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Cartilage articulair

= chondrocytes
= matrice extracellulaire :
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De l'arthrose aux
arthroses: I'histoire
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ACTE | : Usure liée au vielllissement
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A 65 ans, 70% des sujets ont
des signes radiologiques d’arthrose
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A 65 ans, 30% des sujets ont une Age group fyears)
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ACTE Il : Pathologie mécanique
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Microtraumatismes

Troubles axiaux
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I Acte 111

Synovial membrane
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Bone s 7

~

x) A
Ligament _I s
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Bone

Cross section of a healthy joint
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Catabolisme {Anabolisme

MMP-3, MMP-1
ADAMTS4
ADAMTSS

AGG
COL2

un désequilibre métaboligue
du chondrocyte

Arthrose

Inflammation
Stress mécanique

Anabolisme

AGG
Catabolisme COL2
MMP-3, -13
ADAMTS4

ADAMTSS5
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ﬂ Inflammation

Synovial membrane
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Acte IV: une maladie globale de
I'articulation

Muscle
Atrophie
Perte de force
Perte du contrble
neuromusculair

Membrane
synoviale
Inflammation
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Laxité . e V& Menisques
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Rétraction | e W
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Ligament chondral
Sclérose
Hoffa/tendons
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Inflammation ;
Microfractures

www.bcru.be W




ACT V: Une maladie metaboligue et
systemique

Adipose tissue inflammation

Weight gain = s sess——— | o cistance
Oxidative stress
ER-stress
Endothelial damage ‘)
\ Freo fatty acids
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Chronic
Mechanical stress
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Metabolic syndrome
-Hypertension
-Type 2 diabetes
-Dyslipidemia

Matrix peptides
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Prostanoids
Oxidized lipids

~

Chronic low-grade
inflammation

—/

Inflammaaging
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I ACTE VI. Une maladie, plusieurs
phénotypes

* Obesité
* Métabolique
syndrome
B_ e vieillissement
B 5 |
R § * Post-
traumatique

* Hypertrophique F
* Bone driven IJL ;
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eé? L 'arthrose

& Une maladie complexe et grave

Douleur

Laxité

Sarcopénie ligamentaire

. . Dégradation
Tendinopathies du cartilage

Kinésiophobie

Sclérose
osseuse Ssous-
chondrale Syndrome
métabolique
Inflammation
synoviale

Sédentarité Obésité

. Pathologies
Inflammaging Cardio-

Decondm?nnemeni vasculaires
physique

Représentation planétaire
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I Traitements non-chirurgicaux

Limitations

Effets secondaires (Diabéete)
Contre-indications

Invasives-risque infection

HA: effets symptomatiques moderes
GC: effets a court terme

Effets symptomatiques modérés
Action lente mais rémanente
Pas d’effets secondaires

Lésions gastro-intestinales
Insuffisance rénale
Thromboses et infarctus du myocarde

Hépatotoxicité

Perte de poids, exercices physiques
éducation, information

Compliance faible

Modified Clegq et al. Eur J Orthop Surg Traumatol, 2013
99 p>Urg www.bcru.be I




0 Un diagnostic trop tardif!

Trop tard

>

Geénétique Sanguins RMN Radiographie

o o

Prédisposition Phase silencieuse

L Changements métaboliques précoces

Marqueurs généetiques Marqueurs
biologiques
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Le développement des médicaments
est long...trop long

R&D is risky & costly Nothing new to offer at the

= patients and the OA research
Discovery: 0 o
(2-10 yearr:) 3 Preclinical: commun “y
1 laboratory &
4 animal tests

Phase I: 20-80 healthy 6 Phase II: 100-
volunteers to determme"[ : 300 volunteers
safety & dosage to look for

Phase III: 1000-5000[ 10 | efficacy & side

\

volunteers to monitor effects
adverse reactions to long-
term use 14 FDA Review

Additional post- - Approval

market testing

www.bcru.be N




I y Critéres principaux

¢ d'efficacité
= Action symptomatique (3 d 6 mois)
Douleur (EVA)
Statut-algofonctionnel (index Lequesne)
Appréciation globale du patient
= Action structurelle (1 a 3 ans)

Radiographie standard
Pincement minimal

www.bcru.be W




Limites de la mesure dvu
pincement articulaire

Mesure indirecte de cartilage.

Ne mesure pas un processus
dynamique.

nfluenceé par les lésions meéniscales.
Peu sensible.

Peu reproductible.

Peu ou pas corrélé avec la douleur ou
a fonction.

www.bcru.be I




S . .
I ¥y Mais Qussi....

