sous-
chondral est dense, conduisant ainsi a une souffrance chondrocytaire. Bailey [1997] attribue ce
remodelage de 1'os sous-chondral a une laxité de plus en plus grande des ligaments en fonction
de I'dge. D'autres suggerent que la condensation de I'os sous-chondral n'est pas nécessaire lors
de l'initiation de l'arthrose. Elle serait cependant indispensable a la progression des phénomenes

dégénératifs [Burr, 1997].
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3. La douleur articulaire.

3.1. Les principales voies nerveuses impliquées dans la sensation
douloureuse.

L'arthrose est une pathologie articulaire qui affecte preés de 80 % de la population de plus de 70
ans [Peyron, 1987]. Le caractere souvent invalidant de l'arthrose, en raison des douleurs
articulaires et de la géne fonctionnelle, en fait un véritable probleme de santé publique. De fagon
surprenante, il n'existe pas de relation entre une atteinte anatomo-clinique et la symptomatologie

douloureuse [Lawrence, 1966].

La douleur peut avoir son origine dans les structures articulaires ou osseuse. Contrairement au
cartilage, la capsule, les ligaments, les ménisques, le périoste et l'os sous-chondral sont
innervés par un réseau de fibres myélinisées et non myélinisées [Perrot, 1996; Johnston, 1997].
Il existe des récepteurs articulaires sensitifs appelés mécanorécepteurs, présents dans la capsule,
dans les ligaments et dans les ménisques, mais absents de la membrane synoviale. Ils répondent
a des stimulations mécaniques physiologiques telles que la pression et I'étirement, et sont
impliqués dans la proprioception. Les mécanorécepteurs transmettent un signal qui emprunte les
fibres myélinisées A, et AP, trés peu nombreuses.

Le second type de récepteurs articulaires sensitifs sont les nocicepteurs, impliqués dans la
perception de la douleur. Ils sont constitués par les extrémités des fibres myélinisées afférentes
Al et par les extrémités des fibres afférentes C non myélinisées. Les fibres myélinisées
afférentes Ad sont présentes a la surface des ligaments, et représentent environ 20 % de
l'innervation articulaire. Les fibres afférentes C non myélinisées sont les plus répandues dans

les tissus articulaires (40 % de l'innervation articulaire), notamment dans la membrane

synoviale.

Les douleurs articulaires peuvent €tre de nature mécanique (mise a nu de 1'os sous-chondral) ou
inflammatoire (synovite secondaire a une arthrose). Les douleurs mécaniques sont courantes et
mettent en jeu les nocicepteurs de la capsule, des ligaments et de 'os. Les douleurs articulaires
de nature inflammatoire trouvent principalement leur origine dans la membrane synoviale. Elles
mettent en jeu la stimulation des nocicepteurs, et se traduisent par une augmentation de leur
activité spontanée, une diminution de leur seuil d'activation, une réponse exagérée a un
stimulus, et par le recrutement de fibres nociceptives silencieuses [Guirimand, 1996].

De nombreux médiateurs sont capables de stimuler les nocicepteurs. Les principaux sont les
protons, les cytokines pro-inflammatoires (IL-1 et IL-6), la bradykinine, la sérotonine et
I'histamine, ainsi que les prostaglandines et les leucotrienes [Schaible, 1993]. Les signaux
nociceptifs sont acheminés par les fibres Ad myélinisées et les fibres C non myélinisées (figure

I1.3) vers les neurones de la corne dorsale spinale [Perrot, 1996; Johnston, 1997]. La libération
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conjointe de substance P (SP), de CGRP ("calcitonine gene-related peptide"), de glutamate et
d'aspartate dans la corne dorsale conditionne l'activation des neurones spinaux qui se projettent

directement ou indirectement dans le thalamus.

La stimulation répétée des neurones de la corne dorsale par les fibres C, et le nombre croissant
de neurones spinaux et supraspinaux recrutés dans la transmission des signaux nociceptifs

contribuent a I'exagération de la sensation de la douleur.

Production de
neuropeptides

Voie anialglqure descendante

Corne dorsale...

Fibres aftérentes
sympathiques

Figure I11.3. Schéma des principales voies impliquées dans la

geneése et l'entretien de la douleur (d'aprés Perrot, 1996).

Une seconde voie conduit a la potentialisation de la réaction inflammatoire et de la douleur. Elle
met en jeu les fibres C non myélinisées. Cette particularité leur confere la capacité de conduire
l'influx nerveux dans les deux directions, afférente et efférente. La stimulation des nocicepteurs
conduit a la genese d'un signal afférent vers la moelle épinicre, et d'un second signal efférent
qui conduit a la libération de neuromédiateurs a proximité du site initial : c'est le réflexe

d'axone.

Des récepteurs aux opioides ont également été mis en évidence dans 'articulation. Ils participent
a la modulation de la douleur, comme cela a été suggéré a la suite d'une injection intra-articulaire

de morphine. Elle agirait en modulant la libération de SP [Stein, 1991].
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3.2. Neuropeptides et arthrose.

La SP et le CGRP ont été mis en évidence dans l'articulation au cours de l'arthrose [Fortier,
1997]. Ces deux peptides sont associés a une vasodilatation et a une inflammation. La SP
stimule également la libération des prostaglandines et des collagénases par les synoviocytes, et
celle des cytokines par les monocytes. De plus, les synoviocytes expriment un plus grand
nombre de récepteurs a la SP [Sakai, 1998]. La libération de SP dans l'articulation a ét

associée a une atteinte du cartilage plus sévére au cours d'une arthrose.
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Chapitre 111
Physiopathologie de ['arthrose

L'arthrose a longtemps été considérée comme une involution normale du cartilage articulaire due
a ’age. Cependant, le développement de nouvelles méthodologies a permis de mettre en
évidence des modifications biochimiques au sein de la matrice: cartilagineuse en fonction de
1'age (tableau III.1) bien différentes de celles caractérisant une arthrose.

Tableau lll.1. Modifications des parameétres biochimiques

- au sein d'un cartilage sénescent par rapport a un cartilage jeune;
- au sein d'un cartilage arthrosique par rapport a un cartilage sénescent.

Parametres Cartilage sénescent Cartilage arthrosique
Eau l T
Densité celluiaire l l zones portantes
T ostéophytes
Réponse aux facteurs de l T
croissance/cytokines
TIMP/MMP T (diminution du catabolisme) | (augmentation du catabolisme)
Agrécane 4 {
Sulfatation des GAG l ?
CS/KS ? 1
AH T !
Protéine de liaison J ?
Formation des agrégats d !

L’arthrose résulte d'un déséquilibre entre la syntheése et la dégradation des constituants
matriciels (figure 11.4). De multiples facteurs sont impliqués tels que les cytokines, les facteurs
de croissance, les radicaux libres et les prostaglandines, qui contribuent & la dérégulation du
métabolisme chondrocytaire [Westacott, 1996]. L'érosion du cartilage dans les régions les plus
sollicitées résulte a la fois d'une inhibition de la synthese des constituants de la matrice
cartilagineuse et d'une augmentation de leur dégradation. A l'inverse, dans les régions non
portantes, 'ostéophytose traduit un déséquilibre en faveur d'une accumulation des constituants

matriciels.

La genése de ces deux types de lésions au sein d'une méme articulation la rend d'autant plus
difficile a étudier et & comprendre. Elle met en jeu des mécanismes physiopathologiques si

différents qu'il a parfois été suggéré qu'elles étaient les manifestations de deux pathologies

différentes.
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1. Destruction du cartilage articulaire.

1.1. Chondrocytes, IL-1P et TNF .

L'interleukine-18 (IL-18) et le "tumor necrosis factor-ot" (TNF-0)) sont deux cytokines pro-
inflammatoires. Deux isoformes de I'IL-1 existent, I'lL-1c et I'IL-18, codées par deux génes
distincts. Les précurseurs de I'IL-1 ont un poids moléculaire de 31 kDa. La pro-IL-1c et la
forme mature de 17 kDa sont toutes deux biologiquement actives. A l'inverse, la pro-IL-18
nécessite un clivage par une enzyme spécifique, I'enzyme de conversion de I'IL-18 (ICE, "IL-
1B converting enzyme" ou caspase 1) pour étre biologiquement active [Thornberry, 1992].
L'TIL-1o est un messager autocrine intracellulaire, dont le précurseur (pro-IL-1car) peut étre
transporté a la surface de la cellule, a laquelle il se lie par un résidu mannose a une protéine

membranaire [Brody, 1989].

Tableau I.4. Les acteurs de la transduction du signal induite par 1'TL-1.

Seconds messagers AMPc,
PGE2, NO
diacylglycérol,
céramides,
Enzymes lysophosphatidate acyltransférase,

phosphatidate phosphohydrolase,
sphingomyelinase,

PKA, PKCb,

MAP kinase, MAP kinase kinase,
hsp 27 kinase,

béta caséine kinase,

tyrosine kinases,

phosphatases.

Facteurs de transcription NF-xB,
AP-1,
NF-IL-6.

Deux types de récepteurs membranaires a 1TL-18 ont ét¢ identifiés (II-1RI et IL-1RII).
Cependant, seul IL-1RI induit la transduction du signal (tableau 1.4). Elle met en jeu un co-
récepteur, la protéine accessoire du récepteur de I'IL-1 (IL-1RAcP) [Lang, 1998]. L’activation
du complexe IL-1RI / IL-1RAcP par une protéine kinase initie la transduction du signal,

aboutissant a 1’activation de facteurs de transcriptions tels que le NFxB.
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11 existe également un antagoniste du récepteur a I'IL-1 (IL.-1Ra; Dinarello, 1994) qui présente
une forme extracellulaire et une forme intracellulaire, résultant du splicing alternatif du gene
codant pour 1'IL-1Ra. Les récepteurs solubles de types I et II (IL-1sRI et IL-1sRII) constitués
du domaine extracellulaire des récepteurs de types I et II de I'IL-18 respectivement (aprés
hydrolyse) agissent eux aussi en tant qu’inhibiteurs de I'IL-18. L’IL-1sRI est également capable

de fixer I’'TL.-1Ra : tous deux inhibent alors mutuellement leurs effets.

Le TNF-a est un peptide susceptible de se lier a deux types de récepteurs : p55 et p75, dont il
existe également des formes solubles. La liaison du TNF-0, au récepteur p75 est insuffisante
pour induire la transduction du signal. Il semble que ce récepteur de plus faible affinité permette
de piéger la cytokine pour la présenter ensuite au récepteur de plus forte affinité, le récepteur

p5S. Ce dernier est par ailleurs impliqué dans la transduction du signal.

Dans le cartilage sain, ces cytokines doivent réguler l'expression des protéases et ainsi
contribuer au maintien de I'homéostasie tissulaire. Le récepteur de IL-18 (IL-1R) est exprimé en
plus grand nombre par les chondrocytes de la couche superficielle. Ils sont ainsi plus sensibles
aux effets de I'IL-18 [Héuselmann, 1996]. Les deux récepteurs du TNFa (TNFa-R), p55 et
p75 sont également exprimés, de facon plus importante par les chondrocytes des régions
portantes [Webb, 1997]. Cependant, I’expression de I'IL-18 et du TNF-o dans le cartilage sain

a rarement été mise en évidence [Tiku, 1992; Middleton, 1996].

La contribution de I'IL-1f et du TNFa a la destruction du cartilage au cours de l'arthrose est
controversée : 'étude conjointe de 1'expression de ces deux cytokines, dans des échantillons de
cartilage humain atteint d'arthrose ou au cours d'une arthrose expérimentale chez l'animal,
privilégie dans certains cas la participation de ces deux cytokines [Melchiori, 1998; Chambers,
1997]. Dans d'autres cas, le TNFa est la cytokine la plus impliquée dans la destruction du
cartilage [Cameron, 1997]. Enfin, certains auteurs ne mettent en cause ni l'un ni l'autre de ces
médiateurs dans la destruction du cartilage articulaire [Leistad, 1998]. Ainsi, il apparait difficile
d'impliquer avec certitude 1'une, l'autre, ou ces deux cytokines dans la physiopathologie de
l'arthrose.

Pourtant, en raison de leurs effets.déléteres multiples, ces cytokines apparaissent comme les
"meilleurs candidats" pouvant étre responsables de la destruction du cartilage articulaire
[Chevalier, 19971. Bien que leur structure et celle de leurs récepteurs soient différentes, 1'TL-1f3

et le TNFo. exercent des effets similaires. De plus, ces cytokines potentialisent mutuellement

leurs effets lorsqu'elles sont présentes conjointement.

Comme toute cytokine, I'IL-1f et le TNFo modulent le métabolisme des cellules cibles en
exergant un contrdle positif ou négatif sur I'expression de nombreux génes. Ces médiateurs
conduisent a la fois & l'inhibition de la synthése des principaux constituants du cartilage, et a

leur dégradation [Pelletier, 1991]. En raison de la rapidité¢ d'induction de l'expression de ces
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cytokines, les génes codant pour ces deux cytokines sont qualifiés de génes précoces : aucune
synthése de novo n'est nécessaire. La transcription de ces génes met en jeu l'activation d'un (ou
plusieurs) facteur(s) de transcription(s) pré-existant(s) sous une forme latente (AP1, NF-xB,
NK-BA...) par des tyrosines kinases [Finbloom, 1995], puis leur fixation sur un élément de

réponse en amont du site de transcription [Auron, 1994].

1.1. Chondrocytes et IL-1p.

Une augmentation du nombre des IL-1R de type I a été décelée au cours de l'arthrose [Martel-
Pelletier, 1992] : les chondrocytes d'un cartilage arthrosique sont ainsi beaucoup plus sensibles
aux effets déléteres de I'IL-1[ que ceux d'un cartilage sain [Warnock, 1994].

I en est de méme pour le TNFa : un plus grand nombre de récepteurs a été mis en évidence
dans le cartilage au cours de l'arthrose, et les chondrocytes ont ainsi une plus grande aptitude &

répondre a cette cytokine.

1.2. Régulation de l'expression de nombreux médiateurs par
I'IL-1( et le TNF-a.

1.2.a. L'interleukine-6.

La synthése d'TL-6 par les chondrocytes peut étre induite a la fois par I'TL-1f3 et par le TNFa.
[Nietfeld, 1990; Malfait, 1994]. Son expression au cours de I’arthrose est connue [Middleton,
1996; Dodds, 1994]. Elle induit notamment I’augmentation de l'expression des récepteurs
membranaires de I'IL.-18 et du TNF« par les chondrocytes [Nietfeld, 1990, Elson, 1997]. Cet
effet de I'IL-6 permet d’expliquer la sensibilité plus grande des chondrocytes a ces deux
cytokines pro-inflammatoires [Nietfeld, 1994]. Cependant, 1IL-6 stimule également
l'expression de l'antagoniste soluble du récepteur de 11L-18 (IL-1Ra) [Jordan, 1995]. Elle
conduit & I'inhibition de la production de radicaux libres induite par 1'IL-18, et inhibe la
dégradation des constituants matriciels en diminuant la production de collagénase et en stimulant
celle des TIMP. 1l semblerait que ces effets "protecteurs” de 1'lL-6 dépendent de la présence

conjointe de son récepteur soluble [Silacci, 1998].

1.2.b. L'IL-18.

L'IL.-18 est une cytokine appartenant a la famille de I'lL-1. L'induction de son expression par
les chondrocytes en réponse a une stimulation par 1'IL-18 laisse penser qu'elle pourrait étre
produite au cours de l'arthrose. L'IL-18 induit la production de radicaux libres, de
prostaglandines, d'IL-6 et de protéases par les chondrocytes. Cette cytokine contribuerait

largement a la dégradation des constituants du cartilage [Olee, 1999].
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1.2.c. Les prostaglandines et les radicaux libres.

Les prostaglandines et les radicaux libres, dont le monoxyde d'azote (NO, "nitric oxide"), sont
connus pour leur large contribution aux phénoménes inflammatoires. La synthése de ces
médiateurs par les chondrocytes dans l'arthrose a été montrée [Amin, 1998; Attur, 1998]. Elle
met en jeu l'induction de I'expression de leurs enzymes de synthése, la NO synthase inductible
(iNOS) et la cyclo-oxygénase inductible COX-2 [Grabowski, 1997; Amin, 1997].

Les effets déléteres des radicaux libres, et notamment du NO, sur les constituants matriciels et
sur le métabolisme chondrocytaire sont multiples. Ces especes trés réactives contribuent 2
I'inhibition de la synthése des constituants matriciels et a leur dégradation (AH, PG,
collagenes). Ces effets s’exercent soit directement [Moseley, 1995; Panasyuk, 1994], soit
indirectement, a la suite de D’activation de collagénases latentes [Murrel, 1995] et de
I’inactivation de leurs inhibiteurs naturels, les TIMP [Shabani, 1998]. Les radicaux libres sont
également soupgonnés de moduler l'expression de certains geénes, tels que celui de 1'agrécane,
ou encore ceux de certaines collagénases. Trois mécanismes ont été proposés : les radicaux
libres sont susceptibles de moduler directement ['activité de certaines protéines kinases
[Panasyuk, 1994]. Une seconde voie mettrait en jeu la modulation de la transduction du signal
induite par le complexe intégrine o5P1-fibronectine-protéine kinase par les radicaux libres

[Clancy, 1997]. Et enfin, le NO pourrait agir en tant que véritable second messager [Lo, 1998].

Cependant, l'intérét de la modulation de l'activité de iNOS au cours de I’arthrose est
controversée : dans certains modeles de culture de chondrocytes en présence d'IL-1f ou de
TNFa, l'inhibition de iNOS a conduit & une augmentation de la dégradation des constituants
matriciels [Hanglow, 1995; Stefanovic-Racic, 1996]. A l'inverse, l'inhibition de iNOS a permis
d'antagoniser les effets d'une injection intra-articulaire d'IL.-18 chez le rat [Presle, sous presse],

ou encore de réduire la progression d'une arthrose expérimentale chez le chien [Pelletier, 1998].

Les prostaglandines sont des médiateurs clés de la réaction inflammatoire [Vane, 1998]. Bien
que l'arthrose ne présente pas de caracteére inflammatoire au cours des phases précoces,
l'expression de COX-2 [Amin, 1997] et la production de taux élevés de prostaglandines E2
[Attur, 1998] par les chondrocytes ont été mises en évidence.

La contribution des prostaglandines E2 dans la destruction du cartilage est peu connue, et de
surcroit ambigué. A des concentrations élevées, les prostaglandines E2 inhibent la synthése des
collagénes [O'Keefe ,1992; Di Battista, 1996]. A l'inverse, les prostaglandines E2 sont
susceptibles de moduler la dégradation des constituants matriciels, en inhibant I'expression des
MMP [Steinberg, 1991; DiBattista, 1994]. Elles stimulent également la prolifération des
chondrocytes et la synthése des PG. Cet effet des prostaglandines semble médié par 1'IGF-I,
dont les prostaglandines stimulent la synthése [Di Battista, 1996]. Cependant, les
prostaglandines moduleraient également 1'action de I'lGF-I en induisant l'expression des IGF-
BP [Di Battista 1997].
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1.2.d. L'IGF-IL

Plusieurs auteurs ont mis en évidence une augmentation du taux d'IGF-I dans des échantillons
de cartilage humain atteints d'arthrose [Middleton, 1992; Olney, 1996]. Elle a été assimilée a
une réponse des chondrocytes pour compenser l'atteinte du cartilage [Middleton, 1992].
Cependant, la surexpression de I'lGF-I et de son récepteur membranaire (IGF-R-I) ont été
reliées a une atteinte articulaire plus sévere [Middleton, 1996]. Elle peut s'expliquer par la
surexpression conjointe des IGF-BP, conduisant & une absence de réponse des cellules & 1'IGF-
I [Olney, 1996; Tardif, 1996]. Ce déséquilibre entre la synthése de I'TGF-I et des IGF-BP a été
attribué a la fois a 'IL-1B et au TNFa. [Olney, 1995].

1.3. Modulation de l'expression des principaux constituants du
cartilage par l'IL-1p.

Les effets déléteres de I'IL-13 sur 1'anabolisme chondrocytaire ont été maintes fois étudiés in

vivo et in vitro. La méthode la plus employée consiste a étudier l'incorporation d'un élément
radioactif, le 33SO42- dans le cas d'une étude de la synthése de I'agrécane, la proline marquée

sur atome de carbone (14C) ou sur I’atome d’hydrogéne (3H) dans le cas de la synthése des

collagenes.

L'injection intra-articulaire d'TL-1 chez la souris [van de Loo, 1989; van Beuningen, 1991] ou
chez le rat [Gégout, 1994], ou encore I’ajout de cette cytokine a un milieu de culture de
chondrocytes ou d'explants de cartilage [Cipolletta, 1998] conduit & une diminution de la
synthése des GAG sulfatés. Cette inhibition de la synthése de I'agrécane ou du collagéne de
type II induite par 1'IL-1[3 et par le TNFo met en jeu une régulation transcriptionnelle et post-

transcriptionnelle [Dodge, 1998; Lump, 1996] :

- la régulation transcriptionnelle par 1'lL-1f dans le chondrocyte emprunterait plusieurs voies
intracellulaires, dont une susceptible d'étre inhibée par des activateurs des protéines kinases C
(PKC) [Arner, 1991]. c-fos contribue également a la modulation de l'expression du geéne de
l'agrécane par I'IL-1PB [Tsuji, 1996; Lo, 1998]; '

- la régulation post-transcriptionnelle exercée par I'IL-18 et qui affecte l'agrécane consiste en
une inhibition des sulfotransférases : elle conduit & une diminution de la sulfatation des chaines
de GAG sulfatés [Zanni, 1995]. Dans le cas de la modulation post-transcriptionnelle du
collagéne de type II par 1'IL-1P, la diminution de l'activité de la prolyl hydroxylase est en
cause. Le collagéne n'étant plus suffisamment hydroxylé, il est rapidement dégradé dans le
compartiment cellulaire. Cet effet de I'1L-1P serait médié par le NO [Grumbles, 1997].
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1.4. Dégradation des constituants du cartilage.

Au cours de l'arthrose, 1’expression des protéinases est augmentée, alors que celle de leurs
inhibiteurs est diminuée [Belcher, 1996; Martel-Pelletier, 1994]. Les MMP les plus exprimées
sont la MMPI1 (collagénase 1), la MMP13 (collagénase 3), la MMP3 (stromélysine I;
Billinghurst, 1997) et la MMP9, une gélatinase [Mohtai, 1993]. Toutes ces enzymes sont trés
présentes a proximité des lésions du cartilage. La localisation de la MMP1 dans la couche
superficielle du cartilage laisse supposer qu’elle est davantage impliquée dans les phases
précoces de l'arthrose [Nguyen, 1992]. La présence de la MMP13, qui est exprimée dans toutes
les couches du cartilage, traduit le caractére irréversible de l’atteinte articulaire [Moldovan,
1997]. La MMP-8 (ou collagénase neutrophile) a été mise en évidence dans le cartilage
articulaire au cours de I’arthrose, alors qu'elle n'est pas décelée dans un cartilage sain [Shlopov,
1997]. La particularité¢ de cette MMP est de cliver I'agrécane en un site particulier entre les
domaines G1 et G2 [Fosang, 1994] (entre les résidus acide glutamique373-alanine374) qui est
également celui d'une protéinase trés récemment séquencée, 1’agrécanase [Lark, 1996;
Tortorella, 1999]. Cette protéinase appartiendrait aux différentes familles d'enzymes, dont celle
des MMP actives a pH neutre [Hughes, 1997].

Plusieurs isoenzymes de la hyaluronidase sont également synthétisées par les chondrocytes, et

qui contribuent elles aussi a la dégradation de la matrice cartilagineuse [Flannery, 1998].
L4.a. Contribution de la fibronectine.

La dégradation d'un des constituants mineurs de la mafrice cartilagineuse, la fibronectine,
génére plusieurs fragments qui posseédent une activité protéolytique [Homandberg, 1992;
Chevalier, 1996]. Un fragment de 29 kDa posséde la particularité d'hydrolyser l'agrécane au
niveau du site de clivage de l'agrécanase [Homandberg, 1997a]. L'injection intra-articulaire des
fragments de cette protéine provoque d'ailleurs une atteinte du cartilage [Homandberg, 1993].
Le role de la fibronectine dans la dégradation des constituants du cartilage ne se limite pas a
l'activité protéolytique de plusieurs de ses fragments. La fixation d'un de ces fragments sur
l'intégrine o5 1, conjointement  celle de ITL-1[3 sur son récepteur, induit une augmentation de
l'expression de la MMP-3, de la MMP-1, de la MMP-9, et de la MMP-2 [Werb, 1989; Arner,
1995]. De plus, l'interaction entre la fibronectine et les intégrines 81 permettrait également de
stimuler davantage l'expression de 1'IL-6 induite par I'IL-1B [Yonezawa, 1996]. Or, la
fibronectine ainsi que l'intégrine 581 & laquelle elle se lie, sont toutes deux surexprimées au
cours de l'arthrose [Loeser, 1997; Arner, 1995].

La contribution de la fibronectine & la destruction du cartilage articulaire est d’autant plus
importante que sa concentration dans le cartilage arthrosique est bien supérieure a celle d'un
cartilage sain. Cette augmentation de I’expression de la fibronectine se situe essentiellement

dans la couche superficielle du cartilage [Chevalier, 1996a; Chevalier, 1996b].
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1.4.b. Conséquences de la dégradation des collagenes et de l'agrécane.

A la suite de leur dégradation par les MMP-1, -8 et -13, les collagénes de la matrice
cartilagineuse perdent leur structure en triple-hélice [Billinghurst, 1997]. Ils sont alors beaucoup
plus sensibles & 'action des protéinases. Un nouvel équilibre s'installe alors entre la pression
osmotique générée par les protéoglycanes et la tension des fibres de collagénes, qui ne peuvent
plus restreindre I'entrée d’eau dans le cartilage. Le turn-over des collagénes étant trés lent, une

atteinte du réseau fibrillaire rendrait irréversible une atteinte du cartilage [Hasty, 1990].

Bien que le turn-over de l'agrécane soit plus rapide que celui des collagénes, sa dégradation
conduit a une diminution des propriétés rhéologiques du cartilage. Le principal site de clivage de
I'agrécane se situe entre les domaines globulaires G1 et G2 : sa structure linéaire sur laquelle
aucun glycosaminoglycane n'est fixé le rend particulierement sensible a une hydrolyse
protéolytique. L'agrécane perd alors sa capacité a s'agréger sur 1'AH, ce qui facilite sa fuite
hors de la matrice cartilagineuse. Le domaine G3, qui posséde un site de reconnaissance des
lectines, est également la cible de protéases. L'hydrolyse de la protéine dans les régions E1 et
E2 portant les chaines de chondroitines sulfates est moins fréquente, et caractéristique d'une

destruction du cartilage déja avancée [Ilic, 1992].

L.5. Tentative de réparation.

Au cours des phases précoces de 1’arthrose, plusieurs modifications sont interprétées comme
des tentatives de réparation : la synthése de l'agrécane [Gaffen, 1997], des petits PG biglycane,
décorine et fibromoduline [CS-Szabo, 1997], ainsi que celle des collageénes de type II et de type
VI [Aigner, 1997; Ronziere, 1990] est accrue. La modulation de ’expression de ces genes
aboutit a 1'élaboration d'une matrice cartilagineuse dont la constitution et les propriétés
biomécaniques sont différentes [Matyas, 1999]. Ceci contribue certainement a la progression

des phénomenes dégénératifs.

La modulation de la synthese et de la dégradation de 1'agrécane au cours des phases précoces de
l'arthrose se traduit par ailleurs par l'apparition de plusieurs épitopes feetaux, dont I'épitope
846. Ces épitopes apparaissent dans le cartilage au cours de la vie feetale, puis disparaissent
progressivement, au point de ne plus €tre détectés a 30 ans. Au cours de l'arthrose, les uns,
décelés sur les chondroitines sulfates (épitopes 3-B-3 et 7-D-4) sont associés a une
augmentation de la synthése de l'agrécane, et d'autres, présents sur les chalnes de kératane
sulfate (€pitope 5-D-4) [Hazell, 1995] sont associés a sa dégradation.
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2. Ostéophytose.

L'ostéophytose est un processus conduisant a I'hypertrophie d'un tissu de nature
ostéochondrale dans les régions non portantes. Les chondrocytes ont recouvré des propriétés
mitotiques, et forment des clones de cellules (ou "clusters"). Le résultat de cette prolifération
anarchique est la présence de nombreuses cellules constituant un méme chondron [Kouri,
1998]. Dans ces régions et a I'inverse des zones portantes, le déséquilibre entre la synthése et la
dégradation des constituants est en faveur d’une accumulation des constituants matriciels. Bien
que le TGFp ne fasse pas preuve de propriétés mitogenes excepté en présence de bFGF, il est le
facteur qui posséde les capacités les plus grandes a induire la synthése excessive des

constituants matriciels [van Beuningen, 1994].

2.1. TGF[J et ostéophytose.

Les chondrocytes d'un cartilage arthrosique expriment davantage le TGEB [Chambers, 1997],
et sont également plus sensibles a ses effets [Jahng, 1997].

La propriété la plus connue du TGFf est sa capacité & induire fortement la synthése des
constituants matriciels. Cependant, ce facteur induit une diminution de la sulfatation des GAG,

en modulant I'activité ou la synthése des sulfotransférases [Zanni, 1995].

Le TGF[ est également capable d'induire l'expression d'autres constituants matriciels,
notamment celle de petits PG, tels que la fibromoduline, le biglycane et la décorine. Or, tous ces
PG sont capables de lier le précurseur du facteur de croissance, modulant ainsi son activation
par les enzymes protéolytiques. Le TGF[} exerce ainsi un rétrocontrdle négatif sur sa propre
activité.

La synthése de la fibronectine est également stimulée par le TGF[, ainsi que I'expression des
intégrines B1 : le TGFP conduit ainsi & une modification des interactions entre les chondrocytes
et les constituants matriciels, et pourrait ainsi contribuer 2 une modulation du phénotype
chondrocytaire. A l'inverse, Lafeber [1997] suggere que la surexpression du TGFB dans un
cartilage arthrosique pourrait contribuer a un processus de redifférenciation des cellules dont le

phénotype serait altéré.

2.2. Modulation du phénotype chondrocytaire.

La mise en évidence de 'expression du collagéne de type X par les chondrocytes des régions
ostéophytiques traduit une maturation chondrocytaire [Hoyland, 1991]. La présence de
protéines osseuses telles que la BSP ("bone sialoprotein”) [De Bri, 1997] va dans le sens d'une
telle hypothese. La présence de collagéne de type I est plus ambigiie et reflete soit

I'aboutissement de cette maturation chondrocytaire en cellule ostéoblastique, soit traduit une
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dédifférenciation cellulaire [Aigner, 1995]. Le recouvrement des capacités des chondrocytes des
régions ostéophytiques a proliférer suggere aussi une dédifférenciation cellulaire. Ces deux
processus pourraient exister, et correspondre & deux réponses cellulaires différées sous le
contr6le des facteurs solubles et des contraintes mécaniques.

Seuls les chondrocytes des régions non portantes semblent répondre au TGFf [van Beuningen,
1994]. Une étude fait également état d'une surexpression du bFGF & la jonction entre le
cartilage et la membrane synoviale au cours de I'arthrose [Qu, 1995]. Or, dans un modele
d'arthrose induite par immobilisation chez le lapin, la présence conjointe du TGFj et du bFGF

stimule fortement la prolifération chondrocytaire [Okasaki, 1996]. La présence simultanée du
TGEB et du bFGF pourrait ainsi contribuer a la formation des "clusters" dans les ostéophytes.

Aigner et ses collaborateurs [1995] ont esquissé une hypothése, mettant en jeu une
différenciation des chondrocytes des couches profondes du cartilage des zones non portantes,
ainsi que des cellules de la jonction entre le cartilage, la membrane synoviale et le périoste. Les
chondrocytes entreraient dans un processus de maturation cellulaire conduisant a la calcification
de la matrice cartilagineuse. Les cellules mésenchymateuses peu différenciées, situées a la
jonction entre le cartilage, le périoste et la membrane synoviale auraient les potentialités de
cellules fibroblastiques, cartilagineuses ou osseuses, capables de synthétiser différents types de
collageénes (I, 11, II1, et X). Elles seraient ainsi impliquées dans le phénomene d’ostéophytose.

2.3. Interactions entre le TGFp et l'IL-1p.

Le TGFp est susceptible de moduler 1'expression de nombreux genes. Il est capable d'inhiber
l'expression de I'IL-1P et celle de 1'IL-1R [Pronost, 1995]. Le TGFf permet également de
lever la répression exercée par I'IL-1[ sur I'expression des génes codant pour l'agrécane et le
collagéne de type II [Lump, 1996]. En revanche, le TGF n'est pas capable de moduler
l'augmentation de l'expression des protéinases induite par I'TL-13.

Ces effets du TGFp s'expliquent notamment par sa potentialité 2 moduler la synthése du NO,
un des nombreux médiateurs dont la synthése est stimulée par 1'IL-18. Cette modulation mettrait
en jeu une régulation transcriptionnelle du geéne codant pour iNOS. Une régulation post-
transcriptionnelle existe également, qui se manifeste par une diminution de la stabilité de
I'ARNm et la diminution de la vitesse de traduction, et par une augmentation de la vitesse de

dégradation de la protéine iNOS [Vodovotz, 1993].

Ces multiples propriétés du TGFB ont permis de l'envisager en tant que molécule
potentiellement chondroprotectrice [van den Berg, 1995]. Cependant, sa capacité a induire
fortement la synthese des constituants matriciels conduit & la formation d'ostéophytes [Pronost,

1995].
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3. Apoptose chondrocytaire dans 1'arthrose.

L'apoptose, qui désigne une mort cellulaire programmée, qui est un processus actif mettant en
jeu de nombreux effecteurs. A I’inverse, la mort cellulaire par nécrose est un processus passif,
non régulé, qui conduit a la libération du contenu cellulaire dans le milieu extracellulaire qui

s’accompagne d’une réaction inflammatoire.

En microscopie électronique, 'apoptose se caractérise par une condensation du cytoplasme et
une condensation de la chromatine le long de la membrane nucléaire. Elle traduit le clivage
internucléosomal de I'ADN par des endonucléases calcium dépendantes. Puis apparaissent des
convolutions de la membrane cytoplasmique et de la membrane nucléaire qui forment les corps
apoptotiques : ils renferment des fragments du noyau et des organites intracellulaires, évitant
ainsi leur libération dans le milieu extracellulaire et une réaction inflammatoire associée. Dans le
cartilage, l'isolement des chondrocytes et I'absence de cellule macrophagique ne permet pas la

phagocytose de ces corps apoptotiques [Majno, 1995].

Erlacher [1995] est le premier a suggérer une apoptose chondrocytaire au cours de l'arthrose : il
a mis en évidence la surexpression d'une protéine, la "B cell lymphoma-2" (Bcl-2) a proximité
des 1ésions. De facon paradoxale, cette protéine inhibe la mort cellulaire par apoptose en
réponse a de nombreux stimuli. Erlacher suggére que cette surexpression de Bcl-2 par les

chondrocytes au cours de I'arthrose représente une alternative des chondrocytes pour échapper 2

'apoptose.

La découverte de bcl-2 a précédé I'émergence de toute une famille de génes qui possedent des
séquences trés similaires a celle de bcl-2 [Craig, 1995]. Les uns codent pour des protéines anti-
apoptotiques comme Bcl-2, les autres sont pro-apoptotiques telles que bax, la plus connue. La
particularité de cette famille de protéines est leur capacité a interagir les unes avec les autres : un
homodimere Bcl-2/Bcl-2 par exemple empéche la cellule d'entrer en apoptose. A I'inverse,
I'homodimere bax/bax entraine la cellule dans cette voie. Ces deux protéines sont également
capables de former des hétérodimeres, annulant leurs effets respectifs. Ainsi, le devenir de la
cellule dépend d'un équilibre fragile mettant en jeu bax et Bcl-2, ainsi que toutes les autres de

protéines de la méme famille.

Le mode d'action de Bcl-2 et des autres membres de cette famille est mal connu. Un des
mécanismes d'action de Bcl-2 est d'empécher tout transport de protéines ou d'ions entre les
différents compartiments intracellulaires et le cytosol et inversement : elle a en effet été localisée
a la surface de la membrane nucléaire et de la membrane mitochondriale. Elle interagit
notamment avec la cyclophyline D présente dans la membrane mitochondriale externe,

empéchant la fuite des ions calcium hors du compartiment mitochondrial, et diminuant ainsi
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l'activité des endonucléases dépendantes du calcium [Marzo, 1998]. Bcl-2 contribue également
de cette facon a maintenir le potentiel de membrane de la mitochondrie, dont l'effondrement
constitue une des premiére manifestation de 1'apoptose [Richter, 1993]. Le maintien du potentiel
de membrane de la mitochondrie par Bcl-2 empéche également la libération d'un facteur pro-
apoptotique, I'AIF ("apoptosis induced factor"), une protéase présente sous une forme latente
[Susin, 1996]. Une autre propriété attribuée a Bcl-2 est d'€tre anti-oxydant. Dans certains cas, il
améme été montré qu'elle inhibait la production de radicaux libres. Il a également été suggéré
que Bcl-2 puisse antagoniser les effets de 1'1CE, en diminuant son activation [Cosulich, 1996].
Cette protéase responsable de l'activation de 1'IL-18, fait partic d'une famille d'enzymes
impliquées dans l'apoptose, les caspases. Elles sont synthétisées sous une forme latente et
s'activent mutuellement en cascade, I'ICE étant la premiere activée : elle tient un role essentiel
dans la cascade événements conduisant a la mort cellulaire [Nicholson, 1995]. Elles conduisent
notamment au clivage de substrats tels que les poly (ADP-ribose), précipitant ainsi la cellule

vers l'apoptose [Cohen, 1997].

L'apoptose chondrocytaire au cours de l'arthrose a été mise en évidence par plusieurs auteurs
[Blanco, 1998; Hashimoto, 1998a]. Cette mort cellulaire programmée pourrait par ailleurs
expliquer la diminution de la densité cellulaire observée au cours de l'arthrose. Quelques voies
ont été suggérées. L'une d'entre elles met en jeu le récepteur Fas et son ligand. Il appartient a la
famille des récepteurs du TNF et son ligand Fas, lui, a celle du TNF et du NGF. La liaison du
ligand Fas au récepteur Fas conduit la cellule & une mort par apoptose. Le récepteur Fas a été
mis en évidence dans les chondrocytes [Hashimoto, 1997]. Par contre, le ligand Fas n’est pas
exprimé par les chondrocytes. Cette voie jouerait un rdle mineur dans Il'apoptose du
chondrocyte au cours de l'arthrose, excepté lorsqu'elle est associée a une inflammation de la
membrane synoviale : le ligand Fas a en effet été mis en évidence dans le liquide synovial et

dans le tissu synovial inflammatoire.

Les radicaux libres pourraient contribuer a une apoptose chondrocytaire, voire méme 1'induire
[Buttke, 1994]. En ce qui concerne le NO, dont la synthése par les chondrocytes au cours de
l'arthrose est maintenant acquise, sa présence serait nécessaire mais non suffisante [Blanco,
1995]. Ainsi, la production de NO par les chondrocytes des couches superficielle et moyenne a
été corrélée a une mort cellulaire par apoptose dans un modele d'arthrose par section du

ligament croisé chez le chien [Hashimoto, 1998b].

L'apoptose chondrocytaire au cours de l'arthrose permet de justifier une diminution de la
densité cellulaire au sein du cartilage, ou encore le caractére irréversible de la maladie. A
l'inverse, les chondrocytes des régions ostéophytiques retrouvent leurs capacités a proliférer, et
synthétisent une matrice extracellulaire abondante. Le lien (s'il existe) entre ces deux réponses
des chondrocytes, si différentes en fonction de leur localisation, pourrait peut-étre permettre de

mieux comprendre la physiopathologie de l'arthrose.
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4. Les traitements de I'arthrose.

La prise en charge thérapeutique tardive des patients (manifestations symptomatiques de
l'arthrose lors des phases tardives uniquement) offre peu de possibilité aux traitements
chondromodulateurs de faire preuve d'un effet sur le cartilage. Les différents traitements sont
avant tout symptomatiques. Cependant, des données expérimentales récentes ont montré que
certains agents pharmacologiques ou certaines thérapies faisaient preuve de capacités

chondromodulatrices.

4.1. Traitements symptomatiques de l'arthrose.

Certaines mesures consistent a adopter une hygiene de vie, pour diminuer limiter les contraintes
biomécaniques sur la hanche, par l'utilisation d'une canne par exemple : la sollicitation moindre

d'une articulation atteinte permet de soulager la douleur [Altman, 1998].

Un traitement de kinésithérapie permet de diminuer les douleurs et d'empécher I'enraidissement
articulaire pour maintenir au mieux la fonction articulaire et éviter l'installation de positions
antalgiques progressivement irréversibles (flexion de hanche ou du genou). Enfin, les
traitements médicamenteux, s'ils ne permettent pas de moduler le processus dégénératif du

cartilage articulaire qui caractérise I'arthrose, contribuent dans la plupart des cas a soulager la

douleur.

4.1.a. Anti-inflammatoires non stéroidiens et antalgiques.

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont communément prescrits dans 1'arthrose.
Ce sont des inhibiteurs de COX-1 et/ou de COX-2. Ces enzymes catalysent la conversion de
l'acide arachidonique en endopéroxydes, les précurseurs des prostaglandines. Les

prostaglandines contribuent activement aux phénomenes inflammatoires [Vane, 1998] et

douloureux.

De nombreuses études ont prouvé l'efficacité des AINS en tant que traitement symptomatique
des rhumatismes articulaires. Certaines ont également montré des effets chondroprotecteurs de
certains AINS [Ghosh, 1993], qui stimuleraient la synthese des constituants du cartilage, ou
encore inhiberaient leur dégradation. A l'inverse, d'autres travaux font état d'effets déléteres des
AINS sur le cartilage : ils aggraveraient 1'inhibition de la synthése des constituants du cartilage
et conduiraient a l'augmentation de leur dégradation au cours de l'arthrose.

Les résultats des études cliniques n'apportent guere plus de précision quant a un effet bénéfique
ou délétere des AINS sur le cartilage, dans le traitement de l'arthrose. Un effet propre délétere

des AINS est difficile & établir : la disparition des douleurs s'accompagne en général d'une
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sollicitation mécanique plus importante des articulations, qui contribue & une progression plus
rapide de la pathologie. A l'inverse, il ne fait aucun doute des effets secondaires gastro-
intestinaux fréquents consécutifs a la prise des AINS. Ces effets secondaires sont attribués a
I'inhibition simultanée des deux isoformes, l'une constitutive et la seconde inductible, de la
COX. Le développement actuel d'inhibiteurs préférentiels ou sélectifs de COX-2 permet
d'envisager de nouvelles possibilités thérapeutiques, en minimisant les effets délétéres a la fois
sur le tractus gastro-intestinal et sur le cartilage, pour peu que les prostaglandines contribuent a

I'homéostasie du cartilage.

Les antalgiques tels que le paracétamol présentent une efficacité similaire a celle des AINS dans
le traitement symptomatique de l'arthrose [March, 1994]. Son mode d'action antalgique est
jusqu'a présent mal connu. A forte dose, il inhibe la synthése des prostanoides. Le paracétamol
présente un rapport bénéfice-risque bien supérieur a celui des AINS, excepté dans le cas d'une

insuffisance hépatique ou d'une insuffisance rénale.

4.1.b. Injections intra-articulaires de stéroides.

