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Résumé

Etude de I’interaction entre 14-3-3¢ et CD13/APN dans la communication os/cartilage au cours
de Parthrose

L’arthrose est la pathologie articulaire la plus fréquente, caractérisée notamment par une destruction
progressive du cartilage articulaire et impliquant une communication anormale entre 1'os sous-
chondral et le cartilage. Le remodelage excessif et 1’altération phénotypique des cellules du tissu
osseux, au cours de 1’arthrose, perturberaient la communication biochimique entre les deux tissus.
Cette altération permet la transmission de signaux osseux anormaux favorisant ainsi la dégradation du
cartilage. Récemment, notre équipe a identifi¢ la protéine 14-3-3g, comme un médiateur soluble
secrété par 1’os, sous I’effet d’un stress mécanique. Ce médiateur est capable d’altérer 'homéostasie
du cartilage en stimulant I’expression des métalloprotéases matricielles (MMP), impliquées dans la
dégradation du cartilage. CD13/APN, identifi¢ a la surface des fibroblastes comme récepteur potentiel
de 14-3-3c, pourrait représenter le récepteur de 14-3-3¢ a la surface des chondrocytes et assurer ainsi
la réception et la transmission de son signal.

L’objectif de ce travail de thése est de mieux comprendre les interactions biochimiques délétéres
existant entre 1’0s et le cartilage au cours de I’arthrose, en étudiant le roéle de CD13/APN, en tant que
récepteur de 14-3-3¢ mais aussi en tant qu’enzyme aminopeptidase N (APN) dans les chondrocytes.
Tout d’abord, I’expression de CD13/APN a été¢ mise en évidence dans les chondrocytes articulaires
murins et humains. Son invalidation, par la stratégie de siRNA, réduit significativement I’effet
catabolique chondrocytaire induit par 14-3-3e. Les chondrocytes murins et humains possédent une
activit¢ APN mais elle n’est pas modifiée en présence de 14-3-3¢. L’invalidation de CD13/APN par
des anticorps bloquants, n’ayant aucun effet sur son activit¢ APN, montre que la diminution de
I’expression et de la libération de MMP malgré la stimulation des chondrocytes par 14-3-3¢ est bien
due a la suppression de la fonction récepteur de CD13/APN et non a la suppression de son activité
enzymatique.

Ensuite, nous avons mis en évidence la présence d’une interaction directe entre 14-3-3¢ et CD13/APN
grace a la technologie SPR (Surface Plasmon Resonance) et le systéme Biacore. En utilisant 14-3-3¢
marquée a la biotine, nous avons montré que 14-3-3¢ est capable de se lier a la surface des
chondrocytes via CD13/APN. 1l était indispensable ensuite d’identifier les motifs impliqués dans cette
interaction. Nous avons donc eu recours aux ¢tudes de modélisation in silico qui ont permis
d’identifier le résidu Y582 phosphorylé appartenant a la séquence E°’FNYVW>® de CD13/APN,
comme résidu indispensable pour sa liaison a 14-3-3¢.

Enfin, le role de 14-3-3¢ dans 1’établissement des 1ésions arthrosiques a été évalué in vivo. L’injection
intra-articulaire de cette protéine chez la souris semble étre capable d’altérer I’intégrité de la surface
du cartilage articulaire. L’implication de CD13/APN dans cet effet a été étudiée in vivo, en injectant
14-3-3¢ chez des souris invalidées pour CD13/APN ou en stimulant par 14-3-3¢ des chondrocytes
déficients pour CD13/APN. Nos résultats préliminaires ne permettent pas de distinguer clairement la
différence entre les 1ésions du cartilage induites par 14-3-3¢ chez les souris CD13-/- et celles induites
chez les souris sauvages. Cependant, la déficience en CD13/APN chez la souris semble réduire 1’effet
de 14-3-3¢ sur la surexpression chondrocytaire de MMP.

La réalisation de ce travail de thése a donc permis une meilleure compréhension des interactions
biochimiques délétéres existant entre 1’ os et le cartilage au cours de 1’arthrose. Ainsi, la protéine 14-
3-3¢ pourrait représenter une nouvelle cible thérapeutique et/ou un nouveau biomarqueur de 1’arthrose
et son interaction avec CD13 pourrait également étre ciblée dans cette maladie.

Mots clés : arthrose - cartilage - os sous-chondral - 14-3-3¢ - CD13/APN



Abstract

Study of interaction between 14-3-3¢ and CD13/APN in bone /cartilage communication during
osteoarthritis

Osteoarthritis (OA) is the most common joint disease, characterized by a progressive destruction of
articular cartilage and involving abnormal communication between subchondral bone and cartilage.
Excessive remodeling and phenotypic alteration of bone cells, during osteoarthritis, would disrupt
biochemical communication between the two tissues, allowing the transmission of abnormal bone
signals that promote cartilage breakdown. Recently, our team has identified the protein 14-3-3¢ as a
soluble mediator secreted by bone, in response to mechanical stress. This mediator is able to alter the
homeostasis of cartilage by stimulating the expression of matrix metalloproteases (MMP) involved in
cartilage degradation. CD13/APN, identified on the surface of fibroblasts as a potential receptor of 14-
3-30, could represent also the receptor of 14-3-3¢ on the surface of chondrocytes and thus ensure the
reception and transmission of its signal. The aim of this work was to better understand the existing
deleterious biochemical interactions between bone and cartilage in OA, by studying the role of
CD13/APN, as a receptor of 14-3-3¢ but also as an enzyme aminopeptidase N (APN) in chondrocytes.

First, the expression of CD13 / APN has been demonstrated in murine and human articular
chondrocytes. Its invalidation, using the siRNA strategy, reduces significantly the catabolic effect
induced by 14-3-3¢ in chondrocytes. Murine and human chondrocytes possess APN activity,
unchanged in the presence of 14-3-3¢. Invalidation of CD13 / APN by blocking antibodies, without
any effect on its APN activity, shows that the decrease in the expression and release of MMP despite
the stimulation of chondrocytes by 14-3-3¢ is due to the abolition of the receptor function of
CD13/APN and not to the abolition of its enzymatic activity.

Then, we have revealed the presence of a direct interaction between 14-3-3¢ and CD13/APN through
the SPR (Surface Plasmon Resonance) and the Biacore system. Using biotin-labeled 14-3-3¢, we have
shown that 14-3-3¢ is able to bind to the surface of chondrocytes in a manner that is dependent on
CD13/APN. It was then necessary to identify the putative motifs involved in this interaction. We
therefore used in silico modelling studies which have identified the phosphorylated residue Y582,
belonging to the E*’FNYVW>* sequence of CD13/APN, as a critical residue for its binding to 14-3-
3e.

Finally, the role of 14-3-3¢ in establishing OA lesions was evaluated in vivo. Intra-articular injection
of this protein in mice seems to alter the integrity of the articular cartilage surface. The involvement of
CD13/APN in this effect was studied in vivo by injecting 14-3-3¢ in mice invalidated for CD13/APN
or by stimulating deficient chondrocytes for CD13/APN by 14-3-3e. Our preliminary results do not
allow us to distinguish clearly the difference between cartilage damage induced by 14-3-3¢ in CD13 -
/- mice and those induced in wild-type mice. However, the deficiency in CD13/APN seems to reduce
14-3-3¢ effect on overexpression of MMP in mice chondrocytes.

Thus, this thesis work allows a better understanding of the existing deleterious biochemical
interactions between bone and cartilage in OA. Taking together, these data designate 14-3-3¢ as a
novel protein to be explored in OA either for therapeutic or for prognostic purposes and its interaction
with CD13 could be a novel target in OA.

Key word: osteoarthritis — cartilage - subchondral bone - 14-3-3¢ - CD13/APN
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L’arthrose est une pathologie dégénérative de I’articulation caractérisée notamment par la
dégradation du cartilage en réponse a des facteurs mécaniques et biochimiques. Cette
pathologie, dont les manifestations cliniques sont des douleurs et une géne fonctionnelle, est
la pathologie articulaire la plus fréquente et une des principales causes d’handicap dans le
monde (Roman-Blas et al. 2016). Elle est estimée représenter la plus grande cause
d'invalidité¢ dans la population générale en 2030 (Thomas et al. 2014). Ses principaux facteurs
de risque étant le vieillissement et la surcharge mécanique (obésité), I’arthrose représente un
probléme de santé publique majeur qui devrait s’intensifier dans les années a venir. S’il
existe a I’heure actuelle des moyens pour soulager la douleur et limiter la géne fonctionnelle,
aucun traitement spécifique, n’est capable d’arréter ou de ralentir la progression de la maladie
(Roman-Blas et al. 2016). De plus, le diagnostic précoce de la maladie, avant le
développement des altérations fonctionnelles et structurelles de 1’articulation, nécessite
I’identification puis la détection chez les patients de biomarqueurs spécifiques et sensibles

(Bay-Jensen et al. 2016, Mobasheri et Henrotin 2016).

L’arthrose a longtemps été¢ décrite comme une pathologie du cartilage articulaire uniquement,
due a I'usure de ce tissu. Cependant, il est a présent admis que cette pathologie est la
conséquence d’un remodelage anormal de tous les tissus de I’articulation. La dégradation du
cartilage, I’inflammation de la membrane synoviale et les changements de 1’os sous-chondral
sont impliqués dans D’initiation et la progression de la maladie (Wei et Bai 2016). De
nombreuses données indiquent aussi qu’au cours de 1’arthrose, les atteintes des différents
tissus sont étroitement liées suggérant que tous les tissus sont capables d’interagir ensemble.

L'os sous-chondral et son interaction avec le cartilage articulaire sont de plus en plus
impliqués dans la physiopathologie de cette maladie (McAlindon 2015, Osterberg et al. 2016).
Plusieurs médiateurs solubles produits par les deux tissus peuvent passer d’un compartiment
a un autre, affectant ainsi 1'homéostasie du tissu voisin. Ces médiateurs peuvent jouer un role
puissant dans ’initiation et/ ou la progression de 1’arthrose. Une meilleure compréhension de
cette communication pourrait ainsi aider a développer un diagnostic précoce de la maladie et a

améliorer les stratégies thérapeutiques existantes.

Pour étudier le role de la communication entre os et cartilage au cours de 1’arthrose, notre
équipe a ¢tabli un modéle de compression cyclique des ostéoblastes murins qui mime un
stress mécanique observé au cours de [’arthrose. L’analyse des milieux conditionnés

d’ostéoblastes grace a la technique de sécrétomique différentielle iTRAQ, a permis a notre
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Avant-propos

équipe d’identifier la protéine 14-3-3¢ comme médiateur de cette communication (Priam et
al. 2013). Au niveau chondrocytaire, ce médiateur est capable d’induire un phénotype
catabolique (notamment via la sécrétion de MMP-3 et-13) proche de celui observé au cours de
I’arthrose. 14-3-3¢ appartient a la famille des protéines14-3-3 (7 isoformes connues) qui
participent a des nombreux processus intracellulaires primordiaux mais €galement a une

fonction de messager extracellulaire récemment décrite.

Afin de mieux comprendre la communication os/cartilage dans la physiopathologie de
I’arthrose, ce travail de thése s’est consacré a étudier le role de la protéine 14-3-3¢, identifier
son récepteur a la surface des chondrocytes articulaires et étudier le réle de leur interaction

dans le développement de 1ésions arthrosiques.
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A. L’articulation : structure et fonction

1. Structure globale

Une articulation se compose de deux os en regard, recouverts a leurs extrémités de cartilage
articulaire, tissu conjonctif élastique. Il assure la lubrification des surfaces de contact entre

les deux extrémités osseuses, permettant ainsi leur glissement 1’'une contre 1’autre (Figure 1).

Les deux épiphyses osseuses du tibia et du fémur sont reliées en périphérie par la capsule
articulaire, tissu conjonctif fibreux assurant la stabilité de 1’articulation. Ce tissu est doublé
par les ligaments, les tendons et les muscles de I’articulation et délimite avec les surfaces
cartilagineuses la cavité articulaire. Cette derniére est tapissée par la membrane synoviale,
composée des synoviocytes, capable de sécréter le liquide synovial qui permet de nourrir et

de lubrifier le cartilage (Blalock 2015).

Au niveau des épiphyses du tibia et du fémur, se trouvent les ménisques qui sont des
structures fibrocartilagineuses développées notamment dans 1’articulation du genou. Ils
jouent un role important dans la stabilité des articulations, la répartition des contraintes et
I’amortissement de 1’articulation (Blalock 2015). Par conséquent, une déstabilisation du
ménisque peut entralner une augmentation des contraintes mécaniques subies par

I’articulation et une perte de I’intégrité du cartilage articulaire.

™\ -
® Femur

Tendon du quadriceps

\\ Membrane synoviale

— Liquide synovial

— Patella

\ 2 Cartilage articulaire
o —— 1 Corpsgras de Hoffa

p K— Ligament patellaire

— Meéenisques

— Tubérosité tibiale

Tibia

Figure 1: Structure et organisation d’une articulation saine : exemple de ’articulation
du genou.
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Les différents tissus de ’articulation sont étroitement interdépendants et liés entre eux par
une communication constante afin d’assurer la mobilité de notre squelette et I’amortissement

des contraintes mécaniques liées aux mouvements.
2. Cartilage articulaire

2.1. Structure et composition du cartilage articulaire

Le cartilage est un tissu conjonctif hautement spécialisé. Il recouvre les deux extrémités
osseuses d’une articulation afin de leur permettre de glisser I’'une contre 1’autre avec un
minimum de frictions. Chez ’homme, son épaisseur varie selon I’articulation, de 2 a 4 mm
pour la hanche contre 6-7 mm pour le genou. Il permet, grace a sa structure originale et ses
propriétés viscoélastiques, d’amortir et de distribuer les chocs mécaniques appliqués sur
I’articulation (Zhang et al. 2015).

Contrairement a la plupart des tissus, il est ni vascularis¢ ni innervé. Il se compose
majoritairement d’une matrice extracellulaire (95%) et d’une unique population cellulaire, les
chondrocytes (Zhang et al. 2015) (Figure 2).

Son architecture et sa composition sont strictement réglés par les chondrocytes en réponse a

des changements chimiques et mécaniques (Glyn-Jones et al. 2015).

e - 5—1—'— Chondrocyte

il — - Matrice extracellulaire

Figure 2 : Composition du cartilage articulaire visualisée sur une coupe histologique.
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% Les chondrocytes

Les chondrocytes sont des cellules résidentes du cartilage articulaire de 10 a 30 pm de
diamétre représentant environ 2% du volume total du cartilage articulaire (He et al. 2014).
Leur forme, nombre et taille varient en fonction de la zone du cartilage (Sophia Fox et al.
2009). IIs sont généralement arrondis ou polygonaux sauf aux limites des tissus ou ils peuvent
étre aplatis (Archer et Francis-West. 2003). IIs dérivent des cellules souches
mésenchymateuses au cours du développement embryonnaire. Le facteur de transcription
Sox9 est lI'un des premiers marqueurs exprimés lors de cette différenciation. Il est
indispensable pour l'expression du collagéne de type II ainsi que d’autres protéines
spécifiques de la matrice (COL11A2 et CD-RAP) (Goldring et al. 2006).

Les chondrocytes sont isolés au sein de la matrice extracellulaire. En raison de 1'absence de
vascularisation au sein du cartilage, ils sont en conditions d’hypoxie (Murphy et al. 2009).
Sans apport direct des nutriments par des vaisseaux sanguins ou lymphatiques, les
chondrocytes dépendent principalement du métabolisme anaérobie (Sophia Fox et al. 2009).
Malgré cet isolement, les chondrocytes possédent tous les organites nécessaires pour assurer

I’homéostasie du tissu (
Figure 3).

L'oxygene et les nutriments proviennent de la capsule articulaire, la membrane synoviale et

l'os sous-chondral (Houard et al. 2013).

Figure 3 : Photographie d’un chondrocyte en microscopie électronique.
On peut observer un noyau, un réticulum endoplasmique, un appareil de golgi et des
mitochondries. Source : www.master-biomed.ethz.ch/education/bio_courses.
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Dans les conditions physiologiques, les chondrocytes maintiennent ['équilibre entre la
syntheése et la dégradation des composants de la matrice extracellulaire, régulant de cette
manicre I’intégrité structurelle et fonctionnelle du cartilage (Musumeci et al. 2011, Houard et
al. 2013). Ils jouent aussi un role dans la mécano-transduction permettant de modifier leur
métabolisme en réponse aux modifications physico-chimiques dans le microenvironnement
(Abramson et Attur. 2009). Ils détectent les contraintes mécaniques et les changements dans
la MEC, essentiellement par des récepteurs pour les composants de la MEC. Les récepteurs
aux intégrines, par exemple sont capables de répondre aux stimuli mécaniques ou
inflammatoires entrainant une régulation positive des protéases matricielles (aggrécanases et

collagénases) (Houard et al. 2013).

% La matrice extracellulaire cartilagineuse :

La matrice extracellulaire cartilagineuse (MEC) se compose majoritairement d’eau (60-80%
du poids total), des fibres du collagéne (~15%), de protéoglycanes (~9%) et des
glycoprotéines (~5%) (Zhang et al. 2015) :

- Les collagenes représentent le composant le plus abondant de la MEC. Le collagene
de type II représente 90 a 95% de ’ensemble des collagénes. On retrouve aussi les
collagénes de types I, IV, V, VI, IX et XI avec une proportion mineure mais qui
assurent la stabilisation de réseau des collagéne de type II (Sophia Fox et al. 2009).
L’ensemble de ces collagénes forment un réseau tridimensionnel qui confére au tissu

sa résistance et sa rigidité face aux déformations (Aigner, Sachse et al. 2006).

- Les protéoglycanes sont des protéines fortement glycosylées constituées d’un noyau
protéique auquel s’attachent plusieurs chaines de glycosaminoglycanes (GAG) de
fagcon covalente (He et al. 2014). L aggrécane est le protéoglycane le plus abondant
possédant plus de 100 chaines de chondroitine sulfate et de kératane sulfate. Il est
caractérisé par sa capacité a interagir avec 1’acide hyaluronique par le biais de
protéines de liaison (Sophia Fox et al. 2009). L aggrécane avec ’acide hyaluronique
contribuent a la lubrification et la viscoélasticité du tissu (Dudhia 2005). Le cartilage
articulaire contient d’autres protéoglycanes tels la décorine, le biglycane et la
fibromoduline caractérisées par leur capacité d’interagir avec le collagene (Sophia

Fox et al. 2009).
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Les glycoprotéines, comme la fibronectine sont aussi présentes dans la MEC. Elles
sont capables de se fixer aux collagénes et aux protéoglycanes (Bosman et
Stamenkovic 2003) permettant ainsi d’augmenter la résistance du tissu.

-Les protéines non collagéniques comme COMP (cartilage oligomeric protein)
existent dans la MEC. Cependant, leurs fonctions restent mal connues. Malgré cela,
COMP est utilisé actuellement comme un biomarqueur sanguin, urinaire et synovial

reflétant la dégradation du cartilage (Valdes et al. 2014, Hunter et al. 2007).

L’ensemble des composants de la MEC contribuent a la rétention d’eau, indispensable pour

maintenir les propriétés mécaniques de la matrice (Sophia Fox et al. 2009).

2.2. Organisation du cartilage articulaire :

Le cartilage articulaire est organisé en différentes couches en fonction de leur composition et

leurs propriétés mécaniques (Figure 4) :

Y/
0'0

La couche superficielle représente environ 10 a 20% de la hauteur du cartilage. C’est
la couche en contact avec le liquide synovial et responsable de la protection des autres
couches profondes du cartilage contre les forces de cisaillement engendrées lors du
mouvement, grace a sa richesse en fibres de collagénes (principalement de type II et
IX). Cette couche contient un grand nombre de chondrocytes aplatis (Sophia Fox et al.
2009).

La couche moyenne ou de transition représente 40 a 60% du volume total du
cartilage. Elle contient des protéoglycanes et des fibres plus épaisses de collagenes
organisées dans un réseau entrecroisé¢ et non orienté. Les chondrocytes de cette couche
sont de forme sphérique et en faible densité. Fonctionnellement, cette zone est la
premicre ligne de résistance aux forces de compression (Sophia Fox et al. 2009).

La couche profonde représente 30 % de la totalité¢ du cartilage. Elle assure une plus
forte résistance aux forces de compression, grace a sa composition. Elle est riche en
protéoglycanes et en fibres de collagénes dispersées perpendiculairement a la surface
articulaire. Les chondrocytes y sont typiquement disposés en colonnes paralleles aux

fibres de collageéne (Sophia Fox et al. 2009).
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% La couche calcifiée représente 5 a 10% de la hauteur du cartilage. Elle est séparée de
la couche profonde par la tide-mark, front de calcification du cartilage, et permet

I’ancrage du cartilage a 1’os sous-chondral. Les chondrocytes de cette couche sont

hypertrophiques.

Surface articulaire

Couche superficielle —_

Couche moyenne

Couche profonde —

Couche calcifiéce |

Ossous-chondral —

Tide mark Tide mark

Figure 4 : Schéma représentatif de la composition du cartilage articulaire en couche.

(A) La disposition des chondrocytes en fonction de la profondeur des couches. (B) La
disposition des fibres de collagéne en fonction de la profondeur des couches. Adapté de
(Zhang et al. 2015).

2.3. Homéostasie du cartilage articulaire

L’homéostasie du cartilage est assurée par le renouvellement de sa matrice dépendant du turn-
over des molécules qui la composent. La demi-vie de collagene de type II est estimée a
plusieurs centaines d’années (Eyre et al. 2006). Ce n’est pas le cas des protéoglycanes dont la
demi-vie est plus courte, son renouvellement est donc hautement régulé par les chondrocytes.
L’homéostasie de la MEC est assurée par le maintien de I’équilibre entre la dégradation des
différentes macromolécules et leur remplacement par des produits nouvellement synthétisés.
Sa dégradation est assurée par la synthése des enzymes protéolytiques, comme les
métalloprotéases matricielles (MMP).

La physiologie des chondrocytes et le renouvellement de la matrice peuvent étre influencés
par de nombreux facteurs environnementaux, y compris la composition de la matrice, des

médiateurs solubles (les facteurs de croissance et des cytokines) et des facteurs biophysiques
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engendrés par un stress mécanique appliqué sur l'articulation (Wilusz et al. 2014). Le
chondrocyte est responsable de ce renouvellement (Sherwood et al. 2014). 1l maintient

I’équilibre entre 1’anabolisme et le catabolisme afin de maintenir ’homéostasie du cartilage

(Figure 5).
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Figure 5: Représentation de I’équilibre entre anabolisme et catabolisme au sein du

cartilage articulaire.

Pour s’adapter aux différents stress (mécaniques et biochimiques) environnementaux, le
chondrocyte secréte des facteurs anaboliques (IGF-1, BMP, TGF-B) et pro-cataboliques (IL-
1B, TNFa, IL-6) qui régulent la synthese et la dégradation des composants de la MEC. Adapté

de (Demoor et al. 2012).

Quand il est soumis a un stress mécanique, le cartilage articulaire acquiert un phénotype

viscoélastique. Cette capacité mécanique est liée a la composition de la MEC, notamment

I’eau (Mow et al. 1984), les protéoglycanes et les fibres de collagéne (Hayes et Bodine. 1978).
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Le mouvement, lorsqu’il est cyclique et modéré, est bénéfique pour le cartilage. Il permet de
maintenir le métabolisme du cartilage intact. En effet, lorsqu’une contrainte physique est
exercée, le cartilage se déforme et la pression de 1’eau augmente immédiatement. Ceci
provoque I’expulsion des molécules d’eau hors de la MEC. Lorsque la pression est levée,
I’eau rentre de nouveau dans le cartilage en apportant I’oxygene et les nutriments nécessaires
pour le tissu. En revanche, un stress mécanique de forte intensité, excessif ou statique sera

délétere pour le cartilage (Gosset et al. 20006).

3. Os sous-chondral

3.1. Structure et Fonction

L’os est un tissu conjonctif minéralisé constituant I’endosquelette des vertébrés. Il assure des
fonctions vitales pour 1’organisme. Tout d’abord, I’os joue un role mécanique important en
protégeant les organes vitaux et en assurant un role de soutien grace a sa solidité et ses
propriétés mécaniques. D’autre part, il assure une fonction métabolique importante du fait de
son rdle dans le stockage de plus de 90% du calcium et du phosphate de 1’organisme. Enfin, il
assure une fonction hématopoiétique. Il contient la moelle osseuse, le lieu de fabrication des
cellules sanguines.

L’ensemble de ces fonctions est assuré par le dynamisme du tissu osseux. En effet, celui ci est
en perpétuel renouvellement et, tout au long de la vie, I’os va se remodeler pour répondre aux
besoins de 'organisme et aux différentes contraintes environnementales (Caetano-Lopes et al.

2007).

L’os sous-chondral correspond a la partie osseuse sur laquelle se repose le cartilage
articulaire. Cet os se compose de deux parties distinctes : la plaque osseuse sous-chondrale et
1’os trabéculaire sous-chondral (Figure 6) lui permettant d’assurer ses fonctions métaboliques
et mécaniques.

La plaque osseuse sous-chondrale est la zone située entre le cartilage articulaire et I’os
trabéculaire sous-chondral. Elle est composée de 1’os cortical qui est trés dense, vascularis¢ et
constitué de structures cylindriques orientées selon 1’axe de I’0s. Ces structures permettent a
la plaque osseuse de résister de maniere efficace aux contraintes mécaniques (Madry et al.
2010).

L’os trabéculaire sous-chondral est situ¢ sous la plaque osseuse pour constituer le reste de

I’épiphyse. 1l est constitu¢ d’un réseau de travées osseuses entourées de tissu adipeux et de
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moelle osseuse. Ces travées sont orientées en réponses aux contraintes mécaniques exercées

sur I’articulation. Cette structure originale confére a 1’os trabéculaire sa résistance ainsi que sa

flexibilité¢ (Madry et al.2010).

Os trabéculaire | Os sous
Plague osseuse| chondral

» N
2 _AIR) r— Cartilage
[ articulaire

3

Figure 6 : Schéma représentatif de ’organisation de I’os sous-chondral.

(A) Le cartilage articulaire se repose sur 1’os sous chondral constitué de la plaque osseuse et
1’0s trabéculaire. (B) une coupe histologique montrant la limite entre le cartilage calcifié et la
plaque osseuse sous-chondrale marquée par le « cement line ». CC: cartilage calcifi¢, NCC:
cartilage non calcifié, SBP: plaque osseuse sous-chondrale, STB: os trabéculaire sous-
chondral. Les fléches indiquent la tide mark, la ligne en pointillé¢ indique le « cement line ».
Adapté de (Midlandtechnical) et (Suri et Walsh 2012, Li et al. 2013).

L’os sous-chondral joue un rdle plus important que le cartilage dans 1’amortissement des
chocs subis par I’articulation. Il est capable d’absorber jusqu’a 30% des contraintes contre 5%
pour le cartilage (Radin et Rose 1986) en raison de sa plus forte résistance et flexibilité en
comparaison avec le cartilage (Choi et al. 1990). Il assure également une partie des apports

nutritifs des couches profondes du cartilage grace a son réseau vasculaire (Imhof et al. 2000).
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3.2.Composition

L’os sous-chondral se compose d’une matrice extracellulaire minéralisée, dont la formation

et la résorption, sont assurées par la lignée ostéoblastique et ostéoclastique respectivement.

3.2.1. La matrice osseuse
La matrice osseuse se divise en deux phases :

< La phase minérale :

C’est la partie majeure de la matrice osseuse (70%). L’hydroxyapatite (phosphate de calcium
cristallisé) représente le composant principal de cette phase. Il est disposé dans les espaces
inter-fibrillaires. Elle constitue une réserve majeure en éléments minéraux pour |’organisme.
Elle contient 99% de calcium, 85% de phosphore et entre 40 et 60% de sodium et de

magnésium (Bonucci 2012).
% La phase organique :

Elle représente 30% de la matrice totale. Elle est constituée majoritairement de collagéne de
type I (90%) mais aussi des collagenes de type V, VIII et XII qui conférent a I’os sa résistance
a Détirement. Elle contient également des glycosaminoglycanes (acide hyaluronique,
chondroitine sulfate et héparane sulfate), des protéoglycanes et des protéines non
collagéniques (ostéocalcine, ostéonectine, biglycane, décorine, thrombospondines...)
impliquées dans 1’organisation matricielle et le processus de minéralisation (Bonucci 2012,

Perrier 2010).

3.2.2. Les cellules osseuses

Au niveau de 1’os sous-chondral, on distingue deux catégories de cellules. On trouve les
cellules de la lignée ostéoblastique (cellules ostéoformatrices), responsables de la synthése de
la matrice osseuse et les cellules de la lignée ostéoclastique (cellules ostéorésorbantes)

participant a la résorption de la matrice.

% La lignée ostéoblastique :
Les cellules de cette lignée sont d’origine mésenchymateuse ; elles proviennent de la
différenciation des cellules souches mésenchymateuses par 1’activation des facteurs de
transcription Runx2 (Ducy et al. 1997) et Msx2 (Bendall et Abate-Shen 2000). Les cellules de

cette lignée sont mécano-sensibles permettant la sensibilisation de I’os au stress mécanique.
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Elles sont capables de convertir les signaux mécaniques en signaux biochimiques via les

processus de mécano-transduction (Sanchez et al. 2009).

11 existe plusieurs types de cellules de cette lignée en fonction de leur stade de maturation
(Figure 7) :

- Les pré-ostéoblastes sont des cellules allongées, issues de la division des cellules
localisées dans la moelle osseuse. Il s’agit de I'unique type cellulaire de la lignée
ostéoblastique capable de proliférer (Blair et al. 2007). Ces cellules expriment la
phosphatase alcaline nécessaire pour la formation osseuse et la synthése du collagéne

de type L.

- Les ostéoblastes matures sont des cellules de forme cubique formant un tapis de
cellules jointives (par disposition pseudo-épithéliale) qui communiquent entre elles par
des structures appelées jonctions gap. Leur membrane plasmique renferme en
abondance la phosphatase alcaline. Quant a leur cytoplasme, il contient de nombreux
organites (appareil de golgi trés développé et un réticulum endoplasmique granulaire
abondant) leur permettant d’assurer leur fonction de synthése. Les ostéoblastes sont
capables de synthétiser le collageéne de type I mais aussi un grand nombre de protéines
matricielles. Ils secrétent également des cytokines, hormones, facteurs de croissances
et molécules solubles (Ostéoprotégérine [OPG], Receptor Activator of Nuclear factor
k B Ligand [RANKL]) qui régulent la résorption osseuse (Lloyd et al. 2008). Une fois
la synthése de la matrice ostéoide terminée, le devenir des ostéoblastes matures peut se
faire selon 3 voies ; 1) la mort par apoptose 2) la différenciation en ostéocytes ou 3) la
mise au repos sous forme de cellules bordantes.

- Les ostéocytes sont des ostéoblastes différenciés, entiecrement emmurés par la MEC
osseuse minéralisée. 10 a 30 % des ostéoblastes deviennent des ostéocytes (Franz-
Odendaal et al. 2006). Un ostéocyte se caractérise par 1’expression de DMP-1 (dental
mineral protein 1) (Feng et al. 2003), MEPE (Matrix Extracellular
Phosphoglycoprtotein) (Nampei et al. 2004) et SOST (sclérostine) (Van Bezooijen et
al. 2004). Les ostéocytes siégent dans des structures appelées ostéoplastes et
communiquent entre elles grace a leurs prolongements cytoplasmiques. Ces cellules
communiquent de la méme fagon avec les ostéoblastes et les cellules bordantes. Elles
sont fusiformes, de taille plus petite et avec moins d’organites que les ostéoblastes.

Malgré leur activité métabolique limitée par rapport a celle des ostéoblastes, ces
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cellules participent au maintien de la matrice osseuse et contribuent au maintien de
I’homéostasie de la calcémie. Les ostéocytes sont mécano-sensibles et jouent par
conséquent un role clé dans le contréle du remodelage osseux, en réponse au stress
mécanique (Heino et al. 2009).

- Les cellules bordantes, issues de la différenciation des ostéoblastes, sont appelées
aussi “ostéoblastes au repos”. Elles sont aplaties, allongées et pauvres en organites,
formant une couche cellulaire qui tapisse la surface osseuse. En réponse aux signaux
de I’environnement, ces cellules quiescentes sont capables de se dédifférencier en

ostéoblastes actifs (Dobing et Turner 2011).

Cellules souches
mésenchymateuses
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Figure 7 : Représentation schématique des cellules de la lignée ostéoblastique et de leur
localisation.

Cette lignée se compose de pré-ostéoblastes provenant des cellules souches
mésenchymateuses, des ostéoblastes matures, des ostéocytes et des cellules bordantes.
Source : Servier Medical Art.

*» La lignée ostéoclastique :
Les cellules de cette lignée sont d’origine hématopoiétique. Elles dérivent des précurseurs
mononucléés (monocytes/macrophages). Cette différenciation est dépendante de M-CSF
(Macrophage Colony Stimulating Factor) et de RANK-L, deux facteurs indispensables pour
I’expression des génes impliqués dans le développement des ostéoclastes matures comme la

TRAP (tartrate-resistant acid phosphatase) et la cathepsine K (Boyle et al. 2003). Il s’agit des
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cellules volumineuses (environ 100um de diameétre), hautement mobiles, capables de se
déplacer sur la surface osseuse d’un site de résorption a un autre. Elles sont responsables de la
résorption du tissu osseux participant ainsi a son renouvellement continu. L’ostéoclaste
mature, dont la membrane est sous forme de bordure en brosse, adhére a la surface osseuse en
délimitant un compartiment spécialisé entre sa membrane et 1’os. Dans ce compartiment, des
protons (H+) sont déversés permettant la dissolution de la phase minérale osseuse. Des
enzymes protéolytiques (TRAP, Cathepsine K et certaines MMPs) sont aussi libérées amenant
a la dégradation de la MEC et la résorption de ses composants. La zone érodée de tissu osseux
laissée apreés la résorption est appelée « lacune de Howship » (Figure 8). Une fois la

résorption terminée, les ostéoclastes meurent par apoptose (Boyle et al. 2003).

Les activités des cellules de deux lignées ostéoblastiques et ostéoclastiques sont liées. Elles
communiquent ensemble via le systtme OPG/RANK/RANK-L afin de réguler le remodelage
osseux (Lloyd et al. 2008).

-

Vaisseau sanguin K\?@\
=/ __Monocytes

=

Lacune de Howship

Figure 8 : Représentation shématique des cellules de la lignée ostéoclastique.

Les monocytes se différencient en ostéoclastes de maniére dépendante du systéme
OPG/RANK/RANK-L qui assurent la résorption de la matrice ostéoide dans une structure
appelée la lacune de Howship. Source : Servier Medical Art.
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B. L’arthrose

1. Définition, prévalence et incidence

L’arthrose est la pathologie articulaire la plus fréquente dont I’incidence augmente avec 1’age
et dans les pays développés ou en développement (Palazzo 2016). L’organisation mondiale de
la sant¢ (OMS) estime que 10% a 15% des adultes agés de plus de 60 ans souffrent d’une
arthrose symptomatique avec un pourcentage plus €levé chez les femmes que les hommes
(18% versus 9.6%). Chez 80% de ces patients, ’arthrose entraine des difficultés de
mouvements et pour 25%, elle est responsable d’une incapacité a effectuer les activités de la
vie quotidienne, faisant donc de cette maladie une cause majeure d’handicap chez les sujets
ages.

D’aprées les chiffres de la société francaise de rhumatologie, 9 a 10 millions personnes
souffrent d’arthrose en France. Chaque année, 140 000 prothéses de hanche et 40 000
prothéses de genou sont réalisées.13,4 millions de consultations annuelles sont faites par les
rhumatologues (Sellam 2016). Elle présente donc clairement un probléme de santé publique
majeur.

L’arthrose se caractérise principalement par une dégradation progressive du cartilage
articulaire et se manifeste par des douleurs et une perte de la mobilit¢ articulaire qui
impactent de maniére importante la qualité de vie des patients (Martel-Pelletier et Pelletier
2010).

Aujourd’hui, cette maladie n’est plus considérée comme une pathologie dégénérative due a
une simple usure du cartilage mais a un remodelage anormal de tous les tissus de 1’articulation
(Loeser et al. 2012).

Elle est définie par I’OMS comme étant :

« La réesultante de phénomenes mécaniques et biologiques qui déstabilisent [’équilibre entre
la synthese et la dégradation du cartilage et de [’os sous-chondral. Ce déséquilibre peut étre
provoqué par de multiples facteurs : génétiques, congénitaux, métaboliques ou traumatiques.
L’arthrose touche tous les tissus de [’articulation diarthrodiale et se manifeste par des
modifications morphologiques, biochimiques, moléculaires et biomécaniques de la matrice
cartilagineuse conduisant a un ramollissement, une fissuration, une ulcération et une perte du
cartilage articulaire, une sclérose de [’os sous-chondral associée a la formation

d’ostéophytes et de kystes sous-chondraux. Quand elle devient symptomatique, [’arthrose
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entraine douleur et raideur articulaire, un éventuel épanchement articulaire avec des degrés
variables d’inflammation locale ».

L’arthrose peut se manifester au niveau de toutes les articulations mais elle se développe
notamment au niveau du genou (gonarthrose), de la hanche (coxarthrose), des doigts (arthrose

digitale) et de la colonne vertébrale (arthrose vertébrale) (Figure 9).

Arthrose Arthrose
digitale

Gonarthrose Coxarthrose

rachidienne

Figure 9 : Radiographies des articulations les plus touchées par I’arthrose.

Radiographies des sites les plus touchés par D’arthrose par ordre de prévalence. Les
radiographies permettent d’observer le pincement de I’interligne articulaire d’une gonarthrose
(arthrose du genou), d’une arthrose digitale, d’une coxarthrose (arthrose de la hanche) et
d’une arthrose rachidienne. Les articulations portantes sont les plus touchées.

Son diagnostic repose sur un examen clinique associé¢ a des radiographies de 1’articulation
concernée. Les radiographies permettent de mettre en évidence une condensation de 1’0s sous-
chondral due a un remodelage osseux, une formation d’ostéophytes (excroissances osseuses
recouvertes du cartilage) et une perte du cartilage se traduisant par un pincement de
I’interligne articulaire qui est le signe radiologique caractéristique de cette maladie

(Figurel0).
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Figure 10: Classification radiologique de la sévérité de la gonarthrose selon I’index
composite Kellgren-Lawrence.

Cette classification prend en compte a la fois la formation des ostéophytes et le pincement de
I’interligne articulaire. (A) Stade 1: ostéophytes de signification douteuse (Fleches blanches).
(B) Stade 2: ostéophyte net sans modification de I’interligne articulaire. (C) Stade 3:
ostéophyte net (Fleches blanches) et diminution de I’interligne articulaire (Fleéches noires).
(D) Stade 4: pincement séveére de I’interligne articulaire (fleches noires) en plus des
ostéophytes (fleches blanches). Adapté de (Hayashi et al. 2015).

Actuellement, il n’existe pas de traitements qui permettent de stopper ou retarder la
progression de la pathologie vers une destruction totale du cartilage (Rannou et al. 2010,
Roman-Blas et al. 2016, Bay-Jensen et al. 2016). Il existe toutefois des approches
pharmacologiques (anti douleurs) et non pharmacologiques (les ortheses, 1’exercice, le régime
et I’éducation des patients) ayant uniquement des effets symptomatiques et visant a soulager
la douleur et la raideur de I’articulation endommagée afin d’améliorer la stabilité¢ de genou
(Sanchez et al. 2010). La solution unique pour les patients, qui ne peuvent plus supporter la
douleur avec des graves Iésions de genou et une incapacité a marcher, est la pose de prothese
(genou ou hanche) permettant de remplacer temporairement (15 a 20 ans) D’articulation
touchée, récupérer une bonne mobilité du genou, soulager la douleur et reprendre une marche
normale. Néanmoins, cette opération n’est pas sans risque (infections, descellement précoce,
etc.) et 20% des patients conservent des douleurs chroniques alors méme que I’intervention

s’est déroulée sans complications.
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2. Facteurs de risque

Les facteurs de risque aboutissant au développement de 1’arthrose sont multiples :

L'age est I'un de ces facteurs, étant donné que le processus de vieillissement implique une
diminution significative du nombre de chondrocytes dans le cartilage articulaire par apoptose,
ce qui est en corrélation directe avec le degré des Iésions du cartilage (Zamli et Sharif. 2011).
En outre, avec 1’age, les chondrocytes perdent leur capacit¢ a renouveler la matrice

extracellulaire du cartilage (Aigner et al. 2007).

L’obésité est aussi un facteur de risque majeur de I’arthrose. Des études ont montré que le
risque augmente de 15% par point d’indice de masse corporelle (IMC) supplémentaire
(Sellam et Berenbaum 2011) et qu’une réduction de poids de 5 kg est capable de diminuer de
50% le risque de développer une arthrose du genou (Pazzalo et al. 2016, Christensen et al.
2007). L'obésité est ¢galement associée a l'arthrose de la main (Grotle et al. 2008). Ainsi, son
impact n’est pas expliqué uniquement par le stress mécanique excessif subi par les zones

portantes mais aussi par voie métabolique entre 1'obésité et l'arthrose.

Les traumatismes articulaires, en particulier au niveau des genoux, peuvent conduire
également a une apparition précoce de I’arthrose, suite a une rupture du ligament croisé

antérieur, par exemple, ou une atteinte méniscale (Allen et Golightly. 2015).

Une activité intense et répétitive est 'un des facteurs qui peuvent induire ces lésions
articulaires suite a une sollicitation excessive des articulations (Allen et Golightly 2015). Elle
favorise I’apparition des l€sions microscopiques menant au développement d’une arthrose

(Maetzel et al. 1997).

Le sexe est ¢galement impliqué. En effet, le développement d’arthrose est plus fréquent chez
les femmes apres la ménopause que chez les hommes suggérant un role hormonal (Srikanth et
al. 2005). Ceci peut étre expliqué aussi par d'autres facteurs tels que la différence de la
structure des os et des ligaments ainsi que la diminution du volume du cartilage chez les

femmes par rapport aux hommes (Johson et al. 2014, Musumeci et al. 2015).

Les facteurs génétiques peuvent également intervenir dans l'apparition de 1’arthrose. De

nombreuses ¢tudes épidémiologiques ont révélé un caractére familial dans 1’arthrose des

41



Données bibliographiques

doigts et des genoux (Valdes et al. 2007). Différentes études ont mis en évidence la présence
de plus de 80 mutations de genes impliquées dans le développement de I’arthrose parmi
lesquels on peut citer les génes codant pour le récepteur de la vitamine D, insulin-like growth
factor 1(IGF-1), collageéne de type 2 et le facteur de croissance de la différenciation 5 (GDF5)
(Musumeci et al. 2015, Palotie et al. 1989, Evangelou et al. 2009 ).

D’autres facteurs peuvent également étre a I’origine d’une arthrose comme les troubles de
I’architecture des membres de la jambe qui peuvent augmenter les contraintes mécaniques
dans le compartiment interne du genou (Chapple et al. 2011), la densité osseuse élevée et la

faiblesse musculaire (Neogi et zhang. 2013).

La diversité de ces facteurs de risque, fait qu’on considere aujourd’hui, qu’il existe plusieurs
phénotypes d’arthroses. Bien qu’elles entrainent les méme conséquences, les mécanismes
physiopathologiques y aboutissant sont bien distincts: on ne peut plus parler aujourd’hui
d’ «une » mais «des» arthroses (Tableau 1). L’identification de phénotypes cliniques
d’arthrose pourrait permettre de définir différents groupes homogenes de patients. Les
traitements actuels ou futurs, préventifs ou curatifs, pourraient ainsi étre adaptés a chaque

sous-groupe.
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Post-traumatique ~ Métabolique Vieillissement Génétique Douleur

Age jeune (<45 ans) dge moyen (45-65  vieux (>65 ans) variable variable
ans)

Cause principale Stress mécanique Stressmécanique,  AGE, sénescence Gene associé Inflammation,
adipokines, chondrocytaire changements
hyperglycémie, 05SEUX,
déséquilibre perception aberrante
oestrogene/ dela douleur
progestérone

Site principal Genou, pouce, Genou, main, Hanche, genou, main ~ Main, hanche, Hanche, genou, main

cheville, épaule généralisé colonne vertébrale

Intervention Protection des Perte de poids, Aucune intervention  Aucune intervention  Analgésiques, anti-

articulations, controles glycémique  spécifique, briseurs  spécifique, thérapie  inflammatoires
stabilisation et lipidique, des AGE, SRAGE génique

articulaires, hormonothérapie

prévention des substitutive

chutes, interventions

chirurgicales

Tableau 1: Les différents phénotypes cliniques de I’arthrose.
AGE : produits avancés de glycation, sSRAGE : récepteur solubles aux AGE (Bijlsma et
al.2011).