= Une méconnaissance des phénotypes
de la maladie

» ['absence d'un suivi personnalisé du

malade

Marqueurs biologiques

www.bcru.be IR




Definition

«Un biomargueur est une caractéristique qui est
mesurée et évaluée de maniere objective
comme un indicateur des processus
physiologiques, pathologiques ou de la réponse

A un traitementy

Biomarkers Definitions Working Group I. Biomarkers and surrogate endpoints: preferred
definitions and conceptual framework. Clin Pharmacol Ther 2001; 69: 89-95.

Soluble or « wet » biomarkers

OMICs

Protéines

« Dry » biomarkers

Imagerie

Questionnaire

Lequesne

www.bcru.be W




Développement

Brain/OMICS

Performances

analytiques
du test

Pertinence
clinique

Découverte

Validation

Qualification

Marqgueur de substitution

www.bcru.be IR



OA Biomarkers

lymphatics —bone
SPINP
uCTX-1
“ Cartilage
sColl2-1
sFibulin3
sCOMP

Blood Q sYKL40

~5 liters sc2C
uCTX-1l

PIIANP
cPil
Agrec-1
Synovium & inflammation
sColl2-1NO2
SPIIINP
SHA
urines < SCRP ultrasensible
Cytokines, MPO
Metalloproteases
sMMP1(collagenase)
sMMP3 (stromelysin
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Biomarkers of cartilage metabolism
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HrReTReLee C2C, CIIM CTX-II 2

NO + O,—> ONOO- Cleavage site of MMP-1,-8,-13 O

v
Coll2-1NO,
HRGY(NO2)PGLDG
Aging
Oxidative stress D-COMP
Coll2-1NO COMP
CliM
Type Il collagen c2C )
degradation CTX-II Fib3-1 - . .
CoII2-1<\ ﬁ Fib3-2 : T
@—(A)GI-VDIPEN»‘" TRERIR O
~, - x ." 4 GI-NITEGEY?
~ Sl ARGS
Type Il collagen  PIINP <——— | ~5 g — Aggrecan ADAMTS-5
synthesis PIICP <«<—— .. : — S NITEGE degradation
> (5-846 Aggrecan

—> KS turnover
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I Pourquoi la recherche de biomarqueurs
s'est-elle focalisée sur le collagene de type 11?

= | a protéine la plus abondante du cartilage
» Spécifigue du cartilage articulaire
» Représente seulement 1% des collagenes

» | a dégradation du collagene de type Il est
une etape clé de la pathogénie de
I'arthrose

www.bcru.be I



Type |l collagen biomarkers

Primary collagenase cleavage site
34 fragment | 14 fragment

C12C = COL23MC (short) =......969-GPP(OH)GPQGI76

£2C = COL2-3UC long mono) = ..... 63-EGPPIOHIGPAGSTS| | Cleavage
Total TIINE: .......968-EPGDDGPS....... GPP{OH)GPQG 975 neop“opes
TINE 45-mer = 931-(46 amino acids)976

Coll 2:1:289 HRGYPGLDG 297 :
‘ Coll 21 NO2 :289-HRGY(NO2)PGLDG 297 Denaturation i
neoepitope i Telopeptide
NPl 1048.RDGAAG-1053 epitopes
101.GPKGQKGEPGDIKDI-115 T
0
‘ 1230.EKGPDP-1235 ‘

I
: |
PUNP p2cP
P2ANP (exon 2)
N-propeptide Sanpeybl Triple helix Cmpahie C-propeptide

www.ocru.pe mmijr®




I % Classification BIPEDS

Bauer et al. Osteoarthritis Cart 2006

e Biomarqueurs corrélés avec la sévérité et/ou
I’étendue de la maladie

Burden of disease

e Biomarqueurs qui ne rentrent dans une autre

Investigative catégorie

e Biomarqueurs qui prédisent I'incidence ou la
Prognostic progression de la maladie ou la réponse a un
traitement

e Biomarqueurs indicatifs de la réponse a un
Efficacy of treatment traitement et dont I'amplitude du changement est
le reflet de I'efficacité

* Biomarqueurs qui dissocient les populations de

Diagnostic patients pathologiques et de patients sains.