Les injections intra-articulaires de corticoides (infiltrations) sont préconisées lors des poussées
inflammatoires. Les formes cristallines de corticoides constituent une administration a libération
prolongée : les effets antalgiques peuvent atteindre plusieurs semaines [Derendorf, 1986].
Cependant, Jes effets des stéroides sur le cartilage restent eux aussi controversés. Chez le lapin,
un traitement hebdomadaire pendant 4 a 9 semaines conduit a une dégénérescence du cartilage
articulaire. A l'inverse, un traitement similaire a permis de réduire la progression des érosions et
le développement des ostéophytes dans un modele d'arthrose chez le cobaye et chez le chien
[Williams, 1985; Pelletier, 1989]. Ces effets chondroprotecteurs des corticoides ont été
attribués a une inhibition de la synthése et de l'activation des métalloprotéases, et a une
augmentation de la synthése de leurs inhibiteurs naturels, les TIMP. Les corticoides
permettraient également de réduire la sécrétion de I'AH par les cellules de la membrane
synoviale, les synoviocytes, contribuant ainsi a diminuer I'épanchement synovial.

En clinique, excepté dans certains cas, deux administrations par voie intra-articulaire de
corticostéroides, lorsqu'elles elles sont espacées d'au moins de 4 & 6 mois d'intervalle, ne

semblent pas exercer d'effets déléteres sur le cartilage [Brandt, 1996].

4.1.c. La capsaicine.

La capsaicine est un dérivé du poivre rouge. En application locale (pommades), la capsaicine
stimule la libération de SP et empéche son accumulation dans les terminaison nerveuses.
Initialement, le transport de la SP est bloqué, mais en traitement continu, la synthése du
neuropeptide est diminuée. Cependant, l'effet antalgique bénéfique de la capsaicine n'est

ressenti qu'apres 3 a 4 semaines de traitement [Altman, 1994].
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4.1.d. Le diméthylsulfoxyde.

N

Il présente des propriétés anti-inflammatoires, grice a une activit¢ de type superoxyde
dismutase. Il est utilisé en application cutanée dans le traitement des arthroses inflammatoires

[Heberhardt, 1995]. Il n'est cependant pas commercialisé en France.

4.2. Injections intra-articulaires d'acide hyaluronique.

L'injection intra-articulaire d'AH suit le concept de viscosupplémentation. L'acide hyaluronique
a par ailleurs fait preuve de propriétés anti-inflammatoires [Ghosh, 1994]. 1l inhibe la migration
des cellules inflammatoires de fagon dose-dépendante. L'AH est également trés sensible aux
radicaux libres, et il contribuerait ainsi a protéger les tissus de leurs effets néfastes. Il permettrait
de moduler la synthese des prostanoides, et de réduire la réponse inflammatoire. L'AH
influencerait de cette facon la perception de la douleur, dans laquelle les prostaglandines
interviennent. Enfin, I'AH serait capable de diminuer le rapport protéase/TIMP. Ces multiples
propriétés de I'AH justifient I'intérét qui lui est porté en tant qu'agent de viscosupplémentation,
voire méme chondromodulateur. Cependant, ni les études expérimentales [Ghosh, 1995; Smith,
1998], ni les études cliniques [Frizziero, 1998; Peyron, 1993 ; Dahlberg, 1994] s'accordent sur
l'intérét d'un tel traitement dans I'arthrose. Il est possible que les potentialités
chondroprotectrices des différentes molécules d'AH dépendent de la taille ou de la structure de

la molécule [Shimizu, 1998].

4.3. Les traitements dits chondroprotecteurs.

Plusieurs molécules ont ét¢ présentées comme possédant des propriétés chondroprotectrices,
bien que leurs effets en clinique soient peu significatifs. C'est le cas des pentosanes sulfatés,
des GAG polysulfatés, et de complexe GAG-peptide. Des interactions entre les cellules
(synoviocytes et chondrocytes) et ces molécules polysulfatées contribueraient a stimuler la
synthese d'AH [Ghosh, 1996; McCarty, 1998]. L'apport exogene de chondroitines sulfates
conduit a une augmentation des concentrations en PG dans le cartilage, ainsi qu'a une
diminution de l'activité catabolique [Uebelhart, 1998]. 11 a méme été montré que les
chondroitines sulfates protégeaient les chondrocytes d'une mort cellulaire par apoptose induite

par les radicaux libres [Conrozier, 1998].

Les insaponifiables de soja ont présenté des propriétés similaires : ils stimuleraient la synthese
des constituants matriciels et permettraient de moduler leur dégradation. Ces effets ont été
attribués a la fois & la stimulation de la synthése du TGFB par les chondrocytes, ainsi qu'a
l'augmentation de la synthése du PAI-1, bloquant ainsi la cascade d'activation des MMP
[Boumediene, 1999].
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La diacérhéine serait un inhibiteur de la production ou des effets des cytokines, notamment de
ITL-1B. Elle présenterait également des effets antalgiques, perceptibles aprés quelques semaines

de traitement et persistant plusieurs mois, méme apres l'arrét du traitement.

Des inhibiteurs de MMP, ou encore la superoxyde dismutase (SOD) sont proposés en tant que
chondromodulateurs [Carney, 1993; Brewster, 1998]. Certaines cytokines, telles que 1'IL-4 ou
encore 1'TL-10 présentent un certain intérét puisse qu'elles sont susceptibles de moduler a la fois
la synthése de I'IL-1B et du TNFq, et les effets de ces cytokines en stimulant la synthése de
I'TL-1Ra. Ce dernier a fait preuve d'effets chondroprotecteurs lorsqu'il est injecté par voie intra-
articulaire [Caron, 1996], ou plus récemment, aprés vectorisation de son géne dans les
synoviocytes, et qui a conduit a sa surexpression et une augmentation de la protéine dans
l'articulation [Miiller-Ladner, 1997]. Cependant, ces molécules n'ont pas encore d'application

clinique en Rhumatologie.
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Chapitre IV
Les modeéles d'arthrose expérimentale

Nos connaissances actuelles sur la physiopathologie de l'arthrose ainsi que la nécessité
d'éprouver l'efficacité de nouvelles molécules a en moduler la progression justifient le besoin de
disposer de modeles d'arthrose. L'arthrose, qui définit & la fois des érosions et une
ostéophytose ne peut se résumer a un modele simplifié in vitro et nécessite le recours aux

modeles expérimentaux chez I'animal.

1. Généralités.

En 1974, Bentley proposait différents criteres pour définir un modele d'arthrose expérimentale
“idéal" :

» les 1ésions précoces et le mécanisme initiateur doivent étre comparables a ceux

décrits au cours de la pathologie humaine;

« une déplétion de la matrice cartilagineuse en PG précede la fibrillation de la couche

superficielle et 'atteinte des couches plus profondes;

« une sclérose de l'os sous-chondral, une ostéophytose et une inflammation de la

membrane synoviale caractérisent un stade avancé de la maladie;

« ces modifications du cartilage doivent étre facilement reproductibles, et ne doivent

pas étre liées a un effet systémique;

« la méthode peut étre appliquée a différentes articulations et a différentes espéces

animales.
Un trés grand nombres de modeles d'arthrose ont été développés. Leur classification utilise en
général la comparaison a I'étiologie de 1'arthrose chez 'homme pour ce qu'il en est connu, a
savoir une origine mécanique ou structurale, qui regroupe a la fois une atteinte des constituants
du cartilage, et une dysrégulation du métabolisme chondrocytaire (tableau IV.1).
L'existence de tous ces modeles d'arthrose expérimentale chez I'animal rend compte du grand
nombre de facteurs étiologiques susceptibles de conduire au développement d’une atteinte
dégénérative du cartilage articulaire. Les modeles d'instabilité articulaire confirment les
observations cliniques qui ont montré I'importance des facteurs mécaniques : les malformations
congénitales, I'obésité, les traumatismes répétés chez les sportifs ou encore la rupture des
ligaments sont autant de manifestations qui ont été associées au développement précoce d'une
arthrose. Le modele d'arthrose expérimentale par section du ligament croisé antérieur est ainsi
devenu le modele de référence pour I'étude de la physiopathologie de l'arthrose ou des effets

des traitements.
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L'injection intra-articulaire de collagénase bactérienne développée chez la souris permet
d'obtenir modele d'arthrose par instabilité articulaire, sans la nécessité d'un geste opératoire
[Van der Kraan, 1990] : l'action de la collagénase porte sur les structures constituées de
collagéne de type I, telles que les tendons, les ligaments et les ménisques, et provoque ainsi une
instabilité articulaire. Elle conduit au développement de I€sions dégénératives séveres du
cartilage des plateaux tibiaux et des condyles fémoraux, associées a une dislocation de la rotule,
une sclérose de 'os sous-chondral et a la formation d'ostéophytes.

Le modele d'injection intra-articulaire d'une enzyme protéolytique, la papaine, démontre
également la nécessité de préserver une matrice extracellulaire du cartilage intacte.
L'organisation de ses constituants détermine la capacité du tissu a résister aux contraintes
mécaniques, et la régulation du métabolisme chondrocytaire dépend également des interactions
établies entre les cellules et les constituants matriciels. L'intégrité de la matrice cartilagineuse est
étroitement liée au métabolisme chondrocytaire : l'injection intra-articulaire de mono-iodo-
acétate, qui induit une dérégulation du métabolisme chondrocytaire, est un autre modele
d’arthrose expérimentale. Cet agent a la capacité d'inhiber certaines enzymes de la glycolyse
[Kalbhen, 1985]. Les chondrocytes étant dépendent d'un métabolisme anaérobie, l'injection
intra-articulaire de MIA provoque une diminution des taux d'ATP intracellulaires et une

souffrance cellulaire, aboutissant au développement d'une arthrose.
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Tableau IV.1. Arthroses expérimentales : classification physiopathologique des modeles proposés

(modifiée d'apreés Arlet et Gédéon).

I- Arthroses mécaniques.

1. Instabilité ligamentaire (genou) :
a. injection intra-articulaire de collagénase bactérienne [van der Kraan, 1990];
b.section du ligament croisé antérieur [Pond, 1973];
c. section du ligament latéral interne [Shoji, 1978];
d. section du ligament crois€ antérieur, du ligament latéral interne et ménisectomie [Hulth,

1970].

2. Désaxation : ostéotomie de valgisation du tibia [Reimann, 1973].

3. Incongruence :
a. Résection méniscale (genou) [Moskowitz, 1973];

b. luxation permanente de la rotule [Bennet, 1937].

4. Hyperpression :
a. compression élastique (conservation du mouvement) [Gritzka, 1973];

b. compression permanente [Salter, 1960].

5. Immobilisation (platre, attelle) [Thaxter, 1965].

Arhroses structurales.
1. Traumatismes :

a. fracture articulaire [Haldeman, 1938];
b. contusion du cartilage condylien [Shands, 1931] ou rotulien [Gédéon, 1978].

2. Action enzymatique :
a. injection intra-articulaire de papaine [Murray, 1964], d'un fragment de la fibronectine

[Homandberg, 1993];
b; injection d'un homogénat acellulaire de foie ou de cartilage autologue [Caruso, 1968].

3. Induction enzymatique : injection intra-articulaire de vitamine A [Boni, 1969].

4. Modulation du métabolisme chondrocytaire :
a. injection intra-articulaire de corticostéroides [Salter, 1967],
b. d'anti-inflammatoire non cortisoniques,
c. de mono-iodo-acétate [Kalbhen, 1974].

5. Ischémie :
a. injection de particules de carbone ou de thrombine [Rutishauser, 1966];

b. destruction des vaisseaux rotuliens [Zahir, 1972].
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B. Etude expérimentale

Matériel et méthodes
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Chapitre V
Matériel et méthodes

Seul le principe des différentes méthodes utilisées est décrit ici. La préparation des différentes

solutions nécessaires a fait l'objet d'une annexe a la fin de ce chapitre.

1. Animaux.

Tdutes les études ont été réalisées chez le rat Wistar male (150 - 225 g, Charles River, Saint-
Aubin-lés-Elbceuf, France). Ils sont stabulés dans une animalerie thermorégulée (24 °C £ 1 °C)
dont l'air est renouvelé, et dans laquelle des cycles diurnes (6h-18h) et nocturnes (18h-6h)
alternent régulierement. Les rats sont placés par 5 dans des cages en plastique, avec acces a une

nourriture standardisée et a de 'eau ad libitum.

Les expérimentations débutent aprés une période d'acclimatation des animaux d'une durée de 2
a 7 jours. Les rats sont répartis par groupes de 5 (études biochimiques) a 6-10 (études

télémétriques) pour permettre une analyse statistique de chacune des études.

Tous les rats sont sacrifiés selon la méme procédure : aprés une anesthésie par injection intra-
péritonéale d'un mélange d'hydrochlorure de kétamine (50 mg/kg) et d'acépromazine (1,25

mg/kg), ils subissent une élongation cervicale.

2. Section du ligament croisé antérieur chez le rat.

Les rats sont anesthésiés par un mélange d'hydrochlorure de kétamine 50 mg/kg-acépromazine
1,25 mg/kg injecté par voie péritonéale. Une incision est réalisée le long de la rotule et une
luxation patellaire est pratiquée de fagon a atteindre le ligament croisé antérieur (LCA) a l'aide
d'un crochet dont la courbure est tranchante. Le ligament du genou droit est sectionné, puis les
muscles et la peau sont suturés par plans successifs. Le genou gauche est opéré de la méme
fagon, le crochet est ensuite enfoncé dans la cavité articulaire sans créer de Iésion ligamentaire
(arthrotomie).

Chez les rats témoins, seul le genou droit est opéré, sans induire de lésions ligamentaires

(arthrotomie).
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3. Injection intra-articulaire infra-patellaire chez le rat.

Le genou constitue une articulation de choix pour l'étude de pathologies articulaires
expérimentales chez le rat. C'est une des articulations les plus volumineuses et la plus
facilement accessible, dans laquelle la rotule constitue une entité anatomique & part entiére, qui

est aisément prélevée.

Le choix des différents modeles d'arthroses induites par l'injection intra-articulaire d'une
substance a ét€ déterminé selon leur appartenance aux différentes catégories de modeles
(arthrose métabolique, structurale, ou mécanique), et par les travaux de Van der Kraan [1992]
chez la souris : le premier consiste a injecter une solution de mono-iodo-acétate [Kalbhen,
1977, 1979; Bohanon, 1991] (MIA, Merck-Clévenot, Nogent sur Marne, France). Les deux
autres substances injectées par voie intra-articulaire sont deux enzymes, soit la papaine
[Murray, 1964; Bentley, 1971], soit une collagénase bactériecnne [Van der Kraan, 1989]
(Sigma, Saint Quentin Fallavier, France; tableau V.1). Toutes les solutions sont filtrées avant

d'étre injectées. Selon les études, les rats ont été sacrifiés entre 1 jour (J1) et 60 jours (J60)

apres l'injection.

Tableau V.1. Composition des solutions injectées par voie infra-patellaire chez le rat.

Excipient {50 pi) Quantité
MIA 3a0,01 mg
Collagénase Sérum physiologique 0,3 mg
Clostridium histolyticum
(type IV, 540U/mg)
Papaine (17 U/mg) HCI 0,03M / L-cystéine 0,09 M 1 mg
(Sigma)

4. Télémétrie.

La télémétrie (de type Mini-Mitter, Sunriver, Orégon, USA) fonctionne sur le principe d'un
émetteur-récepteur, et permet l'enregistrement en continu de la mobilité spontanée et de la
température des rats, sans aucune intervention. Elle nécessite une animalerie spécialement
aménagée (cages, antennes réceptrices, matrices de consolidation et systéme informatique
recueillant et stockant les données), thermorégulée et dont l'air est renouvelé. Les phases
diurnes et nocturnes de 12 h chacune alternent régulicrement. Les rats disposent d'une

nourriture standardisée et d'eau a volonté.
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Au cours d'une opération sous anesthésie générale (hydrochlorure de kétamine 50 mg/kg-
acépromazine 1,25 mg/kg), les émetteurs (de type VM-HF, Mini-Mitter, systtme d'analyse
Data Quest 3) sont implantés dans la cavité abdominale des rats [Scales, 1987; Pottie, 1999].
Chaque animal est ensuite placé dans une cage individuelle, posée sur une plaque réceptrice. Le
déplacement de l'animal (et donc de l'émetteur) est capté par l'antenne : une unité de
déplacement est alors convertie en une impulsion électrique, aussitdt enregistrée. La somme de

ces impulsions rend compte de I'activité spontanée du rat au cours d'une période considérée.

La mesure de la température dépend de la fréquence d'émission de 1'émetteur (500 & 1000 Hz).

Elle nécessite le calibrage préalable de chaque émetteur a deux températures seuil (35 °C et
39 °C).
La fiévre et la perte de mobilité des rats consécutives a l'opération nécessitent une période de

rétablissement de 4 a 5 jours : les différents parameétres (activité spontanée et température

corporelle) sont alors reproductibles d'une phase (diurne ou nocturne) a I'autre [Gégout, 1999].

5. Etudes morphologiques.

Une étude macroscopique (état de surface du cartilage) ou une étude histologique
(hématoxyline-€osine-safran (HES), safranine O-Fast Green) ont été réalisées sur les différents
compartiments articulaires du genou du rat (rotule, gouttiere inter-condylienne, condyles
fémoraux et plateaux tibiaux). Des scores ont été établis, inspirés de ceux de Mankin, pour

grader l'atteinte articulaire (tableau V.2). Ces études n'ont pas été systématiques.

5.1. Etude macroscopique.

L'articulation du genou est finement disséquée : les ligaments sont sectionnés pour séparer les
différentes pic¢ces anatomiques (fémur, tibia-péroné, rotule). Les ménisques sont 6tés et les
différentes surfaces articulaires (rotule, gouttiere intercondylienne, condyles fémoraux et

plateaux tibiaux) sont photographiées.

5.2. Etude histologique.

L'articulation du genou est prélevée puis les tissus sont fixés dans un tampon phosphate
85 mM-formol 10 % v/v (pH 7,4) pendant 48 h. Les échantillons sont ensuite décalcifiés
("Rapide Decalcifiant Osseux", Eurobio, Les Ulis, France; 12 h) et déshydratés dans des bains

d'alcool de concentration croissante (50° a 100°) puis dans le toluéne. Les genoux sont inclus

dans la paraffine et des coupes de 5 um sont réalisées. Elles sont déparaffinées et réhydratées

avant la coloration.

61



- dans la paraffine et des coupes de 5 m sont réalisées. Elles sont déparaffinées et réhydratées

avant la coloration.

Tableau V.2. Gradation des lésions de surface du cartilage des différents
compartiments articulaires du genou du rat

a. Score macroscopique.

Score  Aspect de la surface articulaire

0= surface "normale"

1= décoloration du cartilage

2= érosions du cartilage dans les zones portantes
3= érosions du cartilage atteignant I'os sous-chondral

4 = mise a nu importante de I'os sous-chondral

b. Score histologique.

I. Structure (surface). Ill. Coloration au Bleu de Toluidine.

Normale. 0 Homogene et intense (normale). 0
Surface irréguliére, ;_ Décoloration 1

avec pannus/fibrose. de la couche supefficielle, >

. . " jusgu'a la zone moyenne.

Fissures jusqu'a 3

la zone de transition, 4

la zone radiale, 5

la zone calcifiée.

Il. Cellules (répartition). IV. Epaisseur de la couche de
Normale. 0 chondrocytes hypertrophiques.
Hypercellularité diffuse. 1 | Normale. 0
Hypocellularité. 2 | Modérée. 1
Réduite. 2

5.2.a. Coloration Hématoxyline-Eosine-Safran.

L'HES est une coloration standard, qui permet tout aussi bien de visualiser les cellules que les

constituants matriciels :
« I'nématoxyline colore les noyaux des cellules en bleu foncé,

e I'éosine se fixe sur les éléments acidophiles et leur confére une coloration rose (cytoplasme,

fibres nerveuses, fibres élastiques et musculaires),

« le safran se fixe sur les collagénes et sur certaines protéines telles que l'osséine ou la

chondrine (coloration jaune).
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5.2.b. Coloration bleu de Toluidine.

Le bleu de Toluidine est une coloration métachromatique permettant de mettre en évidence la

présence de GAG carboxylés, sulfatés ou phosphatés.

5.2.c. Coloration Safranine O-Fast Green.

La Safranine O est une coloration spécifique des PG, pour laquelle une relation entre 1'intensité
de la coloration et la concentration en GAG sulfatés dans le cartilage articulaire a été mise en

évidence [Van der Kraan, 1994]. Le Fast Green est une coloration bleu turquoise spécifique des

collagénes.

6. Dosages biochimiques.

Toutes les études biochimiques ont été réalisées sur le cartilage patellaire. Trois aspects ont été
abordés :

e le contenu du cartilage patellaire en collagénes et PG,

e la synthese des PG,

e et Jeur dégradation.

6.1. Dosage colorimétrique des GAG sulfatés.

Ce dosage colorimétrique est basé sur la formation d'un complexe entre les GAG sulfatés et un
colorant, le bleu de diméthyl-méthyléne (DMB, Sigma). Nous avons appliqué une méthode de
dosage en microplaque adaptée de celles de Farndale [1986] et de Goldberg [1989].

Ce dosage a été appliqué a la fois sur le cartilage patellaire et sur des milieux de cultures, apres
l'incubation de rotules pendant 24 h (RPMI 1640 HEPES-HCO3 supplémenté en L-glutamine
2 mM, streptomycine 100 pg/ml, et pénicilline 100 UV/ml, ; Gibco, Cergy Pontoise, France).
Ce dosage, appliqué au cartilage patellaire, rend compte de son contenu en GAG sulfatés. Le
dosage des GAG sulfatés dans un milieu de culture libérés par les rotules est un indice de la
dégradation des constituants du cartilage. En fonction du type d'échantillon, les conditions de

dosage sont différentes. C'est la raison pour laquelle seul le principe du dosage est décrit.

Les rotules ont été préalablement décalcifiées dans une solution d'acide formique (5 %, v/v)
pour permettre une biopsie centropatellaire (2 mm de diametre, Stiefel, Strasbourg, France), et
ainsi distinguer le centre (zones portantes) et la périphérie (zones non portantes) des rotules. Le

cartilage est ensuite séparé€ de I'os sous-jacent.
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De fagon a solubiliser les tissus et éliminer les interactions non spécifiques du colorant avec les
protéines, les échantillons (milieu de culture, cartilage patellaire) sont soumis a une digestion a
la papaine! (17 U/mg, Sigma). La digestion est arrétée et le volume des échantillons de cartilage
digéré est ensuite ajusté avec un tampon Tris/HCI (50 mM, pH 8). La formation d'un complexe
rose-violet entre les GAG sulfatés et le réactif coloré2 est appelé métachromasie
(Volumegchantillon/ Volumergactif = 2/25 a 3/25, en fonction du type d'échantillon). La lecture de

la densité optique (DO) a 525 nm doit étre rapide, avant la précipitation du complexe.

6.2. Synthese des protéoglycanes.

Les PG sont des constituants majeurs du cartilage hyalin. L'agrécane, présent en quantité
équimolaire avec les petits PG biglycane, décorine et fibromoduline, est constitué de 150
chaines de GAG sulfatés environ, qui représentent prés de 90 % de sa masse moléculaire.
L'incorporation de Nap35SOy4 dans le cartilage patellaire constitue ainsi un reflet de la synthése

des PG.

Nous avons adapté une méthode développée par Van den Berg [1982] sur des rotules de souris

pour apprécier la syntheése des PG dans le cartilage patellaire chez le rat. Elle consiste a mettre
en culture les explants dans un milieu (RPMI 1640 HEPES-HCO3, Gibco; 3 h, 37°C, 5 %

COy) supplémenté en L-glutamine (2 mM, Gibco), en antibiotiques (streptomycine 100 pg/ml,
pénicilline 100 UI/ml, Gibco) et en Nap35SOy4 (0,7 pci/ml; Dupont-Nemours, ville, France).-
Plusieurs lavages (sérum physiologique, chlorure de cétylpyridine3) permettent d'éliminer le
Na335S04 non incorporé, puis la décalcification des rotules (acide formique 5 %, v/v) de
réaliser une biopsie centropatellaire (2 mm de diameétre, Stiefel). Les échantillons sont
solubilisés (Soluéne-350, Packard, Rungis, France; 0,5 ml) et le 35S incorporé est compté dans
un compteur § aprés 1’ajout d'un liquide scintillant (Hionic-Fluor, Packard; 4,5 ml) [Gégout,
1994; Guingamp, 1997].

7. Mise en évidence de la dégradation de l'agrécane par
électrophorese en gel de polyacrylamide (SDS-PAGE).

Le cartilage patellaire est coupé finement au scalpel, puis les PG sont extraits dans une solution
de chlorure de guanidine contenant des inhibiteurs de protéases* (24 h, 4°C). Les
protéoglycanes sont précipité avec une solution d'éthanol (100°, 3 volumes), puis resolubilisés
dans un tampon Tris/HCI (100 mM, pH 8) contenant les inhibiteurs de protéases. Les GAG
sulfatés sont dosés avant une digestion par la chondroitinase ABC et la kératanase (Sigma; 0,25

U et 0,5 U/ mg de GAG sulfatés respectivement).
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La migration dans un gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE, 8 cm X 8
cm X 1,5 mm) est réalisée dans un gel de séparation 3 6 % (p/v)5, surmonté d'un gel de
concentration a 3 %9. L'échantillon, constitué par I'équivalent de 20 pg de GAG sulfatés
auxquels ont ét€ ajoutés un volume de tampon Laemmli (Sigma), est porté a ébullition puis
déposé. La migration est réalisée pendant 90 min a8 30 mA constant, jusqu'a la sortie du front.
Les protéines sont révélées par une coloration argentique (Silver Stain Plus, Biorad, Ivry-sur-

Seine, France).

8. Etude de I'expression des ARNm des genes codant pour
I'interleukine-18, bax et Bcl-2.

8.1. Extraction des ARN totaux du cartilage, transcription
inverse (RT) et réaction de polymérisation en chaine (PCR).

Les rotules sont préalablement décalcifiées dans une solution d'acide tétra-acétique éthyléne
diamine (EDTA, 5 %, p/v; Gibco) et le cartilage est séparé de 1'os sous-jacent. Les cartilages

patellaires des rats de chaque groupe sont rassemblés puis broyés.

Des essais préliminaires pour extraire les ARN totaux d'aprés la méthode de Chomczynski et
Sacchi [1987] dans une solution Trizol (Gibco)/chloroforme (10 %), conduisent & la
coprécipitation des PG. Cette méthode a ét€¢ combinée a une purification supplémentaire des
ARN totaux sur une membrane de silice (RNeasy Total RNA Kit, Qiagen, Courtabceuf,

France) [Re, 1995].

La concentration en ARN totaux est ensuite déterminée par la lecture de la DO a 260 nm, et les
rapport DO260nm/DO280nm sont calculés. Les échantillons d'ARN sont conservés a
-80 °C.

Tableau V.3. Conditions de PCR pour I'étude de l'expression des ARNm des génes codant pour la
G3PDH, bax, Bcl-2 et I'lL-18 dans le cartilage patellaire.

Amorges Temperature | Nbre
"Forward" "Reverse" d'annealing | de
cycles
GPDH | 5ACGGATTTGGCCGTATTGGCCGC3' | 5ATCCTGGGCTACACTGAGGACCAS' 30
bax 5'GGGCCCACCAGCTCTGAACASZ' 5'CACTGTCTGCCATGTGGGGGS 60 °C 35

Bel-2 5'CAGAGGGGCTACGAGTGGGATS'! 5'GCGATGTTGTCCACCAGGGGT3!

IL-13 5'CCAAGCCCTTGACCTGGGCTGT3! 5'GGAAGACACGGGTTCCATGGTG3' 57.5°C 40
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Apres la dénaturation des ARN totaux (1 pg, 70 °C, 5 min), la syntheése du brin d'ADN
complémentaire (ADNCc) est réalisée dans le tampon RT (50 pl, Gibco), en présence d’amorces
poly-dT (20 uM, Eurogentec, Seraing, Belgique), par la transcriptase inverse (200 U,
Supercript™ RNase H- Reverse Transcriptase, Gibco) pendant 2 h 4 42 °C.

Les ADNc des geénes codant pour I'IL-18, bax et Bcl-2 sont amplifiés par PCR sur un
thermocycler GENE E (Techne, OSI, Maurepas, France). Les conditions de PCR pour chacun
de ces marqueurs ont été préalablement optimisées (tableau V.3). Cinq microlitres des
échantillons d'ADNc sont ajoutés a un tampon PCR de type Tris/HCI (Gibco; pour la G3PDH,
bax et Bcl-2) ou a un tampon ammonium quaternaire (Qiagen, pour 1'IL-18), contenant les
amorces "foward" et "reverse"”, et les ANTP (0,2 mM pour chacun des dNTP). Les échantillons
sont dénaturés pendant 5 min a 94 °C, puis la PCR est initiée par I’ajout de la Taq polymérase
(2,5 U; Gibco) a 80 °C. Chaque cycle d'amplification comprend une étape de dénaturation (94
°C, 1 min), une étape d'hybridation de I’amorce (1 min) et une élongation (72 °C, 1 min). La

PCR se termine par une étape supplémentaire d'élongation de 10 min (72 °C).

8.2. Synthese et biotinylation des sondes.

Les sondes sont synthétisées par RT-PCR. Aprés migration dans un gel d'agarose 1 % p/v
(Gibco, tampon Tris-borate-EDTA7) et solubilisation du gel, les produits de PCR sont purifiés
(Quiaquick Gel Extraction Kit, Qiagen). Les ADNc sont clonés dans un plasmide (pCR 2.1, 50
ng, Original TA Cloning Kit, Invitrogen, Leek, Pays-Bas). La transformation de bactéries E
coli compétentes (TOP10F', UltracompTM E coli cells, Invitrogen; "heat shock" pendant 30 s a
42 °C) est optimisée par une incubation préalable des bactéries en présence de
B-mercaptoéthanol (25 mM). Apres 24 h en culture sur un milien LB Agar (Sigma; ampicilline
100 pg/ml, Sigma; X-Gal 0,5 mM, IPTG 5 %, Eurobio), les colonies positives sont
sélectionnées pour une "midi-préparation” en milieu LB (Sigma; 50 ml, 37 °C, pendant 12 h).
Les cellules sont ensuite lysées et les plasmides récupérés sur une colonne échangeuse d'anions
(Qiagen Plasmid, Qiagen). La sonde est extraite du plasmide par des enzymes de restriction
(EcoRI et Hind III, Gibco) puis purifiée. Les sondes sont ensuite biotinylées (Bioprime DNA
labelling System, Gibco).

8.3. Southern blot.

Apreés migration dans un gel d'agarose 1 %, les produits de PCR sont transférés sur une
membrane de nylon (Hybon-N+, Amersham, Les Ulis, France) en conditions alcalines (NaOH
0,4 N). L'hybridation en présence des sondes appropriées se déroule pendant 12 h, dans un
tampon d'hybridation® a 65 °C (G3PDH, bax) ou 60 °C (Bcl-2, IL-18). Plusieurs lavages®
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précedent une incubation dans un tampon PBS (10 mM, sans calcium ni magnésium) en
présence du conjugué streptavidine-phosphatase alcaline, qui réagit avec un substrat
luminescent (SuperSignal Substrate Western Blotting, Interchim, Montlucon, France). La
révélation des bandes est réalisée sur des film X-OMAT (Polylabo, Strasbourg, France). Les

films sont scannés puis les résultats traités sur NIH image.

9. Mise en évidence des chondrocytes apoptotiques.

Deux méthodes ont été utilisées. La premicre est une méthode TUNEL ("terminal nucleotidyl
transferase [TdT]-mediated desoxyuridinetriphosphate [UTP] nick-end labeling) pour déceler la
fragmentation de 1'ADN dans les noyaux. Cette méthode a été appliquée sur des coupes
longitudinales de rotules de rats. Les rotules ont préalablement été fixées dans une solution de
paraformaldéhyde (4 %), puis décalcifides (EDTA 10 %) et deshydratées avant l'inclusion dans
la paraffine. Les coupes de 5 pm ont été successivement déparaffinages, réhydratées, avant le
marquage des extrémités de ' ADN fragmenté : les coupes ont été préalablement digérées avec la
protéinase K puis elles ont été incubées pendant 60 min a 37°C dans la solution de marquage
(Boehringer Manheim). Un contre-marquage est réalisé a 1'iodure de propidium, et les coupes

sont rapidement observées sous microscope en lumiere fluorescente.

" La deuxieme méthode est la cytométrie de flux. Le cartilage des condyles fémoraux et des
plateaux tibiaux est prélevé dans des conditions stériles. Les chondrocytes sont isolés grice a
une double digestion a la pronase (2 mg/ml, 4 h, 37°C; Sigma) puis a la collagénase (1,5
mg/ml, 15 h, 37°C, Sigma). Les cellules sont récupérées aprés une centrifugation et
resuspendues dans une solution d'iodure de propidium. Les cellules sont aussitdt passées dans

le cytomeétre (XL, Coulter Corporation, Hialeah, FL, USA).

Ces deux méthodes ont été appliquées sur des rotules (méthode TUNEL; n = 3 par temps) et
sur les chondrocytes du compartiment fémoro-tibial (cytométrie de flux, n = 2 par temps) saines

2 et 10 jours apres une injection intra-articulaire de 0,03 mg de MIA dans les genoux des rats.
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Annexe
Composition des solutions utilisées

I. Dosage colorimétrique des GAG sulfatés.

I Digestion des échantillons par la papaine.
Elle est optimale dans un tampon phosphate 2 mM (pH 8), contenant de I'EDTA (1 mM,
Sigma), et du dithiotréitol (2 mM, Sigma), un activateur de la papaine. L'enzyme est utilisée a
une concentration de 0,3 mg/ml (Sigma, 17 U/mg). La digestion est arrétée par neutralisation
des groupements thiols par le MIA (220 mM, 10 pl, Merk-Clévenot).

2 Réactif coloré.
Dissoudre 32 mg de DMB (Sigma) dans 5 ml d'éthanol, et ajusté a 1 I avec un tampon formate

de sodium (4 g)-acide formique (4 ml, QSP 1 1), pH 3.

I1. Synthése des protéoglycanes.

5 Solution de chlorure de cétylpyridine (CPC)/formol.
0,4 g de CPC (Sigma) dissous dans 10 ml de formol (Surgipath, Labonord, Villeneuve

d'Ascq, France) + 70 ml d'eau distillée.

III. Mise en évidence de la dégradation de I'agrécane par
électrophoreése en gel de polyacrylamide (SDS-PAGE).

6 Solution d'extraction des protéoglycanes.
acétate de sodium 50 mM + chlorure de guanidine 4 M + phénylméthylsulfonylfluoride 5 mM
+ acide-6-amino-hexanoique 100 mM + N-éthylmaléimide 10 mM + éthyléne diamine tétra-
acétique 10 mM + hydrochloride de benzamidine 5 mM (Sigma).

7 Gel de séparation.
6,1 ml d'eau stérile + 1,2 ml Gel Prosieve (FMC, revendu par Tébu) + 2,5 ml de tampon Tris-
HCI (1,5 M, pH 8,8) + 0,1 ml SDS 10 % (p/v) + 0,1 ml de persulfate d'ammonium 10 % (p/v,
Sigma) + 4 ul de tétra-éthylméthylene diamine (TEMED, Sigma).
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8Gel de concentration.
3,95 ml d'eau stérile + 0,3 ml Gel Prosieve (Tébu) + 0,65 ml tampon Tris-HCI (1 M, pH 6,8),
50 ul SDS 10 % (p/v, Sigma) + 50 ul de persulfate d'ammonium 10 % (p/v, Sigma) + 5 ul de
TEMED (Sigma)

Tampon d'électrophoreése (Tris-glycine-SDS).
Tris 25 mM + glycine 0,1 M, SDS 0,1 % p/v (Sigma).

IV. Synthése et biotinylation des sondes.

9 Tampon Tris-borate-EDTA (10x).
108 g Tris base + 55 g acide borique + 40 ml EDTA 0,5 M, QSP 1 I d'eau ultra-pure (Sigma).

V. Southern blot.

10 Tampon d'hybridation.
tampon SSC 2x supplémenté avec "Liquid Block Solution" (10 %, v/v), SDS (0,5 % p/v;

Sigma) et dextran sulfate (5 %, Sigma).
Tampon SSC 20x (pH 7) = NaCl 3M + citrate trisodique dihydraté 0,3 M (Sigma). |

Une incubation de chaque membrane dans un tampon de préhybridation, identique au tampon
d'hybridation (mais ne contenant pas les sondes biotinylées, 1 h, 60 ou 65 °C selon les

marqueurs) précede 1'hybridation.

11 Solutions de lavages.
a. Tampon SSC a une concentration finale de 2x, 1x, puis 0.1x + SDS (0.1 % p/v); 2x30 min

chacun.
b. Tampon phosphate 10 mM pH 7,4 (sans calcium ni magnésium) + Liquid Block Solution

(10 %, v/v; 1 x 1 h).
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Etude expérimentale

Reésultats et discussion
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Parmi les nombreux modeles d'arthrose expérimentale, 1'arthrose spontanée chez 1'animal
reproduit certainement avec la plus grande pertinence la physiopathologie de l'arthrose chez
I'homme. Cependant, ces modéles d'arthrose sont plus rarement exploités. Une des raisons
pourrait étre l'impossibilité de déterminer a quel moment la pathologie s'initie. A l'inverse,
l'induction d'une arthrose chez I'animal constitue un point de repére temporel essentiel par
rapport a la progression de la pathologie expérimentale, et la connaissance de son évolution

permet d'étudier les phases précoces.

En raison du grand nombre de modegles d'arthrose expérimentale induite, il est difficile d'en
privilégier un en particulier. Nous avons ainsi porté notre choix sur plusieurs modeles reconnus
(injections intra-articulaires de MIA, de papaine, ou de collagénase, section du ligament croisé
antérieur) qui pourraient représenter différentes étiologies de l'arthrose (anomalies du
métabolisme chondrocytaire, atteinte de la matrice cartilagineuse, ou instabilité articulaire
respectivement). Ces modeles, que nous avons développés chez le rat, ont été comparés selon
différents parametres. Le principal critere retenu a été la survenue d'un handicap locomoteur qui
puisse rendre compte d'une atteinte sévere du cartilage articulaire : ce modele reproduirait alors

les symptomes cliniques majeurs d'une arthrose.

Ces criteres (1ésions du cartilage, survenue d'un handicap) nous ont conduit a privilégier
l'arthrose expérimentale induite par l'injection intra-articulaire de MIA dans le genou, chez le rat.
Trois aspects ont alors été abordés :

« la capacité de méthodes d'imagerie a déceler une atteinte précoce du cartilage,

« Ja capacité de différents traitements a moduler la douleur articulaire chez le rat,

« une approche de la physiopathologie de I'arthrose dans ce modele.
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Chapitre VI
Sélection d'un modele d'arthrose
développé chez le rat

Parmi les différents modeles que nous avons développés chez le rat, la survenue d'une arthrose a
la suite de l'injection par voie intra-articulaire d'une solution de MIA a été attribuée a une
souffrance chondrocytaire provoquée par l'inhibition de certaines enzymes de la glycolyse.
L'injection intra-articulaire de papaine, une enzyme protéolytique qui dégrade les constituants de
la matrice extra-cellulaire, conduit & une altération des propriétés du cartilage. L'injection intra-
articulaire d'une collagénase bactérienne spécifique du collagéne de type I, entraine une
hyperlaxité ligamentaire : elle conduit, comme dans le cas de la section du ligament croisé

antérieur, & une instabilité articulaire.

Les deux principaux paramétres que nous avons retenus pour déterminer la pertinence de ces
modeles ont été 1'apparition de lésions du cartilage reproduisant celles de la pathologie humaine
(étude macroscopique parfois complétée d'une étude histologique), ainsi que la survenue d'un
handicap locomoteur (mesure de la mobilité spontanée du rat par la biotélémétrie), qui constitue
le symptome majeur de la pathologie humaine. Ces différents modeles ont également été

caractérisés sur le plan de la biochimie du cartilage selon trois criteres :

o la synthése des PG, mesurée par l'incorporation ex vivo de Nay35SOy4 dans le cartilage

patellaire;
o la dégradation des PG évaluée par le dosage colorimétrique des GAG sulfatés libérés par des

rotules en culture,
« ou le contenu du cartilage patellaire en GAG sulfatés.

1. Injection intra-articulaire de MIA chez le rat.

1.1. Etude de la mobilité spontanée du rat.

La télémétrie permet un enregistrement continu de la mobilité des rats et de leur température,
sans l'intervention d'un observateur. Elle fonctionne sur le principe d'un émetteur placé dans la
cavité péritonéale du rat au cours d'une intervention chirurgicale sous anesthésie générale, et d'un

récepteur placé sous la cage du rat. Une période de rétablissement d'une durée de 5 jours avant le
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début de l'expérimentation est nécessaire pour que les rats présentent un cycle nycthéméral

reproductible d'un jour a l'autre.

L'injection de sérum physiologique (50 ul) par voie intra-articulaire dans les genoux des rats
(rats témoins) ne provoque aucune variation de leur activité spontanée : la diminution
progressive de la mobilité spontanée des rats entre J21 et J30 est attribuée a une diminution de

leur espace vital dans les cages en raison d'une augmentation pondérale.

Par contre, I'injection intra-articulaire de MIA (0,3 mg, J1) conduit aussitdt & une hypomobilité
qui s'installe de fagon brutale (J1, -54 %) et transitoire : dés J3, les rats ont une activité spontanée
comparable a celle des témoins (figure VI.1).
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Figure VI.1. Mesure de la mobilité spontanée du rat par télémétrie (n=12 rats par groupe), aprés une
injection intra-articulaire dans chaque genou de sérum physiologique (50 pl, témoins), ou de MIA
(0,3 mg/50ul).

La télémétrie permet de mettre en évidence une seconde phase d'hypomobilité chez les rats qui
ont regu une injection intra-articulaire de MIA. Le profil de ce handicap différe du premier : son
installation est cette fois progressive, et il est irréversible jusqu'a J30. Ce handicap représente
une perte de mobilité significative de -30 % a -15 % par rapport aux rats témoins (J19 et J29
respectivement).

L'hypomobilité précoce (J1 a J2) induite chez le rat par l'injection de MIA s'accompagne d'un
phénomene fébrile trés modérée visible au cours de la phase diurne suivante (J2; figure VI.2).
Aucune variation de la température des animaux n'a été décelée au cours de l'installation du
second handicap locomoteur (J14 a J30).
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Figure VI.2. Mesure de la température corporelle du rat par télémétrie (n=12 rats par groupe), aprés a
une injection intra-articulaire dans chaque genou de sérum physiologique (50 pl, témoins), ou de MIA
(0,3 mg/50ul).

1.2. Etude macroscopique de la rotule a la suite de l'injection infra-patellaire
de MIA chez le rat.

L'injection de MIA conduit des J10 a des Iésions caractérisées par un aspect translucide du
cartilage patellaire et par I'hypertrophie discrete des bords de la rotule. A J40, I'os sous-chondral
de la rotule n'est plus recouvert que d'une fine couche de cartilage, et des ostéophytes

volumineux se sont développés dans les régions non portantes (figure VI1.3).

(a) (b)

Figure V1.3. Observation macroscopique d'une rotule d'un rat 40 jours aprés l'injection infra-patellaire de
sérum physiologique (a) ou de MIA (0,3 mg; b). Noter des érosions dans le centre de la rotule, et des
ostéophytes volumineux dans les régions non portantes.
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L'atteinte du cartilage du compartiment fémoro-tibial est plus sévere : I'os sous-chondral est mis
a nu dans les régions portantes, et des ostéophytes volumineux sont visibles, notamment sur les

bords de la gouttiére intercondylienne.

1.3. Variations de la syntheése des PG consécutives a l'injection de MIA.

La synthése des PG est mesurée par l'incorporation ex vivo de Nay335S04 (3 h, 37 °C, 5 % CO»)
dans le cartilage patellaire. Une biopsie centropatellaire permet de distinguer la synthése des PG
par les chondrocytes du cartilage du centre et de la périphérie de la rotule. Les résultats obtenus a
la suite des injections infra-patellaires de MIA, de papaine ou encore de collagénase bactérienne
dans le genou du rat sont comparés a ceux d'un cartilage sain (injection intra-articulaire de sérum

physiologique; pourcentages de variation).