3. L’arthrose est une maladie multi-tissulaire

Ces derniéres années, la vision des processus physiopathologiques menant a I’arthrose s’est
profondément modifiée. Pendant plusieurs années, 1’arthrose a été considérée comme une
pathologie dégénérative concernant uniquement le cartilage. Cependant, il est aujourd’hui
clairement démontré que I’arthrose est une maladie progressive de 1’articulation dans son
ensemble impliquant le cartilage, I’os sous-chondral, la membrane synoviale, les ménisques et
les muscles (Brandt et al. 2006). Les changements pathologiques observés dans les
articulations arthrosiques comprennent la dégradation du cartilage articulaire mais aussi une
condensation de l'os sous-chondral, la formation d'ostéophytes, des degrés variables
d'inflammation synoviale, une atteinte des ligaments et des ménisques ainsi qu’une
hypertrophie de la capsule articulaire (Loeser et al. 2012) (Figure 11). L’arthrose est donc
une pathologie multi-tissulaire complexe qui conduit a terme a la destruction du cartilage et

aux symptomes connus par les patients (douleur, gonflement, raideur, géne fonctionnel...).
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Articulation Articulation
normale arthrosique

Affaiblissement des tendons,
ligaments et muscles

Muscle
Inflammation synoviale
Tendons/ Viscosité réduite
Ligaments de liquide synovial
Cartilage Dégradation du cartilage
Ménisaue

Formation d’ostéophytes
Membrane synoviale

i g . Sclérose de I'os sous-chondral
Liquide synovial

Fissuration du ménisque
Capsule

Hypertrophie de la capsule

Os sous-chondral

Figure 11 : Modifications des tissus de ’articulation au cours de I’arthrose.

Adapté de (Wieland et al.2005).

Les débris de dégradation du cartilage libérés dans la cavité synoviale sont captés par la
membrane synoviale. Cette derniere devient le siege d’un infiltrat inflammatoire et synthétise
alors des médiateurs pro-inflammatoires et des protéases matricielles qui agissent sur le
cartilage et I’os sous-chondral. Cette rétroaction constitue un cercle vicieux conduisant a la
dégradation lente et progressive du cartilage et ’altération des structures adjacentes (Sellam et

Berenbaum 2010, Bijlsma et al. 2011) (Figure 12).
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Figure 12 : La physiopathologie de I’arthrose.

Les produits de dégradation du cartilage qui sont libérés dans la cavité articulaire sont
phagocytés par les cellules synoviales, aboutissant a l'amplification de l'inflammation
synoviale. Les cellules synoviales activées produisent des médiateurs cataboliques et pro-
inflammatoires qui conduisent a une production excessive des enzymes protéolytiques,
responsables de la dégradation du cartilage, créant ainsi une boucle de rétroaction positive. La
réponse inflammatoire est amplifiée par les cellules synoviales activées et des lymphocytes T
et B récrutés. Pour contrecarrer cette réponse inflammatoire, la membrane synoviale et le
cartilage peuvent produire des cytokines anti-inflammatoires. Des médiateurs sécrétés par la
membrane synoviale peuvent contribuer également a la formation d'ostéophytes. ADAMTS (a
disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs), BMP (bone morphogenetic
protein), CXCLI13(CXCchemokine ligand 13), EGF ( endothelial growth factor),
IL(interleukin), IL-1Ra (IL-1 receptor antagonist), LTB4 (leukotriene B4), MMP (matrix
metalloproteinase), NAMPT(nicotinamide phosphoribosyl transferase also called visfatin),
NO (nitric oxide), NGF (nerve growth factor), OA (osteoarthritis), PGE2 (prostaglandin E2),
TIMP (tissue inhibitor of metalloproteinase), TNF (tumor necrosis factor), VCAM-1 (vascular
cell adhesion molecule 1), (VEGF, vascular endothelial growth factor) (Sellam et Berenbaum
2010).

De nombreuses études ont mis en évidence qu’au cours de 1’arthrose, les altérations des
différents tissus sont des processus étroitement liés (Martel-Pelletier et Pelletier 2010)
suggérant ainsi que tous les tissus sont capables de communiquer entre eux. Parmi tous ces
tissus, 1’os sous-chondral semble décisif de la progression de la maladie (Kwan Tat et
al.2010). Son role dans la dégradation du cartilage est actuellement de plus en plus étudié. En

effet, de nombreuses modifications sont observées dans 1’os sous-chondral arthrosique
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(sclérose, remodelage, formation d’ostéophytes et apparition des kystes). Certains de ces
changements représentent les premiers signes de I’arthrose (Lories et Luyten 2012).

Aujourd’hui, il est admis que 1’os et le cartilage forment une unité fonctionnelle
interconnectée (Lories et Luyten 2012). En effet, des études in vitro et ex vivo mettent en
évidence une communication entre les deux tissus, ce qui suggere une interdépendance des
é¢vénements se produisant dans les deux compartiments et conduisant a la destruction

articulaire (Findlay et Atkins 2014, Li et al. 2013).

4. Modéles animaux arthrosiques

Reproduire la maladie chez I’animal est cruciale pour acquérir une meilleure compréhension
de processus arthrosique et des lésions associées.

Les petits animaux (souris, rats, lapin et cobayes) sont le plus souvent utilisés pour des raisons
de cott, de facilit¢ de manipulation et de logement. Les modéles animaux de grande taille
(mouton, chien, chévres, chevaux) montrent plus de similarités avec 'homme en terme de
morphologie du cartilage et d’anatomie de 1’articulation permettant donc de fournir plus de
données cliniquement pertinentes. Cependant, ces modeles sont relativement cofliteux et

présentent des problemes éthiques importants avec des grandes difficultés de manipulation.

Parmi ces modeles, ce sont les souris qui sont les plus utilisées en raison de facilité de gestion
et de faibles colits. La possibilité¢ d'induire des modifications génétiques (knock-out, knock-
in...) rend les modéles de souris extrémement utiles pour reproduire 1’arthrose (Thysen et al.
2015). Les souris de souche C57BL6, BALB/c et STR/ort sont les plus utilisées pour étudier
l'arthrose car elles développent spontanément la maladie (Stoop et al. 1999, Kyostio-Moore et
al. 2011).

L’arthrose induite chez la souris peut étre obtenue par différentes approches telles que les
injections intra-articulaires de iodoacétate, collagénase ou papaine (Guzman et al. 2003, Van
der Kraan et al. 1989), les modifications génétiques (Mutations dans les geénes de la matrice
extracellulaire ou surexpression des protéases matricielles) (Hu et al. 2006) et la chirurgie par
section du ligament croisé antérieur (ACLT) (Stoop et al. 2000) ou par déstabilisation du
ménisque médial (DMM) (Glasson et al. 2007).

Ce dernier est le modele murin d’arthrose de référence au niveau international. Il consiste a
déstabiliser le ménisque médial par section du ligament ménisco-tibial médial chez la souris
(Figure 13). Cet acte altére la stabilité mécanique de 1’articulation du genou et engendre un

stress mécanique excessif sur 1’articulation du genou induisant des Iésions du cartilage
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proches de celles observées dans 1'arthrose humaine (Glasson et al. 2007). De plus, c’est le
modele idéal permettant d’étudier la douleur associée aux lésions arthrosiques (Miller et

al.2012, Fang et Beier.2014).

Fémur

MM (Ménisque médial)

MTL (Ligament ménisco-tibial médial)
Tibia

Figure 13: Le modéle murin d’arthrose DMM.
Ce modele est obtenu par section du ligament ménisco-tibial médial chez la souris (indiquée
par la fleche rouge). Adapté de (Glasson et al. 2007).

Les Iésions induites chez ce modele apparaissent aprés 4 a 8 semaines. Elles sont évaluées sur
des coupes histologiques de genoux de souris colorées a la Safranine O et vert lumicre, en se

basant sur le score OARSI détaill¢ dans le tableau 2 (Glasoon et al. 2010).

Niveau Dommages arthrosiques

0 Normal

0.5 Perte du Safranin O sans changements structuraux

1 Petites fibrillations sans perte du cartilage

2 Fentes verticales jusqu'a la couche immédiatement au-dessous de la couche superficielle du cartilage et

une certaine perte de la lamina de surface

3 Fentes verticales/ érosion du cartilage qui s'étend jusqu’a <25% vers le cartilage calcifié
4 Fentes verticales/ érosion du cartilage qui s'étend jusqu’a 25-50% vers le cartilage calcifié
5 Fentes verticales/ érosion du cartilage qui s'étend jusqu’a 50-75% vers le cartilage calcifié
6 Fentes verticales/ érosion du cartilage qui s'étend jusqu’a >75% vers le cartilage calcifié

Tableau 2 : Score semi-quantitatif OARSI.

Ce score permet d’évaluer les 1ésions articulaires sur des coupes histologiques de genoux de
souris DMM (Glasson et al. 2010).
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Les altérations histologiques observées sur les coupes tissulaires de genoux des souris DMM
apparaissent deés 4 semaines et s’intensifient jusqu’ a 8 semaines apres 1’opération (Figure

14).

4 semaines

8 semaines

Figure 14 : coupes histologiques d’articulations murines de genoux, colorées a la
Safranin O et au Vert Lumiére.

La coupe montre les différences de dégradation du cartilage entre les souris Sham (non
opérées) et les souris DMM a 4 et 8 semaines post-opératoire (collection personnelle).

5. Tissus articulaires arthrosiques

5.1. Cartilage articulaire arthrosique

L’arthrose se caractérise principalement par une dégradation lente et progressive du cartilage
articulaire. Elle s’y manifeste par des modifications a la fois histologiques, cellulaires et

matricielles.

5.1.1. Modifications macroscopiques et histologiques

L’exces du stress sur le cartilage, qu’il soit de nature mécanique ou biochimique altere la
fonction du chondrocyte favorisant un déséquilibre entre la synthése et la dégradation des
composants matriciels (Goldring et al. 2007). Ainsi, le cartilage perd son aspect blanc, lisse et

translucide. Aux premiers stades, il devient rugueux et des microfissures apparaissent au
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niveau de la couche superficielle. Progressivement, les 1ésions s’agrandissent jusqu’a la mise
a nu de I’os sous-chondral au stade le plus avancé de la maladie (Aigner et Sachse. 2006)

(Figure 15).

Sain Arthrosique
:&ﬂ » f -

¥

R, -
Chondrocyte arthrosique

Stress mécanique
________________ >

Stress biochimique -

Anabolisme

Anabolisme Catabolisme

Catabolisme

Renouvellementde la
MEC cartilagineuse

Destruction du
cartilage

Figure 15 : Altération de I’homéostasie du cartilage articulaire au cours de I’arthrose.

Au niveau histologique, le processus arthrosique se manifeste par [’augmentation de la
calcification du cartilage se traduisant par une avancée du cartilage calcifi¢ et un
dédoublement de la tide-mark. Parallélement, le cartilage calcifié subit une pénétration
vasculaire (apparition de canaux vasculaires) a partir de 1’os sous-chondral (Houard et al.
2013). On observe ¢galement des fissurations, une érosion marquée du tissu et une formation

d’amas cellulaires appelés « clusters », typiques du cartilage arthrosique (Figure 16).
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Cartilage normal Cartilage arthrosique

Couche superficielle

-
Fibrillation de la surface *

Couche moyenne
Chondrocytes en clusters

Matrice interterritoriale

Matrice péricellulaire
Couche profonde

Tide-mark L'—'.::____

Cartilage calCifié

Invasion vasculaire ,

 Os sous-chondral

Figure 16: Coupe histologique d’un cartilage sain (panel gauche) et d’un cartilage
arthrosique (panel droit).
Adapté de (Goldring et Marcu 2012).

L’ensemble de ces modifications observées dans le cartilage arthrosique est du a la fois aux

altérations matricielles et cellulaires.

5.1.2. Modifications matricielles

La dégradation du cartilage articulaire et la perte de sa fonction biomécanique sont en grande
partie dues a la destruction et la perte de molécules composant la MEC. La diminution de la
quantité des protéoglycanes (principalement I’aggrécane), est le changement majeur observé
des les premiers stades de la dégradation du cartilage. La désorganisation du réseau
collagénique est aussi une caractéristique majeure de la dégénérescence du cartilage (Aigner
et Sachse. 2006). La déstabilisation du réseau des collagénes est due a une diminution de
synthese de collagéne de type Il et une dégradation de collagénes pré-exsitants (Heijink et al.
2011). Ces changements se produisent initialement a la surface du cartilage articulaire
contribuant & une augmentation de la teneur en eau et une altération de ses propriétés

mécaniques (Goldring et al. 2007).

La diminution du taux des composants de la MEC est due a la libération accrue, par les

chondrocytes, d’enzymes protéolytiques comme les protéases matricielles (MMP) et les
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aggrécanases (ADAMTS) (Aigner et Sachse. 2006) qui jouent un role primordial dans le

processus arthrosique.

En dehors des altérations des composants du cartilage, une expression des molécules qui ne
sont pas présents dans le cartilage articulaire normal, comme la tenascine, les collagénes de
type IIA (théoriquement embryonnaire) et III, peut aussi €tre observée (Aigner et Sachse.
2006). Au niveau des zones profondes du cartilage, le taux de collagéne X augmente
¢galement autour des «clusters» de chondrocytes et serait, associ¢ au processus de

calcification (Girkontaite et al. 1996).

5.1.3. Modifications cellulaires

Le chondrocyte est le seul type cellulaire présent dans le cartilage articulaire et il est donc
responsable a la fois de la synthése et de la dégradation de la MEC (Goldring et al. 2007). 1l
est le senseur de I’homéostasie du cartilage. Ainsi, toute modification de son phénotype peut
entrainer un déséquilibre de la balance anabolisme/catabolisme.

Au cours de I’arthrose, les chondrocytes, qui sont quiescents dans les articulations normales,
subissent un changement phénotypique et deviennent des cellules activées, caractérisées par
une prolifération cellulaire, une formation de « clusters», et une augmentation de la
production a la fois des protéines de la matrice et des protéases dégradant les composants
matriciels (Goldring 2012).

On observe également une hypertrophie chondrocytaire caractérisée par la production de la
métalloprotéase matricielle MMP13, le collagéne de type X et la phosphatase alcaline
(Abramson et Attur 2009, Sandell et Aigner 2001) contribuant a la dégradation de collagene
de type II (par MMP-13) et au processus de I’ossification endochondrale observés au cours de
I’arthrose (Abramson et Attur. 2009). Ces changements dans la composition et la structure du
cartilage articulaire contraignent les chondrocytes a produire des facteurs cataboliques
impliqués dans la dégradation du cartilage (Xia et al. 2014).

Au cours de I’arthrose, les chondrocytes peuvent aussi subir une dédifférenciation et
réacquérir certaines caractéristiques des stades précoces de développement. Ils expriment
ainsi des collageénes atypiques comme les collagénes de type I, IIA (qui est normalement
embryonnaire) et [II (Sandell et Aigner 2001).

L’un des mécanismes associés a ’arthrose est I’apoptose chondrocytaire. En effet, une forte
corrélation a €té établie entre 1’apoptose et la sévérité des 1ésions de la MEC (Musumeci et al.
2001). La survie des chondrocytes est médiée par les intégrines, responsables de la connexion
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des différents composants de la MEC aux protéines intracellulaires du cytosquelette
(Musumeci et al. 2013). Ainsi, la perte de cette adhésion suite a la dégradation de la MEC
entraine 1’apoptose des chondrocytes.

Enfin, les chondrocytes arthrosiques produisent et répondent aux différents médiateurs
inflammatoires (cytokines et chémokines) présents dans les tissus articulaires et dans le
liquide synovial (Goldring et al. 2007). Au cours de 1’arthrose, des débris de dégradation du
cartilage sont captés par la membrane synoviale, qui va s’activer et libérer des médiateurs pro-
inflammatoires (interleukines tels IL-1, IL-6, IL-8, TNFa, PGE2 et radicaux libres...) (Sellam
et Berenbaum. 2010). Ces différents médiateurs agissent par la suite sur le cartilage et stimule
les chondrocytes a produire des protéases et des médiateurs inflammatoires (Abramson et
Attur. 2009). Les chondrocytes dans le cartilage arthrosique, en particulier ceux qui sont en
« clusters », expriment des récepteurs aux cytokines et chémokines (Berenbaum 2004). Un
cercle vicieux se met ainsi en place conduisant a 1’aggravation du phénotype catabolique des
chondrocytes.

La plupart des études suggére que les changements phénotypiques majeurs sont initialement
observés au niveau de la zone superficielle dés le premier stade de la maladie (Aigner et

Sachse. 2006) induisant ainsi les modifications matricielles observées au cours de la maladie.

5.1.4. Role des enzymes protéolytiques dans la dégradation du cartilage

L'arthrose est caractérisée par une perte progressive de la matrice du cartilage articulaire, sous
l'action des enzymes protéolytiques qui dégradent les protéines matricielles. De nombreuses
protéases sont synthétisées et secrétées par les chondrocytes pour dégrader la MEC (Tableau

3).

52



Données bibliographiques

Collagénases : MMP-1, MMP-8 et MMP-13

Gélatinases : MMP-2 et MIMP-9
Métalloprotéases matricielles (MMP) Stromélysines : MMP-3, MMP-7, MMP-10 et
MMP-11

De type membranaire : MMP-14

ADAMTS-4 (Aggrécanase 1)

Aggrécanases (ADAMTS)
ADAMTS-5 (Aggrécanase 2)
Elastases
Autres protéases Cathepsines

Protéases du systéme de coagulation

Tableau 3: Les protéases impliquées dans la dégradation de la matrice du cartilage
(Hedbom et Hauselmann 2002).

Parmi ces enzymes, ce sont notamment les métalloprotéases matricielles (MMP) et les
aggrécanases qui jouent un role prépondérant dans la dégradation du cartilage au cours de

I’arthrose (Houard et al. 2013).

@,

< Les métalloprotéases matricielles (MMP) :

Les métalloprotéases matricielles forment une famille d’endoprotéinases jouant un role
important dans les remodelages tissulaires. Elles partagent un domaine catalytique contenant
un site de fixation au zinc, un domaine auto-inhibiteur possédant un résidu cystéine
responsable de la régulation de la catalyse et un domaine hémopexine attaché a leur C-
terminal et assurant I’interaction protéine-protéine. Elles jouent un réle important dans les
remodelages tissulaires en clivant les liaisons peptidiques internes (Page-McCaw et al. 2007,

Zeng et al. 2015).

Cette famille des protéases est composée de 23 formes différentes divisées en 6 groupes
(collagénases, gélatinases, stromélysines, matrylisines, de type membranaire (MT-MMP) et
autres) (Snoek-van Beurden et Von den Hoff. 2005) . Tous ces groupes présentent une activité
catalytique contre les composants de la MEC y compris les collageénes, les protéoglycanes et

les glycoprotéines de la matrice (Shlopov et al. 1997).
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De nombreuses études ont montré qu’elles jouent ainsi un réle clé dans la dégradation du
cartilage au cours de I’arthrose (Billinghurst et al. 1997, Sholpov et al. 1997). En outre, leurs
concentrations ont ét¢ montrées augmentées dans le liquide synovial des patients arthrosiques

par rapport aux sujets sains (Clark et al. 1993, Ishiguro et al. 1999).

Parmi plusieurs MMPs existantes, I’implication de MMP-1, -2, -3, -7, -8, -9, -11, -13 et -14 a
été particulicrement étudi¢e dans la dégradation du cartilage. Leur expression a été montrée

¢levée et en association avec le niveau de dégradation de la MEC (Tetlow et al. 2001, Aigner

et Sachse. 2006, Smith. 1999).

MMP-1 (collagénase-1) est capable de dégrader le collagéne de type II. Son expression est
augmentée durant les stades précoces d’arthrose dans un modele d’arthrose établi chez le
chien (ACLT) (Fernandes et al. 1998). Une méta-analyse a montré que cette enzyme
matricielle est augmentée dans le liquide synovial des patients arthrosiques par rapport aux
sujets sains (Zeng et al. 2015). Cependant, son expression génique a été montrée diminuée

dans le cartilage humain arthrosique par rapport au cartilage sain (Kevorkian et al. 2004).

MMP-2 (gélatinase-A) est capable de dégrader le collagéne de type I, IV, V, VII et X ainsi
que d’autres molécules bioactives (Galasso et al. 2012). Son taux sérique a été montré
augmenté chez les patients arthrosiques par rapport aux sujets sains (Zeng et al. 2015). Elle
est exprimée de facon constitutive dans le cartilage articulaire sain mais son expression est
augmentée dans le cartilage arthrosique (Duerr et al. 2004) au cours des stades tardifs (Aigner

et Zien. 2001).

MMP-3 (Stromélysine-1) clive les protéoglycanes. Elle est fortement exprimée dans le
cartilage arthrosique,cependant son expression diminue au cours des stades tardifs de la
maladie (Troeberg et Nagase. 2012). Son expression varie en fonction du stade de la maladie.
En effet, certaines études la définissent comme marqueur des stades précoces et montrent
qu’elle intervient dans I’initiation de la dégradation du cartilage (Aigner et Zien. 2001). Le
taux de cette enzyme dans le sérum et le liquide synovial du lapin a été trouvé corrélé avec le
niveau de sévérité des I¢sions du cartilage (Chu et al. 2015). Son implication dans le
processus arthrosique a été confirmée dans un modele d’arthrose spontanée chez la souris, ou
I’invalidation de MMP-3 protége contre la dégradation du cartilage (Blom et al. 2007). Cette
enzyme participe aussi a I’activation des autres MMP telle MMP-1 (Ra et Parks. 2007).
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MMP-7 (Matrilysine) est fortement exprimée dans le cartilage arthrosique comparé au
cartilage sain (Tao et al. 2015). Cette expression est corrélée a la sévérité des lésions du
cartilage évaluées par le score histologique de Mankin (Smith. 1999). Sa concentration

sérique est aussi augmentée chez les patients arthrosiques (Tao et al. 2015).

MMP-8 (Collagénase neutrophile ou collagénase-2) est également capable de cliver le
collagéne de type II mais aussi les collagénes de type I, III, et d’autres composants matriciels
(Nakki et al. 2015). Elle semble jouer un rdle au cours de I’arthrose méme si elle n’est pas
I’enzyme majeure. L’augmentation de son expression dans le cartilage arthrosique est
associée a un clivage accru de collagene de type II dans le cartilage arthrosique (Billinghurst

et al. 1997) suggérant son réle dans la destruction du cartilage.

MMP-9 (Gélatinase-B) posséde une activité protéolytique contre les collagénes de type 1V,
V, VII et X ainsi que d’autres molécules (Galasso et al. 2012). Son expression est augmentée
(Kevorkian et al. 2004) et corrélée avec 1’invasion vasculaire (Galasso et al. 2012) au cours du
processus arthrosique. Son taux dans le sérum et dans le liquide synovial est également

augmenté chez les patients arthrosiques par rapport aux sujets sains (Zeng et al. 2015).

MMP-11 (stromélysine-3) est impliqué dans la dégradation du cartilage pendant les stades
tardifs darthrose au cours desquels son expression augmente (Aigner et Zien. 2001).

Cependant son rdle dans I’arthrose est peu étudié.

MMP-13 (Collagénase-3) est la collagénase primaire clivant le collagéne de type II au cours
de I’arthrose (Billinghurst et al. 1997, Aigner et Sachse. 2006). Son expression est fortement
augmentée au cours de 1’arthrose (Sholpov et al. 1997, Reboul et al. 1996). Son taux dans le
liquide synovial des patients arthrosiques est €élevé et corrélé avec la sévérité de la pathologie
(Ozler et al. 2015). L’expression conditionnelle de MMP-13 dans le cartilage de souris
(souris transgéniques avec expression de MMP-13 sous le controle du promoteur de collagene
de type II), induit la dégradation spontanée du cartilage (Neuhold et al. 2001). De plus, des
souris invalidées pour MMP 13 sont protégées des lésions cartilagineuses dans un modele

d’arthrose (Little et al. 2009).

MMP-14 (MMP de type membranaire) est capable de cliver 1’aggrécane mais d’activer
surtout d’autres MMP comme MMP-13 et MMP-2 (Dreier et al. 2004, Imai et al. 1997). Son
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expression est augmentée dans le cartilage humain arthrosique et corrélée a I’activité de

MMP-2 (Imai et al. 1997).

La production et I’activité de ces MMP sont régulées a plusieurs niveaux (Figure 17) et par
plusieurs facteurs tels les cytokines. Leur production par les chondrocytes est stimulée par les
cytokines pro-cataboliques telles que II-1B et TNF-a (Tetlow et al. 2001). Leur expression est
régulée par le facteur de transcription AP-1 (activator protein- 1), en aval des voies de
signalisation intracellulaires telles que les MAP (mitogen-activated protein) kinases (Kook et
al. 2011, Kumar et al. 2009). Leur activation se produit par clivage protéolytique du pro-
peptide inactif des MMP. Ce processus fait intervenir plusieurs cascades enzymatiques
(Stamenkovic 2003). Les MMP peuvent étre activées aussi par d’autres MMP, c’est le cas
MMP-3 qui active pro-MMP-1, pro-MMP-7 et pro-MMP13 (Ra et Parks. 2007, Troeberg et
al. 2012).

L’activité des MMP est régulée également par des inhibiteurs endogenes tels que 1’a2
macroglobuline et les TIMP (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases) (Page-McCaw et al.
2007). Les MMP sont fortement inhibées par les 4 TIMP (TIMP-1, -2, -3 et -4). TIMP-3 est
I’inhibiteur central de la dégradation du cartilage (Troeberg et al. 2012) dont le taux protéique
diminue dans le cartilage arthrosique (Morris et al. 2010). En effet, un traitement par TIMP-3
mais pas avec TIMP-1 ou TIMP-2, bloque la dégradation du cartilage (Gendron et al. 2003).
De plus, son invalidation chez la souris induit la dégradation du cartilage (Sahebjam et al.

2007).
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Figure 17: Régulation de ’expression, de la sécrétion et de ’activité des MMP.

L’activité des MMP est régulée a différents niveaux : (1) la transcription, (2) la traduction, (3)
la sécrétion, (4) la localisation, (5) le clivage du pro-domaine, (6) l’inhibition, (7) la
dégradation (Page-McCaw et al. 2007).

% Les aggrécanases (ADAMTS) :

Les ADAMTS (a desintegrin and a metalloproteinase with a thronmbospondin motif) sont des
métalloprotéases zinc-dépendantes qui dégradent 1’aggrécane et qui possedent plusieurs
domaines modulant la spécificité et I’activité de leurs substrats (Troeberg et al. 2012).

ADAMTS-4 et ADAMTS-5 sont considérées comme les enzymes majeures responsables du
clivage pathologique de 1’aggrécane (Troeberg et al. 2012). Leur expression est augmentée au

cours de I’arthrose (Xia et al. 2014).

La double invalidation des ADAMTS-4 et ADAMTS-5 protége contre la dégradation du
cartilage dans un modele murin d’arthrose (Sahebjam et al. 2007). Cependant, d’autres études
ont montré qu un modele murin d’arthrose invalidé uniquement pour ADAMTS-4 développe
la pathologie de facon similaire aux souris contrdles (Glasson et al. 2004). Cependant,
I’invalidation d’ADAMTS-5 protege les souris contre le développement de I’arthrose (Stanton

et al. 2005) suggérant que ADAMTS-5 représente 1’aggrécanase majeure chez la souris
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(Bondeson et al. 2007). 11 est suggéré qu’ADAMTS-4 pourrait contribuer a la dégradation du
cartilage chez d’autres espeéces que la souris y compris I’homme (Troeberg et al. 2012).

Dans le cartilage et la membrane synoviale, ADAMTS-5 est exprimée constitutivement alors
qu’ADAMTS-4 est induite par les médiateurs pro-inflammatoires (II-1, TNF-a...) (Bondeson
et al. 2007). Quant a leur inhibition, elle est également assurée par les TIMP (Xia et al. 2014).

L’expression et la sécrétion des MMP et des aggrécanases sont des événements majeurs de la
dégradation du cartilage. L’induction de ces protéases chondrocytaires est donc finement

régulée par un réseau complexe de cytokines et de facteurs de croissance.

5.2. L’os sous-chondral arthrosique

Aujourd’hui, il est clairement démontré que ’0os sous chondral est un acteur clé des
mécanismes conduisant aux 1ésions arthrosiques (Funck-brentano et Cohen-Solal. 2015). Des
changements affectant la structure mais aussi 1’activité et le phénotype des cellules sont
observés au niveau de 1’os sous-chondral arthrosique. Plusieurs de ces modifications ont lieu
non seulement pendant la phase finale de la maladie, mais également aux stades précoces,
éventuellement avant la dégradation du cartilage. Cette constatation a conduit a la suggestion
que l'os sous-chondral pourrait initier les 1ésions du cartilage au cours de 1’arthrose (Bijlsma

2011).

Les lésions osseuses observées au cours de ’arthrose sont principalement le remodelage
osseux excessif, la sclérose de la plaque osseuse sous-chondrale, I’activation cellulaire, la

formation des ostéophytes, des cedémes médullaires et des kystes sous-chondraux.

5.2.1. Caractéristiques de I’os sous-chondral arthrosique
+ Remodelage osseux :

En réponse aux stimuli mécaniques et biochimiques, 1’équilibre entre la formation de 1’os et
sa résorption, assuré respectivement par les ostéoblastes et les ostéoclastes, est altéré au cours

de I’arthrose.

De nombreuses études suggerent que le remodelage excessif de 1’os sous-chondral apparait
précocement au cours de I’arthrose (Kwan Tat et al. 2010). Dieppe et ses collegues étaient les
premiers a proposer la scintigraphie osseuse comme marqueur prédictif des modifications

structurales observées dans I’arthrose (Dieppe et al. 1993). Ceci a été confirmé ultérieurement
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par des ¢tudes montrant que les patients a risque de développer une gonarthrose post-
traumatique présentent un remodelage osseux excessif visualisé par scintigraphie (Buckland-

Wright et al. 2000).

Au cours des stades précoces de la pathologie, il semble qu’une hyperactivité osseuse soit en
faveur d’une résorption associée a un défaut de minéralisation. En effet, la plupart des
modeles expérimentaux sont cohérents et montrent une augmentation précoce dans la
résorption osseuse suivie dans les étapes ultérieures par une augmentation de la formation

osseuse (Funck-brentano et Cohen-Solal. 2015).

- Sclérose de I’os sous-chondrale : Le remodelage osseux altéré au cours de 1’arthrose se
traduit structurellement par une augmentation du volume osseux en raison d’une synthése
accrue de la masse ostéoide. Ceci conduit a une rigidité mécanique et une sclérose sous-
chondrale (Li et Aspden 1997) Cette sclérose se définit macroscopiquement par un
¢paississement de la plaque sous-chondrale, observable par radiographie (Figure 18). Il s’agit
de I’'un des changements caractéristiques de 1’arthrose et I'un des mécanismes induisant

I’aggravation de la pathologie en augmentant le stress sur le cartilage sus-jacent (Radin et

Rose 1986).

Genou arthrosique Genou arthrosique 20 mois plus tard

Sclérose sous-chondrale

Figure 18 : Radiographie de genou arthrosique.

Cette radiographie montre 1’évolution de la sclérose de la plaque osseuse sous-chondrale
accompagnée du pincement de 'interligne articulaire (double fleche en blanc). Adapté de
(Buckland-Wright 2004).
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De nombreuses ¢tudes suggerent une augmentation de l'activité des cellules de 1'os sous-
chondral arthrosique. Les ostéoclastes sont impliqués au cours des premicres étapes de
I’arthrose puis les ostéoblastes/ostéocytes participent aux étapes ultérieures (Funck-brentano
et Cohen-Solal. 2015).

La condensation de 1’0os sous-chondral observée par radiographie suggére un role important
joué par les ostéoblastes dans la synthése de la MEC osseuse. En effet, un taux sérique élevé
d’ostéocalcine, un marqueur des ostéoblastes et de la formation osseuse, a été¢ détecté chez des
patients atteints d’arthrose digitale (Gevers and Dequeker 1987). Plus récemment, une étude a
montré que les ostéoblastes acquierent un phénotype scléreux en réponse au stress mécanique
(Sanchez et al. 2012)

- Activation des ostéoblastes : Les ostéoblastes changent leurs phénotypes au cours de
I’arthrose. Ils deviennent scléreux en augmentant la synthése de certains facteurs de
croissance (IGF, TGFB1), cytokines (IL-6, IL-8), enzymes (MMP, phosphatase alcaline, uPa
[urokinase]), protéines matricielles (ostéocalcine, ostéopontine) et médiateurs lipidiques
(PGE2) qui jouent un rdle régulateur dans le remodelage osseux (Wei et Bai 2016, Sanchez et
al. 2008, Sharma et al. 2013, Hilal et al. 1998).

Une forte expression de collagene de type I par les ostéoblastes est observée au cours de
I’arthrose avec une production plus importante de collagéne de type lal que celle de la2
(Bailey et al. 2002). Ces changements alterent la qualité du tissu osseux par désorganisation
des fibres de collagenes amenant & une diminution de la résistance et a une minéralisation
anormale de I’os (Couchourel et al. 2009). Cette méme étude montre que le défaut de
minéralisation est li¢ a une production anormale de TGFB1 par les ostéoblastes. En effet, des
taux ¢levés de TGFB1 sont produits par les ostéoblastes arthrosiques associés a une
minéralisation atténuée. L’ensemble de ces résultats suggerent que 1’augmentation de la
production de TGFP1 par les ostéoblastes arthrosiques est responsable de la production
anormale de collagénes de type I et éventuellement de 1’architecture anormale de 1’os sous-

chondral.

L’IGF-1 est aussi I'un des facteurs de croissance parmi les plus importants secrétés par les
ostéoblastes et régulant la formation osseuse. Il est I’un des acteurs des changements observés
au cours de I’arthrose (Lajeunesse et Reboul 2003). En effet, les ostéoblastes de 1’os sous-
chondral arthrosique produisent des taux élevés d’IGF-1 qui pourrait favoriser I’accumulation
de la substance ostéoide et par conséquent la sclérose de 1’os sous-chondrale (Massicotte et al.

2006).
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Toutes ces secrétions suggerent une hyperactivité anabolique des ostéoblastes de 1’os sous-
chondral, provoquant ainsi de nombreux changements structuraux observés au cours de
I’arthrose incluant la sclérose de la plaque sous-chondrale mais aussi la formation des

ostéophytes.

< Formation des ostéophytes :

Les ostéophytes sont des excroissances osseuses recouvertes de structures fibrocartilagineuses
qui apparaissent aux bords de I’articulation. Il s’agit de I’'une des principales caractéristiques
radiologiques de 1‘arthrose (Figure 19). Ils peuvent se former au début du développement de
l'arthrose et peuvent étre observés avant méme le pincement de l'interligne articulaire. Ils
peuvent avoir un impact clinique significatif en étant une source de douleurs et de

dysfonctionnement chez les patients (Van der Kraan et Van den Berg 2007).

Figure 19 : Radiographie d’une articulation arthrosique.
On peut observer des ostéophytes développés (fleches en blanc).Adapté de (Hayashi et al.
2015).

Leur développement est dii a la prolifération des cellules souches du périoste (membrane
recouvrant 1’0s). Ces cellules vont se différencier en chondrocytes hypertrophiques. Cette
hypertrophie est suivie par une ossification endochondrale et un dépot osseux. Des cellules
dérivées de la membrane synoviale et de I’os pourraient participer aussi au développement
définitif des ostéophytes (Van der Kraan et Van den Berg 2007). Il a été montré chez des
mod¢les animaux d’arthrose que la formation des ostéophytes est accompagnée par une

hyperplasie osseuse et par une pénétration des vaisseaux sanguins dans les couches profondes
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du cartilage. Ils peuvent également se former suite a un défaut de réparation des fractures

produites au niveau de la périphérie de 1’os sous-chondral (Gilberston 1975).

La production locale des facteurs de croissance y compris TGF-f3 et BMP est impliquée dans
ce processus (Zoricic et al. 2003, Blaney-Davidson et al. 2007). Plus particulierement, TGF-f3
est un inducteur puissant des ostéophytes (Scharstuhl et al. 2002). Son injection au niveau
intra-articulaire chez es modéles animaux était capable d’induire la formation des ostéophytes
(Bakker et al. 2001). II est a noter que des données cliniques ont montré que des niveaux
¢levés d'IGF-1 sont associés a la croissance des ostéophytes. En outre, son expression dans les
ostéophytes a été bien montrée chez des modeles animaux (Van der Kraan et Van den Berg
2007). Un autre facteur de croissance dont I’expression a été détectée dans les ostéophytes est
le bFGF (basic fibroblast growth factor) (Menkes et Lane 2004).

Le role des ostéophytes dans I’arthrose est trés discuté. Il a été rapporté qu’il existe une
corrélation entre leur présence et les douleurs arthrosiques (Boegard et al. 1998). Cependant,
il était également suggéré qu’ils jouent un role protecteur pour ’articulation plutdt que de
contribuer a la progression de la pathologie (Van der Kraan et Van den Berg 2007). En effet,
il a été montré qu’ils assurent la stabilité¢ de I’articulation en cas d’une gonarthrose (Pottenger
et al.1990) et qu’ils limitent le pincement de I’interligne articulaire de I’articulation de la

hanche (Perry et al. 1972).

R/

¢ Formations d’cedémes médullaires et kystes sous-chondraux

-Les eedémes médullaires : sont des lésions osseuses mises en évidence pour la premiere fois
par Wilson et ses collégues en utilisant 1’imagerie par résonance magnétique (IRM). Ces
lésions correspondent radiologiquement a la diminution de l'intensité du signal de la moelle
osseuse en Tl et son augmentation en T2. T1 et T2 sont des séquences d’observation
différentes en IRM (Wilson et al. 1988).

Le terme cedémes médullaires regroupe un nombre d’anomalies histologiques caractérisées
par une nécrose osseuse, une fibrose de la moelle osseuse et un infiltrat des cellules

inflammatoires (Zanetti et al. 2000).

L’origine de ces Iésions reste mal connue. Le stress mécanique excessif induit par la densité
osseuse ¢levée (Lo et al. 2005) et la fragilisation du réseau trabéculaire (Roemer et al. 2010)

pourrait &tre a l’origine de ces oedémes médullaires. La moelle osseuse nécrosée est
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remplacée par la suite par du tissu conjonctif fibreux qui altére progressivement 1’os

trabéculaire sous-chondral (Martig et al. 2007).

Ces atteintes sont fréquemment détectées a I'IRM dans les articulations arthrosiques et ont été
trouvées associées a des symptomes cliniques et a la progression structurelle de la maladie
(Funck-brentano et Cohen-Solal. 2015). Une ¢étude a montré que ces Iésions au niveau des
genoux arthrosique sont associées aux douleurs (Zhang et al. 2011). L’un des mécanismes
proposés reliant les cedémes médullaires avec la douleur est la présence des microfissures et
des canaux vasculaires qui facilitent la croissance des nerfs sensoriels (Funck-brentano et
Cohen-Solal 2015, Mapp et Walsh 2012).

De plus, il a été montré que leur présence est associée a une augmentation de la perte du
cartilage de la méme région. En effet, le volume de ces cedémes est positivement corrélé a la
perte du cartilage et au pincement de I’interligne articulaire (Roemer et al. 2009).

De nombreuses études ont montré que les patients ayant un cedéme de I’os sous-chondral
avaient plus de symptomes arthrosiques (Sellam 2016). En outre, une étude de cohorte
américaine (Multicenter Osteoarthritis Study), a montré que la présence d’un cedéme
médullaire osseux chez des patients asymptomatiques mais présentant des facteurs de risque a
leur entrée dans 1’étude ont un risque augmenté de voir apparaitre des douleurs au genou
durant la période de suivi (Javaid et al. 2010) illustrant ainsi 1’idée que ces lésions sont

prédictives a I’apparition des symptomes de 1’arthrose.

-Les kystes sous-chondraux: apparaissent avec les cedémes médullaires. Il a été suggéré qu’il
existe une relation étroite entre les deux phénomenes et que les cedemes médullaires sont des
lésions pré-kystiques précoces (Carrino et al. 2006).

11 s’agit des 1ésions cavitaires de 1’0s sous-chondral trabéculaire qui peuvent étre détectées par
IRM. Ces cavités contiennent des fragments d'os nécrotiques et sont bordées par une paroi
fibreuse (Pouders et al. 2008).

Il a été rapporté que les kystes sous-chondraux sont présents chez 75% des patients
arthrosiques (Raynauld et al. 2008). Ils sont associés aux douleurs, aux atteintes structurelles
de I’os sous-chondral et a la dégénérescence du cartilage (Chen et al. 2015). Une corrélation a
¢été établie récemment entre les kystes sous-chondraux et I’inflammation synoviale dans les
stades tardives de l’arthrose suggérant que I’inflammation synoviale pourrait étre due aux
anomalies sous-chondrales et non uniquement a la destruction du cartilage (Yusup et al.

2015).
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Le remodelage osseux est I’une des causes qui pourraient contribuer a la formation de ces
kystes (Carrino et al. 2006, Pouders et al. 2008). En effet, le stress mécanique pourrait
favoriser un afflux liquidien provenant du réseau vasculaire osseux ou du liquide synovial qui
remplit les cavités des kystes (Tanamas et al. 2010). De plus, il a ét¢ montré par une étude
récente que les kystes sous-chondraux colocalisent avec les zones caractérisées par un

remodelage osseux excessif (Chen et al. 2015).

5.2.2. Effet du stress mécanique sur I’os sous-chondral

Le stress mécanique joue un rdle clé dans le maintien d’une articulation saine. Des données a
la fois cliniques et expérimentales chez 1’animal indiquent qu’une activité physique légere ou
modérée est une intervention non pharmacologique recommandée pour prévenir et soulager
les symptomes de I’arthrose (Ko et al. 2013). Cependant, un stress mécanique excessif
pourrait avoir des effets délétéres sur I’homéostasie articulaire.

En effet, comme mentionné précédemment, le stress mécanique joue un role important dans
I’apparition des Iésions osseuses qui se caractérisent par une sclérose oseuse sous-chondrale,
la formation des cedémes médullaire, de kystes sous-chondraux et des ostéophytes. Il a été
suggéré qu’un stress mécanique excessif pourrait entrainer des microfractures de 1’os
trabéculaire sous-chondral (Abramson et Attur. 2009) qui serait a 1’origine de la sclérose
sous-chondrale (Fazzalari et al.1998). Il a été suggéré également qu’il pourrait induire des
changements dans le contour et la hauteur de 1’0os sous-chondral appelés « attrition » (Loeser
et al. 2012).

Des études in vivo ont confirmé ces effets déléteres en montrant qu'un stress mécanique
appliqué sur les genoux de souris dans des modeles animaux est capable d’altérer la structure
sous-chondrale en favorisant la formation des ostéophytes, I’augmentation de la masse
osseuse et la sclérose (Ko et al. 2013, Poulet et al. 2015).

En réponse a une stimulation mécanique, les ostéoblastes peuvent s’activer en exprimant des
cytokines, des facteurs de croissance et des enzymes de dégradation, comme les chondrocytes.
En effet, ’application d’une compression cyclique sur des ostéoblastes stimule la production
de VEGF et de FGF-2, impliqués dans I’angiogénese et le remodelage osseux (Dumas et al.
2009, Motokawa et al. 2005, Li et Hughes-Fulford 2006). Une étude in vitro a montré
¢galement que la compression des ostéoblastes, prélevés a partir de calvaria de souris induit

une production d’IL-6 et de PGE2 par activation des voies Ca’, ERK-1/2 et NF-kB
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(Sanchez et al. 2009). La méme ¢étude a montré que la compression de ces ostéoblastes réduit
le ratio OPG/RANKL et augmente la production des MMP, favorisant la résorption osseuse.
Plus récemment, une compression cyclique des ostéoblastes humains a montré les mémes
effets mentionnés ci-dessus et a induit I’expression des genes impliqués dans la sclérose
osseuse. Les auteurs suggerent que la compression accélére le remodelage osseux, conduisant
a une accumulation de la matrice ostéoide hypominéralisée et que la formation des os est
secondaire a la résorption osseuse et a la sécrétion des facteurs de croissance pié¢gés dans cette
matrice (Sanchez et al. 2012).