Safety e Biomarqueurs qui identifient les effets secondaires

Indicateurs de pertinence des marqueurs biologiques
dans le cadre de larecherche

www.bcru.be




o Découverte d'un nouveau
%  marqueur biologique

Connaissances
de la
pathogénie

Bioinformatique
Connaissances

Coll2-1 & Méthode
SOV Top-down »

Méthode Fragments de
« bottom-up» Fibuline-3

Pafients HellICTE
« OMICS »
Detection of specific nitrated markers, Henrotin Y, Deberg M, Patents : Biomarker for osteoarthritis and/or other ageing-related diseases, and use
EP 1488240B1 validated in BE, DE, DK, ES, FR, GB, IT, SE. US thereof. Y Henrotin, M Gharby, M Deberg, E De Pauw. Patents: US
7,393,649B2; US 7,915,001B2; US 8,329,874B2. 8,771,968B2, US 2015-0037823A1 (continuation). EP 09757339.8
Method for monitoring collagen type Il degradation in cartilage, Henrotin Biomarker for osteoarthritis and/or other ageing-related diseases, and use

Y, Chritgau S, Deberg M, Patents: EP 1485718B1 validated in BE, DE, thereof. Y Henrotin, M Gharby, M Deberg, E De Pauw. Patents : US2011-

ES, FR, IT, SE. US 7,410,770B2; US 7,728,112B2. 0159607A1 ; EP 09757340.6. PR
www.bcru.be g




Méthode Top-down
Coll2-1 et Coll2-TNO2

$4 3 3 3 3 3

Secondary Gelatinase B cleavage sites

bemowwma Twwwf-

HRGYPGLDG CTX-l
H ¥ Cleavage site of MMP-1, MMP-8 and MMP-13
Connaissances No+ 0 =P ONOO: TN s O e

Coll2-1NO,

HRGYINOZPOLDG

100‘7:;:- X
(2 h
S AN
i
Dosage @ 40
iImmunologique 20 e
T— .
G T T T T

T
0 200 400 600 800 1000 1200
Competitor concentration, pM

600

400+

Validation

200+

Coll 2-1 concentration, nM

CONTROL oA

=> COLL2-1 is a degradation marker
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Méthode Bottom-up
Filbuline-3 fragments

|dentification
Protéomique

Lu ‘.
O Q\”1\‘.\ °
o sl
= < Y S
(2 ID/sequencing °
© a g . - I;!Z‘;Eﬂ
Bioinformatique g‘g 3 3 )
: SO g\
Connaissances e SR ©
el e, Fa
(‘*@& 2 ‘i,f'.:‘;-‘ Collagen Il ibulin

e
COMP Ry, gy

e Dosage
iImmunologique

75
50

Fib3-1 (pM)

Validation

cT OA cT OA
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Méthode top-down: Coll2-1 et Coll2-

INO?2
Deberg et al. O&C 2008

@@@fmﬁﬁ\wﬁ

+ Cleavage site of MMP-1, MMP-8 and MMP-13
NO + O,—> ONOO- of type Il Collagen molecule
v
Coll2-1NO,
HRGY(NO2)PGLDG
CARTILAGE normal CARTILAGE arthrosique

~__FIBRILLATION ZONE CELL CLUSTER ZONE
pe . R 0 = = ’ v

CoL 2:13%,\_@

COLL2INO, o LSS ) T

be

coLL2-1No, |-




Coll2-1 & Coll2-TNO2 margueurs de

Diagnostic des phénotypes OA
| Rego-Perez et al., ARD, 2010 & 2011

Comparaison du taux sérique de
marqueurs biologiques chez les patients
porteurs d'un haplogroupe H ou J

(m414T>6 m.408T>A m.189A>G m.150C>T)

Control region 46024
D-loop £

‘ Mitochondrial Haplogroups

Haplogroups J

Plus faible incidence et sévérité

N d’'arthrose du genou et de la hanche
a bl dans la population espagnole

Blanco FJ et al. Nature Rheumatology Review,
2010 www.bcru.be b G

inibic




ﬁ Coll2-1 & Coll2-TNO2: marqueurs de

@ Diagnostic

Figure 1 %
| \ 4

*

B Haplogroup J
Haplogroup H

S O & N NS N
&P ¢SS &
@ e ¢ & F &
V§§ §§§ @Q éo g’é} o
. N\ e
inibic NGRS
i I to de

g cion biomédica
o

Rego-Perez I. et al ARD, 2010




Etude BIOVISCO

Open-label, observational prospective study

Gonarthrose Synvisc®
Unilatérale
Symptomatique

RE

| D30 D60 D90

Dl D7 Dl4

sHA, sColl2-1, sColl2-1NO2,

sC2C, sCOMP, sCS-846,
SCPII, CTX-II,

Fib3-1, Fib3-2

www.bcru.be RS
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sColl2-1 (nM)

sColl2-TNO2 (nM)

UCTX-Il
(hg/nmolcreat)

sPIICP (ng/ml)
sC2C (ng/ml)
sCOMP (U/L)
sCS846 (ng/ml)
sHA (ng/ml)

Coll2-1 et Coll2-TNO2 margueurs

d'Efficacité de la viscosupplémentation

Conrozier et al, J Orthp Res, 2012; Henrotin et al, J Orthp Res,2013.