L'injection intra-articulaire de MIA dans le genou du rat conduit a des perturbations de la

syntheése des PG, dont la cinétique est trés différente entre le cartilage centropatellaire et le

cartilage péripatellaire (figure VI.4).

Synthése des PG (% par rapport aux témoins) . L
Figure VI.4. Effets d'une injection intra-

100 7 * . articulaire de MIA (0,3 mg/50 pl) dans le genou
75 1] chez le rat sur la synthése des PG dans le
50 ., * . cartilage patellaire. La synthése des PG est

- évaluée par incorporation ex vivo de Nap35S04
25 7] (3h, 37°C, 5%CO»). Les résultats sont exprimés
01% en pourcentage de variation des dpm par

25 - rapport & l'incorporation obtenue dans des

1B+ rotules de rats témoins (injection intra-articulaire

-50 7] —e ¢~ de sérum physiologique, 50 pl).

754 % " * " Cercle plein = cartilage centropatellaire (n=5),

cercle vide = cartilage péripatellaire (n=5).

QAT T T T T T T T T T T T T+ 0,05 ANOVA suivi d'un test t de Student.

-2*2 6 10 14 18 22 26 30 34 38 42
Jours aprés injection

Dans le centre de la rotule, l'anabolisme est inhibé dés JO et jusqu'a J40, de -70 a -32 %
respectivemént (p<0,05), par rapport a des rats témoins (injection intra-articulaire de sérum
physiologique). Dans le cartilage péripatellaire, l'injection de MIA induit aussitdt une diminution
de la synthése des PG (JO, -42 %, p<0,05). Cependant, d¢s J1, I'incorporation de 358 est stimulée
(+90 % a J2 par rapport aux témoins). Elle diminue ensuite progressivement (+42 % a J20,

p<0,05) et atteint des niveaux comparables a ceux de rotules de rats témoins a J40.
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1.4. Modulation de la dégradation des PG induite par l'injection de MIA.

La dégradation des PG dans cartilage patellaire est estimée par le dosage des GAG sulfatés
libérés par des rotules en culture (24 h, 5 % COy). Les résultats obtenus & la suite des injections
intra-articulaires de MIA, de papaine ou de collagénase bactérienne, sont exprimés en quantité
de GAG sulfatés libérés (lig) rapportée au poids du cartilage patellaire (mg), puis comparés aux
concentrations obtenues par des rotules de rats témoins (injection intra-articulaire de sérum

physiologique; pourcentages de variation).

La dégradation des PG a la suite de l'injection intra-articulaire de MIA (0,3 mg/50ul; figure
VL.5) dans le genou du rat augmente, mais de fagon non significative (+31 % a J6 par rapport a
des rotules de rats témoins). Puis Ia libération dans le milieu de culture des GAG sulfatés est
significativement diminuée a partir de J10 et jusqu'a J40, jusqu'a -79 % (J15, 4+1 pug/mg de
cartilage, par rapport a 1843 [1g/mg pour des rotules de rats témoins).

GAG sulfatés (% par rapport aux témoins)
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2. Injection intra-articulaire de papaine chez le rat.

2.1. Etude de la mobilité spontanée des rats.

L'injection par voie intra-articulaire dans les genoux de papaine (1 mg, 17 U/mg) conduit a une
forte diminution de I'activité locomotrice des rats des J1 (-38 %; figure VI1.6), dont I'amplitude

est cependant moindre que celle consécutive a l'injection de MIA (J1, -54 %).

5 7 Jours aprés injection
S o0
T
£ -5
Q
Q.
g -10 -
S .15 +
X
o -20 4
£
‘§ -25 —&— Papaine
o
g 90 —— Senum
E -35 + physiologique
40 1

Figure V1.6. Mesure de la mobilité spontanée du rat par la télémétrie (n=12 rats par groupe), aprés
une injection intra-articulaire dans chaque genou de sérum physiologique (50 ul, témoins) ou de
papaine (1 mg/50ul, 17 U/img).
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Figure VI.7. Mesure de la température du rat par la télémétrie (n=12 rats par groupe), aprés une
injection intra-articulaire dans chaque genou de sérum physiologique (50 pl, témoins) ou de papaine
(1 mg/s50ul, 17 U/mg).
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Cette diminution de l'activité des rats s'installe de fagon brutale, mais elle est transitoire : dés J3,
l'activité spontanée des rats est & nouveau comparable a celle des témoins (injection intra-
articulaire de sérum physiologique), et, contrairement a l'injection de MIA, aucune variation de

la mobilité n'est décelée jusqu'a la fin de I'expérimentation (J30).

L'injection intra-articulaire de papaine conduit également a une phase d'hyperthermie transitoire,
dont la durée est équivalente a celle de la perte de mobilité (J1 a J2, figure VI.7).

2.2. Etude morphologique et histologique du cartilage articulaire.

L'injection intra-articulaire de papaine chez le rat ne conduit a aucune atteinte macroscopique du
cartilage (J40). Une étude histologique complémentaire a cependant révélé une hypercellularité

au sein du cartilage (figure VLS8).

(a) (b)

Figure VI.8. Coupe histologique du cartilage articulaire d'un plateau tibial d'un rat 40 jours aprés
l'injection infra-patellaire de papaine (17 U/mg, 1 mg; a). La comparaison & un cartilage sain (injection de
sérum physiologique; b) permet de constater une hypercellularité du cartilage en réponse a l'injection de
papaine.

2.3. Variations de la synthese des PG consécutives a l'injection de papaine.

Contrairement a l'injection de MIA, celle de papaine (1 mg/50ul, 17 U/mg) provoque des
variations de la synthése des PG similaires entre le cartilage du centre et de la périphérie de la
rotule (figure VI.9). Celle-ci est cependant inhibée de fagon plus importante dans le cartilage
centropatellaire par rapport au cartilage péripatellaire le jour de l'injection (JO, -56 % et -21 %

respectivement, par rapport a des rats témoins).
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Synthése des PG (% par rapport aux témoins)

Figure VI.9. Variations de la synthése des PG

50 * . Lo K S
1 * . . dans le cartilage patellaire induites par Iinjection
* intra-articulaire de papaine chez le rat (1 mg/50 pl,
25 -+ A 17 U/mg) dans le genou (n=5 rats par groupe). La
' %" synthese des PG est évaluée par incorporation ex
0 - vivo de Naz3%S04 (3h, 37 °C, 5 % CO»). Les
1 résultats sont exprimés en pourcentage de
254 13+ variation des dpm par rapport a des rats témoins
| (injection intra-articulaire de sérum physiologique).
50 Triangle plein = cartilage centropatellaire, triangle

vide = cartilage péripatellaire.
1+ * = p<0,05, ANOVA, suivi d'un test t de Student.
-75 T T T T T T T T ]

oAz

6 10 14 18 22 26 30 34 38 42
Jours apreés injection

L'incorporation de Nap35SOy4 est ensuite significativement plus élevée dans le cartilage
centropatellaire de J2 a J5. Cette augmentation de la synth¢se des PG persiste plus longtemps
dans le cartilage péripatellaire (+30 % a J20, p<0,05). Les taux de 35S incorporés sont ensuite
comparables a ceux de rotules de rats témoins, dés J10 dans le cartilage centropatellaire et a J40

dans le cartilage péripatellaire.

2.4. Variations de la dégradation des PG consécutives a l'injection de

papaine.
Le dosage des GAG sulfatés 1ibérés par les rotules en culture permet de mettre en évidence
l'activité protéolytique de la papaine sur les constituants du cartilage : I'injection intra-articulaire
de I'enzyme chez le rat conduit aussitdt (JO) a la libération de 4215 nug GAG sulfatés /mg de
cartilage dans le milieu de culture (24 h, 37 °C, 5 % COy), alors que les concentrations de GAG
sulfatés libérés par les rotules de rats témoins (injection intra-articulaire de sérum physiologique)
ne s'élévent qu'a 1944 ug GAG sulfatés/mg de cartilage (figure VI.10).

GAG
1507 ,

sulfatés (% par rapport aux témoins)

Figure VI.10. Dégradation des PG évaluée par le
dosage colorimétrique (DMB) des GAG sulfatés 1257 &
libérés par des rotules de rats en culture {(24h, 100
37 °C, 5 % COy»). Les rats ont regu une injection 1

intra-articulaire de papaine (1 mg/50 i, 17 U/mg) [

dans le genou (n=5 rats par groupe). Les résultats 50
sont exprimés en pourcentage de variation des 5 ] /A\\
concentrations de GAG sulfatés (quantités ;
rapportées au poids du cartilage patellaire) par  0-A —y &
rapport & celles obtenues pour des rotules de rats _25_'
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Les concentrations de GAG sulfatés dans les milieux de culture a J5 sont & nouveau
transitoirement plus élevées (+32 %) : la dégradation des PG dans le cartilage patellaire en
réponse a l'injection de papaine est ensuite comparable & celle d'un cartilage sain (injection de
sérum physiologique; 19+4 & 8+1 pug/mg a J10 et J40 respectivement).

3. Injection intra-articulaire de collagénase bactérienne chez le rat.

3.1. Etude de la mobilité spontanée des rats.

Jours aprés injection

Activité nocturne (% par rapport a J0)

20 -
#0 Bid —&— Collagénase
“S0F —&—— Sérum

351 physiologique
-40 +

45—

Figure VI.11. Mesure de la mobilité spontanée du rat par télémétrie (n=12 rats par groupe), aprés une
injection intra-articulaire dans chaque genou de sérum physiologique (50 pl, témoins) ou de
collagénase bactérienne (Clostridium histolyticum, 0,3 mg/50ul, 540 U/mg).

L'injection intra-articulaire de collagénase bactérienne (Clostridium histolyticum; 0,3 mg/50 ul,
540 U/mg) induit une diminution de l'activité spontanée des rats des l'injection (J1, -42 %; figure
VIL.11). Cette hypomobilité, dont I'amplitude est comparable a celle induite par l'injection de
papaine (-38 %, J1), s'installe de fagon brutale mais transitoire : d&s J3, les rats ont & nouveau
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une activité spontanée comparable 2 celle des rats témoins (figure V.11). Aucune autre variation
de la mobilité n'a ensuite été décelée (J30).

L'injection de collagénase bactérienne dans le genou du rat provoque une hyperthermie qui est
équivalente a celle de I'hypomobilité. Le profil (durée, amplitude) est en fait tout a fait similaire
a celui observé a la suite de I'injection intra-articulaire de papaine.

3.2. Efude morphologique et histologique du cartilage articulaire.

(@) st (b)

Figure VI.13. Coupe histologique du cartilage d'un plateau tibial d'un rat aprés l'injection intra-articulaire
de collagénase bactérienne (Clostridium histolyticum, 0,3 mg ,540 U/mg; a). Il existe une hypercellularité
du cartilage en réponse a l'injection de I'enzyme, par rapport a une injection de sérum physiologique (b).

De la méme fagon que l'injection de papaine, celle de collagénase n'a conduit & aucune atteinte
de la surface du cartilage (J40). Une étude histologique complémentaire a mis en évidence une
hypercellularité du cartilage, comme dans le cas de l'injection de papaine (figure VI.13).

3.3. Variations de la synthése des PG consécutives a l'injection de
collagénase.

Les modifications de la synthése des PG induites par l'injection de collagénase bactérienne
(figure VI.14) sont similaires entre le cartilage du centre et de la périphérie de la rotule :
l'incorporation de Na35804 (3 h, 37 °C, 5 % CO3) est d'abord significativement inhibée a JO
(-28 % et -32 % a JO dans le cartilage centropatellaire et dans le cartilage péripatellaire
respectivement, par rapport aux témoins) et J1 (-26 % dans le cartilage centropatellaire, p<0,05).
La synthése des PG augmente ensuite progressivement jusqu'a J40 (+43 % et +38 % p<0,05,
dans le cartilage centropatellaire et péripatellaire respectivement, par rapport aux témoins).
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Synthése des PG (% par rapport aux témoins)

50

=]

094 e

25 Bhx «

-50 LNS B B BN B DAL ML B R R

Jours apreés injection

Figure VI.14. Variations de la synthése des
PG (incorporation ex vivo de Nap3550y4, 3h,
37 °C, 5 % CO2) dans le cartilage patellaire du
rat a la suite d'une injection infrapatellaire de
collagénase bactérienne (Clostridium
histolyticum, 540 U/mg; 0,3 mg/50 ul). Les
résultats sont exprimés en pourcentage de
variation des dpm par rapport a l'incorporation
obtenue par des rotules de rats témoins
(injection intra-articulaire de sérum
physiologique, 50 pl).

*=p<0,05 ANOVA suivi d'un test t de Student.
Carré plein = cartilage centropatellaire (n=5),

ML
2A2 6 10 14 18 22 26 30 34 38 42 carré vide = cartilage péripatellaire (n=5).

3.4. Modulation de la dégradation des PG consécutive a l'injection de

collagénase.

L'injection intra-articulaire de collagénase bactérienne (Clostridium histolyticum, 540 U/mg, 0,3
mg/50ul) conduit tout d'abord a une forte diminution des taux de GAG sulfatés libérés dans le
milieu de culture (24 h, 37 °C, 5 % CO3), jusqu'a -75 % environ a J2 (figure VIL.15).

Figure VI.15. Cinétique de libération des GAG
sulfatés par des rotules de rats en culture (24h,
37 °C, 5 % CO»), reflétant la dégradation des
PG (dosage colorimétrique des GAG sulfatés
par le DMB). Les rats ont regu une injection
intra-articulaire de collagénase dans le genou
(Clostridium  histolyticum, 540 U/mg;
0,3 mg/50 pl, n=5). Les résultats sont exprimés
en pourcentage de variation des concentrations
de GAG sulfatés (ug GAG sulfatés rapportés au
poids du cartilage patellaire) par rapport a celles
obtenues par des rotules de rats témoins
(injection intra-articulaire de sérum
physiologique, n=5).

* = p<0,05 ANOVA suivi d'un test t de Student.
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Puis, de J5 a J10, les concentrations de GAG sulfatés libérés (quantité de GAG sulfatés libérés
rapportée au poids du cartilage patellaire) sont comparables a celles obtenues par des rotules de
rats témoins (154 a 1713 pg/mg a JS et J10 respectivement). Enfin, la dégradation des PG est a
nouveau inhibée de J15 a J40 (-26 a -35 %, p<0,05 a J15 et J20).
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4. Section du ligament croisé antérieur chez le rat.

La télémétrie nous a permis de mesurer I'activité des rats au cours de la progression des 1ésions
du cartilage consécutives a la section du LCA. Les lésions cartilagineuses ont été caractérisées
lors d'une observation macroscopique (J75) et d’une étude histologique (J15, J30, J45, J60 et
J75).

Le dosage des GAG sulfatés (dosage colorimétrique par le DMB) 30 et 75 jours apres la section
du LCA, et la mesure de la synthé¢se des PG dans les régions portantes et non portantes du
cartilage patellaire a J15, J30, J45, J60 et J75 nous ont permis de caractériser l'atteinte du
cartilage sur le plan de la biochimie. Nous avons également déterminé sur ces mémes paramétres

les conséquences d'une arthrotomie.

4.1. Etude de la mobilité spontanée du rat consécutive a la section du
ligament croisé antérieur.

Pour éviter deux anesthésies générales & 5 jours d'intervalle, I'implantation de I'émetteur dans la
cavité péritonéale de chaque rat a été réalisée en méme temps que l'arthrotomie ou la section du
ligament croisé antérieur. Ainsi, pour distinguer I'hypomobilité post-opératoire liée a I'anesthésie
(implantation des émetteurs, témoins anesthésiés) de 'hypomobilité due a I'arthrotomie ou a la
section du LCA, les résultats ont été exprimés en pourcentage de variation de la mobilité des rats

apres arthrotomie ou apres la section du LCA par rapport aux témoins anesthésiés.

Une arthrotomie ou la section du LCA conduit a2 une diminution importante de I’activité
spontanée des rats (-36 % et -52 % respectivement par rapport aux témoins anesthésiés, figure
VI.16). Dans le cas d’une arthrotomie, cette phase d'hypomobilité est transitoire et ne dure que 4
jours. Dans le cas de la section du LCA D’activité locomotrice des rats est diminuée jusqu’a J15

(-24 % a J9 par rapport aux témoins anesthésiés). Cette différence disparait entre J16 et J30.

Seule la section du LCA conduit a une phase fébrile d'une durée de 3 jours (figure VI.17).
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Figure VI.16. Mesure de la mobilité spontanée du rat par télémétrie, aprés arthrotomie

(n=12) ou section

du LCA (n=12; JO). Les résultats sont exprimés en pourcentage de

variation de I'activité nocturne par rapport & des témoins anesthésiés (implantation des

émetteurs, n=12).
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Figure VI.17. Mesure de la température des rats par télémétrie, aprés arthrotomie (n=12),

section du LCA (n=
Jo).

12) ou chez les témoins anesthésiés (implantation des émetteurs; n=12,
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4.2 Etude morphologique.

L'étude macroscopique a été réalisée 75 jours apres la section du LCA (n=5 rats par groupe).
Elle permet d'apprécier I'étendue des 1ésions sur toute la surface articulaire des différents

compartiments.

L'étude histologique (n=5 rats par groupe) a été réalisée deés J15 et jusqu'a J75, pour déterminer
les modifications fines de la surface du cartilage et au sein de la matrice survenant a la suite de la
section du LCA, et pour suivre leur évolution dans le temps. Une gradation des 1ésions observées
d'apres des criteres d'état de surface du cartilage, de la cellularité du tissu, de l'intensité de la
coloration au Bleu de Toluidine et de la densité de 1'os sous-chondral ont permis de mieux

apprécier la sévérité de l'atteinte articulaire.

4.2.a. Etude macroscopique.

La section du LCA conduit au développement de 1ésions séveéres du cartilage des plateaux
tibiaux (figure VI1.18) : des érosions profondes laissant apparaitre 1'os sous-chondral (J75) sont
visibles sur la région antérieure des plateaux tibiaux(3 rats / 5). A l'inverse, des ostéophytes se
sont développés dans la région postérieure. L'atteinte de la rotule se caractérise par une
chondromalacie, avec parfois une érosion du cartilage (3 rats / 5) dans la zone d'insertion du
ligament infrapatellaire. De fagon surprenante, aucune lésion n'est décelée sur les condyles

fémoraux : la surface du cartilage apparait régulicre.

4.2.b. Etude histologique.

Le cartilage des différents compartiments articulaires & la suite d'une arthrotomie, présente un
aspect normal. Une fibrose de la membrane synoviale, et un faible infiltrat cellulaire ont été
observés a J15, mais qui n'évoluent pas jusqu'a J75 : la gradation d'une atteinte du cartilage
d'aprés un score histologique de Mankin modifié (voir la section "Matériel et méthodes") est
comprise entre 0 et 2,2, sachant que le score maximal pouvant étre obtenu pour une surface

articulaire considérée est de 26 (tableau VI.1).

La section du LCA conduit dés J15 a une hypercellularité et un épaississement du cartilage des
plateaux tibiaux et des condyles fémoraux dans les régions portantes. Sa surface est réguli€re,
excepté chez un rat chez qui la section du LCA a déja conduit a la fissuration de la couche

superficielle du cartilage des plateaux tibiaux, lui donnant un aspect velvétique.

85






Tableau VI.1. Gradation des lésions du cartilage de chacun des compartiments d'aprés 4 critéres
histologiques :

1. l'état de surface; 2. la répartition cellulaire; 3. l'intensité de la coloration au Bleu de Toluidine; 4. la
densité de f'os sous-chondral (voir la description détaillée du score dans le chapitre "Matériel et
méthodes"). Les valeurs obtenues pour chacun de ces critéres ont été moyennées (n=5 rats par groupe;
score maximum = 26 par surface articulaire) pour chaque compartiment articulaire (rotule, plateaux
tibiaux, condyles fémoraux).

Rotule Plateaux tibiaux__| Condyles fémoraux Total (/78)
Jours Arthrotomie | ACL | Arthrotomie [ ACL | Arthrotomie | ACL | Arthrotomie | ACL
15 1,4 4,0 0,2 4,6 0,0 4,6 1,6 13,2
30 1,2 50 0,0 8,8 0,2 6,2 1,4 20,0
45 1,6 7,6 0,0 11,6 0,4 10,0 2,0 29,2
60 0,2 6,4 0,2 9,0 0,6 7,8 1,0 23,2
75 2,2 5,8 0,2 8,4 0,2 7,4 2,6 22,8

A J30, le cartilage des plateaux tibiaux et des condyles fémoraux de tous les rats présente cet
aspect velvétique. Chez certains, les fissurations atteignent la couche profonde des J45 (2 rats/5).
Toutes ces zones fibrillaires deviennent acellulaires et fixent moins les colorants spécifiques des
PG (Bleu de Toluidine, figure VI.19) : la gradation des 1ésions d'apres le score histologiqﬁe
montre une évolution rapide des lésions entre J15 et J45, quel que soit le compartiment

articulaire considéré (tableau VI.1).

Dans les régions non portantes des plateaux tibiaux et des condyles fémoraux, des "clusters” se
sont développés des J30, et persistent jusqu'a J75. Des ostéophytes parfois volumineux sont

visibles a J60 sur la région postérieure des plateaux tibiaux (2 rats / 5; figure VI.19).

Dans la rotule, des modifications de la couche de cartilage calcifié¢ surviennent dés J15, alors
qu'une atteinte de la couche superficielle (fissures) dans le cartilage n'est pas visible avant J75.
L'atteinte précoce de la couche de cartilage calcifiée correspond a un amincissement de la
couche de chondrocytes hypertrophiques, et s'accompagne d'un épaississement des travées de
l'os sous-chondral sous-jacent au cartilage (figure VI.19). Ces modifications sont moins visibles
au niveau des plateaux tibiaux et des condyles fémoraux.

Une inflammation de la membrane synoviale survient en raison d'une hypersollicitation de la
zone d'ancrage du ligament infrapatellaire. Cette inflammation de la membrane synoviale
conduit a une atteinte du cartilage, atteignant parfois les couches profondes. Cependant, elle

reste tres localisée.
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Figure VI.18. Les surfaces articulaires de la rotule (a), de la gouttiere intercondylienne
(b), des plateaux tibiaux (c) et des condyles fémoraux (d) du rat 75 jours aprés
arthrotomie (A) ou aprés section du LCA (B). Des érosions importantes du cartilage
articulaire sont visibles sur la partie antérieure des plateaux tibiaux et au niveau de
l'insertion du ligament infrapatellaire. Des ostéophytes se sont développés dans la partie
postérieure des plateaux. Le cartilage des condyles fémoraux présente un aspect

normal.
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4.3. Biochimie des PG du cartilage patellaire a la suite de la section du
ligament croisé antérieur.

La section du LCA du genou droit et une arthrotomie pratiquée sur le genou gauche chez les rats
a permis de rendre compte des effets propres de l'instabilité articulaire sur la synthése des PG
dans le cartilage patellaire (incorporation ex vivo de Nap33SQy, 3 h, 37 °C, 5 % CO») et sur le
contenu du cartilage en GAG sulfatés (dosage colorimétrique par le DMB). Les effets sur ces
mémes parametres d'une arthrotomie pratiquée sur le genou droit d'un second groupe de rats ont

été déterminés en comparant les résultats obtenus a ceux de la rotule du genou controlatéral sain.

4.3.a. Synthése des PG dans le cartilage patellaire.

Une arthrotomie n'induit aucune variation significative de l'incorporation ex vivo de Nap35S0y4
dans le cartilage patellaire par rapport aux témoins absolus (J15 a J75; tableau VI.2). Il est ainsi
permis de comparer directement les variations de la synthése des PG consécutives a la section du

LCA i celle mesurée dans le cartilage patellaire du genou controlatéral aprés arthrotomie.

Tableau VI.2. Effets d'une arthrotomie (genou droit) sur la synthése des PG dans le cartilage
centropatellaire et péripatellaire, par rapport au genou controlatéral non opéré (incorporation
ex vivo de Nas35S0y4; 3h, 37 °C, 5 % COp). Les résultats sont exprimés en pourcentage de
variation des dpm obtenu dans le cartilage patellaire du genou apres arthrotomie par rapport
a ceux de la rotule du genou controlatéral (n=5 rats par groupe).

Synthése des PG dans le cartilage patellaire aprés arthrotomie
(% par rapport au genou controlatéral sain)
Jours aprés 15 30 45 60 75
arthrotomie
Centre de la rotule 2,24+3,88 6,22+2,73 7,63+5,10 | 0,90+8,23 | 7,48+7,70
~(moyennetsd)
Périphérie de la rotule | 0,4440,94 | 7,63+1,48 | -2,52+4,10 | 7,21+4,44 | 11,01+5,59
(moyennetsd)

La section du LCA conduit a une augmentation significative de la synthése des PG dans le
cartilage centropatellaire des J15 (+30 %, figure V1.20) par rapport a celle mesurée dans le
genou controlatéral aprés arthrotomie. Entre J30 et J45, aucune variation de I'anabolisme n'a été
décelée. Puis, a J75, l'incorporation de Nap33SOy4 est diminuée de fagon significative dans le
cartilage centropatellaire (-14 %, p<0,05).

Dans les régions non portantes, la section du LCA n'a conduit a aucune variation de la synthese

des PG par rapport au genou controlatéral aprés arthrotomie.
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Figure VI.19. Coupes histologiques du cartilage articulaire aprés une arthrotomie ou la section
du LCA.chezlerat:

(a) coupe axiale d'une rotule aprés arthrotomie et (b) aprés section du LCA (J15, x10); noter
la diminution d'épaisseur de la couche calcifiée du cartilage, et la condensation de I'os sous-
chondral. Cartilage des plateaux tibiaux d'un rat (c) aprés arthrotomie et (d) aprés section du
LCA (J45, Bleu de Toluidine ). (e) "Cluster" dans le cartilage des régions non portantes des
plateaux tibiaux et (f) ostéophyte 60 jours apres la section du LCA .

(b)

()
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Figure VI.20. Variations de la synthése des PG aprés la section du ligament croisé antérieur chez le rat
(genou droit, J15 a J75; incorporation ex vivo de Na235SO4, 3 h, 837 °C, 5§ % CO2) dans le cartilage
centropatellaire (a) et péripatellaire (b). Les résultats sont exprimés en cpm (n=5 rats par groupe).
* = p<0,05 (ANOVA suivi d'un test t de Student.

4.3.b. Contenu du cartilage patellaire en GAG sulfatés.
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Figure VI.21. Contenu du cartilage centropatellaire (a) et péripatellaire (b) en GAG sulfatés (ug) aprés la
section du ligament croisé antérieur chez le rat (n=5), ou aprés une arthrotomie (n=10, J30 et J75) par
rapport a des rats témoins (n=5), déterminé par le dosage colorimétrique par le DMB.

* = p<0,05 par rapport au groupe de rats apres arthrotomie et + = p<0,05 entre J30 et J75 pour les rats
d'une méme catégorie (ANOVA suivi d'un test t de Student).

Entre J30 et J75, la teneur en GAG sulfatés augmente dans le cartilage centropatellaire (figure
VI.21.a) et péripatellaire (figure VI.21.b) chez les rats témoins (+29 % p<0,05, et +15 %

respectivement).

Une arthrotomie chez le rat n'induit aucune variation significative du contenu en GAG sulfatés
dans le cartilage patellaire (J30 et J75), par rapport aux rats témoins sains. A l'inverse, des
variations significatives apparaissent 75 jours apres la section du ligament croisé antérieur : dans
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le centre de la rotule, la teneur en GAG sulfatés augmente de +26 % par rapport aux témoins

absolus (26x5 ng/mg cartilage), alors qu'elle est diminuée dans le cartilage péripatellaire
(-21 %, figure V1.21).
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Discussion

L'arthrose est une pathologie dégénérative du cartilage articulaire, non inflammatoire, bien
connue d'un point de vue clinique : les symptdmes majeurs que sont les douleurs articulaires ou
une geéne fonctionnelle caractérisent une atteinte articulaire sévere. A l'inverse, l'initiation de
I'arthrose et sa progression sont volontiers asymptomatiques. Une fibrillation la couche
superficielle du cartilage apparait dans les régions portantes les plus sollicitées. Les fissures
s'approfondissent et atteignent progressivement 1'os sous-chondral. A l'opposé, des ostéophytes
se développent dans les régions les moins sollicitées, qui correspondent a I'hypertrophie d'un

tissu de nature ostéochondrale.

Les méthodes d'imagerie actuelles utilisées en clinique ne permettent pas de déceler des atteintes
modérée du cartilage, et les traitements médicamenteux ne sont ainsi prescrits que 1’orque les
symptomes apparaissent. C'est une des raisons pour lesquelles aucun traitement n'a encore pu
faire preuve en clinique de capacités chondroprotectrices efficaces, puisqu'a ce stade, l'atteinte

articulaire est sévére.

Le manque de connaissance de la physiopathologie de l'arthrose, tant en clinique que sur le plan
de la pharmacologie, justifient l'utilisation de modeles d'arthrose expérimentale chez 1'animal.
L'exploitation de ces modéles contribue a mettre en évidence par des méthodes d'imagerie plus
récentes (imagerie par résonance magnétique, échographie) une atteinte du cartilage. Ces
modeles permettent également d'étudier la physiopathologie de l'arthrose, dans le but de
proposer de nouvelles cibles pharmacologiques. Ces approches exigent de distinguer chez
I'animal une manifestation qui pourrait rendre compte de la progression de l'arthrose
expérimentale, telle que la diminution de la fonction articulaire qui, chez I'homme, est liée a des
douleurs ou a une géne fonctionnelle. La télémétrie nous a autorisé une telle approche,
puisqu'elle permet de déceler une hypomobilité chez le rat. Ce paramétre "clinique", en plus des
critéres jusqu'a présent retenus pour décrire un modele d'arthrose expérimentale chez 1'animal, a
savoir des lésions similaires a celles observées dans la pathologie humaine, a été déterminant

dans le choix d'un modéle.

Nous avons développé chez le rat 4 modeles d'arthrose expérimentale déja décrites chez d'autres
espeéces animales, qui pourraient constituer différentes étiologies possibles de la pathologie
humaine : la premiére est une perturbation du métabolisme chondrocytaire induite par l'injection
intra-articulaire de MIA dans le genou du rat. L'injection de papaine conduit a la dégradation des
constituants du cartilage, et a la désorganisation de la matrice extracellulaire. L'injection intra-
articulaire de collagénase, de la mé&me fagon que la section du LCA, provoque une instabilité

articulaire.
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Les résultats des études menées en télémétrie, des observations macroscopiques et histologiques
ou de la biochimie du cartilage sont trés différents en fonction du modeéle considéré. L'injection
intra-articulaire de MIA ou la section du LCA ont conduit a une atteinte articulaire caractérisée
par des érosions du cartilage et une ostéophytose, en relation avec I'installation d'un handicap
tardif dans le cas de I'injection de MIA. En revanche, l'injection intra-articulaire de papaine ou
l'injection de collagénase bactérienne n'ont conduit qu'a une altération discréte du cartilage

articulaire (hypercellularité), malgré des perturbations importantes du métabolisme

chondrocytaire.

1. Injection intra-articulaire de MIA.

L'induction d'une arthrose expérimentale par l'injection intra-articulaire de MIA a été décrite
pour la premiére fois chez la poule par Kalbhen, en 1977. 1l a constaté l'installation rapide d'un
processus dégénératif du cartilage en réponse a I'injection d'une solution de MIA dans le genou
de la poule, dont les lésions se caractérisaient par une érosion du cartilage dans les régions
portantes et des ostéophytes volumineux en périphérie. Un peu plus tard, il a attribué ces effets
du MIA 2 une inhibition de certaines enzymes de la glycolyse possédant un groupement thiol,
par une réaction d'alkylation. Les chondrocytes étant tributaires d'un métabolisme anaérobie (le
caftilage est avasculaire), l'inhibition de ces enzymes conduit a une diminution d'ATP

intracellulaire, principale source d'énergie pour la cellule [Kalbhen, 1985].

Notre étude chez le rat montre que l'injection intra-articulaire de MIA (0,3 mg) conduit
rapidement a une atteinte articulaire sévere (J40), avec a la fois des érosions du cartilage dans les
régions portantes et des ostéophytes dans les régions les moins sollicitées. La réalisation de ce
modele chez différentes especes telles que le rat [Williams, 1984], le cobaye [Williams, 1989], la
souris [Van der Kraan, 1992], ou le cheval [Gustafson, 1992], a permis de constater des lésions
similaires en réponse a l'injection intra-articulaire de MIA : ce modele d'arthrose expérimentale

semble n'avoir aucune spécificité d'espece.

L'étude menée en télémétrie a permis de mettre en évidence deux diminutions de I'activité
spontanée du rat en réponse a l'injection de MIA. La premiére survient aussitdt aprés l'injection.
Elle s'installe de fagon brutale (-54 % par rapport aux témoins, J1) et transitoire. Elle
s'accompagne d'une faible variation de la température du rat, et traduit un effet systémique en
réponse a l'injection intra-articulaire de MIA. Cependant, l'importance de cet effet parait
insuffisant pour expliquer une diminution si importante de l'activité spontanée des rats.
L'injection de sérum physiologique chez les rats témoins ne conduisant a aucune modulation de
leur activité spontanée, il est possible que le MIA puisse lui-méme générer des sensations

douloureuses, a 'origine de cette hypomobilité.
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La seconde phase d'hypomobilité débute a J14. Le profil d'installation de cette perte de mobilité
des rats est trés différente de la premiére : elle survient progressivement, et s'aggrave de fagon
irréversible jusqu'a la fin de l'expérimentation (J30). La sévérité de l'atteinte articulaire observée
a J40 permet de supposer que la progression de l'arthrose induite chez le rat par l'injection intra-
articulaire de MIA dans les genoux puisse s'accompagner d'un handicap locomoteur. Son
installation progressive et son caracteére irréversible refléteraient I'atteinte articulaire toujours

plus sévere, qui pourrait étre a l'origine a la fois de douleurs et d'une géne fonctionnelle.

L'installation et la progtession des lésions induites par I'injection intra-articulaire de MIA dans le
genou du rat s'accompagnent de variations du métabolisme chondrocytaire. De fagon
surprenante, la réponse des chondrocytes du cartilage centropatellaire et du cartilage
péripatellaire est trés différente : la syntheése des PG est respectivement inhibée et fortement
stimulée. Ces différences permettent cependant d'expliquer en partie 1'érosion du cartilage
centropatellaire et la formation des ostéophytes dans le cartilage péripatellaire.

La diminution de l'anabolisme dans le cartilage centropatellaire peut étre attribuée a 1'épuisement
de I'ATP intracellulaire résultant de I'inhibition de la glycolyse par le MIA [Kalbhen, 1985]. En
revanche, l'augmentation de l'anabolisme dans le cartilage péripatellaire est plus difficile a
analyser. Une étude de Mason [1991] montre que la glycolyse et la synthése des PG dans des
explants de cartilage exposés brievement au MIA sont inhibées transitoirement. Une phase de
"réparation” se manifeste ensuite par une hyperactivité métabolique des chondrocytes. In vivo,
les effets du MIA injecté dans la cavité articulaire chez le rat peuvent étre modulés par la
proximité de la membrane synoviale, qui faciliterait la diffusion du produit hors de la cavité
articulaire. Van Osch [1994] attribue cette différence de réponse des chondrocytes a l'injection
intra-articulaire de MIA chez la souris a la production de facteurs de croissance par les

synoviocytes, et a leur plus grande concentration dans les régions non portante.

L'activité chondrocytaire est également modulée en fonction de la sollicitation mécanique du
cartilage [Takahashi, 1998], plus importante dans les régions portantes. La résistance du
cartilage des régions les plus sollicitées nécessiterait un métabolisme chondrocytaire plus actif,
et expliquerait par ailleurs une sensibilité plus grande des chondrocytes de ces régions aux effets
du MIA [Van Osch, 1994]. Dunham [1992] fait une constatation équivalente sur les
chondrocytes de la couche superficielle par rapport & ceux des couches plus profondes : a la suite
de I'injection intra-articulaire de MIA chez le rat, il mesure l'activité enzymatique de différentes
enzymes de la glycolyse susceptibles d'étre inhibées par le MIA. Il observe que les chondrocytes
de la couche superficielle sont moins sensibles aux effets du MIA que ceux des couches plus

profondes, en raison d'une dépendance moins grande a la glycolyse.
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La dégradation des PG est un aspect qui, a notre connaissance, n'a pas été étudié dans ce modele
d'arthrose expérimentale, et qui a, en général, ét€ peu décrit dans des modeles d'arthrose chez
I'animal. Nous nous sommes plus particuli¢rement intéressés a la dégradation des PG, mesurée
par la libération des GAG sulfatés par des rotules en culture. Nous avons ainsi constaté une
augmentation transitoire de la dégradation des PG de plus de 30 %, mais non significative, par
rapport a des rotules de rats témoins (injection intra-articulaire de sérum physiologique). Par la
suite, I’inhibition de la dégradation atteint -75 % (par rapport aux témoins). Ces variations de la
dégradation des PG peuvent étre attribuées a deux phénomenes. Le premier est relatif a
l'inhibition de la glycolyse par le MIA, conduisant a I'épuisement des taux d'ATP intracellulaires.
Le chondrocyte ne peut alors plus réguler le flux ionique entre les milieux extracellulaire et
intracellulaire, la cellule gonfle et meurt par nécrose [Majno, 1995], comme I'a suggéré van den
Berg [1991]. La libération dans le milieu extracellulaire du contenu cellulaire, et notamment des
protéases, conduit a une augmentation transitoire de la dégradation des PG tant qu'elles sont
actives. Ensuite, 1'épuisement de ces protéases aboutit & une diminution de la dégradation.

Le deuxiéme phénomene pourrait tre une synthése excessive des inhibiteurs de protéases
conjointe & l'augmentation de la synthése des constituants matriciels dans les régions non
portantes : elle contribuerait a Ia fois a la diminution de la dégradation des PG que nous avons
constatée, et a favoriser l'accumulation des constituants matriciels dans les régions
ostéophytiques. Parmi les nombreux médiateurs capables de moduler le métabolisme
chondrocytaire, le TGFB est capable de stimuler la syntheése des constituants matriciels et
d'inhiber simultanément leur dégradation. Ces propriétés du TGFB permettent de lui attribuer un

role essentiel dans le processus d'ostéophytose [Van den Berg, 1995].

2. La section du LCA.

Parmi les nombreux modeles d'arthrose mécanique (instabilité articulaire, incongruence), la
section du LCA chez I'animal [Pond, 1973] reproduit une situation traumatique connue chez
I'homme qui conduit & l'installation précoce d'une arthrose. Pour cette raison, la section du LCA
est devenu le modele d'arthrose expérimentale de référence pour 1'étude de la physiopathologie
de I'arthrose [Schwartz, 1981; Williams, 1982; Stockwell, 1983; McDevitt, 1988; Dedrick, 1993;
Vilensky, 1997] ou encore des effets de traitements sur 1'évolution de la pathologie [Caron,
1996; Hamanishi, 1996; Brandt, 1997]. Il a couramment été décrit chez le chien, le lapin, mais
également chez le cobaye et le rat : ce modele, comme l'injection intra-articulaire de MIA, ne

semble pas avoir de spécificité d'espece.

Notre étude chez le rat, montre que la section du LCA conduit a l'apparition rapide de 1ésions du

cartilage dans le compartiment fémoro-tibial dés 1S5 jours. Elles se caractérisent par une
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hypercellularité et un épaississement du cartilage. D'apres le score de Mankin [1971], une
hypercellularité du cartilage refléte un stade trés précoce du cartilage. Quant a 1'épaississement
du cartilage, il correspond a une chondromalacie [Ohno, 1988], qui peut étre considérée dans
certains cas comme le premier stade de I'arthrose. Les forces de cisaillement qui s'exercent en
raison de l'instabilité articulaire conduisent a une altération de la couche des petits PG recouvrant
la surface du cartilage. Les fibres de collagenes démasquées seraient alors plus sensibles & une
rupture mécanique. L'équilibre entre la tension des fibres de collagéne et la pression de
gonflement liée aux PG est rompu, et le cartilage s'hydrate davantage. Il devient alors plus mou

et moins apte a supporter les contraintes [Stockwell, 1983].

Quatre semaines apres la section du LCA chez le rat, nous avons constaté des fissurations dans la
couche superficielle du cartilage qui s'approfondissent ensuite, atteignant méme 1'os sous-
chondral dans la région antérieure des plateaux tibiaux (J75). Chez le rat, la localisation des
érosions du cartilage articulaire dans la région antérieure s'explique par un effet "tiroir" : la
position permanente en flexion du genou chez le rat conduit au glissement du fémur sur les bords
antérieurs des plateaux tibiaux. Cette zone, qui devient la plus sollicitée mécaniquement, est
alors le siege des érosions les plus sévéres. Nous avons également constaté dans quelques cas (2
rats sur 5) l'apparition d'ostéophytes volumineux dans la région postéricure des plateaux tibiaux.
Ces différents stades caractérisant 1'évolution d'une atteinte du cartilage, de la chondromalacie &
la fissuration du cartilage, ainsi que la formation des ostéophytes et la condensation de 1'os sous-
chondral, sont décrits par Brandt [1991] chez le chien apres section du LCA. Il semble
cependant, que la progression des lésions chez cette espece soit plus lente : la fibrillation de la

couche superficielle du cartilage est en général observée plusieurs mois aprés la section du LCA.

L'étude en télémétrie met en évidence une phase d'hypomobilité chez les rats a la suite d'une
arthrotomie ou de la section du LCA. Le mode d'expression de nos résultats en pourcentage de
variation de la mobilité des rats apreés une arthrotomie ou la section du LCA par rapport aux rats
témoins anesthésiés permet de rendre compte des effets propres de ces deux actes chirurgicaux
sur les genoux des rats. L'arthrotomie 2 elle seule conduit & une hypomobilité importante (-36 %)
et transitoire, qui peut étre attribuée a des douleurs post-opératoires. La section du LCA donne
lieu a une diminution plus importante de I'activité spontanée des rats (-52 %, JO) par rapport a
une arthrotomie. Pendant plus de 15 jours, la mobilité des rats est diminuée de 20 % en moyenne
entre J5 et J15. L'atteinte dégénérative a ce stade ne justifie pas cette hypomobilité persistante. I
est possible qu'elle soit liée a des effets systémiques (une fievre de quelques jours a été décelée),

ou a des douleurs post-opératoires, prenant naissance dans les ligaments ou dans la membrane

synoviale.

A linverse, a J75, la télémétrie n'a permis de déceler aucune baisse de l'activité spontanée des
rats, malgré des érosions du cartilage articulaire atteignant parfois I'os sous-chondral. Une
atteinte similaire chez le rat a la suite de l'injection de MIA a pourtant conduit a une perte de la
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fonction articulaire. Il est possible que la localisation des Iésions au centre des articulations
(injection de MIA) ou sur le bord antérieur des plateaux tibiaux (section du LCA) ne conduisent
pas de la méme manicre & une perte de la fonction articulaire. Chez 'homme, aucune relation n'a

été montrée entre la sévérité d'une atteinte articulaire et I'intensité des douleurs articulaires.

L'atteinte du cartilage patellaire est plus tardive : la fibrillation de la couche superficielle du
centre de la rotule ne survient que 75 jours apres la section du LCA. Cette observation
histologique n'est pas corrélée a I'augmentation significative du contenu en GAG sulfatés du
cartilage centropatellaire (+26 %). Elle s'explique en partie par une augmentation de la synthése
des PG, significative a J15.