Ainsi, les différentes modifications de 1’os sous chondral initiées par le stress mécanique

semblent interagir entre elles, ce qui aggrave les 1ésions osseuses.

6. Communication entre I’os sous-chondral et le cartilage: role dans ’arthrose

La communication os/cartilage, que ce soit biologique ou mécanique crée une unité étroite et
fonctionnelle entre les deux tissus qui permet d’assurer le maintien, la fonction et
I’homéostasie articulaire (Findlay et Atkins 2014, Zhang et al.2012). En effet, I'os et le
cartilage sont des structures trés dynamiques et porteuses qui supportent la charge et
modifient leur métabolisme en fonction des contraintes mécaniques en faisant varier leurs
caractéristiques biomécaniques (Zhang et al.2012). Le changement des propriétés mécaniques
ou biologiques de I'un peut modifier I’état de l'autre. Ainsi, les altérations liées au
remodelage de I’os sous-chondral pourrait contribuer au développement d’un environnement
biomécanique défavorable et aggraver la détérioration du cartilage articulaire (Goldring et

Glodring 2007).

Les changements observés dans le cartilage et 1’os sous-chondral sont médiés par les cellules
de ces deux compartiments dont le role principal est de maintenir I’intégrité et la fonction de
ces tissus. Ainsi, en réponse a un environnement mécanique et/ou biochimique altéré au cours
de D’arthrose, les cellules fonctionnent différemment et présentent un profil d’expression
génique différent suggérant un effet direct de ces influences externes. Les changements
cellulaires dans un compartiment pourraient influencer les cellules de 1’autre compartiment.

(Findlay et Atkins 2014).

Ainsi, tous les facteurs induits par un stress mécanique et activant les ostéoblastes pourraient
agir directement sur le cartilage ou changer les propriétés mécaniques de 1’0s sous-chondral

qui pourrait a son tour avoir des effets néfastes sur le cartilage (Sanchez et al. 2012).
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Inversement, le remodelage de 1’os sous-chondral pourrait résulter de 1’augmentation des
charges suite a la perte de I’intégrité du cartilage (Glyn-Jones 2015). Cette communication
entre 1’os et le cartilage pourrait aggraver le processus pathologique. Ainsi, I’émergence des
nouveaux concepts mettent les interactions tissulaires au cceur de la physiopathologie de
I’arthrose et considérent que I’os et le cartilage forment une unité fonctionnelle (Imhof et al.

2000, Lories et Luyten 2010, Sharma et al. 2013).

Les propriétés mécaniques de cette unité fonctionnelle os/cartilage peuvent étre altérées par
des changements dans leurs compositions et structures induits par une altération biologique,
un remodelage osseux ou une dégradation du cartilage. Quand ces changements sont
irréversibles, des réponses biologiques peuvent étre déclenchées par le mécanisme de
mécano-transduction via lequel les cellules convertissent les forces mécaniques en signaux
biologiques. Par conséquent, un cercle vicieux entre les changements biologiques et
mécaniques se met en place aboutissant a I’initiation et/ou la progression de 1’arthrose (Zhang

etal. 2012).

6.1. Mise en évidence des interactions entre os sous-chondral et cartilage au cours de
I’arthrose

De nombreuses données soulignent clairement les relations étroites existant entre les
modifications du cartilage et de 1’os sous-chondral au cours de 1’arthrose. Une signalisation
directe existerait entre les deux compartiments (Imhof et al. 2000; Pan et al. 2009; Clark and
Huber 1990). Ces deux structures sont couplées fonctionnellement soit par la répartition des
charges communes ou par I'échange des médiateurs solubles (Pan et al. 2012)

De nombreuses modifications au niveau de 1’os sous-chondral tels que le remodelage osseux,
la formation des oedémes médullaires, des kystes et des ostéophytes ont été trouvée corrélées
aux modifications du cartilage articulaire confirmant ainsi 1’idée que les anomalies

structurelles de 1’os sous-chondral sont liées au développement de I’arthrose.

6.1.1. Lien entre le remodelage osseux et la dégradation du cartilage

Au cours de D’arthrose, le remodelage osseux peut altérer les propriétés mécaniques et
biochimiques du cartilage induisant ainsi sa dégénérescence.

Une ¢étude réalisée chez des patients atteints de gonarthrose a montré qu’un remodelage
osseux excessif est prédictif du pincement de I’interligne articulaire (Dieppe et al.1993). En

outre, divers modeles expérimentaux d’'arthrose ont montré que le remodelage osseux
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pourrait avoir un impact direct sur la gravité des 1ésions du cartilage (Funck-brentano et al.

2012, Belido et al. 2010, Kadri et al. 2010).

En effet, I’inhibition du remodelage osseux chez des modeles animaux d’arthrose par
administration des substances spécifiques tels que 1’alendronate chez le rat (Hayami et al.
2004), ’OPG chez la souris (Kadri et al. 2008) ou la calcitonine chez le lapin (Papaioannou et
al. 2007) et le chien (El Hajjaji et al. 2004), a réduit la sévérité des Iésions du cartilage. Ces
études suggerent ainsi qu’une inhibition du remodelage osseux pourrait protéger contre la
dégradation du cartilage, mettant en évidence le lien et la relation causale entre les deux
processus au cours de 1’arthrose.

I1 est suggéré aussi que la sclérose sous-chondrale est liée a la dégradation du cartilage, non
seulement en modifiant les propriétés meécaniques de 1’0os sous-chondral mais aussi en
sécrétant des facteurs biochimiques qui affecte le métabolisme du cartilage (Sanchez et al.
2012).

Plusieurs études sur des modéles d’arthrose spontanée ou induite par chirurgie supportent
I’idée que la sclérose de 1’os sous-chondral précede la perte de I’intégrité du cartilage durant
I’arthrose (Radin et Rose 1986, Pastoureau et al. 2003, Anderson-MacKenzie et al. 2004). En
plus, il a été montré récemment que la sclérose de 1’os sous-chondral engendrée par le stress
mécanique est encore plus accentuée dans les régions sous-jacentes des 1ésions du cartilage
(Poulet et al. 2015).

Toutes ces données mettent en évidence I’influence du remodelage osseux sur le cartilage sus-
jacent et illustrent ainsi I’idée qu’il existe un lien fonctionnel et mécanique entre 1’0s sous-

chondral et le cartilage.

6.1.2. Lien entre la formation des cedémes médullaires, des kystes sous-chondraux

et des ostéophytes et la dégradation du cartilage

De méme que le remodelage osseux, il existe une corrélation entre les autres 1ésions osseuses
sous-chondrales et la perte du cartilage. En effet, la corrélation entre la taille des kystes sous-
chondraux et des cedémes médullaires, dans le compartiment médial, augmente au cours de
temps avec I’importance de la perte du cartilage (Raynauld et al. 2008) suggérant un lien entre

les deux processus.

De plus, il a ét¢ montré que ’absence des cedémes médullaires était associée a une diminution
de risque de perte du cartilage, alors que, la progression ou le développement des nouveaux
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cedémes é€taient associés a un risque plus ¢élevé de développer des Iésions du cartilage (Van
der Kraan et Van den Berg 2007). Ces lésions ont été observées régulierement en relation
avec des altérations du cartilage dans la méme région (Hunter et al. 2006, Baranayay et al.
2007, Guymer et al. 2007). De méme, des grades ¢levés de 1ésions du cartilage semblent étre
associées a une prévalence plus élevée et un plus grand volume des cedémes médullaires
(Kijowski at al. 2006).D’autres études effectuées également chez 1’homme montrent que la
présence des cedémes médullaires est prédictive des pertes du cartilage et d’un risque accru de
développer une gonarthrose (Wluka e al. 2009) et 1’identifient comme un facteur de risque de
la détérioration du genou arthrosique (Felson et al. 2003).

Concernant les ostéophytes, bien que leur formation ne soit pas tout a fait corrélée aux
Iésions du cartilage, la perte du cartilage, traduite par un rétrécissement de I'espace articulaire,
est rapportée comme étant fortement associée a la présence des ostéophytes (Van der Kraan et

Van den Berg 2007)

L’ensemble de ces données établit le lien entre les modifications observées au niveau de 1’o0s
sous-chondral avec celles observées dans le cartilage au cours de D’arthrose. Ainsi, la
communication entre les deux tissus semble étre 1’un des acteurs centraux de I’initiation et de

la progression de I’arthrose.

6.2. Interactions mécaniques entre os et cartilage

Le cartilage articulaire et I’os sous-chondral forment une unité biomécanique dont le role est
d’amortir les contraintes mécaniques appliquées sur 1’articulation. De nombreuses études
suggerent que les deux structures agissent en concert avec des fonctions mécaniques
complémentaires (Zhang et al. 2012).

En effet, I’altération des propriétés mécaniques de 1’os sous-chondral se répercute sur les
capacités d’amortissement de ’articulation et donc du cartilage (Rogers et al.2004, Goldring
et Goldring 2010). On peut citer ’exemple d’une mutation pour le collagéne de type I chez la
souris, a D’origine d’une fragilit¢ osseuse, qui aboutit a une dégradation progressive du
cartilage (Blair-Levy et al. 2008). En outre, une altération de la forme de I’os sous-chondral
chez ’homme par aplatissement ou par dépression de sa surface a été rapportée comme étant
associée a la sévérité des lésions du cartilage adjacent (Neogi et al. 2009).

Au cours de D’arthrose, 1’épaississement de la plaque osseuse sous-chondrale pourrait
entrainer une augmentation des contraintes mécaniques appliquées sur le cartilage. Ce stress

mécanique excessif altere le métabolisme du cartilage et entraine sa dégradation progressive
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(Radin et Rose 1986, Radin et al. 1970). Ceci est confirmé par des analyses de corrélation
montrant que 1'épaisseur du cartilage est en corrélation négative avec 1’épaisseur de la plaque
osseuse sous-chondrale et positive avec sa porosité (Hamann et al. 2013).

Les dommages du cartilage eux méme pourraient accélérer le remodelage osseux et la
sclérose en modifiant les propriétés mécaniques de I’articulation (Stok et al. 2009). Une étude
in vivo indique qu’une sclérose peut étre induite en utilisant un modele de stress mécanique
transitoire sous un cartilage intact et que les régions du cartilage altérées sous I’effet des
charges appliquées, pourrait accentuer cette sclérose (Poulet et al. 2015). D’autres résultats
obtenus apres un stress mécanique appliqué pendant 6 semaines sur les articulations des souris
indiquent que les sites anatomiques de 1’épaississement sous-chondral correspondent aux
régions de l'amincissement du cartilage, suggérant que chaque tissu répond aux contraintes
mécaniques locales et aux changements réciproques de l'autre tissu (Ko et al. 2013). II est
suggéré que la progression de la sclérose de I'os dans la plaque osseuse sous-chondrale
pourrait entrainer une dégradation du cartilage qui conduit a son tour a un épaississement du
cartilage calcifié contribuant ainsi & promouvoir davantage la sclérose osseuse (Henrotin et al.
2012).

Des observations cliniques confirment cette association mécanique entre les lésions du
cartilage et la sclérose de I’os sous-chondral s’accompagnant de 1’augmentation de la densité
minérale osseuse dans les hanches et les genoux de patients arthrosiques (Buckland-Wright
2004).

L’ensemble de ces résultats soutiennent donc le concept selon lequel 1'os sous-chondral et le
cartilage sus-jacent forment une unit¢ mécanique et que l'initiation et la progression de la
dégénérescence du cartilage implique une rupture de 1'équilibre mécanique entre ces deux
structures. L'intégrit¢é mécanique du cartilage et sa résistance aux différents stress ne
dépendent donc pas uniquement de la composition biochimique de sa MEC, mais aussi de son

interaction avec 1'os sous-chondral (Hamann et al. 2013).

6.3. Interactions biochimiques entre os et cartilage

De nombreuses données mettent en évidence la présence, en conditions basales, d’une
interaction biochimique entre 1’os et le cartilage via un réseau de molécules solubles
permettant de maintenir 1’articulation intacte. En effet, des études réalisées chez des modeles
animaux suggerent qu’en conditions physiologiques, des nutriments provenant de 1’os
pourraient nourrir le cartilage par I’intermédiaire de structures qui connectent les deux tissus

(Malinin et Ouellette 2000, Imhof et al. 1999, Sharma et al. 2013).
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De plus, des études réalisées in vivo et ex vivo ont montré que plusieurs molécules provenant
de I’os sous-chondral peuvent diffuser vers le cartilage articulaire humain a travers le cartilage
calcifié (Lories et Luyten 2010). En effet, la courte distance de diffusion et la perméabilité du
cartilage calcifié suggerent que des cytokines et nombreux substrats sont capables de diffuser
entre 1’0s et le cartilage (Zhang et al. 2012) assurant ainsi une communication biochimique
entre les deux tissus. Des expériences réalisées sur des explants bovins montrent également
que ’os sous-chondral influence la survie des chondrocytes durant la période de la culture
(Amin et al. 2009).

Ainsi, le remodelage osseux excessif observé chez les patients arthrosiques et dans des
modeles animaux a conduit & émettre 1’hypothése que divers médiateurs solubles pourraient
étre libérés lors de ce processus pour atteindre le cartilage articulaire et lancer un cercle
vicieux entre les tentatives de réparation par les deux tissus conduisant éventuellement a la
progression de ’arthrose (Pan et al. 2012).

In vivo, deux modeles animaux d’arthrose différents (spontanée ou DMM) ont confirmé la
possibilité de diffusion des petites molécules entre I’os et le cartilage et ceci en quantifiant la
diffusion du sodium fluorescent (sodium fluorescein) (376Da) de I’os vers le cartilage (Pan et
al. 2012).

Sur des explants humains, il a ét¢é montré que la conductance hydraulique du cartilage
articulaire et de la plaque osseuse sous-chondrale augmente avec la progression de I’arthrose

pour faciliter la diffusion des molécules entre les deux tissus (Hwang et al. 2008).

6.4. Modeles d’étude de la communication os/cartilage

L’interaction biochimique entre os et cartilage a été étudiée en utilisant différents modeles de
communication ¢établis in vitro, afin de déterminer son rbole dans I’arthrose. Ces modéles
différent entre les études : soit par culture des ostéoblastes en présence des chondrocytes (co-
culture directe) soit par stimulation des chondrocytes par le milieu conditionné des

ostéoblastes (co-culture indirecte).

6.4.1. Modeles de co-culture directe ostéoblastes/chondrocytes

La premiere étude réalisée a montré que la co-culture des cellules dérivées d’os arthrosique
avec des explants du cartilage induit la perte des protéoglycanes, alors que les cellules
dérivées d’os sain n’ont aucun effet (Westacott et al. 1997). Ces résultats suggerent que des
médiateurs solubles sont libérés par les ostéoblastes arthrosiques capables d’induire la

dégradation du cartilage.
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Des études plus récentes montrent que les chondrocytes cultivés en billes d’alginate en
présence d’ostéoblastes présentant un phénotype sclérotique produisent moins d’aggrécane et
montrent une expression augmentée de MMP-3 et MMP-13 (Sanchez et al. 2005). Les
médiateurs produits par ces ostéoblastes inhibent I’expression chondrocytaire de SOX9, du
collagene de type II et du récepteur a 1’hormone parathyroide induisant donc leur
différenciation hypertrophique (Sanchez et al. 2005).

Un autre mode¢le de co-culture, entre les chondrocytes et les ostéoblastes subissant un stress
mécanique excessif et répétitif, a montré une différenciation plus marquée vers un phénotype
hypertrophique que celle obtenue avec des ostéoblastes non stressés. Suite a cette co-culture,
I’expression chondrocytaire de MMP-1, MMP-3 et MMP-13 est augmentée alors que celle de
protéoglycanes et du collagéne est diminuée. Ceci fournit une explication sur I’initiation et la
progression de 1’arthrose dans un environnement altéré dii aux contraintes mécaniques et aux

¢changes biologiques (Lin et al. 2010).

L’ensemble de ces résultats montrent qu’en présence des ostéoblastes scléreux ou ayant subi
un stress mécanique, les chondrocytes changent de phénotype et deviennent hypertrophiques
et/ou cataboliques. Ceci suggere la possibilité d’une interaction biochimique entre les deux
tissus capable d’induire un changement phénotypique des chondrocytes qui pourrait amplifier

le processus pathologique au cours de ’arthrose.

6.4.2. Mode¢le de co-culture indirecte ostéoblastes/chondrocytes

*

¢ Co-culture ostéoblastes/chondrocytes humains arthrosiques :

Un modele de co-culture indirecte a mis en évidence 1’effet des molécules secrétées par les
ostéoblastes arthrosiques sur le phénotype chondrocytaire. En effet, les milieux conditionnés
des ostéoblastes arthrosiques utilisés pour stimuler les chondrocytes augmentent 1’expression
chondrocytaire de protéases matricielles MMP-2, MMP-3, MMP-9, ADAMTS-5 et
ADAMTS-4 (Prasadam et al. 2012). Ceci suggere que des médiateurs solubles sont secrétés

par les ostéoblastes et favorisent 1’acquisition d’un phénotype catabolique des chondrocytes.

s Modéle de communication intégrant des aspects mécaniques et biochimiques: un
nouveau modéle de communication os/cartilage :

Comme il a ét¢ mentionné précédemment, le stress mécanique joue un rdle clé dans le

développement de 1’arthrose et il est I’'un des acteurs centraux des altérations osseuses au
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cours de cette pathologie. En effet, les études présentées précédemment montrent que le stress
mécanique appliqué sur les ostéoblastes induit la sécrétion des médiateurs inflammatoires (IL-
6 et PGE2) (Sanchez et al. 2009) et des facteurs de croissance (Dumas et al. 2009, Motokawa
et al. 2005, Li et Hughes-Fulford 2006). Il favorise également 1’acquisition d’un phénotype
scléreux (Sanchez et al. 2012) qui semble jouer a son tour un role dans I’altération de

I’interaction biochimique entre os et cartilage (Sanchez et al. 2005).

L’ensemble de ces données suggere donc que le stress mécanique pourrait jouer un role
majeur dans la mise en place d’une communication biochimique altérée entre ’os et le
cartilage au cours de I’arthrose, en favorisant le passage des médiateurs solubles de 1’os vers
le cartilage.

Pour répondre a cette hypothése, notre équipe a établi un modele de communication entre os
et cartilage (Figure 20). Ce modéle consiste a comprimer de fagon cyclique des
ostéoblastes/ostéocytes murins grace au systeme Flexercell (Figure 21). Les milieux
conditionnés de ces cellules comprimées ont été¢ utilisés pour stimuler des chondrocytes

articulaires murins (Priam et al. 2013).
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Figure 20 : Schéma du mod¢le murin de communication os/cartilage.

Les ostéoblastes sont isolés de la calvaria de souriceaux nouveaux (agés de 5 a 6 jours) par
digestion enzymatique et cultivés durant 3 semaines. Durant ces 3 semaines les cellules se
différencient et synthétisent une matrice extracellulaire dans laquelle elles sont enchassées,
formant des nodules. Ces nodules osseux contenant les cellules sont comprimées (1,67 MPa —
1Hz) ou non pendant 24h grace au systeme Flexercell. Puis les milieux conditionnés des
ostéoblastes non comprimés et comprimés ont été utilisés pour stimuler les chondrocytes
articulaires. Aprés 24h de ce traitement, les surnageants, les protéines et les ARN des
chondrocytes sont récupérés afin d’analyser I’expression des geénes impliqués dans la
dégradation du cartilage.

Les parameétres de compression utilisés ont été définis par une étude préalable (Sanchez et al.
2009) montrant que la compression des ostéoblastes a une intensité de 1,67 MPa et a une
fréquence de 1Hz représente un stress délétére pour les cellules induisant la sécrétion des
médiateurs pro-inflammatoires. Il a €té vérifié par le test de viabilit¢ (test MTT) et de
cytotoxicité (dosage de la LDH) que ce type du stress pendant 24h n’engendre pas une mort

cellulaire.
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(A) Disposition des nodules osseux dans les boites Biopress
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Figure 21 : Présentation du systéme Flexercell.

(A) Les nodules osseux formés aprés 3 semaines de culture des ostéoblastes/ostéocytes sont
placés dans des puits de boites Biopress contenant du milieu de culture (milieu CO2
indépendant supplémenté par de pénicilline et de streptomycine). (B) Les boites sont ensuite
fermées par des bouchons et insérées dans le support du Flexercell, puis dans une étuve a
37°C (sans injection de CO2). L’ordinateur contrdle I’intensité et la fréquence du flux d’air
envoy¢. L’air se répartit sous les boites et déforme la membrane flexible comprimant ainsi
I’échantillon contre le bouchon.

Les résultats obtenus, suite a ces expériences, ont montré que la stimulation des chondrocytes
par les milieux conditionnés d’ostéoblastes comprimés augmente I’expression génique ainsi
que la sécrétion de MMP-3 et MMP-13. Cette stimulation induit également I’expression des

aggrécanases ADAMTS-4 et ADAMTS-5. Parallélement, I’expression de TIMP-2 et -3 mais
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pas celle de TIMP-1 est diminuée en réponse aux milieux conditionnés comprimés. Ceci
suggere que les milieux conditionnés des ostéoblastes comprimés stimulent 1’expression des
protéases matricielles et diminue 1’expression de leurs inhibiteurs naturels, favorisant ainsi
I’activité de ces enzymes. Enfin, ces milieux conditionnés diminuent de fagon dépendante
I’expression des composants matriciels ; 1’aggrécane et le collageéne de type II, suggérant une

synthése matricielle altérée (Priam et al. 2013).

Les résultats obtenus a partir de ce modele mettent en évidence le role joué par le stress
mécanique dans I’altération de I’interaction biochimique entre os/cartilage. Cette altération se
traduit par la stimulation de la libération des médiateurs solubles a partir des ostéoblastes,
capables d’induire un phénotype catabolique chondrocytaire.

En outre, ce modele ainsi que la co-culture indirecte des ostéoblastes/chondrocytes humains
ont permis de reproduire les résultats obtenus a partir de modéle de co-culture directe des

ostéoblastes scléreux ou stressés avec des chondrocytes.

Ainsi, I’identification des médiateurs impliqués dans cette communication biochimique ainsi
2
que leurs modes d’action pourrait aider a développer un diagnostic précoce et un traitement

plus efficace pour I’arthrose.

6.5. Structures impliquées dans la communication biochimique entre os et cartilage

La diffusion moléculaire entre os et cartilage a travers les tissus calcifiés est assuré par deux
structures différentes présentes au niveau de la jonction ostéochondrale : les micro-fissures et
les canaux vasculaires (Sellam 2016, Lories et Luyten 2010). Ces deux types de connexion
entre 1’os et le cartilage ont été identifiés dans les articulations arthrosiques (Henrotin et al.
2012). IIs pourraient favoriser ainsi les interactions biochimiques entre les deux tissus (Sellam
2016, Sharma et al. 2013) en fournissant une voie de passage pour les signaux biologiques
(Lajeunesse et Reboul 2003).

En effet, la surcharge excessive produite au cours du processus dégénératif de I’arthrose
conduit a I’apparition des 1ésions dans la région sous-chondrale y compris les micro-fissures
et les canaux vasculaires qui favorisent I’apparition d’une communication anormale entre 1’os

et le cartilage (Imhof et al. 2000) (Figure 22).
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Figure 22: Modifications structurales de 1’unité os/cartilage au cours de I’arthrose.
Ces modifications altérent la communication biochimique entre les deux tissus. Adapté de
(Lories et Luyten 2010).

s Les micro-fissures :

Ces structures mesurent 2 a 7um de large et se situent entre la tide mark et la plaque osseuse
sous-chondrale (Figure 23). Elles sont présentes dans le cartilage articulaire calcifié des
personnes agées et des patients arthrosiques et quasi absentes chez des sujets jeunes et sains,
suggérant ainsi leur développement avec 1’dge et au cours des pathologies articulaires
dégénératives (Sokoloff 1993).

Leur développement est lié aux contraintes mécaniques appliquées sur I’articulation (Burr et
Radin 2003) et leur présence pourrait faciliter le transfert des médiateurs solubles vers les
couches profondes du cartilage (Lajeunesse et Reboul 2003). Ceci potentialise la progression

des lésions du cartilage au cours de I’arthrose.
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Figure 23 : Les micro-fissures ostéochondrales
Une coupe histologique du cartilage articulaire mettant en évidence la présence des micro-
fissures traversant le cartilage calcifié. Adapté de (Sokoloff 1993).

+* Les canaux vasculaires :

L’os sous-chondral et les couches profondes du cartilage sont connectés par des canaux
vasculaires assurant les apports nutritifs de 1’os vers le cartilage. En effet, il a été¢ affirmé que
plus de 50% du glucose, oxygéne et besoins en eau du cartilage sont fournis par
I’intermédiaire des vaisseaux de I’os sous-chondral (Imhof et al. 2000).

Le fait que ces canaux vasculaires franchissent la tide mark et envahissent le cartilage
articulaire (Figure 24) est un signe pathologique (Walsh et Pearson 2001). Il a ét¢ montré
qu’ils deviennent plus abondants dans le cartilage des patients arthrosiques, comparé a celui
des sujets sains suggérant 1’activation du processus angiogénique au cours de I’arthrose
(Walsh et al. 2010). Cette angiogenése ostéochondrale a été trouvée associée a un
remplacement de la moelle osseuse par un tissu fibrovasculaire exprimant fortement VEGF
(Walsh et al. 2010). Ce dernier pourrait fournir ainsi les signaux nécessaires pour le
recrutement des €léments vasculaires, ce qui contribue probablement a un déséquilibre entre
les facteurs angiogéniques et angiostatiques au niveau de la jonction osteochondrale.

Le nombre des canaux vasculaires a été trouvé augmenté aussi dans les articulations des
modeles animaux d’arthrose, ou ils franchissent l'interface ostéochondrale et progressent vers
la tide mark. Une fraction de ces vaisseaux dépasse la tide mark tous 160 ou 236 um dans les

deux modeles d’arthrose (Pan et al. 2012).
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Durant I’arthrose, la progression des canaux vasculaires vers le cartilage est due a une activité
augmentée des ostéoclastes (Mapp et Walsh 2012). En outre, ces structures semblent se
concentrer dans les zones ou des fortes contraintes mécaniques sont imposées (Berry et al.
1986, Lories et Luyten 2010) suggérant ainsi le role joué par le stress mécanique dans la
stimulation du développement de ces structures qui altérent la communication biochimique

entre os et cartilage.

/ Cartilage

Figure 24 : Coupe histologique montrant un canal vasculaire franchissant la jonction
ostéochondrale dans le cas d’une arthrose humaine.

Le canal vasculaire est indiqué par la fleche noire et la direction de sa formation est indiquée
par la pointe de fleche rouge. Adapté de (Mapp et Walsh 2012).

Les vaisseaux sanguins, qui se développent a partir de l'os sous-chondral pour occuper les
canaux vasculaires, sont accompagnés par des prolongements des nerfs sympathiques et
sensoriels (Suri et al. 2007). Il a été observé que des fibres nerveuses sensorielles exprimant
le facteur de croissance NGF (Nerve Growth Factor) sont associées a |’angiogenese
ostéochondrale. Ceci suggére un lien entre la néo-vascularisation ostéochondrale et la douleur

au cours de I’arthrose (Walsh et al. 2010).

Plus qu’un r6le dans la sensation de douleurs, cette néo-vascularisation et 1’invasion des
canaux vasculaires dans le cartilage articulaire représentent une voie de communication
biologique forte permettant le transport des médiateurs solubles a travers les tissus calcifiés

entre I’os et le cartilage qui pourraient initier et ou/ amplifier le processus arthrosique.
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6.6. Médiateurs identifiés dans la communication os/cartilage

Différents médiateurs provenant de 1’0os sous-chondral sont capables de réguler le

métabolisme du cartilage (Funck-brentano et Cohen-Solal. 2015). Ces facteurs sont

notamment produits suite au remodelage osseux ou a I’activation des ostéoclastes et

ostéoblastes (Pan et al. 2012). Les médiateurs sécrétés par les ostéoblastes et potentiellement

capables de modifier le phénotype chondrocytaire sont discutés ci-dessous :

Y/
0'0

HGF (Hepatocyte growth factor) est un potentiel candidat de cette communication
os/cartilage (Lajeunesse et Reboul. 2003). En effet, I’expression de ce facteur en
ARNm et protéines est détectée dans les ostéoblastes de 1’0os sous-chondral, tandis
qu’il est détect¢ uniquement en protéines, dans le cartilage articulaire humain
provenant des patients atteints d’arthrose (Sharma et al. 2013). Il est détecté
uniquement au niveau des couches profondes du cartilage, ce qui suggere sa sécrétion
par I’os sous-chondral et sa diffusion ensuite dans le cartilage (Guévremon et al. 2003,
Pfander et al. 1999). Ce médiateur induit I’expression de MMP-13 dans les
chondrocytes humains en culture, ce qui suggeére son réle dans la dégradation du
cartilage (Reboul et al. 2001).

IGF-1 (Insulin-like growth factor-1) est également un médiateur largement transporté
vers le cartilage (Zhang et al. 2010). I1 s’agit du premier facteur de croissance identifié
avec des effets anaboliques puissants dans les chondrocytes (Tyler 1989, Aigner et
Sachse. 2006). Plusieurs données suggerent son implication dans I’arthrose. En effet,
son role dans 1’amélioration de la prolifération des chondrocytes et de la synthese des
produits matriciels a ét€ montré par des études a la fois in vivo et in vitro (Claessen et
al. 2010). De plus, il est capable d’inhiber 1’effet des cytokines sur la dégradation du
cartilage (Tyler 1989, Fosang et al. 1991). Ainsi, IGF-1 pourrait étre secrété par 1’os
vers le cartilage ou il jouerait un rdle anabolique et protecteur.

TGF- (transforming growth factor-B) est un facteur de croissance fortement exprimeé
par les ostéoblastes arthrosiques au cours du remodelage osseux (Couchourel et al.
2009). Son role dans I’arthrose est actuellement discuté (Fang et al. 2016). 1l est
connu comme un agent protecteur au cours de 1’arthrose (Malemud 2010) dd a son
role anabolique dans les chondrocytes (Aigner et Sachse. 2006). De nombreux
rapports indiquent que le TGF-f1 stimule la synthese du collagene et des

protéoglycanes par les chondrocytes in vitro et in vivo. En revanche, d'autres études
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montrent qu’il est capable d’induire 1’expression des enzymes de dégradation de
cartilage par les chondrocytes (Fang et al. 2016).

VEGF (Vascular endothelial growth factor) est un facteur pro-angiogénique, dont
I’expression, d’aprés une méta-analyse effectuée récemment, est fortement corrélée a
I’arthrose (Yuan et al. 2014). Il a été proposé aussi qu’il est responsable de la néo-
vascularisation du cartilage hypertrophique (Carlevaro et al. 2000). Dans le cartilage,
il joue un role anti-catabolique, en diminuant la synthése de la cathepsine B (Pulsatelli
et al. 2005).

FGF-2 (fibroblast growth factor-2) est un médiateur fortement exprimé par les
ostéoblastes scléreux ou ayant subi une compression cyclique mimant le stress
mécanique observé au cours de I’arthrose (Sanchez et al. 2012). 11 est suggéré qu’il est
impliqué dans I’hypertrophie chondrocytaire et la minéralisation du cartilage durant
I’arthrose (Sanchez et al. 2012). Cependant, les effets de ce médiateur sur les
chondrocytes sont controversés. En effet, certaines études montrent son role anti-
catabolique favorisant la régénération du cartilage et d’autres études suggerent un role
plutot catabolique (Li et al. 2012).

Des interleukines pourraient également jouer un rdle dans la communication
os/cartilage. IL-6 et I11-8 sont deux cytokines dont la production est induite par les
ostéoblastes scléreux ou en réponse a un stress mécanique (Sanchez et al. 2009,
Sanchez et al. 2012). Au niveau du cartilage, IL-6 est capable d’initier la dégradation
de la MEC ou agir en synergie avec d’autres cytokines pro-inflammatoires pour
amplifier et accélérer le processus pathologique (Malemud 2010). Quant a I’'IL-8, il a
ét¢é montré qu’elle est impliquée dans la différenciation hypertrophique des
chondrocytes et la calcification du cartilage (Merz et al. 2003).

OPG (Ostéoprotégérine) est un médiateur clé impliqué dans la régulation du
remodelage osseux (Lloyd et al. 2008). 11 a été a été suggéré comme un régulateur
potentiel de ’homéostasie du cartilage, dans un modele ex-vivo sur des explants d’os
et de cartilage arthrosiques (Funck-Brentano et al. 2012). Son taux a ét¢ montré
diminué dans les ostéoblastes scléreux en faveur de RANKL qui active les
ostéoclastes et favorise le remodelage osseux (Sanchez et al. 2012). L’expression de
ce dernier dans le cartilage a été montrée €levée et associée au remodelage osseux
augmenté au cours des stades précoces de 1’arthrose (Upton et al. 2012). 11 est suggéré

que ces deux facteurs sont impliqués dans la communication os/cartilage en régulant a
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la fois la résorption osseuse et le catabolisme du cartilage (Funck-Brentano et al.
2012).

< HMGBI1 (High mobility group box 1) est une protéine suggérée comme étant une
alarmine secrétée par les cellules osseuses nécrotiques et agissant comme une cytokine
(Bidwell et al. 2008). Elle est détectée au niveau de la tide mark et suggérée capable
de jouer un role dans I’ossification endochondrale au niveau de I’interface os/cartilage
(Taniguchi et al. 2007). En outre, elle induit la dégradation du cartilage et la
différenciation hypertrophique des chondrocytes (Liu-Bryan et al. 2010).

% Médiateurs identifiés par des approches globales : La sécrétomique différentielle
I a été mentionné précédemment (dans la partie modele de co-culture indirecte de la section
6.4.2) que le modéle de communication os/cartilage €tabli par notre équipe a permis de mettre
en évidence un effet catabolique induit par les milieux conditionnés des ostéoblastes/

ostéocytes comprimés sur les chondrocytes.

Ainsi, pour identifier les médiateurs secrétés par ces cellules en réponse a la compression et
responsables de la mise en place de ce profil catabolique, notre équipe a eu recours a la
technique de sécrétomique différentielle iTRAQ® (isobaric Tags for Relative and Absolute

Quantitation).

Cette technique permet de comparer simultanément jusqu’a huit conditions différentes (Ross,
et al. 2004). Elle consiste a marquer les peptides, issus de la digestion par la trypsine, par des
tags chimiques, dit isobariques. Ces tags se composent : d’un groupement réactif permettant la
fixation des tags, un groupement rapporteur dont la masse varie en fonction du tag permettant
ainsi la quantification et un groupement balance permettant d’équilibrer les variations de
masse du groupement rapporteur. Apres le marquage, les peptides ont été séparés par
chromatographie et finalement analysés en spectrométrie de masse. Celle-ci génére une
coupure de part et d’autre du groupement balance, et permet la libération du groupement
rapporteur. La quantit¢ de rapporteurs libérés est proportionnelle a la quantité¢ de peptide
initialement présent et la quantité¢ relative de chaque protéine dans I’échantillon est

déterminée grace aux rapports entre les différents tags (Figure 25).
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Figure 25 : Analyse iTRAQ des milieux conditionnés d’ostéoblasts/ostéocytes et schéma
du tag iTRAQ®.

Grace a cette technique, I’analyse des milieux conditionnés d’ostéoblastes comprimés et non
comprimés a permis d’identifier 104 protéines parmi lesquelles 25 sont sécrétées
différentiellement en réponse a la compression. La sécrétion de 10 protéines seulement a été
trouvée augmentée par les ostéoblastes comprimés. Ces médiateurs augmentés incluent des
protéines impliquées dans le stockage du calcium et des protéines de la matrice extracellulaire

(Figure 26).

Ces résultats étaient attendus, étant donné que le stress mécanique est un stimulus
ostéoformateur puissant et un régulateur des protéines matricielles qui ont €té trouvées

induites (Priam et al. 2013).
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Figure 26 : Résultats obtenus a partir des analyses de sécrétomique différentielle.
Ces résultats mettent en évidence le profil des protéines sécrétées suite a la compression des
ostéoblastes/ostéocytes.

L’augmentation de la sécrétion d’une molécule chaperonne dans les milieux conditionnés des
ostéoblastes comprimés était inattendue ; il s’agit de la protéine 14-3-3¢. Les résultats de la
quantification montrent que sa sécrétion augmente significativement (4,5 fois en moyenne) en
réponse a la compression. Un western blot réalisé sur les milieux conditionnés des
ostéoblastes/ostéocytes a confirmé son induction (6.8 fois en moyenne) par la compression

cyclique (Priam et al. 2013).

Afin d’évaluer ensuite son effet catabolique, des cultures primaires de chondrocytes
articulaires murins ont été stimulés par des doses croissantes de 14-3-3¢ recombinante. Les
résultats obtenus montrent que cette protéine est capable d’induire 1’expression et la sécrétion
chondrocytaires de MMP-3 et MMP-13, réguler I’expression des TIMP-1, -2 et -3 et diminuer

I’expression d’aggrécane et de collagéne de type Il (Priam et al. 2013).

L’immuno-déplétion de14-3-3¢ dans les milieux conditionnés a fortement réduit 1’expression

de MMP-3 et MMP-13 chondrocytaires.

Ces résultats confirment donc le réle catabolique de 14-3-3¢ et I’identifient comme un
médiateur responsable de 1’acquisition du phénotype catabolique chondrocytaire obtenu dans
le modeéle communication os/cartilage décrit précédemment (dans la partie modele de co-

culture indirecte de la section 6.4.2).
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Cet effet catabolique a été ensuite validé dans des chondrocytes humains, ou 14-3-3¢ induit
I’expression de MMP-3. En outre, la stimulation des chondrocytes humains par les milieux
conditionnés d’os sous-chondral arthrosique issus du méme patient augmente fortement
I’expression chondrocytaire de MMP-3. De manicre intéressante, plus ces milieux
conditionnés sont riches en 14-3-3¢, plus I’expression de MMP-3 est importante. De plus, 14-

3-3¢ a été identifiée dans le liquide synovial de patients arthrosiques (Priam et al. 2013).

Ainsi, la protéine 14-3-3¢ représente un nouveau médiateur osseux, induit par le stress
mécanique, impliqué dans la communication os/cartilage et responsable de la mise en place
d’un phénotype catabolique chondrocytaire, proche de celui observé au cours de I’arthrose. Le

role de ce médiateur dans le processus catabolique est similaire a celui des cytokines.

C. Les protéines 14-3-3

Les protéines 14-3-3 représentent une famille des protéines acides de 25 a 30kDa, hautement
conservées chez les eucaryotes (Mori et al. 2013). Elles ont été identifiées pour la premiere
fois en 1967 au niveau du tissu cérébral de mammiferes (Moore et al.1967). Le nom 14-3-3 a
été donné a cette famille de protéines en raison de leur profil d'élution et de migration
particulier sur la chromatographie en deux dimensions DEAE cellulose et gel
d’¢électrophorese (Moore et al. 1967). Quelques années apres leur découverte, sept isoformes
de protéine 14-3-3 ont été identifiées chez les mammiferes. Elles ont ét¢ nommées par des
lettres grecques en se basant sur leur profil d’¢lution en HPLC (high performance liquid
chromatography) comme [ (beta), € (epsilon), n (eta), vy (gamma), t (teta), { (zeta) et ©
(sigma) (Aitken 2011, Muslin et al. 1996). Il a été montré ensuite que les isoformes a et 6 sont

les formes phosphorylées des isoformes B et { respectivement (Aitken 2011).

Bien que ces diffeérentes isoformes soient codées par des genes distincts, il existe une forte
homologie de séquences entre elles (Yaffe 2001). En effet, la famille des protéines 14-3-3 est
hautement conservée chez de nombreux mammiferes, ou les isoformes sont identiques en
grande partie, mais contiennent quelques régions divergentes (Aitken 2011).

Ces protéines ont été initialement considérées comme des protéines spécifiques du cerveau
(Aitken 2006). Cependant, il est aujourd’hui admis que les protéines 14-3-3 sont présentes
dans d’autres tissus (Boston et al. 1982). Elles sont ubiquitaires, exprimées non seulement

dans les tissus de mammiféres mais aussi dans toutes les cellules eucaryotes (cellules
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animales et végétales) (Aitken 2002, Fuller et al. 2006), ce qui suggere leur importance

biologique.

1. Structure

Les protéines 14-3-3 existent principalement sous forme de dimeres avec une masse
moléculaire monomerique d'environ 30 kDa (Fu et al. 2000). En effet, leur forme
fonctionnelle est représentée par un homo- ou hétérodimere, la tendance a 1'agrégation sous
forme d’homo- ou hétéro-dimeres est différente parmi les isoformes (Han et al. 2010, Mori et

al. 2013).

Chaque monomere est constituée de neuf hélices a antiparalléles formant un sillon hautement
conservé, compris entre les domaines N-terminal et C-terminal et impliqué dans 1’interaction
avec les protéines cibles (Mori et al. 2013). Les nombreuses interactions entre les hélices a
rendent la structure du dimere de la protéine 14-3-3 tres rigide (Obsilova et al. 2014).

La dimérisation des protéines 14-3-3 se fait par I’intermédiaire des extrémités N-terminal. Les
diméres de 14-3-3 forment une structure caractéristique en « coupelle » avec un canal central
contenant les deux sillons de liaison aux ligands (Obsilova et al. 2014) (Figure 27-A et B).
Ces sillons de liaison contiennent des chaines latérales de Lys49, Arg56, Argl27 et Tyrl28.
Le positionnement des substrats dans ces sillons est accompli par des interactions
hydrophobes avec les résidus Leul72, Vall76, Leu216, Ile217, Leu220, Leu227 et Trp228
appartenant a la partie C-terminale de 14-3-3 (Sluchanko et Gusev 2012).

Cette structure dimérique des protéines 14-3-3 leur permet de se lier a deux ligands

simultanément (Fu et al. 2000) (Figure 27-C).
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B Sillons du liaison
o R aux ligands

Deux ligands

Figure 27 : Structure des protéines 14-3-3.

(A)Représentation en ruban de leur structure cristallographique (exemple de I’isoforme
{).Chaque monomere est colorée avec une couleur différente. Les hélices a d'un monomeére
sont marquées de H1 a H9. (B) La forme « en coupelle » du dimere. Les fleches indiquent la
position des sillons de liaison aux ligands. (C) Interaction d’un dimére avec deux ligands. (D)
Représentation de la surface. Les résidus qui sont totalement conservés parmi les sept
isoformes humaines sont colorés en rouge. Adapté de (Obsilova et al. 2014, Obsila et
Obsilova 2011 et Fu et al. 2000).

Les résidus invariables des protéines 14-3-3 forment I’interface du dimeére et tapisse la paroi
interne du canal central, tandis que les résidus les plus variables sont répartis sur la surface
convexe extérieure (Figure 27-D). La variabilit¢ maximale des séquences se produit au
niveau de la région C-terminale (Obsil et Obsilova 2011). C’est la région la plus variable
entre les différentes isoformes. Elle présente également la séquence la plus flexible de la
protéine 14-3-3. Il a été montré qu’en raison de sa flexibilité et de la présence des résidus

chargés négativement, cette région joue un rdle important dans la régulation des propriétés de
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liaison des isoformes des protéines 14-3-3 (Truong et al. 2002, Obsilova et al. 2004). 1l a été
rapporté qu’un segment C-terminal tronqué possede une affinité de liaison augmentée a
plusieurs ligands testés, suggérant ainsi son role des interactions non spécifiques entre 14-3-3
et des ligands inappropriés (Truong et al. 2002, Obsil et Obsilova 2011). Par ailleurs, certains

fragments C-terminaux des protéines 14-3-3 sont capables de lier des ligands (Fu et al. 2000).

Les extrémités N-terminales sont aussi variables entre les différentes isoformes. Etant donné
que ces extrémités sont importantes pour la formation des diméres, leurs variations entre les
isoformes limitent les homo- et hétéro-dimérisations. Ceci pourrait conférer quelques

spécificités a la fonction des protéines 14-3-3 (Aitken 2011).