D1
(apres la premiére
injection)

140.34(882.44-285.32)
0.400 (0.050-1.010)
392.7 (90.0-816.4)

90 jours
(apres la derniere
injection)

128.41 (85.6-241.34)
0.370 (0.14-0.870)
306.0 (90-1123.9)

p-Value

D1 vs D90
0.056%
0.025*
0.02*

817.9 (131.4-1848.6)  874.8.3 (326.4-1435.0) 0.41
223.6 (99.4-329) 209.5 (135.9-291.7) 0.11
10.9 (6.0-20.2) 10.5 (6.0-20.0) 0.82
99.8 (45.9-172.3) 102.2 (53.0-190) 0.38
34.1 (15.4-211) 33.3 (9.5-230.1) 0.38

www.bcru.be FE




3. Dosage
(Validation)

> Méthode Bottom-up

Swissprot)

< Proféomique (gel + Chromato *

« Pouvoir discriminant
o Littérature

* Production d'anticorps polyclonaux ‘
* Dosage immunologique

* Efude transversale (diagnostic)
* Criteres BIPEDS

www.bcru.be IS



1. Identification

Analyse protéomique urine

Extrait protéique
Contrdle (A+B) —
Marguages CyDye2

1. Séparation sur gel
10 OA, 5 Normaux

2. Extraction
bandes

—

Mélange &
10 ,9 Extrait protéique A a“(;iue:tes fiL
arthrosiques | marquage cyoyes gy | ——— |‘
¢
Extrait protéique B —
Jeunes SCInS Marquage CyDye5
arthrose

2D-PAGE

Empreinte peptidique massique

3. Spectrométrie

de masse +

Identification
SwissProt

[ Information de séquence |

Gharbi et al, Front Physiol 2011

Excitation Longueur d’'onde 1

intéréts

OA/N >1.5

Acquisition d'image

Analyse MS

Analyse MS/MS

+
Digestion
trypsine

Excitation Longueur d’onde 3

W

Spectrométrie de masse
avec ou sans séparation
par chromatographie liquide

GeN2Dio’
LA BAULE | 31 mars 2009

N

Hagencia

www.bcru.be IR

rencontres Biotech




S 2. La selection
Quelqgues protéines remarquables

40 protéines avec un rapport OA/N > 1,5

Rapport Nom de la protéine Signification
d’abondance statistique
OA/N Valeur de p
4,1 B-actine P <0,000]
2,2 o I-microglobuline/bikunin P<0,001
receptor
2,2 Fibuline-3 P< 0,001
2,2 Apoptosis-inducing factor-2 P<0,001
Fibuline-3 (Fib3-2)
2,0 n-o-2-glycoprotein precursor P<0,001

Henrotin et al., A&R, 2010 s
www.bcru.be P




B La fibuline-3 (EFEMPT)
W@ Glycoprotéine extracellulaire 54.641 Da

Exprimée dans la couche superficielle du
cartilage - diminué avec I'age

Inhibiteur de la différentiation
hypertrophique des chondrocytes

Associée a TIMP-3 et a l'aggrécane
Inhibiteur de I'angiogenese >
Formation des fibres élastiques &

www.bcru.be W




3 Filbuline-3 epitopes

Clivage MMP-1,-2,-3
MMP-7,-9

1 MMP-12

124-125 (SAAAVA) 259 - TIMP-3 interaction - 493

N N
\\% \ -COOH
] 149 DPQR 331-345 430-440 493
Fib3-1 Fib3-3
377-387
Fib3-2

www.bcru.be IR




I é? 3. Le dosage

Production d'anticorps

Fib3-1: TCQDINECETTNECR
Fib3-2: CVCPVSNAMCR \
K

W — Immunodosage
eesves Immunohistochimie
sSveesve

sSasee !':‘. ’
seseve Deux antisera:
goqcoqr AS88: Fib3-1

AS94: Fib3-2

www.bcru.be R



@ Localisation de Fib3-1 and Fib3-2 par

@ Immunohistochimie
Henrotin et al. Arthritis Rheum, 2013

Arthrosique Arthrosique
surface one profonde

Fib3-1

. . 0 "' .“. "\ "
www.bcru.be W




Fib3-1 (pM)