Cette augmentation de I'anabolisme des chondrocytes au cours des phases précoces de I'arthrose
est classiquement décrite dans ce mod¢le d'arthrose expérimentale [Schwartz, 1981; Adams,
1995]. Elle a également été constatée dans des échantillons de cartilage humain présentant les
signes d'une arthrose débutante [Adams, 1995; CS-Szabo, 1997]. Carney [1992] a également
montré qu'a ce stade précoce d'une arthrose induite par la section du LCA chez le chien, la
dégradation des constituants matriciels du cartilage n'est pas différente de celle constatée chez
des animaux témoins : ces modulations du métabolisme chondrocytaire conduisent a une
accumulation des constituants matriciels, comme nous avons pu le constater par le dosage des
GAG sulfatés dans le cartilage patellaire. Cette réponse chondrocytaire est interprétée comme la
preuve d'une tentative de réparation du cartilage. Cependant, cette phase est transitoire : elle est

suivie d'une diminution de la synthése des PG (-15 %, a J75 p<0,05), qui traduit une souffrance

chondrocytaire.

A l'inverse, dans les régions non portantes de la rotule, nous avons constaté une diminution de la
teneur en GAG sulfatés du cartilage a la suite de la section du LCA (J75). Elle ne s'accompagne
d'aucune variation de la synthése des PG. Les observations histologiques nous ont permis de
constater une inflammation de la membrane synoviale, consécutive a l'arthrotomie. De plus, a la
suite de l'effet "tiroir" provoqué par la section du LCA, la rotule ne s'articule plus comme elle
devrait dans la gouttiere intercondylienne, et le ligament infrapatellaire est hypersollicité : la
synovite est plus importante a ce niveau, et elle conduit a une atteinte sévere du cartilage et de
I'os sous-chondral sous-jacent. Cette synovite permet d’expliquer la diminution de la teneur du
cartilage patellaire en GAG sulfatés, bien qu'aucune variation de la syntheése des PG n'ait été
constatée. Elle est une caractéristique du modele d'arthrose induite par section du LCA [Myers,
1990], et, chez le rat, elle semble prendre une part active a la destruction du cartilage articulaire.
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3. Injection intra-articulaire de papaine et de collagénase .

L'injection intra-articulaire de papaine est un modele d'arthrose expérimentale qui a été décrit
chez le lapin [Murray, 1964]. Cette arthrose survient en raison de l'activité protéolytique de
I'enzyme sur les constituants matriciels du cartilage. L'étiologie de I'arthrose induite par
l'injection intra-articulaire de collagénase chez la souris est la méme que celle provoquée par la
section du LCA : cette enzyme dégrade spécifiquement le collagene de type I qui constitue entre
autre les structures ligamentaires : elle conduit & une hyperlaxité ligamentaire et a une instabilité
articulaire [Van der Kraan, 1990].

Malgré les perturbations du métabolisme chondrocytaire induites par l'injection intra-articulaire
unique de papaine ou de collagénase bactérienne chez le rat Wistar, nous n'avons constaté qu'une
hypercellularité au sein du cartilage (J40). De plus, ces injections intra-articulaires de papaine ou
de collagénase bactérienne dans les genoux des rats n'ont conduit qu'a une hypomobilité précoce
consécutive a l'injection. Dans les deux cas, cette hypomobilité s'accompagne d'une fiévre, qui
traduit la participation de phénoménes systémiques. Ils s'expliquent par la diffusion de ces
enzymes hors du compartiment articulaire et par leur activité protéolytique sur tous les tissus
sans distinction.

L'activité protéolytique de la papaine sur le cartilage, lorsqu'elle est injectée par voie intra-
articulaire chez le rat, est mise en évidence par une augmentation brutale de la dégradation des
PG. A l'inverse, la synthése des PG est inhibée de fagon transitoire. L'injection intra-articulaire
de papaine chez la souris a conduit a cette méme inhibition transitoire de la synthese des PG :
van Osch [1994] a expliqué ce phénomene par une dégradation des protéines membranaires des
chondrocytes, et plus particulierement celle des récepteurs de 1'IGF-1, le facteur de croissance qui
posseéde les capacités les plus importantes a stimuler la synthése des PG. Nous avons ensuite
constaté une forte stimulation de 1'anabolisme (J1 & J20, +37 % et +25 % respectivement), avant

que l'activité chondrocytaire ne soit & nouveau comparable a celle de rotules rats témoins (J40).

L'injection intra-articulaire de collagénase bactérienne chez le rat induit dans un premier temps
une inhibition de la syntheése des PG (JO a J2). Van der Kraan [1990] a attribué ces modulations
du métabolisme chondrocytaire aux effets de I'enzyme non pas sur le cartilage mais sur le tissu
synovial, qui conduirait par exemple a la production de cytokines ou de protéinases par les
synoviocytes. Nous avons d'ailleurs observé une inhibition de la dégradation des PG dés
I'injection et jusqu'a J40, démontrant ainsi que cette enzyme n'exerce pas ses effets

protéolytiques sur les constituants du cartilage.

L'augmentation de la synthese des PG dans le cartilage patellaire a la suite de l'injection intra-
articulaire de papaine, a laquelle s'ajoute une diminution de la dégradation des PG dans le cas de
I'injection de collagénase, conduisent a une accumulation des constituants matriciels. Van der

Kraan [1992] a lui aussi obtenu des résultats comparables concernant la synthése des PG en
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réponse a l'une ou l'autre de ces injections intra-articulaires chez la souris. Par contre, il décrit
dans les deux cas l'apparition d'érosions du cartilage dans les régions portantes, et des
ostéophytes dans les régions les moins sollicitées [Van der Kraan, 1990]. II est possible que dans
ces deux modeles décrits chez la souris, la contribution des protéinases soit essentielle a
I'installation d'un processus dégénératif du cartilage articulaire. A l'inverse, chez le rat, la
modulation du métabolisme chondrocytaire que nous avons constaté permettrait de compenser
l'atteinte de la matrice du cartilage ou I'hyperlaxité ligamentaire induites respectivement par
I'injection de papaine ou de collagénase.

Cette différence de réponse a I'injection intra-articulaire de collagénase chez le rat par rapport a
la souris pourrait s'expliquer par une prédisposition différente de certaines souches a développer
une arthrose spontanée : chez les souris C57BL10, I'injection intra-articulaire de collagénase
bactérienne conduit au développement d'une arthrose avec une incidence moins importante que
chez les souris C57BL6. Il est ainsi possible, que cette méme injection de collagénase
bactérienne chez des rats d'une souche développant spontanément une arthrose, telle que les rats
Fischer [Smale, 1995], conduise a l'installation d'une arthrose.

Dans le cas de l'injection intra-articulaire de papaine, Havdrup [1982] a constaté que la
prédisposition des lapins a développer une arthrose dépendait de leur 4ge : chez des lapins
jeunes, l'injection de papaine conduit simplement & une hypercellularité du cartilage, comme
nous l'avons observé chez le rat. Il a attribué cette réponse chondrocytaire a la déplétion du
cartilage en facteurs anti-mitotiques. L'absence d'interactions appropriées entre les chondrocytes
et les constituants matriciels apres l'action protéolytique de la papaine pourrait également
constituer un signal pro-mitotique. A l'inverse, chez le lapin 4gé, l'injection unique de papaine
dans les genoux conduit rapidement a l'apparition de fissures dans le cartilage articulaire, ainsi
qu'a une condensation de I'os sous-chondral [Bentley, 1971; Havdrup 1982; Coulais, 1983].

Ainsi, les effets de la papaine ou de la collagénase bactérienne injectées par voie intra-articulaire
peuvent &tre des facteurs déclenchant I'installation d'un processus dégénératif du cartilage
articulaire, qui semble dépendre de la capacité des chondrocytes & compenser l'atteinte
articulaire. L'injection intra-articulaire de papaine par exemple, peut constituer soit un modele

d'étude de la réparation du cartilage, soit un modéle d'arthrose expérimentale.

4. Conclusion.

Chez le rat Wistar, 'hypercellularité du cartilage observée en réponse a l'injection intra-
articulaire de papaine ou de collagénase bactérienne pourrait étre le signe d'une arthrose
débutante. Cependant, I'injection intra-articulaire de I'une ou l'autre de ces enzymes provoque
une phase précoce d'hypomobilité qui est associée a des effets systémiques. Ces injections intra-
articulaires de papaine ou de collagénase bactérienne telles que nous les avons réalisées chez le
rat Wistar ne conduisent pas, d'apres nos critéres, a une arthrose expérimentale.
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La section du LCA semble €étre le modele le plus prisé d'apres la littérature, en raison de sa
similarité avec la clinique. Cependant, dans nos conditions expérimentales, nous n'avons pas
constaté de phase d'hypomobilité malgré l'atteinte articulaire sévére (mise a nu de l'os sous-
chondral dans la partie antérieure des plateaux tibiaux), excepté au cours des phases précoces :
nous l'avons attribuée a des douleurs (arthrotomie) et une fievre post-opératoires. De plus, la
synovite qui accompagne le développement de 1'arthrose induite par la section du LCA constitue
une divergence par rapport a la définition méme de I'arthrose. Sa contribution dans la destruction
du cartilage, comme nous avons pu le constater, est importante. Il est ainsi difficile de distinguer
la participation de la synovite de celle des phénomenes dégénératifs dans la destruction du
cartilage. Enfin, il semble difficile d'obtenir une bonne reproductibilité des résultats, tant du
point de vue des études macroscopiques (formation des ostéophytes par exemple) que

biochimiques.

L'injection intra-articulaire de MIA dans le genou du rat conduit a un processus dégénératif du
cartilage articulaire, dont la sévérité a été reliée a l'installation progressive et irréversible du
handicap (jusqu'a J30). Dans ces conditions, l'arthrose expérimentale induite chez le rat par
l'injection intra-articulaire de MIA dans les genoux reproduit les principaux symptomes cliniques
de I'arthrose chez I'homme : la survenue de douleurs articulaires ou d'une géne fonctionnelle sont
a l'origine d'une diminution de la fonction articulaire, et accompagnent une atteinte articulaire
sévere. La caractérisation de cette arthrose expérimentale par I'étude de la synthése des PG dans
le cartilage centropatellaire et dans le cartilage péripatellaire a mis en évidence respectivement
une forte inhibition de la synthése et a I'inverse une forte stimulation de l'anabolisme. Ces deux
phénomenes contribuent a I'érosion du cartilage dans les régions portantes, et a 1'ostéophytose

dans les régions non portantes.

Nous avons voulu déterminer dans quelle mesure il était possible de moduler la progression de
ce processus dégénératif induit par l'injection intra-articulaire de MIA dans le genou du rat, dans
le but d'étudier les phénomenes physiopathologiques au cours des phases précoces de cette

arthrose expérimentale, et qui seraient caractérisées par l'absence de handicap.
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Chapitre VII

Arthrose induite par l'injection de MIA :
réponse dose-dépendante

La modulation de l'atteinte dégénérative du cartilage induite par l'injection intra-articulaire de
MIA, dans le genou du rat a consisté a faire varier la quantité de MIA injectée. Les effets des
doses de 0,01 mg, 0,03 mg, 0,1 mg, 0,3 mg et 3 mg ont été étudiés, toujours selon les mémes

critéres :

« dans la mesure ou le handicap constitue un symptdme caractérisant l'arthrose chez I'homme,
nous avons mesuré l'activité spontanée du rat; -

« une étude morphologique (macroscopique et histologique) nous a permis de caractériser les
Iésions dans les différents compartiments articulaires,

« le dosage des GAG sulfatés et la mesure de la synthése des PG dans le cartilage patellaire nous
ont permis de "quantifier” l'atteinte.

Nous avons voulu déterminer s'il existait une relation entre ces différents parameétres, et plus

particulicrement par rapport a l'installation d'un handicap.

Les résultats de cette étude, qui a fait 1'objet d'une publication placée en annexe a la fin de ce

chapitre, sont bri¢vement rappelés dans le paragraphe qui suit.

Résultats.

La télémétrie nous a permis une nouvelle approche des pathologies articulaires [Gégout, 1994;
Otterness, 1993], puisqu'elle permet d'introduire la notion de handicap articulaire chez l'animal,
notamment au cours de l'arthrose induite par une injection intra-articulaire de MIA dans les
genoux chez le rat : l'installation progressive d'une hypomobilité irréversible a partir de J15
définit, au cours de l'évolution de cette arthrose expérimentale, une phase symptomatique,

comparable & la manifestation clinique de l'arthrose chez I'homme qui signale une atteinte

articulaire sévére.

La télémétrie nous a permis de mettre en évidence deux phases d’hypomobilité en réponse a
l'injection intra-articulaire de MIA chez le rat. La premiere survient aussitot apreés l'injection.
Elle est transitoire, et surtout dose-dépendante : la perte de mobilité la plus importante est induite
par les plus fortes doses (0,1 a 3 mg, -17 & -48 % respectivement a J2, par rapport a la période de
référence précédant le jour d'induction). En raison de l'absence d'effets systémiques (phase

apyrétique), nous avons attribué cette hypomobilité précoce a des sensations douloureuses en
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rapport avec la nature et la concentration du produit injecté : l'injection infra-patellaire de sérum
physiologique ou d'une faible dose de MIA (0,01 et 0,03 mg) ne conduisent & aucune diminution

de la mobilité spontanée du rat.

Les deux plus fortes doses de 0,3 et 3 mg conduisent & une seconde phase d'hypomobilité qui
s'installe & partir de J15. Cette fois, le profil de l'installation de cette hypomobilité ne montre
aucune relation avec la dose : elle est progressive et irréversible jusqu'a J30. Aucune fidvre n'a
été décelée tout au long de I'expérience (JO a J30) : 1a encore, cette diminution de l'activité
spontanée des rats ne peut &tre liée a des effets systémiques, comme c'est le cas dans des
modeles d'arthrite aigu€ ou chronique induites chez le rat respectivement par I'injection intra-

articulaire de zymosan [Gégout, 1994] ou d'Adjuvant complet de Freund [Phillipe, 1997].

Quinze jours apres l'injection intra-articulaire des deux fortes doses de MIA (0,3 et 3 mg) dans le
génou du rat, une mise a nu de I'os sous-chondral dans les régions portantes et des ostéophytes
volumineux ont €t€ observés. A l'inverse, les doses plus faibles (0,03 et 0,1 mg), qui ne
conduisent a aucune perte de la mobilité spontanée des rats, ne conduisent qu'a une atteinte
modérée du cartilage. Ainsi, I'installation progressive d'un handicap & J15 aurait pour origine des

douleurs prenant naissance dans ['os sous-chondral et la membrane synoviale [Perrot, 1996].

Cette mise a nu de I'os sous-chondral apres l'injection des fortes doses a été confirmée par 1'étude
histologique. Les plus faibles doses ont conduit & une hypertrophie transitoire du cartilage
articulaire (0,03 mg, J15), qui a également été décrite par d'autres auteurs [Brandt, 1991; Van der
Kraan, 1992]. L'évolution trop rapide des 1ésions en réponse a l'injection des doses élevées de
MIA (0,3 et 3 mg) n'ont pas permis d'observer cet état transitoire du cartilage. Dans les régions

non portantes ostéophytiques, les chondrocytes ont proliféré et donné naissance a des clusters.

La sévérité des 1ésions observées 15 jours apres l'injection des fortes doses de MIA (0,3 et 3 mg),
lorsque le handicap s'installe, se traduit par des variations significatives de la concentration en
GAG sulfatés dans le cartilage centropatellaire et péripatellaire : elle est diminuée dans le centre
de la rotule et augmentée dans les régions péripatellaires. Dans le cas de 1'injection de la dose de
0,03 mg, qui ne conduit a I'installation d'aucun handicap, les concentrations en GAG sulfatés
dans le cartilage centropatellaire et dans le cartilage péripateﬂaire ne sont pas significativement

altérées.

La teneur du cartilage en GAG sulfatés résulte a la fois de la synthése des PG et de leur
dégradation. L'injection de MIA dans les genoux des rats conduit a des variation de la syntheése
des PG, évaluée par l'incorporation ex vivo de Nap35S0y4, qui dépendent 2 la fois du site
articulaire considéré, et de la dose injectée.

Dans le centre de la rotule, I'anabolisme est diminué de fagon irréversible en réponse a I'injection
de doses de 0,3 et 3 mg de MIA. Par contre, la dose de 0,03 mg conduit & des inhibitions
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successives de la synthése des PG, qui alternent avec des taux d'incorporation de 35S
comparables a ceux de rotules de rats témoins (J6 et J20).

Dans le cartilage péripatellaire, la variation de 1'anabolisme chondrocytaire dépend de la dose :
l'injection de 3 mg de MIA conduit a une inhibition importante de la synthése a J2 (-85 %). Puis
les taux d'incorporation retrouvent progressivement des niveaux comparables & ceux d'un
cartilage sain (J20). La dose inférieure de 0,3 mg provoque dans un premier temps une inhibition
de la syntheése des PG (J2), puis une forte stimulation de 1'anabolisme (+80 %, J10) qui refléte les
premier signes d'une ostéophytose [Williams, 1989]. Enfin, la plus faible dose (0,03 mg) conduit

a des augmentations successives de la synthése des PG dans le cartilage péripatellaire.

Ces variations de la synthése des PG a la suite de I'injection infra-patellaire de MIA peuvent étre
attribuées & un métabolisme différent des chondrocytes des régions portantes et non portantes
[Van Osch, 1994], en raison d'une différence de sollicitation mécanique du cartilage entre ces
régions. En effet, la concentration en GAG sulfatés est plus importante dans le centre des rotules
par rapport au cartilage péripatellaire. Il est possible que des concentrations plus élevées en GAG
sulfatés permettent de mieux compenser les plus fortes sollicitations mécaniques dans le centre
de la rotule. Pourtant, la densité cellulaire du cartilage dans les régions portantes est moindre
[Eggli, 1988] : les chondrocytes du centre de la rotule auraient ainsi un métabolisme plus actif, et
seraient plus sensibles aux effets du MIA.

L'inhibition de la synthése des PG, quelle que soit la dose considérée, et son augmentation dans
les régions non portantes explique en partie la diminution et 'augmentation respectives de la
concentration en GAG sulfatés dans le cartilage centropatellaire et péripatellaire. Ces variations
du métabolisme contribuent également a 1'érosion du cartilage dans les zones portantes, et a la

formation des ostéophytes dans les régions les moins sollicitées.

En résumé, le modele d'arthrose induite par l'injection intra-articulaire de MIA présente plusieurs
avantages : elle conduit au développement de 1ésions articulaires caractéristiques d'une arthrose
chez I'homme, avec a la fois des érosions du cartilage et une ostéophytose. Grace a la télémétrie,
nous avons pu mettre en évidence une diminution précoce et transitoire de l'activité spontanée
des rats, dont I'amplitude et la durée dépendent de la dose injectée. Elle a été attribuée a des
sensations douloureuses induites par le MIA. La survenue d'un handicap plus tardif est li€ a des
érosions du cartilage atteignant I'os sous-chondral. L'évolution progressive et irréversible de ce
handicap refléte la progression du processus dégénératif, et peut résulter a la fois de douleurs

articulaires mais également d'une gene fonctionnelle.

La télémétrie a ainsi permis de caractériser I'évolution de I'arthrose induite par I'injection intra-
articulaire de MIA dans les genoux chez le rat par une phase précoce et une phase tardive,
déterminées par l'installation d'un handicap (J15). Ces caractéristiques de la pathologie
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expérimentale évoquent les symptdmes cliniques d'une arthrose chez 'homme, a savoir la

survenue d'un handicap lorsque la destruction articulaire est avancée.

Nous avons ainsi exploité ce modele d'arthrose expérimentale chez le rat selon deux aspects :

o les fortes doses qui induisent une hypomobilité précoce ont permis d'apprécier l'efficacité de
différents traitements a moduler les douleurs articulaires. L'installation du handicap a J15 a
également permis de définir une phase précoce, au cours de laquelle des méthodes d'imagerie ont
été évaluées pour déceler une atteinte bénigne du cartilage.

o La plus faible dose de 0,03 mg de MIA permet d'étudier les phases précoces de l'arthrose dans
ce modele, pour essayer d'en définir les mécanismes physiopathologiques. L'intérét de cette
faible dose est d'autant plus grand qu'il a été montré chez la souris une diminution de l'activité de
certaines enzymes de la glycolyse en fonction de I'dge, associée a l'apparition de manifestations

dégénératives dans le cartilage articulaire [Pataki, 1980].
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MONO-IODOACETATE-INDUCED EXPERIMENTAL OSTEOARTHRITIS

A Dose-Response Study of Loss of Mobility, Morphology, and Biochemistry

CORINNE GUINGAMP, PASCALE GEGOUT-POTTIE, LIONEL PHILIPPE, BERNARD TERLAIN,
PATRICK NETTER, and PIERRE GILLET

Objective. To characterize the dose-
responsiveness of morphologic and biochemical chon-
dral changes relative to mobility in mono-iodoacetate
(MIA)-induced osteoarthritis (OA) in rats.

Methods. Rat mobility was assessed by bioteleme-
try. Articular lesions were characterized by macroscopic
and histologic examinations. Cartilage proteoglycan
metabolism was evaluated by the 1,9-dimethylmethylene
blue dye binding assay and by radiosulfate incorpora-
tion in patellar cartilage.

Results. Spontaneous locomotor activity was rap-
idly, transiently, and dose-dependently decreased after
MIA injection into rat knees (primary response). There-
after, only high doses (0.3 mg and 3.0 mg) led to a
secondary progressive long-term loss of spontaneous
mobility on day 15, when subchondral bone was ex-
posed. These 2 doses resulted in significant changes in
cartilage proteoglycan concentration at day 15 and a
strong inhibition of anabolism in the peripheral patellae
by day 2, contrasting with the effects of lower doses
(0.01, 0.03, and 0.1 mg).

Conclusion. When a sufficient dose of MIA is
used, this model can easily and quickly reproduce
OA-like lesions and functional impairment in rats,
similar to that observed in human disease. These para-
meters, as well as proteoglycan metabolism, could serve
as indicators for studying chondroprotective drugs, or
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for evaluating the ability of imaging techniques to detect
and evaluate chondral lesions.

Osteoarthritis (OA) is a degenerative disease of
the joints, which is characterized by fibrillation and
erosion in cartilage, chondrocyte proliferation and os-
teophyte formation at the joint margins, and sclerosis of
subchondral bone. These changes result from poorly
understood events occurring over a long period, and are
characterized by both cartilage matrix degradation and
inhibition of matrix component synthesis (1). At late
stages of the disease, articular damages eventually lead
to joint impairment and pain. Many experimental mod-
els mimicking the lesions of OA have been developed to
study the pathophysiology of the disease and to evaluate
the putative chondroprotective properties of antirheu-
matic drugs. Experimental OA animal models can be
classified according to the etiology by which they are
induced (2): load impact-induced trauma (3), surgically
induced (4-7) or enzymatically induced (8) joint insta-
bility, extracellular matrix damages (9-11), or distur-
bances of chondrocyte metabolism induced by sub-
stances such as mono-iodoacetate (MIA) (12), vitamin
A, and steroids (for review, see ref. 13).

Unlike spontaneous OA (14-17), experimental
induction of OA in animals makes it possible to influ-
ence the onset and course of the disease. OA-like lesions
in various models have already been studied macroscop-
ically, histologically, and biochemically, to assess the role
of mediators such as cytokines (18,19), growth factors
(20), proteases (21), and other mediators (22) in OA
pathophysiology, and to evaluate biologic markers. Re-
cent studies suggest that, as in humans, a clinical para-
meter such as spontaneous mobility also may be useful
as an indicator of joint impairment in animals. Sponta-
neous mobility has recently been highlighted as a perti-
nent index in lipopolysaccharide-induced arthritis in



MIA-INDUCED EXPERIMENTAL OA

hamsters (23) and zymosan-induced arthritis in rats (24),
but no such information is available about spontancous
mobility in OA models that use rodents. Rodents are
useful species for such studies because their nyctohem-
eral activity has been studied extensively, and many
models of OA have been developed that use mice,
hamsters, and rats. Injection of MIA into a joint is
known to rapidly induce OA-like lesions in both rodent
and nonrodent models (e.g., guinea pigs, rats, mice,
hens, and horses) (25-29).

Since our previous results had suggested that a
loss of spontaneous mobility could be detected in this
model (30), we set out to assess spontaneous mobility
during MIA-induced OA in the rat, relative to the doses
of MIA injected into the knee joint. Macroscopic and
biochemical comparisons were performed to detect the
most prominent disturbance characterizing or leading to
joint dysfunction.

MATERIALS AND METHODS

Induction of OA. Male Wistar rats weighing 150 gm
(Charles River, Saint-Aubin-les-Elbeuf, France) were housed
in solid-bottomed plastic cages designed to allow easy access to
standard laboratory food and water ad libitum. Rats were kept
in a 12:12 light-dark cycle (light-on period, 6:00 AM—6:00 pMm)
in a controlled temperature chamber (mean * SD 24 + 1°C).
Various doses of MIA (0.01, 0.03, 0.1, 0.3, or 3.0 mg; Merck-
Clevenot, Nogent-sur-Marne, France), dissolved in 50 pl of
sterile physiologic saline solution, were injected through the
infrapatellar ligament. On day 0, the right knee joint was
injected with MIA. For biochemical and histologic studies, the
left knee received sterile saline and served as the control.

Determination of mobility by biotelemetric analysis.
Spontaneous mobility was recorded hourly using battery-
operated biotelemetric transmitting devices (1.8 cm in diame-
ter, 4.5 gm, VM-FH Disc, Mini-Mitter, Data Quest 3 system of
analysis; Sunriver, OR) implanted intraperitoneally under ster-
ile conditions (31,32). Rats were housed in individual plastic
cages that were kept on the receiver plates. Activity measure-
ment was based on the changes produced in the orientation of
the implanted transmitter relative to the stationary receiver as
the rats moved around, resulting in a change in the strength of
the signal detected by the receiver, which thereupon transmit-
ted a pulse of activity to the computer. The rat, being
nocturnal, begins to move spontaneously after the onset of
darkness. Therefore, only activity during the light-off period
was measured (in pulses/hour). After a period of adaptation of
5 days following surgical implantation of the transmitter, rat
spontaneous nocturnal mobility was assessed.

For biotelemetric studies, both rat knees were injected
with MIA to optimize the sensitivity of the measure. Control
rats received intraarticular injections of saline bilaterally. Two
different experiments were performed. To study the effect on
spontaneous mobility of injection of MIA into rat knees, the
first experiment used a 3.0-mg dose of MIA (n = 24, compared
with 24 saline-injected controls). In the second experiment, to
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establish the dose response, 4 doses of MIA (0.01, 0.03, 0.1.
and 0.3 mg) were injected intraarticularly into rat knees (n =
8 rats per group). Control rats (n = 8) received saline. Results
of both experiments are presented together and are expressed
as the mean percentage of variations of rat mobility versus the
value on the night of reference (day —1), which was just before
intraarticular injection (day 0). The value for each animal was
normalized to this given night, and therefore, each animal
served as its own control.

Macroscopic study. On day 30, at the end of the
telemetric study, rats were anesthetized intraperitoneally with
ketamine hydrochloride (50 mg/kg) and acepromazine (1.25
mg/kg), and killed by cervical dislocation. Since each rat
received bilateral injections of either MIA or saline for the
biotelemetric studies, we isolated only the right knee of each
rat for macroscopic study (n = 8 per group), which was then
carefully dissected to assess the severity of chondral alter-
ations. The left knee was not scored in this study, because
the left patellae were used for determining the sulfated
glycosaminoglycan (GAG) concentration (see below). Macro-
scopic lesions were graded as follows: 0 = normal appearance;
1 = slight yellowish discoloration of the chondral surface; 2 =
little cartilage erosions in load-bearing areas; 3 = large ero-
sions extending down to the subchondral bone; and 4 = large
erosions with large areas of subchondral bone exposure.

Each of the chondral compartments of the knee (the
medial and lateral femoral condyles, the medial and lateral
tibial plateaus, the patella, and the femoral groove) was graded
separately by 2 observers (CG, PG) who were blinded to the
induction procedure. The 6 compartment scores were com-
bined (for a maximum possible score of 24) and the mean was
determined for each group. :

Histologic study. On days 15 and 30 (n = 5 rats per
group), rats were killed and the whole knee joints that had
been injected with either MIA (right knee) or saline (left
control knee) were fixed immediately with 10% formalin,
decalcified, and embedded in paraffin. Sagittal sections were
prepared and stained with hematoxylin-eosin-Safran or
Safranin O-fast green.

Cartilage metabolism. Measurement of proteoglycan
synthesis. Proteoglycan synthesis was assayed as described by
van den Berg et al (33), with some modifications (24). Rats
were killed as described earlier, and the patellae from the
injected right knees and the control left knees were carefully
dissected out. They were placed in 2 ml of medium consisting
of RPMI 1640 with HEPES and sodium bicarbonate, supple-
mented with L-glutamine (2 mM), penicillin (100 IU/ml),
streptomycin (100 S4.a.gjml) (Sigma, Saint Quentin Fallavier,
France), and Na,**SO, (0.7 pCi/ml; Amersham, Les Ulis,
France). After incubation for 3 hours (37°C, 5% CO.,), patellae
were washed with 10 ml of cold (4°C) physiologic saline
solution and fixed overnight in 0.5% cetylpyridinium chloride
(Sigma) in phosphate buffered formalin. After decalcification
in 5% formic acid for 6 hours, the central area of the patella
was sampled with a 2 mm-diameter biopsy punch (Stiefel,
Nanterre, France). The punched-out patellae and the remain-
ing peripheral part of the patellac were separately dissolved
overnight in 0.5 ml of Soluene-350 (Packard, Rungis, France).
The amount of 3S-sulfate incorporated in each compartment
was counted using scintillation fluid (Hionic Fluor; Packard).
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Results are expressed as the differences between the MIA-
injected right patellae and left control patellae in the mean
percentage of S incorporated.

Detennination of sulfated GAG concentrations. On day
15 (at the onset of the secondary loss of mobility) and day 30
(at the end of the biotelemetric studies), the patellae were
carefully isolated and placed overnight in 5% formic acid for
decalcification. A 2 mm-diameter sample of central patella
was punched out, and cartilage was stripped from the under-
lying bone. The sulfated GAG content was assessed in both the
central punched-out and the peripheral patellar cartilage by
the 1,9-dimethylmethylene blue assay (34), adapted for small
pieces of tissue. Cartilage samples were previously air-dried
and weighed on a Sartorius scale (2024 MP model, limit of
precision = 0.01 mg) before enzymatic digestion. An addi-
tional experiment showed that a previous tissue fixative step in
0.5% cetylpyridinium chloride in phosphate buffered formalin
was not necessary. Results are expressed as the total sulfated

GAG content (in pg) per mg of cartilage dry weight.
Statistical analysis. Data for each group are presented
as the mean * SEM. The different groups were compared
using Student’s t-test (paired values) for the different para-
meters, except for the biotelemetric studies, in which locomo-
tor activity in experimental and control groups was compared
using repeated-measures analysis of variance, followed by
Fisher’s t-test. A P value of less than 0.05 was taken as

significant in all cases.

RESULTS

Mobility changes after intraarticular injection of
MIA. In the rats injected with 3.0 mg of MIA (as adapted
from previous studies in mice [27]), the response was
biphasic, whereas the activity of the saline-injected
control rats was constant from day to day (Figure 1). The
spontaneous nocturnal activity after a dose of 3.0 mg was
strongly decreased by days 1 and 2, and had returned to
normal control values by day 5 (primary loss of mobili-
ty). After recovering normal activity levels, rats injected
with 3.0 mg of MIA became progressively less active
from day 15 to day 30 (the end of the telemetric study).
The dose of 0.3 mg of MIA had a similar effect on
spontaneous mobility in rats. The lower dose of 0.1 mg
of MIA was the only dose (versus the other low doses of
0.01 mg and 0.03 mg) to provoke a primary transient loss
of mobility (Figure 1). Thereafter, these low doses
induced no changes in rat activity throughout the
:xperiment.

Macroscopic study. Cartilage lesions were scored
at the end of the experiment, on day 30. Their severity
varied with the doses of MIA injected into the joint and
with the articular compartments studied (Figure 2). The
2 highest doses that led to functional impairment (0.3
ind 3.0 mg) provoked lesions affecting the whole of the
wrticular surface, with large chondral erosions and expo-
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Figure 1. Biotelemetric assessment of the spontanecous nocturnal
mobility of rats from day 0 (D0) to day 30. On day 0, both rat knees
were injected intraarticularly (ia) with either saline (controls) or
various doses of mono-iodoacetate (MIA) (3.0, 0.3, 0.1, 0.03, or 0.01
mg). Results are expressed as the percentage loss of nocturnal mobility
versus the preinjection reference day (D —1) (mean of 2 experiments;
see Materials and Methods). Locomotor activity was significantly
altered in the 3.0-mg and 0.3-mg MIA batches compared with controls
(P < 0.05, by repeated-measures analysis of variance from day 0 to day
30, followed by Fisher’s r-test,) but was not different in the other
batches versus controls (for the sake of clarity, the results for the
0.03-mg and 0.01-mg batches have not been depicted in this figure).
Note that the results for the 3.0 mg and 0.3 mg batches are not
statistically significantly different from each other.

sure of subchondral bone (lesions graded 21.56 and
22.78, respectively) in both the tibial plateaus and fem-
oral condyles (Table 1). The patella and femoral groove
were always less affected, as can be seen from the
macroscopic score. Large osteophytes were present in
the periphery of the femoral condyles and tibial pla-
teaus. In knees injected with 0.03 or 0.1 mg of MIA,
lesions by day 30 were less severe. The cartilage on the
central load-bearing areas of each articular surface was
thin and yellowish, with focal erosions on the femoral
condyles and tibial plateaus (lesions graded 8.00 and
13.45, respectively). The lowest experimental dose, 0.01
mg, induced no macroscopic changes under our experi-
mental conditions.

Histologic study. At day 15 after administration
of 0.3 or 3.0 mg of MIA (Figure 3), sclerosed subchon-
dral bone was exposed in the tibialfemoral compart-
ment. In the femoropatellar joint, Safranin O staining of
the cartilage was greatly reduced, and beneath cartilage
erosions, subchondral bone sclerosis was seen. Large
osteophytes were present at the joint margins, as were
clusters of chondrocytes, which showed increased den-
sity of the pericellular matrix when stained with Safranin
O. The synovial membrane was hyperplastic and fibrotic,
with a slight infiltration of mononuclear leukocytes at
the higher doses of MIA. On day 15 after injection with
0.03 or 0.1 mg of MIA, cartilage was thicker and reduced
Safranin O staining was observed. Clusters (at both 0.03-
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Figure 2. Macroscopic features of osteoarthritic lesions in the various groups studied, on day 30. The right knees of 8 rats per group were carefully
dissected under a magnifying glass. The different articular surfaces shown in each part of the figure are the patella (upper left), femoral groove (lower
left), femoral condyles (upper right), and tibial plateaus (lower right). A, No macroscopic lesions can be seen in the normal rat knee, similar to the
findings in the 0.01-mg mono-iodoacetate (MIA) treatment group. B, After intraarticular injection with 0.03 mg MIA, central patellar erosions of
hyaline cartilage are apparent and can also be seen in weight-bearing areas of the femoral condyles and tibial plateaus. C, In the 0.1-mg MIA group,
cartilage erosions are more pronounced, and osteophytosis is apparent in the femoral groove and peripatella. D, In the 0.3-mg and 3.0-mg MIA
batches, large subchondral bone exposures are present in the different compartments, and osteophytosis is prominent in the peripatella and femoral groove.

and 0.1-mg doses) and small osteophytes (at 0.1 mg)
formed at the joint margins. The synovial membrane
looked normal and contained no inflammatory cells.
On day 30 after injection with 3.0 mg of MIA
(data not shown), cartilage no longer covered the bony
epiphysis. Subchondral bone was greatly remodeled,
with a lamellar organization paralleling the surface.
After 0.3-mg injection, subchondral bone was exposed in
the femorotibial compartment. There was only slight
cartilage staining with Safranin O in osteophytes. At
lower doses of MIA (0.03 and 0.1 mg), cartilage was

thinner and Safranin O staining was decreased in the
central parts of the articular cartilage by day 30. Carti-
lage in the central part of the tibialfemoral joint was also
depleted of chondrocytes, which had proliferated and
formed clusters at the joint margins. Osteophytes were
observed at day 30 only after doses of higher than 0.1 mg
were administered. The higher the dose of MIA, the
more hyperplastic and fibrotic was the synovial
membrane.

Effects of MIA doses on cartilage proteoglycan
anabolism. We first evaluated the effects of MIA injec-
tion into the right knee on the ex vivo proteoglycan
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Table 1. Macroscopic appearance on day 30 after injection of saline or varnious doses of mono-
iodoacetate (MIA) into rat knees”

Tibial plateaus

Femoral condyles

Femoral i

Injection Patella groove Medial Lateral Medial Lateral Total score
Saline, 50 pl 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 = 0.00
MIA, mg

0.01 0.00 0.00 0.44 0.55 0.00 0.00 1.00 = 0.37

0.03 1.22 0.33 2.11 1.44 1.55 1.33 8.00 + 0.82

0.10 222 1.22 2.67 233 233 2.67 13.45 = 0.75

0.30 3.11 3.00 3.56 3.89 4.00 4.00 21.56 = 0.50

3.00 3:53 3.78 3.89 3.89 3.89 4.00 22.78 + 0.49

* Scoring system for macroscopic lesions is detailed in Materials and Methods. Total score is the sum of
the score for each compartment (maximum score 24). Values are the mean = SEM of 2 experiments.

figure 3. Histologic sagittal section of rat knee joints on day 15 after intraarticular injection of saline (A), 0.03 mg mono-iodoacetate (MIA) (B),
).1 mg MIA (C), or 0.3 mg MIA (D). A, Normal femoral cartilage shows a thickness of ~250 um. A similar appearance was observed in the 0.01-
ng MIA group. B, Note the hypertrophy of the cartilage with clusters at the surface. A diffuse depletion of proteoglycan is obvious as compared
vith calcified cartilage. C, Thinning of the cartilage in weight-bearing areas, with loss of Safranin O staining. Osteoid tissue is present in subchondral
rone. D, Complete erosion of the cartilage, subchondral sclerosis, and fibrous synovitis, with lesions of the meniscus. (Safranin O-fast green stained,
rriginal magnification X 100.)
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Spontaneous mobility in rats throughout the experiment (day 0 to day 30) and proteoglycan

synthesis on day 2 and day 20 alter intraarticular injection (day 0) of sterile saline or various doses ol

mono-iodoacetate (MIA)®

338 incorporation

Day 20

Injection Rat mobility, P Central Peripheral Central Peripheral
Saline, 50 pl - 252207 =254 7.2 5.81 = 1.05 3.06 = 3.65
MIA, mg

0.01 NS (n = 8) 492 = 4.11 14.54 = 8.09 377+ 524 1191537

0.03 NS (n = 8) —52.78 % 10.67t 1941 = 1006 —17.29 =533t 3.61 +7.09

0.10 NS (n =8) —87.18 = 0.957 9.68 + 7.53 —51.11 = 6.851 22.14 = 7.12%

0.30 <005(n=8) —8832+0.98f -25.01*484t —56.2* 3481 3098 * 3.74}

3.00 <0065(n=24) —90.01 =1.23f 7038 £3.27f -—8431*1.16f 688x56

* Values for *°S incorporation are the mean * SEM percentage (n = 5 rats per group) of proteoglycan
synthesis in the patellae of the right knee versus the left control knee. P values for rat mobility (versus
saline-injected control rats, n = 32) are by repeated-measures analysis of variance. NS = not significant.
T P < 0.05 versus the left control knee, by Student’s t-test.
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Figure 4. Time course of proteoglycan synthesis in patellar cartilage,
as measured by Na,**SO, incorporation after intraarticular injection of
various doses of mono-iodoacetate (MIA) in the right knee joint of
rats. A, 3.0 mg. B, 0.3 mg. C, 0.03 mg. The contralateral knee (control)
received saline. Results are expressed as the percentage of change in
**S incorporation in the central (@) and peripheral ((J) parts of the
patella in the right knee versus the left control knee (n = 5 per group
in 2 repeated experiments). Bars show the mean * SEM. = = P < 0.05;
+* = P < (.01 versus control, by Student’s r-test.
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patellar sul fated-GAG content
(ug/mg dry cartilage)

l Central area
o ' -
Peripheral area

controls

3 0,3 0,03 0,01
MIA doses (mg)
Figure 5. Measurement of the patellar sulfated glycosaminoglycan
(sulfated-GAG) content after intraarticular injection of mono-
jodoacetate (MIA) (3.0, 0.3, 0.03, or 0.01 mg) into the rat knee joint at
day 15. The central punch-out and peripheral sulfated-GAG contents
of patellar cartilage were assessed by the 1,9-dimethylmethylene blue
dye binding assay. The GAG amount (in pg) is related to the cartilage

dry weight (in mg). Bars show the mean and SEM (n = 5 rats per
group). * = P < 0.05; #* = P < 0.01 versus control, by Student’s t-test

(paired values).

synthesis in the patella (Table 2) on day 2 (when primary
loss of mobility was great) and day 20 (when secondary
hypomobility was evident) (see Figure 1). The contralat-
eral knee injected with saline solution served as the
control. The 3 highest doses of MIA (0.1, 0.3, and 3.0
mg) strongly inhibited the incorporation of **S-sulfate in
the central patella on day 2 by almost 90%, and on day
20 by 51-85%, depending on the dose. In the peripheral
patella, however, proteoglycan synthesis rose to 20-30%
above the normal level, except at the highest dose of 3.0
mg. The dose of 0.03 mg inhibited proteoglycan synthe-
sis less strongly in the patellar central part (by ~50% on
day 2 and by only ~20% on day 20). The lowest dose, 0.01
mg, did not affect proteoglycan anabolism on either day.
Since the proteoglycan synthesis on day 2 and day 20 was
quite similar after doses of 0.1 mg and 0.3 mg, and was
unaffected by 0.01 mg, the time course of anabolism was
studied at only 3 doses of MIA (0.03, 0.3, and 3.0 mg).
Time course of cartilage proteoglycan anabolism.
'he 2 highest doses of MIA (0.3 and 3.0 mg) markedly
nhibited the incorporation of **S-sulfate into the central
patellar area from day 2 to day 20 (the end of this
experiment) (Figure 4). In the peripheral patella, the
*hondrocyte response was dose dependent. After injec-
tion of 3.0 mg, proteoglycan anabolism was strongly
mhibited (by 70% at day 2), and then gradually recov-
:red (by day 15). After 0.3 mg, however, the joint
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margins exhibited a marked uptake of S between days
S and 20, and reached up to 80% by day 10. Interestingly,
after the dose of 0.03 mg, anabolism variations were
characterized by returns toward initial values at day 6
and day 20, in both parts of the patella.

Patellar sulfated GAG concentration. Sulfated
GAG levels in the patellac were assessed on day 15
(Figure 5), when the secondary loss of spontaneous
mobility induced by the 2 highest doses of MIA (0.3 and
3.0 mg) was detected, and at the end of the telemetric
experiment (day 30, data not shown). In control rats, the
concentration of sulfated GAG was 3 times as high in
the central part of the patella as in the peripheral area
(85 pg and 31 pg per mg of dried cartilage, respectively,
on day 15). After the doses of 0.3 and 3.0 mg, the
concentrations of sulfated GAG in the 2 regions of the
patella differed significantly from those in the controls,
being much lower in the center and much higher in the
peripheral region of the patella (~40 pg/mg in both
parts of the patella). The findings at day 30 were similar,
except that after the lower dose of 0.03 mg, the depletion
in the central patella was more marked.

DISCUSSION

In humans, established OA is not suspected until
the disease has reached an advanced stage, when the
joints become functionally impaired or painful. Arousal
of suspicion at such a late stage, after the articular
lesions are already very severe, may explain why actual
treatments are ineffectual at inducing repair. To under-
stand OA pathophysiology and to evaluate the chondro-
protective effects of drugs, many OA experimental mod-
els have been developed. In this study, OA was induced
in rats by intraarticular injection of MIA into the knee
joint. This easy and rapid method of intraarticular
injection into the rat knee joint also has the great
advantage of easily modulating the progression and
severity of the articular lesions by modifying the concen-
tration of MIA.