Bien que les structures de toutes les isoformes soient tres similaires, les analyses comparatives
ont révélé plusieurs différences (Gardino et al. 2006, Yang et al. 2006). Les structures
individuelles montrent des différences dans la position relative des monomeéres suite a des
variations dans l'angle entre les deux sous-unités. Les autres différences structurelles
observées entre les isoformes sont les variations de la longueur et de la conformation des

régions de boucle (notamment entre les hélices o H3 et mais aussi entre H§ et H9) ainsi que

la longueur des hélices o H3 et H4 (Figure 28) (Obsil et Obsilova 2011).

Figure 28 : Comparaison structurelle des sept isoformes humaines de protéines 14-3-3.
(A) Superposition des dimeres de 14-3-3. L'isoforme [ est représentée en magenta, y en
rouge, € en orange, { en vert, n en cyan, ¢ en bleu et T en jaune. (B) Comparaison des
monomeres. Un seul monomere de chaque structure cristallographique a été utilisé pour cette
superposition. Adapté de (Obsil et Obsilova 2011).
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Les isoformes individuelles de 14-3-3 différent aussi dans leur tendance a former des homo-
or hétéro-dimeres. Ces différences sont dues aux petites variations de séquences qui sont
structurellement importantes. On peut citer I’exemple de ’isoforme € qui montre une plus
grande affinité pour les autres sous-unités que pour lui-méme, et donc s’hétérodimérise
préférentiellement (Obsil et Obsilova 2011). Elle a une forte affinité pour I’isoforme vy

(Aghazadeh et Papadopoulos 2016).

2. Fonctions intracellulaires

Les protéines 14-3-3 sont des molécules chaperonnes qui modulent les interactions entre les
protéines intracellulaires, sans avoir une activité enzymatique propre. Actuellement, plus de
200 partenaires de 14-3-3 ont été identifiés, tels que des kinases (PKC, Raf-1), des
phosphatases (cdc25), des facteurs de transcription (FOXO), des régulateurs de la mort
cellulaires (Bad) et des produits oncogénes (Bcr-Abl) (Fu et al. 2000).

Les protéines 14-3-3 reconnaissent spécifiquement des motifs contenant des résidus sérine et
thréonine phosphorylés (Muslin et al. 1996). Elles interagissent avec leurs protéines cibles en
reconnaissant deux principaux motifs consensus RSX(pS/T)XP et RXY/FX(pS/T)XP , ou F
est une tryptophane, P est une proline, R est une arginine, X est un acide aminé indéterminé
(pas de cystéine) et pS/T est une sérine ou thréonine phosphorylée (Yaffe et al. 1997). Plus
récemment un troisieme motif a été identifié, localisé au niveau de C-terminal des protéines
cibles dans lequel des résidus Sérine et Thréonine ont ét¢ mis en évidence (Coblitz et al.

2006).

Il est clair que les protéines 14-3-3 se lient principalement sur des ligands phosphorylés.
Cependant, plusieurs observations ont conduit a l'idée qu’elles sont également capables
d'interagir avec des ligands non phosphorylés comme I’exoenzyme S (ExoS) secrétée par la
bactérie Pseudomonas aeruginosa (Aitken 2002, Jhonson et al. 2010, Henriksson et al. 2000).
Lors de I’interaction avec leurs protéines cibles, les protéines 14-3-3 régulent leurs fonctions
en modifiant leur conformation qui altére ainsi leurs activités, leurs localisations

intracellulaires et leurs affinités pour des protéines cibles (Mori et al. 2013).
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Ces régulations se font selon les mécanismes suivants :

¢ Changement conformationnel de la protéine cible (Figure 29-A) :
L’interaction les protéines 14-3-3 avec une protéine cible induit un changement structurel de
cette derniere. Ceci peut moduler I’activité catalytique de cette protéine et empécher son
interaction avec ses partenaires. Comme exemples, on peut citer la protéine kinase C et la

phosphatase-5 (Fu et al. 2000).

¢ Masquage d’un site d’interaction entre la protéine cible et ses partenaires (Figure
29-B):

Une fois liées a leurs cibles, les protéines 14-3-3 peuvent masquer les séquences d’interaction

protéine-protéine ou protéine-ADN et empécher ainsi I’interaction des protéines cibles a leurs

partenaires (Obsil et Obsilova 2011). Ceci peut inhiber 1’activation de certaines voies de

signalisation comme la voie de I’insuline, dans laquelle I’interaction entre IRS1 et PI3K est

inhibée par 14-3-3 (Kosaki et al. 1998).

Ce masquage peut réguler aussi la localisation subcellulaire (entre le noyau et le cytoplasme)
des protéines cibles (Muslin et Xing 2000). En effet, il a ét¢ montré que les protéines 14-3-3
modifient dans de nombreux cas, la localisation intracellulaire de leurs ligands. C’est le cas

du facteur de transcription FOXO et la phosphatase Cdc25 (Obsil et Obsilova 2011).

Le masquage de la séquence phosphorylée pourrait aussi protéger la protéine cible contre la
déphosphorylation et la dégradation protéolytique. C’est le cas de FOXO3 dont I’interaction

avec 14-3-3 favorise sa stabilisation (Dobson et al. 2011).

% Echafaudage moléculaire : rapprochement de deux protéines cibles (Figure 29-
O):
Comme il a été indiqué précédemment, le dimére de 14-3-3 peut lier a la fois deux ligands, lui
permettant de jouer un role d’échafaudage moléculaire pour faciliter I’interaction entre les
protéines (Fu et al. 2000). Les protéines 14-3-3 interviennent par exemple dans la formation
des complexes protéiques. En effet, il a été montré qu’elles induisent la formation des
tétrameres a partir des dimeres de p53 (un supresseur tumoral), ce qui favorise la liaison de ce

dernier sur une séquence spécifique d’ADN (Rajagopalan et al. 2008).
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Figure 29: Modes d’action des protéines 14-3-3 sur leurs protéines cibles.

Les protéines 14-3-3 peuvent: (A) induire un changement conformationnel. (B) masquer d’un
site d’interaction. (C) jouer un rdle d’échafaudage moléculaire. Adapté de (Bridges et
Moorhead 2005).

Grace a leurs interactions avec des nombreuses protéines effectrices, les protéines 14-3-3
participent & de nombreux processus cellulaires primordiaux y compris le développement
neuronal, le contréle du cycle cellulaire, la régulation des voies de signalisation
intracellulaire, I’adhésion cellulaire, les modifications cytosquelettiques, la réplication d’ADN
et ’apoptose, (Fu et al. 2000, Aghazadeh et Papadopoulos 2016). Ces fonctions peuvent étre

classées selon I’isoforme et le tissu ou elle se trouve (Aghazadeh et Papadopoulos 2016).

Il est suggéré que les sept isoformes des protéines 14-3-3 possédent des fonctions distinctes
mais qui se chevauchent probablement. En effet, des invalidations géniques (knockouts) de
certaines isoformes ont été faites, et dans de nombreux cas, il n'y a pas de phénotype défini
(Aitken 2011). Cependant, il a ét¢ montré que les souris invalidées pour 14-3-3¢ présentent
des défauts dans le développement du cerveau et la migration neuronale, suggérant son role

dans le développement neuronal (Toyo-oka et al. 2003).
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3. Régulation

En plus de la phosphorylation des protéines cibles, la fonction de 14-3-3 elle-méme est sous
controle. La phosphorylation des protéines 14-3-3 semble étre le moyen le plus important qui
régule la fonction des protéines 14-3-3. En effet, des sites de phosphorylation sérine,
thréonine et tyrosine ont été identifiés dans les protéines 14-3-3 (Aitken et al. 1995, Megidish
et al. 1995, Dubois et al. 1997). Cette phosphorylation peut affecter leur interaction directe
avec leurs cibles ou induire la dissociation des dimeéres (Sluchanko et Gusev 2012, Aitken
2011). Certaines kinases comme la PKC, PKA, JNK et AKT sont connues pour phosphoryler
les protéines 14-3-3 (Aitken 2011). L’une des kinases impliquées également dans ce
processus de phosphorylation est la SDK1 (sphingosine dependent protein kinase 1) qui
catalyse certaines isoformes de 14-3-3 au niveau du résidu Ser58 (Sluchanko et Gusev 2012).
D’autres modifications post-traductionnelles des protéines 14-3-3 peuvent réguler leurs
fonctions. En effet, I’acétylation des résidus lysine de 14-3-3 mais aussi de leurs ligands peut
affecter leur interaction. En outre, la polyglycylation qui consiste a 1’addition d’un ou
plusieurs glycine aux groupements carboxyl des résidus d’acide glutamique, pourrait affecter
la localisation intracellulaire des protéines 14-3-3. Enfin, elles peuvent subir un processus
protéolytique suite a leur clivage par des enzymes telle la caspase-3(Aitken 2011).

L’interaction des protéines 14-3-3 avec leurs ligands peut également étre influencée par la
variation du taux d’expression de 14-3-3 dans les cellules (Fu et al. 2000). Un défaut de

régulation de cette expression pourrait aboutir au développement de certaines pathologies.

4. Implications pathologiques

Des niveaux aberrants de ’expression des protéines 14-3-3 ont été liés au développement de
certains cancers et a leur progression. (Mori et al. 2013).L’ expression ¢élevée des plusieurs
isoformes des protéines 14-3-3 est associée et utilisée parfois comme marqueur du cancer du
poumon, du sein, de la prostate, du pancréas, de la peau, etc (Aghazadeh et Papadopoulos
2016). Les isoformes y et € sont des nouveaux marqueurs des carcinomes hépatocellulaires
(Tzivion et al. 2006). Les faibles niveaux de 14-3-3 y et t sont des marqueurs de cancer du
sein et les niveaux élevés de 14-3-3 B peuvent servir de marqueurs pour le cancer gastrique.
D’autres isoformes jouent plutdt un réle de suppresseur tumoral comme 1’isoforme ¢ dont le

niveau diminue au cours des tumeurs (Aghazadeh et Papadopoulos 2016).

De plus, I'abondance des protéines 14-3-3 dans le tissu cérébral indique leur rdle critique dans

la fonction neuronale. Plusieurs études montrent leur implication dans les maladies
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neurodégéneratives. Des isoformes spécifiques apparaissent dans le liquide céphalo-rachidien
(LCR) des patients atteint de la pathologie Creutzfeldt Jakob. Les protéines 14-3-3 participent
¢galement au développement de 1'Alzheimer et de la maladie de Parkinson (Foote et Zhou
2012). De plus, des souris invalidées pour 14-3-3¢ sont considérées comme un modele de
schizophrénie (Iritani et al. 2010).

Actuellement, de nombreuses études consideérent les protéines 14-3-3 comme des cibles
thérapeutiques potentielles. Certaines équipes développent des stratégies et des produits
permettant d’inhiber leurs interactions et fonctions (Bustos 2012, Russo et al. 2012).
Cependant, la majorité de ces études se focalisent sur leur role intracellulaire alors qu’elles

peuvent jouer aussi un role extracellulaire important suite a leur sécrétion.

5. Les protéines 14-3-3 extracellulaires

Les protéines 14-3-3, connues pour étre des protéines intracellulaires avec plusieurs activités
biologiques critiques, ont été également trouvées libérées dans le milieu extracellulaire. Elles
ont été détectées au niveau de certains liquides biologiques comme les milieux conditionnés
des cellules, le LCR et le liquide synovial.

Les premicres formes secrétées des protéines 14-3-3 ont été détectée dans le LCR des patients
atteints de a maladie de Creutzfeldt-Jakob (Boston et al. 1982). Leur détection par western
blot a permis ensuite le diagnostic de cette maladie (Hsich et al. 1996). Leur présence dans le
LCR a ¢été¢ mise en évidence également au cours d’autres pathologies telles que la sclérose
multiple et les méningo-encéphalites (Golucci et al. 2004, Satoh et al. 1999, Jayaratnam et al.
2008).

Ce sont les isoformes B, v, €, et 1 qui sont présentes dans le LCR des patients atteints de la
maladie Creutzfeldt-Jakob. D’autres isoformes ont été détectées dans le LCR des patients
atteints d’autres pathologies neurodégénératives. C’est le cas de I’isoforme 1 dans la maladie
d'Alzheimer (Aitken 2002).

Des protéines 14-3-3, plus particulicrement o et €, ont été inclues dans le catalogue des
protéines sécrétées par les kératinocytes de 1’épiderme (Katz et Taichman 1999). En effet,
I’isoforme o a été trouvée abondamment secrétée dans les milieux conditionnés des
kératinocytes différenciés (Ghahary et al. 2004).

Les isoformes n et y des protéines 14-3-3 ont été détectées dans le liquide synovial et le

sérum des patients atteints de la polyarthrite rhumatoide (Kilani et al. 2007). La présence de
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ces deux isoformes a été révélée également dans le liquide synovial d’un modéle expérimental
d’arthrose réalisé chez le chien (Sardari et al. 2011).

14-3-3a/p est également une isoforme secrétée par les cellules épithéliales pulmonaires
(Asdaghi et al. 2012).

Plus récemment, des protéines 14-3-3 ont ét¢ détectées dans le milieu conditionné des lignées
myoblastiques C2C12 et des cellules de carcinome de poumon (Mclean et al. 2015).

Enfin, 14-3-3¢ a ¢été identifiée par notre équipe, grace a la technique de sécrétomique
différentielle iTRAQ, dans les milieux conditionnés des ostéoblastes comprimés. Sa présence
a également été mise en évidence dans le liquide synovial des patients arthrosiques (Priam et
al. 2013).

La détection de ces isoformes au niveau extracellulaire pose la question de la voie de

sécrétion empreintée par 14-3-3¢.

5.1. Mécanisme de sécrétion des protéines 14-3-3

Etant donné que les protéines 14-3-3 sont dépourvues de peptide signal au niveau de leur
extrémité N-terminal, leur libération ne peut pas étre médiée par la voie de sécrétion classique
(via le réticulum endoplasmique et I’appareil de Golgi) (Ghahary et al. 2004).

Plusieurs études ont montré que la lyse cellulaire ne présente pas leur voie de sécrétion
(Chavez-Munoz et al. 2008). En effet, dans le cas de la maladie de Creutzfeldt-Jakob, les
isoformes de 14-3-3 exprimées dans les neurones en cours de dégénération ne correspondent
pas a celles détectées dans le LCR des patients, ce qui suggere donc que leur présence dans le
LCR n’est pas due a une lyse neuronale (Wilker et Yaffe, 2004).

En outre, la lactate déshydrogénase (LDH), une enzyme strictement cytosolique dont la
présence extracellulaire est caractéristique d’une lyse cellulaire, n'a pas été détectée dans les
milieux conditionnés des kératinocytes contenant 14-3-3c (Ghahary et al. 2004) ou ceux des

ostéoblastes comprimés contenant 14-3-3¢ (Priam et al. 2013).

Ces données confirment donc que la libération des protéines 14-3-3 n’est pas due a la mort

cellulaire mais a un processus de sécrétion non classique.

Plusieurs autres protéines telles que, Hsp70 (Lancaster et Febbraio 2005), IL-1p, FGF-2 et
galectines (Nickel 2003), sont é&galement libérées par des voies non-classiques

(indépendamment du réticulum endoplasmique / appareil de Golgi).
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On peut distinguer au moins quatre types de mécanisme de sécrétions non classiques ; les
transporteurs membranaires (ex : FGF), le mécanisme flip-flop (ex : HASPB), le recyclage
des endosomes (ex : IL-1b et HMGBI) et les exosomes (ex: galectines). Ce dernier est le

mécanisme de sécrétion le plus courant (Nickel 2003).

Les exosomes sont des vésicules membranaires formées durant la maturation des endosomes
(initialement des lysosomes). De nombreuses protéines intracellulaires sont piégées dans ces
vésicules (Caby et al. 2005) (Figure 30). Leur libération peut étre spontanée ou induite en
fonction du type cellulaire. Elle est induite par divers facteurs environnementaux, comme la
liaison d’un ligand ou certaines conditions de stress. Il est ainsi suggéré é&tre un des moyens
utilisés par les cellules pour s'adapter a ces changements de leur environnement (Théry et al.

2009).
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Figure 30: Schéma de la biogenése et de la libération des exosomes.

Les exosomes dérivent des corps multi-vésiculaires, connus comme des endosomes tardifs
(initialement dérivées de lysosomes). Ils sont libérés au milieu extracellulaire par fusion du
corps multi-vésiculaires a la surface de la cellule. Cette fusion est prise en charge par un
nombre de protéines spécialisées appelées SNAREs. Adapté de (Azmi et al. 2013).
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La libération des différentes isoformes de 14-3-3 trouvées dans le milieu extracellulaire, est
probablement médiée par ce processus exosomal (Maksymowych et Marotta 2014). En effet,
les protéines 14-3-3 ont ét¢ décrites comme une composante clé des exosomes libérés par les
cellules immunitaires activées y compris les cellules dendritiques, les lymphocytes T, les

lymphocytes B, les macrophages ainsi que des cellules épithéliales (Théry et al. 2009).

En outre, il a ét¢ montré que 14-3-3c est libéré par les kératinocytes dans le milieu
conditionné par voie exosomale. En effet la présence des exosomes dans ces milieux
conditionnés a ét¢ mise en évidence (Chavez-Munoz et al. 2008). Plus récemment, 14-3-3C a
été¢ détectée dans des exosomes jouant un role important dans la motilit¢ des cellules

canceéreuses (Dovrat et al. 2014).

L’ensemble de ces données suggerent donc que la protéine 14-3-3¢ identifiée grice a notre
modele de communication os/cartilage pourrait aussi €tre libérée par cette méme voie

exosomale.

5.2. Les fonctions des protéines 14-3-3 sécrétées

En plus de leurs roles intracellulaires critiques, les protéines 14-3-3 jouent le role de messager
extracellulaire, récemment décrit. Ce rdle a été mis en évidence pour la premiere fois par les
travaux de Gahary (Ghahary et al. 2004) sur I’implication de 14-3-3c dans la communication
entre kératinocytes et fibroblastes au cours du remodelage cicatriciel. En effet, cette isoforme
dérivant des kératinocytes différenciés induit 1’expression de MMP-1, MMP-3 dans les
fibroblastes, suggérant ainsi son role dans la dégradation de la MEC par les fibroblastes
dermiques (Ghahary et al. 2004, Ghaffari et al. 2006). L’induction des MMP par 14-3-3c se
produit via I’activation de p38 MAPK et c-fos (Lam et al. 2005). Différents modeles de
cicatrisation ont montré que la protéine 14-3-3c sécrétée par les kératinocytes pourrait
controler la production fibroblastique des composants matriciels au cours du processus
cicatriciel via I’induction des MMP. Ceci pourrait limiter ainsi la fibrose cicatricielle

(Rahmani-Neishaboor et al. 2009, Rahmani-Neishaboor et al. 2012).
14-3-30/P, sécrétée par les cellules épithéliales, présente des effets similaires. En effet, elle est

capable de stimuler fortement I’expression de la collagénase MMP-1 dans les fibroblastes

pulmonaires. Il a été suggéré ainsi que cette isoforme pourrait jouer un role puissant dans la
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communication épithéliale-mésenchymateuse contribuant a un remodelage tissulaire altéré,

observé au cours des maladies pulmonaires obstructives (ex : I’asthme) (Asdaghi et al. 2012).

Le niveau de sécrétion augmenté de 14-3- 3, mis en évidence dans le sérum et le liquide
synovial des patients atteints de polyarthrite rhumatoide, a été trouvé fortement corrélé avec
le niveau de I’expression de MMP-1 et MMP-3, mettant en évidence un lien possible entre
14- 3-3n et les dommages articulaires (Kilani et al. 2007). Plus récemment, il a été montré que
la stimulation des monocytes avec 14-3-3n (avec des concentrations reflétant leur niveau dans
le sérum des patients atteints de polyarthrite rhumatoide) active les voies de signalisation
MAPK/ ERK, SAPK/INK et JAK-STAT favorisant ainsi I’expression des médiateurs pro-
inflammatoires IL-1p, IL-6 et TNF-a ainsi que les facteurs cataboliques MMP-9 et RANKL.
En outre, le taux sérique de 14-3-3n a été trouvé corrélé avec le facteur rhumatoide ACPA
(anti-citrullinated protein antibodies). Il est plus élevé chez les patients souffrant des lésions
articulaires évaluées par radiologie ou ceux montrant une progression radiographique. Ainsi,
14-3-3n pourrait informer sur 1’état et la progression radiographique de la polyarthrite

rhumatoide (Maksymowych et al. 2014).

Plus récemment, il a été¢ suggéré que des protéines 14-3-3 extracellulaires sont nécessaires
pour le maintien du taux de myosine dans le muscle squelettique et la protection contre la
cachexie. En effet, leur déplétion dans les milieux de culture de myotubes induit une
diminution du taux de myosine (Mclean et al. 2015).

Enfin, 14-3-3¢, identifiée récemment comme un médiateur de communication entre
ostéoblastes et chondrocytes, joue un réle chondrocytaire catabolique puissant. Elle est
capable de diminuer I’expression des composants matriciels et de stimuler 1’expression de
chondrocytaire de MMP-3 et MMP-13, deux métalloprotéases majeures impliquées au cours
du processus arthrosique (Priam et al. 2013). Ainsi, I’identification du récepteur permettant la
réception et la transmission du signal de 14-3-3¢ dans les chondrocytes permettrait de mieux

comprendre la communication entre os et cartilage.
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Isoforme

Cellule d'origine

Niveau extracellulaire

Données bibliographiques

Fonction

Références

o/p

-Neurones dégénératives

- Cellules épithéliales pulmanaires

-Neurones dégénératives

-Cellules synoviales

-Neurones dégénératives

-Kératinocytes de I'épiderme

-Ostéoblastes

-Neurones dégénératives

-Cellules synoviales

-Kératinocytes de I'épiderme

-LCR

-Milieux conditionnés des
cellules épithéliales
pulmonaires

-LCR

-Liquide synovial et sérum

-LCR
-Milieux conditionnés des
kératinocytes de I'épiderme

-Liquide synovial et milieux
conditionnés des ostéoblastes

d'os sous-chondral arthrosique

-LCR

-Liquide synovial et sérum

-Milieux conditionnés des
kératinocytes différenciés

-Inconnue

-Stimule 'expression de MMP-1
dans les fibroblastes
pulmonaires

-Inconnue

- Stimule I'expression de MMP-1
et MMP-3

-Inconnue

-Inconnue

-Stimule 'expression de MMP-3
et MMP-13 et inhibe I'expression
de collagéne de type Il et
d'agerécane dans les
chondrocytes

-Inconnue

-Stimule 'expression de MMP-1
et MMP-3

-Active les voies MAPK/ ERK,
SAPK/INK et JAK-STAT et stimule
la production de IL-1p, IL-6,
TNF-a, MMP-9 et RANKL

-Induit I'expression de MMP-1 et
MMP-3 dans les fibroblastes
dermiques

-Active c-fos et p38 MAPK

-Joue un role anti-fibrogéngiue

Aitken 2002

Asdaghiet al. 2012

Aitken 2002

Kilani et al. 2007, Sardari
etal 2011

Aitken 2002

Katz et Taichman 1999

Priamet al. 2013

Aitken 2002
Kilani et al. 2007, Sardari
etal. 2011

Maksymowych et al.
2014

Ghahary et al. 2004,
Ghaffari et al. 2006

Lamet al. 2005

Rahmani-Neishaboor et
al. 2009, Rahmani-
Neishaboor et al. 2012

Tableau 4 : Tableau récapitulatif des isoformes des protéines 14-3-3 détectées dans les
milieux extracellulaires.
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Dans leurs travaux, Ghaffari et ses collégues suggerent que CDI3/APN pourrait étre le
récepteur de 14-3-3c a la surface des fibroblastes médiant ainsi ses effets cellulaires (Ghaffari
et al. 2010). Notre hypothése était donc que CD13/APN pourrait étre le récepteur de 14-3-3¢ a

la surface des chondrocytes.
D. CD13/APN

CD13, aussi connu comme Aminopeptidase N (APN) est une glycoprotéine membranaire de
150 kDa. Elle est codée en 15q25-26 par le géne ANPEP contenant 20 exons (Watt et Willard
1990). Elle est multifonctionnelle et présente dans de nombreux tissus humains. Elle est
exprimée dans I'épithélium rénal et intestinal, dans le systétme nerveux (membranes
synaptiques et péricytes), les cellules myéloides (monocytes, macrophages et les cellules
dendritiques), les cellules de type fibroblaste comme les synoviocytes, les cellules

endothéliales, les ostéoclastes, les kératinocytes et les lymphocytes (Mina-Osorio 2008).

1. Structure et mécanismes d’action

1.1. Structure :

CDI13/APN est une ectoenzyme (EC3.4.11.2), appartenant a la famille M1 des métallo-
peptidases dépendantes du zinc dites « Gluzincins ». Cette famille se compose d'un grand
nombre d’ aminopeptidases caractérisées par la présence d’une courte séquence consensus
HEXXH contenant les deux premiers sites de liaison au zinc et un acide glutamique (GXMEN
motif) constituant un troisieme domaine de liaison au zinc (Hooper 1994). APN est I’enzyme

la plus étudiée de cette famille (Chen et al. 2012, Mina-Osorio 2008)

Chez les mammiferes, CD13/APN est exprimée sous forme d’un homodimere de hauts poids
moléculaire (environ 280kDa) ; les deux sous-unités sont associées de maniére non covalentes
du coté C-terminal. Sa dimérisation se produit entre les domaines VII (au niveau du domaine
extracellulaire) de chaque monomere (Mina-Osorio 2008) (Figure 28). APN est la seule
enzyme de la famille M1 des métalloenzymes qui forme un dimere. Toutes les autres
enzymes de cette méme famille sont exprimées en monomeéres (Kochan et al.2011,
Thunnissen et al. 2001). Cette différence de structure entre I’APN est les autres
métalloenzymes de la famille M1 est cohérente avec leurs rdles physiologiques différents. En
effet, APN est une ectoenzyme exprimée a la surface cellulaire et lie une large gamme de

peptides requis pour des rdoles multifonctionnels (Mina-Osorio 2008) alors que les autres
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métalloenzymes de la famille M1 sont intracellulaires et lient une gamme étroite de peptides
requis pour des fonctions physiologiques spécifiques (Kochan et al. 2011, Thunnissen et al.
2001).

Ainsi, cette dimérisation posséde des implications fonctionnelles. En effet, elle permet
d’augmenter la stabilité de la protéine, en tant qu une ectoenzyme exprimée a la surface de la
cellule, face a un environnement exceptionnel comparé a celui des enzymes intracellulaires
(Chen et al. 2012).

CD13/APN est hautement glycosylé et posséde 10 sites potentiels de glycosylation constituant
environ 20% de son poids total. Les chaines polypeptidiques de cette ectoenzyme sont
organisées en différents domaines ; un petit domaine N-terminal cytoplasmique de type I
composé de 7 acides aminés, un domaine transmembranaire du type II composé de 30 acides
aminés et un grand domaine extracellulaire C-terminal de type III a VII, de 926 acides aminés

et contenant le site actif (Mina-Osorio 2008, Luan et Xu 2007) (Figure 31).
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Figure 31: Modéle schématique de la structure tridimensionnelle de CD13/APN humain,
montrant les trois domaines et le site actif situé au niveau du domaine extracellulaire. Les

sites de N-glycosylation sont indiqués par des fleches noires et des sites de O-glycosylation
avec des fleches roses. Le nombre d’acides aminés formant chaque domaine est indiqué sur la
gauche. Proposé par (Mina-Osorio 2008).
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La structure de CD13/APN est unique. En effet, le site actif et le canal de liaison des substrats
résident dans une cavité spacieuse avec des larges ouvertures sur les cOtés, permettant un
acces facile aux peptides. Le site actif fixe les résidus neutres du segment N-terminale des
peptides et le canal de liaison aux peptides se lie a la partie restante du substrat
indépendamment de la séquence. En comparaison, les sites actifs des autres métalloenzymes
de la famille M1 sont situés dans un petit compartiment fermé (Kochan et al. 2011,

Addlagatta et al. 2006).

CD13 est nommée aussi aminopeptidase N en raison de sa préférence pour les acides aminés
neutres. En effet, elle clive préférentiellement les acides aminés neutres, et plus
particuliérement des résidus d'alanine, de I'extrémité N-terminale de peptides (Chen et
al.2012). L’ordre des résidus favorisés est le suivant : Ala>Phe>Tyr>Leu>Arg> Thr>Trp>
Lys>Ser>Asp>His>Val (Mina-Osorio 2008).

La liaison d’un peptide sur le site actif de CD13/APN peut induire des changements
structuraux. Ces changements se produisent au niveau de 1’espace entre les monomeres plutot
que dans la conformation intramoléculaire de chaque monomere (Mina-Osorio 2008) (Figure
32). De plus, APN est capable de prendre deux conformations distinctes: une conformation
fermée et catalytiquement active et une conformation ouverte et inactive (Chen et al. 2012,

Wong et al. 2012).
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Site actif

Figure 32 : Les changements conformationnels possibles de CD13/APN associés a la
liaison du substrat.

Le site actif est couvert par le domaine C terminal, et un changement conformationnel expose
le site catalytique pour permettre l'entrée des substrats. Les monomeéres sont étroitement
accolés pour permettre la fermeture du site actif. Proposé par (Mina-Osorio 2008).

1.2. Mode d’action

APN clive préférentiellement les acides aminés neutres au niveau du segment N-terminal des
peptides. Le mécanisme catalytique général de la famille M1 des métalloenzymes est similaire
a celui des thermolysines, qui sont aussi des peptidases dépendantes du zinc. Dans le site
actif de ’enzyme native, une molécule d’eau nécessaire a I’hydrolyse est lice a I’atome de
zinc ainsi qu’a un acide glutamique (Schmit 2012). Cette molécule d’eau, une fois activée par
le zinc, attaque les liaisons peptidiques du substrat. Ce mécanisme catalytique a été étudié en
se basant sur I’analyse de la structure de I’APN porcine et celle de la thermolysine. Cette
analyse a permis de montrer aussi que I’APN fonctionne mieux a pH neutre ou légérement
basique. Un pH extrémement faible ou élevé peut également avoir un impact sur la structure

globale et la conformation de 1'enzyme (Chen et al. 2012).

En dehors du clivage peptidique, CD13/APN assure un réle de transduction du signal. Cette
transduction semble étre médi¢e via des partenaires intracellulaires. Cependant le domaine

intracellulaire de CD13/APN est treés court et ne posséde aucun motif de signalisation. Ainsi,
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il est suggéré que les changements conformationnels de CD13/APN, suite a la fixation d’un
ligand, pourraient jouer un rdle dans cette transduction du signal. En effet, les modeles de
changements conformationnels établis pour le dimére de CD13/APN montre qu’il est capable
de changer sa conformation (fermée ou ouverte). Durant ce changement, la distance entre les
tétes des domaines extracellulaires des monomeres ne varie pas mais la distance entre les
domaines N-terminal varie (d’environ 50 A), ce qui change ainsi la structure globale de
CD13/APN. Ces changements structuraux pourraient réguler la structure et la fonction des
partenaires et assurer la transduction du signal (Chen et al. 2012, Wong et al. 2012) (Figure
33).

Figure 33 : Les changements conformationnels de CD13/APN, suggérés étre impliqués
dans la transduction du signal. (A) Conformation fermée. (B) Conformation ouverte. Les
couleurs différentes indiquent les différents sites des domaines extracellulaires de deux
monomeres. Adapté de (Chen et al.2012).

1.3. Fonctions biologiques

On connait aujourd’hui une multitude de fonctions assurées par CD13/APN au sein de
I’organisme: régulation enzymatique de peptides, invasion des cellules tumorales,

différenciation, prolifération, apoptose, motilité, chimiotactisme, présentation d’antigénes,
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entrée des virus, cristallisation de cholestérol, angiogénese, adhérence cellulaire, phagocytose,
et sensation des douleur . CD13/APN assure ces fonctions grace a son role de récepteur
impliqué dans la transduction du signal cellulaire et/ou a son role de clivage peptidique via
son activit¢ enzymatique d’aminopeptidase (APN) (Mina-Osorio 2008, Gabrilovac et al.
2005).

Il est a noter que CD13 existe aussi sous forme soluble (Favaloro, et al. 1993). Cette forme
soluble a été détectée a une concentration de 4.6 nM dans le sérum humain. Elle est libérée
suite a un clivage de la forme membranaire par une enzyme inconnue (Watanabe et al. 1998).
Il a ét¢ montré que CDI13 soluble inhibe D’activité des anticorps-bloquants anti-CD13
membranaire, suggérant son role régulateur des fonctions de la forme membranaire de CD13
(Mina-Osorio et Winnicka 2008). En outre, cette forme soluble semble étre active par voie

enzymatique (van Hensbergen et al. 2002)

1.3.1. Fonction enzymatique

L’activité APN assure une multitude de fonctions au sein de I’organisme (APN est nommée
moonlighting enzyme ») qui dépendent généralement du type cellulaire dans lequel elle est
exprimée (Mina-Osorio et al. 2008).

Grace a son activité enzymatique, CD13/APN est capable de moduler I'activité de nombreux
peptides qui participent a des processus biologiques primordiaux dans 1’organisme tels que les
composants de la matrice extracellulaire (Menrad et al. 1993, Saiki et al. 1993), les
neuropeptides (Matsas et al. 1985, Jia et al. 2010), des peptides vasoactifs et des peptides
inflammatoires (Shipp et Look 1993, Gabrilovac et al.2008). Ainsi, ’activit¢ APN est
¢videmment impliquée dans la régulation des réponses cellulaires médiées par ces peptides.
En activant ou désactivant ces peptides extracellulaire dotés des fonctions du signal, APN
change leurs concentrations locales et modifient ainsi la transduction de leurs signaux. Ces
fonctions d’APN varient en fonction de la spécificité du substrat et son niveau d’expression
(Gabrilovac et al. 2008).

Tout d’abord, APN joue un role important dans la sensation des douleurs et la régulation de
I'humeur en catalysant le métabolisme des neuropeptides qui traitent I'information sensorielle.
Un de ces neuropeptides est I’enképhaline qui joue un réle dans le soulagement de la douleur
et la régulation de ’humeur. Il a été montré in vivo que ’APN est capable de dégrader

I’enképhaline et ainsi de favoriser la sensation de la douleur (Konig et al. 1996).
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Elle est impliquée également dans la régulation de la pression artérielle. En effet, APN
dégrade le peptide vasoconstricteur angiotensine-III ce qui provoque une vasodilatation et une
réduction de la pression artérielle (Dazinger 2008).

Le role de ’activité APN dans la présentation antigénique a été aussi bien établi. En effet, elle
est exprimée sur les cellules présentatrices d'antigeéne et participe a la présentation antigénique
en coupant les peptides qui dépassent le domaine de liaison de CMH (Complexe Majeur
d’Histocompatibilité) (Larsen et al. 1996).

L’activité APN est impliquée dans beaucoup d’autres voies de métabolisme de peptides et
processus physiologiques. Ses substrats connus et leurs fonctions physiologiques sont

résumés dans le Tableau 5.
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Substrats Fonctions et remarques générales Références

Enképhalines Des peptides opioides endogenes impligués dans la régulation de Xuet al. 1995
nombreuses fonctions physiclogiques, y compris la perception de la

douleur et I'analgésie et les réponses au stress. APN est considérée KGnlgetal. 19%
comme I'une des enzymes majeures impliquée dans leur hydrolyse
aux membranes synaptiques. APN pourrait ainsi participer a
'inactivation des enképhalines dans le systéme nerveux central,

Angiotensines Des peptides impliqués dans la régulation de la tension artérielle, Dazinger 2008
(D13 hydrolyse angiotensine Il (vasconstricteur) pour produire
|'angiotensine IV (vasodilatateur).

Tuftsine Un tétrapeptide stimulateur de la phagocytose et ayant des effets Xuet al. 1995
analgésigues. Entre en compétition avec les enképhalines pour
CD13/APN favorisant ainsi les effets analgésiques des enképhalines.
Kinines Regroupe plusieurs polypeptides du plasma dont la kallidine et son Xuet al.1995

dérivé la bradykinine sont des substrats de CD13/APN. Ce dernier
génére la bradykinine aprés hydrolyse qui agit par la suite comme
un inhibiteur naturel de CD13/APN.

Hémorphines Une classe de peptides bioactifs issus de la protéolyse de la chaine B Garreauet al. 1998
de 'hémoglobine. lls partagent leur séquence N-terminale avec
|'angiotensine IV, Ainsi, ils rentrent en compétition pour le site
catalytique du CD13, ce qui entraine I'inhibition de I'effet de CD13
sur [angiotensine IV.

Cytokines et chémokines (D13 hydrolyse in vitro des oligopeptides synthétiques Hoffmann et al. 1998
correspondant au N-terminal des IL-1a, IL-1B et IL-2. Cependant
” : . . Mina-Osorio 2008
aucune hydrolyse a été observée en utilisant des protéines
recombinantes entiéres dell-1a, IL-16 et IL-2 et avec IL-2 naturel. I Proost et al. 2007

est suggere que CD13/APN fait appel a d'autres enzymes pour
dégrader les cytokine. Clest le cas de CXXL1L dont Ihydrolyse
nécessite I'action de CD26 et CD13/APN.

Protéines de la MEC Le collagéne de type IV est un exemple des protéines de la MEC Saiki et al. 1993
clivées par CD13/APN au cours de I'invasion cellulaire (dans le cas
des tumeurs).

Autres substrats CD13/APN participe au métabolisme de beaucoup d'autres substrats Mina-Osorio 2008

tels que le glutathion (anti-oxydant), la somatostatine (une
hormone), des immunomodulateurs (la thymopentine et la
splenopentine), autres neuropeptides (comme la neurokinine A et la
nociceptine) et les peptides dérivés du récepteur de la thrombine,

Tableau S : Liste des substrats clivés par ’activité Aminopeptidase N.
Adapté de (Mina-Osorio 2008).
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1.3.2. Fonction de récepteur et de transduction du signal

Plusieurs études suggérent que CD13/APN pourrait avoir de nombreuses fonctions qui sont
indépendantes de son activité enzymatique d'APN, y compris son role de récepteur aux virus,
a la protéine 14-3-36 , aux galectines et a d’autres ligands impliqués dans le développement
tumoral. De méme, la transduction du signal a ét¢ proposée comme étant une des fonctions

de CD13 qui sont indépendantes de son activité enzymatique APN (Mina-Osorio, 2008).

% Récepteur aux virus :

Chez les mammiféres, CD13/APN sert de récepteur pour les coronavirus tels que le
coronavirus 229E respiratoire humain (HCoV-229E), le virus de la gastro-entérite
transmissible porcine (TGEV), le coronavirus entérique félin (FCoV) et le coronavirus

entérique canin (CCoV) (Yeager et al. 1992, Delmas et al. 1992, Tresnan et al. 1996).

Trois motifs de liaison localisés dans trois régions différentes de CD13/APN ont été identifiés
comme sites de liaison des coronavirus. Ils sont situés sur la surface extérieure de 'APN et
facilement accessibles aux virus. Ces sites de liaison ne bloquent pas 1’acces des peptides et
ne se chevauchent pas avec I’interface du dimére du récepteur. Ainsi, les coronavirus utilisent
CD13/APN comme récepteur d’entrée a la cellule sans altérer la fonction physiologique de

son activité¢ enzymatique (Chen et al. 2012).

Il a ét¢ montré que la liaison de coronavirus a CD13/APN entraine 1’internalisation de ce
dernier. Ce mécanisme d’endocytose utilise les cavéoles qui sont des invaginations

membranaires riches en cholestérol, en sphingolipides et en cavéoline (Nomura et al. 2004).

I1 a été rapporté que CDI13 pourrait méditer également I’entrée des cytomégalovirus (CMV)
dans ses cellules cibles. La transfection de ces cellules avec CD13 dépourvu d'une partie du
site actif n’affecte pas la sensibilité des cellules au CMV. Ainsi, CD13 semble étre impliqué
dans l'infection par le CMV via un processus indépendant de son activité enzymatique et de
son site actif (Soderberg et al. 1993). En outre, il a ét¢ montré que la fixation de CMV humain
sur CD13/APN, exprimé a la surface des monocytes, induit une augmentation de niveau

intracellulaire de Ca 2+ (Gredmark et al. 2004).
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¢ Absorption du cholestérol :

CD13/APN participe a I’absorption du cholestérol par les entérocytes, au niveau de la bordure
en brosse intestinale en utilisant le méme mécanisme d’endocytose utilis€ pour 1’entrée des
virus. En effet, il a ét¢ montré que CD13/APN est une cible de I’Ezetimibe, un inhibiteur de
I’absorption du cholestérol par endocytose, indépendamment de la fonction enzymatique

(Kramer et al. 2005).

¢ Récepteur a la galectine-3 et -4:

Une liaison de la galectine-4 sur CD13/APN a été également révélée niveau de la bordure en
brosse intestinale. Il est suggéré que I’association de la galectine-4 sur des récepteurs
exprimés a la surface la bordure en brosse pourrait empécher sa libération de l'entérocyte

vers la lumiére intestinale (Danielsen et van Deurs 1997).

Plus récemment, une interaction physique et fonctionnelle est suggérée entre une autre
protéine de la famille des galectines ; la galectine-3 et CD13/APN lors de 1’agrégation
homotypique des monocytes (Mina-Osorio et al. 2007). En effet, il a ét¢ montré que
CDI3/APN exprimé a la surface des monocytes humains induit une forte agrégation
homotypique qui est indépendante de son activité Aminopeptidase N. Ce role est assuré
probablement via la liaison de la galectine-3, exprimée a la surface membranaire en
association avec des glycoprotéines. En effet, un anticorps bloquant anti-galectine-3 est
capable d’abolir 1’agrégation homotypique dont CD13 est le responsable. En outre, un
complexe formé par ces deux protéines a €t€¢ mis en évidence par co-immunoprécipitation

(Mina-Osorio et al. 2006).

Il a été rapporté que ’activation de la signalisation de CD13/APN dans les monocytes, en
utilisant des anticorps monoclonaux active la voie MAPK, déclenche la mobilisation de Ca++
et induit la sécrétion de cytokines (Santos et Langner. 2000, Mina-Osorio et al. 2006). Ceci
suggere que CD13/APN joue son role récepteur dans les cellules monocytaires. En outre, la
localisation du CD13/APN dans des micro-domaines membranaires riches en lipides et
caractérisés par la présence des molécules de signalisation (Santos et Roentsch 2000),
renforce davantage le role de récepteur joué par CD13/APN dans la transduction du signal au

cours de I’adhésion monocytaire.
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¢ Récepteur a la protéine 14-3-30:

I1 a ét¢ montré que CD13/APN, exprimé a la surface des fibroblastes, est le récepteur potentiel
de 14-3-3c sécrétée par les kératinocytes au cours du processus cicatriciel. CD13 transmets le
signal de 14-3-3c via I’activation de la voie p38 MAPK qui induit 1’expression de MMP-1.
L’invalidation de CDI13/APN par des siRNA supprime cette induction. Cependant,
I’inhibition de son activité enzymatique en utilisant la bestatine ne supprime pas I’expression
de MMP-1 dans les fibroblastes stimulés par 14-3-3c. Ceci suggere que l'activité APN ne joue
pas un rdle dans la régulation de l'expression de MMP-1 et que le site actif de 1'enzyme est
trés probablement indépendant du site de liaison de 14-3-3c & CD13/APN. (Ghaffari et al.
2010). Hormis la régulation de I’expression de MMP-1, CD13 semble jouer un rdle dans la
modulation de ’expression de la fibronectine, de la tenascine-C et d’autres MMP tels que
MMP-1, MMP-3 et MMP-12 au cours du remodelage cicatriciel en réponse aux facteurs

dérivés des kératinocytes dont 14-3-3c (Lai et al. 2012).

Ces résultats suggérent le role important joué par CD13/APN via son interaction avec 14-3-3c

dans la régulation des protéines de la MEC au cours de la cicatrisation.

®,

¢ Récepteur aux peptides NGR (asparagine-glycine-arginine) et au TAL6 (tumor-

associated antigen L6):

CDI13/APN lie également certains ligands impliqués dans le développement des tumeurs tels
que les peptides contenant le motif NGR, présents au niveau de cellules endothéliales des
vaisseaux sanguins. Des expériences réalisées in vivo montrent que des anticorps dirigés

contre CD13/APN inhibent I’effet tumoral de NGR (Pasqualini et al. 2000).