& Fib3-1 et Fib3-2 sériques et

) gonarthrose
(Henrotin et al. Arthritis Rheum, 2013)

**k*%

150~ 3501

125 E 3007 "
100 i e s> i
—megpes £ 200+ N L
757 sglggitfea S o Tnastn
Illl:.== IIIII 'l::. g 150+ ...EE:..
504 ll..iiiﬁil.nul ..=: iz 100- I:
25 ..:::::::'. .I:ll 50
0 T T 0 T T
CT OA CT OA
| oanm CrRL (n=140)
Fib3-1 (median, 25%>75% range , pM) 85.10, 60.7 > 99.5 54.63, 45.59 > 69.56
Fib3-2 (median, 25%>75% range , pM) 191.4,162.5 > 227.5 144.4,128.7 > 157.7

Fib3-1 et Fib3-2 ne sont pas corrélés \,,ww. bcru. be




,ﬁ? Fib3-1 et Fib3-2 : des marqueurs de

@ Diagnostic de I'arthrose du genou
(Henrotin et al. Arthritis Rheum, 2013)

Fib3-1: ROC curve Fib 3-2:ROC curve
100- 100-
. 80~ __ 80+
S X
> 60 > 60
2 £
% 40- % 40-
S S
D 50 AUC = 0.759 D20 AUC = 0.846
o L] L] L] 1 0 L] T L] L] 1
N o © BN S N AN KN & S S

100% - Specificity% 100 - Specificity (%)

| sensibilit Specificity

Fib3-1 (cut-off: 71.1 pM) 78.5% 68.4%
Fib3-2 (cut-off: 163.7 pM) 75.0% 86.4%




I @F|b3 1 & Fib3-2 marqueurs de Pronostic de

I'iIncidence de la gonarthrose
Runhaar et al. O&C 2015

= Cohorte « Proof »

- 407 Femmes (patientes a risques)
- Age: 50-60 ans

- IMC : =27 kg/m?2

- Pas d'arthrose cliniqgue ou
radiologique du genou a lI'inclusion

- 30 mois de sulvi

D-BOARD .2 m' 2770

www.bcru.be W




I Py « Proof »
@ |ncidence de l'arthrose

= |ncidence selon variables primaires =
/2/254 femmes (28.3%).

- Pincement médial: 27/254 (10,6%)
- Pincement latéral: 26/254 (10,2%)
- K&L =>2:23/254 (9,1%)

- Criteres ACR: 20/254 (7,9%)

www.bcru.be IRp®
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@

Adjusted odds ratio with 5% ClI

Fib3-1 & Fib3-2 prédictifs de I'incidence

w

N

—_

de la gonarthrose (ACR)

k k k *k
®Fib3-1
* it | WFib3-2
A AFib3-3
N
[ [ [ oM A
T - T = - 1

el 1]

Medial JSN Lateral JSN K&L 22 ACR-criteria Chronic pain
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The long and winding road...

Discovery

Exploration
& proof-of-
concept

rd

qualification

Clinical

Assay dev

.....

Assay
validation

CE kit

production

‘ Regulatory

& market
adoption

Routine
use

Automatisation
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g .
I %5 Conclusions

= Margueurs biologiques pour lo
recherche

= Industrialisation & production et le
multiplexage sont des étapes a réussir

» Qualification sur des cohortes

représentatives de la population
générale

www.bcru.be IRp®




L’avenir!

www.bcru.be IR




&
W 1 -
I 3 L 'avenir

» Développement de multiplex

= |Intégration des marqueurs dans des
algorithme décisionnels

= Développement de nouvelles technologies
adaptée a la médecine de « precision »

www.bcru.be W




Y
N’

Fondation contre

I'’Arthrose

Fondation privée créée en 2015

L arthrose. (Pa nous concerne tous!

Pour tout don un seul n® : BE 38 0017 6370 0072

www.bcru.be g




International collaborations: MerC|!

F Blanco (La coruna, Spain)

T Conrozier (CHU Lyon, France)

V Kraus (Duke University, USA)

L Punzi (University of Padova, Italy)

A Mobasheri (University of Notttingham, UK)
J Monfort (Hospital del mare (Spain)

P Richette (Lariboisiere, France)

J Runhaar (Erasmus MC, Rotterdam)

F Rannou (Paris, France)

J Guicheux (Nantes, France)
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