In this study, using morphologic and biochemical
parameters, we have characterized the progression of
the disease induced in rats by different doses of MIA. In
addition, we assessed rat spontaneous mobility by bio-
telemetry throughout the progression of the experimen-
tal joint disease. Biotelemetry has the great advantage of
providing continuous monitoring of rat spontaneous
mobility and temperature. In experimental joint dis-
eases, decreased activity obviously reflects the functional
impairment, pain, local inflammation, or febrile phe-
nomena that can accompany the disease process (35).
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Therefore, biotelemetry allows a new approach to dis-
tinguishing different phases of discases (24,30) in the
study of experimental joint disease. This parameter
during experimental OA in animals could be a conve-
nient indicator of the transition between the early and
Jate stages of experimental joint diseases, as distin-
guishcd by onset of the secondary loss of spontaneous
mobility. '

In this study, immediately after the injection of
MIA, there was a primary, transient period of dose-
related decreased mobility. High doses of MIA (0.1, 0.3,
or 3.0 mg) resulted in the most severe hypomobility in
range and duration (day O to day 5), probably due to
painful sensory reactions induced by these high doses of

MIA. In fact, lower doses (0.01 or 0.03 mg) of MIA or-

saline induced nonsignificant changes in rat mobility.
Therefore, the pain reaction just after intraarticular
injection depends on both the nature of the injected
product and its concentration.

After injection of the 2 highest doses of MIA (0.3
and 3.0 mg), there was a second period of progressive
loss of spontaneous mobility, from day 15 until the end
of the telemetric study (day 30). Since the experimental
OA was characterized by a lack of fever throughout the
biotelemetric experiment (day 0 to day 30, regardless of
the dose; data not shown), both primary and secondary
decreases of mobility were probably not attributable to
systemic inflammation, unlike the observations of tele-
metric experiments under similar conditions, in which
arthritides were induced by local injection of zymosan
(24) or Freund’s complete adjuvant (37) into the rat
knee joint or hindpaw, respectively.

At the beginning of the secondary loss of mobility
(day 15), subchondral bone was exposed in load-bearing
areas and surrounded by osteophytes at the joint mar-
gins. In contrast, low doses of MIA (0.03 and 0.1 mg) led
to only mild cartilage lesions, and did not detectably
limit mobility. Subchondral bone and synovium, unlike
cartilage, are innervated. Therefore, at the late stages of
OA, both exposed subchondral bone and synovium
could produce joint pain (38). Thus, the long-term loss
of activity in the rats from day 15 after injection of 0.3 or
3.0 mg of MIA mimics the clinical signs of the human
disease, namely, pain and functional impairment of the
joint when articular destruction is advanced. Onset of
the secondary hypomobility characterized the transition
between the early silent stage and the late stage during
this experimental joint disease in rats, as has been
observed in human OA.

Articular damage induced by MIA was also char-
acterized by histologic examination. After the doses of
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0.3 and 3.0 mg. cartilage staining with Safranin O was
decreased in load-bearing arcas, with exposure of sub-
chondral bone evident at day 15. Transient hypertrophy
of the articular cartilage before erosion (39,40) was
observed only at a lower dose of MIA (0.03 mg, at day
15), probably because the damage progressed too rap-
idly at higher doses (0.3 and 3.0 mg). In peripheral
osteophytic regions, chondrocytes proliferated and
formed clusters (day 15).

Articular lesions resulted from an imbalance
between anabolism and catabolism in cartilage. After
MIA injection into the rat knees, **S incorporation
varied among articular sites and between doses of MIA
as early as day 2; in the central area of the patella,
»S-sulfate was strongly decreased. The decrease in
anabolism was irreversible after injection of the highest
doses (0.3 and 3.0 mg), but after the lower dose (0.03
mg), successive returns toward normal values were
noted. At the joint margins, the response to MIA varied
with the dose; the dose of 3.0 mg decreased anabolism,
which recovered gradually. After administration of 0.3
mg MIA, proteoglycan synthesis was initially decreased
(by day 2) and thereafter enhanced, which might be the
first sign of osteophytosis (41). At the joint margins, the
dose of 0.03 mg also provoked an increase in radiosul-
fate uptake, with successive returns toward normal up-
take. Several authors have attributed this site-specific
difference in anabolism between the central and peri-
pheral areas after exposure to MIA to differences in
cartilage loading or chondrocyte metabolism (42). In
fact, in control rats, the higher sulfated GAG concen-
tration in the central patella compared with the peri-
pheral patella probably compensates for the greater
central load-bearing. However, cell density is lower in
central load-bearing regions (43,44), which suggests that
chondrocytes of the central region of the patella might
have a more active metabolism and might be more
sensitive to MIA than those of the peripheral region.

These variations in proteoglycan synthesis after
injection of MIA contribute to the changes in sulfated
GAG concentration in the patellar cartilage. On day 15
after injection of 0.3 or 3.0 mg of MIA, when impair-
ment of articular function was detected, the concentra-
tion of sulfated GAG was significantly decreased in the
load-bearing area of the patella and increased at the
joint margins. After injection of the lower doses (0.03 or
0.1 mg), changes were only noted by day 30. The sulfated
GAG concentration therefore accounts for the central
erosions and presence of osteophytes at the joint mar-
gins. However, catabolism also plays an essential role in
OA progression, and it might participate, in conjunction
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with anabolism, to the variations in sulfated GAG
concentration in this model.

The elfects of injecting MIA into rat knee are
(hus strongly related to its concentration. After the 2
highest doses used (0.3 and 3.0 mg), areas of exposed
suI)chondraI bone surrounded by large osteophytes (0.3
mg) were noted as early as day 15, and the rat sponta-
neous locomotion decreased. Intermediate doses (0.03

and 0.1 mg) provoked mild cartilage lesions, but no

' Jecreased mobility. Biochemical changes relative to the
snset of limited spontaneous mobility at day 15 were the
significant changes in patellar sulfated GAG concentra-
tion and the decreased anabolism in the peripheral part
>f the patellar cartilage on day 2 (0.3 and 3.0 mg).

In summary, MIA-induced OA in the rat knee is
1 useful model that has notable advantages. MIA con-
sistently induces rapid chondral erosion and osteo-
>hytes, the severity of which depends on the dose
njected. Biotelemetry provides a good background mea-
wure of joint impairment during the course of experi-
nental joint diseases. In MIA-induced OA (at doses of
).3 and 3.0 mg), both primary and secondary loss of
jpontaneous mobility have been detected and linked to
he consequences of pain or the consequences of pain
ind joint dysfunction, respectively. Therefore, biotelem-
itry offers a novel approach to the study of the func-
ional and therapeutic aspects of experimental OA, and
»y quantifying the limitation of mobility, helps in distin-
uishing between the early and late stages of this exper-
mental joint disease, as has been found in human OA.
his distinction between the early and late stages of
MIA-induced OA also helps in evaluating the usefulness
f imaging techniques that are intended to detect
esions during early stages of this experimental joint
lisease (45).

In addition, in our experimental model of OA,
tigh doses of MIA (0.3 and 3.0 mg) induced chondral
:nd subchondral alterations with prolonged inhibition of
iroteoglycan synthesis in the central part of the patellae,
vhereas a lower dose of MIA (0.03 mg) induced only
ocal cartilage erosions with transient reversible injuries
f chondrocytes, mimicking flares of OA. These results
:ave us new insights into the pathophysiology of OA,
specially during early events. In addition, repeated
ajection of apparently harmless doses of MIA into rat
nees (the very low dose of 0.01 mg provoked neither
rticular lesions nor metabolic disturbances) might be a
/ay of inducing experimental OA that provokes succes-
ive microstresses on chondrocytes, so that it might be a
1ore true mimic of “real” OA. '
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Chapitre VIII

Intéreéts de l'IRM dans l'arthrose induite par
l'injection de MIA

La télémétrie nous ayant permis de distinguer une phase précoce et une phase tardive
symptomatique au cours de I'arthrose induite par I'injection de MIA (0,3 mg) dans le genou chez
le rat, l'intérét de I'RM dans cette pathologie expérimentale a été évalué par sa capacité a mettre
en évidence des Iésions du cartilage avant que le handicap ne s'installe (J15). Ce travail a fait

I'objet d'une publication placée en annexe a la fin de ce chapitre [Loeuille, 1997].

1. Introduction.

La radiologie standard est exploitée depuis de nombreuses années dans le diagnostic des
pathologies articulaires, notamment de l'arthrose. Cependant, son utilisation est limitée pour
déceler la pathologie au cours des phases précoces asymptomatiques. L'arthroscopie permet bien
une étude directe du cartilage, mais c'est une technique invasive. A l'inverse, I'IRM est non
invasive, et elle est susceptible de différencier distinctement les tissus mous. Elle a ainsi suscité

beaucoup d'intéréts pour l'exploration du cartilage articulaire.

L'IRM a permis de mettre en évidence une atteinte du cartilage que la radiologie standard ne
décele pas. Des altérations des contours, de I'épaisseur de cartilage ainsi que des anomalies du
signal ont été notées au cours de l'observation d'échantillons de cartilage articulaire
pathologiques humains. L'intérét d'une arthrose expérimentale chez 1'animal est de permettre une
comparaison entre le cartilage sain et le cartilage pathologique. Chez le rat, une seule étude a été

réalisée, dans un modele de monoarthrite [Carpenter, 1994].

La plupart des imageurs cliniques fonctionnent entre 0,5 et 1,5 Tesla (T), et les études
expérimentales utilisent des imageurs de 2 a 2,5 T. Un imageur de plus grande résolution spatiale
(8,5 T) permet d'apprécier le cartilage articulaire chez des animaux de petite taille tels que le rat.
Nous avons ainsi comparé les images IRM obtenues a des radiologies et des coupes

histologiques au cours de la progression de l'arthrose induite par I'injection intra-articulaire de

MIA (0,3 mg) chez le rat.
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2. Résultats et discussion.

Une séquence particuliére dite "Fat Sat SE Sequence" permet de supprimer le signal de la graisse
et d'obtenir ainsi un meilleur contraste entre les différentes structures articulaires [Watson, 1993;
Carpenter, 1994; Tyler, 1995] : chez le rat, le cartilage apparait comme une fine couche de
250 um d'épaisseur environ, dont l'intensité du signal est intermédiaire. Dans certains cas, le
cartilage sain présente un aspect trilaminaire (cartilage épiphysaire, des plateaux tibiaux, des
ménisques, cartilage de croissance) : une zone moyenne en hyposignal est encadrée d'une zone
superficielle et d'une zone profonde en hypersignal. Cet aspect du cartilage a été décrit dans
d'autres especes. Il n'existe pas d'explication satisfaisante a cette différence du signal dans le
cartilage. Certains l'ont attribué a une différence d'hydratation entre les différentes couches du
cartilage articulaire [Lehner, 1989], d'autres ont reconnu les différentes couches du cartilage
déterminées par l'histologie [Modl, 1991]. Une troisi¢me hypothése proposée par Rubenstein
[1993] relie cet aspect trilaminaire du cartilage a une mobilité différente des ions H+ : il
distingue les H+ libres et ceux liés aux fibres de collagenes. D'autres auteurs suggérent une
relation avec la concentration en PG [Paul, 1993]. Dans notre étude, l'aspect trilaminaire du
cartilage persiste jusqu'a 5 jours aprés l'injection de MIA dans le genou du rat, alors que

I'histologie a mis en évidence une déplétion du cartilage non calcifié en PG.

L'IRM nous a permis de déceler des modifications du cartilage et de 1'os dans ce modele
d'arthrose chez le rat (J10). Dans les zones portantes, un amincissement du cartilage a été
observé, et a l'inverse, I'épaisseur du cartilage est plus importante dans les zones non portantes
(J15). Les ostéophytes qui apparaissent en hypersignal par rapport au cartilage articulaire,
poussent la rotule hors de la gouttic¢re intercondylienne. Les ménisques apparaissent amincis et
moins denses, et leur surface semble irréguliere (J15).

L'os sous-chondral est également remodelé de fagcon importante (J10). L'os trabéculaire conserve
sa structure en travées, et s'épaissit progressivement. Des kystes volumineux dans les régions
portantes apparaissent ensuite en hypersignal et des géodes dans la région des condyles
fémoraux sont décelées (J15).

Des altérations du signal des tissus mous ont également été notées : le ligament de Hoffa et le
ligament infrapatellaire par exemple ont une structure hétérogeéne apres l'injection de MIA (J5).

Le premier présente une taille réduite, et a l'inverse, le ligament infrapatellaire est plus épais

[Fakri, 1995].

La radiographie montre un amincissement de l'espace fémoro-tibial, des modifications de la
densité des ménisques et de leurs contours (J10), ainsi que des érosions de 1'os sous-chondral

dans les phases avancées de l'arthrose. Elle met également en évidence une décalcification

osseuse que I'TRM ne décele pas.
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Plusieurs études ont décrit une atteinte du cartilage articulaire dans l'arthrose par 1'1RM dans
différents modeles expérimentaux. Dans un modele d'arthrose induite par l'injection intra-
articulaire de papaine chez le lapin, Paul [1991] a montré une relation entre une modification du
signal du cartilage en IRM (1,5 T), I'épaisseur du cartilage (étude histologique) et la perte en PG.
Gahunia [1995] a lui aussi montré une relation entre une anomalie du signal IRM et des
observations histologiques.

Les régions du cartilage caractérisées par une prolifération cellulaire ou un aspect fibrillaire
apparaissent en hypersignal sur les images IRM. Les temps de relaxation T1 et T2 sont plus
élevés. Ces modifications des temps de relaxation sont reliées aux variations des concentrations
des principaux constituants du cartilage (collagénes et PG), a l'orientation des fibres de
collagénes, et aux interactions de surface de ces fibres avec les molécules d'eau. Ces résultats ont
été interprétés comme la preuve d'une tentative de réparation du cartilage, conjointement a une

destruction du cartilage articulaire.

La détermination des temps de relaxation T1 et T2 du cartilage sur un imageur de 8,5 T
permettra de mieux quantifier l'atteinte du cartilage dans ce modele chez le rat. Les images
obtenus par I'IRM ont cependant permis de mettre en évidence des lésions précoces du cartilage
que la radiographie standard ne permet pas de déceler. Elle a également permis de déceler des
anomalies du signal des tissus mous, non visualisés par la radiologie. L'IRM constitue ainsi un
outil intéressant pour évaluer une atteinte du cartilage articulaire, et pour mettre en évidence les

propriétés chondroprotectrices d'agents pharmacologiques.
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Chapitre IX

Modulation pharmacologique de la douleur
induite par l'injection de MIA

Cet aspect a simplement fait I'objet d'une étude en télémétrie, puisqu'elle constitue le meilleur
outil pour évaluer l'intensité de la douleur articulaire, grace a la mesure de la mobilité spontanée
du rat. Les animaux ont suivi différents traitements pendant une durée de 7 jours, qui ont débutés
le jour méme de l'injection intra-articulaire de MIA. Nous avons ainsi déterminé l'efficacité d'un
AINS classique, le kétoprofene, d'un AINS plus sélectif de COX-2, le nimésulide, et d'un
antalgique, le paracétamol (administration par voie orale) a moduler la baisse de mobilité induite
par l'injection de 0,3 mg de MIA dans le genou du rat. Les effets d'une injection intra-articulaire
d'un anesthésique local, la xylocaine, et du DMSO ont également été vérifiés.

Résultats.

L'injection intra-articulaire de MIA (JO) conduit & une baisse importante de la mobilité spontanée
du rat. Elle est maximale a J2 (-68 %). Jusqu'a J7, cette diminution de la fonction articulaire se

réduit progressivement (-20 %; figure 1X.1).

jours aprés injection

19 J1 J2  J3  J4 U5 Je6  J7
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20T — & MA

.60 + ——O——— Kétoproféne 5 mg/kg/j
——#—— Nexen 30 mg/kg/j

.70 L+ ————— Paracétamol 100 mg/kg/j

Figure IX.1. Efficacité du kétoproféne (5 mg/kg/j), du nimésulide (30 mg/kg/) et
du paracétamol (100 mg/kg/) & moduler la douleur induite chez le rat par une
injection intra-articulaire de MIA (0,3 mg; n=5 rats par groupe). L'intensité de la
douleur est fonction de I'amplitude de I’hypomobilité.
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Le kétoproféne (5 mg/kg/j) et le nimésulide (30 mg/kg/j) présentent une efficacité équivalente et
significative entre J1 et J4 & moduler cette diminution de la mobilité spontanée du rat (de l'ordre
de 20 %) par rapport aux rats non traités (figure IX.1).

Le paracétamol, l'antalgique le plus communément prescrit, n'a aucun effet entre J1 et J3. Il
présente une tendance a moduler cette hypomobilité induite par I’injection intra-articulaire de
MIA de J4 a J6, mais qui n'atteint pas celle des deux AINS.

Jours aprés injection

J1 J2 J3 Ja J5 J6 J7

16

—8&—— Sérum physiologique

Activité spontanée (% parrapport 4.J-1)
)
o

-50
—&—— MIA
-60 + —{—— DMSO0 2%
. MIA/DMSO 2%
70 L+ O~ MIA/xylocaine 0,2%

Figure IX.2. Efficacité de linjection intra-articulaire de DMSO 2% ou de
xylocaine a moduler le handicap induit par l'injection intra-articulaire bilatérale de
MIA (0,3 mg; n=5 rats par groupe).

L'injection intra-articulaire de DMSO (2 %), un anti-oxydant utilisé en tant qu'antalgique
notamment dans l'arthrose [Heberhardt, 1995], montre une capacité importante & moduler la
douleur induite par l'injection intra-articulaire de MIA chez le rat (figure 1X.2). Ses effets se
traduisent par une diminution de l'activité des rats de -23 %, alors que chez les rats non traités,
elle atteint 47 % a J1. Ses effets bénéfiques s'amenuisent progressivement jusqu'a J7.

L'injection intra-articulaire de xylocaine reverse totalement les effets de l'injection infra-
patellaire de MIA (J1) chez le rat. A J2, la diminution de l'activité des rats traités atteint pres de
40 %, alors que chez les rats non traités, cette hypomobilité est de -70 % environ. Les effets de la
xylocaine perdurent jusque J4 (p<0,05) : une différence de prés de 20 % subsiste encore entre les

rats traités et non traités.

109



Elngegan
Ben
A Atumwegs forschung

17. Aua. 1998

In vitro Magnetic Resonance Microimaging of
Experimental Osteoarthritis in the Rat Knee ]

DAMIEN LOEUILLE, PATRICK GONORD, CORINNE GUINGAMP, PIERRE GILLET, ALAIN BLUM, MICHEL
SAUZADE. and PATRICK NETTER

ABSTRACT. Objective. To visualize articular changes during iodoacetate induced osteoarthritis (OA) of the rat
knee using high resolution magnetic resonance imaging (MRI).
Methods. All images were acquired on a 8.5T microimager on ex vive rat knees. After optimization
studies, 3D spin echo sequences were used with TR 1200 ms and TE 15 ms: 40 sagittal images were
obtained with a resolution of 400 x 60 x 60 pm. OA lesions were achieved by injecting 3 mg iodoac-
etate in the right knee joint (Day 0). Progression of OA changes was studied at Days 5, 10, 15, 20,
30, 90 and corresponding radiographs and histological sections were obtained.
Results. Spin echo images of the normal rat knee clearly visualized cortical bone, calcified menisci,
patella, and cruciate ligaments as dark regions. Cartilage and muscles appeared as intermediate sig-
nal. In some cases a trilaminar appearance of cartilage and growth plate was depicted. This appear-
ance persisted at Day 5, although cartilage presented a marked loss of proteoglycans. After Day 10
the menisci appeared irregular and inhomogeneous. After Day 15, MRI showed important alter-
ations of articular cartilage, predominant on weight bearing areas of femoral condyles. Osteophytic
remodeling was also seen around the patella. From Day 20 to Day 90 anatomical changes progres-
sively affected epiphyseal bone, leading to subchondral cysts and loss of its regular trabecular struc-
ture.
Conclusion. High field MRI provides a sensitive method for investigating ex vivo focal erosions of
cartilage and established osteochondral remodeling in experimental OA in the rat. In this model,
microimaging provides more information about early modifications of cartilage and soft tissue than
radiographic exploration, in good correlation with histological data. (J Rheumatol 1997;24:133-9)

Key Indexing Terms:

EXPERIMENTAL MODEL OSTEOARTHRITIS

CARTILAGE
MAGNETIC RESONANCE IMAGING
decreased concentrations of macromolecules (collagens,

Articular cartilage, which is essential for joint function, is _
agrecan). Standard radiography® has been used for many

the first structure affected in many rheumatic diseases. In

the early stage of cartilage degeneration, for example, dur-
ing the onset of osteoarthritis (OA), the turnover of cartilage
matrix increases with no accompanying depletion of matrix.
Later, there is net depletion of proteoglycans, and the struc-
ture and orientation of collagen in the superficial layer of
cartilage are altered'=>. These alterations provoke a charac-
teristic swelling of the hyaline cartilage. In advanced OA,
cartilage becomes dehydrated and hypocellular, with
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years in diagnostic imaging of cartilage diseases, particu-
larly OA, but is of limited value to detect and monitor the
disease in the early stages. Arthroscopy allows direct study
of the cartilage® and permits early detection of OA lesions,
but it is invasive®. Magnetic resonance imaging (MRI), on
the other hand, can show changes in articular cartilage
before lesions become apparent on radiographs and it can
very accurately depict changes in soft tissues’. Further-
more, it is noninvasive.

Most recent MRI studies have been performed on dis-
eased cartilage, considering alterations in its contour and
thickness and also signal abnormalities. Few authors have
studied the appearance of normal human articular cartilage
in MR images, or its correlation with arthroscopy or from
cadaveric studies'®'2. Studies in various experimental mod-
els (dog'?, macaque'*, rabbit'?, guinea pig'®) have assessed
the normal appearance of hyaline cartilage and chondral
alterations in OA of the knees in these animals. In the rat
knee, MRI has only been used to show the changes during
antigen induced monoarticular arthritis'’. Most clinical stud-
ies are performed using MR imagers operating at 0.5-1.5
T'8, whereas experimental animal models are performed at
2-2.5 T. Using a more sensitive 8.5 T microimager (MRI at

Loeuille. et al: MRI of OA rat knee
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high ficld strength) to examine normal rat knees and the
knees ol rats with OA at higher spatial resolution, we stud-

ied normal rat knees i vinro and followed the progression of

osteochondral alterations induced by ilodoacetate injected
intraarticularly. At each stage of the MR study, correspond-
ing radiographs and histological sections were obtained, and
the information available from the dilferent techniques was

compared.
MATERIALS AND METHODS

Experimental animal model. Experimental OA was induced in male Wistar
rats (180-200 g) by injecting, on Day 0, 3 mg of sodium iodoacetate
(Merck) dissolved in 50 ul of sterile saline into the right knee joint through
the patellar ligament. At each of 7 time points (Days 5, 10, 15, 20, 25, 30,
and 90), the amputated knees of 4 rats with OA were imaged, and at the
same time 2 normal rat knees were imaged as controls. One to 3 days before
these MR examinations, the studied rats to be examined were anesthetized
and killed by cervical dislocation; their knees were dissected out to pre-
serve the integrity of the knee joint, avoiding the presence of intraarticular
air, and were stored at 4°C until examination.

MRI. To obtain reproducible sections, amputated normal and OA knees, in
flexed position, were placed in the center of the magnetic field gradient,
with a reference saline solution next to the patella. All images were
acquired on an 8.5 T MR microimager. Imaging at high field strength (> 3
tesla) is potentially advantageous because of the higher theoretical signal-
to-noise ratio (S/N) and higher spatial resolution. We used 3 dimensional
(3D) imaging, because it permitted us to obtain thinner slices and to image
the entire joint. In addition, 3D data can improve the assessment of OA by
permitting the joint to be viewed in any desired orientation, lessening the
chance that some significant feature of the pathology will be overlooked. In
a preliminary step, as reported by Carpenter at 2.0 T'?, we observed that in
rat knees at high field strength, spin echo (SE) images gave vastly better
contrast than did gradient echo images [gradient recalled acquisition in the
steady state (GRASS) or fast low-angle shots (FLASH)]. Therefore, using
3D SE sequences, we evaluated a variety of pulse variables (various TE and
TR) and sequences to enhance contrast between cartilage, subchondral
bone, and synovial fluid on the 8.5 T machine.

Accurate MR evaluation of articular cartilage requires several condi-

tions: good spatial resolution, to reveal small cartilaginous defects; good
contrast, to show changes in signal intensity in cartilage; and reliable dis-
tinction of cartilage from adjacent joint fluid and subchondral bone, to per-
mit evaluation of the thickness and contours of the cartilage. The alterations
observed at high field strength did not qualitatively affect image contrast in
T1 and T2 weighted images, although many quantitative changes were
observed. Duewell, er al'® found no qualitative differences in image con-
trast with a proton density sequence on a 4 T imager. As these SE images,
with long TR and short or long effective TE, made on a 1.5 T machine,
depict articular cartilage abnormalities in OA with reasonable accuracy, we
defined a sequence with TR of 1200 ms and TE of 15 ms, which correspond
to proton density weighted images. For the 3D SE sequences the variables
were 1500/15 (TR/TE), 20 x 13 mm field of view, 40 sagittal images, 400
pum slice thickness, 256 x 256 image matrix, and 4 signal average. The pix-
els in the frequency and phase encoding axis were 60 x 60 pm, with a
resulting spatial resolution of 400 x 60 x 60 pm. The images were generat-
ed overnight, with an acquisition time of 12 h*. In some cases similar
acquisitions were obtained with chemical suppression of the fat signal (Fat
Sat) SE sequences in normal rats.
Radiology. Radiographs were made immediately after MRI. Lateral and
posterior radiographs of OA and normal knee joints were made using a
CGR Mammomat x-ray machine with Kodak fine screens placed 60 cm
below the x-ray source. The settings for the radiographs were 21 kV/60 mA
(normal rat knees) or 21 kV/30 mA (OA knees). The film was developed in
a processor at 32°C.,

Histology. Immediately after MR study, the knees were fixed in 10% neu-

tral buffered formalin for S days. the decalcilied (RDO solution, Eurobio)
for 24 I and conventionally wax embedded. Sagital knee joint sections (5
pm) were stained with hematoxylin-cosin-safran (1HES) and salranin O*'.

RESULTS

Normal rat knees. As shown in Figure 1, high resolution
MR images of the normal rat knee clearly showed cortical
bone, calcified menisci, and patellar and cruciate ligaments
as dark regions. Cartilage and periarticular soft tissues
appeared in intermediate signal, whereas subcutaneous and
fatty zones were seen in high signal. Median sagittal images
showed the patellar ligament connecting the patella to the
tibia in a straight line. In high signal, a triangular fatty zone
(Hoffa’s ligament) was visible in high signal just behind the
patellar ligament. This high signal (Figure 2A) disappeared
when Fat Sat SE sequences (Figure 2C) were performed.
The cruciate ligaments were perfectly identified on the
median target scans. Parasagittal images showed the entire
length of the articular cartilage, the cranial and caudal horns
of the meniscus, and the adjacent subchondral and trabecu-
lar bone. A well defined layer of articular cartilage about
250 um thick was visible in intermediate signal around the
epiphysis, except at the spinal tuberosities where the cruci-
ate ligaments are attached. Below the cartilage was a well
defined dark layer corresponding to subchondral bone. The
epiphyseal trabecular bone showed its classic uniform alve-
olar structure.

In some cases a typical trilaminar appearance of the car-
tilage was seen in the femoral epiphysis, tibial plateaus, and
growth plates (Figure 3). The 3 laminae consisted of a
superficial lamina of hyperintense signal, a thin hypointense
lamina, and a deep lamina of hyperintense signal, in the
articular cartilage and the growth plate. This 3 layered
appearance of the articular cartilage is reduced and may
appear homogeneous in signal intensity, corresponding to
the “magic angle” phenomenon?®?. Radiographs of the nor-
mal joint showed a smooth, sharp outline of the bone. The
trabecular structure was regular and uniform, extending to
the edge of the bone. The calcified menisci, sesamoid bones,
femoral epiphysis, and tibial plateaus were clearly visible.
In histological sections of normal knees, safranin O stains
the articular and epiphyseal cartilage dark pink along its
length, except where it is interrupted by the insertion of the
cruciate ligaments. As the proteoglycan concentration
increases with the depth of the cartilage, the safranin O con-
centration also increased. The junction between the noncal-
cified and calcified articular cartilage, the so-called “tide-
mark,” is visible as a line on stained sections of decalcified
tissue. HES stains trabecular bone and compact subchondral
bone red. The synovium is relatively acellular.

Rat knees with experimentally induced OA. On Day 5, MRI
showed alterations of the fatty zone, which appeared to be
inhomogeneous and to have shrunk. The articular cartilage
still had its typical trilaminar appearance and did not yet
appear to have been affected by the injection of iodoacetate.
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This trilaminar aspect was observed many times in the OA
knees. There was no evidence ol overall cartilage thinning
or bone alterations. Radiographs still showed no changes in
comparison with normal knees. In histological sections, the
staining of noncalcified matrix in safranin O sections was
significantly less than in normal knees. corresponding to a
widespread loss of proteoglycans in the articular cartilage
(Figure 2). The calcified cartilage and the cartilage plate
appeared relatively insensitive to proteoglycan depletion.

On Day 10, iodoacetate provoked early changes in sub-
chondral bone, which looked irregular on MRI. Trabecular
bone had kept its trabecular structure. The patella was thin-
ner, and pushed outwards. The menisci appeared irregular,
smaller, and inhomogeneous. The fatty zone just behind the
patellar ligament had completely disappeared. There was no
evidence of overall cartilage thinning at this stage.
Radiographs showed definite subchondral erosions, narrow-
ing of the femorotibial space. The patella was thinneér.
Trabecular bone still looked alveolar. In radiographs, the
menisci looked thinner and had surface irregularities; these
abnormalities were best seen in the lateral view. Histological
sections showed complete erosion of the articular cartilage
in weight bearing areas. Elsewhere, the matrix of noncalci-
fied cartilage showed widespread loss of proteoglycans.
Osteophyte formation was seen at the margins of the
femoropatellar joint. The trabecular bone seen in histologi-
cal sections was thinner, with a macroscopic alveolar aspect.
There were no signs of inflammation in the joint cavity or
the synovial tissue.

On Day 15, there was evidence on MRI of overall carti-
lage thinning in weight bearing areas. As shown in Figure 4,
these alterations are clearly seen on parasagittal acquisi-
tions, which showed complete loss of articular cartilage in
weight bearing areas. Elsewhere, in the margin of the joint
the articular cartilage was thicker, in response to the osteo-
phytic remodeling that pushed the patella outwards. The
subchondral bone looked irregular. The femoral epiphysis
was heavily pitted. The trabecular bone had lost its structure,
leading to large cysts seen as bright signal. The patella was
thinner. The menisci appeared irregular, smaller, and inho-
mogeneous. The patellar ligament was thicker and broader,
with a heterogeneous signal. Radiographs showed definite
subchondral erosions, narrowing of the femorotibial space,
sclerosis of subchondral bone. The patella was thinner,
decalcified, and pushed outwards. The trabecular bone had
lost its trabecular structure, and had voluminous cysts in
weight bearing areas. The menisci looked thinner and less
dense, and had surface irregularities. Histological sections
showed a complete loss of articular cartilage in weight bear-
ing areas. Elsewhere, the matrix of the noncalcified cartilage
presented a widespread loss of proteoglycans. Voluminous
osteophytes were seen at the margins of the femoropatellar
joint. The trabecular bone had lost its microscopic alveolar
appearance and contained epiphyseal cysts.

From Days 20 to 90, MRI showed a progressive decrease
in thickness ol the articular cartilage in weight bearing
areas. Osteophytic remodeling at the margins of the joint
gave a brighter signal than the articular cartilage. The
femoral and tibial epiphyses showed considerable remodel-
ing in the form of cysts seen as bright signal. In addition, the
patellar ligament was always thicker and broader. with a het-
erogeneous signal. The menisci appeared irregular, smaller,
and inhomogeneous. After Day 20 these abnormalities pro-
gressively worsened. Radiologically, the course of iodoac-
etate induced OA was characterized by erosions, narrowing
of the femorotibial space, sclerosis of subchondral bone, and
alterations of the menisci. As seen on MRI, the patella was
thinner, and pushed outwards, and the femorotibial epiph-
ysis was greatly deformed. Histological sections showed
large osteophytes at the margins of the joint and severe car-
tilage erosions leading to bone exposure. No infiltration of
inflammatory cells into the synovial tissue was observed.

DISCUSSION

Because of its sensitivity to differences in soft tissues, the
application of MRI to view alterations of cartilage has
steadily increased in recent years. The technique offers sev-
eral advantages to assess the activity and progression of
clinical and experimentally induced OA. In addition, the
discovery and development of new drugs will rely in part
upon the existence of good animal models of OA in which
candidate compounds can be tested. As far as we know, this
is the first study of the articular cartilage of normal rat knees
in an 8.5 T MR microimager. The high field strength offers
the advantages of a higher signal-to-noise ratio and higher
spatial resolution. The images obtained using our standard
protocol (400 x 60 x 60 um) give the highest voxel resolu-
tion MR images of the rat knee reported so far. In addition,
the 3D imaging offers the advantages of providing thinner
slices and high resolution images of the entire joint as OA
progresses, thus increasing the chance of detecting some
significant feature of the pathology®. SE sequences are
widely used in imaging experimental arthritis'®!"?* because
they provide good contrast between the different articular
structures. Recently, Duewell' confirmed the good accura-
cy of SE sequences at high field strength.

The SE images clearly defined the articular cartilage of
the normal rat knee as a thin layer, about 250 pum thick, of
intermediate signal intensity around the epiphysis, except
where cruciate ligaments were attached. In some cases a
typical trilaminar appearance of the cartilage was seen in
femoral epiphysis, tibial plateaus, menisci, and growth
plate. In articular and epiphyseal cartilage, and in the menis-
ci, 3 laminae were visible: a superficial one of hyperintense
signal, a thin one of hypointense signal, and a deep one of
hyperintense signal. The trilaminar aspect of the articular
cartilage disappeared for a homogeneous signal intensity
due to the “magic angle” described by Berendsen, et al** in
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Figure 1. Normal rat knee. (A) High resolution MR images (8.5 T; resolution 400 x 60 x 60 pm). Median sagittal image, in which the patellar ligament join-
ing the patella to the tibia is seen as a straight line of low signal. A triangular fatty zone in high signal (Hoffa’s ligament*) is visible (arrow) just behind the
patellar ligament. The posterior cruciate ligament is clearly visible. (P: patella, F: femoral head, T: tibial epiphysis) (B) Corresponding histological section
(HES staining). (C and D) Radiographs of the normal joint, showing a smooth, sharp outline of the bone. The calcified menisci and sesamoid bone are clear-
ly visible.

Figure 2. Normal rat knee. High resolution MR images (8.5 T; resolution 400 x 60 x 60 pm). (A and B) Median sagittal and parasagittal images with clas-
sic spin echo sequences. (C and D) Corresponding images with Fat Sat spin echo sequences: the high signal of Hoffa's ligament is lower, permitting better
evaluation of cruciate ligaments. Note on B and D the entire length of the articular cartilage and the cranial and caudal horns of the meniscus.
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Figure 3. Trilaminar appearance of articular cartilage in the rat knee joint. (A) High resolution parasagittal MR image, in which the articular cartilage appears °
as a well defined layer about 250 pm thick. Typical trilaminar appearance of the cartilage is seen in the femoral epiphysis. tibial plateaus, and growth plates,
and this persists when the articular cartilage presents a net depletion of proteoglycans, as shown by loss of safranin O staining in C. (B) Median sagittal his-
tological section. Safranin O stains the normal articular and epiphyseal cartilage dark pink along its length.

Figure 4. Rat knee on Day 15 after injection of iodoacetate. (A) Sagittal MR image showing that the patella is thinner and has been pushed outward by osteo-
phytic remodeling. The subchondral bone looks irregular. The trabecular bone has lost its trabecular structure: its architecture is thinner and some cysts in
weight bearing areas are seen as bright signal. (B) Parasagittal MR image, in which cartilage thinning is clearly visible. The menisci appear irregular, small-
er, and inhomogeneous. (C) Lateral radiograph, showing clear subchondral erosions, narrowing of the femorotibial space, sclerosis of subchondral bone. The
patella is thinner and pushed outward. The meniscus looks thinner than normal, with surface irregularities and a loss of density. (D) Histological section
(hematoxylin & eosin) showing a complete loss of articular cartilage on weight bearing areas (right), though it is still present at the margins of the joint (left).
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the tendon and Rubenstein, er al* in bovine cartilage. As far
as we know, the laminar appearance of the articular cartilage
has not previously been described in rat knee. Carpenter. et
al'% described a bright line, corresponding to a reduced tra-
becular pattern. bencath the cortical bone, secen as a dark
line, in the tibia and the femur after pannus formation in rats
with arthritis, but did not report a trilaminar appearance of
the articular cartilage. Studies of excised bovine or human
normal articular cartilage have shown a laminar appearance
in MR images®.

There is no satisfactory biophysical explanation yet for
this laminar appearance. Lehner, et al*” attributed the differ-
ences in zonal signal intensity to the variation in water con-
tent from the surface (82%) to the depth (76%). Modl, et al,
also noting the presence of 3 layers, concluded that the lay-
ers seen with MRI roughly corresponded to different histo-
logic zones. Rubenstein, et al*® offered an alternative expla-
nation: that the effect of the collagen fibers was due to the
result of interaction between the mobile protons in free
water and those protons that are rigidly bound to the colla-
gen (“dipole-dipole coupling”). Paul, et al*® proposed that
the signal intensity of cartilage was primarily determined by
the proteoglycan concentration: they observed that the
intensity of MR signals varied with proteoglycan concentra-
tion measured as a function of cartilage depth. In our OA
model, the trilaminar appearance of the articular cartilage
persisted on Day 5, whereas histological sections showed a
depletion of safranin O staining in the noncalcified cartilage.
This trilaminar aspect was observed many times in the ani-
mals with OA.

The effects of iodoacetate are well known and have been
confirmed by various authors in several experimental mod-
els: hens®, guinea pigs®®3!, mice®?, and rats®*. This model
seems useful to explore the natural course and the treatment
of human disease, because it mimics some features of OA,
like cartilage erosions, osteophytosis, subchondral involve-
ment, and loss of spontaneous mobility**. High resolution
MR imaging also showed the course of changes not only in
cartilage and bone after iodoacetate injection, but also in
soft tissue. Cartilage thinning was plainly visible on
parasagittal slices in weight bearing areas, and thickening of
the articular cartilage at the margin in response to osteo-
phytic remodeling was also seen. This osteophytic remodel-
ing pushed the patella outward and appeared as a brighter
signal than the articular cartilage.

MR imaging has the advantage over radiography of
showing changes in Hoffa’s ligament, which looked inho-
mogeneous and smaller than normal. The patellar ligament
was thicker and broader, with an inhomogeneous signal
intensity corresponding to the effects of juxtatendinous
iodoacetate injection®. MRI showed alterations of subchon-
dral bone, which looked irregular. The trabecular bone kept
its trabecular structure, which became progressively thinner,
with voluminous cysts seen as bright signal on weight bear-

ing arcas. Heavy pitting of the femoral epiphysis in the
metaphyscal regions was seen. Radiography showed clearly
the modifications of the limits, density of the calcified
menisci, and subchondral erosions in advanced stages of
OA. Radiographs also showed extensive decalcification of
the knee joint, which MRI cannot do.

Most clinical and experimental studies of OA have been
limited to evaluating cartilage thickness or volume®® and
identifying the presence of cartilage lesions. Several studies
have attempted to assess the severity of OA using MR sig-
nal intensity in various cartilage abnormalities. Paul, et al'
reported an MRI study of cartilage degeneration in the rab-
bit knee caused by the intraarticular injection of papain.
They found a correlation between the loss of articular carti-
lage proteoglycan (measured histochemically) and the
decrease in cartilage thickness (measured by MRI at 1.5 T
with voxel resolution 3.0 X 0.64 x 0.32 mm?). The same
group used 3D MRI to verify the position of a surgical
implant used to deliver interleukin I (IL-1) into rabbit knee
joints??. Gahunia, et al'* reported abnormalities of MR sig-
nal intensity in selected regions of interest of articular carti-
lage and correlated these findings with histological findings.

Regions with histologically established proliferating
chondrocytes or fibrillated cartilage showed bright signal’
intensity on MR images (TR 3000 ms; TE 15 ms) and ele-
vated T1 and T2 relaxation time values, whereas regions of
collagen condensation showed low signal intensity on such
MR images and had decreased T1 and T2 relaxation time
values. This author suggested that increased variability of
the T1 and T2 relaxation times observed as OA progresses

may be due to simultaneous occurrence of these 2 process-

es, that is, degeneration and repair. Because details of the
relaxation mechanism in tissues, not currently understood,
are presumably related to the macromolecular content of
cartilage (collagen and/or proteoglycans), the orientations of
collagen fibers, and the surface interactions of these fibers
with water molecules, we think that study of OA in the rat
knee model on an 8.5 T imager would be useful to determine
changes in T1 and T2 relaxation times after iodoacetate
injection. This model makes it possible to study changes of
signal intensity and cartilage thickness at high spatial reso-
lution, when the matrix cartilage is undergoing pronounced
depletion of proteoglycans or chondrocytes.

Animal models of OA are important for furthering the
understanding of the disease processes and their response to
experimental therapies. We have shown that MR at high
field strength is a sensitive imager of normal articular and
abarticular rat knee structures, particularly hyaline cartilage.
Some appearances of human cartilage, such as its trilaminar
appearance, can also be seen in rat articular cartilage. This
aspect is not clearly understood and we are investigating the
effect of each suspected element (proteoglycans, collagen
fibers, cells, and variations in cartilage characteristics with
age) on MR images. In experimentally induced OA in rat
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knees, the MR microimaging technique depicts early
changes in cartilage very accurately, before lesions are
apparent on radiographs: shows changes in solt tissues that
are not seen on radiographs; and in the later stages shows
remodeling of subchondral and trabecular bone. These MR
findings can complement macroscopic and histological
scoring in the evaluation of chondroprotective drugs in this
experimental model of OA in rats. Iodoacetate has the
advantage that it produces cartilage lesions of graded sever-
ity, according to the dose injected into the joint*. We are
now assessing the accuracy of the method in depicting
lesions such as small cartilage erosions and edema.
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Discussion

La prévention de la diminution de l'activité spontanée des rats, en réponse a l'injection intra-
articulaire de MIA (0,3 mg), grace l'injection intra-articulaire d'un anesthésique local, la
xylocaine, confirme l'origine douloureuse de cette hypomobilité. L'induction d'une douleur par
I'injection intra-articulaire de MIA n'a pas été décrite a notre connaissance. La réaction
d'alkylation entre les groupements thiols et le MIA conduit non seulement a l'inhibition de
certaines enzymes de la glycolyse, mais également a l'oxydation du glutathion réduit et de la
cystéine intracellulaires, qui sont les principaux éléments d'une défense cellulaire contre un

stress oxydant. Les effets du MIA sont ainsi ceux générés par un stress oxydant.

La contribution des radicaux libres dans la genese de I'hypomobilité consécutive a l'injection de
MIA est mise en évidence par l'effet bénéfiques de l'injection intra-articulaire préventive de
DMSO (2 %). Cet anti-radicalaire [Homandberg, 1996], en traitement percutané chez des
patients atteints d'une gonarthrose, a par ailleurs montré des effets antalgiques significatifs
[Eberhardt, 1995].