TALG6 (tumor-associated antigen L6) est aussi un ligand de CD13/APN au niveau des cellules
cancéreuses du poumon. Ceci implique des mécanismes a la fois dépendants et indépendants

de I’activité aminopeptidase N (Chang et al. 2005).

L’ensemble de ces données indiquent que les fonctions de CD13 peuvent étre divisées en
deux groupes; fonctions dépendantes de son enzyme APN par clivage peptidique ou
indépendantes de son activité enzymatique par endocytose ou transduction du signal.
Cependant, plus d'un mécanisme est probablement requis pour la plupart des fonctions (Mina-
Osorio 2008). En effet ces différents mécanismes d’action de CD13/APN semblent &tre

interconnectés et impliqués dans différentes pathologies humaines.
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2. Implications pathologiques :

L’expression de CDI13/APN dans les différents types cellulaires peut é&tre liée au
développement de nombreuses pathologies telles que les tumeurs, les infections virales et les

maladies inflammatoires :

«» Infections virales :

Etant le récepteur des coronavirus (HCoV-229E) et cytomégalovirus (HCMV) humains,
CD13/APN est fortement impliquée dans les infections virales humaines. En effet, toutes les
cellules mononuclées qui sont sensibles a l'infection par le HCMV expriment a leur surface
CD13. En outre, la transfection des fibroblastes résistants aux CMV avec un ADNc codant
pour CD13 humain les rend sensibles a l'infection par le virus (Soderberg et al.1993). La
détection des autoanticorps anti-CD13 dans le sérum des patients ayant une infection active a

HCMYV confirme son implication dans les infections virales (Rahbar et al. 2006).
< Tumeurs :

CD13/APN est impliqué dans nombreux types de cancers tels que le cancer du c6lon, du sein,
du poumon, de la thyroide, de la peau, des ovaires, du rein et de la prostate (Mina-Osorio
2008). A ce jour, le test de I’activité enzymatique de CD13/APN est suggéré étre un bon
marqueur sérique pour le diagnostic de certains cancers (Wickstrom et al. 2011). En outre, son
expression est liée a I’agressivité des tumeurs et représente un indicateur d’un mauvais
pronostic pour les patients (Hashida et al. 2002). L’ ¢lévation de I’expression et de 1’activité
enzymatique de CD13/APN est fortement associée au pouvoir invasif des nombreuses cellules
tumorales (Dixon et al. 1994, Fuji et al. 1995, Bauvois 2004, Carl-McGrath et al. 2006). De
plus, son expression a été trouvée associée a la prolifération des cellules tumorales, a la
dégradation de la matrice extracellulaire (par clivage de collagene de type IV) et a un

comportement métastatique (Carl-McGrath et al. 2006).

L’implication de CD13/APN dans I’invasion tumorale pourrait étre expliquée également par
son role stimulateur de 1I’angiogenése et de la migration des cellules (Hashida et al.2002).

En effet, en cas de tumeur, APN est surexprimé dans 1'endothélium et favorise l'angiogenése
(Rangel et al. 2007) via le clivage des peptides angiogéniques (Bauvois 2004). De plus, CD13
lie les peptides contenant le motif NGR au niveau de cellules endothéliales des vaisseaux
sanguins dans le cas des tumeurs ou au cours de 1’angiogenése (Pasqualini et al. 2000). Les

peptides contenant le motif NGR sont développés aujourd’hui comme des moyens
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thérapeutiques permettant de cibler un site tumoral (Arap et al.1998) et d’administrer des
cytokines anti-tumorales (TNF) (Curnis et al. 2016). A ce jour, plusieurs de ces associations
font I’objet d’essais cliniques (Wickstrom et al. 2011).

CD13/APN régule également la motilité des cellules tumorales (Hashida et al. 2002). Elle est
capable de lier TAL6, connu par son rdle dans la migration et I’invasion des cellules
tumorales (Chang et al. 2005). Des anticorps bloquants CD13 sont capables d’inhiber
significativement la migration des cellules cancéreuses (Chang et al. 2005), suggérant son role
de récepteur et de signalisation dans ce processus.

Dans ce méme contexte, il a été rapporté que des niveaux ¢élevés de CD13 sont corrélés avec
la résistance des cellules leucémiques en apoptose. Cette résistance ainsi que la croissance des
lignées cellulaires leucémiques est supprimée suite a 1’inhibition de CD13/APN (Sekine et al.

1999, Inoi et al 1995).
«» Maladies inflammatoires:

Un réle joué¢ par CD13/APN dans les maladies inflammatoires a été également montré. En
effet, une corrélation entre le nombre de lymphocytes T (LT) et ’activité aminopeptidase N
dans le liquide bronchoalvéolaire des patients atteints de sarcoidose pulmonaire, maladie
inflammatoire caractérisée par la formation d'amas de cellules inflammatoires appelés «
granulomes », a été signalée. Le niveau de l'expression de CDI13 est plus élevé dans les
macrophages alvéolaires prélevés a partir de ces patients comparés a ceux obtenus chez les
sujets témoins. Un role chimiotactique joué par CD13/APN sur les LT a été également mis en
évidence in vitro et supprimé suite a ’inhibition de I’activité APN. Il a été suggéré ainsi que
c’est son activité enzymatique qui est nécessaire pour cette activité chimiotactique (Tani et al.
2000). Cependant, I’activation de sa signalisation par un anticorps monoclonal induit la
sécrétion de la chémokine IL-8, ce qui suggere que l'activité enzymatique n’est pas le seul

mécanisme impliqué dans le chimiotactisme (Santos et Langner 2000).

Le role de CDI3/APN a été bien établi dans la pathologie articulaire inflammatoire ; la
polyarthrite rhumatoide (PR). En effet, la valeur de l'activité¢ enzymatique de CD13/APN
dans le liquide synovial et a la surface des fibroblastes synoviaux provenant des patients
atteints de PR a été trouvée significativement élevée. Une corrélation entre cette activité
enzymatique et le taux les lymphocytes T présents dans liquide synovial a été également
établie, suggérant sa participation dans I’inflammation articulaire en tant que chimioattractant

des lymphocytes T (Shimizu et al. 2002).
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L’expression synoviale de CDI3/APN est nettement augmentée en cas d’inflammation
observée chez les patients ayant une PR ou une arthrose, accompagnée d’un épaississement de
la couche intimale de la membrane synoviale et d’un infiltrat des macrophages positifs pour
CD13/APN. Son niveau d’expression vasculaire a été trouvée également augmenté et associé
a l’inflammation de la membrane synoviale des patients, suggérant ainsi son rdéle dans

I’activation endothéliale (Walsh et al. 1993).

Plus récemment, Morgan et ses collégues ont montré qu’une forme soluble de CD13 est
libérée dans le liquide synovial et exerce des effets chimiotactiques sur une population des
cellules T, similaire a celle des LT détectée dans la membrane synoviale en cas d’une PR. Il
est suggéré CD13 soluble pourrait jouer ce rdle chimiotactique indépendamment de son
activité enzymatique en se fixant sur un récepteur exprimé a la surface des LT (Morgan et al.
2015).

L’augmentation de ’activité enzymatique de CD13/APN a été mise en évidence également
dans le sérum, le liquide synovial et le tissu synovial d’un mod¢le animal d’arthrite comparé
aux animaux contrdles. Cependant, il a été suggéré que la forme membranaire de CD13/APN
pourrait jouer un role plutdt protecteur contre la PR, car elle a été trouvée associée a une
résistance au développement de la maladie (Yamasaki et al. 2012).

De plus, des études antérieures ont montré que 1’expression monocytaire de CD13/APN est
induite en réponse a I’IL-4 et pourrait dégrader et inactiver les peptides pro-inflammatoires et
mettre fin ainsi aux réponses inflammatoires (van Hal et al.1994). Il a été montré également
qu’il réduit les réponses chimiotactiques des neutrophiles humains en réponse a 1'IL-8

(Kanayama et al. 1995).

Ces effets controversés de CDI13 dans I’inflammation pourraient étre expliqués par la
différence du type cellulaire ainsi que le contexte pathologique dans lequel il est impliqué.

Dr’ailleurs, il est suggéré que 1’implication de CD13 dans I’'inflammation pourrait étre liée non
seulement a son effet chimiotactique mais aussi a son rdle puissant dans 1’angiogenese,
I’adhésion, la migration cellulaire et I'activation des monocytes (Riemann et al. 1999, Morgan

etal. 2015).

L’ensemble de ces données montrent que CD13/APN joue un rdle primordial dans la mise en
place et la régulation de nombreux processus pathologiques. Son expression et son activité

pourrait étre également influencées par certaines conditions pathologiques.
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2.1. Régulation

Comme il n’existe pas de forme zymogeéne pour CD13/APN, son activité est régulée soit au
niveau de sa syntheése et de sa dégradation soit par des inhibiteurs endogeénes. Son expression
est régulée par différents mécanismes. Son niveau d’expression protéique et d’activité
enzymatique a été trouvé corrélé a son niveau d’expression génique dans de nombreux types

cellulaires (Riemann et al. 1999).

Il a été¢ montré que la maturation et la différenciation des monocytes est accompagnée par une
augmentation de 1’expression de CD13 (Laouar et al. 1993). En outre, certaines cytokines
comme I’'IL-4, IFN-y dérivés des LT sont capables d’augmenter son expression en ARNm et
en protéines ainsi que son activité enzymatique dans plusieurs types cellulaires (van Hal et
al.1994, Riemann et al. 1995, Gabrilovac et al. 2005). Son expression a la surface des
monocytes est induite également par le facteur de croissance TGF-B (Gabrilovac et al. 2008)
et diminuée par la cytokine anti-inflammatoire IL-10 (Kehlen et al. 2004). Ceci suggere un
role joué par les cytokines dans la régulation de role du CDI13/APN au cours de

I’inflammation.

De plus, I’hypoxie et certains facteurs de croissance angiogéniques (notamment bFGF et
VEGF) induisent fortement 1’expression de CDI13/APN en ARNm dans les cellules
endothéliales et dans des xénogreffes de tumeurs. Cette induction d’expression a été trouvée

médiée par la voie Ras/MAPK (Bhagwat et al. 2001).

Plus récemment, une régulation paracrine de I’expression de CD13/APN par son ligand 14-3-
30 a été révelée. En effet, 14-3-36 augmente 1’expression de CD13/APN a la surface des
fibroblastes de fagon dose-dépendante, ce qui permet de promouvoir la migration des
fibroblastes et d’améliorer ainsi la qualité de la cicatrisation. Ceci suggere que I’expression de

CD13/APN pourrait étre régulée par ses ligands (Lai et al. 2011).

En plus de sa régulation par les facteurs de croissance et les cytokines, l'expression de
CDI13/APN peut étre influencée par les cellules voisines. En effet, il a ét¢ montré que son
expression dans les lymphocytes T et B est induite lors de leur adhésion aux synoviocytes
(Riemann et al. 1997). Ceci pourrait expliquer davantage 1’implication de CD13/APN dans la
PR.
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Parmi les inhibiteurs endogénes de 1’activité de CD13/APN on peut citer la bradykinine et la
substance P. Il a été suggéré que ’inhibition de 1’activité enzymatique de CD13/APN, par ces
peptides naturels, pourrait empécher I’hydrolyse des neuropeptides tels que les enképhalines

et augmenter ainsi les effets analgésiques (Xu et al. 1995).

Par ailleurs, I’activité enzymatique de CD13/APN peut étre inhibée par RECK (Reversion-
inducing Cysteine-rich protein with kazal motifs). Cette protéine est capable de moduler
¢galement la voie de I’endocytose de CD13/APN (Miki et al. 2007). Cette protéine pourrait
étre impliquée dans la régulation de I’entrée des virus dans les cellules et I’absorption du

cholestérol via CD13/APN.

2.2. CD13/APN : une cible thérapeutique

La diversité de ses fonctions et son implication dans différents processus pathologiques font
de CDI13/APN une importante cible thérapeutique. Ainsi, différentes stratégies ont été
développées afin d’inhiber ses implications pathologiques mais également pour mieux
comprendre et caractériser ses roles physiologiques. A ce jour, plusieurs inhibiteurs de
CD13/APN ont été développés, que ce soit des inhibiteurs ciblant son activité enzymatique ou
des anticorps bloquants ciblant son rdle récepteur et sa transduction du signal. Des mode¢les

animaux in vivo invalidés pour CD13/APN ont été également développés.

2.2.1. Anticorps bloquants et inhibiteurs pharmacologiques:

De nombreux ligands ciblant CD13/APN ont été découverts ou développés, dont certains sont
actuellement utilisés cliniquement ou en cours d’essais cliniques (Bauvois et Dauzonne 2006,
Wickstrom et al. 2011). La capacité des inhibiteurs et des anticorps bloquants pour empécher
CD13 de jouer ses rdles biologiques et pathologiques a été décrite dans de nombreux types
cellulaires (Mina-Osorio 2008).

En effet, les anticorps qui ciblent les sites de liaison des coronavirus sur CD13/APN sont
capables de bloquer potentiellement les infections virales, sans interférer avec les fonctions
physiologiques de CD13/APN et notamment son activit¢ enzymatique (Chen et al. 2012).
D’autres anticorps monoclonaux anti-CD13 (comme MHS8-11) sont efficaces pour inhiber par
exemples I’invasion et I’angiogenese tumorale (Hashida et al. 2002). Certains anticorps sont
capables également de reconnaitre I'isoforme de CD13 exprimée dans les tumeurs (Curnis et
al. 2002) et d’agir en compétition avec les auto-anticorps produits naturellement contre

CD13/APN (Rahbar et al. 2006).
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De plus, des anticorps monoclonaux dirigés contre CD13/APN sont capables de déclencher
une signalisation (Santos et Langner 2000, Mina-Osorio et al. 2006) permettant ainsi de
comprendre son mécanisme d’action et les voies intracellulaires impliquées dans la
transduction du signal. Il a été rapporté, par exemple, que les deux anticorps (My7 et SJ1D1)
sont capables de cibler CD13 sans faire intervenir le site catalytique. C’est le cas pour inhiber
la croissance cellulaire en cas d’une leucémie myéloide et d’activer 1’apoptose des cellules via
I’activation des voies PI3K et AKT impliquées dans la transduction du signal et des caspases

impliquées dans les voies de 1'apoptose (Piedfer et al. 2011).

En outre, l'implication de CD13 en tant que récepteur dans certains processus tel que son role
dans la migration des fibroblastes au cours de remodelage cicatriciel a été surtout confirmé en

utilisant des anticorps bloquants (3D8 et H300) (Lai et al. 2010).

Plusieurs inhibiteurs naturels et synthétiques de 1’activité enzymatique de CD13/APN ont été
¢galement caractérisés et utilisés pour révéler son implication dans des processus biologiques
et pathologiques primordiaux (Bauvois et Dauzonne 2006). Parmi les inhibiteurs naturels, on
peut citer la bestatine, la probestine, I’amastatine, la phebestine, la leuhistin, I’actinonine, le
curcumin, la puromycine, et 1'acide bétulinique (Mina-Osorio 2008).

La bestatine est ’inhibiteur le plus fréquemment utilisé. Il a été rapporté qu’il augmente le
taux de survie des patients atteints du cancer (Ichinose et al. 2003) et qu’il inhibe le
chimiotactisme joué¢ par CDI13/APN sur les lymphocytes T au cours de la sarcoidose
pulmonaire (Tani et al. 2000). Cependant, il est capable d’interagir avec d'autres
aminopeptidases, comme la leucyle aminopeptidase (EC 3.4.11.1) et I’aminopeptidase W (EC
3.4.11.16) dans des cellules my¢loides (Bauvois et Dauzonne 2006), ce qui pourrait avoir des
effets secondaires néfastes (Mishima et al. 2007). Il est suggéré que ’effet inhibiteur observé
avec des doses ¢élevées de bestatine refléte probablement ses effets intracellulaires (Grujic, et
Renko 2002).

Le curcumin, un produit phénolique naturel, a été décrit également comme un inhibiteur
irréversible de I'APN. Ses effets sont étudiés actuellement sur des patients atteints de cancer
dans plusieurs essais cliniques (Shim et al. 2003, Wickstrom et al. 2011). Il possede
également des effets anti-inflammatoires via I’inhibition de l'activité et de l'expression de la
cyclooxygénase-2 (COX-2) dans des lignées cellulaires et modeles animaux distincts (Perrone
et al.2015).

Cependant I’ensemble de ces inhibiteurs naturels, a doses élevées, peuvent induire une

cytotoxicité de maniere non spécifique (Bauvois et Dauzonne 2006). En outre, ils manquent
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de spécificité tissulaire et leurs effets sur les fonctions indépendantes de [D’activité
enzymatique de CD13/APN sont mal caractérisés (Mina-Osorio 2008).

D’autres inhibiteurs synthétiques ciblant CD13/APN ont été ainsi développés. Parmi ces
inhibiteurs, les dérivés de I’acide flavones-8-acétique (FAA), notamment le 2’,3-dinitro
flavone-8-acétique, sont caractérisés par une forte efficacité et spécificité¢ ainsi qu’une faible
cytotoxicité sur des cellules humaines en culture (Bauvois et al. 2003, Bauvois et Dauzonne
20006).

Cependant, CD13/APN est une enzyme multifonctionnelle et donc son inhibition pourrait

entrainer des effets complexes.

2.2.2. Modéles in vivo de CD13/APN : Souris invalidées pour CD13/APN

Les souris déficientes en CD13/APN ont ¢été récemment décrites (Rangel et al. 2007). Elles
sont fertiles, en bonne santé et ne montrent aucune anomalie macroscopique ou histologique.
Les études neurologiques, cardiovasculaires, métaboliques, locomotrices et hématologiques
n’ont détecté aucune anomalie chez ces souris (Rangel et al. 2007, Winnicka et al. 2010).
Cependant, une étude plus récente réalisée sur ce modele a mis en évidence un retard dans la
morphogenese canalaire et alvéolaire des glandes mammaires pendant la gestation, indiquant
le role essentiel joué par CD13/APN dans le remodelage du tissu mammaire au cours de son

développement. Aucun effet de ce retard n’a été détecté sur la lactation (Kolb et al. 2013).

Chez les souris invalidées pour CD13/APN, c’est notamment la réponse a certaines conditions
pathologiques qui est altérée. C’est le cas de la réponse angiogénique au cours d’une
rétinopathie induite chez ces souris qui a ét¢ montrée affectée, confirmant ainsi le role
angiogénique important joué par CD13/APN dans les conditions pathologiques (Rangel et al.
2007).

Le role de CDI13/APN comme molécule d’adhésion impliquée dans le processus
inflammatoire au cours de la régénération tissulaire a ét¢ également confirmé dans un modé¢le
d’infarctus du myocarde. En effet, chez ce modele déficient en CD13/APN, I’infiltration des
cellules inflammatoires et immunitaires est significativement réduite, contribuant ainsi a une
différenciation fibroblastiques atténuée et donc a un remodelage cicatriciel altéré (Pereira et

al. 2013).
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Le role de CD13/APN dans la régénération tissulaire a été validé récemment dans un mode¢le
de 1ésion ischémique du muscle squelettique. En effet, I’invalidation de CD13/APN chez ce
modele altére la mise en place des réponses nécessaires pour la réparation du muscle telles
que I’angiogenese (par manque d’invasion endothéliale), la réponse inflammatoire (par défaut
de recrutement des cellules inflammatoires et de  production des cytokines pro-
inflammatoires) et I’adhésion des cellules musculaires (Rahman et al. 2014).

Le role de CD13/APN dans Dinfiltration des cellules inflammatoires dans le cas d’une
péritonite a été¢ également exploré. Ce modéle de péritonite chez les souris déficientes pour
CDI3/APN confirme I’'importance de CDI13/APN dans l’adhérence entre monocytes et

cellules endothéliales durant le processus de la migration cellulaire (Ghosh et al. 2014).

L’ensemble de ces études in vivo montrent que 1’invalidation deCD13/APN n’engendre pas
d’effets déléteres remarquables sur les fonctions physiologiques de 1’organisme. Cependant,
elles confirment que 1’expression de CD13/APN est indispensable pour la mise en place des
réponses appropriées (telles que 1’angiogenése, 1I’inflammation et 1’adhésion cellulaire) dans

des conditions pathologiques.

L’expression de CD13/APN dans le cartilage articulaire et son implication dans le processus

arthrosique n’a jamais été étudié, d’ou 1’objectif de ce travail de these.

116



Objectifs

117



118



Objectifs

L’ensemble des données bibliographiques précédemment citées met en évidence qu’au cours
de I’arthrose, les modifications du cartilage articulaire et de I’os sous-chondral sont liées. L’0s
sous-chondral pourrait initier les 1ésions du cartilage articulaire au cours de 1’arthrose. En
conditions basales, os et cartilage communiquent via un réseau de médiateurs solubles. Au
cours de I’arthrose, le remodelage excessif et 1’altération phénotypique des cellules du tissu
osseux perturberaient cette communication biochimique entre les tissus, permettant la

transmission de signaux osseux anormaux favorisant la dégradation du cartilage.

Récemment, notre équipe a établi un modele murin de communication os/cartilage. Ce
mode¢le est obtenu en utilisant des ostéoblastes murins, qui sont soumis ou non, a une
compression cyclique mimant le stress mécanique observé dans [’arthrose et entrainant
I’expression de facteurs sécrétés dans le cadre de I’arthrose. Les milieux conditionnés par ces
ostéoblastes sont utilisés pour stimuler des chondrocytes articulaires murins en culture
primaire. Cette stimulation entraine 1’apparition d’un phénotype catabolique des chondrocytes
correspondant au phénotype des chondrocytes articulaires arthrosiques. L’analyse des milieux
conditionnés d’ostéoblastes grice a la technique de sécrétomique différentielle iTRAQ, a
permis a notre équipe d’identifier la protéine 14-3-3¢  comme médiateur de cette
communication.

Pour agir et ainsi aboutir a 1’apparition d’un phénotype catabolique chondrocytaire, 14-3-3¢

doit se fixer sur un récepteur présent a la surface des chondrocytes articulaires.

CD13/APN, identifié¢ a la surface des fibroblastes comme récepteur potentiel de 1’isoforme ©
des protéines 14-3-3, pourrait représenter le récepteur de 14-3-3g, a la surface des

chondrocytes et assurer ainsi la réception et la transmission de son signal.

Les travaux réalisés durant cette thése ont pour objectif de mieux comprendre les
interactions biochimiques délétéres existant entre os et cartilage au cours de I’arthrose,

en étudiant le réle de CD13/APN, en tant que récepteur de 14-3-3¢.
Pour cela, nos objectifs sont les suivants :

> Etudier 'implication de CD13/APN en tant que récepteur mais aussi en tant
qu’enzyme aminopeptidase N, dans I’effet catabolique chondrocytaire induit par
14-3-3¢ dans des cultures primaires de chondrocytes articulaires murins et

humains.
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> Etudier Dinteraction directe entre CDI13/APN et 14-3-3¢ par différentes

approches in vitro et in silico
> Evaluer le role de 14-3-3¢ in vivo chez la souris et évaluer ’importance de

Pinteraction entre 14-3-3g¢ et CD13/APN dans [D’établissement des lésions

arthrosiques.
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Article publié en 2015 dans Journal of Cell Science  (J Cell Sci.128(17):3250-62)

“The pro-inflammatory cytokine 14-3-3¢ is a ligand of CD13 in cartilage”
Meriam Nefla, Laure Sudre, Guillaume Denat, Sabrina Priam, Gwena lle Andre-Leroux,

Francis Berenbaum and Claire Jacques.

Les objectifs de la premiére partie de ce travail de thése étaient, dans un premier temps,
d’étudier I’implication de CD13/APN dans la réponse chondrocytaire a 14-3-3¢, en terme
d’expression de MMP-3 et MMP-13, deux métalloprotéases majeures impliquées dans la
dégradation du cartilage au cours de I’arthrose. Dans un second temps, [’interaction directe

entre CD13/APN et 14-3-3¢ a été explorée.

% Mise en évidence de D’expression de CD13/APN dans les chondrocytes

articulaires :

L’expression de CD13/APN a la surface des chondrocytes articulaires n’a jusqu’a présent
jamais été démontrée. Dans un premier temps nous avons donc examiné son expression
génique dans les chondrocytes murins par RT-qPCR et protéique par Western blot (Fig. 1A)
et immunocytochimie (Fig. 1B). Son expression a été également étudiée par RT-qPCR,
western blot (Fig. 1C) et immunocytochimie (Fig. 1D) dans les chondrocytes humains
arthrosiques et par immunohistochimie (Fig. 1E) sur des coupes histologiques de cartilage
arthrosique. Par ces différentes techniques, nous avons pu montrer que CDI3/APN est

exprimé dans les chondrocytes articulaires murins et humains.
< Effet de ’invalidation de CD13/APN sur la réponse chondrocytaire a 14-3-3¢ :

Afin d’étudier I’implication de CD13/APN dans la surexpression chondrocytaire des enzymes
matricielles MMP-3 et MMP-13 induite par 14-3-3¢, les chondrocytes articulaires murins ont
été transfectés par des siRNA dirigés contre CD13/APN afin d’invalider a la fois son role
récepteur et son activité enzymatique aminopeptidase N. Ensuite, les chondrocytes ont été
stimulés par la protéine recombinante 14-3-3¢. Vingt-quatre heures aprés la stimulation,

I’expression et la sécrétion de MMP-3 et MMP-13 ont été analysées par RT-qPCR et ELISA.

Les résultats obtenus montrent que [’augmentation de I’expression et de la sécrétion de ces

deux métalloprotéases en réponse a 14-3-3¢ est inhibée en présence de siRNA CD13 (Fig.2).
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Ces résultats montrent que I’invalidation de CD13/APN inhibe I’expression de MMP-
3 et MMP-13 en réponse a 14-3-3¢ dans les chondrocytes articulaires, suggérant ainsi
Pimplication de CD13/APN dans D’établissement du phénotype catabolique

chondrocytaire induit par 14-3-3¢.
% Mise en évidence de I’activité aminopeptidase N dans les chondrocytes 14-3-3¢ :

CD13, aussi connu comme aminopeptidase N, peut agir grace a son activité enzymatique.
Nous avons vérifié, dans un premier temps, la présence d’une activit¢ APN dans les
chondrocytes articulaires. Cette activité n’ayant jamais été explorée dans ce type cellulaire,
une mise au point a été nécessaire. Nous avons effectué une cinétique en testant différents
temps d’incubation des cultures primaires des chondrocytes murins et humains avec le
substrat fluorescent (L-alanine B-naphtylamide) en présence ou non d’APNi (inhibiteur

spécifique d’APN) (Figure 34).

Nous avons pu mettre en évidence une activit¢ APN dans les chondrocytes murins qui atteint
son maximum au bout de 60-90 min. Cette activité est fortement inhibée en présence d’APNi

(Fig. 3A). Le temps 60 min a été choisi pour la suite des expériences.

Pour tester I’effet de 14-3-3¢ sur I’activité APN, les chondrocytes murins ont été stimulés par
14-3-3¢ en présence ou non d’APNi. Nos résultats montrent que ’activité enzymatique APN

ne varie pas apres la stimulation des chondrocytes par la protéine 14-3-3¢ (Fig. 3C).

+ L-alanine B-naphthylamide: Substrat d’APN (50uM)

24h 0,30, 60, 90, 120 min

14-3-3g (1ug/mlL)

Surnageant:
Mesure de la fluorescence

(A d"émission, 330 nm; A d’excitation, 460 nm)

* APNi: Inhibiteur spécifique d’ APN

(Pré-incubation: 15min)

Figure 34 : Schéma du dosage de ’activité enzymatique aminopeptidase N.
Dosage de I’activité enzymatique aminopeptidase N dans les chondrocytes articulaires en
absence ou en présence de son inhibiteur (APNi) et de la protéine 14-3-3¢.
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Les résultats obtenus dans les chondrocytes murins ont été validés ensuite sur des
chondrocytes humains. Ceux-ci posseédent également une activité APN qui augmente au cours

du temps et qui est totalement inhibée en présence d’APNi (Fig.3B).

Ces résultats montrent donc que les chondrocytes murins et humains possédent une

activité APN mais elle n’est pas modifiée en présence de 14-3-3¢.
< Etude du roéle récepteur de CD13/APN dans la réponse chondrocytaire a 14-3-3¢ :

Afin d’étudier son implication en tant que récepteur dans la réponse chondrocytaire a 14-3-3¢,
CDI13/APN a ¢été¢ invalidé dans des chondrocytes articulaires murins et humains par des

anticorps bloquant n’ayant aucun effet sur son activité enzymatique.

Des cultures primaires de chondrocytes articulaires murins ont été pré-traitées par des doses
croissantes d’anticorps bloquant CD13 (AB108310) puis stimulées par la 14-3-3¢
recombinante. Vingt-quatre heures apres la stimulation, 1’expression et la sécrétion de MMP-3

et MMP-13 ont été analysées.

Les résultats montrent que 1’expression et la libération de MMP-3 (Fig. 4A, B) et de MMP-13
(Fig. 4C, D) en réponse a 14-3-3¢ sont inhibées de facon dose dépendante par I’anticorps
bloquant.

Afin de valider les résultats obtenus dans les chondrocytes murins, nous avons étudié, dans les
chondrocytes humains arthrosiques, 1’effet d’un anticorps bloquant CD13 humain, SJ1DI,
sur I’expression de MMP-3 en réponse a la 14-3-3¢. L’expression et la sécrétion de MMP-3

induite par 14-3-3¢ dans les chondrocytes humains sont également inhibées (Fig. S2).

Ainsi, I’invalidation de CD13/APN par des anticorps bloquant uniquement son role
récepteur inhibe significativement I’expression et la libération de MMP-3 et MMP-13 en
réponse a 14-3-3g. Ceci suggére que CDI13/APN joue son role récepteur dans la
transmission du signal de 14-3-3¢ dans les chondrocytes afin d’induire un phénotype

catabolique.
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«» Etude de D’interaction directe entre 14-3-3¢ et CD13/APN :

Afin de savoir si I’effet catabolique était le résultat d’une ’interaction directe entre 14-3-3¢ et
CDI13/APN, nous avons choisi d’utiliser la technologie innovante de la résonance

plasmonique de surface (SPR) basée sur le systéme Biacore 3000.
- Principe de la résonance plasmonique de surface (SPR) :

La SPR consiste a déposer sur une interface, entre deux milieux d'indices de réfraction
différents, (comme 1’air et le liquide) une couche fine d’or riche en électrons libres. Dans ces
conditions, lorsqu'une lumiére polarisée monochromatique est envoyée sur I’interface, elle
peut étre réfléchie totalement. Par conséquence, il n’y a pas de réfraction et une des
composantes ¢électromagnétiques de la lumicre, l'onde évanescente, se propage
perpendiculairement a l'interface. Cette onde traverse une zone appelée champ évanescent.
Les photons de cette onde évanescente entrent en résonance avec les €électrons libres du métal
(appelés plasmons). Ce phénomene de résonance se caractérise par une chute de 1’intensité de
la lumiére réfléchie a un certain angle (angle de résonance) (Figure 35). Cet angle est
étroitement li¢ a la densité du milieu. En effet, toute interaction moléculaire entre une
molécule fixée sur la surface et une autre en solution entraine un changement de masse qui va
modifier l'indice de réfraction du champ évanescent et décaler ainsi la position de 1'angle de
résonance. La variation de l'angle de résonance est proportionnelle a la quantit¢ de la
molécule fixée sur sa partenaire retenue sur la surface. Elle permet ainsi de visualiser
I’interaction entre les deux protéines

Lumieére polarisée
monochromatique

Air Lumieéere réfléchie
\®
Liquide é
Onde évanescente

Figure 35 : Schéma d’une réflexion totale d’une lumiére polarisée monochromatique
engendrant une onde évanescente.
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Le systéme Biacore permet de visualiser en temps réel cette interaction dans un débit continu
de tampon. Il consiste a immobiliser une des deux molécules, nommée ligand, sur une
interface spécifique appelée Sensor Chip (biocapteur) et injecter ensuite la molécule
partenaire, nommeée analyte, a débit constant dans un circuit microfluidique au contact de

cette interface.

Le biocapteur du Biacore 3000 comprend une lamelle de verre sur laquelle est déposée une
fine couche d'or, recouverte elle-méme d'une couche de dextran carboxyméthylé sur lequel
on couple de fagon covalente le ligand. Il existe différentes surfaces selon le type de ligand a
immobiliser (carboxyméthyle CMS5, nickel NTA, streptavidine SA).

Dans nos expériences, nous avons utilisé¢ un sensor chip CM5 (Figure 36). Le ligand est fixé
sur sa surface de maniére covalente via des groupes carboxyles. Les groupes fonctionnels
dans le ligand qui peuvent étre utilisés pour son couplage a la surface de CM5 incluent —-NH2,

-SH, -CHO, -OH et -COOH.

Verre
—_— p— - . <+—Filmdor
@ - . » @ ®  — Dextran
L & o » [ J O L
'S =3 ® o L] a o
= & o L3 & O 4
> - ® & e o Groupes carboxyles
. o k= » ke »
- [ - @ * @ -

Figure 36 : Sensor Chip CMS.
Le sensor Chip CMS5 contient une couche fine d’or recouverte d'une couche de dextran riche
en groupes carboxyles permettant I’immobilisation du ligand.

L'analyte dilu¢ dans un tampon est injecté a flux constant a la surface du biocapteur. Les
changements de masse induits par l'association ou dissociation des complexes modifient la
réfringence du milieu et décalent la position de l'angle de résonance. La variation de I'angle de
résonance est enregistrée par le systéme sous forme d’un sensorgrammme permettant de
suivre en temps réel la fixation de la molécule injectée sur le biocapteur (Figure 37-B). Les
données sont traitées par le logiciel Biaevaluation de Biacore. Le signal de résonance est

exprimé en unités de résonance (RU). Une déviation de l'angle de résonance de 0.1 degré
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correspond a une fixation de 1 ng de protéine par mm? de surface et induit une variation de

1000 RU.

Le systeme Biacore permet de déterminer également des paramétres cinétiques (constantes
d’équilibre et de cinétique) qui permettent une meilleure compréhension de I’interaction entre

le ligand et I’analyte.

Barette de

Lumiere olarisee .
P diode

monochromatique

P

Lumiéere réflechie
- \m
L

I erre Blocapteur
- = xtran

(=]
AAAA AAAAP Ehd

-

o"de e"anescenﬂe .'& Analyte injecté (14-3-3&, SJ11D1 ou IgG1)

Air

- - -— —
- - T
Liguide - -— —
B
Resonance .
signal (kRU) v e
-~ B
-— rYYTTreve
——
. \ Dissociation
T//" .

Kinetics
‘ : l Regeneration

23
% = Gty
: Concertrauon l .;;,;.:‘?
— — — - ——— - ——— —
AAAAAAAAY ‘ ‘ LA A AAAAAY
[ '- '
1{;0 200 300 400 500 600
Time (s)

Figure 37 : Principe de la résonance plasmonique de surface (SPR) et le profil du
sensorgramme.
La protéine recombinante humaine CDI3/APN a été immobilisée sur un sensor chip

(biocapteur) de type CMS5. Ensuite, la protéine recombinante humaine 14-3-3 ¢, I’anticorps
bloquant spécifique de CD13/APN humain (SJ1DI, contrdle positif) et un isotype IgGl
(contrdle négatif) étaient utilisés en tant qu’analytes injectés par le systéme afin de circuler a
la surface de CM5 contenant CD13/APN (A). L’association et la dissociation entre les deux
protéines induisent un changement de 1’angle de résonance détecté par le systéme et enregistré
sous forme d’un sensorgramme, permettant de suivre en temps réel I’interaction entre les deux
molécules (B). (Source : site internet de la plateforme des interactions moléculaires (Biacore),
IFR83).
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Au cours de nos expériences, une mise au point a ¢té nécessaire pour déterminer la
concentration de CD13 a immobiliser sur le biocapteur, la dose de 14-3-3¢ a injecter et le flux
d’injection. Les résultats obtenus suite a ces expériences montrent une interaction directe
entre CD13/APN et 14-3-3¢ (78 RU), une plus forte liaison avec SJID1 (170 RU) et une
absence d’interaction avec IgG1 (00 RU) (Fig.5A).

Les tests cinétiques effectués en injectant des concentrations croissantes de 14-3-3¢ ont
montré que I’interaction entre 14-3-3¢ et CDI13/APN est spécifique mais de faible affinité
(Kd=2.45.10° M) (Fig.5B).

% Test de liaison de 14-3-3¢ a la surface des chondrocytes:

Pour tester la capacité de 14-3-3¢ a se lier a la surface des chondrocytes, nous avons stimulé
les chondrocytes murins avec la protéine recombinante 14-3-3¢ marquée a la biotine.
L’analyse des cellules par microscopie a fluorescence a montré que 14-3-3¢ biotinylée est
capable de se fixer sur la surface des chondrocytes. Cette liaison est inhibée en présence de
14-3-3¢ non marquée (test de compétition), montrant ainsi la spécificité de la liaison obtenue
avec 14-3-3¢  marquée. Elle est également inhibée en présence d’anticorps bloquant anti-
CDI13/APN, suggérant ainsi une possible interaction de CD13/APN et14-3-3¢ a la surface des

chondrocytes.
«» Modélisation in silico de I’interaction entre 14-3-3¢ et CD13/APN:

Afin d’identifier la séquence peptidique de CD13/APN impliquée dans l'interaction avec 14-
3-3¢, nous avons effectué des études in silico, en collaboration avec G. André-Leroux de
I’unité de Microbiologie Structurale de 1’Institut Pasteur et de l'unité¢ de « Mathématiques et

Informatique Appliquées du Génome a I’Environnement » de I'INRA.

En nous basant sur des études montrant que les protéines 14-3-3 reconnaissent
préférentiellement les sites Ser, Thr et Tyr phosphorylés (Uhart et Bustos 2013, 2014), la
séquence de CD13/APN a été scannée sur PhosphoSitePlus (http://www.phosphosite.org) afin

de repérer les sites de phosphorylation putatifs ou avérés.

- PhosphoSitePlus est une ressource en ligne qui fournit des informations et des
outils complets pour étudier expérimentalement les modifications post-
traductionnelles des protéines, y compris la phosphorylation mais aussi

I’'ubiquitination, 1’acétylation et la méthylation. Cette ressource englobe 129 082
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sites de modification (dont 78% sont des phosphorylations) sur 14 256 protéines
(Hornbeck et al. 2012).

Les sites de phosphorylation définis sur CD13/APN ont été ensuite été cartographiés sur la
structure tridimensionnelle de CD13/APN mature, téléchargée a partir de PDB (Protein Data
Bank) sous I’identifiant 4FYQ et visualisée avec PyMOL.

- PDB (Protein Data Bank) est une banque d’informations sur la structure
tridimensionnelle des protéines, des acides nucléiques et des assemblages
complexes. Les structures compilées dans la pdb sont résolues expérimentalement
par RMN (Résonance Magnétique Nucléaire) ou, plus souvent, par cristallographie
de diffraction aux rayons X. La pdb recueille, aprés validation, les données de
chaque structure moléculaire, décrivant la localisation de chaque atome enregistré
dans le systtme de coordonnées cartésiennes ainsi que son mode de liaison
covalente. Chaque modele est référencé dans la banque par un identifiant unique
de 4 caracteres. Les fichiers décrivant les différents modeles moléculaires peuvent
étre téléchargés a partir du site de la PDB, visualisés et analysés en 3D grace a

différents logiciels tels que PyYMOL (Hornbeck et al. 2011, Pan et Aller 2015).

L'analyse 3D de la structure de CD13/APN nous a permis d’identifier que parmi les 4 résidus
susceptibles d'étre phosphorylés, seul le résidu Y582 est accessible a la phosphorylation par
une Ser/Thr/Tyr kinase, les autres sont enfouis dans la protéine. De plus, Y582 appartient a la
séquence E*"FNYVW™®, qui est un segment en conformation étendue, c'est a dire qu'il ne
participe ni a un brin 3 ni a une hélice a. Or ce parametre de "coil" est le critére topologique
commun a tous les ligands de 14-3-3 (Yang et al. 2006, Bustos et Iglesias 2006). Nous avons
donc décidé de modéliser l'interaction de ce segment ou "hit" identifi¢ chez CD13/APN - dans

le site de reconnaissance de la protéine 14-3-3¢.

Pour cela, la stratégie a été la suivante: les coordonnées 3D de 'hexapeptide RQRpSAP en
complexe avec 14-3-3¢ (ont été mutées afin d’obtenir la séquence EFNYVW en complexe
avec 14-3-3¢ (I’identifiant PDB est 2BR9, Yang et al. 2006, Yaffe et al.1997). L' hexapeptide
EFNYVW, qui contient le phospho-site Y582, est donc ancrée dans le site de liaison de 14-3-
3¢, par analogie avec la position de 1'hexapeptide RQRpSAP. Afin d’étudier sa capacité a se
lier a un monomere de 14-3-3¢, les deux orientations N ter et C ter ainsi que les deux états de

phosphorylation, phosphorylé et non phosphorylé de EFNYVW ont été testés et optimisés par

130



Etudes in vitro

minimisation de la fonction d'énergie potentielle d'interaction en utilisant le champ de forces
CHARMM distribué¢ par Biovia Discovery Studio©. En effet, I'énergie potentielle
d'interaction évaluée peut étre corrélée a l'affinité, plus I'énergie potentielle d'un systéme est
basse, voire négative en kcal/mol, plus son interaction est forte. Pour avoir une énergie
d'interaction de référence en comparaison, nous avons évalué¢ 1'énergie d'interaction du

complexe RQRpSAP /14-3-3¢ .

- La mutation de I’hexapeptide RQRpSAP et 1'évaluation des complexes modélisés
ont été effectuées grace aux outils de modélisation moléculaire distribués par
Biovia DiscoveryStudio©, qui offre un panel d'outils de bioinformatique
structurale et un environnement interactif pour la visualisation, 1’analyse des
interactions ou encore l'évaluation de la dynamique de structures moléculaires
complexes. Parmi ces divers modules est implément¢ CHARMM (Chemistry at
HARvard Molecular Mechanics), un programme de simulation de mécanique et
dynamique moléculaires qui calcule et optimise [’énergie potentielle des
différentes structures en se basant sur leurs parametres de champs de forces

(Brooks et al. 2009).

De manicre intéressante, le meilleur score d’énergie (en comparaison avec la séquence de
référence) a été obtenu avec la séquence EFNpYVW contenant le résidu Tyr phosphorylé et
orientée de la méme fagcon que le ligand RQRpSAP (N-ter) (Fig 7.C). Notre complexe
modélis€ montre que le site de liaison de 14-3-3¢ est composé des résidus K50, K57, R61,
R130 et Y131 qui est donc fortement chargée positivement et qui serait capable d’interagir

avec le résidu Y582, chargé négativement via des liaisons ¢électrostatiques (Fig 7.A et B).

% Validation de I’implication de la séquence EFNpYVW dans I’interaction entre 14-3-
3¢ et CD13/APN :

Pour étudier I’implication de cette séquence protéique contenant le résidu Y582 phosphorylé

dans I’interaction entre 14-3-3¢ et CD13, nous avons prétraité des chondrocytes murins avec

EFNpYVW, afin d’empécher 14-3-3¢ de se fixer sur CD13 endogene, puis stimulé avec 14-3-

3e. L’expression de MMP-3 et -13 en réponse a 14-3-3¢ dans ces cellules a été inhibée en

présence de la séquence peptidique, confirmant ainsi que E°’FNpYVW>*est la séquence

peptidique de CD13 impliquée dans son interaction avec 14-3-3¢.

L’ensemble de ces résultats suggérent que CDI13/APN interagit avec 14-3-3¢

extracellulaire afin de transmettre son signal dans les chondrocytes articulaires. La
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séquence E*’FNYVW* de CD13/APN, contenant le résidu Y582 phosphorylé, est une

séquence indispensable pour cette interaction.
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The pro-inflammatory cytokine 14-3-3¢ is a ligand of CD13 in

cartilage

Meriam Mefla'?, Laure Sudre'#, Guillaume Denat"2, Sabrina Priam"2, Gwenaille Andre-Leroux?,

Francis Berenbaum'-2#* and Claire Jacques®'?