Une des premiéres manifestation en réponse a un stress oxydant est la diminution du potentiel de
membrane de la mitochondrie : elle conduit a la libération des ions calcium dans le cytosol.
L'augmentation de calcium intracellulaire est impliquée dans les phénomeénes d'exocytose. Dans
la synapse, elle contribue a la libération des neuropeptides. Ainsi, l'injection intra-articulaire de
MIA peut conduire a la libération de neuropeptides dans la membrane synoviale particulierement
innervée. La liaison de la xylocaine sur les récepteurs des neuropeptides empécherait la genése
d'un potentiel d'action, inhibant ainsi la genese de la douleur.

Cette étude met également en évidence la contribution des prostaglandines dans la perception de
la douleur induite par l'injection de MIA chez le rat : le traitement par un AINS sélectif
(nimésulide) ou non de COX-2 (kétoprofene) permet de moduler la perte de la mobilité des rats.
Dans un modele de douleur inflammatoire chez le rat induite par l'injection d'adjuvant
(monoarthrite), le paracétamol conduit a une inhibition de la synthése des prostacyclines et a une
diminution de l'activité des nocicepteurs [McQueen, 1991]. Dans notre modele, le paracétamol
ne montre aucun effet antalgique. Il a été montré que le paracétamol était susceptible de prévenir
I'hyperalgie induite chez le rat par I'injection de formol dans la queue, lorsqu'il est administré de
facon préventive. Par contre, dans cette méme étude, il n'a présenté aucune propriété antalgique
en traitement curatif [Bianchi, 1997]. Dans notre étude, il est possible qu'une durée de trois quart
d'heure entre le traitement des animaux et l'injection intra-articulaire de MIA n'ait pas été

suffisante pour mettre en évidence les effets antalgiques d'un traitement par le paracétamol.
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Chapitre X

Analyse de la protéine porteuse de l'agrécane
en SDS-PAGE.

L'étude de la dégradation de la protéine porteuse de l'agrécane en gel de polyacrylamide et en
conditions dénaturantes (SDS-PAGE) constitue la méthode la plus informative pour caractériser

les différents fragments résultant d'une activité protéolytique [Vilim, 1993].

Nous avons appliqué cette technique a des échantillons de cartilage patellaire de rats, 2, 8 et 15
jours aprés une injection intra-articulaire de MIA (0,3 mg), et nous avons comparé les profils

électrophorétiques a ceux d'un cartilage sain.

Les PG ont été extraits dans une solution de chlorure de guanidine, puis, en raison de la forte
glycosylation de I'agrécane, une double digestion avec la chondroitinase ABC et la kératanase a
été réalisée. Le dosage préalable des GAG sulfatés a permis de déterminer le volume des

échantillons a déposer, de telle sorte qu'ils correspondent & une quantité de 20 pug de GAG

sulfatés.

1. Résultats.

L'agrécane non déglycosylé est un PG de masse moléculaire trop élevée (1 a 5 103 kDa) pour
pénétrer dans un gel de polyacrylamide (6 %; figure X.1, piste Tnd). Apres la déglycosylation
enzymatique des échantillons, une bande & 300 kDa environ apparait (figure X.1, piste Td) qui

correspond 2 la protéine porteuse de I'agrécane.

L'injection intra-articulaire de MIA (0,3 mg/50pl) conduit des J2 (figure X.1, piste J2d) a la
disparition de la protéine de 300 kDa et a l'apparition de 2 autres, de 230 et 200 kDa environ. Le
méme profil électrophorétique est observé 8 jours aprés l'injection (figure X.1, piste J8d). A J135,
plusieurs autres bandes s'ajoutent : 3 ont une masse moléculaire apparente de 260 a 300 kDa, 3

autres de 175 a 190 kDa environ, et une derniére apparait a 125 kDa environ (figure X.1, piste
J15d).
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116

Figure X.1. Analyse en SDS-PAGE 6 % de l'agrécane exirait du cartilage patellaire du
rat (GUHCI 4 M, 24 h, 4°C) puis déglycosylé (digestion enzymatique par la
chondroitinase ABC et la kératanase). L'équivalent de 20 ug de GAG sulfatés ont été
déposeés.

(1) : marqueurs de taille; (2) : échantillon témoin non déglycosylé; (3) : témoin avec
traitement enzymatique; échantillons déglycosylés obtenus aprés injection intra-
articulaire de 0,3 mg de MIA & J2 (4); J8 (5); J15 (6).

2. Identification des différents fragments de I'agrécane.

La mise en évidence par SDS-PAGE de l'activité protéolytique d'une enzyme particuliere sur
I'agrécane, ou la mise en évidence de la dégradation de l'agrécane dans des échantillons de
cartilage humains ou de liquide synoviaux est largement décrite dans la littérature. Les effets de
cytokines telles que 1'IL-18 ou encore des rétinoides ont également été étudiés [Bonassar, 1997].

Par contre, peu d'études démontrent la contribution des protéinases dans un modele d'arthrose

expérimentale chez 1'animal [Wei, 1997].

L'analyse des échantillons de cartilage que nous avons obtenus apres l'injection intra-articulaire
de MIA (0,3 mg; J2, J8, J15) montre des profils protéiques différents, qui traduisent une
dégradation de la protéine porteuse de l'agrécane de plus en plus poussée. La comparaison de nos
résultats a ceux de la littérature [Nguyen, 1990; Ilic, 1992; Lark, 1995] permet de présumer de la

structure des différents fragments.
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Nous avons estimé la masse moléculaire apparente de la protéine porteuse de 'agrécane chez le
rat a 300 kDa. D'aprés sa séquence, la masse réelle de cette protéine est de 220 kDa. Notre
résultat pourrait s'expliquer par une déglycosylation incompléte par la chondroitinase ABC et

kératanase.

kDa

300
290

260

240
225

200
190

170

125

Figure X.2. Les différents sites de clivage de la protéine porteuse de l'agrécane par les protéinases
matricielles.

A J2, la substitution de la protéine de 300 kDa par deux protéines de 230 et 200 kDa refléterait
I'hydrolyse de 'agrécane en deux sites différents entre les domaines G1 et G2, donnant naissance
a deux fragments ayant également perdu le domaine globulaire G3 (figure X.2). Les bandes
apparaissant a J15, et dont les masses moléculaires sont comprises entre 240 et 175 kDa,
refléteraient 1a aussi 1'hydrolyse de la protéine entre les domaines globulaires G1 et G2 par
différentes protéinases en des sites distincts, et du coté C-terminal (clivage du domaine G3). Les
protéines d'une masse moléculaire inférieure correspondraient a des fragments de la protéine

porteuse de l'agrécane ne comportant plus aucun domaine globulaire.
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Discussion

Dans un cartilage sain, la structure de 1'agrécane varie en fonction de 1'dge, avec notamment une
diminution de la longueur des chaines de GAG sulfatés, des modifications de leur composition,
une variabilité plus grande dans la longueur de la molécule. La proportion des agrécanes
capables de s'agréger a 'AH diminue [Buckwalter, 1994; Sztrolovics, 1997]. Ces modifications
de la structure de 'agrécane résultent d'une altération de la synthese de I'agrécane ainsi que d'une
augmentation de la synthése de protéinases. Dans un cartilage sain, 3 populations d'agrécane
peuvent étre distinguées : l'agrécane intact comportant les 3 domaines globulaires, 1'agrécane
débarrassé du domaine G3, ou I'agrécane débarrassé du domaine G1 [Hardingham, 1990].

Dans notre cas, l'existence d'une population unique d'agrécane s'explique par le fait que les rats
soient jeunes : l'activité protéolytique qui s'exerce sur l'agrécane n'est pas suffisante pour que,
dans nos conditions, plusieurs populations soient distinguées.

Au cours des pathologies articulaires inflammatoire ou dégénérative, un déséquilibre s'installe
entre I'augmentation de la synthése des différentes protéinases dans le cartilage articulaire et
celle des TIMP [Martel-Pelletier, 1994]. Ce déséquilibre conduit & une augmentation de la
dégradation des constituants matriciels et contribue de fagon importante a la destruction du tissu
[Cs-Szabo, 1995]. La dégradation de I'agrécane au cours de ces pathologies a suscité beaucoup
d'intérét : I'analyse des fragments du PG dans le liquide synovial ou le sérum, aprés qu'ils aient
diffusé hors du cartilage, peut rendre compte de la sévérité de l'atteinte articulaire [, 1994]. A
notre connaissance, peu d'études décrivent la dégradation de l'agrécane au sein du cartilage

articulaire dans des modeles d'arthropathies expérimentales [Bayne, 1995; Singer, 1995].

Cette étude montre que l'injection intra-articulaire de MIA conduit rapidement a la dégradation
de I'agrécane (J2). Le profil électrophorétique obtenu a J8 n'est pas différent de celui obtenu a J2
: la masse moléculaire des fragment suggére une dégradation de l'agrécane entre les domaines
Gl et G2, et dans la région du domaine G3. L'agrécane perd ainsi les principaux domaines
impliqués dans une interaction avec d'autres constituants matriciels, notamment I'AH. La
majorité des enzymes synthétisées par les chondrocytes sont susceptibles d'hydrolyser la protéine
porteuse de l'agrécane entre les domaines G1 et G2 : ce sont aussi bien les MMP, la cathepsine
B, la plasmine, ou l'urokinase [Hardingham, 1995]. L'utilisation d'inhibiteurs spécifiques de
certaines MMP a permis de mettre en évidence dans un modele in vitro le role prédominant des
stromélysines dans la dégradation de la protéine porteuse de I'agrécane [Bottomley, 1997]. Trois
principaux sites de clivage ont été identifiés entre les domaines G1 et G2 : TAQE/AGEQG, et
VSQE/LGQR, TEGE/ARGS [Ilic, 1992]. Ce dernier correspond au "site agrécanase”, sur lequel
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certains fragments de la fibronectine, la MMPS, et la MT-MMP1 sont actives [Fosang, 1994;
Biittner, 1998].

L'augmentation du nombre de bandes a J15 est en rapport avec une atteinte beaucoup plus
sévere : au dela de J8, 1'évolution de l'arthrose induite par l'injection intra-articulaire de MIA
chez le rat semble se précipiter. Nous observons également la réapparition de plusieurs protéines
de masse moléculaire entre 300 et 260 kDa (J15, figure X.2). Elle pourraient représenter la
néosynthése de l'agrécane dans les régions non portantes au niveau de laquelle se produit
l'ostéophytose. Cependant, une partie des agrécanes nouvellement synthétisés sont probablement
rapidement dégradés : les bandes a 290 et 260 kDa correspondent a la protéine porteuse de
I'agrécane ne présentant plus le domaine G3. Ainsi, dans les régions portantes, la synthése de
I'agrécane est diminuée et sa dégradation est augmentée. A I'inverse, dans les régions les moins
sollicitées, l'augmentation de l'anabolisme et la diminution de l'agrécane conduisent a une
accumulation des constituants matriciels caractérisant I'ostéophytose.

La contribution de I'L-18 et du TNFo dans la dégradation des constituants du cartilage est
connue : ce sont les principales cytokines capables d'induire l'expression des différentes
protéinases, dont les MMP et l'agrécanase [Arner, 1998]. Les rétinoides sont des dérivés de la
vitamine A qui montrent aussi des propriétés a induire la dégradation des PG du cartilage
[Bonassar, 1997]. Cependant, contrairement a I'TL-16 et au TNFa, leur implication dans la
physiopathologie de I'arthrose n'a pas été montrée. A l'inverse, le TGFB antagonise les effets de
I'L-18 [Hardingham, 1994]. La destruction du cartilage dans les régions portantes, et
I'hypertrophie du tissu dans les régions les moins sollicitées met en jeu des voies distinctes, dans
lesquelles 1'ILL- 18 et le TGFB ont des rdles essentiels [Chandrasekhar, 1993].
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Chapitre XI
Apoptose chondrocytaire et arthrose

1. Hypotheses.

Une étude histologique sur les rotules apres l'injection intra-articulaire d'une faible dose de MIA
(0,03 mg; J3, J7, J15, J21) dans le genou des rats nous a permis de constater que des
modifications de la couche de cartilage calcifié et de I'os sous-chondral précédaient une
hypertrophie du cartilage articulaire (J15). Ces modifications consistent en un amincissement de
la couche de cartilage calcifié, visible des J3. Elle est réduite de pres de la moiti€ de son
épaisseur a J7 et elle est devenue presque inexistante a J15. Conjointement, nous avons constaté
la formation d'une travée osseuse continue sous le cartilage (J15). Une telle condensation de 1'os
sous-chondral avant toute atteinte du cartilage patellaire a également été observée dans le modele
d'arthrose induite par la section du LCA (J15).

Cette condensation de I'os sous-chondral implique un mécanisme d'ossification endochondrale
[Gesternfeld, 1996]. Ce processus, qui met en jeu la maturation des chondrocytes en cellules de
type ostéoblastique, s'accompagne de la synthese transitoire de collagene de type X. Un tel
processus de maturation chondrocytaire a été mis en évidence dans les couches profondes du
cartilage articulaire au cours des phases précoces d'une arthrose expérimentale chez le chien, et
dans des échantillons de cartilage humain, dans les régions devenues ostéophytiques [Von der
Mark, 1992; Walker, 1995]. Le collagene de type X n'a pas été décelé dans les couches
moyennes des régions portantes. Nous avons ainsi formulé I'hypothése selon laquelle les
chondrocytes des zones non portantes ont la capacité de moduler leur phénotype vers celui d'un
chondrocyte hypertrophique en réponse a un stress. Par contre, les chondrocytes des régions non
portantes n'auraient pas cette aptitude, et, comme le suggérait Erlacher en 1995, s'orientent vers

une mort cellulaire par apoptose.

Nous avons vérifié cette hypothése dans le modele d'arthrose induite par l'injection
infrapatellaire d’une faible dose de MIA (0,03 mg). Nous avons comparé la synthése des PG
dans le cartilage patellaire, considéré comme un indice d'une souffrance cellulaire, aux variations
de I'expression des ARNm des génes codant pour I'lL-18, bax et Bcl-2. Ces paramétres ont été
étudié en fonction de l'évolution de l'arthrose expérimentale, entre J2 et J30. Nous avons
également vérifié dans quelle mesure les chondrocytes montraient des signes d'apoptose par une

méthode TUNEL in situ et par cytométrie de flux, a deux temps clés, J2 et J10.
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Les résultats de cette étude ont fait I'objet d'un article, actuellement soumis a la revue "Arthritis
and Rheumatism", et placé en annexe a la fin de ce chapitre. Les résultats et les conclusions de

ces travaux sont résumés dans les paragraphes suivants.

2. Résultats.

L'étude de la synthese des PG nous a permis de confirmer les résultats précédemment obtenus 2
la méme dose de 0,03 mg de MIA : I'incorporation de 338 est inhibée dans le centre de la rotule
et plus élevée dans le cartilage péripatellaire. Le méme type de variations transitoires est
observé : l'inhibition de la synthése des PG dans le centre de la rotule est moins importante & J6,
ainsi qu'a J20 et J25. Elle est maximale a J4, entre J10 et J15, et & J30.

L'expression des ARNm de I'IL-18, de bax, Bcl-2 et du collagéne de type X a été étudiée par RT-
PCR (transcription inverse - réaction de polymérisation en chaine) grice a des amorces
spécifiques, en raison de la faible quantité d'ARN totaux extraits du cartilage patellaire du rat.
Ces 4 marqueurs sont exprimés de fagon constitutive dans le cartilage patellaire chez le rat.
L’expression de bax et de I'IL-18 a été rapportée d’une part a la G3PDH, ainsi qu’au niveau
d’expression du géne correspondant obtenu dans un cartilage sain, de fagon & mieux apprécier
les variations de I’expression de ces genes au cours de 1’arthrose expérimentale. Bcl-2 étant trés
faiblement exprimée dans un cartilage sain, I’expression de ce geéne aprés I’injection intra-

articulaire de MIA a simplement été rapportée a la G3PDH.

L'expression de bax dans les chondrocytes est augmentée de J2 a J20 en réponse a I’injection de
MIA. Le niveau d’expression le plus élevé (x7 a x8) a été observé a J10 et a J20. Bcl-2 est
fortement exprimé a J2 (x120), puis diminue de J6 a J15. Bcl-2 est a nouveau plus fortement
exprimé entre J20 (x60) et J30 (x30).

L'injection intra-articulaire de MIA conduit également a une augmentation de I'expression de
I'IL-18 & J2 par rapport a son niveau d'expression dans un cartilage sain (injection intra-
articulaire de sérum physiologique, x3,5). De J4 & J6, son expression est comparable a celle
observée dans un cartilage sain. Elle augmente a nouveau entre J10 et J15 (x2 a x3,5
respectivement). L’IL-18 est exprimé a un taux basal entre J20 et J25, puis son expression

augmente faiblement a J30.

La cytométrie de flux a mis en évidence des taux faibles (entre 0,5 et 4%) et équivalents de
chondrocytes apoptotiques entre un cartilage sain et 2 jours apres l'injection intra-articulaire de
MIA. La méthode TUNEL n'a pas permis de mettre en évidence de chondrocyte apoptotique ni
dans le cartilage de rats témoins, ni a la suite de l'injection de MIA (J2). A l'inverse, ces deux
méthodes ont permis de déceler des chondrocytes apoptotiques 10 jours apres l'injection de MIA

(0,03 mg; 16 248 % de chondrocytes apoptotiques décelés en cytométrie de flux).
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3. Discussion.

L'injection intra-articulaire de MIA conduit 2 une pathologie dégénérative du cartilage articulaire
caractérisée par une érosions du cartilage articulaire et la formation d’ostéophytes. Le handicap
survenant de fagon tardive a la suite de l'injection d’une dose élevée de MIA (de 0,3 & 3 mg)
traduit, comme en clinique, une atteinte articulaire sévere. A l'inverse, une faible dose de MIA
(0,03 mg) conduit a un processus dégénératif lent qui s’accompagne de variations successives de

la synthése des PG. Aucune diminution de la fonction articulaire n’a été observée a cette faible

dose [Guingamp, 1997].

La synthése des PG est considérée comme un indice d’une souffrance chondrocytaire. Dans le
cartilage centropatellaire, et en réponse a ’injection de 0,03 mg de MIA, elle est inhibée de
facon importante (jusqu’a -70% & J2 par rapport a un cartilage sain) et inconstante : a J6,
I’anabolisme est diminué de fagon moindre, et il est comparable a un cartilage sain a J25. Cette
altération de I’activité chondrocytaire est liée a I'inhibition de certaines enzymes de la glycolyse
par le MIA, conduisant a la diminution du taux intracellulaire d'ATP [Kalbhen, 1985]. Cet agent
réagit également avec les groupements thiols d'autres constituants tels que la forme réduite du
glutathion ou la thioredoxine. Une déplétion chimique du gluthation intracellulaire conduit & une
diminution de la synthese des PG par les chondrocytes [Habuchi, 1991]. Cet effet a été attribué a
un changement de 1'état redox de la cellule, qui contribue a réguler l'activité de certains facteurs
de transcription [Kamata, 1999]. C'est le cas de AP-1 dont l'activité est modulée au niveau d'un
résidu cystéine, et qui régule I'expression de génes codant pour des protéines matricielles [Abate,
1990]. Cependant, ces effets du MIA sur 1’état redox des chondrocytes est certainement
transitoire, et il est impossible qu’il soit responsable de I'inhibition de la synthése des PG qui
persiste jusqu’a J30. La diminution de 1’anabolisme peut &tre 1ié a la synthése d’IL-18 par les
chondrocytes eux-mémes. Cette cytokine a été largement impliquée dans I’inhibition de la
synthése des PG, et dans la physiopathologie de I’arthrose [Towle, 1997]. Dans cette étude, les
variations de la synthése des PG peuvent étre reliées a ’expression de I'IL-18 : I’anabolisme
chondrocytaire est diminué lorsque 1’expression de I’IL-18 est augmentée (J2, J10, J15, J30). A
I’inverse, la synthése des PG est diminuée de facon moindre (J6), ou comparable a celle d’un
cartilage sain (J25), lorsque I’expression de I’IL-18 est faible. Ainsi, 1’inhibition de I’anabolisme
chondrocytaire en réponse a 1’injection intra-articulaire de le genou du rat résulte en premier lieu
d’une déplétion en ATP et de I’inactivation de certains facteurs de transcription de génes codant
pour des protéines matricielles. Ensuite, cette inhibition est entretenue par la synthése de

certaines cytokines telles que I'IL-18.
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La modulation de 1'état redox d'une cellule intervient également dans les phénoménes de mort
cellulaires (Kamata, 1999). Le niveau d’expression des ARNm codant pour bax et Bcl-2 peut
étre un bon indice du devenir d’une cellule. En réponse a I’injection intra-articulaire de MIA,
P’expression de bax est augmentée. Elle est maximale entre J10 et J20. Bcl-2 est également
fortement exprimé a J2, J20 et J25. La cytométrie de flux et la méthode TUNEL (in situ, sur des
coupes de cartilage patellaire) ont €t utilisées pour déceler des chondrocytes apoptotiques a J2
et 2 J10. A ces deux temps, I’expression du géne codant pour Bcl-2 est respectivement maximale
et faible, bax et I'IL-18 sont surexprimés et la synthése des PG est fortement diminuée. A J2, ni
la méthode TUNEL ni la cytométrie de flux ne nous ont permis de déceler de cellules
apoptotiques. A I’'inverse, la cytométrie de flux ainsi que la méthode TUNEL ont mis en
évidence des chondrocytes apoptotiques 10 jours aprés I'injection de MIA. La plupart des
cellules apoptotiques sont localisées dans les régions portantes du cartilage patellaire, dans la
couche moyenne. Dans un modé¢le d’arthrose induite par la section du LCA chez le chien, des
chondrocytes apoptotiques ont été observés dans la couche superficielle, a proximité de la
membrane synoviale [Hashimoto, 1998]. Ainsi, I’apoptose chondrocytaire est un phénomene qui
existe a4 la fois au cours de [’arthrose chez ’'homme et dans des modéles d’arthrose
expérimentale chez I’animal. Cependant, il semblerait que le mode d’induction de cette arthrose
expérimentale (étiologie?), ’environnement (proximité de la membrane synoviale) et les
contraintes mécaniques déterminent quels chondrocytes sont condamnés.

Au cours de I’arthrose induite par I’injection intra-articulaire de MIA (0,03 mg), la comparaison
des variations de la synthése des PG avec celles de I’expression des différents génes a permis de
déterminer deux phases. La premiére se déroule de J2 a J6 : I'expression des ARNm codant pour
Bcl-2 et la synthése des PG varient d’une fagon opposée. La forte expression de Bcl-2 constitue
une adaptation chondrocytaire en réponse a la modification de I’état redox induite par le MIA,
qui protege la cellule d’une mort par apoptose.

La seconde phase se déroule de J10 a J30. La synthése des PG et I’expression de Bcl-2 évoluent
de fagon similaire, et leurs profiles sont opposés a ceux de bax et de 'IL-18. Le faible niveau
d’expression de Bcl-2 dans les chondrocytes lorsque celui de bax et de I'IL-18 est élevé est
associé a une mort cellulaire par apoptose. A J25, la synthése des PG est comparable a celle d’un
cartilage sain lorsque 1’expression des ARNm codant pour Bcl-2 est importante. Cette
surexpression de Bcl-2 dans un cartilage arthrosique a été interprétée par Erlacher [1995] comme
une tentative des chondrocytes de se protéger d'une mort cellulaire par apoptose, qui pourrait
contribuer a préserver l'intégrité de la matrice cartilagineuse.

Ainsi, I’arthrose expérimentale induite par I’injection intra-articulaire d’une dose faible (0,03
mg) de MIA dans le genou du rat reproduit de nombreux aspects de la pathologie humaine. Ce
modele d’arthrose peut ainsi permettre d’étudier I’efficacité de certaines molécules a moduler

I’apoptose chondrocytaire et une atteinte dégénérative du cartilage articulaire.
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Conclusion et perspectives
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Conclusions et perspectives

L’arthrose est une des rares maladies dont I'évolution n'est pas fatale, et qui suscite pourtant un
grand intérét : 80 % de la population présentent au moins une atteinte articulaire, et, pour
nombre d’entre eux, elle s’accompagne de douleurs articulaires et d’une geéne fonctionnelle
parfois trés invalidantes. Aux yeux de la société, ’arthrose est un probléme social et

économique.

Pour mieux comprendre la physiopathologie d’une affection ou déterminer la pertinence
thérapeutique d’une molécule, des modeles d’étude in vitro ainsi que des modeles
expérimentaux chez I’animal ont été développés. Une ambivalence existe au cours de 1’arthrose
en raison des phénomenes de destruction du cartilage et de reconstruction qui se produisent au
sein d’une méme articulation. De plus, nos connaissances de I'étiologie et de la
physiopathologie de cette maladie sont insuffisantes. Il est donc plus aisé de déterminer la
pertinence d’un modele d’arthrose expérimentale d’apres des critéres morphologiques (érosions
et ostéophytes). Le modele d’arthrose consécutive a la section du LCA est le plus apprécié en
raison de la similitude avec la clinique. Cependant, comme nous avons pu le constater chez le
rat, la contribution des phénomenes inflammatoires dans ce mode¢le est importante. Si 1’arthrose
est davantage associée a un désordre du métabolisme énergétique des chondrocytes, 1’injection
intra-articulaire de MIA peut paraitre satisfaisante. Cependant, cette arthrose expérimentale, si
elle ne s’accompagne d’aucune manifestation inflammatoire, ne conduit a aucune altération de
surface (fibrillation) du cartilage qui est si caractéristique d'une atteinte arthrosique chez
I'homme. Ainsi, chaque modele présente des similitudes et des différences par rapport a la

pathologie humaine.

Ce sont les manifestations cliniques tardive (douleurs, géne fonctionnelle) qui signent le début
de la prise en charge thérapeutique des patients qui présentent une atteinte arthrosique. La
télémétrie, qui permet la mesure de la mobilité spontanée du rat, nous a autorisé une approche
« clinique » d’une arthrose expérimentale. L’installation progressive d’un handicap au cours
de I’arthrose induite par I’injection intra-articulaire de MIA marque, comme dans la pathologie

humaine, une atteinte articulaire sévere.

La survenue d’un handicap constitue ainsi un point de repére par rapport a la progression de
I’arthrose expérimentale. Il paraissait ainsi facile de pouvoir évaluer la capacité de I'IRM a
déceler des lésions du cartilage, ou encore de déterminer la contribution des phénomeénes

conduisant a la dégradation de I’agrécane au cours des phases précoces asymptomatiques.
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Cependant, la progression trop rapide des 1ésions induites par une dose élevée de MIA ne nous
a pas permis de révéler I'intérét de I'IRM. Les travaux ultérieurs ont permis de montrer que cette
technique d’imagerie permettait de déceler des modifications du cartilage en fonction de 1’Age du
rat. Le travail entrepris actuellement consiste a identifier le(s) parameétre(s) qui conduit (sent) a
une modification du signal IRM. II faudra ensuite montrer dans quelle mesure I'IRM est aussi
performante pour déceler une atteinte du cartilage articulaire lorsque la progression de 1’arthrose
est plus lente (dose faible de MIA, section du LCA).

L’étude de la dégradation de I’agrécane au cours d’une arthrose qui se développe en si peu de
temps permettait d’évaluer rapidement si cette technique, telle que nous I’avons développée dans
le Laboratoire, était suffisamment sensible. La poursuite de ce travail consistera a déterminer la
contribution de la dégradation de I’agrécane lorsque la progression de I’arthrose consécutive a
I'injection de MIA est plus lente. Il nous faudra également identifier de fagon plus précise les

fragments de la protéine porteuse de 1’agrécane.

Il faut également souligner que, et en dehors de toute relation avec I’arthrose expérimentale, la
télémétrie nous a permis de définir I’injection intra-articulaire d’une dose élevée de MIA en tant
que modele de douleur (hypomobilité précoce et transitoire). Il semble d’autant plus intéressant
qu’il n’y a aucune contribution de phénomene systémique (ficvre). Il pourrait s’agir d’un
modele de douleur pure, que l'on se doit de mieux caractériser, en identifiant directement les

médiateurs impliqués (neuromédiateurs, cytokines, prostaglandines, radicaux libres, ...).

Enfin, ’injection d’une faible dose de MIA, qui conduit & I'installation d’un processus
dégénératif du cartilage articulaire trés progressif, nous a permis de reproduire une souffrance
chondrocytaire aboutissant a une apoptose cellulaire. Des résultats similaires ont été obtenus sur
des échantillons de cartilage humain présentant les signes d’une arthrose.

Cet aspect similaire entre la pathologie humaine et la pathologie expérimentale permet
d’envisager de nouvelles voies pharmacologiques et thérapeutiques. Elles consistent a moduler
I’apoptose chondrocytaire, en intervenant sur les acteurs de cette mort cellulaire, tels que les
caspases. L’utilisation de peptides inhibiteurs de ces enzymes, ou encore la modulation de leur
expression sont deux voies possibles. La thérapie génique apparait comme une voie (res
intéressante pour un tissu tel que le cartilage en raison de sa faible densité cellulaire, et qui
pourrait permettre une meilleure réparation tissulaire. C'est cette voie que nous avons privilégiée
dans le cadre d'une étude en collaboration avec Steffen Gay. Quelle que soit la cible
pharmacologique ou la voie permettant de I’atteindre, la thérapie devra contribuer a diminuer

I’érosion du cartilage, sans pour autant exacerber le processus d’ostéophytose.
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EVIDENCE FOR NEUROGENIC TRANSMISSION INDUCING
DEGENERATIVE CARTILAGE DAMAGE DISTANT FROM
LOCAL INFLAMMATION

ELVIRE DECARIS, CORINNE GUINGAMP, MIREILLE CHAT, LIONEL PHILIPPE,
JOEL-PAUL GRILLASCA, AMR ABID, ALAIN MINN, PIERRE GILLET, PATRICK NETTER, and
BERNARD TERLAIN

Objective. To investigate involvement of the ner-
vous system in ipsilateral and contralateral joint in-
flammation. :

Methods. Freund’s complete adjuvant (CFA; 1 mg
or 1 pg) was injected unilaterally and the messages (a)
from the hind paw to the ipsilateral and contralateral
knees and (b) from one knee to the contralateral knee
were analyzed. The degenerative impact of the local
injury on distant cartilage was assessed using patellar
proteoglycan synthesis as an indicator. Neurogenic
mechanisms were blocked either by spinal cord com-
pression or by injection of neurokinin 1 (NK-1) antag-
onist, or they were mimicked by intraarticular injection
of substance P. The data were compared with those
gathered in a model of systemic inflammation, charac-
terized by fever and serum interleukin-6 production.

Results. After unilateral subcutaneous injection
of CFA, proteoglycan anabolism decreased bilaterally.
Spinal cord compression and administration of the
NK-1 antagonist inhibited the response in the contralat-
eral limb. Following 1 mg CFA subcutaneous injection,
the ipsilateral response implicated both neurogenic and
systemic mechanisms, whereas the nervous system
alone was implicated after 1 pg subcutaneous CFA
injection. The 1 pug CFA intraarticular injection induced
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a degenerative contralateral signal, which was abolished
by spinal cord compression and by pretreatment with
the NK-1 antagonist. Intraarticular injection of 1 ug
CFA also induced an ipsilateral increase of anabolism,
which was enhanced by spinal cord compression. Simi-
lar results were obtained after intraarticular injections
of substance P. These effects were not reproduced with
turpentine treatment, a systemic model, in which spinal
cord compression had no effect.

Conclusion. A unilateral inflammation can in-
duce, by neurogenic mechanisms, distal bilateral degen-
eration of articular cartilage, implicating involvement of
neuropeptides. 2

Clinical observations suggest that nervous system
phenomena and neuropeptides may be involved in the
pathogenesis of diseases such as rheumatoid arthritis
(RA), which is usually distal, bilateral, and etric
(1). Reports of atypical unilateral RA or osteoarthritis,
in which a limb paralyzed by hemiplegia (2,3) or polio-
myelitis (4) is totally or partially spared by the arthritic
process, suggest that the nervous system may affect the
development of these discases. More recent studies
suggest that neuropeptides may play a role in the early
phases of RA (5), and this contention is strengthened by
the finding that the concentration of the neurotransmit-

- ter substance P is increased in the synovial fluid of

patients with arthritis (6). Substance P stimulates syno-
viocyte proliferation, induces the secretion of prosta-
glandin E, and collagenase (6), and stimulates neutro-
phils, lymphocytes, mast cells, and monocyte/
macrophages producing various cytokines, including
interleukin-1 (IL-1) (7), tumor necrosis factor e, and
IL-6 (8).

Numerous experimental data reinforce these
clinical results. In rats, neuropeptide levels in synovial



fluid rose bilaterally during locally induced inflamma-
tion (9). Likewise, the expression of both substance P
and calcitonin gene-related peptide (CGRP) messenger
RNA (mRNA) increased bilaterally in spinal cord neu-
rons (10,11), and in the spinal cord, the amounts of
substance P and CGRP were increased at the level of an
L4 vertebral lesion (12,13). No such changes were seen
at the L3 level, suggesting that the contralateral re-
sponse does not result from a systemic action (14).
Neuropeptides may also participate in the pathogenesis
of algodystrophy, in which injury of the autonomic
nervous system is associated with pathologic changes in
distant soft tissues and bones (15).

A local inflammation can produce degenerative
articular effects from a distance, through systemic or
cellular transmission pathways. We wished to investigate
whether, in rats, such degenerative effects, estimated by
assaying cartilage anabolism, can also be propagated
through neurogenic pathways. We therefore studied, in
rats that did and rats that did not have spinal cord injury
that would interrupt neural transmission of any signal,
(a) the response in both knees to a subcutancous
injection of an inflammatory agent into 1 hind paw, and
(b) the response in the contralateral knee to an intraar-
ticular injection through the infrapatellar ligament. The
degenerative effect of a local injury on distant articular
cartilage was evaluated by assessing the synthesis of
patellar proteoglycan (PG), used as a major index of
cartilage metabolism. The expression of IL-18 mRNA in
synovial membrane was also quantified, because this
interleukin is a proinflammatory cytokine considered to
be the key mediator of anabolism decrease (16,17).

‘We experimented along these lines using various
models in Wistar rats, since this strain mounts a milder
arthritogenic response to Freund’s complete adjuvant
(CFA) than do Lewis rats. Initially, we used CFA
containing 1 mg Mycobacterium tuberculosis. This classic
inflammatory agent, in contrast with others such as
turpentine (18), has a partially systemic effect. In a
variant of this model, we administered a very low dose of
CFA (1 pg), which produced local inflammation but no
fever. The contribution of substance P was studied by
injecting it unilaterally at various doses into the knee.
We also administered an antagonist eurok:injn 1
(NK-1) receptor (19,20). The results ‘wére compared
with those obtained by injecting turpentine, which is
known to have predominantly systemic effects (21,22).

MATERIALS AND METHODS

Animals. Experiments were performed on male Wistar
rats weighing 150-175 gm (Charles River, Saint-Aubin-lés-

Elbeuf, France). Rats were housed in individual cages with free
access to standard laboratory food and water. The room was
kept on a 12 hour/12 hour light/dark cycle (light-on period 6:00
AM=6:00 pM) with controlled temperature (24 = 1°C). Our local
ethics committee approved the experimental protocols. Guide-
lines for laboratory procedures were followed at all times.

Spinal cord injury. Spinal cord injuries were produced
using the extradural balloon compression method as described
by Khan and Griebel (23). Animals were anesthetized with
intraperitoneal ketamine hydrochloride (50 mg/kg) and
acepromazine (1.25 mg/kg). Spinal cord injury was produced 1
cm upon the L4 lumbar vertcbra, using a model 12-060-2F
Fogarty arterial embolectomy balloon catheter (Baxter, Irvine,
CA) to produce cord compression. The maximum air capacity
of the balloon is 0.2 ml, The distal tip of the catheter is soft and
short and positioned @ately, and the catheter held in place
manually. After a parfial dorsal laminectomy, the deflated
balloon catheter was inserted for 1 cm above the site of the
partial laminectomy, on the dorsal surface of the spinal cord.
The balloon was inflated with a manual air compressor to a
pressure of 2 bar, was held in place for 3 minutes, and then was
deflated and removed from the spinal canal.

The rats were housed individually and their bladders
were expressed manually once daily, beginning on the day of
the operation. They were all kept for 5 days after the surgery,
because 2 days were needed for recovery from surgery, and the
longest experimental time used for any was 72 hours. The rats
were killed 6, 12, 24, 48, or 72 hours after the inflammation-
inducing injection (n = 6 per group). Comparisons were made
with untreated controls and controls given injections of
inflammation-inducing agents but whose spinal cords were not
injured (n = 6 in each of these groups). Another control group
(n = 11) was subjected only to spinal cord compression, in
order to evaluate any changes resulting from the lack of
movement.

Induction of inflammation. Inflammation was induced
by unilateral injection (at hour 0) of CFA, an emulsion of
heat-killed M tuberculosis H37 RA (Difco, Detroit, MI) in
sterile mineral oil (paraffin oil, NaCl 0.9%, Tween 80), either
subcutaneously into the hind paw or intraarticularly through
the infrapatellar ligament. Various doses of CFA were used (1
pg and 1 mg in 100 pl for subcutaneous injections and 1 pg in
50 pl for intraarticular injections). The contribution of sub-
stance P (a gift from Dr. S. Moussaoui, Rhéne Poulenc-Rorer,
France) was determined by injecting this agent (0.2 pg, 1 pg, 2
1g, 10 pg, and 20 pg, in 50 pl isotonic saline) unilaterally into
the joint at hour 0. For purposes of comparison with a systemic
inflammation, some rats were given a unilateral subcutaneous
injection of 100 ul turpentine (at hour 0).

Administration of antagonist to NK-1 receptor.
LY303870 [(R)-1-[N-(2-methoxybenzyl) acetylamino]-3-(1H-
indo-3-yl)-2-[N-(2-(4-(piperidin-1-yl) piperidin-1-yl) acetyl)
amino] propane], synthesized at Rhone Poulenc-Rorer,
France, was a gift from Dr. V. Fardin (Rh6ne Poulenc-Rorer).
This nonpeptide NK-1 receptor antagonist (19,20) was admin-
istered intraperitoneally at a dose of 20 mg/kg body weight in
0.IN HCI/0.9% NaCl (1/15) 24 hours and 12 hours before
induction of inflammation (n= 6 each in the LY303870-treated
group, the untreated control group, and the excipient-treated

group).
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Measurement of body temperature. In order to
estimate the systemic contribution to inflammation, body
temperature was recorded hourly using battery-operated
biotelemetric transmitting devices (1.8 cm in diameter, 4.5
gm; Mini-Mitter, Sunriver, OR) implanted intraperitoneally
under sterile conditions (24,25). Six rats were housed in
individual plastic cages kept on the biotelemetry receiver
plates. After a 5-day period of adaptation following the
implantation of the transmitter, the rats’ body temperatures
were measured every hour. The value for each animal was
normalized to that of the night before the injection day, and
therefore, each animal served as its own control.

Measurement of edema. After subcutaneous injection,
the degree of edema was determined by plethysmography in 6
rats. After intraarticular injection, the width of the knee joint
(%0.01 mm) was measured with an Oditest caliper (26). For all
experiments, the swelling was expressed as the percentage
change relative to the change in 6 untreated control rats.

IL-6 assay. Blood samples were collected in sterile
tubes by cardiac puncture and centrifuged, and serum was
stored at —20°C until testing. Samples (n = 6) were assayed for
their ability to support the proliferation of an IL-6—dependent
B9 cell line, as described previously by us (27). Results were
expressed as arbitrary units (AU) per milliliter; .1 AU/ml
produced half-maximal cell proliferation, and the detection
limit was 2.5 AU/ml.

Cartilage anabolism. PG synthesis was assessed€x vivo'
by measuring the incorporation of Na,->*SO, in the pa
(26,28). Rats were anesthetized by intraperitoneal injection of
ketamine hydrochloride (50 mg/kg) and acepromazine (1.25
mg/kg) and killed by cervical dislocation. Both patellae were
carefully dissected out and were incubated for 3 hours with
Na,-**SO, (0.6 pCi/ml; Amersham, Les Ulis, France). After
decalcification, the central area of the patellaec was sampled
with a2 2 mm-diameter biopsy punch (Stiefel, Nanterre,
France). The amount of **S-sulfate incorporated, considered a
reliable measure of the amount of newly synthesized sulfated
glycosaminoglycan, was counted by liquid scintillation spec-
trometry. For cartilage anabolism studies, rats were killed 6,
12, 24, 48, or 72 hours after induction of the local inflammation
(n = 6 per group).

Expression of IL-18 mRNA. IL-18 mRNA from rat
synovium was assayed using a quantitative multistandard re-
verse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)
method that takes advantage of both IL-18 and G3PDH
sequence conservation between animal species (29). This
protocol allowed us to normalize the amounts of IL-1 mRNA
with respect to those of G3PDH mRNA in each sample. For
amplification of IL-1B, the direct primer extended from nucleo-
tides 181 to 202 and the reverse primer from nucleotides 879 to
859, in accordance with the rat sequence (GenBank accession
no. M98820). For amplification of G3PDH, the direct primer
extended from nucleotides 50 to 72 and the reverse primer
from nucleotides 863 to 841, in accordance with the rat
sequence (GenBank accession no. M17701). Each amplifica-
tion product was then distinguished by restriction site polymor-
phism: Avr II digested the rat IL-18 products into 2 fragments
(643 and 57 basepairs), while the mouse products remained
uncut. A similar difference in pattern of restriction sites was
used to differentiate G3PDH products: a single Hind 11

restriction site (producing 643- and 171-bp fragments) was

present in mice, but not in rats.

Amplification products were quantitated after electro-
phoresis and analysis of ethidium bromide-stained gels. Re-
sults are expressed as the ratio (IL-1B8.,/G3PDH_,,):
(G3PDH,, .. /TL-1B,0usc)s in AU. For RT-PCR studies, rats
were killed 6, 12, 24, 48, or 72 hours after induction of
inflammation (n = 6 per group).

Statistical analysis. After a global comparison by
analysis of variance, the different groups were compared using
Fisher’s t-test. P values less than 0.05 were considered signifi-
cant. Statistical analysis was performed on experimental data
only, not on percentages.

RESULTS

We first confirmed that in control rats, cartilage
anabolism was the same in the 2 patellae and that IL-18
mRNA was not expressed in synovium. We also verified
that spinal cord compression alone had no effect on PG
anabolism in patellar cartilage from hour 0 to hour 72.
Thus, the changes observed in the joints during the
experiments were not artifacts due to the lack of move-
ment caused by the paraplegia.

Effects of unilateral subcutaneous injection of
CFA (1 mg) (mixed model). After subcutaneous injec-
tion of CFA at 1 mg, there was significant edema of the
injected paw accompanied by fever and
production of serum IL-6 (Figures 1A and B), with a
peak of fever at hour 8 and a return to normal body
temperature by hour 12. PG anabolism was decreased by
15-46% in both patellae from hour 6 to hour 72, and
IL-18 mRNA was detected in the synovial membranes
of both knees. Interruption of the spinal cord totally
abolished the contralateral response, but did not affect
the 25% decrease in PG anabolism in the ipsilateral
patella at hour 6 No further significant
variation of cartilage anabolism was detected in the
patellae of animals with spinal cord injury (Figure 2B).
IL-1 mRNA was not expressed after spinal cord com-
pression.