ABSTRACT

Osteoarthrtis is a whole-joint disease chamacterized by the
progressive destrudion of arbcular carfilage involving abnomal
communicaiion batwean subchondral bone and cartilaga. Cur taam
previously identified 14-3-3e protein as a subchondral bone saluble
mediator altering cartilage homeostasis. The aim of this study was to
imvestigate theinwvolvemeant of C013 (alsoknown as aminopapiidase
M, APM) in the chondrocyte response to 14-3-3e. Afler identifying
CD13in chondrocytes, we knockad down CD13 with small interfering
RMA (siRMA) and blodking anfibodies in aficular chondrocyles. 14-3-
Ze-induced MMP-3 and MMP-13 was significanfiyreduced with CD13
knockdown, which suggests thatit has a orucial role in 14-3-3e signal
transduction. Aminopaptidase Nachwty was identified in chondrooytes,
but tha activity was unchangad afler simulation with 14-3-3«. Direct
interaction betwean CD13 and 14-3-3e was then demonstrated by
surfaca plasmon resonance. Using labaled 14-3-3e, we also found
that 14-3-3¢ binds to the surface of chondrocytes in a mannar that
is depandent on CD13. Taken fogether, these results suggest fhat
14-3-3= might directly bind to CD13, which transmits its signal in
chondrocytes to induce a catabolic phenotype similar o that
obsened in ogeoarthrifis. The 14-3-3e—CD13 interaction could be
a new therapautic target in csteoarthnitis.

KEY WORDS: 14-3-3¢, CD13, Aminopeptidase N, Chondrmocyte,
Osteaarthritis

INTRODUCTION

Ortenarthntis is a chronie joint disease charmcterized by a progressive
degrdation of articular cartilage, synovial inflammation  and
remodeling of subchondral bone in response to a vanety of strmuli,
such as proinflammatory cytokines and mechamcal loading (Bijlsma
et al, 2011; Marel-Peletior and Pelletier, 2010). The catabolic
phenotype observed in oseoarthntis is caused by an imbalance in
synthesis and degrmdation of matnix components, mainly due to
increased production of matmx-degradative enzymes, such as matrix
metalloproteinases (MMPs) and aggrecanases (Findlay and Atkin,
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2014; Felson and ngi.. 2004). Among the MMPs, MMP-3 and
MMP-13 are known o play cmdal mle in osteoarthritis cartilage
destruction (Kim ct al., 2014).

There is now general agreement that osteoarthritis involves all
structures in the affected jomt, which leads to articular cartilage
deteriomtion. Severl studies have suggested that subchondral bone
and articular cartilage form a functional wnit, which might play a
mle in joint maintenance and degeneration. There isa possibility of
direet signaling between the two compartments (Imhof et al., 2000;
Pan ct al., 2009; Clark and Huber, 1990) and that they interact
through increased vasculanzation and development of micro cracks
in the bone matrix (Sharma et al., 2013). With respect to cartilage,
thediffusionof mediaions has been well demonsrated. Forecample,
msulin-like growth factor is largely tansported into cartilage from
the croulation (Zhang et al, 2010). Hepatocyte growth factor is
found in the deep layers of cartilage; it & produced by osteoarthritis
osteoblasts and found in cartil age, even though it s not expres sed by
chondmoeytes. These results suggest the passage of this molecule
from bone to cartilage ( Guevremont et al., 2003,

Recently, our groupidentified 14-3-3& as a new soluble mediator
mvolved in deletenious biochemical interactions between bone and
cartilage (Priam etal., 2013). Using iTR ACQ mnalysis of conditioned
medium  from compressed or uncompressed  osteoblass  or
osteocytes, we found that 14-3-3¢ is upregulated in medium from
compressed cells. In addition, 14-3-38 was mlessed by human
osteoarthritis subchondml bone and had a potent effect on the pro-
catabolic phenotype of human osteoarthntis chondrocytes by
mereasing MMP release {Priam et al., 2013).

14-3-3€ belongs to the family of 14-3-3 proteins, addic protzins
of 25 to 33 kDa that are highly conserved in cukaryotes (Aitken,
19495, The proteins were first identified by Moorand Perez in 1968
(Mooreetal., 1968) i the bram tissue of mammals. Members of the
14-3-3 family are highly melated, and at least seven isoforms have
been identified in mammal cells (§, £ 1, 7, T, and J){ Mushn et al,
1996). 14-3-3 proteins have a large number of parmers and thus
participat in many intacellular processes mcluding cell cycle
control, mitogenesis, cytoskeletal changes and apoptosis ( Pallucca
etal., 2014; Aitken, 2011). However, they can also be detected m
the extmcellular envimnment. The frst secreted forms of 14-3-3
wiere detected in the cerchrospinal flud of patients with Creutzfeld—
Jacob disease (Boston et al., 1982). 14-3-3n and 14-3-3y prokeins
were detected in the synowvial fluid of patients with theumatoid
arthnitis, The levels of these proteins wene stongly correlated with
levels of MMP-1 and MMP-3, two biomarkers for rtheumatoid
arthritis (Kilami et al., 2007). It has been determined that 14-3-30
is imolved in the dialog between kemtinocytes and fibmblasts
durmg tissue repar. Indeed, 14-3-30 15 abundantly sccreted by
differentisted kemtinocytes, and can induce the expression of
MMP-1, MMP-3 and MMP-8 m dermal fibroblasts (Ghahary et al,
200 ). Lung-cpithelal-cell-denved 14-3-30 and 14-3-3f also has a
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potent MMP-1-mducing effect on airway fibroblasts (Asdaghi et al.,
012

Mo receptor for 14-3-3e has been identified m articular cartilage.
However, CDU3 (also mown a5 aminopeptidase N, APM) has
mecently been identified as a 14-3-30 receptor on fibroblasts (Ghaffan
etal., 20010}, Thus, CD13 could be a potential receptor for 14-3-3 on
the chondrcyte surface, CD13 is a 150kDa surface glycoprotem,
md an ectoenzyme of the superfamily of zine metallopmitesses (EC
3.4.11.2) present in many human tssues. CD13 is wadely expressed
# 4 homodimer of high molecular mass (~280 kDa) on the cell
surface of tissues such a8 intestinal epithelia and the nervous sysem
(Zhang et al, 2013). it preferntialy deaves noutrl ammo acids,
most notab by alanmne residues, from the N-temmmus of peptides ( Chen
et al, 2012). Polypeptide chains of s cctoerzyme an: orgamzed in
different domains: a small cywplasmic N-terminal domain, a
ransmembrne doman and a large exmacellular domain contaming
the activesite (Luanand Xu, 2007). CIN 3 plays pivotal moles in many
physiological processes such a8 antigen-presenting regulation, tumor
mglogenesis and metastasis, differmtition, profifemtion, apoptosis,
chemotaxis, crystalbization cholesterol, phagocytosis, pam sensation,
cellcell adhesion and comnavins entry. CDI3 performs these
functions through its mle as a receptor invalved in cellular signal
transduction and/or peptide cleavage through 1ts ammopeptidase N
enzymatic activity (Mina-{sorio, 2008; Gabnlovac et al., 2005).
However, an involvement of CDL3 m ogecarthnitis has never been
shown, although this molecule has been thoroughly investigated in
mother artcular pathology, theumatoid arthritis (Shimizu e al.,
2002). Recently, Morgan and colleagues have suggesed that the
soluble form of CD13, released into synovial flud, acts as a Tcell
chemoattractant that induces rheumatond arthntis synovitis {Morgan
etal, 2015).

We lack evidence of 14-3-3& assocmted with a chondmocyte
surface rceptor. In the current study, we report the association of
14-3-3e and CD13, and highhight a transmembrne signalmg
mechanism for 14-3-3e-mediated MMP-3 and MMP-13 expression
in chondmocytes, This intemction between 14-3-3e and CDI3,
lzading to a chondmoyte catabolic phenotype smilar o that
ohserved in ostearthritis, could be a new target for treatment of
osteoarthntis and could be investigated i preclimcal studies.

RESULTS

Expression of CD13 in articular chondrocytes

CIM3 expression o artcular chondrocytes was fist examined n
primary cultures of mouse chondrocytes. Using quantitaive real-
time PCR (gRT-PCR), mRNA ecpression of CDI3 was
demonstmted in munne chondmcytes, with the peak of expression
a betemen 24 and 26 cycles (data not shown), CDI3 protein
expression was found in articular chondmoyte ectracts by western
blot analysis (Fig. 14) and immunocytochemistry (Fig. 1B). CDM3
mAENA and protein cxpression was verified in human ostearthntis
articular chondmeytes by qRT-PCR (the peak of expression was at
between 24 and 26 cycles; data not shown ) and western blot analysis
{Fig. 1C), respectively, and by immunocytochemstry (Fig. 10).
Its expression on the surface of human carilage was found on
immunohistochemistry (Fig. 1E). Thus, CDI3 is constittively
expressed in articular chondrocytes,

CD13 knockdown iphibits 14-3-3z-induced MMP-3 and MMP-
13 expression in murine chondrocytes

To mvestigaie the mke of CDM3 1 14-3-3e-mediated MMP-3 and
MMP-13 expression, we used siRMA-mediated Imockdown. Mouse
chondmcytes transfected with siRNAL or siRNA2 against CD13

showed significantly decreased expression of C D1 3 expression at the
mRMA level (by 42% and 5%, respectively, as compared with the
negative confrol, P<0.05) and the protem level (by 7946 and B8%,
mapectively, as compared with the negatve control, P05
(supplementary matenal Fig. 51), which demonsmtes efficent
gene silencing. We selected sIRNAZ for the following expenments,
Mouse chondmoyies weme tmnsfected with the negative control
SIRNA or CD13 siRNAZ, then treated with 14-3-3¢ for 24h ©
examine MMP-3 and MMP-13 expression. Treatment with 1 pgfml
14-3-3¢ moreased the mRNA and protem levels of MMP-3 by tenfold
a5 compared with the control. The 14-3-3-mediated induction of
MMP-3 expression and release was significantly inhibited by CD13
sRNA (~06% and ~45%, mspectively, mhtve to stmulaed
controls) (P05 Fig. 24,B). Smibrly, teament with 14-3-3
mereased chondrocyte MMP-13 expression and secretion (tenfokd
and fivefold, respectively, melative to unstimulated controls). The
14-3-3g-mediated induction of MMP-13 expression and relese was
significanly decreased by CDN3 siRNA (~73% and ~23%,
mspactively, relative to stimulated controls) (P<0.01; Fig. 2C,D).
Thus, D13 kmockdown strongly reduced the 14-3-3&-nduced
mENA and protemn expression of both MMP-3 and MMP-13, 50
CD13 might be involved in edablishing a catabolic phenotype m
murne articular chondmcytes induced by 14-3-3e.

Articular chondrocytes exhibit aminopeptidase M activity
not modified by 14-3-3s

CD13 can act through its enrymatic activity. To first determine the
presence of this activity in articular chondmcytes, we sxamined the
kinctics of aminopeptidase N activity at different times using a
speafic substnte (L-alame frnaphtylamide, 50pM) with or
without an ammopeptidase N inhibitor (APNi; | mM). In mouse
chondmcytes, aminopeptidase N activity increased over time, o
pesk at 604 min {~twofold merease versus control); this activity
wasstrongly mhibited by APN (Fig. 3A). To test the effect of 14-3-
3e aminopeptidase N erzymatic activity, mouse chondrocytes wene
stimu lated with 14-3-3& with or without APNi 0.1 and | mM). 14-
3-3e did not alter aminopeptidase N activity. The dose-dependent
mhibitory effect of APNi on enzymatic activity was not modified by
14-3-3€ (Fig. 3C). Similar resubs wene obtain at 60 and 90 min of
14-3-3& stimulation (only the time 60 min 15 shown m Fig, 3C). In
addition, human ostesarthntis articular chondrocytes showed
aminopeptidase N activity, which mcreased over time (~threefold
merease at ) min) and was strongly inhibited by APM1 (Fig. 38).

14-3-3¢ invokes the receptor role of CD13 to induce MMP-3
and MMP-13 expression in chondrocytes

To investigaie the imvolvement of the CIN3 receptor in 14-3-3-
medited MMP-3 and MMP-13 activity, we used an anti-CD13
hlocking antibody to block only the receptor rle of this protein. We
pretreated pnmary culturs of munne and human chondmoey ies with
arwithout the anti-C D1 3 blocking antihody, followed by stimulation
with 14-3-3g, and compared the results in untreated and stimm lated
chondrocytes. In munne chondmcytes, 14-3-3e-mduced MMP-3
mBNA epression was inhibited dose dependently by anti-CD13
hlocking antibody ( inhibition of 64% at 1 pg/ml and 0% at5 pgml ),
aswas MMP-3 protein release (mbibition of 61% at 1 pg/mland 8 7%
at 5 pgml) (P<005; Fig. 4A,B). Similarly, the blocking antibody
dose dependently decreased 14-3-3e-induced MMP-13 mRNA
expression (47% at | pg/ml and 88% at 5 pg/ml, P=0.05; Fig. 4C)
and MMP-13 relese (29% at | pg/'ml and 32% at 5 pg/ml, P-005;
Fig. 4D). The blocking antibody alone has no effect on mouse
MNMP-3 and MMP-13 gene expression (data not shown).
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Fig. 1. Expression of CD130on the surface of murine and human articular chondrocytes. (A .C) Western blot andlysis of CD13 prolein exression in mouse
{A) and human (C) artcutar chondmcytes. (B,0) immunocytochemicd detection of CD13 exgression in mouse (B) and human (D) chondrocytes with ant-CD13
antbody (AB108310) (a) or rabbit 1gG (b) (ofging magnification x60). Immunohistochemistry analysis of CD13 expression on the sudace of human cartiage
(E) with antiCD13 antibody (AB108310) (a) or mbbit 19G () (osginad magnification x20).

To confim these results in human chondrocytes, cells were
pretreated with a speafic human anti-CD13 blocking antibody
(SJID1, 1 pg/ml), which is widely used to block only the receptor
role of human CDI13 and has no effect on its enzymatic activity.
Cells were then simulated with 14-3-3€ for 24 h. 14-3-3e-induced
MMP-3 mRNA expression and protemn release were significantly
decreased by 43% and 59%, respectively (P<0.05; supplementary
material Fig. $2). As observed in previous publications, MMP-13
expression m human chondrocytes was very low. Thus, the results
obtaned by gRT-PCR were not interpretable. Taken together, these
results show that treatment with an antibody that blocks only the
receptor role of CDI3 greatly mhibits the 14-3-3e-mediated mRNA
and protein expression of both MMP-3 and MMP-13 in murine and
human chondrocytes, which suggests that CD13 has a receptor ole
in transmitting the 14-3-3¢ signal in chondrocytes and induang a
procatabolic phenotype.

14-3-3¢ interacts with CD13

To test whether 14-3-3¢ interacts directly with CD13, we performed
surface plasmon msomance (SPR) expenments. Human
recombinant CD13 was covalently immobilized on a CMS chip.
Human recombinant 14-3-3¢, a specific blocking antibody against

kv L]

human CDI3 and an IgG1 isotype control were used as analytes,
Results showed a direct interaction between recombinant CD13 and
14-3-3¢ (78 resonance units (RU)), with higher binding with
blocking antibody (170 RU) and no bmding with IgGI isotype
control (00 RU) (Fig. 5A). Kinetic tests with increasing
concentrations of recombinant 14-3-3e showed that 14-3-3¢
bound with low affimity to CD13, with a dissociation constant
(Kp) of 245%10% M (g-squarc value 209, showing good fit)
(Fig. 5B). These results suggest that CD13 interacts directly with
extracellular 14-3-3¢ to transmit its signal in chondrocytes.

14-33¢ binds to the cell surface

We assessed the ability of 14-3-3€ to bind to the surface of mouse
chondrocytes by mcubating these cells with biotin-labeled
recombinant  14-3-3e. The cells were then incubated with
fluorescently labeled streptavidin and analyzed by fluorescence
micrascopy. Biotm-14-3-3¢ bound to the chondrocyte surface
(Fig. 6A). We performed a competition assay, in which cells were
incubated with excess unlabeled 14-3-3¢ before the addition of
biotin-14-3-3e. The unlabeled competitor strongly decreased
biotin-14-3-3¢ hinding to the chondrocyte surface (Fig. 6B),
thereby demonstrating the specifiaty of binding. We investigated
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Fig. 2. Invalvemant of CO13 in 14-3-Je-indicad MMP-3 and MMP-13 release by murine artielar chondrocytes. Mouse areuar chondoces wesm
Eansfecled for 48 h with small inledering [sIRNA} targeting fhe CD13 gene o with negative contmd ABStars. The cells wes Lhen stasved and slimulaled with
meomibinant 14-33¢ {1 pgdni ) for 24 b, (AC) Tolal RNA was exracied and mRNA levels of MMP-3 (&) and MMP-13 {C) wem determined by gRT-PCR.
{B.0) Protein levels of MMP-3 {B) and MMP-13 (D) i cell supernalants were measured by ELISA. 14-3-3c-stimulated cells relemsed 75668469 ngimi and

T 3248 pgimi of MMP-3 and MMP-13, mspecively. Bars show the meants.d. fold decmase in expression compared 1o (he negalive conbrd-ranefected
chondioeyles sbrulaled wih 14-3-3 (selal 1) from e independent expesments. Blot in D am reresentalive of lives independant expanments. *P 05,

P01, " TP 001, ns, nol significant.

the involvement of CDL3 in biotin—14-3-3& binding to cels, by
subjecting the cells to prior tregment with anti-CDM3 blockmg
mtibody (ABIOS310, Spg/ml) Biotin-14-3-3 hinding was
decreasad by CDM3 blocking (Fig. 6C). No cell binding signal
was detected in control cells (Fig. 60). These results therefore
confirm that 14-3-32-CD13 interactions protably occur on the
surfice of chondmcytes.

ES'FNYVW™ is the potential CD13-binding site in 14-3-3¢

To identify the putative motifis) on CD1 3 that could bind i 14-3-
3e, we examined the sequence and structure of CDI3 (PDB 1D
4FYQ)) (Wong et al., 2012). We defined three aitenia to identify
potential binding sitefs). First, we looked for phosphory lated
msidues, with a preference for a phosphorylated Tyt hecause
previous work has shown that 14-3-3€ recognizes phosphory Lated
Ser, Thror Tyt residues with a marked preference for Tyr (Uhart and
Bustos, 2013, 2014). Second, the phosphory lated motifis ) had to be
located at a position an the structure of the CDI3 protein where
they would be accessible to phosphory lation by a Ser, Thr or Tyr

kimase, and third, they should belong to a segment able to adopt an
extended conformation, because all hgands bound to 14-3-3&
display an elongated binding mode (Yang et al., 2006; Busios and
Iglesias, 2006). Tyr382 was identified to have these critenia among
several other Ser and Thr residues, This umque Tyr residue of
the mature protein has been shown to be phosphorylated in viva
(Hombeck et al, 2012) and it & the only accessible
phosphorylamble residue, as evidencad by the stucure of CD13.
Tyr¥5382 is part of a long, accessibe and congated loop. In
agreemant, Y582 mserted m the sequence EcpFNYVWegy 15
flanked by charped or polarized residues that am compatible with
the preferned recognition sequence of 14-3-3&, RSXpSXP (mode 1),
where pS is a phosphorylated Ser residue (Obenaver et al., 2003;
Yaffe ot al, 1997). Y582 was scected for further docling
caloulations. The EFNY VW was docked i the binding groove of
14-3-3& and positioned by analogy wath the hevapeptide RORpSAP
complexed to 14-3-3e. Two orientations | denoted N-ter and C-er)
and two phosphorylation dates (phosphorylated and nom-
phosphorylated ) were tested and compared to the erystal complex,
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Fig. 3. Kinatice of anzymatic sctivity of APN and 14-3-3¢ efleet in murine and human srfeular ehe ndroeytes. Kinebos of snzymatic actvity of APN in
mouse (A) and human (B) atedar chondreeyies. Primary euliums of adiula chendrocyles wem staned, en eubaled with Sussmepent subsirale, |-atanine
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{wihout stmulalion with 14-3-3c and withoul APN] Fom e integandent expariments "Pe 05, = P01, ™ P<0.001; 5, nel sgnfcant

The docking of EFNpY VW with the best scoring energies was
found to be oriented n a similar posiion to that of the solved
RORpSAP ligand, which served as a reference. This complex
showed both the lowest total potential encrgy and the hest
interaction  energy  with e pmtein 1433 (=897 and
=A1#0 kealmaol, respectively) (Fig. 7C). In addition, residues of
14-3-3g, imvolved in the binding of the crystal peptide, were
identified © be mvolved in the hinding of the CIN3 hexapeptide
fragment. Of note, the groove shows a hydrophobic patch whereby
L2109, L223 and L230 interact with the hydrophobic facet of the
ligand peptide. On the other side of its groove, 14-3-32 shows a
heavily charged region, composed of K50, K57, RA61, RI30 md
Y131, that is particularly able to accommodate the negatively
charged phosphorylated Tyr (Fig. 74,B). Taken together, these
results suggest that the 14-3-3e can accommodate the segment
ETFNYVW™ of CD13. Nonetheless, lager conformational

vt

changes for CIN3 and probably for 14-3-3¢ should be
mvestigated to reveal better recognition between the two proteins,
Such molecular deciphenng at this stage is too unreliable to be
computed in silico. Nevertheless, Y582 inserted in the segment,
E*FNpY VW™, isa good phosphorylation candidate for 14-3-3¢
recognition and binding,

To confirm our in silico analysis and assess the mvolvement of
ESPFNY VW™ as the binding motf betwesn CD13 and 14-33g,
mouse chondrocytes were subjected to princubation  with
EFNpYVW and were then stimulated with 14-3-32 in the
presence or absence of EFNpYVW, to prevent binding o
endogenous CDI13. 14-3-3e-induced MMP-3 mRNA production
was dose dependently inhibited by the peptide (48% inhibition at
05 pgml and 62% a Spgml A0S Fig. D). Similarly,
EFNpYVW dosc dependently deaeased 14-3-}e-mduced MMP-
13 mRNA synthesis (by 30% at 0.5 pg/ml and 56% 2t 5 pe/ml,
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Fig. 4. Inhibition of the expression and release of MMP-3 and MMP-13 in murine chondrocytes by anti-CO13 blocking antibody. Primary cultures of
alicutar chondrocyles fom newbann mice were starved, Then stimulaled with 1 ygémil ecombinant 14-3-3c in he presence of an an<CD1 3 odking anibody
(AB10BI10) & 1 of 5 il for 24 h. (AC) Toad RNA wes eximcied and De mRNA levels of MMP-3 (A) and MMP-13 [C) were deermined by gRT-PCR.
{B.D} Prodedn level of MMP-3 (B) and MMP-13 (D) in oed supernalanis wene measwred by ELISA. 14-3-3e-sbmulaled cells released 621,450 ngémi and
286 T+17.1 pgdmil of MMP-3 and MMP-13, mepeclivaly. Bars show the meands 4, fold decrease in axpes sion compard 1 conlrd colls stmuldled with 14-3-3c
=l al 1) from heee indepandent expariments. *Fal05; ™ Pal.01; ™ P 001; ne, nol significant.

P).05; Fig. TE). This sugpests that EFNpYVW is the peptide
sequence within CD13 required for the recognition of 14-3-3€.

DISCUSSION

To induee the chondmeyte procatabolic phenotype, extracel lular
14-2-3e must bind to a receptorexpressed on the surface of articular
chondrocytes, The aim of the stdy was to imvestigate the
involvement of CD13, the supposed meoepior for 14-3-3g, in
bone-cartilage commumication. Through its enzymatic activity,
CD13 15 able to modulate the activity of numerous peptides that
Mamticipate in impaortmt biological processes such as componants of
extracellular matrix (Menrad o al, 1993; Saild et al, 1993) and
neuropeptides (Matsas ot al., 1985; Jia etal., 2000). CD13 is also a
maeptor for human comnavims (Kolh ot al, [1998) and
cytomegalovirus (Soderberg et al, 1993). Signal transduction has
recently heen proposed as also being one of the CD1 3 finctions that
are mdependent of &5 enzymatic activity (Mina-Osorio, 2008).

We found that 14-3-Je-mediated MMP-3 and MMP-13
expression was suppressed m munne chondmoytes ransfected
with CD1 3 sIRN A, which sugpests the mvolvement of CD13 m the
cellular effects of 14-3-3¢

As wementioned previously, CDN3 perfoms its functions through
its receptor role and'or i aminopeptidass N ernzymatic activity,
Several inhibitors of the aminopeptidase N activity were synthesized
{Piedfer ct al, 201 1). Wechosean APN1 2'- 3-dimitriflavone-8-noetic-
acid, to venify the specificity of this activity inarticular chondrocyes.
Inourexperiments, the doses of APNi were adjusted accomdmg to the
literature and eytoixictty values obtained after lactate dehvdrogenase
asspy in supernatants of tnsted chondrocytes, First, we demonstrated
the presence of aminopeptidase N activity in aticular chondmeytes
by wsing the fluorescent substrate L-alsnme -naphthylamide. This
aminopeptidase N activity was stongly inhibited in chondmeytes m
the presence of APNI butnot atered afier stimulation with 14-3-3e.
These msults suggest that the active site of the erzyme might be
distinct from the bnding site of 14-3-28 on CD1 3. To confinm that,
wetested the effect of APN1on 14-3-32-mediated MMP-2 and MMP-
| 3 empression. A previous study (Ghaffan et al., 2010)has shown that
bestatin (2 patent inhibitor of the aminopeptidase N activity) had no
effoct on the 14-3-30-mediated MMP-1 expression. However, our
resubis showed that APNI wsed to inhibit the ermyme activity,
mhibited also MMP-3 and MMP-13 expression induced by 14-2-3
(data not shown), This effect could result fom a change in CD13
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Fig. & Interaction batween 14-3-3z and CD13. (A) Represanialve SPR sensomrams showing he Dinding of recombinant human 14-3-3c (rad, 10 gM), human

anl-COT3 anlibody 51101 {bhue, 1 pgie), and isolype lgG1 centml {green, 1
diffemnbalresponse wasobizined bysublmeting the signal it e blank channel

pgimi) on recambinan human CO13 immobilized on the sensor chip. The
fem thal in the experimental channel. Response B expressed in @sonance unils

{RU) retative o ims in seconds_ (B) Kinelics of 14-3-3¢ binding 1o CD 13, Six concentratons of 18-3-3x (5, 7.5, 10, 15and 20 M) wem lested. The base ine n
) comesponds 1o HBS-EP done. Sofware analysia gave K, vaiue of 2450107 M wilh y squared vaiue 209,

conformation induced by the binding of the inhibitor 1o the active site.
As a result, 14-3-3 could be unable © bnd © 1ts binding domain
{which would become concealed jto induce the expression of MMP-3
and MMP-13. This hypothesis is hased on astudy {Chen etal., 2012)
showing that the binding ofa peptide to the active site leads CD13 to
oonvert fram an open inactive stae to a closed active state

We found that the anti-CD13 blocking antibody ABLOE3 10 for
munne chondrocytes and SJID1 for osteoarthritis  uman
chondrocytes, inhibited the chondrocyte msponse to recombinant

3256

14-3-3e by decreasing the expression and release of MMP-3 and
MMP-13. These mtibodies wene tested for specifically recognizing
D13 by western blot analysis. Prelimmary expenments showed
that ABIOE310 did not alter the aminopeptidase N enzymatic
activity. Similarly, $/101 was shown to be specific i human CD13
without affecting the aminopeptidase enzymatic activity {Piedfer
etal., 2011 ). Thus, the catalytic site 15 not involved in the mhihtory
effect of the anti-CEM3 blocking antibody. The decrese m
expression and release of MMP-3 and MMP-13, despite
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stimulation with 14-3-3, was indeed due to deletion of the receptor
role of COM3 but not its ezymatic activity, Growing evidence
sugpests that CD12 might have an amay of functions that are
independent of its ereymatic actvity, including its mole as a viral
receptor (Wong e al, 2002) Smmilarly, luman monocytic
aggregaton depends on CD13 signal transduction but 1=
mdependent of 1ts ereymatic activity (Delmas et al., 1994).

By SPR analysis, we found that 14-3-3e bmds directly 0 CD3.
This techmique has been found to be effective m the analysis of
direet interaction between protemns, The speeific interetion between
14-3-3¢ and CD1 3 ws evidenced by SPR with human recombinant
CIM3 covalently bound on achip and mjected human recombmant
14-3-3&. Imjection of specific blocking antibody aganst C D13, and
Izl 1sotype negative and positive controls, demonstrated that the
intemetion between 14-3-3& and CD13 was specific. This direat
mteraction was confirmed by kinetic tests, although with weaker
hinding affmity (Kn=2 45%10°% M), which might be explained by
the absence of some amino acd sequences from recombinant 14-3-
Je and CIM 3 used m PR analysis, Using labeled motin-14-3-3g,
we showed that 14-2-3€ binds i the surface of chondrocytes n a
mannar that 15 dependent on CD13. Taken together, these mesults
confirm the potential involvement of CDI3 in 14-3-38 signal
transmission m chondmocytes and strongly suppest that diea
interaction between 14-3-3e and CD13 could ocour i bone—
cartilage communication,

However, the mode of binding of 14-3-1¢ to CDM 3 has not been
determined.  Therefore, we mvestgated the potential 14-3-3e-
binding site in CDI3. The hevapeptide E¥™ FMpY VW™ shows
mn engrgy of mtemction with 14-3-3 i the same mnge as that
displayed by RORpSAP hgand to 14-3-3¢ in the crystal complex.
Indeed, among the vanants tested, this ligand shows the highest
aitinity to [4-2-3 in terms of interaction energy computed, that 1z,
when the Tyr382 was phosphorylated. In additon, this segment

Fig. & 14-3-3¢ binding 1 the chondrocyie surfice. Mouse
chondrocyles were freated with biplin—14-3-1c for 15 min in the
absence (A) of n presence of ekcess 14-3-3c B) of ani-CD13
blocking anlibody (AB 108310 Abcadm) (C). Cells nod irealed with
biolin-14-33c wede used 85 8 negalive conird (D) Celis were
analyzed by immunofunrescence microscopy, with Alea-Fluor-
Sefconjugated steplavidin or Alexa-Fhuor-888-conjugaled
aggulinin as (he dasma manbrane makss.

belongs to an unfolded and accessible loop in CDNE. Of note, this
region of CD13 is likely more accessible n its open state, as
deseribed previousty (Mina-Osarto et al., 2006) and modeled by
us (data not shown). [4-3-3 pmtens can distmgush between
phosphorylaied and non-phosphorylatied partmers (Bustos, 2012,
and many cellular pmocesses are egulated by the binding of 14-3-2
o phosphorylaied sites m target protems (Yasmin et al., 2010}
Accordingly, our expenmental data reveal an mteraction between
COH 3 and 14-3-3¢ domans, previowsly predicted by our in silioo
studies that 1gentfy Y5E2 as 3 pood candidate for phospho-
modification. Such binding of 14-3-3¢ to phosphorylated CDI2
strongly supports the wdea that phosphorylatim might repgulate
D13 signalmg. Moreover, pre-incubation of cells wath the mimme
peptide EFNpYVW, identified in CDHM3, which contans a
phesphorylaton site at Y582, prevents 14-3-3 binding to CDH3
to induce s catabolic effect. This experiment validates candidate
EFNpY VW as the CDI3 pephde mobt mwvolved m 14-3-3&
recognition and bindimg,

Concemimg cell signaling pathways mvolved m 14-3-3 signal
transmission, our results show that specific mhibitors of pis
MAFKs and JNE mhibit MMP-3 and MMP-12 expression m
rsponse to 14-3% mm arboular chondmoceytss (supplementary
matenial Fig. 53). However, no effect of ERK mhibitor on
chondroeyte msponse to 14-3-3¢ was found (supplementary
matenal Fig 53). Some published mports have demonstrted a
Iink between 14-3-3 protems and MAPE signalm g cascades. It has
recently been sugpested that the stmulation of cells with 14-3-3n
leads to the phosphorylation of ERK and JNK, butnot p38 MAPKs,
inducing medigors of inflammation and joint destuction m
rheumatoid arthritis (Maksymowyeh o al, 2004). Lam and
colleapuss have also reported that 14-3-3c-induced fibroblast
MMP-1 cxpreszion was mediated though pis MAPRs and
uprepulated c-Jun and c-Fos expression (Lam et al, 2005). In
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Fig. 7. EFNpYW is probably the amino acid sequence of CD13 recognized by 143-3x. (A} 14-33¢ 18 shown as a geay dbbon and EFNDYVW as biue
sbicks with the phosphonytated Tyr 582 highlighted (in orange sticks). The madues of 14-3-3c invaved in the binding &re shown as green stcks. (B) Higher

magnificaton of the ligand-bihding chamelw ththe anino acd

A

wdved n the bindng of EFNpYVW. Structuml images were generdled byuse of PyMOL

twww pymol.org). (C) Data table of energy binding pasameles for the mederence RORSAPAP, EFNYVW and EFNpYVW peptides, postoned as the
eference (N4der) or in the mverse orentaton (C-ler). (DE) Primary cultures of mouse articuar chondrocyles wese setum starved, and ncubaled with vanous
concentrabons (0,0.5 and 5 ugimi) of EFNpYWY peptide. They wes then unstimulated or were stimuldled with 1 pg/mi recombinant 14-3-3c for 24 h. Total RNA
was edmcted and the Bvels of mRNA for MMP-3 (D) and MMP-13 (E) were delemined by QRT-PCR. Bars show the meants d. fdd decmase n expession with
resped fo control cells stmuldled with 14-3-3c (sel 1o 1), for heee independent experiments. *P<0.08, ** P).01; ™ A0.001; ns, not significant.

addition, CD13 knockdown could block activation of p38 MAPKs
in response to 14-3-3¢ stmulation in fibroblasts (Ghaffan et al.,
2010). However, anti<CD13 blocking antibodies can inhibit ERK 1/
2, JNK and p38 phosphorylation (Santes et al., 2000), which
suggests a link between CD13 and MAPK pathways. A mle for
CD13 in signal transduction, independent of its enzymatic activity,
has been reparted in monocytic cell adhesion (Delmas et al., 1994).

3258

However, CDI3 possesses a short intracellular domain (seven
amino acids) without a signaling motf, Thus, CD13 needs o
associate with other proteins to imitiate a signaling cascade. Many
proteins are found in complex with CD13 including galectin-3,
Grb2, Sos, galectin-4 and reversion-inducing cysteine-rich protein
with kazal motifs (Luanand Xu, 2007). Moreover, Mina-Osorio and
colleagues have shown that CDI3 interacts with IgG receptors
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(FeyRs) on the surface of monocytic cells (Mina-Osorio and Ortega,
2005), so CD13 transduction might be activated by other receptors.

We used human osteoarthntis joint samples to srengthen the
concept that CDI3 is imvolved in establishing the procataholic
phenotype inducad by 14-3-3 m chondmeyes. The results validated
our findings in murine chondrocytes and confirmed that CD13 might
play @ mle in osteoarthitis bone—cartilage communication by
ransmittmg the [4-3-32 sigmal in chondmeyes. We identify a
direct interaction between CDU3 and 14-3-3, which suggests that
CD13 might be acell surface meeptor orco-reoeptor for 14-3-3€. The
1433 and CDU3 interaction could represent a new thempeutic
target in ostanartnitis,

MATERIALS AND METHODS

Materals

All reagents were purchasad from Sigma-Aldnch (Lyon, Franee), unless
dated otherwise, Fetal bovine serum (FBS) was obtained from [nvitogen
{Cergy-Pontoise, France). Liberase and complete protesse inhibitr mixiune
were from  Roche Diagnostics (Meyln Frame) The enhanced
chemiluminescence wedem blot analysik kit was from  Amersham
Pharmacia Bidech (Orsay, France). The immunoblot polyvinylidene
difluoride membranes for westem blot amalysi and kaleidoscope
prdained stndands were from Bio-Rad (Mames-lscoquette, France).
Recombinant human 14-3-32 was from Enzo Life Sciences,

Primary culture and stimulation of human articular chondrocytes
Human cartibaige samples were obined from osecartritis patients
undergoing total joint replacement surgery for oecanbirts st Saint
Antine Hospital (Paris, France). These materials are considered surgical
wate and are used with informed consent and in sccordance with French
ethics laws (L.1211-2 i 1211-7, L2352, and L.1245.2). Invegigations
conformed to the principles outlined in the Declaration of Helsnki, The
odeparthritis diagnosis was based on clinical and radicgraphic evalusiions
aceording to the American College of Bheumatology eriteria (American
College of Rheumatology Subcommitiee on Osdeparthritis Guidelines,
200K,

Cartilage samples wem obtained from the tibial plaesu and femoral
condyle of osteoarthritis patients, cut ints amall pieces |~ mm?), and
wadied several times with phosphate-buffered saline (FBS). All enzymatic
digestions were performed at 37°C, under agitation, in Dulbecco's modified
Eagle's medimm (DMEM) containing 45g1 gucose 100 unitsml
penicilling 100 pgiml steponrein and 4 mM gutamine (Sigma-Aklrch,
Saint Quentin Fallavier, Fance), Samples were incubated twice for 43 min
each, in 25 ml Liberase ( Roche Diagnodtics) 210,52 Wiknseh wits (LW yinl
i eliminate surmunding exirace lulsr matrix, then incubated ovemight with
25 ml Liberase 2t 0.13 UWiml The cell suspension was filiered through a
100 ¢ell rainer and centrifuged for 6 min at 400 g, Chondrocyks
were cultured for 8 0 10days in 12-well plates (250,000 cellswell) in
DMEM econtaining 4.5 mg] glucose, 100 unis'ml pendeillin 100 pgiml
Areplamyein and 4 mM glutmine, supplemented with 15% FBS and
dlowad © grow to confluence. Celk were then darved in serum-free
medium containing (1% bovine serum abumin (BSA) for 24h For
Iekoscking antibesdy experiments, chondmocytes were treated for 15 min with
ENDA{L pml ), 2 human ant-CT 3 antibody { Santa Cruz Biotechnology),
Iefiore gimubstion with recombinant 14-3-32 (1 pg/ml).

Primary culture and stimulation of murne articular
chondrocyles

Al experimenis followed protcols approved by the Feach or Fuopean
efhics commities. Mouse anticulsr chondrocyies wene olated by enymatic
digestion of anticular cartilage from CSTBLG] mice (56 das old), =
deseribed previously (Salvat et al, 2005). Afer 6 © 7das of culure,
chamdoytes were placed in DMEM( | giml glucose ) containing 1040 wnitsiml
peenicillin, 100 pgfml trepiomyin, ad 4 mh ghtamine and supplemenied
with 0.1% BSA for 24 h. For blocking antibody experiments, chondmcytes
wer trested for 15 min with inereasing concentrations (1 and 5 pg'ml) of a

miuse anti-CDN3 antibody (ABIORI10; Abcam), then gimulbited with
recombinant 14-3-3 {1 po/ml) for 24h. For peplide experiments
mumine ¢hondocytes were trexied for 15 min with two concentrations (0.5
and § pg/ml) of peptide solution (EFNpYVW, 96.04% pure, Proedgenix),
then dimulsted with meombinant 14-33 {1 pg'ml) for 24 h. For the
inhibition of MAPE patiwas, cells were incubated for 15 min with two
concentations (5 and 25 pM) of MAPK-gpecific inhilitors (SB203580 for
pif MAPEs, PDOR039 for ERKL2 and TNE inhibitor [T for THE; Merck
Millipore ) and then stimulded with reeombinant 14-3-32 (1 peim]) for 24k

Immun chistoc hemical analysis

Human cartlage samples were fined in 4% paraformaldehyde for 72h
before paraffin embedding. Transverse sections (4 pm thick) weme cut
parallel fo the riby axis by use of a Polycut E microiome (Leica, Wetzlar,
Germany), then mounted on slides. For labeling, slides were deparaffinized
and unmasked by use of citrate buffer (pH &) at 95°C, then blocked in a
solution of TBS-TC [(.745 g1 Tris-HCL 9 g NaCl, 0.02% Tween 240,
06 gl caseine (Sigma), pH 74) Human CDM3 was detecied with
monochonal rabbit aibody (ABI0BI10; Abcam), Rabbit TgG (DAKO)
was a pegative contol. Secondary antibody and perosidase were added by
use of the horseradish-perionidaseconjugated LSABH system (DAKD),
Visulization involved the DAB kit (VECTOR), Image-Pro express was
wsed for image capture,

Imnmiun oc yto chem e al analysis

Mouse and luman chondmeyies were fived in 4% paraformakdelryde,
prermeabilized 0.1% Triton X-100), then blocked in 3 solution of TBS-TC.
Cells were exposed to anti-CD3 antibody (ABIOBI1D; Abcam) or an
izotype comrol antibody (@bt IpG; DAKQ). Secondary antibody and
pemxidie were added by use of the homeradish perioxidase-conjugated
LSAB+ sysiem (DAKOD). Visualization involved the DAB kit (VECTOR).
Itiage-Pio express was used for image captre.

sIRMA lnoc hd own of CO4 3

Mouse CIM3 knockdown was tested with two different sRNA
oligonucleotde sequences: si-CD3-1, 3-ATGGATCTTACTGAACATT-
A and sRCD13-2, 5 -COGGGTGATCCTGAGACCCTA-3' (Qiagen).
AllStars was a negative control Mouwse clondmcyles were culund
described sbove. Confluent celk were removed with a mixure of
collagenase P and pronase. Celk were centrifuged (1600 mm for & min)
and the pellet was resuspended in PBS (Signa-Aldrich).

Murine aticular chondmeyies were transfected by use of an
clectioporation  device (Amaxa) according 1o the manufseser's
instructions {(Qiagen). Briefly, cells {4=10%) were resuspended in Amaxa
electroporation ransfection solution with siRNA (1 pM), then placed in
cell culture medium DMEM {1 g/ ghecose ) supplemented with penicillin,
streptomycin and L-glamine containing 10% FBS. At 48h post-
transfection, cells were siarved in serum-free medium containing 0.1%
B3A overnight, then stimubyied with recombinant 14-3-3 (1 pgiml) for
Mh

RMA extracton and gRT-PCR

Total BMA was extacied from chondioeytes by use of the BMeasy Mini kit
((piagen). Total RNA (0.5 pg) was reverse transcribed with use of the
Onmniseript BT kit {Qagen). Relative quantification of genes involved the
Light Cyeler 480 Real-Time PCR Detection Sysem {Roche Diagnosics)
and GoTag qPCR Master Mix (Promega) as described previously (Blaise
el al, 2009).

For amplification of mouse ¢cDNA, oligomekeatide primer sequences
were for MMP-3, sense §'-TGAAAATGAAGGGTCTTCOGG-3" and anii-
sense §'-GCAGAAGCTOCATACCAGC A-3', MMP-13, semse 5-GATG-
GCACTGCTGACATCAT-3' and anti-zense §'-TGTAGCCTTTGGAAC-
TGCTT-3'; CD13, sense §'-AATCTCATOCAGGGAGTGACC-3' and
anti-ense §'GTGOCTGAGTTATOCGCTTT-5'; and hypoxanthine gua-
nine phosphoribosylransfemse (HPRT), sense 3-AGGACCTCTCGAA-
GTGT-3' and antisense 3-ATTCAAATCOCTGAAGTACTCAT-3'. The
relative mBNA expression of MMP-3, MMP-13 and CD13 were normalized
tix that of HPRT, a5 an internal gene reference,
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Faor amplification of human ¢DNA, digmuclestide primer sequences
were for MMP-3, sense F-ATGAAAATGAAGGCTCTTCOG-Y and
anti-sense 5'-GCAGAAGCTCCATAOCAGCA-3', and human 185, sme
SGCAATTATTOCCCATGAACG-Y' and anti-sense §'-GGGACTTAA-
TCAACGCAAGC-3. The melative mRMA expression of MMP-3 was
normalized & that of 185, & an intemal gene reference.

Protein extracion and western blotting

Chondrocyies were bysed in RIPA buffer [50 mM Tris-HC] pH 8, 150 mM
NaCl, 2 M EDTA, 1% NP-40, 0.5% sodium deosycholse, 1% SDSE and
1 pooease inhibitor cockiail (Roche Disgnostics)]. Proteing were separsied
on Cierion XT 412% BisTris gels (Bio-Rad, Munich, Germany) and
ramsfemed oni nitocelulose membranes, which were incubsied with
antibodies for human or mouse CD13{ Abcam) and [actin (Sigma Aldrich)
by use of the Immun-Star Westemn C chem luminescence kit (Bio-Rad). For
densitometry, we wed Image Gauge software version 3.0 (Fujifilm),

ELISA

Total mouse and human MMP-3 secetion was ssayed in cell-free
apermatants wing an enzyme linked mmunosorbent ssay (ELISA) kit
(RED Sysiems) according to manufaciurer’s instuctions. MMP-13 was
also quantified in culiure supematants from murine chondmcytes wing an
ELISA kit a8 recommended by the manufacturer (Usen Life Science Ine. ).
MMP-3 and MMP-13 concentrations were analyzed in duplicate a1 serial
dilutions and were read againg a dandard curve.