Effects of unilateral subcutaneous or intraartic-
ular injection of CFA (1 pg) (neurogenic model). The
smaller dose of CFA was chosen from among several
doses tested (1 mg, 100 pg, 10 pg, and 1 pg) because it
did not cause fever (which is a major indicator of a
systemic response) but it did produce mild local inflam-
mation (data not shown). Given subcutaneously, this
dose produced edema of the ipsilateral hind paw (Figure
1C) but no fever (Figure 1A) or serum IL-6 (Figure 1B).
Despite the absence of these typical systemic effects, the
cartilage of both knee joints was damaged: PG synthesis
was significantly decreased (by 25-42%) for 72 hours.
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Figure 1. Effects of unilateral injection of an inflammatory agent on

systemic (A and B) and local (C) inflammatory phenomena in rats. A,
Variation of body temperature versus pretreatment levels (each rat
used as its own control) (mean * SD pretreatment temperature
37.42 = 0.18°C). Body temperature was measured biotelemetrically
(see Materials and Methods) after injection of Freund’s complete
adjuvant (CFA) either subcutaneously (sc) at 1 mg (dashed line) or 1
pg (solid line) or intraarticularly (ia) at 1 pg (times signs), or of
substance P (SP) (2 pg intraarticularly) (open circles) or turpentine
(100 pd subcutaneously) (closed squares). B, Levels of interleukin-6
(IL-6) in serum (characterizing the systemic response), as judged by
the ability to support the proliferation of the IL-6-dependent B9 cell
line at hour 24. C, Edema (expressed as a percentage of measurements
in untreated control rats) ipsilateral to the injection site. Values are the
means (n = 6 animals in each group). * = P < 0.05; ++ = P < 0.0001,

versus untreated controls).

IL-18 mRNA was detected in both synovial membranes

Spmal cord injury totally abolished these

effects on the cartilage of both knees (Figure 3B) as well
as the expression of IL-1 mRNA (data not shown).

When injected intraarticularly into a knee joint, 1

rg CFA produced edema in the injected knee (Figure

1C), but no fever (Figure 1A) or IL-6 (Figure 1B). In the
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Figure 2. Effects of unilateral subcutaneous (sc) injection of 1 mg
Freund’s complete adjuvant (CFA) on proteoglycan synthesis in
patellar cartilage of rats (as a percentage of values in untreated
controls; mean = SD Na,-**SO, incorporation in contral patellae
609.02 = 0.54 cpm) and on interleukin-1 (IL-1) mRNA expression in
synovium. A, Rats with intact spinal cords. B, Rats after spinal cord
compression. Hatched bars show the ipsilateral response; solid bars
show the contralateral response. Arrows on diagrams of supine rats
indicate the site of injection: spc = spinal cord; p = patella; hp = hind
paw; times sign indicates spinal cord compression. Values are the
means (n = 18 untreated rats, 11 compression controls, 6 rats
undergoing injection without compression, and 6 rats undergoing
injection with compression). * = P < 0.05 versus untreated controls; #
= P < 0.05 versus rats that underwent injection without spinal cord

injury.

contralateral limb, patellar PG anabolism was decreased
by 22-38% and synovial IL-18 mRNA was enhanced
these effects were not seen in the contralat-

knees of the rats with injured spinal cords (Figure
4B). Ipsilaterally, PG anabolism decreased slightly at
first but returned to normal by hour 24 (Figure 4A). The
interruption of the nervous pathway induced a signifi-
cant ipsilateral increase of PG synthesis, by up to 53%
(Figure 4B). The expression of IL-1 mRNA was abol-
ished after spinal cord injury in both synovial mem-
branes (data not shown).
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Figure 3. Effects of unilateral subcutaneous injection of 1 ug CFA on
proteoglycan synthesis in patellar cartilage of rats (as a percentage of
values in untreated controls; mean *+ SD Na,-**SO, incorporation in
control patellae 609.02 = 0.4 cpm) and on IL-1 mRNA expression in
synovium. A, Rats with intact spinal cords. B, Rats after spinal cord
compression. Hatched bars show the ipsilateral response; solid bars
show the contralateral response. Arrows on diagrams of supine rats
indicate the site of injection. Values are the means (n = 18 untreated
rats, 11 compression controls, 6 rats undergoing injection without
compression, and 6 rats undergoing injection with compression) * =
P < 0.05 versus untreated controls; #+ = P < 0.0001 versus untreated
controls; # = P < 0.05 versus rats that underwent injection without
spinal cord injury. See Figure 2 for definitions and explanations.

Effects of unilateral intraarticular injection of 2
pg substance P. Substance P was administered by uni-
lateral intraarticular injection through the infrapatellar
ligament, and the contribution of this agent to the
inflammatory process was evaluated. In preliminary
tests, the effect of substance P (at doses ranging from 0.2
pg to 20 pg, and evaluated 24 hours after the unilateral
injection) had varied with the dose, ranging from no
effect (with 0.2 pg) to a significant increase in the
ipsilateral patella after injection of 20 ug. A 0.2-ug dose
of substance P did not induce variation in cartilage
anabolism, whereas an injection of 1 pg induced a
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Figure 4. Effects of unilateral intraarticular (ia) injection of 1 pg
CFA on proteoglycan synthesis in patellar cartilage of rats (as a
percentage of values in untreated controls; mean * SD Na,-*°SO,
incorporation in control patellac 609.02 * 0.54 cpm) and on IL-1
mRNA expression in synovium. A, Rats with intact spinal cords. B,
Rats after spinal cord compression. Hatched bars show the ipsilateral
response; solid bars show the contralateral response. Arrows on
diagrams of supine rats indicate the site of injection. Values are the
means (n = 18 untreated rats, 11 compression controls, 6 rats
undergoing injection without compression, and 6 rats undergoing
injection with compression). * = P < 0.05 versus untreated controls; *#
= P < 0.0001 versus untreated controls; # = P < 0.05 versus rats that
underwent injection without spinal cord injury; ## = P < 0.0001
versus rats that underwent injection without spinal cord injury; + =
P < 0.05, contralateral side versus ipsilateral side; ++ = P < 0.001,
contralateral side versus ipsilateral side. See Figure 2 for other
definitions and explanations.

significant (16%) decrease in PG synthesis in the ipsi-
lateral patella but had no effect on the contralateral side.
A larger dose (2 pg) induced a significant (17-24%)
decrease in PG anabolism in both patellae. Injections of
both 10 pg and 20 pug substance P induced a significant
(18-29%) bilateral increase in cartilage anabolism in the
2 patellae. For the experiments reported here, the 2-ug
dose of substance P was used, since it produced the same
changes as those induced by CFA injections and by
intraarticular injection of IL-1 (26).
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Figure 5. Effects of unilateral intraarticular (ia) injection of 2 pg
substance P on proteoglycan synthesis in patellar cartilage of rats (as a
percentage of values in untreated controls; mean * SD Na,-**SO,
incorporation in control patellae 609.02 = 054 cpm) and on IL-1
mRNA expression in synovium. A, Rats with intact spinal cords. B,
Rats after spinal cord compression. Hatched bars show the ipsilateral
response; solid bars show the contralateral response. Arrows on
diagrams of supine rats indicate the site of injection. Values are the
means (n = 18 untreated rats, 11 compression controls, 6 rats
undergoing injection without compression, and 6 rats undergoing
injection with compression). * = P < 0.05 versus untreated controls; *+
= P < 0.0001 versus untreated controls; # = P < 0.05 versus rats that
underwent injection without spinal cord injury; + = P < 0.05,
contralateral side versus ipsilateral side. See Figure 2 for other
definitions and explanations.

Substance P at the 2-pug dose induced neither
edema nor (judging from the absence of fever [Figure
1A] and serum IL-6 [Figure 1B]) a typical systemic
inflammation. PG synthesis was decreased by 22-38% in
both patellae, from hour 6 to hour 72, with a bilateral
increase in the expression of IL-18 mRNA in synovial
membranes that was absent after spinal
cord compression. When the spinal cord was injured, the
contralateral response was abolished. Ipsilaterally, the
presence of substance P alone after spinal cord compres-
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sion induced a 16% increase in PG anabolism from hour
24 to hour 72 (Figure 5B).

Effects of pretreatment with NK-1 antagonist on
CFA-induced modifications in PG anabolism. To con-
firm that substance P contributes to the transmission of
a cartilage-degenerative signal, LY303870, a nonpeptide
NK-1 antagonist, was administered 24 hours and 12
hours before the induction of inflammation. First, we
showed that the administration of neither the antagonist
nor its excipient (0.1N HCI/0.9% NaCl [1/15]) had any
significant effect on PG synthesis (a 7% increase after
LY303870 administration and a 3.5% increase after
excipient administration, in comparison with untreated
controls). Then the effects of LY303870 on CFA-
induced modifications were studied at hour 24 after a
unilateral injection of CFA, given either subcutaneously
(1 mg or 1 pg) or intraarticularly (1 pg).

In all cases, preadministration of the excipient
before CFA injection had no effect on the patellar PG
anabolic modifications induced by the injection of CFA
alonc Damage to contralateral joint carti-
lage, seen after subcutaneous injection of 1 mg or 1 pg
CFA or intraarticular injection of 1 pg CFA, was
prevented by pretreatment with the NK-1 receptor an-
tagonist. In contrast, the pretreatment did not signifi-
cantly affect the decrease in ipsilateral PG anabolism
observed after subcutaneous injection of the larger dose
of CFA (Figure 6A). This is in accordance with obser-
vations in the spinal cord compression experiments. The
decrease in ipsilateral PG synthesis observed after sub-
cutaneous injection of the smaller dose of CFA (1 ug)
was totally prevented by preadministration of L'Y303870
(Figure 6B). Finally, administration of intraarticular
CFA after pretreatment with L'Y303870 induced an
increase in PG anabolism (Figure 6C), as was also seen
in the spinal cord compression experiments.

Effects of unilateral subcutaneous injection of
turpentine (systemic model). Injection of turpentine
induced significant edema in the injected hind paw
(Figure 1C) and the classic systemic signs of inflamma-
tion, i.e., increased body temperature (Figure 1A) and
increased serum production of IL-6 (Figure 1B). The
fever peaked at hour 8 and persisted until hour 38.
Cartilage anabolism in the patellae was significantly
decreased 24 hours after injection, both ipsilaterally (by
47%) and contralaterally (by 37%) (both P < 0.05
compared with untreated controls). IL-18 mRNA was
expressed in both synovial membranes (ipsilaterally 1.79
AU, contralaterally 1.55 AU; both P < 0.0001 compared
with untreated controls). Interruption of nerve transmis-
sion pathways from the ipsilateral to the contralateral



A sc1mg CFA

variation of proteoglycan synthesis

607
407

20]

o]
o ] W
Al = : .
-60

ipsilateral  contralateral
side side

B sc 1 ug CFA

variation of proteoglycan synthesis
607
40,
20}
0.
T P
-60

ipsilateral contralateral
side side

C  ialpgCFA

variation of proteoglycan synthesis

607 s
407 P
20] % #

: jin
=201 . .
-40]

A ipsilateral  contralateral
side side

Figure 6. Effect of LY303870, a nonpeptide neurokinin 1 (NK-1)
receptor antagonist, on CFA-induced modification of proteoglycan
synthesis at hour 24. LY303870 was administered to rats 24 hours and
12 hours before unilateral subcutaneous injection of CFA at 1 mg (A)
or 1 pg (B) or intraarticular injection of CFA at 1 ug (C). Solid bars =
CFA; hatched bars = LY303870 + CFA; open bars = excipient +
CFA. Values are the means (n = 6 for each experimental condition).
* = P < 0.05 versus untreated controls; # = P < 0.05 versus CFA
injection without NK-1 antagonist pretreatment; + = P < 0.05,
contralateral side versus ipsilateral side). See Figure 1 for definitions.

paw by spinal cord compression changed neither the
decrease in PG anabolism induced by prior turpentine
injection (ipsilaterally by 44%, contralaterally by 29%;
both P < 0.05 compared with untreated controls) nor
the expression of IL-1 mRNA in synovium (ipsilaterally
1.83 AU, contralaterally 1.69 AU; both P < 0.0001
compared with untreated controls).

DISCUSSION

The notion of the involvement of the nervous
system in inflammation, called neurogenic inflamma-
tion, is widely accepted by researchers and clinicians
alike (6,30-32). It is well established that a local inflam-
mation can induce neurogenically mediated effects both
near the site of inflammation (such as plasma leakage
and edema of the knee [26,33-35]) and distant from it
(such as pain [36,37] or the enhancement of the spinal
expression of various early genes, including fos, jun, and
krox-24 [38,39]). However, there has previously been no
evidence available to suggest that a local inflammatory
process can promote preliminary signs of degeneration
at a distance, through the mediation of the nervous
system. In this study in rats, we have found that the
nervous system is involved in ipsilateral and contralat-
eral joint inflammation induced by a unilateral, subop-
timal, nonsystemic dose of a proinflammatory stimulus,
that is, a dose low enough to produce inflammation
without producing systemic effects as judged by our
criteria (elevated body temperature and the production
of serum IL-6 [40], a proinflammatory cytokine leading
to the production of acute-phase protein [41]).

Unilateral subcutaneous injection of CFA at ei-
ther of the doses used (1 mg or 1 pg) led to local
inflammation, characterized by edema, and to reduced
PG anabolism in both patellae. The effects of the lower
dose were nonsystemic, as shown by the absence of a
febrile response and of IL-6 production. Since the
contralateral PG response was abolished in rats whose
spinal cord had been previously compressed, we con-
clude that the nervous system contributed to the con-
tralateral changes seen in the uninjured rats. Further-
more, with the lower dose of CFA (1 pg), given
subcutaneously, both ipsilateral and contralateral
changes implicated the nervous system, since blocking of
nervous transmission by spinal cord compression abol-
ished both responses. In contrast, we have found evi-
dence that with CFA injected subcutaneously at a dose
of 1 mg, both neurogenic and systemic mechanisms
participate in the transmission of the signal for cartilage
degeneration, since compression of the spinal cord had



no effect on the changes observed prior to hour 6 but
abolished the effects scen after hour 12.

The changes in cartilage anabolism brought
about by unilateral intraarticular injection of the smaller
dose of CFA were different from those seen after
subcutaneous injection: cartilage anabolism in the ipsi-
lateral patella decreased significantly 6 hours after the
injection, and a tendency for this effect to be reversed
later was noted. Similarly, spinal cord compression
abolished the contralateral response to a unilateral 1-pg
intraarticular injection of CFA. At the injected site, the
disruption of the nervous system induced an increase of
PG anabolism 24 hours later. This result unambiguously
demonstrates that the nervous system regulates PG
synthesis in the ipsilateral and contralateral articular
cartilage. "

The contribution of substance P, a well-known
mediator of neurogenic inflammation (42), to the degen-
erative process was studied using 2 different strategies.
First, we administered unilateral intraarticular injections
of various doses to establish a dose-response relation-
ship. At the highest doses (10 pg and 20 pg), PG
synthesis was increased in both patellae 24 hours after
the injection. This finding is consistent with other re-
ports (43). For our experiments, we chose the dose of 2
pg, which induced a decrease in patellar PG anabolism
in both patellae equivalent to that obtained with CFA
injection and with intraarticular IL-1 injection (26). The
unilateral intraarticular injection of 2 pug substance P
induced a decrease of ‘PG anabolism in both patellae as
early as 6 hours after injection, lasting throughout the 72
hours of observation. In this model, spinal cord com-
pression inhibited contralateral changes and increased
ipsilateral patellar PG synthesis 24 hours after the
injection. These latter results suggest that substance P is
implicated in the transmission of the degenerative signal
induced in our experimental models.

In order to confirm the role of NK-1 receptor in
CFA models, we administered 1Y303870, a nonpeptide
NK-1 receptor antagonist (19,20), prior to the assays.
Under our experimental conditions, PG synthesis results
were similar to those obtained with spinal cord compres-
sion experiments, confirming the NK-1 dependence in
the transmission of modifications to the ipsilateral and,
in particular, contralateral cartilage. All of these conclu-
sions were strengthened in studies using turpentine, a
known systemic disease model (18,21,44), since we
found that in this model, unlike the model with CFA,
spinal cord compression had no effect on the decrease in
PG synthesis in ipsilateral and contralateral patellae.

The cartilage-degenerative effects of unilateral
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CFA injection, characterized by decreased PG anabo-
lism, may be due to the induction of IL-1, among other
cytokines. In fact, in each model used in this study, IL-1
mRNA was expressed in synovial membranes, but the
expression was abolished after spinal cord compression.
Nevertheless, this phenomenon appears complex be-
cause the interruption of the nervous signal (paraplegia)
can invert some results, probably through the induction
of other cytokines such as transforming growth factor 8
or through the intraarticular production of a high level
of neuropeptides, as suggested by the substance P dose-
Iesponse curve.

All of our results suggest that a unilateral local
inflammation can act on articular cartilage from a
distance to produce bilateral degeneration that depends
on the agent, the dose, and the injection site. Among
possible initial processes, this phenomenon depends on
neurogenic mechanisms, which have already been shown
to have a role in the transmission of pain (45,46) and the
formation of edema (47,48). This phenomenon is dem-
onstrated in our study by the spinal cord compression
experiments, in which either the response was blocked
or its ictry modified. Moreover, administration of
an NK-I'Teceptor antagonist, LY303870, demonstrated
the involvement of substance P, among other neuropep-
tides, in this phenomenon.

The decrease in patellar cartilage anabolism ob-
served in this study probably resulted from a message
transmitted from one knee to the second knee by
sensory afferents, as proposed by Levine et al (45). In
contrast, the transmission of excitation of peripheral
nerve fibers from one paw to the other probably involves
N-methyl-p-aspartate (NMDA) receptors at the spinal
level (49-51). This hypothesis is supported by the results
of a study in which the signal for degenerative changes
was eliminated after a preventive daily intrathecal ad-
ministration of 100 nmoles phencyclidine, a nonpeptide
NMDA receptor antagonist, during 5 days (Decaris E et
al: manuscript in preparation). In conclusion, we have
found that a unilateral local inflammatory stress can
provoke bilateral degenerative cartilage damage, as eval-
uated by a decrease in patellar PG anabolism, and that
this degenerative message is transmitted by the nervous

system.
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Abstract. Biotelemetry is a new biological technology which
evaluates continuous spontaneous locomotor activity and body
temperature in rodents. The telemetry system comprises a
transmitter implanted in the peritoneal cavity of the rodent,
and a receiver placed beneath the animal’s cage. The receiver
detects the radio waves and the activity of the rodents as
counts which are registered in the computer system, and the
adapter detects the calibrated body temperature. First, we
showed that biotelemetric studies of different species (rats,
guinea pigs, mice and gerbils) provide substantial information
about their circadian rhythnis. Second, using the most com-
mon examples employed in pharmacology of inflammation
(hyperthermia, arthritis, ischemia-reperfusion and so on) bio-
telemetry has helped us to clarify the pathophysiological
significance of the parameters of temperature and mobility in
several experimental models in rodents.

Key words: Temperature — Locomotor activity — Rodents —

Inflammation

Introduction

Although the pharmacological targets of inflammation are
multiple (cyclooxygenases [1], cytokines [2] and their in-
hibitors [3] or their antagonists [4, 5], neuropeptides [6],
cytoplasmic and membrane receptors [7], transduction sig-
nals [8], enzymatic systems regulating tissue integrity [9],
etc.), in vivo pharmacological studies to establish the validi-
ty of these targets are still for the most part the classic ones,
as regards both experimental models and the parameters used
[10]. Continuous quantitative monitoring of spontancous
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locomotor activity and body temperature by biotelemetry is a
new concept which complements the standard approaches
[11], considerably enriching information derived from assess-
ment of paw edema, arthritic or histological scores and so on.
With this in mind, the newly developed telemetry system,
using implanted transmitters, provides an unique opportunity
to study body temperature and spontaneous locomotor acti-
vity in freely moving conscious rodents over variable periods
[12]. Such an original approach makes it possible to evaluate
the effects of painful, inflammatory, degenerative, or immune
dysfunction processes on the joint function on the one hand,
and thermoregulation of the animals studied, particularly in
rats and mice, without the stress of handling on the other.
Telemetry thus mimics a clinical approach and changes in
physical activity and/or central temperature could be considered
as quality-of-life (QOL) measures: it is a fact that measure-
ments of walking time have been an integral part of the clinical
assessment of arthritis [ 14] and algofunctional indexes. Further-
more, biotelemetry takes into account, in a quantitative way,
key-indexes widely used for measurements of QOL in rheuma-
tology, e.g. mobility, functionality, pain (influence of drugs) and
inflammation (fever) without the influence of handling animals.
* In addition, this pharmacological approach allows us to
investigate kinetics and duration of effect in acute or in
chronic inflammatory phases. The efficacy of new presumed
antirheumatic drugs and their influence on degenerative joint
process can be evaluated by the assessment of locomotor
handicap, joint pain [13] and febrile response in rats. Finally,
by coupling simultaneously the study of loss of mobility due
to pain (neurogenic transmission, and/or inflammation, and/
or dysfunction) and the febrile response inherent to the
inflammatory response, biotelemetry may allow us to dis-
criminate articular pain from joint inflammation. For ex-
ample, intra-articular injection of zymosan or carrageenan
induces a febrile reponse and loss of mobility due to acute
synovitis, whereas iodoacetate injected similarly causes an
apyretic loss of mobility, due to a pure joint pain, without
histological signs of synovial inflammation.
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Description of the telemetry system

The telemetry system comprises a transmitter implanted in
the peritoneal cavity of the rodent, and a receiver placed
beneath the animal’s cage. The transmitters consist of sensors
or lead wires connected to electronic amplifiers. The ampli-
fied signal is used to modulate radio frequency waves which
radiate from the animal. The receiver detects the radio waves
and reconstructs the original amplified signal. The signals
from the transmitter, which include the body temperature and
locomotor activity of the animals, are relayed by a consoli-
dation matrix (BCM100 consolidation matrix multiplexes
the data from 8 receivers) into a peripheral processor connec-
ted to a personal computer (Fig. 1).

The transmitter (model VM-HF disc, Mini-Mitter or
model TA10TA-F20 Data Sciences International) implanted
in the animal weighs respectively 4.5 and 3.8 grams and has a
diameter of 1.8 and 1.75 em. The receiver (Physiotel Re-
ceiver, model RLA 1020, Data Sciences International) detects
the radio waves and the activity of the rodents as counts which
are registered in the computer system, and the adapter detects
the calibrated body temperature. Unlike body temperature,
the activity counts are not calibrated, but all the receivers have
the same sensitivity. All transmitters work on the same wave-
length, and animals are therefore housed singly.

Other configurations are possible, depending on the organ
system being studied (mainly cardiovascular and neuro-
logical), the parameter being measured (such as heart rate,
arterial blood pressure, ECG, EEG, or thirst), and the size of
the animals. In the configuration used for the study of models
of inflammation in rodents, the frequency of each transmitter,
which varies with the ambient temperature, is converted into
central temperature according to a conversion algorithm. Each
animal’s mobility is evaluated by the number of impulses per
unit time, each impulse being generated by the animal’s move-
ment relative to the antenna beneath its cage. In addition,
especially in hamsters, joint function can be evaluated in other
ways, such as by measuring the distance it runs per day in its
exercise wheel, and the wheel’s mean speed [14, 15].

P. Gegout-Pottie et al. Inflamm. rc

Experimental procedures

In order to create conditions as nearly physiological as po
sible for telemetry and to avoid causing stress to the anima
a thermoregulated room is necessary (22°C-23°C), with
12D: 12L cycle (lights on from 06:00—18:00) [16]. Anima
have free access to water and standard laboratory food 1
avoid the influence of anorexic behaviour on locomot
activity [17]. The experiment (particularly for studies of th
acute phase of inflammation) must be planned so that th
beginning of the dark period (corresponding to the beginnin
of the animal’s nocturnal activity) coincides with the pharm:
cological effect being observed.

The experimental plan has 3 stages after calibration of th
transmitters for the study of rodents’ temperature (37-40°C

1. The rodents are anaesthetized intraperitoneally with
mixture of ketamine hydrochloride (50 mg/kg) and acc
promazine (1.25 mg/kg). Hair is removed from the ab
dominal area and the rodents are surgically operated o:
under sterile conditions; the peritoneal cavity is opened b*
incisions of the skin and the muscle layers. The steril.
transmitters are implanted and the skin and muscles layer
closed with non resorbable silk sutures.

2. The rodents are housed in individual plastic cages that ar
kept on the receiver plates. After the operation, animal:
are allowed at least 5-6 days for recovery prior to the
experimental study where motor activity and body tem
perature are continuously assessed at different intervals.

3. The experimental phase consists of measures of loco
motor activity and body temperature in rodents unde:
various conditions.

The parameters and animals studied

Biotelemetric studies of different species (rats, guinea pigs
mice and gerbils) provide substantial information about thei
circadian rhythms. First, a normal rat’s activity and tem
perature vary considerably between day-time [18] [period o:

Fig. 1. Organization of a telemetry unit; a transmitter is implanted intraperitoncally in the rat and a receiver is placed beneath the rat’s cage. Data (12
cages) are transmitted to a matrix and fed into a personal computer and then integrated with purpose made software.
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Fig. 2. Normal circadian variation of body temperature (°C) and locomotor activity (counts/hour) in Wistar rats (180 g, Charles River Laboratories).
Each point is the mean of 2 observations of 40 conscious rats. For the sake of clarity, standard deviations have not been depicted. Dark bars represent

light off period (5:30 p.m.—5:30 a.m.). Light on 5:30 a.m.-5:30 p.m.

light: low activity and normal temperature, about 37-37.2°C]
and night-time [period of darkness: high activity and high
temperature, about 37.8-38°C]. The day-time temperature is
usually 1°C lower than the nocturnal temperature, reflecting the
rat’s widely recognised circadian rhythm (Fig. 2). This regular
diurnal cycle is reached from the fourth day after surgical trans-
mitter implantation and this period of recuperation should the-
refore always be instituted before the experiment is started.
The rat’s environment is also important, as simply chang-
ing the litter temporarily modifies the rat’s spontaneous mobi-
lity, especially during the day-time loss of mobility phase
which represents the ‘exploratory phase’. This phenomenon,
which is well known in psychopharmacology [19, 20], lasts
about 45 min and provokes hypermobility, which is accompa-
nied by stress and a transitory rise in temperature. The same
thing happens when the animals themselves or their neighbors
are handled in any way (during force-feeding, weighing, or
parenteral injections for example), which may necessitate
conditioning of the animals during the acclimatization stage.
Mice are also nocturnal animals (Fig. 3) and show some
diurnal variation in activity and temperature. While the rat’s
diurnal cycle is strictly defined and stops immediately with
the light, the period of mice’s hyperactivity is longer in our
experimental conditions. The body temperature of mice fol-

Temperature
E '|' 388

I e omet of
actrnly

300

Fig. 3. Normal rhythm in body temperature (°C) and locomotor activi-
ty (counts/hour) in CD1 mice (20 g, Charles River, Laboratories). Each
point is the mean of 2 observations of 8 conscious mice during 6 days.
For the sake of clarity, standard deviations have not been depicted. Dark
bars represent light-ofT period (5:30 p.m.~5:30 a.m.). Light-on 5:30
a.m,-5:30 p.m.

lowed the same pattern with the same quantitative variations
(37°C during the light period and 38°C during darkness).

On the other hand, the study of locomotor activity and
temperature in gerbils (Fig. 4) and guinea pigs (Fig. 5)
demonstrates that any circadian rhythm is obvious. Loco-
motor activity is highly irregular and sometimes shows large
variations. Normal temperatures in guinea pigs are higher
and vary between 39°C and 39.8°C, therefore temperature of
gerbils are similar to the temperature of rats. These signifi-
cant variations in temperature and activity, along with the
absence of a diurnal cycle in gerbils and guinea pigs, make
their biotelemetric studies more difficult to interpret.

Analysis of results

To quantify the biotelemetric changes, as well as the influence
of drugs, data continuously generated by a telemetry system
capable of reliably collecting and storing vast amounts of data
can be compared with different control values [21]:

— individual control values (collected at the end of the equi-
libration phase), each animal serving as its own control;

~ collective values from a control group of animals subjected
to similar experimental conditions. They can also be com-
pared to an ‘absolute’ control group in order to follow the
effect of external phenomena or manipulation stress.

— initial values collected just before the stage of pharma-
cological treatment (at TO) such as a dose-effect study of
NSAIDs, or a kinetic study of an antipyretic effect during
an induced fever, which assumes that control and experi-
mental values will be obtained in the same experiment.

Basal parameters

The use of telemetry in the pharmacology of inflammation is
still not widespread and is not fully understood. Using
several examples, we here try to clarify the pathophysio-
logical significance of the parameters of temperature and
mobility in experimental arthropathies in rats.

~ Temperature can be measured during the nocturnal or the
day-time phase, where different regulation pathways inter-
fere; it is interesting that a NSAID such as indomethacin
lowers the nocturnal temperature of a normal rat without
significantly changing its day-time temperature.
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Fig. 4. Normal rhythm in body temperature (°C) and locomotor activity (counts/hours) in gerbils (Rj/MON, 70 g, CERJanvier). Each point is the
mean of 10 conscious gerbils during 3 days. For the sake of clarity, standard deviations have not been depicted. Dark bar represents lights off period:
5:30 p.m.—5:30 a.m. Light on 5:30 a.m.—5:30 p.m. No evident circadian rhythm is noticed in gerbils.
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Fig.5. Normal rhythm in body temperature and locomotor activity in guinea pigs (Hartley, 170 g, Charles River Laboratories). Each point is the mean
of 18 conscious guinea pigs during 7 days. For the sake of clarity, standard deviations have not been depicted. Dark bar represents lights off period:

5:30 p.m,~5:30 a.m. Light on 5:30 a.m.—5:30 p.m. Note that guinea pigs' body temperature (39.2°C) is higher than in rats,

— The nocturnal phase (06:00 h—18:00 h) is to some extent
characterized by an increase in the rats’ temperature
related to an increase in mobility. Hyperthermia ac-
companied by a decrease of activity signifies that the
febrile process reflects a pathological process, probably
inflammatory or infectious. Conversely, anaesthesia or a
toxic effect (of a drug) can lead to severe hypomobility
and hypothermia.

Measurement of mobility, which depends greatly upon joint
function, is also affected by many other factors that must be
taken into account. Thus, the circadian rhythm of the rat
means that its spontaneous nocturnal mobility can be only
interpreted in the context of physiological locomotor activity.
However, its day-time exploratory activity can be used to
evaluate the impact of stress. So, biotelemetric studies are
dependent on the time of day when experiments are carried
out.

Whichever parameter is chosen — spontaneous or pro-
voked mobility — the locomotor activity of the rat can be
influenced by various other factors:

— local, articular, periarticular, neurophysiological, or cir-
culatory changes related, for example, to painful, inflam-
matory, or degenerative processes;

— a systemic reaction, to some extent related to an inflam-
matory or dysimmune reaction, provoking sleep or drow-
siness, fever, cachexia, or stress, such as the general and
central effects of the cytokines involved in the inflam-
matory process [interleukin 1 (IL-1) [22], tumor necrosis
factor (TNF) [23], interleukin 6 (IL-6), interferons, etc.);

— pharmacodynamic effects, whether beneficial or harmful,
principal or ancillary, of the drugs used (dose-effect rela-
tion), which can ameliorate or aggravate hypomobility.
Thus whereas an anti-inflammatory drug can ameliorate
hypomobility due to arthritis of the knees, a psychotropic
drug can affect locomotor function through its sedative
[24] or stimulant properties [25, 26].

Interpretation of the results thus requires that many elements
be taken into account, including the following:

— the animal studied and the nature of the model used, as
well as the pathological process that the model is intended
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to reproduce (inflammation, pain, dysimmunity, degener-
ative joint disease, etc.);

— the degree of concordance between decreased mobility
and hyperthermia.

— the route of administration, whether local, for example,
intra-articular (knee, ankle, etc.) or systemic (oral or
parenteral); and the nature of the pharmacological agent
(whether it is pain-producing or inflammation-producing
or both).

Nature of the inflammatory response

The animals’ response, whether painful or inflammatory or
both, varies distinctly with the phlogistic agent used and the
injection site, Thus the effect of carrageenan will depend on
the site of injection, intraperitoneal, subcutaneous, or intra-
articular. The use of pro-inflammatory mediators such as
IL-1 (Fig. 6) or TNF could be more complex to analyze. For
example in rats, IL-1 has as many central effects [27, 28]
(fever, drowsiness, loss of appetite, etc.) as it has peripheral
effects (chemotaxis, inflammation at the injection site, etc.)
or mixed effects (induction of PGE2 [29], pain, etc.).

20 7

AT(°C)

15

10

05

0.0

421

The study of routes of administration shows that intra-
articular injection of a low dose of IL-18 provokes hypo-
mobility which reflects more its local articular action (pain
and inflammation) than central effects on drowsiness and
feeding behaviour. Interestingly, the study of effects of IL-1,
continuously administered by intraperitoneal minipump for 7
days, clearly shows that decreased mobility and degenerative
effect on articular structures remain, whereas central effects
(fever, feeding behaviour) are regulated after 3 days (Fig. 7).

Telemetric measurements of temperature and mobility,
whether they are of interest as components of the inflam-
matory process or as a means of studying drugs, can thus be
put into practice under very diverse circumstances, such as
the following:

— after injection of a mediator, e.g. a pro-inflammatory
cytokine (IL-1a, IL-1, TNFa);

— after injection of a cytokine inducer: endotoxin, Poly IC,
muramyl dipeptide, etc;

— afler induction of an acute inflammatory process, either
local (carrageenan- or zymosan-induced edema) or systemic
(by the use of brewer’s yeast) and even chronic (Freund’s
complete adjuvant, subcutaneous or intra-articular).

-0.5 ' I L T ¥ T

6 8 10 12

Fig. 6. Kinetic profile of febrile response (nocturnal temperature) after parenteral injections of 500 ng of human recombinant IL-18 (IF,
intraperitoneal; SC, subcutaneous, IM, intramuscular; A, intra-articular). Values (n = 6 rats/group) are recorded each 15’ and expressed as differen-

ces in body temperature just before the experiment began (personal communication).
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Fig. 7. Effects of continuous administration over 8 days of human recombinant Interleukin-1f (3.0 pg/day by Alzet's osmotic minipumps) on body
temperature. Grey and white bands represent respectively lights-ofTand lights-on period. Data are means (n =4 in two groups), A downregulation of
fever is present 3 days after [L-1/ perfusion. (Inflammation Research 1995 44: §256).,
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Telemetry and experimental models of inflammation

In the pharmacology of inflammation, in vivo experimentation
can help to achieve extremely diverse goals: analysis of the
various phases of a model, or verification of mediator effects
(e.g. IL-1) or of antagonistic effects [30] with respect to a
target and the antagonist’s efficacy, or drug effects in a given
experimental model. In each case, telemetry provides pertinent
information, while permitting at the same time the use of
traditional parameters (edema, body weight, arthritic score,
etc). This is particularly useful for the study of mediators or the
effects of anti-inflammatory drugs (in terms of kinetics and
potency), in the classic models such as carrageenan or
zymosan-induced edema, hyperthermia induced by brewer’s
yeast or turpentine, and experimental arthritides like adjuvant
or type Il collagen induced arthritides among others.

Models of hyperthermia

The use of telemetry in experimental thermoregulation can
help'to clarify the mechanisms of the febrile reaction, as well
as the mediators involved [31], by verification of the effects of
various antagonists [32] or of endogenous feedback [33, 34].
Thus a drug’s kinetics, duration of effect, maximum effect,
area under the (effects) curve, and dose-effect relations can all
be evaluated. This makes it possible to analyse the animals’
response both to the particular action of an agent and as a fun-
ction of the site of injection, without handling the animals [35],
which is not the case for example of measuring repeated colo-
nic temperature [36]. A febrile reaction induced in the rat by
subcutaneous injection of brewer’s yeast is one of the most
widely used models: this model makes it possible to study the
effects of increasing doses of NSAIDs, which increases the
C,..x In a dose-dependent fashion and with longer and longer
duration of effect. The injection of turpentine oil into rodents,
as well as LPS [37, 38], provokes high fever, possibly in rela-
tion to its potent induction of IL-6, this effect possibly being
modulated by endogenous glucocorticoids [39].

Models of inflammation

The use of numerous in vivo models is required to demon-
strate the anti-inflammatory properties of antirheumatic
drugs, particularly if the action on a precise target is to be
verified. Thus for example, in a model of inflammation in-
duced by IL-1, the drug effect can be verified in that model,
as its predictive value regarding a particular disease process
has previously been established, e.g. carrageenan-induced
edema and adjuvant-induced arthritis, etc.

During carrageenan edema [40], it is easy to detect the
influence of a NSAID on phlogistic response and simulta-
neously on fever, both being prostaglandin-dependent parame-
ters. On the other hand, study of the arthritic score in adjuvant-
induced polyarthritis allows identification of a primary phase,
corresponding to the acute inflammatory phase, which can be
crudely distinguished from an immunological phase, conside-
red to be secondary. Telemetric monitoring of the rodents for 30
days leads to improved definition of the different phases of the
arthritic process [41]. Inspection of the temperature and mobi-
lity curves reveals 4 phases (Fig. 8), with quite distinct charac-
tenstics of fever and handicap: the local acute inflammatory
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Fig. 8. Variation of nocturnal body temperature and locomotor activity
during adjuvant arthritis in Lewis rats; data are means + SE (n = 6). Note
the biphasic response of both parameters and the benefical effect (p <0.05,
ANOVA) of nimesulide (5 mg/k/day given orally from DO to D21).

response (day 1 to day 3), the silent phase (day 4 to day 9), the
systemic immunological phase (day 10 to day 13) and the esta-
blished arthritic phase (day 14 to day 28). In this way, telemetry
can distinguish the effects of drugs and other factors on these
phases, other issues such as drug dosage, mode of delivery and
timing of administration, and whether the drug has preventive
or curative properties, either on febrile response or loss of
mobility can be evaluated.

Telemetry also makes it possible to use experimental
models of inflammation other than the classic ones — for
example, models in which inflammation is induced in the
joint itself (e.g. IL-1, carrageenan, zymosan, turpentine),
with obvious physiopathological significance for inflam-
matory or even degenerative arthritides. The contribution of
telemetry in this circumstance is all the greater if the usual
parameters in these models are limited to measurements of
knee edema, which do not provide much information about
the various phenomena involved.

NSAIDs and paracetamol, both powerful antipyretics, are
known to have very different anti-inflammatory properties
and telemetry clearly confirms this difference. After in-
jection of IL-1 in rats, NSAIDs (such as ketoprofen) diminish
both IL-1-dependent locomotor handicap and IL-1 induced
fever, and the effects are dose-dependent. In contrast, para-
cetamol exerts mainly antipyretic properties. This drug exerts
only a modest effect on the handicap, and only at the highest
subtoxic dose (300 mg/kg/d given orally) — so high as to be
useless in predicting the actual benefits of using paracetamol
as an anti-inflammatory drug.
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Fig. 9. Effects of intra-articular injection (day 0) in both knees of monoiodoacetate (MIA 0.3 mg/50 pl), collagenase (3 mg/50 pl) and papain
(1 mg/50 pl) versus saline (controls; 50 pl) on spontancous nocturnal activity in normal Wistar rats. Data are means + SEM (n = 12 in each group).
Statistical significance of differences from the control group as determined by ANOVA comparisons; * p<0.05. Note that no febrile response was

detected throughout the experiment.

Model of osteoarthritis

Osteoarthritis (OA) is a degenerative joint disease in which
the articular cartilage is progressively remodelled (narrowing
of the joint space, subchondral cysts) and affected joints
undergo cicatricial remodelling (condensation of subchon-
dral bone and osteophytosis). In humans, OA comprises an
initial, silent phase, followed by a symptomatic phase that
proceeds to handicap and pain. Telemetry is also very power-
ful in experimental models of OA, particularly for identify-
ing the chronology of the appearance of such handicap.

Among the various experimental models of OA ap-
plicable to rats, it is well established that injection of iodo-
acetate into rats’ knees provokes a rapid joint disease with
many histological and biochemical similarities to OA [42].
Biotelemetric study of the animals (Fig. 9) shows a transitory
primary loss of mobility related to the pain secondary to
intra-articular injection, followed by a gradually appearing
handicap that mimics osteoarthritic joint disease (pain and
loss of function) [43]. This process is purely degenerative,
because no hyperthermia appears during the OA course, sug-
gesting an absence of local or systemic inflammatory re-
action. Other models, like papain-, or collagenase-induced
OA in rats (Fig. 9), as well as anterior cruciate ligament sec-
tion do not provoke a similar secondary loss of mobility
under our experimental conditions.

Model of ischemia reperfusion

In the model in which the rat’s hind paw undergoes local
hypoxia and is then reperfused, many mediators can be
generated, such as free radicals, cytokines, nitric oxide and
adhesion molecule receptors [44]. The model can be produced
by applying a tourniquet to the knee or the ankle and releasing
it after 1 to 3 h. A telemetric study of the animals during the
ischemic and reperfusion phases reveals an initial stress-in-
duced hyperthermia and transitory hypermobility (inherent to
pain), followed by a hypoactive phase, the degree of which is
relative to the duration of the hypoxia. Study of analgesic or
anti-inflammatory drugs under these conditions may provide
substantial evidence about their therapeutic potential.

Conclusion

The use of telemetry in a configuration adapted to ex-
perimental models can provide the basis for progress in the
study of experimental inflammation, particularly joint in-
flammation, adding to the available knowledge about anti-
inflammatory drugs and new molecules with new pharma-
cological targets. Biotelemetry will make finer monitoring of
the pathophysiological mechanisms that contribute to the
inflammatory and degenerative reactions, e.g. with knock-
out models in mice [45] or transgenic animals, providing
continuous data about both central and peripheral functions.
Studies of animal locomotion [46] will also greatly contrib-
ute to classical pharmacology [47] and toxicology [48], and
is a unique tool in assessing experimental models of articular
pain (inflammatory and/or degenerative), as well as neuro-
logical diseases, such as experimental auto-immune ence-
phalomyelitis (in which telemetry detects transient acute
hypomobilities and remnant phenomena) in a more compre-
hensive and seemingly clinical relevant way.

Implantable telemetry compared to the conventional
methods, has a number of advantages such as elimination of
stress from tethers, handling, restraint and human contact, as
well as elimination of the influence of disturbed emotional
state and sleep. Furthermore, maintenance is not recquired
once telemetry devices are implanted. The method allows for
automated continuous monitoring for days, weeks, or
months. Measurements are free from the effect of anesthesia
and data obtained by telemetry do not contain ‘cable’ or
‘commutator’ artifacts common in tether systems.

Our studies revealed that rats and mice are the most use-
ful for biotelemetric monitoring especially due to their
regular circadian rhythm. Furthermore, biotelemetry enhan-
ces the value of in vivo experimentation by allowing minimal
constraints of the animals being studied and more ethical and
rational use of the animals studied. Finally, the technique
has rich potential, as regards both the technology itself and
the experimental model in which it is used, permitting new
pharmacological and pathophysiological concepts to be
addressed and explored.
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Philippe, Lionel, Pascale Gegout-Pottie, Corinne Gu-
ingamp, Karim Bordji, Bernard Terlain, Patrick Net-
ter, and Pierre Gillet. Relations between functional, inflam-
matory, and degenerative parameters during adjuvant
arthritis in rats. Am. J. Physiol. 273 (Regulatory Integrative
Comp. Physiol. 42): R1550-R1556, 1997.—We assessed the
time-course of adjuvant arthritis (AA) in Lewis rats, using
biotelemetry to monitor the rat’s spontaneous locomotor
activity and body temperature, and studied the evolution of
the arthritic index, circulating concentrations of inflammation-
promoting cytokines, cartilage proteoglycan synthesis, and
the effect of indomethacin as a cyclooxygenase inhibitor to
evaluate prostaglandin (PG) contribution in AA. The injection
of complete Freund’s adjuvant on day 0 (D0) induced a
marked, transient loss of locomotor activity (D1-D4; initial
phase) and then a second phase of hypomobility peaking on
D15 and thereafter irreversible (D16-D20; arthritic phase).
Fever peaked first on DI and again between D13 and D17.
The primary hyperthermia was associated with increases in
plasma interleukin-6 and tumor necrosis factor-a concentra-
tions and seemed to be partly PG dependent. Proteoglycan
synthesis inhibition in the patellar cartilage increased gradu-
ally, spreading from the injected paw to the contralateral paw.
It was corrected on D20 by preventive and curative indometha-
cin treatments. Indomethacin also greatly relieved hypomobil-
ity during the systemic phase of AA (D10-D15). The combina-
tion of information about cartilage metabolism, body
temperature, locomotor activity, and cytokine in this study
permits analysis of analgesic, antipyretic, anti-inflammatory,
and chondroprotective properties of drugs in the various
phases of AA. Thus, using a new methodology, we have
discriminated the different phases of the disease and con-
firmed the symptomatic and systemic inhibitory effect of
indomethacin on fever, activity, and cartilage metabolism.

proteoglycan synthesis; locomotor activity; indomethacin;
experimental model

ARTICULAR HANDICAP is currently assessed in patients
with arthritis on the basis of, for example, joint tender-
ness, articular and functional indexes (Lee, Ritchie,
Health Assessment Questionnaire, etc.), and/or clinical
examination. Such assessment by the patients them-
selves and the clinicians provides a sensible estimate of
joint impairment. In animals, the severity of the ar-
thritic disease is classically evaluated from the ar-
thritic score or paw volume, but locomotor handicap is

R1550

more difficult to assess. Biotelemetry provides a useful
and original index of function by allowing, without
stress, continuous evaluation of the rat’s spontaneous
mobility (34), especially in experimental models of
arthritis, and also permits the simultaneous measure-
ment of body temperature as an index of inflammation
(24).

Adjuvant arthritis (AA) of rats is a widely used
experimental model because in many respects it mim-
ics arthritis in humans. This T cell dysimmune-
mediated disease is one of the most important pharma-
cological models of rheumatoid arthritis and is
commonly used to select classic nonsteroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) (6). The model is also
used to evaluate pain (11) and to elucidate immunologi-
cal phenomena relating to the arthritic process, anti-
gen presentation, and various cellular aspects (18).
However, few studies have assessed the degeneration of
articular cartilage in AA and little is known about the
effect of NSAIDs on such degeneration (6) as a perti-
nent index of their putative chondroprotective poten-
cies.

Therefore, we have used biotelemetry to characterize
continuously changes in locomotor activity, used as a
“clinical-like” index of articular function, and in body
temperature during AA. We also wished to shed light on
these biotelemetrically measured changes by use of
classic measures such as the clinical index, plasma
concentrations of inflammation-promoting cytokines
[interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-o (TNF-
a)]. We also assessed the preventive and curative effect
of indomethacin (30) as a prostaglandin inhibitor on
the original parameters developed hereafter (spontane-
ous mobility, body temperature, and proteoglycan anabo-
lism). We have promoted this original clinical-like
approach in classic AA to provide evidence about the
chronological course of underlying pathological mecha-
nisms that induce articular dysfunction, either reac-
tional (primary response vs. the phlogistic agent) or
dysimmune, through the arthritic process from the
injected paw to the other joints (secondary response).

MATERIALS AND METHODS

Laboratory animals. Male Lewis rats (Charles River) weigh-
ing 180-200 g were housed in individual cages with free

0363-6119/97 $5.00 Copyright © 1997 the American Physiological Society
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access to standard laboratory diet and drinking water. They
were kept in a 12:12-h light-dark cycle (lights on 6:00 AM to
6:00 PM) in a temperature-controlled room (25 = 1°C). One
hundred fifty-four rats were used for these studies: four
groups for the assessment of locomotor activity (n = 6/group),
fever (n = 6/group), and cartilage anabolism (n = 5/group for
each time point) and two groups for the measure of arthritic
score (n = 10) and cytokine levels (n = 5/group for each time
point).

Induction of polyarthritis with complete Freund’s adjuvant.
Arthritis was induced [on day 0 (D0)] by a single subcutane-
ous injection (100 pl) of heat-killed Mycobacterium tuberculo-
sis H37Ra (Difco Laboratory, Detroit, MI) suspended in
sterile mineral oil (10 mg/ml) (paraffin oil; NaCl 0.9%; Tween
80) into the right hindpaw. The contralateral hindpaw of the
adjuvant-sensitized rats and both hindpaws of control rats
were injected with a sterile saline solution (100 pl).

Arthritic score. Clinical lesions were assessed by scoring
each paw from 0 (no sign) to 4 (severe signs), yielding a
maximum score of 16 per animal (D0 to DI8). Scoring was
based on the severity and extent of erythema, the swelling of
periarticular tissues, and the enlargement and distortion of
the joints. A sensitized animal was considered to have arthri-
tis when at least one noninjected paw was inflamed.

Biotelemetry. Body temperature and locomotor activity
were monitored between 6:00 PM and 6:00 AM (dark cycle)
and recorded from D0 (nocturnal control data) to D20 using
battery-operated biotelemetry devices (Mini-Mitter, model
VMFH) implanted intraperitoneally (25). Complete Freund’s
adjuvant (CFA) was injected between 9:00 AM and 10:00 AM,
just after the recording of nocturnal control data. DI includes
the first dark cycle after the adjuvant injection. The activity
index is expressed as a percentage of mean nocturnal activity
relative to the control mean nocturnal activity (D0), with a
negative percentage representing the percentage of activity
lost (16).

Cartilage proteoglycan synthesis. As we previously de-
scribed (15), cartilage metabolism was studied through proteo-
glycan synthesis of patellae (37). The rats were killed, and the
patellae were dissected and incubated for 3 h at 37°C in a 5%
CO, atmosphere in 2 ml of RPMI-N-2-hydroxyethylpiperazine-
N'-2-ethanesulfonic acid-bicarbonate medium (Sigma) supple-
mented with L-glutamine, penicillin, streptomycin, and 2.5
pCi Na,®S0, (Amersham) per patella. At the end of the
incubation period, the patellae were washed with saline and
fixed overnight in 0.5% cetylpyridinium chloride (Sigma) in
phosphate-buffered Formalin. After decalcification in 5%
formic acid (Sigma), the patellae could be easily punched out
from the surrounding tissue with a 2-mm biopsy punch
(Stiefel). Each patella was solubilized in Soluene 350 (Pack-
ard), and its 35S content, a reliable measure of the sulfated
glycosaminoglycan content, was measured by liquid scintilla-
tion counting (Hionic Fluor, Packard).

IL-6 and TNF-« assays. Blood samples were collected in
sterile tubes by cardiac puncture and centrifuged, and the
plasma was stored at —20°C until testing. The samples were
assayed for their ability to support the proliferation of the
IL-6-dependent B9 cell line, as previously described (1).
Results were expressed as units per milliliter; 1 U/ml pro-
duced half-maximal cell proliferation. Plasma TNF-« was
measured by enzyme-linked immunosorbent assay for rat
TNF-« (kit from Genzyme).

Treatment with indomethacin. Indomethacin (Indocid,
Merck Sharp & Dohme-Chibret, France) was given daily
(subcutaneously at a dose of 3 mg-kg~1-day~!) to the adjuvant-
injected rats in an attempt to either prevent (D0 to D20) or
cure (D15 to D20) the arthritis. Indomethacin effect was
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Fig. 1. Vanation of arthritic score of right injected hindpaw, left
contralateral hindpaw, and all forepaws and hindpaws (total arthritic
score) during adjuvant arthritis. Data are means = SE (n = 10).

studied comparing indomethacin-treated AA rats to AA rats
that received saline (untreated AArats).

Statistical analysis. Results are presented as means * SE.
AA indomethacin (preventive and curative)-treated rats, AA
untreated rats, and control rats were compared using a
two-way analysis of variance test for biotelemetric data, with
P < 0.01 taken as the level of significance. The significance of
differences in proteoglycan synthesis data between groups
was calculated using Student’s unpaired two-tailed ¢-test,
with P < 0.05 taken as the level of significance.

RESULTS

Clinical examination of the arthritic process. As
shown in Fig. 1, an increase in the clinical score of the
right hindpaw 24 h after adjuvant injection reflected
severe local inflammation and swelling. In this initial
inflammatory phase, the arthritic index of the right
hindpaw peaked on D2 (score 3.3 * 0.2). During the
systemic phase, beginning on D10, the arthritic index
of the (noninjected) left hindpaw rose slightly from zero
(score 0.2 = 0.1 on D10). From D10, rats were affected
in all four paws, with the arthritic index increased until
the end of the experiment (total score 9.8 + 0.8 on D18).

Variation of spontaneous activity and body tempera-
ture in arthritic rats. A biotelemetry unit constantly
recorded the spontaneous locomotor activity and the
body temperature of the unrestrained rats. There was a
large, transient febrile response (Fig. 24) during local,
acute inflammation, with a peak on D1 (38.9 = 0.1°C)
followed by a return to the control level on D3. During
the systemic phase of the arthritic response, from D10,
a second bout of fever peaked on D15 (38.5 = 0.1°C).
Then the body temperature fell toward normal levels
until the end of the experiment (38.0 * 0.1°C on D20).

“Preventive” treatment with indomethacin (subcuta-
neous administration of 3 mg-kg~!-day~! from DO to
D20) of adjuvant-injected rats diminished the first bout
of fever (38.4 + 0.1°C on D1) and totally abolished the
second peak (38.1 *+ 0.1°C on D15) observed in un-
treated arthritic rats. Immediately on its administra-
tion, indomethacin “curative” treatment (the same dose
administered by the same route, but from D15 to D20)
abolished the second bout of fever (37.8 = 0.1°Con D16)
observed in untreated arthritic rats.
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: Fig. 2. Variation of nocturnal body temperature (A) and locomotor
- activity (B) during adjuvant arthritis. Effects of indomethacin [(3
- mg-kg~1.day~!) preventive from day 0 (D0) to D20] and curative
| (from D15 to D20) treatments. Data are means + SE (n = 6). *P <
- 0.001 for untreated adjuvant-induced arthritis (ATA) rats vs. control
- rats; P < 0.01 for indomethacin-preventive treated AIA rats vs.
| untreated AIA rats; 1P < 0.01 for indomethacin curative-treated ATA

rats vs. untreated AIA rats.

Nocturnal spontaneous locomotor activity (Fig. 2B)
. decreased greatly from D1 to D2 during the local acute
. inflammatory phase, reaching its lowest level for this
phase (—65.5 *+ 2.9%) on D2, and then, between D5 and
D9, remained steady to an intermediate level. Then a
marked loss of mobility appeared gradually from D12
until D15 and settled irreversibly until D20 (maximum
hypomobility —93.2 + 2.0% on D19).

Preventive treatment with indomethacin did not
affect the first hypomobility low point (most severe
hypomobility —66.3 *+ 5.4% on DI), but it totally
abolished the marked loss of mobility from D12 until
the end of the experiment compared with untreated
arthritic rats. Curative treatment with indomethacin
markedly lessened hypomobility in arthritic rats dur-
Ing its administration period.

_ Variations in proteoglycan cartilage anabolism dur-
tng AA. We studied proteoglycan synthesis in the
tentral part of the cartilage of both patellae in arthritic
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and control rats throughout the experiment (Fig. 34).
Proteoglycan synthesis in right patellae decreased
gradually and significantly in the adjuvant-injected
rats from D7 (—19.2%, P < 0.01) to D20 (—42.9%, P <
0.001) compared with patellae of control rats. The
proteoglycan synthesis of the left patellar of arthritic
rats relative to patellae of control rats gradually and
significantly decreased from D14 (—22.5%, P < 0.05) to
D20 (—37.0%, P < 0.001). Thus damage to the patellar
cartilage was noted from D7 on the right injected side
and from D14 on the left contralateral side.

On D20, preventive and curative treatments with
indomethacin (3 mg-kg~1-day~!) have beneficial effects
on the inhibition of patellar cartilage proteoglycan
synthesis of arthritic rats compared with patellae of
untreated arthritic rats (Fig. 3B).

>
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Fig. 3. Variation of patellar (right and left) proteoglycan synthesis
during adjuvant arthritis. Data are means * SE (n = 5). *P < 0.05,
**P < 0.01, ***P < 0.001 for (right and left) arthritic patellae vs.
control patellae (A). On D20, effects of indomethacin (IMT, 3
mg-kg!.day!) preventive (from D0 to D20) and curative (from D15
to D20) treatments on proteoglycan patellar synthesis. Data are
means * SE (n = 5). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 for (right
and left) arthritic patellae of untreated rats vs. (right and left)
arthritic patellae of indomethacin-treated rats (B). cpm, Counts/min.
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Fig. 4. Variation of sytemic tumor necrosis factor (TNF)-« (4) and

interleukin (IL)-6 (B) level during adjuvant arthritis. Data are

means * SE (n = 5).

Variation of plasma TNF-a and IL-6 concentrations
in AA rats. In the plasma of control rats (D0), a basal
TNF-« concentration (27.5 = 2.7 pg/ml) was observed
(Fig. 4A). The systemic TNF-a concentration had signifi-
cantly increased by 6 h after adjuvant injection, peaked
at 12 h (183.5 * 6.3 pg/ml), returned to near control
concentrations on D2 (38.0 = 1.3 pg/ml), and increased
slightly until D20 (50.2 = 3.3 pg/ml).

A basal systemic IL-6 concentration (40.0 = 5.0
IU/ml) was observed in control rats (Fig. 4B). The
systemic IL-6 concentration in adjuvant-injected rats
increased by 6 h after injection, peaked at 12 h (517.5 =
37.1 IU/ml), returned to control concentrations by D6
(35.0 = 5.0 IU/ml), and then rose to 323.3 * 66.4 IU/ml
by D20.

DISCUSSION

In the present study, biotelemetry was used to study
the effect of developing AA on nocturnal body tempera-
ture and spontaneous locomotor activity of the experi-
mental rats. In fact, we have observed that this tech-
nique permits the quantification of the effect of
developing AA on these original parameters accurately
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and continuously under less stressful conditions versus
more classical indexes such as clinical score or cytokine
profile. In addition, the course of the disease from the
injected paw (primary response) to the contralateral
paw (secondary dysimmune process) was assessed via
patellar cartilage metabolism, as previously studied in
other experimental arthritides (15, 37). In the view of
the results reported here, these original parameters
appear mostly prostaglandin dependent with regard to
the beneficial influence of indomethacin on the course
of the disease.

Biotelemetry has only been used previously in rats
with AA mainly to assess diurnal sleep disturbance
(20). The few previous reports of changes in mobility
during AA have been of observed behavior (8, 13), of
exploratory phenomena, or of actimetry using infrared
and photocells during daytime (9, 21, 34, 35) paradoxi-
cally in this nocturnal animal. In the results reported
here, the use of biotelemetry was extended to provide a
continuous record of the mobility and body tempera-
ture of Lewis rats with AA, to evaluate disability of
spontaneous articular function by means that do not
stress these nocturnal animals (33), and to establish
correlations between original functional indexes (mobil-
ity and fever) and a more classic parameter (clinical
score) during the different phases of the disease.

Injection of CFA into the right hindpaw induced a
marked hyperthermia and greatly decreased locomotor
activity characterizing the 4-day initial phase of AA.
Interestingly, this phase is also observed with biotelem-
etry when the induction procedure is performed in the
base of the tail either with complete or incomplete
Freund’s adjuvant (data not shown), thus minimizing
the crippling role of induction procedure in the paw.
During the quiet second phase, D5 to D9, temperature
and mobility did not change. During the third phase,
from D10 to D15, systemic AA was accompanied by
deepening hypomobility and a peak in body tempera-
ture at D15. The fourth phase, D16 to D20, coincided
with an irreversible and marked loss of mobility, with a
gradual return to normal body temperature on D20.

These four phases defined with the use of biotelem-
etry are similar to those previously reported by others,
usually with slight differences depending on the param-
eters studied. For example, Baumgartner et al. (5)
distinguished three phases according to biochemical
criteria: one of acute, local inflammation (D1-D4), one
of remission and prearthritis (D7-D12), and one of
chronic inflammation with periarthritis and osteogenic
activity (D15-D28). As in our study, the primary, local
reaction (until D3) was followed by secondary swelling
(after D10), reflecting the arthritic response (31).

Various parameters, clinical index, plasma cytokine
concentrations (IL-6, IL-18, and TNF-a), proteoglycan
anabolism in the patellar cartilage, and the effect of
indomethacin on the time course of the disease, were
studied to elucidate the mechanisms underlying the
four phases (Table 1). The initial, transient hypomobil-
ity could be attributed to an acute phlogistic response
dJue to paw inflammation, as shown by the arthritic
index, and the related pain, which is known to be an
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Table 1. Evolution of different parameters during various phases of adjuvant-induced arthritis in Lewis rats

Initial Phase Quiet Phase Systemic Phase Arthritic Phase
(DO-D1) (D5-D3) (D10-D15) (D16-D20)
Arthritic index
Right s +++ 4+ +++
Left 0 0 + ++
D1o-D12 DI3-D15
Loss of mobility +++ 4 + +4+ 4+
D10-D12 DI13-D15 D16-D18 D19-D20
Fever +++ 0 + + 44 +4 i
Loss of anabolism
Right 0 + ++ + 4+
Left 0 0 + +++
Systemic IL-6 level +++ 0 ++ 4t
Systemic TNF-x level +++ 0 B i

D, day; 0, no modification vs. control rats; +, mild increase vs. control rats; ++, important increase vs. control rats; + ++, very important

increase vs. control rats; IL, interleukin; TNF, tumor necrosis factor.

important cause of limitation of mobility (21), as well as
febrile and ancillary somnogenic responses. This loss of
locomotor activity corresponded with the peak of fever,
which was accompanied by drowsiness and could have
resulted from the increased concentrations of inflamma-
tion-promoting cytokines such as TNF-« and IL-6 (19,
23). As shown by the low but significant decrease of
hyperthermia with preventive indomethacin treatment
in arthritic rats, fever seems weakly prostaglandin
dependent in this initial phase at the dosage regimen
used here.

In the quiet phase (D5-D9), spontaneous locomotor
activity was raised, although by D7 the articular carti-
lage of the right patella, which was not the anatomic
site of the main inflammatory lesions, already showed
the first slight alterations. Apparently the defect in
cartilage anabolism observed in the knee joint in the
quiet phase was not yet sufficient to affect articular
joint function. For this purpose, biotelemetric studies
provide an interesting tool because they permit the
evaluation of all articular joint disabilities (reflecting’
joint lesion) and also ankle damages, because distal
joints are mainly affected in this experimental disease.
In contrast, anabolism of patellar cartilage is an inter-
esting, accurate, quantitative, and validated tool (15,
37) and an alternative to autoradiography to study

ilage ex vivo. In addition, no anatomic chondral
entity of the ankle is so easily removable. Moreover,
this technique is more sensitive than classical (14) and
new imaging techniques (6) in assessing chondral
degeneration. The absence of fever in this phase coin-
cided with the low plasma concentrations of proinflam-
matory cytokines (IL-6, TNF-a), although the arthritic
score of the injected paw remained elevated.

In the systemic phase (D10-D15), all the parameters
studied indicated deterioration. Loss of mobility as well
as fever became maximal and seemed strongly prosta-
glandin dependent, as reflected by the beneficial effect
of preventive and curative indomethacin (3 mg/kg). In
our experimental conditions, hyperthermia was closely
associated with systemic release of IL-6, which is
known as a circulating endogenous pyrogen (23), and
may have peaked between D12 and D20 in agreement
with previous reports (3, 22, 3v). interestingly, the

plasma concentration of IL-6 and the body temperature
paralleled each other throughout the course of the
disease.

The marked hypomobility, which was reversible by
treatment with indomethacin, might have been in-
duced by articular degenerative phenomena as re-
flected by the clinical index and the marked inhibition
of proteoglycan synthesis. Indeed, we observed a dra-
matic decrease in proteoglycan anabolism in both knees
from D14, reflecting systemic cartilage alterations and
probably corresponding to the maximal hypomobility.
In AA, the decrease in cartilage proteoglycan synthesis
was time and site dependent, spreading from the
injected paw to the contralateral paw. Furthermore,
proinflammatory cytokines such as IL-1B8, TNF-a, and
IL-6 have been implicated in the chondral degenerative
process, causing a decrease of cartilage anabolism
matrix and an increase in the production of metallopro-
teases such as collagenase and stromelysin (4, 7).

During the arthritic phase (D16-D20), the body
temperature returned to basal levels, although plasma
concentrations of IL-6 were quite high. Fever seemed to
have been downregulated by the end of the experiment.
Maximal and irreversible hypomobility reflects severe
degenerative damages at various sites (knee, ankle,
hip, and wrist) and impairment of these joints. All of
these matrix changes, inflammatory processes, and
painful reactions disturb joint articular function and
contribute to a loss of spontaneous mobility. The multi-
plicity of changes makes it difficult to assess the
pathological events leading to functional disability.
Interestingly, indomethacin treatment significantly im-
proved cartilage proteoglycan synthesis in both knees,
with total recovery in the noninjected knee. This marked
improvement of cartilage metabolism after indometha-
cin treatment is certainly correlated with the disappear-
ance of hypomobility characterizing joint impairment
in the two last phases of AA.

Surprisingly, unlike IL-6 and TNF-«, in our experi-
mental conditions IL-1B did not vary in its plasma
concentration (Cytoscreen Immunoassay kit IL-1p rat,
BioSource International) during AA (data not shown).
Nevertheless, our results are in complete agreement
with those reported during lipopolysacchariae (LPS)-
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induced inflammation in the rat air pouch, demonstrat-
ing that if IL-1 and IL-6 significantly increased in the
pouch, only IL-6 was increased in the circulation (28,
29). In addition, no changes in circulating IL-1 are
reported in febrile rats injected with turpentine (25).
These data suggest that IL-1 mediates fever through
release of IL-6 in the circulation (2, 10, 26). Initial
circulating high levels or TNF-a are also consistent
with those reported with intraperitoneal injection of
LPS by the same authors (peak at 1.5 h). Therefore we
could offer the hypothesis that 1) changes in IL-1§
concentration were too weak to be detected in rat sera
by our method, 2) that the concentration of IL-1B could
not increase in this model (systemically) (32), or 3) that
IL-1B8 production was only local, with only ancillary
repercussions in sera (12, 17, 27). Systemic concentra-
tions of proinflammatory cytokines weakly reflected
intra-articular concentrations, but intra-articular IL-
1B, TNF-«, and IL-6 are well known to be involved in
cartilage destruction, especially in the inhibition of
proteoglycan anabolism (37) and in the increased syn-
thesis of matrix metalloprotease and the decreased
synthesis of metalloprotease enzyme-inhibitors (38).

The plasmatic cytokine profile of IL-6 reported here
is similar to those published by others (3, 22, 36). Our
original contribution was to demonstrate in AA the
biphasic response: IL-6 peak occurs very early within
the primary phase and is thus not usually detected.
IL-6 appears as an early plasmatic indicator of sys-
temic response to adjuvant, and plasmatic increasing of
IL-6 appears necessary for pyrogenicity in both pri-
mary and secondary responses during AA.

In addition, inhibition of systemic production of IL-6
by treatment with NSAIDs is well documented (3, 22,
36) and accounts for the fact that cyclooxygenase-
derived PG mediates IL-6 production. Data concerning
TNF are more complex to analyze, because we have
only observed an increase in plasmatic levels during
the first phase. One hypothesis might be that, during
the primary response, TNF and IL-1 are produced at
the site of induction and cause release of IL-6 into the
circulation and ancillary fever. During the secondary
dysimmune process, with regard to the data recently
published in this model [mRNA in arthritic paw (3)],
IL-6 appears a more prominent and PG-dependent
parameter than TNF. These data may reflect the better
response to indomethacin during the secondary phase

involving mostly IL-6 than during the primary re- -

sponse involving both IL-6 and TNF (non-PG depen-
dent) at the circulating level.

Perspectives

Taken together, the comparative study of the param-
eters provided a great deal of information. Variations in
parameters reflecting function (spontaneous locomotor
activity), inflammation (body temperature, arthritic
score, systemic TNF-a, and IL-6 concentrations), and
degeneration (cartilage anabolism) were not always
obviously interrelated in the different AA phases. This
new approach to the assessment of AA can advance our
understanding of the relations among functional impair-
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ment, inflammatory signs, and chondral degeneration
in arthritic rats. Although much work is still needed to
verify the respective contributions of IL-1-, TNF-, and
PG-related local processes and the relations among all
the various parameters, either reactional (primary
response) or immunological (secondary response), the
relative cytokines (IL-1, IL-6, and/or TNF) and prosta-
glandin dependencies of each parameter remain to be
established as a potential target for antirheumatic
drugs.

Nevertheless this approach, looking at spontaneous
locomotor activity, body temperature, proteoglycan car-
tilage anabolism, systemic concentrations of inflamma-
tion-promoting cytokines, and other experimental pa-
rameters, can be used in the classic experimental
models to study the respective anti-inflammatory, anal-
gesic, antipyretic, and chondroprotective effects of clas-
sic antiarthritic drugs at the various stages of the
disease (reflecting articular, systemic and central com-
ponents). This approach also allows experimental “clini-
cal-like” studies of the properties of new drugs with an
impact on the inflammatory cytokine-related versus
prostaglandin-dependent phenomena, giving a clearer
idea of a drug’s antirheumatic potential due to improve-
ment of mobility impairment and modulation of chon-
drodegenerative processes in arthritis.
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Abstract. A single intra-articular (ia) injection of 2 mg zymosan on DO led to the production of
acute periarticular edema followed by subacute erosive synovitis. The development of the zymosan-
induced arthritis was associated with an initial loss of running activity and with an initial decrease of
proteoglycan synthesis. Febrile response was present only on D1. In addition, on D20 synovial
pannus led to a marked depletion of the proteoglycan content in the articular cartilage. When injected
ia, IL1B (1 pg) provoked similar fever and similar changes in cartilage anabolism, but did not affect
cartilage proteoglycan content (D20). These results suggest that zymosan-induced synovitis in the rat
combines early prostaglandin-dependent processes (edema, pain, fever) with IL1-related effects on
cartilage metabolism, thus allowing evaluation of chondroprotective drugs.

Key Words: zymosan, articular cartilage, experimental arthritis, interleukin-1

Introduction

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are effective analgesic, antipyretic, and anti-
inflalmmatory agents, but they do not achieve all therapeutic goals in rheumatic diseases, and in
particular they do not protect cartilage during inflammatory arthritides [1]. With this in mind, several
pharmacological targets are being studied, such as cytokine modulators, 5-lipoxygenase inhibitors,
and leukotriene B4 antagonists [2,3]. For such studies, an experimental model is needed that closely
resembles rheumatoid arthritis, both in prostaglandin response and in cytokine-dependant connective
tissue degradation, in order to confirm the effectiveness of compounds protecting cartilage.

Models of chronic experimental arthritis such as adjuvant- or collagen-induced arthritides, usually
in rats, are widely used to assess the response to anti-inflammatory or immunomodulatory drugs.
The antiphlogistic properties of these compounds are traditionally evaluated using, for example, an
arthritic index, paw edema, or a histological score The degenerative impact of chronic synovitis on
cartilage metabolism, however, is still unknown. Thus, the antiphlogistic agents chosen for their
effectiveness in these traditional models, which are characterized by a prominent cyclooxygenase-
dependent inflammatory response, are often traditional NSAID's which do not prevent cartilage
degradation. Monoarthritides used as experimental models for evaluating joint cartilage metabolism,
have a major advantage over the polyarthritic models mentioned: monoarthritides allow control of a
local arthritic process and offer a contralateral control joint, thus avoiding interindividual variations.
An animal model less sensitive to cyclooxygenase antagonists and characterized by a persistent
cartilage degradation will be relevant to the selection of novel agents (5-LO inhibitor, LTB4 receptor
antagonists, LTA4 hydrolase inhibitor, PAF and TNF antagonists...) which target other pathways
involved in cytokine-mediated destruction of cartilage.

Zymosan, a glycan derived from yeast cell walls, when injected ia in rats, mice, and rabbits
[4,5,6] induces inflammation in the injected joint, typically a mononuclear cell infiltration in
response to mast cell degranulation and to the production of eicosanoids by PMNs and macrophages.
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Zymosan also activates complement by the alternative pathway, induces the secretion of macrophage
lysosomal enzymes, and induces IL1 production from macrophages and neutrophils [7,8]. When
injected ia, zymosan induces subacute, persistent proliferation of synovial lining cells and cartilage
degradation, reproducing most features of rheumatoid arthritis [9,10]. As zymosan-induced arthritis
in rats has rarely been described, we have characterized the inflammatory index, the locomotor
activity, and the cartilage metabolism during zymosan-induced synovitis in rats, comparing these
parameters with the effects of IL1-induced arthritis.

Methods

Animals Male Wistar rats (140-160g) obtained from Iffa Credo (L'Abresle, France) were housed
in plastic cages and were given a standard laboratory diet and water ad libitum. They were kept in a
12:12 light-dark cycle (light on: 6:00am-6:00pm) in a temperature controlled chamber (25+1°C).

Induction of arthritis with zymosan.. After a preliminary dose-ranging study (1, 2 or 4mg),
arthritis was induced by intra-articular injection of 2 mg of zymosan (Sigma, St Louis, USA) in 50
p sterile saline through the infrapatellar ligament into the right knee joint space. The contralateral left
knee was injected with 50 pl sterile saline. For greater sensitivity in telemetric studies, both knees
were injected intra-articularly with zymosan (2 mg).

Induction of arthritis with ILI. Human recombinant IL1B was a gift from Rhéne Poulenc
Rorer. IL1B was dissolved in a mixture of RPMI 1640 medium with HSA (20%) and L-glutamine
(Gibco, Oxbridge, UK). IL-18 (1 pg) was injected intra-articularly into the right knee joint. The
contralateral joint received an equal volume (50 pl) of RPMI-HSA. For greater sensitivity in
telemetric studies, both knees were injected intra-articularly with IL18.

Assessment of the arthritis. The width of the knee joints was measured immediately before
and at various intervals after the injection of zymosan with an Oditest caliper (Kroeplin, £0.01mm).
Soft-tissue swelling was expressed as percentage change relative to the change in the control joint.
Rats from different groups were killed at regular intervals and knee joints were removed and
processed for histological examination (staining with haematoxylin and eosin).

Body temperature and locomotor activity were measured using battery operated biotelemetry
devices (Mini-Mitter, Sunriver, OR, USA) implanted intraperitoneally. Temperature and activity
were monitored and recorded at various intervals. Activity measurement is based on the principle that
the orientation of the telemetry device transmitters implanted in the rat changes over the receivers.
The transition results in a signal strength as detected by the receiver card and hence a pulse of activity
is recorded. The activity index is expressed as a percentage of the activity on the control day (just
before the experiment began).

Cartilage metabolism was investigated in terms of proteoglycan (PG) loss and inhibition of
chondrocyte PG synthesis using the patella, a readily defined cartilage structure of the knee.
Cartilage proteoglycan measurements. Patellae dissected from the knee joints were decalcified in 5%
formic acid to remove any remaining bone from the cartilage. The proteoglycan content was
determined by microassay of sulfated glycosaminoglycans (GAG) after digestion with papain for 1
hour at 65°C. GAGs were measured by the 1.9 dimethylmethyleneblue (DMB) binding assay as
described elsewhere [11].

In vitro 338 incorporation in patellar cartilage. A proteoglycan synthesis assay was performed as
described by Van Den Berg [12] with some modifications. Briefly, after the rats had been killed, the
patellae from the arthritic joints and the saline-injected control joints were dissected leaving as little
non-cartilaginous tissue around the cartilage as possible. The patellae were incubated for 3 h at 37°C
in a humidified 5% CO2 atmosphere in 2.5 ml of a medium consisting of RPMI Hepes and RPMI-
HCO3 supplemented with penicillin (100 IU/ml), streptomycin (100 pg/ml), L-glutamine (2mM)
(Sigma,St Louis,MO,USA) and 2.5 pci 35S-sulfate per patella (Radiochemical Centre, Amersham,
UK). At the end of the incubation period, the patellae were washed with saline at 4°C and fixed
overnight in 0.5% cetylpyridinium chloride in phosphate-buffered formalin. After decalcification in
5% formic acid, the patellae could be easily punched out from the surrounding tissue with a biopsy
punch (Stiefel, 2 mm diameter). After solubilization in Soluene, the 35S content of each patella (both
the punched-out and the peripheral patellae), which is a reliable measure of the sulfated GAG
content, was measured by liquid scintillation counting (Hionic Fluor, Packard).

Statistical analyses. The different groups were compared using a 2-ways Anova test. The

significance of the results of the knee widths, PG synthesis, and telemetric parameters between
groups was calculated using Student's unpaired 2-tailed t test, and p<0.05 considered as significant.
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Results

Time course of zymosan-induced arthritis. In preliminary studies we investigated the
phlogistic response following intra-articular challenge with various doses of zymosan (1, 2,or 4 mg).
Though the 4 mg dose induced the greatest initial phlogistic response (soft-tissue edema and fever),
results found with loss of spontaneous locomotor activity and histopathological scores were similar
with the 3 doses. We therefore used the average dose of 2 mg/knee for the following experiments.
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Fig. 1

Time course of knee swelling and locomotor activity during zymosan-induced arthritis.
Rats were injected ia with 2 mg of zymosan into the right knee (for comparison of knee
diameter, n=10) or both knees (to assess activity, n=12). Control rats (n=10) were injected ia
with saline. [meantSEM(diameter).*p<0.05,**p<0.001 (Student's t test)]. 1a) Values are
percentages of knee diameter increase relative to the contralateral knee. 1b) Values are
percentages of change of activity relative to the control day before ia injection (DO).

As shown in Figure la, knee swelling peaked 24 h after ia injection of zymosan. The swelling had
largely subsided by 21 days after the injection. No joint swelling was seen in control rats. Fever was
present only on the day of the injection, peaking after 4 h. (Figure 3). In rats which are nocturnal
animals, administration of ia zymosan led to a marked decrease in spontaneous locomotor mobility
principally on the first night, with significant functional impairment (70% reduction of activity;
Figurelb). The arthritic profile had returned to control levels within 4-6 days. The mobility of the
control rats was reduced by only about 10%, the first day.

Time course of ILI-induced arthritis. Intra-articular injection of 1 pg IL1B did not induce any
joint swelling. In contrast, function was about less than 70% retumning to normal within 3 days -
(Figure 2). The body temperature profile was similar to that in zymosan-induced arthritis, peaking
after 5 h with increase of 1.8°C, lasting less than 24 h (Figure 3).
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Locomotor activity after ia injection  Effects of ia injections (at arrow) into rat's knee
with 1pg of IL1B in both knees.  joints of zymosan (2 mg), IL1 (1pg) and saline at
Control rats received equal volume of  5.00 pm on temperature. Values are means (n=_8)
RPMI-HSA. Results are expressed as  of body temperature recorded every hour via
meantSEM (n=8). *p<0.05, **p<0.01  biotelemetry devices. For sake of clarity error bars
(Student's t test). have not been depicted.**p<0.01 (Student's t test)
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Inhibition of proteoglycan synthesis by zymosan and ILI. In these studies, the effects of
zymosan are expressed relative to the values in the contralateral joint of the same animal injected with
saline. This approach minimizes interindividual variations due to differences in 35S incorporation. To
study the ex vivo profile of zymosan-induced arthritis on chondrocyte metabolism, we measured the
35§ sulfate incorporation in patellar cartilage at various intervals after the induction of arthritis.
Changes in control rats (2 knees injected with saline) never exceeded 5%.

As demonstrated in Figure 4a, proteoglycan synthesis in patellar chondrocytes decreased at D1.
Within 48 h, proteoglycan synthesis in cartilage of the zymosan-injected knees was about 40% less
than that from the control knees. However, at D4, synthesis rose to 47% above the normal level,
suggesting the onset of a repair process which, had returned to normal values on D20. These
variations were concordant in central and peripheral parts of arthritic patellae. On the other hand, in
the knee joints injected with IL-18 (1 g in each knee), the time course of proteoglycan metabolism
had the same profile as in zymosan-injected joints until D20.
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Cartilage metabolism during zymosan-and IL1-induced arthritides
Fig 4a. Proteoglycan synthesis in the punched-out patellar cartilage was mcasured by 358
incorporation after zymosan and IL1 {a challenge in the right knee. The contralateral joint
received saline. The values are the mean percentage of changes (SEM) in 35S incorporation
from 2-3 experiments (n=6).*p<0.05; **p<0.01 are calculated for cpm values with Student's
i tlest
Fig 4b. Cartilage proteoglycan loss 20 days after IL1 (1 pg) and zymosan (2 mg) ia
challenges. The GAG content of the patellae was measured by the 1.9 DMB assay. Patellar
cartilage proteoglycan content is expressed as % of GAG in the right arthritic knee (n=10 for
each batch) relative to that in the left cartilage. *p<0.01 (Anova)

GAG content. The assay was performed at D20, when the anabolism had returned to normal
(-2.7% with zymosan challenge; + 0.4% with IL1 challenge). We thus compared the total patellar
content of sulfated GAG of the arthritic and the control knees in zymosan-induced and IL1-induced
arthritics rats. As shown in Figure 4b, the total GAG content of patellae from the zymosan-injected
knees was significantly different from that in the control knees, unlike the IL1 injected knees, which
showed no significant difference from the controls.

Histological examination demonstrated an early intense inflammation (by 24-72h) with PMN
infiltration in synovial tissue, hyperplasia, and intra-articular exudate. Severe histiocytic cell
infiltration appeared gradually over 7 days in periarticular areas. Zymosan-induced changes in
synovial hypertrophy and pannus formation characteristic of a subacute arthritis appeared gradually
over 14-20 days. This synovitis led to adjacent cartilage erosions and bone changes, thus mimicking
rheumatoid lesions. No difference in histological response to the various doses of zymosan (1,2,or 4
mg) was observed.

Discussion

Zymosan, an insoluble polysaccharide extracted from yeast cell walls, is widely used
experimentally as an acute or subacute phlogistic agent in various species such as mice, rats, and
rabbits. All these studies contribute to the establishment of different phases of the inflammatory
process triggered by zymosan. The acute process is characterized by an increase in vascular
permeability, cellular infiltration and eicosanoid production. The subacute processes, especially in
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joints, concern synovial enzymes, histological changes, and pannus formation. There have been few
previous studies of impairment of cartilage metabolism during zymosan-induced arthritis in rats. Qur
data indicate that a challenge dose of 2 mg of zymosan induces chronic proliferative arthritis as
assessed by knee swelling, fever, locomotor activity, and histopathological changes. Such an ia
injection induces proliferation of synovial lining cells, formation of pannus, and infiltration of
mononuclear cells. As in mice, zymosan-induced arthritis is a highly reproducible model in both
male and female rats. Systemic rechallenge with zymosan 7 days later (ip, iv) neither worsens nor
extends the severity of arthritis, whereas an ia booster injection of 2 mg given on D7 after the initial
challenge induces a resumption of arthritis (data not shown).

After ia injection of zymosan, swelling of the injected knee reaches a maximum on the first day,
as do fever and functional impairment. On successive days (until D20), body temperature falls
towards normal on D2 and mobility is restored over 4 to 5 days. The knee swelling regresses slowly
indicating a persistent subacute phlogistic process leading to cartilage degradation. Chondrocytes
proteoglycan synthesis is therefore assessed by 35S-sulphate uptake in the patella. The patella
permits the assay of chondrocyte metabolism in small animals with small amounts of radioisotopes.
To obtain better reproducibility of this method, we now routinely use a biopsy punch in the middle
of the patellae. In these experimental conditions, we observe that the ia injection of 2 mg zymosan
has a biphasic effect both on centropatellar and peripheral patella: an inhibition of proteoglycan
anabolism is followed by enhanced synthesis, and then by stabilization.

To better understand this phenomenon, as zymosan is known to be an ILI1 inducer [13], and
because several zymosan-induced modifications mimic the IL1-induced phlogistic response, we
compared the inflammatory profiles following IL1 and zymosan ia challenges in male Wistar rats.
Unlike the case with zymosan, ia injection of IL1 (1 j1g) induces neither knee swelling nor local joint
effusion. In contrast, the fact that fever (a central process) and loss of activity (a peripheral effect)
are present in both models suggests that IL1 is involved in these arthritic processes and reinforces
the hypothesis that zymosan is a potent inducer and releaser of endogenous IL1. As reported here, it
is noteworthy that zymosan-induced inflammation is more severe and longer-lasting. Interestingly,
IL1 and zymosan inhibit proteoglycan synthesis in patellar chondrocyte patellar cartilage with a
similar profile.

Several authors have already observed a lack of correlation of functional impairment, the main
complaint during the arthritic process, with clinical, histological, or biochemical parameters (edema,
cell ‘infiltration, cartilage proteoglycan depletion) [14]. In contrast, our results show that knee
swelling (zymosan-induced arthritis) and fever (in IL1-induced and zymosan-induced arthritis) on
the first day correspond to the initial loss of mobility. In particular, we have confirmed that
spontaneous mobility in rats appears closely related to the variation of chondrocyte anabolism in
patellar cartilage: both parameters were depressed 2 days after ia zymosan injection, and restoration
of mobility coincided with enhanced proteoglycan synthesis in patellar cartilage. Thereafter, mobility
rose towards normal as proteoglycan synthesis was restored. As previously reported during
lipopolysaccharide-induced arthritis in the hamster, we can say that the course (suppression and
restoration) of proteoglycan synthesis was the biochemical parameter measured that most closely
correlated with the course of mobility.

Contrasting with these similar effects on cartilage anabolism, one main point is the difference in
terms of catabolism as assessed with patellar GAG content 3 weeks after ia injection. Unlike IL1,
zymosan led to a marked depletion of GAG content in arthritic patellae as measured by colorimetric
assay. Thus, in our experimental conditions, patellar GAG content appears to be the main
biochemical parameter that distinguishes between the two models. When injected ia, IL1 induces
only minor inflammation, too slight or too short to account for a detectable decrease of proteoglycan
content. Furthermore, a single injection of exogenous IL1 does not induce synovial pannus
formation despite reduced proteoglycan synthesis. Exogenous IL1 exerts its inhibitory effects
directly on the cartilage [15]. In contrast, like previously described in mice [4], during zymosan-
induced arthritis in rats, a persistent subacute synovitis lasting for at least 3 weeks leads to the
organization of an aggressive pannus eroding adjacent articular cartilage and to degradation of
cartilage matrix. After reaching a maximum, the chondrocytes appear unable to compensate for the
proteoglycan depletion, with a net loss of matrix as an end result. This lack on cartilage is not related
only to a sustained release of IL1 occasioned by the synovilis, because the effects of IL1, both
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articular (handicap, GAG depletion) and systemic (fever), disappear within 2-3 days of the ia
challenge.

The preliminary data presented here confirm that zymosan-induced arthritis is relevant to the study
of the metabolism of inflamed cartilage, using a punch [12] to quantify 35S incorporation in the
central patella, anabolism varying in the same way in the central area as in the periphery. This
arthnitic profile, showing a decrease of incorporation throughout the patellar cartilage, contrasts with
that observed in osteoarthritic models, with a hyperanabolic effect at the periphery of the patella
(probably reflecting osteophyte formation). Finally, the normal values of radiosulphate incorporation
on D20 account for a predominating catabolism rather than a marked decrease of anabolism in
determining the negative balance of GAG content. It may also result from an arthritic-related
qualitative abnormal anabolism This deleterious effect is probably related to the induction of protease
following IL1 injection and to the potentiation with other cytokines (eg TNF,IL6, growth factors...).

In conclusion, zymosan-induced arthritis is a potentially useful model of experimental arthritis
for the study of cartilage destruction and for the evaluation of the putative action of anti-inflammatory
and/or chondroprotective drugs on hyaline cartilage. Cyclooxygenase products appears to play
mainly a role in early events (edema, fever, and handicap), because indomethacin affects these
prostaglandin-related parameters (manuscript in preparation). In contrast, impairment of cartilage
metabolism seems to depend on prostaglandin-independent pathways, as zymosan produces several
phases involving leukotriene production [8,9], ie an increase in vascular permeability, cell arrival,
and an increase in cytokine production. This last effect, potentially modulated by 5-LO inhibitor or
L'TB4 antagonist, should be studied to determine the potency of this pharmacological target to protect
cartilage in chronic inflammation.
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