Assay of aminopeptidase N activity
The activity of aminopeptidase N on culuned human and mowse chondmeytes

wasdeermined acoonding to previcusly published methode | Siha et al , 2006).
Briefly, celk wem preteated of not with a specific aminopeptidase inhibitoe
{APNL 2'-3-dinitriflavone-B-acetic-acid, 1 mM) for 15 min, then incubated
for various times (15, 30, 60, %0 and 120 min, 37C) with 50 pM APN
aubatrae: L-abmine fasplthylamide (Sigma-Aldrich) in dimetly] sulfoxide
(DMS0). The reaction was Qoppad &t different times and Auorescence
{emizsion wavelength, 330 nm; excitation wavelength, 460 nm) was messued
in the supematant by spectofluomscence (Fluodtar Galaxy). All assays were
perfommed in duplicae.

To st the effect of 14-3-32 m aminopeptidase N activity, cells wene
incubated or not with APNi for 15 min, then stimwlsed with recombinant
143 3¢ (1 pg/ml). A1 24 b celk wer incubsied with the subsirsie &t 37°C
fior 1 h. The supematant from each well was collected and enzyme activity
vas determingd a5 described alwwve,

SPRanalysis

The interaction of 14-3-32 and CT 3 was messured uing SPR on a Bisoore
3000 instrument (GE Healthcare, Uppeala, Sweden) in the molecular
interactins facility (IBPS, UPMC, Paris ). Human recombinant CTH 3
{Sing Biological) was immobilized to 2 CMS5 sensor chip( GEHealtheam ) at
11,949 resonance units (RL) by amine coupling in 10 mM sodium acetate
{pH 50) sccording w the manufs: urer's ingructions, 14-3-32 (10 pM), 2
Tmnan CDV 3 antibody (STID, 1 peiml) and an sotype antibody (TeG1,
| pgiml) were diluted in HES-EP running buffer { 10 mM HEPES pH 74,
150 mhd NaCl, 3 mM EDTA, 0.005% P20 surfactant) (GE Healthcare), then
injected over the chip ata flow rate of § pl/min for § minand dssocisted for
B min. The surface of the sensor chip was fegeneraied by injecting 10 mM
glycine-HCL 10 mbd, pH 2.0 ata fow rae of 30 plimin for 30 2. Forkinetics
study, concentrations (0, 5, 7.5, 10, 15, 20 M) of 14-3-32 were injected.
Tdentical injections were performed in parallel over a blank surface, st RU.
Dhats were analyzed and dissociation ke constant (Kg) was determined by
wse of BlAevalstion software version 4.1, Binding and kinetics s were
first performed on empty surfaces. Data resulied from subtraction of empty-
aurface R from active-surface R

14-3-3¢ cel-binding analysis

Recombinant 14-3-32 (200 pg) in PBS was bbeled with a 50-fold molar
exgess of Sulfo-NHS-LC-Biotin (Themmo  Scientific) reagent as
recommended by the manufsctrer, Primary mourine chondrocyies

3260

{35210") were cultured on coverslips ina 24-well plaie. After 2ix 1 seven
days of culture, celk were plced in cultwre medium supplemented with
0.1% BSA for 3h, vesed with biotin-14-3-32 for 15 min & 4°C and
washed extensively with PBS, & previoudy described (Ghaffan, et al,
20140). For the competition assay and CTM3 blocking, cells were aubjected
1o preincubation with 200 pg'ml of 14-3-32 for 30 min or with anti-CD3
ralbbit antiboddy (AB 1083 10; Abcam) for 15 min a1 4%C before the addition
of bistin—14-3-32. Finally, cells were incubated with streptavidin-Alea-
Flior-568 (Tnvirogen) and then analyzed by immunofluorescence
MICTSCOPY.

Docking of the EFMp YVW sequence of CDM 3 inthe ligand-binding
channe of 1433

To obtain the phospho-modified sites of the human CDI3, its fasta
sequence P15144 was browsed in PhogphoSitePle  (hitpowww.
phosphasitesrg) (Hornbeck et al, 2002). The msidues defined as
phospho-modified were all mapped on the mature protein (1o discand Y6
from the signal peptide), downkoaded from the RCSE database (hitp!www,
resh.org) under the PDB [y code 4FY() and visualized with PyMOL
Molecular Graphics System v1.5 (Schridinger). Y382 was e unique
residue inserted into an acoessible and extended 20-residue-long loop
Y382 belongs i the hemmer sequence EXPFNY VW™ selocied for
docking, fo assess its capacity fo sccommaodsie into the groove of one
monamer of |4-3-32, Chain A of he solved structure of 14- 3 3ein complex
with the phosphorylated ROBpSAP ligand (PDB ID 2BRY) served as the
starting  coordinaie. The missing sioms of K50 side-chain (lacking
electonic density) were completed and the ligand was mutsted into
EFNYVW by use of the Build module in DiscoveryStudio, Accelrys Two
ofentation modes wene eged: the N-ter similar to the cryaallized ligand N-
ter, and the reverse C-ter. In addition, the ligands phosphorylsied and not
phosphorylated st Y582 were buill. All these variang plus the crysal
structure of chain A with RORpSAP, a5 2 reference, wene minimized for
500 iterations by use of the CHARMM force field (Brooks et al., 2004)
and the ‘sman algorithm’ of the energy minimization modulke in
DizcoveryStudio, Accelrys. Then, the energy interaction between the
ligand and prodein were evalusted inthe optimized complexes by use of the
interaction energy module in DiscoveryStudio, The analysis of the
complexes and images involved use of PyMOL Moleculsr Graphics
System v1.5,

Statistical analysis

Dhata are expressed as the meantad. relative induction compared with the
control {setto 1), Data are reported s meantsd. mless gated otherwise,
Stafistical analysis was performed with the paired Swdent’s es to
cifpare mean values between two groups. One-way analyds of variance
(ANOWVA) with Turkey Kramer muliple comparisons test was used to
cormpare mean vahees using GraphPad Prism software (GraphPad Software,
San Diego, CA). P05 was comnsidered gatistically significant.
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Figure 51 : Efficiency of CDIVAPN siBNA. A mBNA expression of CDI3APN in murine
articular chondrocytes wansfected with 1 different set of small imterfering BWA (3:FNA) named
CD15-1 apd CD13-L targeting the CTII3/APN zens, or with pegative comirol siBMNA (ALl stars).
mPIA expression was analvzed nsing real-dme BET-PCE to confimm the knock-down of CDI3/APN
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Fizmre 51: Inhibition of the expression and release of MAP-} in human chondrocytes by
CD1YVAPN blecldng antibody. Prmary culrares of buman chendrocytes fom patients with OA
were siarved, then stiomilated with 1 pg'ml recombinant 14-3-3e in the presence of a CDI3
blocking antibody (SJ1D1) at | pz/ml for 24 b, MMP-3 expreszion was analyzed by RT-PCE. (A)
and ELISA (B). 12-3-3= stimulated cells released 35809 £ 14562 ne/ml of MMP-3. Data are
mean®3D relative decr=aze in MMP-3 releass compared with stiomlated cells (sef to 1) fom three
independent experiments. *p<10.05; ***p20000]1.
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Figure 53: Involvement of MAPE in in 14-3-Je-indoced MMP-3 and MOMP-13 expression by
murine articalar chondrocytes, Primary cultmres of mouse chondrocytes were starved, then stimalated
with 1 pz'ml recombimant 14-3-3¢ for 24 b in the presence of specific inhibitors at 5 and 25 uM of
MAPE (SB203580 for p3E MAPE, PLASIS0 for EREL?D and WE inhibitor I for TIWE kinase). MMP-3
(A, C and E) and MMP-13 (B, D) and ) expression were analyzed by BT-PCE. Data are meantSD
relative decrease in MMP-3 and MMP-13 expression  compared with stdmulated czlls (set to 1) fom
thres independent experiments. ns: oot significant; *p0.05; **p=0.01; ***p=10.00L.
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14-3 3¢ chez les souris WT et CD13-/-
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Etudes in vivo

A. Objectifs

Compte tenu de nos résultats obtenus in vifro montrant le role de I’interaction entre 14-3-3¢ et
CD13/APN dans la mise en place du phénotype catabolique au niveau des chondrocytes, le
but de nos études in vivo était de valider I’importance de cette interaction dans 1’établissement

des I¢ésions arthrosiques dans un mode¢le murin.

B. Matériels et méthodes

1. Animaux

Les expériences ont été réalisées sur des souriceaux et souris de C57BL/6J Wild-type (WT)
ou déficientes en CD13/APN (CD13-/-) fournies par une équipe de 1’'université d’Aberdeen
en Ecosse. Initialement, ces souris ont été établies par cette équipe afin d’étudier I’implication
de CD13/APN dans le développement des glandes mammaires (Kolb et al. 2013). Elles sont
obtenues par suppression des exons 2 a 9 du géne codant pour CD13/APN comprenant des
régions codantes pour le domaine de liaison des coronavirus et pour le domaine catalytique

(Kolb et al. 2013) (Figure 38).

A
r T T T L) L T L) T T T T T 1
Kb 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
1 3 5 14 20 Exons
Géne codant [ ] BinE H—8 B ]
pour CD13/APN i i Lo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 Exons
| Sem— - .-
= I |
IC ™™ VBD cD
B
1 2 10 20
Génenon modifié I HHEHE H—H i —a——
! pek 10
Géneciblé [ —. H—B B —H— i
neo

Figure 38 : Création des souris CD13-/-.
(A) La structure génomique du gene codant pour CD13/APN et les exons ciblés pour créer
des souris CD13-/-. IC : domaine intracellulaire, TM : domaine transmembranaire, VBD :
domaine de liaison des virus et CD : domaine catalytique. (B) La structure génomique du
gene codant pour CD13/APN non modifié versus le géne ciblé. Les exons du gene de
CD13/APN sont indiqués en carrés rouges.
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Apres un processus de décontamination (transferts d’embryons réalisés au CDTA d’Orléans),
ces souris sont actuellement élevées et stabulées dans des conditions exemptes d'agents
pathogenes spécifiques, au sein d’une animalerie de statut EOPS (Exempt d’Organisme

Pathogenes Spécifiques) localisée dans le centre de recherche Saint-Antoine.

Le génotypage de ces souris est effectué a partir des ébauches digitales par PCR en utilisant
les amorces oligonucléotidiques suivantes :

-muAPN452 : 5’-AGA CCT CAG TAG CTC CAT TGC T-3°

-muAPNrev : 5°-CAG AGC TAT GAG GTT GTT GGG-3’

-muAPN_PGKR : 5’-TCC AGA CTG CCT TGG GGA-3’

Les produits sont visualisés suite a une séparation par €lectrophorese sur un gel d’agarose

(1.5%) (Figure 39).

450 pb
280 pb

Figure 39 : Analyse des produits de PCR des souris aprés leur séparation sur un gel
d’agarose 1.5%.
+/+ : souris WT, +/- : souris hétérozygotes et -/- : souris homozygotes.

2. Culture primaire et stimulation de chondrocytes articulaires provenant de

souriceaux CD13 -/- ou de souriceaux WT

Les cultures primaires de chondrocytes articulaires murin ont été réalisées selon la méthode
précédemment décrite par notre équipe (Salvat et al. 2005). Des souriceaux WT ou CD13-/-
(n=2), agés de 5 a 6 jours, sont disséqués afin de prélever le cartilage des genoux et des tétes
fémorales. Les prélévements sont digérés par la libérase a 37°C (deux fois 45 minutes a 0.52
U/ml et une fois sur la nuit a 0.13 U/ml). Le lendemain, le milieu contenant les cellules est
complété par un volume de Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (1000mg glucose/L)
(Sigma) Pénicilline-Streptomycine (5%) et Glutamine (10%) (DMEM PS-Glu) avec 10% de
sérum de veau feetal (SVF) afin d’arréter Dactivité de la libérase. Les cellules sont ensuite

filtrées sur tamis cellulaire (100um), comptées sur cellules de Malassez puis ensemencées
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dans du DMEM PS/Glu + 10% (SVF), (40 000 cellules et 2ml de milieu/puits dans les
plaques 12 puits).
Les cellules sont cultivées a 37°C dans 5% de CO; jusqu’a confluence (environ 1 semaine), le

milieu est changé tous les deux jours.

Une semaine apres la mise en culture, les chondrocytes articulaires murins sont mis a jeun
(DMEM + PS/Glu + Albumine 0.1%) pendant 24 heures puis stimulés par la protéine 14-3-3¢
recombinante (1pg/mL) (Enzo life Sciences) pendant 24 heures a 37°C dans 5% de CO,. Les

cellules sont ensuite lysées pour des analyses en q-PCR.

Souriceaux CD13-/- Genouxettétes =T \,

A}
fémorales 14-3-3¢ (1pg/ml)
24h

%O\ Digestions enzymatiques

L |
Al
’ 1semaine de culture !

Figure 40 : Isolation, culture et stimulation des chondrocytes murins.

3. Extraction-RT-qPCR

La lyse des cellules et les extractions d’ARN totaux sont effectuées a 1’aide d’un kit RliaPrep
(Promega). La concentration et la pureté¢ des ARN sont déterminées par un spectrophotometre
(Eppendorf) aprés une dilution (1/20) d’échantillon dans 1’eau RNase-free.

La reverse transcription s’effectue a I’aide du Kit Omniscript RT (Qiagen). La quantité
d’ARN est standardisée (500ng). Le programme utilisé se déroule en deux phases, 50 minutes
a 37°C et 15 minutes a 70°C puis I’ADN compélemtaire (ADNCc) est conservé a -20°C.

Les ADNc sont amplifiés par PCR en temps réel grace au kit GO Taq qPCR Master Mix
(Promega) et au LightCycler Real Time PCR LC480 (ROCHE) selon le protocole présenté

dans le tableau 6.
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95°C pendant Smin Dénaturation (1cycle)
Dénaturation : 10sec a 95°C

Hybridation des amorces 15sec a 60°C Amplification (40 cycles)
Elongation : 10sec a 72°C

95°C pendant 10sec puis 60°C pendant Fusion (1cycle)
30sec

40°C pendant 30sec Refroidissement (1cycle)

Tableau 6 : Protocole d'amplification par qPCR.

La quantit¢ d’ARNm de MMP-13 mesurée est normalisée a celle de I’hypoxanthine guanine
phosphoribosyltransférase (HPRT), un géne de ménage murin. Les séquences des amorces

utilisées sont dans le tableau 7.

Gene  Amorces

HPRT §:5'-TGT AAT GAC CAG TCA ACA GGG-3' AS:5'-CCA GTG TCA ATT ATA TCT TCC ACA ATC-3'

MMP-13  S:5-GATGG CACTGC TGA CAT CAT-3' AS: 5'-TGT AGCCTT TGG AACTGCTT-3'

Tableau 7 : Amorces utilisées (S : Sens ; AS: Anti-sens) pour la qPCR.

4. Injection intra-articulaire de 14-3-3¢ aux souris

Des souris males WT (n=3) et CD13-/- (n=3) agées de 8 semaines sont anesthésiées par
inhalation d’isoflurane puis injectées au niveau intra-péritonéal par un antalgique
(buprénorphine a 0.05mg/kg). Elles sont ensuite injectées, au niveau intra-articulaire (genoux
droits), par un volume de 6ul de PBS (phosphate-buffered saline) contenant 5 pg de la
protéine recombinante 14-3-3¢ (pureté = 90%), a ’aide des seringues Myjector de 0.5mL
avec une aiguille montée (29 G x 12 mm, Terumo). Les genoux gauches des souris, non

injectés sont utilisés comme contrdle.

La technique d’injection intra-articulaire a été apprise au sein de 1’équipe de Pr. Martine

Cohen Solal (UMR 1132, Hopital Lariboisiere), sous le tutorat de Cherifi Chahrazad,
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¢tudiante en these. Elle consiste a injecter la solution contenant 14-3-3¢ sous le tendon

rotulien, suite & une incision de la peau.

5. Analyses histologiques

Une semaine ou deux semaines aprés 1’injection intra-articulaire, les souris sont sacrifiées par
¢longation cervicale. Leurs articulations sont ensuite récupérées pour des analyses
histologiques. Ces articulations sont rincées au PBS, fixées pendant 24h dans 4% de
paraformaldéhye (PFA), décalcifiées pendant dix jours par le produit Osteosoft (Merck-
Millipore), déshydratées progressivement par I’éthanol puis le xyléne et inclues dans la
paraffine. Des coupes de Sum d’épaisseur sont ensuite réalisées a 1’aide du microtome a
rotation Leica RM2135 (Leica Biosystems). Ces coupes sont ensuite déparaffinées et
réhydratées (par le xylene et 1’éthanol) puis colorées avec des bains successifs d’hématoxyline
(colorant le noyau), du Vert lumiére et de Safranine O (colorant les protéoglycanes). Les

coupes histologiques colorées sont ensuite analysées par microscopie optique.

6. Tests statistiques

Les résultats sont présentés sous la forme moyenne + écart type. Les tests statistiques sont
exécutés a I’aide du logiciel GraphPad Instat. On utilise le test de Student (test T) pour
comparer les moyennes de deux groupes et le test ANOVA (One-way analysis of variance)
suivi d’une comparison Turkey Kramer pour comparer plusieurs moyennes. Les résultats sont

considérés comme statistiquement significatifs pour une valeur de p inferieure a 0,05.
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C. Résultats

1. Phénotype des souris CD13-/-

Avant la réalisation de nos expériences, le phénotype des souris déficientes en CD13/APN est
analysé et comparé aux souris controles. Cette analyse ne montrent aucune différence
macroscopique entre les souris CD13-/- et les souris WT. Les souris CD13-/- sont viables,

fertiles et ne montrent pas d’anomalies physiologiques ou comportementales par rapport aux

souris WT.

La comparaison des poids des souris au moment du sacrifice, ne montre également pas de
différence significative entre les souris CD13-/- et les souris WT (28,3g + 2,3g pour les

souris CD13-/- versus 28,1g + 1,9¢g pour les souris WT) (Figure 41).

35,0 - ns

30,0 4

25,0

20,0 -

15,0 4

Poids (g)

10,0

5,0 1

0,0
Souris WT Souris CD13-/-

Figure 41 : Comparaison des poids des souris CD13-/-et des souris WT.
Des souris CD13-/- agées de 8 semaines ont €té pesées et comparées aux souris WT de méme
age. Les résultats représentent la moyenne des poids + €cart type (n=9). ns : non significatif.

Pour comparer leur phénotype ostéoarticulaire, les articulations des genoux des souris males
WT ou CD13-/-, agées de 8 semaines (n =3), ont été examinées sur des coupes histologiques
colorées au Vert lumiere-Safranine O permettant de visualiser 1’os et le cartilage. Nos
résultats préliminaires ne révelent pas de différence structurelle significative entre les deux
types de souris. La surface du cartilage nous semble intacte et quasi-identique entre les souris

WT et CD13-/- (Figure 42).

Ainsi, la déficience en CD13/APN chez les souris ne semble pas avoir d’effets sur leur
physiologie, leur comportement et leur phénotype ostéo-articulaire en comparaison avec

les souris WT.
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Figure 42 : Phénotype ostéo-articulaire des souris CD13-/- en comparaison avec les
souris WT.

Analyse des coupes histologiques des articulations de genoux gauches (contrdle) colorées a
I’hématoxyline et au Vert lumiere-Safranin O. F: Fémur, T : Tibia. (Grossissement x4 et
x10).

2. Etude de P’expression de MMP-13, aprés stimulation par 14-3-3g, dans les

chondrocytes articulaires provenant des souris CD13-/-

Afin de valider I'implication de CD13/APN dans la mise en place du phénotype catabolique
chondrocytaire en réponse a 14-3-3g, des chondrocytes articulaires en culture primaire
provenant des souriceaux CDI13-/- ou WT ont été stimulés par 14-3-3¢ recombinante
(1png/mL). Vingt-quatre heures apres la stimulation, I’expression en ARNm de MMP-13 a ¢été
analysée par RT—qPCR.

Nos résultats préliminaires (n=2) montrent que la stimulation des chondrocytes murins CD13-

/- ou WT par 14-3-3¢ augmente significativement 1’expression génique de MMP-13 par
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rapport aux chondrocytes non stimulés. Cette stimulation semble moins forte dans les
chondrocytes CD13-/- par rapport aux chondrocytes WT (Figure 43). En moyenne, 14-3-3¢
induit 50.1 fois plus I’expression de MMP-13 dans les chondrocytes WT versus 29.5 fois dans
les chondrocytes CD13-/-.

Ce résultat préliminaire suggére que la déficience en CD13/APN chez la souris pourrait

réduire ’effet de 14-3-3¢ sur la surexpression chondrocytaire de MMP-13.

70
L5 60
£ G
z -§ 50 -
< =
SE 40
= (=9
(==
.a -r;;_ 30 -
@
Ea
u% s 20 4
=
10 -
0 — —
WT €D13-/- WT CD13-/-
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Figure 43 : Effet de la protéine 14-3-3¢ sur D’expression de MMP-13 dans les
chondrocytes CD13-/-.
Des chondrocytes articulaires des souriceaux WT ou CD13-/-ont été stimulés pendant 24h par

la protéine 14-3-3¢ recombinante (1ug/mL). Les ARNs totaux ont été ensuite extraits et
I’expression de MMP-13 en ARNm a ¢été analysée par RT-qPCR (expression rapportée a celle
de HPRT). Les résultats représentent la moyenne =+ 1’écart type des inductions rapportées au
contrdle (fixé a 1) (n=2).

3. Evaluation de I’effet de I’injection intra-articulaire de 14-3-3¢ chez les souris WT

Afin d’étudier ’impact direct de la protéine 14-3-3¢ sur le cartilage articulaire, Sug de 14-3-
3¢ recombinante ont été injectés au niveau intra-articulaire du genou droit des souris C57BL /
6 WT (n=3). La période post-injection s’est déroulée sans incident et sans développement
d’infections. Les souris ont été observées quotidiennement et aucune modification
comportementale n’a été¢ rapportée. Une semaine (n=2) ou deux semaines (n=1) apres

I’injection intra-articulaire, les articulations ont été¢ isolées pour un examen histologique.
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Aucun signe macroscopique (gonflement ou rougeur) n'a été observé dans les articulations de

genoux des souris injectées.

Les coupes histologiques des articulations de genoux gauches (controles) et droits (injectés)
des souris ont été colorées au Vert lumicre et Safranine O afin d’évaluer les changements

histopathologiques du cartilage et de 1’os sous-chondral par microscopie.

Une semaine apres I’injection intra-articulaire de 14-3-3¢ , le cartilage du plateau tibial et du
condyle fémoral des souris injectées (Figure 44-B) est normalement coloré par rapport au
cartilage des souris contrdles (Figure 44-A). Cependant, nous observons des petites
fibrillations et irrégularités de la surface du cartilage. Nous observons également une
désorganisation cellulaire, caractérisée par la formation de petits amas de chondrocytes. Des
changements structuraux sont aussi observés au niveau de I’os caractérisés notamment par la

progression de ce dernier vers le cartilage.

Deux semaines aprés 1’injection, 1’effet de 14-3-3¢ semble étre plus marqué chez les souris.
Nous détectons la présence des débris dans la cavité articulaire, des petites irrégularités et
fibrillations de la surface du cartilage. Nous observons également une atteinte de la surface du
ménisque. De plus, les chondrocytes au niveau du cartilage du plateau tibial chez ces souris
nous semblent moins nombreux et organisés en petits amas, comparées aux souris controles

(Figure 44-C).
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A)

Contrédle

14-3-3(5ug)
2semaines

Figure 44 : Modifications histologiques aprés ’injection intra-articulaire de 14-3-3¢ aux
souris WT.
Analyse des coupes histologiques des articulations de genoux gauches (contrdle) ou droits

(injectés) colorées au Vert lumicre-Safranine O, une ou deux semaines apres 1’injection intra-
articulaire de 14-3-3¢ (S5pg/ml) chez des souris WT. Les fléches bleues indiquent la présence
les débris dans la cavité articulaire. Les fleches vertes indiquent les fibrillations du cartilage et
les fléches rouges indiquent les changements structuraux de 1’os. F: Fémur, T: Tibia.
(Grossissement x10).

D’apres ces examens histologiques, ’'injection intra-articulaire de 14-3-3¢ a4 Spg/ml
semble altérer I’intégrité de la surface du cartilage articulaire. Cependant le niveau des
lésions induites semble faible et ne varie pas de facon prépondérante entre les différentes

conditions.
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4. Evaluation de D’effet de I’injection intra-articulaire de 14-3-3¢ chez les souris

CD13 -/-

Pour évaluer I’implication de CD13/APN dans I’effet de 14-3-3¢ sur le cartilage, nous avons
testé 1’effet de son injection chez des souris CD13-/- (n=3). 5ug de 14-3-3¢ recombinante ont
¢été injectés au niveau intra-articulaire du genou droit des souris C57BL / 6 CD13-/- (n=3).
Une semaine (n=2) ou deux semaines (n=1) apres I’injection intra-articulaire, les articulations
de genoux gauches (contrdles) et droits (injectés) des souris ont été isolées pour des
colorations histologiques au Vert lumicre et Safranin O. De méme que les souris WT, aucun
signe macroscopique d’une atteinte articulaire n'a été observé.

Une semaine apres 1’injection, les examens microscopiques des coupes colorées montrent des
irrégularités au niveau de la surface du cartilage des souris CD13-/- injectées (Figure 45-D)
par rapport a celles non injectées (Figure 45-B), mais avec moins de fibrillations par rapport a
celles observées chez les souris WT injectées (Figure 45-C). Une perte des protéoglycanes
(traduite par la perte du safranine-O) est observée au niveau du condyle fémoral des souris
CD13-/-, en comparaison avec les souris CD13-/- contrdles . Des changements de structure au

niveau de 1’os du condyle fémoral sont également observés.

Deux semaines apres 1’injection, I’effet de 14-3-3¢ semble étre plus accentué. Nous observons
beaucoup de fibrillations du cartilage sont détectées au niveau du condyle fémoral. Ces
atteintes semblent étre associées a une diminution du nombre des chondrocytes. La
désorganisation des chondrocytes et la formation de petits amas sont observées €¢galement au
niveau du plateau tibial (Figure 45-F). Cependant, moins de débris et d’atteintes méniscales
sont observés apres 2 semaines de ’injection de 14-3-3¢ chez les souris CD13-/- par rapport

aux souris WT (Figure 45-E).
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Controle

14-3-3g(5ug)
1semaine

14-3-3g(5ug
1 semaine

Figure 45 : Modifications histologiques apreés I’injection intra-articulaire de 14-3-3¢
dans les souris CD13 -/- par rapport aux souris WT.

Analyse des coupes histologiques des articulations de genoux gauches (contrdle) ou droits
(injectés) colorées au Vert lumicre-Safranine O, une ou deux semaines apres I’injection intra-
articulaire de 14-3-3¢ (Sug/mL) chez des souris WT ou des souris CD13-/-. Les fléches bleues
indiquent la présence les débris dans la cavité articulaire. Les fléches vertes indiquent les
fibrillations du cartilage et les fleches rouges indiquent les changements structuraux de 1’os.
F: Fémur, T: Tibia. (Grossissement x10).
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Nos résultats préliminaires ne semblent pas montrer de différence entre les souris WT et
les souris CD13-/- suite a ’injection intra-articulaire de 14-3-3¢. Des mises au point du
protocole d’injections restent a faire pour évaluer plus précisément le role de 14-3-3¢ et

de son interaction avec CD13.

Afin de déterminer le niveau des lésions générées par 14-3-3¢ au niveau du cartilage, les
coupes histologiques des articulations des souris WT et CD13-/- devront étre évaluées en
utilisant le score OARSI dés que nous aurons obtenu un nombre plus conséquent de

souris.
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A. Interaction directe entre 14-3-3¢ et CD13/APN in vitro

Les protéines 14-3-3 sont des protéines adaptatrices hautement conservées, impliquées dans
une large gamme de processus intracellulaires en se liant a plus de 200 partenaires. Dans les
conditions normales, ces protéines sont intracellulaires, mais récemment plusieurs études
indiquent leur présence au niveau extracellulaire. Certaines isoformes ont été détectées dans le
liquide synovial de patients ayant la PR ou dans le LCR de patients atteints de certaines
maladies neurodégénératives. D’autres ont été¢ trouvées sécrétées par les kératinocytes de

I’épiderme et par les cellules épithéliales pulmonaires.

Notre équipe a identifié récemment la présence de 14-3-3¢ dans le milieu conditionné
d’ostéoblastes murins comprimés. Cette protéine est impliquée dans la communication entre
I’os et le cartilage. En effet, ce médiateur joue un rdle puissant dans 1’établissement du
phénotype catabolique chondrocytaire en stimulant 1’expression de MMP3 et MMP13, les
deux métalloprotéases majeures de la dégradation du cartilage dans I’arthrose. Pour induire ce
phénotype catabolique chondrocytaire, 14-3-3¢ sécrétée par les ostéoblastes, doit se fixer sur
un récepteur exprimé a la surface des chondrocytes articulaires.

Le but de ce travail était d’étudier I’implication de CD13/APN, récepteur supposé de 14-3-3¢,
a la surface des chondrocytes articulaires dans la communication os/cartilage. CD13/APN est
une glycoprotéine de surface exprimée dans plusieurs types cellulaires et impliquée dans de
nombreux processus physiologiques et pathologiques grace a son activité enzymatique
aminopeptidase N ou a son role de récepteur. Nos résultats montrent que CD13/APN joue son
role récepteur pour fixer 14-3-3¢ et transmettre son signal dans les chondrocytes. En effet,
nous avons pu montrer que I’invalidation de ce récepteur dans des chondrocytes murins et
humains par des anticorps bloquants, n’ayant aucun effet sur son activité enzymatique APN,
inhibe la réponse chondrocytaire a la protéine 14-3-3¢ en diminuant I’expression et la
libération de MMP-3 et MMP-13. Ceci suggere que la diminution de 1’expression et de la
libération de deux métalloprotéases malgré la stimulation des chondrocytes par 14-3-3¢ est
bien due a la suppression de la fonction récepteur de CD13/APN et non a la suppression de
son activité¢ enzymatique . Ces résultats nous ont confortés dans I’idée que CD13/APN joue
effectivement un role dans la réception du message de 14-3-3¢ sur les chondrocytes

articulaires, comme il le fait sur les fibroblastes pour la 14-3-3 ¢ (Ghaffari et al. 2010).
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Nous avons pu montrer la présence d’une interaction directe entre 14-3-3¢ et CD13/APN,en
utilisant la technique de SPR basée sur le systéme Biacore. Ce systéme a permis de suivre en
temps réel ’interaction directe entre les deux protéines. Nous avons montré également la
capacité de 14-3-3¢ a se lier a la surface des chondrocytes, via sa fixation a CD13/APN. Il
¢tait indispensable ensuite d’identifier les motifs impliqués dans cette interaction. Nous avons
donc eu recours aux études in silico qui ont permis d’identifier le résidu Y582 phosphorylé
appartenant a la séquence E°’FNYVW™® de CD13/APN, comme résidu indispensable pour
la liaison de 14-3-3¢. Des études antérieures ont déja montré que les protéines 14-3-3 régulent
de nombreux processus cellulaires en se liant sur des sites phosphorylés dans leurs protéines
cibles (Pozuelo Rubio et al. 2004). En outre, nos résultats sont en accord avec des études
ayant montré que la déphosphorylation des protéines de surface dans les fibroblastes (avec
une phosphatase alcaline) réduit considérablement l'affinité de liaison de CD13/APN a la

protéine 14-3-3 o (Ghaffari et al. 2010).

Afin d’identifier ensuite les voies de signalisation activées en aval de CD13/APN suite a la
fixation de 14-3-3¢, nous avons ciblé les voies MAPK (mitogen-activated protein kinase),
jouant un role prépondérant dans I’expression des MMP au cours du processus arthrosique
(Berenbaum 2004). En utilisant des inhibiteurs pharmacologiques spécifiques, nous avons
montré que ce sont les voies p38 MAPK et JNK qui sont impliquées dans la transmission du
signal de 14-3-3¢ et la régulation de I’expression de MMP-3 et -13 (Fig.S3 de I’article).
Plusieurs études ont établi le lien entre les protéines 14-3-3 extracellulaires et les voies
MAPK (Maksymowych et al. 2014, Lam et al. 2005). L’implication de CD13/APN dans
I’activation des voies MAPKs a été également montrée. En effet, il a été rapporté qu’une
invalidation de CD13/APN par des siRNA ou des anticorps bloquants est capable d'inhiber
l'activation de ERK1/2, JNK et p38 MAPK (Ghaffari et al. 2010, Santos, Langner et al. 2000).
Cependant, CD13/APN possede un petit domaine intracellulaire de 7 acides aminés. Ceci a
conduit a I’hypothése selon laquelle la transduction du signal par CDI13 nécessite la
participation des protéines « auxiliaires » (Mina-Osorio 2008, Chen et al. 2012). En effet,
CD13/APN a été trouvé associ¢ aux molécules adaptatrices telles que Grb2 et Sos (Mina-
Osorio 2006) ainsi qu’a la protéine RECK (Miki et al. 2007). En outre, une association
fonctionnelle entre CD13/APN et les récepteurs aux immunoglobulines (FcyR) a été mise en
évidence a la surface membranaire des monocytes (Mina-Osorio et Ortega 2005). Il a été

montré également que les deux types de récepteurs colocalisent dans les monocytes (Riemann
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et al. 2005). Il est ainsi suggéré que CD13/APN pourrait agir en association avec d’autres
récepteurs (Mina-Osorio et Ortega 2005).

Son role dans la communication entre les cellules a été également décrit antérieurement. En
effet, l'identification de CDI3/APN comme un récepteur pour 14-3-3c implique son
importance dans la cicatrisation des plaies, et plus particuliérement sa fonction potentielle
dans la communication épithélio-mésenchymateuse (Lai et al. 2011). En outre, CD13 est
impliqué dans I’interaction entre monocytes et synoviocytes d’une part (Chomarat et al. 1995)
et entre les lymphocytes T et les fibroblastes synoviaux d’autre part (Morgan et al. 2015),
contribuant ainsi a I’inflammation synoviale au cours de la PR.

La détection de CD13/APN au niveau articulaire en condition arthrosique a été également
rapportée. En effet, il a ét€ montré qu’il est exprimé dans les cellules synoviales arthrosiques
(Kurose et al. 2010). De plus, le contenu des cellules synoviales exprimant CD13/APN est
fortement augmenté en cas d’une inflammation synoviale observée au cours de I’arthrose.
Cette inflammation a été trouvée associée a un infiltrat des macrophages surexprimant
¢galement CD13/APN (Walsh et al. 1993). Sa présence sous forme soluble et son activité
enzymatique ont également été révélées dans le liquide synovial de patients arthrosiques
(Shimizu et al. 2002, Morgan et al. 2015). Cependant, son expression et son role dans les
chondrocytes articulaires n’ont jamais été¢ étudiés. Nos résultats sont les premiers a montrer

son rdle potentiel dans la communication entre os et cartilage au cours de I’arthrose.

B. Réle de 14-3-3¢ dans un modéle murin : Injection intra-articulaire in vivo

Afin de valider I’effet catabolique de 14-3-3¢ in vivo, nous avons choisi d’utiliser le mod¢le
murin pour plusieurs raisons. En effet, plusieurs données indiquent que le modéele murin
pourrait présenter un grand nombre de 1ésions arthrosiques identiques a celles développées
chez I’homme y compris, la fibrillation du cartilage et 1'érosion de la matrice cartilagineuse
visible par la perte de coloration des protéoglycanes a la Safranin O (Glasson et al. 2010). En
outre, c’est le modele idéal permettant d'étudier les 1€sions arthrosiques sur des coupes du
genou entier (du a leur petite taille) a partir d’un nombre d'animaux élevé (grace a leur taux
de reproduction élevé) (Van der Kraan 1990).

Afin d’évaluer le role de 14-3-3¢ dans un modele murin, les souris ont été injectées au niveau
intra-articulaire avec la protéine 14-3-3¢ recombinante. Une mise au point de la dose injectée
ainsi que la période post-injection était nécessaire. Le choix de la dose injectée (S5pug) a été

basé sur des études montrant I’effet de I’injection intra-articulaire des protéines S100 et
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HMGBI, dont I’effet catabolique semble similaire a celui de 14-3-3¢ (Pullerits et al. 2003,
Van Lent et al. 2007). Aprés une semaine d’une injection unique de 14-3-3¢, la coloration a la
safranine O, proportionnelle au taux des protéoglycanes du cartilage, n’était pas
significativement altérée chez les souris WT. Il n'y avait pas de différence significative dans
'épaisseur moyenne du cartilage articulaire entre les souris injectées et les souris contrdles.
Cependant, nous avons remarqué ’apparition des petites atteintes au niveau du cartilage
telles que les fibrillations et les irrégularités de la surface. Ces atteintes nous semblent étre
plus marquées, deux semaines apres I’injection. Nous avons observé également I’apparition
de certaines atteintes au niveau du ménisque au cours des stades ultérieures (apres 2
semaines). Nous avons détecté¢ également la présence de quelques débris, provenant
apparemment des zones érodées, au niveau de la cavité articulaire. Des petits amas de
chondrocytes (clusters) étaient également présents, mais en faible nombre. La formation des
clusters dans le cartilage est une caractéristique histologique de I’arthrose, indiquant le
changement phénotypique des chondrocytes. Les cellules de ces amas expriment
généralement une large gamme de marqueurs d'activation et de différenciation anormales tels
que les marqueurs de I’hypertrophie (comme le collagéne de type X, MMP-13 et Runx2),
suggérant leur contribution a la pathogenése. Leur formation est liée principalement a la
prolifération des cellules et leur migration en réponse aux cytokines et aux facteurs de

croissance (Lotz et al. 2010).

L’ensemble de ces changements n’a pas été observé chez les souris non injectées, ce qui
suggere que 1’effet observé pourrait étre dii a I’injection de 14-3-3e. Pour confirmer ces
résultats préliminaires encourageant, davantage d’injections et d’analyses histologiques sont

nécessaires.

Pour évaluer I’importance de I’interaction entre CD13/APN et 14-3-3¢ dans 1’établissement
des lésions arthrosiques, nous avons injecté¢ la protéine 14-3-3¢ au niveau intra-articulaire
dans les souris CD13-/-. Ceci a pour objectif de vérifier si les lésions arthrosiques qui
pourraient étre induites suite a I’injection de 14-3-3¢, seraient moins séveres chez ces souris
par rapport a des souris WT injectées également avec la 14-3-3¢. Les souris CD13-/- utilisées
pour I’injection ont été établies récemment dans le but d’étudier le réle de CD13/APN dans le
remodelage protéolytique du tissu mammaire durant le développement mammaire adulte.
Chez ces souris, un retard dans la morphogenése des glandes mammaires a été révelé (Kolb et
al. 2013). Nos analyses macroscopiques de phénotype des souris CD13-/- ne montrent pas de

différence par rapport aux souris WT dans leur développement, poids et comportement. Ceci
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est en accord avec des études antérieures ayant rapporté que malgré la large gamme des
fonctions de CDI13/APN, les souris déficientes en CDI13/APN se développent et se
comportent normalement (Rangel et al. 2007, Winnicka et al. 2010). Nos résultats
préliminaires obtenus aprés I’examen de leur phénotype ostéoarticulaire sur des coupes
histologiques des articulations de genoux ne montrent pas de différences.

Afin de valider I’importance de I’interaction entre 14-3-3 et CD13/APN dans 1’établissement
du phénotype catabolique chondrocytaire via I’augmentation de surexpression des MMP, nous
avons stimulé des chondrocytes CD13-/- par 14-3-3¢. Nos résultats préliminaires montrent
une réduction de I’expression de MMP-13 en réponse a 14-3-3¢ dans les chondrocytes CD13-
/-, ce qui valide nos résultats obtenus in vitro en utilisant les siRNA et les anticorps bloquants
anti-CD13/APN. Cependant ces résultats doivent étre confirmés en augmentant le nombre
d’expériences permettant d’analyser I’effet de la déficience en CD13/APN sur la réponse

chondrocytaire en analysant I’expression mais aussi la libération de MMP-3 et MMP-13.

Par ailleurs, pour établir le lien entre CD13/APN et I’apparition de ces lésions, des
comparaisons a différents niveaux de coupes articulaires doivent é&tre effectuées. Une
¢valuation des différentes coupes histologiques en se basant sur le score OARSI nous
permettra de distinguer également les niveaux de 1ésions chez les deux types de souris. Nos
résultats préliminaires, ne nous permettent pas de distinguer clairement de différence entre les
lésions induites par 14-3-3¢ chez les souris CD13-/- et celles induites chez les WT. Les
modifications induites par [’injection de 14-3-3¢ chez les souris CD13-/- nous semblent

quasi identiques a celles observées chez les souris WT.

C. Les protéines 14-3-3 sécrétées dans les pathologies articulaires humaines :
nouveaux biomarqueurs ?

Le role des protéines 14-3-3 sécrétées a €té €galement établi dans d’autres pathologies
articulaires humaines que l’arthrose. En effet, la protéine 14-3-3n est définie aujourd’hui
comme un nouveau biomarqueur de la PR (Maksymowych et Marotta 2014, Carrier et al.
2016). Un ELISA pour 14-3-3n a été développée et validée par OMERACT (Outcome
Measures in Rheumatology). 14-3-3n extracellulaire provoque la production d'auto-anticorps
contre la protéine native, ce qui révele également une utilité diagnostique. La présence de la
protéine 14-3-3n ou de ses auto-anticorps est observée chez 90% des patients atteints de la PR
précoce. Sa détection est significativement associée a la progression radiographique au début

1 ere

de la PR, au cours des 1°°, 3" et 5™ années, indiquant ainsi son utilit¢ pronostique
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(Maksymowych et Marotta 2014). Son association avec d’autres marqueurs de la PR, comme
la protéine C réactive (CRP) a été montrée capable de prédire plus efficacement les résultats
cliniques et radiographiques dans une cohorte de patients ayant une polyarthrite inflammatoire
débutante. Ceci permettra une intervention pharmacologique ciblée plus précoce (Carrier et
al.2016). Une étude récente réalisée sur une cohorte des patients souffrant de la PR a
¢galement montré que 14-3-3n est un marqueur utile pour informer sur la réponse aux

traitements (Hirata et al. 2015).

Ceci pourrait étre aussi le cas de I’isoforme 14-3-3¢, dont la présence dans le liquide synovial
et les milieux conditionnés des patients arthrosiques a ét¢ mise en évidence (Figure 46) et
suggérée Etre associée a ’acquisition du phénotype catabolique chondrocytaire (Priam et al.

2013).

PatientA  PatientB  Patient¢ CONtrole
PatientA  PatientB  PatientC MOA MCA MOA MCA MOA McA Positif

" = — &P | 14-3-3¢(33kDa)

Figure 46 : Détection de la protéine 14-3-3¢ dans le liquide synovial (A) et le milieu
conditionné d’os arthrosique humain (B).
MOA : milieu conditionné¢ d’os arthrosique, MCA : milieu conditionné du cartilage

arthrosique (Priam et al. 2013).

Le role de certaines autres isoformes extracellulaires de 14-3-3¢ a été également rapporté dans
I’arthrose. En effet, chez un modéle d’arthrose réalisé chez le chien, une corrélation a été
¢établie entre la présence de ’isoforme m dans le liquide synovial et la formation des
ostéophytes. Il est suggéré chez ce méme modéele que les isoformes n et y pourraient étre a

I’origine du taux élevé de MMP-1 et MMP-3 (Sardari et al. 2011).

Par ailleurs, il a ét¢ montré qu’au niveau intracellulaire, I’isoforme y forme un hétéro-dimére
principalement avec I’isoforme ¢ (Aitken 2002). Ceci pourrait se produire également au

niveau extracellulaire au cours du processus arthrosique.
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L’ensemble de ces données suggerent que la protéine 14-3-3¢ sécrétées au niveau intra-
articulaire pourrait étre également un nouveau biomarqueur de 1’arthrose, comme c’est le cas

pour la PR avec I’isoforme 14-3-3 1.
D. 14-3-3¢ serait-elle une nouvelle alarmine sécrétée au cours de I’arthrose?

Les alarmines, appelées aussi « signaux du danger », sont des molécules endogenes secrétées
dans le milieu extracellulaire en réponse a une infection ou une lésion cellulaire afin d’alerter
le systéme immunitaire, de déclencher un processus inflammatoire et/ou initier une réparation
tissulaire (Oppenheim et Yang 2005, Harris et Raucci 2006, Bianchi 2007). La sécrétion de
ces molécules peut se produire via un mécanisme passif par des cellules subissant une nécrose
ou actif par des cellules immunitaires activées (Pugin et al.2008). De nombreuses alarmines
telles que les protéines S100 et HMGB1 mais également I’ATP, la thymosine, la galectine et
I’annexine jouent un réle crucial dans la physiopathologie de I’arthrose. Leur expression et
sécrétion sont augmentées au cours de I’arthrose et associées aux processus catabolique et/ou
inflammatoire.

Il nous semble ainsi que le mode d’action et le profil des protéines 14-3-3 sont similaires a
ceux des alarmines. En effet, les protéines 14-3-3, connues pour avoir de nombreuses
fonctions intracellulaires sont détectées également au niveau extracellulaire. En outre, les
protéines 14-3-3 ont ¢été identifiées dans les exosomes libérés par les cellules immunitaires
activées suggérant ainsi que leur libération est due a un mécanisme actif durant
I’inflammation (Thery et al. 2009, Maksymowych et Marotta 2014). Ceci est le cas de
plusieurs alarmines. Quand elle est sécrétée, I’isoforme n des protéines 14-3-3 agit en tant
qu'un signal de danger. Elle déclenche une réponse immunitaire via ’activation des
lymphocytes B et induit la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires et enzymes

protéolytiques (Maksymowych et Marotta 2014, Carrier et al. 2016).

La protéine 14-3-3¢ est secrétée par les ostéoblastes en réponse au stress mécanique (Priam et
al. 2013), de la méme mani¢re que certaines autres alarmines (ATP et thymosine),
probablement suite a une lésion cellulaire. Par ailleurs, la sécrétion de certaines protéines
classées comme alarmines telles que ’annexine et la galectine a été également trouvée
augmentée en réponse au stress mécanique par analyse secrétomique iTRAQ, grace a notre

modele de communication os/cartilage (Priam et al. 2013).

L’ensemble de ces résultats suggerent donc que 14-3-3¢ pourrait étre également classée

comme une alarmine, dérivée de 1'os endommagé et contribuant a I’arthrose. Cependant, une
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¢tude plus poussée, visant a caractériser cette protéine comme une alarmine nous semble

nécessaire.

Le mode d’action et I’implication des alarmines au cours de [’arthrose et des arthrites

inflammatoires sont discutées dans la revue :
« The danger from within: alarmins in arthritis »

Nature Reviews Rheumatology. 2016 (sous presse).

Meriam Nefla, Dirk Holzinger, Francis Berenbaum and Claire Jacques.
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Abstract

Alarmins, also called danger signal, are endogenous molecules with intracellular functions
that are released to the extracellular milieu after infection or tissue damage. Once released,
they interact with specific receptors expressed by cells engaged in host defense and tissue
repair to stimulate appropriate signaling pathways. They initiate, thereby, innate and adaptive
immune responses, triggering inflammation and/or tissue repair. Today, these molecules are
considered markers of destructive processes during degenerative joint disease, primarily
osteoarthritis (OA) and chronic inflammatory joint diseases such as rheumatoid arthritis,
psoriatic arthritis and spondylarthropathy. In OA, high mobility group box 1 (HMGBI1) and
S100 proteins but also many other alarmins are abundantly secreted by joint cells to promote
cartilage matrix catabolism, osteophyte formation, angiogenesis and hypertrophic
differentiation. An involvement of alarmins in chronic inflammatory arthritides was
confirmed by their elevated serum levels and their expression within inflamed synovia and/or
synovial fluid. S100 proteins, HMGBI, interleukin 33 and other endogenous molecules
promote deleterious effects and can recruit immune cells such as dendritic cells to the
inflamed synovium to initiate the adaptive immune response and perpetuate disease. Better
understanding of the pathological mechanisms of these danger signals is important to target

new therapeutic approaches in arthritis.
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Introduction

Arthritis is a leading cause of great disability for millions of adults; it includes
degenerative joint diseases such as osteoarthritis (OA) and different forms of chronic
inflammatory arthritis. OA is the most common joint disease worldwide, with numerous risk
factors including aging, joint trauma and obesity (reviewed in 1). OA was previously
considered to be driven only by cartilage degradation, but pathological processes in other
tissues such as subchondral bone and synovium are now considered strongly implicated in the
development of OA (2, 3). Chronic inflammatory arthritides comprise a group of conditions
with the primary pathology involving inflammation of the synovium (synovitis).
Representatives of these disease groups in adulthood are rheumatoid arthritis (RA), psoriatic
arthritis (PsA) and spondylarthropathy (SpA) whereas the umbrella term “juvenile idiopathic
arthritis” (JIA) encompasses the different chronic inflammatory arthritides of childhood and
adolescence. RA alone affects 1% of the population and is associated with significant
morbidity and increased mortality (4). The inflamed synovium mediates progressive damage
and erosion to joint tissue such as articular cartilage, muscle tendons, periarticular ligaments
and subchondral bone.

In arthritis, inflammatory processes are mediated by numerous factors released from
joint tissues to promote joint destruction and pathological progression. Endogenous proteins
called “alarmins” are released during inflammation and are involved in joint damage (5). The
term “alarmin” was proposed by Oppenheim and co-workers in 2005 to classify proteins that
are rapidly released during infection or tissue damage and activate immune cells after
interaction with their specific receptors during host defense and tissue repair (6). Today,
alarmins are considered markers of destructive processes in joints (7, 8). In this review, we
focus on alarmins involved in the pathogenesis of arthritis, with extracellular levels associated

with disease activity and joint destruction.

I - Alarmin family

Alarmins, also known as warning signals, belong to damage-associated molecular
patterns (DAMPs). They are endogenous molecules rapidly released to the extracellular
milieu during infection or tissue damage (6, 9, 10). The release is both passive, by cells
undergoing necrosis, and active, by activated cells of the immune system (11). Active release
of alarmins is suggested to be mediated by nonconventional secretory pathways independent

of endoplasmic reticulum and the Golgi apparatus (10, 12). Once released, alarmins can
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recruit antigen-presenting cells (APCs), including dendritic cells (DCs). These cells initiate
innate and adaptive immune responses, triggering inflammation and/or tissue regeneration (6,
9, 10). Alarmins bind to receptors expressed on the surface of cells engaged in host defense
and tissue repair. Various receptors including Toll-like receptor 2 (TLR-2), TLR-4 and
receptor for advanced glycation endproducts (RAGE) recognize alarmins and transmit their
signal to activate appropriate signaling pathways (6, 7, 10, 13). In the absence of injury or
infection, alarmins play important intracellular roles such as regulating DNA transcription,
calcium homeostasis, cell proliferation and differentiation. However, their high extracellular
levels are-involved in a wide range of pathogenic conditions and have been found related to
disease severity in a wide range of autoimmune conditions and inflammatory disorders such
as sepsis, psoriasis, traumatic brain injury, acute lung injury, inflammatory bowel disease and
arthritis (14).

Alarmins not only initiate but also amplify and sustain the inflammatory processes and
play a key role in the pathogenesis of inflammatory conditions (15, 16). However, in addition
to activating phagocytes and release of pro-inflammatory cytokines, alarmins are an important
link between the innate and adaptive immune system. For example, they can activate
immature DCs, which process antigens and home to secondary lymphoid organs. In this case,
they present antigenic epitopes to naive T cells, thereby inducing the adaptive immune
response (17-19). Moreover, alarmins may also be capable of direct commitment towards a T
helper 2 cell (Th2), Th17, or regulatory T-cell fate (15). Therefore, alarmins drive a local
hyperinflammatory environment but might also prevent hyperactivation of the adaptive
immune system, most likely to avoid the tissue damage from an overwhelming immune

response (Figure 1).

II - Alarmins in OA

Progressive cartilage loss during OA is predominantly due to increased production of
proteinases such as matrix metalloproteinases (MMPs) and aggrecanases (20). In addition to
extracellular matrix remodeling, OA cartilage is also an active site for chondrocyte
hypertrophy as well as proliferation and differentiation that promotes endochondral
ossification (2, 20, 21). In vitro experiments showed that chondrocyte damage caused by
mechanical cartilage injury stimulated the release of alarmins that activated chondrogenic
progenitor cell migration. These cells can produce excessive secretion of chemokines,

cytokines and destructive enzymes, for aberrant cartilage breakdown and joint inflammation
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(22). Hence, blocking alarmin activity was proposed as a strategy to prevent posttraumatic
joint inflammation (23).

During OA, subchondral bone undergoes also several changes, including sclerosis,
angiogenesis, microfracture, cysts and osteophyte formation (reviewed in 2; 24). Some of
bone changes are suggested to occur in early stages of OA (25). Moreover, osteoblasts
respond to mechanical loading by increasing inflammation and the production of catabolic
factors, which results in structural changes in subchondral bone and probably cartilage
alteration (26). Furthermore, necrotic bone cells can release the alarmin HMGBI1 (27). High
levels of many alarmins were detected in synovial fluid (SF) of OA patients and were
correlated with disease severity (28, 29, 30, 31). Several lines of evidence support synovial
inflammation aggravating joint damage during OA. In fact, synovial activation occurs in 50%
of human OA knees (32). The OA synovium is composed predominantly of macrophages.
However, B- and T-cell infiltration has been described (33, 34), which suggests involvement
of the adaptive immune system in OA. Activated synovial cells secrete several degenerative
enzymes and inflammatory mediators as well as alarmins (35, 36, 37). These alarmins activate
then pattern recognition receptors (PRRs) including TLR and RAGE in OA cartilage and the
synovium (13, 38), which in turn amplifies inflammation and cartilage degeneration.

Thus, the following describes alarmins found at high levels extracellularly that

enhance catabolic processes and inflammatory responses contributing to OA progression.

I1-a) S100 Proteins

S100 proteins are a family of acidic small proteins (10—14 kDa), expressed exclusively
in vertebrates and containing two elongation factor (EF)-hand calcium-binding motifs within
their structure. Structural features of all S100 proteins are highly conserved, although some
variability observed in the C-terminus and the hinge region between the two EF-hand
structures contributes to the specificity of biological activity of different members (39, 40).
These proteins are found in cells as homo-, heterodimers or multimers. When calcium binds
to EF-hand motifs, the protein undergoes a change in its spatial conformation, for interaction
with various target proteins (41, 42). Abundant extracellular release of some isoforms of S100
proteins is associated with several inflammatory diseases including OA (43, 44).

S100A4, also known as metastasin and calvasculin, is highly expressed in OA
cartilage, binds to RAGE and activates Pyk-2, MAPK and NF-kB pathways, thereby leading
to increased production of MMP-13 and reactive oxygen species (ROS) in chondrocytes.
Interleukin 7 (IL-7) can induce S100A4 release from chondrocytes via activation of
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JAK/STAT signaling pathway and then S100A4 acts in an autocrine or paracrine manner to
stimulate MMP-13 production via RAGE (43).

S100A8 and S100A9 (also known as myeloid-related protein 8§ [MRP-8]/MRP-14 or
calgranulin A and B) are highly expressed in monocytes, granulocytes and early
differentiation stages of macrophages; they can form the heterodimeric complex SI00A8/A9
(calprotectin). The proteins have been considered markers of a destructive process in the joint
(45) and are found in heterodimers and tetramers abundantly secreted by immune cells during
inflammation (46, 47, 48). SI00AS is the active component of this complex, whereas SI00A9
exhibits regulatory functions and protects S1I00A8 against degradation (49, 50). Abundant
amounts of S100A8/S100A9 were detected in SF (35) and in serum, the synovium and
cartilage of OA patients and may predict joint destruction in OA (37, 51). SI00A9 knockout
ameliorated the pathologic features of the collagenase-induced OA (CIOA) mouse model in
which synovitis is markedly observed. However, in the destabilized medial meniscus model
(DMM) in mice, S100A9 knockout did not have any effect. The authors suggested that
S100A8/9 is involved only when synovial activation is present (37). SI00A8 production by
macrophages could be induced by basic calcium phosphate crystals and in an Syk/PI3K-
dependent manner. It could form a positive feedback loop in immune cells to induce the
production of interleukins contributing to the catabolic chondrocyte phenotype (52). In
addition, a role for SI00A8/A9 in osteophyte formation was suggested in experimental OA
(53), which agrees with a recent report showing SI00A8/A9 effects mediated by canonical
Wnt signaling, known to promote bone formation (54). SI00A8/9 signaling was mediated via
TLR-4 in OA chondrocytes (51). This finding was confirmed by a recent study showing that
prophylactic treatment with paquinimod, an immunomodulatory compound preventing
S100A9 binding to TLR-4, reduced the pathologic effects of SI00A9 in CIOA and in the
human OA synovium (55). More recently, TLR4 was suggested to mediate dorsal root
ganglion neurons excitation by SI00A8 contributing to joint nociceptors excitation and pain
generation during OA (56).

S100A10, also known as pl1, annexin II ligand, calpactin I or light polypeptide, can
form a heterotetrameric complex (Allt) with its known ligand, annexin II, to serve as an
extracellular binding partner for pathogens and host proteins (44). SI00A10 could induce the
production of tumor necrosis factor a (TNF-a), IL-1B and IL-10 in human chondrocytes
stimulated by lipopolysaccharide (LPS) via mitogen-activated protein kinases (MAPKs) and
NF-kB signaling pathways (57). On the other hand, one study reported that the production of
TNF-o by macrophages in response to exogenous Allt required TLR4 (58). Therefore,
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SI00A10 may involve TLR4 activation to induce inflammatory cytokine production by
chondrocytes.

S100A11, also known as S100C and calgizzarin , acts in chondrocytes as a catabolic
mediator (59). Its expression was recently found upregulated in human OA knee cartilage,
with release by cultured chondrocytes on stimulation with TNF-a, and CXCL8 (21).
Moreover, recombinant SI00A11 can promote chondrocyte hypertrophic differentiation in a
RAGE- and p38 MAPK-dependent manner (21). It can also induce both aggrecanase-
generated-neoepitopes NITEGE and glycosaminoglycans release in cartilage explants;
posttranslational modification of S100A11 by transglutaminase 2 (homodimerization) is
required to acquire the capacity to signal through RAGE and modulate chondrocyte
hypertrophy and cartilage matrix catabolism (59).

S100A12 (calgranulin C) is abundantly expressed by human neutrophils, monocytes
and macrophages and significantly overexpressed in inflammatory compartments (60). Its
expression is markedly increased in human OA cartilage and its addition to cultured human
OA chondrocytes upregulated MMP-13 and vascular endothelial growth factor (VEGF)
expression and release, thereby leading to cartilage degradation and angiogenesis. These
increases were mediated by RAGE and p38 MAPK and NF-kB pathways (61). Interestingly,
proteomic analysis revealed S100A12 at high levels in SF of patients with OA (62).
Moreover, SI00A12 levels in SF were found correlated with symptomatic and radiographic
severity of OA (29).

Finally, SI00B was found expressed in chondrocytes (44) and to increase MMP-13
production via ERK and NF-kB signaling pathways. This signaling was inhibited in cells
pretreated with soluble RAGE, and pull-down assay confirmed specific binding of S100B to
RAGE in chondrocytes (63) (Figure 2).

11I-b) HMGB1

High mobility group box 1 (HMGB1), also known as amphoterin, is a 30-kDa non-histone
nuclear protein. It contains two DNA binding boxes (A and B) and a C-terminal region (27)
and is a highly conserved protein that exerts vital functions inside and outside the cell. When
secreted outside the cell, it serves as an alarmin to stimulate the innate immune system and
trigger inflammatory responses via its cell-surface receptors, cytokines and chemokines (64).
HMGBI was found overexpressed in synovial membranes of patients with knee OA (28). Its
SF level was elevated in patients with knee OA and positively associated with disease severity
(65), synovitis and pain (28). HMGB1 expression was also increased in human OA cartilage
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and correlated with the OARSI histological score (66, 67). Upregulated HMGB1 was detected
in joint tissues of the mouse spontaneous OA model STR/ort (68). OA synoviocytes were
shown to release HMGBI1 on stimulation with IL-1 (69). These findings were further
confirmed by studies showing that several inflammatory mediators including IL-1p and TNF-
o induced HMGBI release from chondrocytes (67, 70). Moreover, stimulating chondrocytes
with HMGBI increased the release of chemokines, nitric oxide (66), II-1 and TNF-a (67).
Articular chondrocytes stimulated with HMGB-1 showed increased MMP-13 production via
binding to RAGE, which led to ERK MAPK and NF-kB activation (63). However, HMGBI1-
induced MMP-13 expression was only partially inhibited by soluble RAGE, so other receptors
are involved in the HMGBI effects on chondrocytes. In this context, the treatment of murine
chondrocytes and cartilage explants with HMGBI1 stimulated matrix catabolism and
chondrocyte hypertrophic differentiation dependent on TLR-2 and TLR-4 and their cytosolic
adaptor molecule myeloid differentiation factor 88 (MyD) (70).

HMGBI released from hypertrophic human chondrocytes was found to function as a
chemoattractant for osteoclasts, osteoblasts and endothelial cells (ECs) and therefore
suggested to play a role in endochondral ossification (71). Additionally, increased staining of
HMGBI1 was detected at the tidemark of cartilaginous and calcified fibrocartilage which
suggests its significant role in the mineralization and enchondral bone formation at the
cartilage-bone interface area (72). Moreover, HMGBI is known as a bone active cytokine

released from necrotic osteocytes and involved in bone remodeling (27).

In addition to this direct stimulation of cells, HMGBI1 can form immunostimulatory
complexes with cytokines, endogenous and exogenous factors. It was shown to cooperate
with IL-1p in OA synoviocytes (73) and with IL-1a, IL-1p and the microbial mediator LPS in
synovial fibroblasts from OA patients (74) to promote inflammation and catabolic effects.
These findings suggest that some of the HMGBI1 functions in OA joint may be mediated by

interaction with other pro-inflammatory mediators (Figure 2).

II-c) Heat-shock proteins (HSPs)

HSPs are highly conserved molecules showing strong homology between bacteria and
eukaryotes. During infection, microbial HSPs are important antigens, whereas human HSPs

act under physiological conditions as intracellular chaperones during synthesis of proteins or
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clearance of misfolded proteins. Members of this family, in particular HSP60 and HSP70,
have been identified as broad sensors of cellular stress. Under such stress (e.g., increased
temperature, nutritional deficiency, exposure to pro-inflammatory mediators or viral
infections), HSP60 and HSP70 are highly expressed and secreted into the extracellular space
(75).

Hsp70 was found increased in OA chondrocytes (76), and highly detected in cartilage with
severe OA (77). This protein is known to protect chondrocytes against NO-induced apoptosis
by blocking caspase-3 activity and thereby to reduce OA progression (78). Its expression is
known to be counteracted by HSP90.

In fact, in vivo Hsp90 inhibition resulted in increased Hsp70 synthesis (79). This study (79)
has demonstrated that OA biomechanically-induced in rats results in Hsp90 induction that
promotes cartilage degeneration, subchondral bone remodeling and synovial macrophages
activation. Its inhibition using a synthetic inhibitor suppressed these deleterious effects and
protected cartilage, most likely by subsequent increase of Hsp70. Authors suggest that
chondrocytes may up-regulate Hsp70, in response to increased physical activity, in order to
protect extracellular matrix against damage. However, persisting physical stress on cartilage
could stimulate Hsp90 production, which counteracts Hsp70 protective effects and thus
promotes OA development.

A particular class within the HSPs are the small HSPs (sHSPs), a family of proteins with
molecular weight <30 kDa characterized structurally by a conserved core domain, called o-
crystallin domain (80). Alpha B—crystalline, also known as hspb5, belongs to this family and
was found decreased in OA cartilage relative to normal cartilage (81). Its differential
expression during OA is suggested to be mainly regulated by inflammatory mediators due to
its down-regulation following treatment of chondrocytes with IL-13 and TNF-a (81). Hsp27
belonging also to sHSPs family showed a decreased expression in OA chondrocytes.
Additionally, it has been reported that chondrocytes transfection with siRNA directed against
Hsp27 mRNA sequence results in an induction of IL-6 secretion by IL-1f suggesting that OA
chondrocytes response to IL-13 may be regulated in part by reduced Hsp27 expression (82).
All together these results highlight the protective role played by members of sHSPs family
during OA by maintaining chondrocyte homeostasis.

To better understand the alarmin activity of HSPs during osteoarthritis, further studies are
needed to detect their possible presence in OA joint space and to identify their cell signaling

pathways involved in repair and/or damage of tissues.
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I1-d) Other alarmins

There are many other molecules suggested to have alarmin activities and shown to play a
critical role in OA pathogenesis (summarized in Table 1). In fact, some members of
annexins ( II, V and VI) have been shown to be overexpressed in OA cartilage and to be
major components of matrix vesicles released by hypertrophic chondrocytes into the
extracellular matrix to initiate the mineralization process in growth plate cartilage (83, 84).
They are also able to induce chondrocytes apoptosis by increasing BCP crystal and TNF-
o production (85). To activate macrophages, annexine Il in heterotetrameric complex with
S100A10 required TLR4 (58). Thereby, the mechanism of action of annexins in chondrocytes
may be mediated by TLR4.

ATP is secreted by chondrocytes in response to mechanical compression (86). It was detected
in SF of OA patients and found associated with knee pain which may be explained by the
capacity of extracellular ATP to act on C fibres in the synovium (87).When released
extracellularly, it stimulated PGE2 release from articular chondrocytes by acting on P2Y2-
purine receptors and via p38 and ERK1/2 MAPKSs activation (88). Moreover, it has reported
that high levels of extracellular ATP induce cartilage mineralization by producing calcium
crystal (89).

Galectin-3, a soluble protein belonging to galectins family, was found increased in OA
human cartilage (90) and in OA synovial tissue during inflammatory phases in which
leukocytes and macrophages infiltration occur (91) indicating that it could be released to joint
space (92) .Intra-articular injection of galectin-3 in mice knees induced joint swelling and
generated lesions in both subchondral bone and cartilage tissue. Additionally, treatment with
galectin-3 inhibited osteocalcin production by human OA osteoblasts and increased MMP-3
and ADAMTSS expression by human OA chondrocytes (92).

IL-1a, is a classical interleukin known as a danger signal (93) and believed to be involved in
OA (94). It is secreted mostly by macrophages and with lesser amounts by chondrocytes and
synovial fibroblasts (95) to act in autocrine and paracrine manner and promote early
degenerative OA changes (96) by binding to its membrane receptor IL-1R (93). IL-1a
synovial fluid concentrations have been reported to be increased in moderate OA compared to
mild OA porcine knee joints (97). Additionally, treatment with Il-1a increased NO and MMP
production in cartilage explants (97).

Thymosin B4, belonging to thymosins family, has been shown to be increased after cartilage

mechanical loading and to enhance activation of MMP 2 and 9 in chondrocytes (98). More
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recently, high levels of thymosin 4 in the serum and SF of OA patients were correlated with
the radiographic severity of disease (30).

Uric acid level in SF of knee OA patients was found strongly correlated with SF IL-18 and
IL-1B and positively associated with OA severity evaluated by radiography and scintigraphy
(31). Because IL-18 and IL-1B production requires inflammasome activation , authors
suggested thus that uric acid stimulate the production of these two cytokines in OA joint,
probably from resident macrophages via inflammasome activation and through TLR2 and
TLR4, in the same way that in gout (31).

Several extracellular matrix components are also classified as alarmins and play a crucial role
in OA pathogenesis. Synovial fluid, as well as the cartilage matrix, of patients with OA
contains high levels of Fibronectin fragments (99). They were shown to enhance NO (100)
and catabolic cytokines production (TNF-a, IL-1, IL-1a and 11-6) (101) by cartilage explants
as well as MMP expression via TLR-2, NF-kB and p38 MAPK activation in chondrocytes
(102). However, they can bind also integrins and CD44 (103). Low molecular hyaluronan,
generated following hyaluronan degradation, induced NO and MMP production in cultured
articular chondrocytes by CD44 (104), TLR2 and TLR4/MyD88 (70) -dependent
mechanisms. The same data (70) showed that LMW-HA also regulates cartilage hypertrophy
by inducing type X collagen and Runx2 in chondrocytes. Biglycan is another extracellular
matrix molecule found in advanced OA cartilage and SF to trigger catabolic process. It
activates chondrocytes mainly through TLR4 and NF-kB pathway, which results in
ADAMTS-4/5, MMP, NO, cathepsine K and interleukins (IL-6 and IL-8) increase and
anabolic markers (aggrecan and collagen type II) decrease expression resulting in a net loss of
cartilage. In addition, soluble biglycan induced release of proteoglycans, collagen, NO and
interleukins (IL-6 and IL-8) from chondrocytes, which may recruit thereafter inflammatory
cells and amplify cartilage destruction (105). Laminins, trimer consisting of one of five a,
one of four 3, and one of three y chains, are also involved in OA pathogenesis. Laminin-o4
was found overexpressed in human osteoarthritic cartilage with high-grade lesions, and
colocalizes with syndecan-4 in hypertrophic areas (106). Additionally, IL-1 effect on MMP3
expression by primary chondrocytes is markedly decreased following laminin-a4 invalidation
by blocking antibody. Thereby, it is suggested that laminins play a regulatory role on MMP
expression and promote deleterious effects in OA cartilage (106). Other chains of laminin
monomers were also found highly produced in pericellular matrix OA cartilage to promote

chondrogenesis. Indeed, laminin-al, as well as laminin-a5 up —regulate collagen type II,
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COMP, and aggrecan expression and down-regulate collagen type 1 expression in
chondrocytes (107). Thereby, it is suggested that laminins may be activated to repair damaged
tissue but eventually results in cartilage destruction (106). Tenascin-C is also an extracellular
matrix glycoprotein that has a dual role. Indeed, increased intensity of tenascin C staining has
been observed in areas of damaged human OA cartilage relative to normal cartilage (108,
109). Moreover, the correlation between tenascin C levels in synovial fluid with degree of
cartilage degradation (110) and radiographic severity of OA (111) has been well established.
In one hand, Tenascin-C addition to chondrocytes in vitro induced ADAMTS4 expression
and IL-6, IL-8, PGE2 and nitrate production through TLR4(109). On the other hand,
deficiency of Tenascin-C in KO mice is associated with accelerated development of OA and
delayed repair of cartilage damage (112). This was explained by the fact that only Tenascin-C
fragments generated by proteases may induce in turn a positive feedback loop cartilage
catabolism. However intact Tenascin-C promotes cartilage matrix repair (110). Finally,
aggrecan-derived fragments were also found in OA SF (113). A recent data has identified
aggrecan 32-mer fragment as a novel OA-relevant danger signal that accelerate cartilage
destruction by inducing MMP and cytokines production via TLR2 and NF-KB activation in
chondrocytes, synovial fibroblasts and macrophages (114).

Several other molecules play a crucial role in arthritis but confusion exists regarding their
classification as alarmins. One example is neopterine (115), found at high levels in SF of OA
patients (116). In addition, some isoforms of 14-3-3 proteins are released extracellularly in the
joint (117, 118) and have been identified in exosomes released by activated immune cells,
which suggests their active secretion during inflammation (118, 119). 14-3-3¢ isoform,
detected in SF of OA patients, is released from osteoblasts in response to mechanical stress
and is similar to other alarmins (ATP and thymosins) in inducing cartilage matrix degradation
(117). Thus, extracellular isoforms of 14-3-3 proteins may be classified as alarmins derived
from activated or damaged joint cells. However, further studies are required to identify their

cell receptors and signaling pathways in joints.

III - Alarmins in chronic inflammatory arthritis

During chronic inflammatory arthritis, synovial inflammation and joint tissue damage
are the two pathological key processes that lead to the clinical symptoms of pain, swelling,
stiffness and loss of function (120, 121). Hallmarks of chronic synovitis are hyperplasia of the

synovial lining layer cells, infiltration of leucocytes and angiogenesis. The synovial
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membrane becomes hyperplastic, expands and forms villi. Pannus, the osteoclast-rich portion
of the synovial membrane, destroys bone, whereas enzymes secreted by neutrophils,
synoviocytes and chondrocytes degrade cartilage (122).

Cells of the innate and adaptive immune system that are expanded or recruited to the
inflamed synovium include neutrophils, monocytes/macrophages, DCs, T and B cells as well
as mast cells and resident fibroblast- and macrophage-like synoviocytes. Antigen-presenting
cells present arthritis-associated antigens to T cells. Concurrently, CD4+ T cells that secrete
IL-2 and interferon-y infiltrate the synovial membrane. B cells contribute via antigen
presentation but also through the production of autoantibodies and cytokines. T- and B-cell
activation results in increased production of cytokines and chemokines, for a feedback loop
for additional T-cell, macrophage and B-cell interactions (122).

Innate immune cells are responsible for major inflammatory effector mechanisms
because they produce activated proteinases such as MMPs, ROS, antimicrobial peptides,
complement, and a number of chemokines and cytokines (123). The release of cytokines such
as TNF-a, IL-1 and IL-6 has numerous pro-inflammatory effects on recruited leucocytes, ECs
and mesenchymal cells including fibroblast-like synoviocytes, chondrocytes and osteoclasts
(124). A network of these signaling molecules links effector cells of innate and adaptive

immunity as DCs and autoreactive lymphocytes.

I1I-a) S100 proteins

The significance of S100 proteins in inflammatory arthritis is based on their high
extracellular expression in inflamed joints, their role in cellular recruitment and their
cytotoxic effects (125, 126). The clinical relevance of the proteins is confirmed by their
potential as markers of inflammatory disease activity (127) and radiographic progression
(128). Elevated serum levels and expression within the inflamed synovium and/or SF of
ST100A8, S100A9 and/or the complex S100A8/A9, and S100A12, is reported in several
chronic inflammatory arthritides such as RA (129, 130), JIA (131, 132), PsA (129, 133) and
SpA (134).

Results from experimental arthritis models indicate a direct role of S100 proteins in
synovitis (135). The expression of SI00A8 and S100A9 is closely correlated to the intensity
of inflammation in both antigen-induced (AIA) and immune complex-induced arthritis (ICA)
in mice and their expression reflects the activation of synovial macrophages (136, 137). Their

role is reflected in AIA in S100A9-/- mice, which show reduced joint swelling and
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proteoglycan depletion and little MMP-mediated cartilage destruction. Accordingly, intra-
articular (i.a.) SI00AS8 injection into wild-type mice induced synovitis, depleted cartilage
proteoglycan level and upregulated synovial mRNA levels of SIO0A8/A9, IL-1 and MMPs
(44). Additionally, S100A8 mediates joint inflammation and cartilage destruction in AIA
(138, 139). S100A8/A9 complexes can be used as a biomarker for molecular imaging of local
inflammatory activity (140). SI00A12 can also trigger synovial inflammation in collagen-
induced arthritis in mice (141).

In RA, activated phagocytes in the synovium predominantly express S100A8 and
S100A9 (142) with strong expression at the cartilage—pannus junction (130). However, in
psoriatic arthritis, SI00A8, -A9 and -Al12 are expressed in a perivascular pattern in the
subsynovial layer (129, 133). S100 levels are about 10-fold higher in SF than serum in
patients with active inflammatory arthritis (125, 133) and may reflect an intra-articular origin
from activated myeloid cells (143).

Because of the excellent correlation of S100 serum concentrations with synovitis
activity, these proteins are useful diagnostic markers for monitoring arthritis (144). In JIA, the
marker can be used to monitor the response to treatment, detect subclinical inflammation
(131, 145, 146) and support diagnosis of systemic JIA in fever of unknown origin (126).
S100A8/A9 has been established as a valuable diagnostic and prognostic biomarker in RA
(127, 128, 147) (Figure 3).

I1I-b) HMGBI1

The role of HMGBI in chronic inflammatory arthritis has been extensively studied.
HMGBI is released locally at the site of joint inflammation (148-150). Intra-articular
HMGBI injection induces arthritis (151) and therapeutic blockade of HMGBI1 prevents the
progression of murine arthritis models (148, 152-154). In murine collagen-induced arthritis,
HMGBI1 induces synovitis, which can be blocked by HMGB-1-specific monoclonal
antibodies (152). HMGBI is significantly increased in the extracellular space and in the
cytoplasm of macrophages, synoviocytes, fibroblasts, and ECs. HMGBI1, TNF-a, and IL-1f
are particularly abundant in regions with tissue destruction, where proliferating synovial
tissue invades cartilage and bone (155). Hypoxia might cause HMGBI release (143). HMGB1
enhances the activity of tissue plasminogen activator and MMPs and activates
osteoclastogenesis, thereby leading to cartilage and bone destruction (156, 157).

In human arthritis, extranuclear expression of HMGB-1 may be detected locally in SF
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and serum of patients with RA (148, 149, 158) and JIA, where it is correlated with early-onset
disease (159). HMGBI levels are higher in SF with RA than OA, and its expression is
prominent in ECs and macrophages (150). HMGB1 might induce an extension of the inflamed
synovium by accelerating angiogenesis in RA via enhancing hypoxia-inducible factor la
activation (160). The ability of HMGB-1 to amplify the effect of local cytokines in RA has
been suggested by its ability to stimulate SF-derived macrophages to release pro-
inflammatory cytokines such as TNF-a, IL-1B and IL-6 (150). IL-1B, bacterial DNA, viral
RNA, endotoxin, and other microbial molecules can form complexes with HMGBI that
synergistically enhance the innate immune response to both factors synergistically (161).
HMGBI1-LPS complexes might contribute to the development of RA because these
complexes promote transformation to an RA synovial fibroblast-like phenotype (162) (Figure

3).

I11-c) Heat-shock proteins (HSPs)

HSPs have been identified as immune targets in RA and JIA; interestingly, in contrast
to other alarmins, HSPs seem to be associated with resolution rather than induction of
inflammation. A specific receptor for the non—antigen-specific effects of secreted HSPs, such
as cytokine release (e.g., TNF-a, IL-1 and IL-12) or induced maturation of DCs, has not been
identified — potential candidates are CD91, TLRs, CD36, CD40 or CD14 (163).

The first indication that immune responses to HSPs have a regulatory role in
inflammatory diseases was shown for mycobacteria-induced adjuvant arthritis (164).
Thereafter, the protective effects of microbial HSPs were seen in many other experimental
disease models (75).

In humans, HSP60 induces a subtype of CD4+/CD25+/FOXP3+ regulatory T cells,
which is relevant for the resolution of inflammation. In JIA, the presence of these regulatory T
cells has been identified as a prognostically favorable outcome factor (165, 166). In RA,
HSP60-reactive T cells suppress TNF-a production of autologous peripheral blood
mononuclear cells (167), and disease severity of RA might depend in part on the ability of
human HSP60 to induce the production of anti-inflammatory IL-10 by such cells (168).
Moreover, HSP-specific regulatory T cells can suppress proinflammatory effector T cells by
secreting IL-4, IL-10 and transforming growth factor (165, 169). Finally, transfer of these
HSP-specific regulatory T cells could inhibit inflammation in animal models of arthritis (75,

169) (Figure 3).
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I11-d) IL-33

IL-33 is a member of the IL-1 family and primarily expressed as a nuclear protein,
which is released upon cell damage or stress to act as an alarmin. It promotes pro-
inflammatory effects by binding to an IL-1 receptor family member called ST2, which is
expressed in cells of the innate and adaptive immune system. IL-33 signaling is involved in
the pathogenesis of several experimental models of arthritis, contributes to increased erosion
of bone and cartilage, and induces neutrophil migration (170). However, AIA or ICA is not
impaired in IL-33—deficient mice, and IL-33 may play a modifying rather than a pivotal role
in disease development of immune-mediated arthritis (171). IL-33 level is increased both in
serum and SF of RA patients as compared to healthy donors or OA patients and decreases

with successful treatment, although correlation with disease activity was not observed in all

studies (171)
I1I-e) Mitochondrial DAMPs (mtDAMPs)

mtDAMPs such as oxidized mitochondrial DNA (mtDNA) and N-formyl peptides can be
released by damaged mitochondria and trigger inflammation. In mice human and murine
mtDNAs induce a monocyte/macrophage mediated arthritis and release of TNFa from murine
splenocytes (172). Additionally, extracellular mtDNA was detected in SF of patients with RA,
but not in control subjects (172, 173). Moreover, an increased mtDNA mutation frequency
was observed in synovial tissue from patients with RA/PsA compared to controls. mtDNA
mutations correlated positively with synovial inflammation and the frequency of mtDNA
mutations was reduced after anti-TNFa therapy in line with disease activity. /n vitro TNFa
significantly induces mtDNA mutations suggesting that mtDNA mutation and oxidative
damage driven by TNFa are implicated in the pathogenesis of inflammatory arthritis (174).

In the last years the role of mtDAMPs especially in the pathogenesis of systemic
inflammatory response syndrome (SIRS) has been further investigated. Extracellular
mitochondrial formyl peptides and mtDNA activate human PMNs through formyl peptide
receptor-1 (FPR-1) and TLR 9, respectively, thus leading to PMN migration and
degranulation in vitro and in vivo (175). Furthermore, mtDAMPs are potent activators of
human PMNs leading to L-selectin shedding, ROS production, degranulation and IL-8 release
(176). Recently a new role for mtDNA in a murine model of lupus-like disease has been
described. Neutrophil extracellular traps (NET) bound mtDNA is proinflammatory by

inducing /FNBI and other pro-inflammatory cytokines in a stimulator of interferon genes
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(STING) and TLR dependent manner (177).
I11-f) Other alarmins

There is a growing list of DAMPS that are released by activated or necrotic cells and
extracellular matrix (ECM) molecules that are upregulated on injury or degraded after tissue
damage. Among them are molecules that induce inflammatory arthritis in vivo in mice such as
fibronectin extradomain A (FN-EDA), which induces TLR-4—dependent activation of mast
cells (158), and tenascin C, an extracellular matrix glycoprotein, which induces TLR-4—
dependent cytokine release (178). Tenascin C—deficient mice were also protected against joint
erosion and tissue destruction in an antigen-induced arthritis model (178). Blocking
neutrophil elastase by ONO-5046 reduced the incidence and the severity of collagen-induced
arthritis in both rats and mice (179). Antibody studies of SF or cartilage extracts of patients
with chronic inflammatory arthritis suggest a role for molecules such as low-molecular-
weight hyaluronic acid (180), which plays a critical role in activating APCs and promoting T-
cell activation (181) or biglycans (182). Finally, ATP induces chemotaxis, cytokine release
and ROS generation via P2X and P2Y receptors (183).

V - Conclusions

Alarmins play a key role in the pathological process during arthritis. Their excessive and
chronic release result in aberrant joint inflammation and cartilage destruction. However, some
of these molecules can engage tissue repair and resolve inflammation after joint damage. A
wide variety of alarmins originating from distinct joint cells are released extracellularly to
create networks able to form feedback loops and amplify joint damage and inflammation.
Among the different forms of arthritis, common alarmins include but are not limited to
HMGBI, HSPs and S100 proteins, with similar and different effects (Table 2). When
released to the extracellular milieu, these mediators can crosslink different receptors on the
same cell and simultaneously activate many signal transduction pathways within joint cells,
thereby leading to destructive inflammation. Thus, the development of preventive and
therapeutic strategies for arthritis seems to strongly depend on the early detection and
inhibition of these danger signals. Undoubtedly, the level of alarmins in serum and SF may be
a useful diagnostic and prognostic biomarker of arthritis. Similar to inflammatory biomarkers
such as CRP, erythrocyte sedimentation rate (ESR), serum levels of S100 proteins correlate

with several inflammatory disease activity such as in sepsis, Kawasaki disease, psoriasis and
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cystic fibrosis (14). Their concentrations correlate also with synovitis activity and are useful
diagnostic markers for monitoring arthritis (144). In various inflammatory arthritides, serum
levels of S100A8/S100A9 were found to correlate better with disease activity and joint
destruction than classical markers of inflammation (133,184). Additionally, serum S100A12
concentrations in the children with systemic onset (So) JIA were able to differentiate SoJIA
from infections with high sensitivity and specificity, contrary to CRP or ESR (185).Apart that,
alarmins provide more specific indications compared to traditional markers, due to their local
expression and direct release in response to tissue injuries (14). Accordingly, it could be more
beneficial to measure alarmins than general markers in arthritis. Alarmins could also be a
promising biomarker to predict response to biological therapy in arthritis. In fact,
S100A8/S100A9 examination could be an additional value in the assessment of
RA patients under biologic treatment (127,147). Decreasing serum level of SI00A12 could
reflect attenuated synovial neutrophil activation during successful anti-inflammatory therapy
(intra-articular corticosteroid) in RA (143). It is the case of serum and SF IL-33 levels which
are found increased in RA patients but decreased with treatment (171). Because of its
association with disease severity, HMGB-1 is also suggested be a biomarker in arthritis that
may predict response to treatment (186). Thus, alarmins could serve as a novel target for
future therapeutic interventions in arthritis. Inhibiting their pathways could be a
therapeutically beneficial approach to patients. Indeed, blocking the actions of alarmins in
injured joints may prevent joint destruction. Indeed, blockade of the proinflammatory effects
of SI00A8 and S100A9 was effective in murine models (187) and there is evidence that
S100A12-dependent cell activation and recruitment can be inhibited by either anti-SI00A12
antibodies or soluble RAGE constructs (188). Besides agents blocking alarmins, immune
intervention by epitope-specific therapy might be a promising approach leading to an immune
tolerance to alarmins. In fact, preliminary clinical trials with epitope-specific immunotherapy
have shown promising results (189, 190). However, further confirmation of this beneficial

effect needs to be demonstrated in larger cohorts with long-term follow-up.
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Key Points

- Alarmins are endogenous molecules rapidly released to the extracellular milieu during
infection and tissue damage and activate pattern recognition receptors (PRRs),
including TLR and RAGE.

- In arthritis, including degenerative joint disease (osteoarthritis) and chronic
inflammatory arthritis (rheumatoid arthritis, psoriatic arthritis, spondylarthropathy),
extracellular levels of alarmins are related to disease activity and joint destruction.

- In osteoarthritis, S100 proteins and HMGBI1 are the two major alarmins leading to a
positive feedback loop of synovial cell reactivation, inflammation and cartilage
degradation.

- S100 proteins, HMGB1, HSP and IL-33 are major alarmins involved in chronic
inflammatory arthritis, where they are an important link between the innate and
adaptative immune system.

- The level of alarmins in serum and SF may be a useful diagnostic and prognostic
biomarker of arthritis, and inhibiting their pathways could be a therapeutically

beneficial approach to patients.

Review Criteria

We searched MEDLINE via PubMed with the following MeSH terms “alarmin”,

2 (13

“DAMP”, osteoarthritis”, “rheumatoid arthritis”, “psoriatic arthritis”, “spondylarthropathy”,
“inflammation”, “HMGB1”, “S100”, “HSP”, “IL-33”, “annexins”, “ATP”, “galectins”, “IL-

2

la”, “tenascin-c¢”, “thymosins”, “uric acid”, fibronectin”, “laminin”, “biglycan”, “Low
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molecular hyaluronan” with no restriction on year of publication (published up to February

2016)
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Figure legends

Figure 1. A schematic integrative overview of alarmins. Alarmins can be released from
activated immune cells during infection or from cells undergoing necrosis in response to
stress and injury. Released alarmins recruit antigen-presenting cells such as dendritic cells
(DCs) by binding to specific receptors. DCs process alarmins and home to secondary
lymphoid organs, where they present antigens to naive T cells, which leads to their
polarization and differentiation to T helper 1 cells (Thl) or Th2 that amplify inflammation
and tissue destruction. T cells can also differentiate to regulatory T cells that are capable of
inhibiting inflammation and participating in tissue repair. Released alarmins can also bind to
specific receptors on the surface of other target cells such as macrophages and endothelial
cells to stimulate the production of pro-inflammatory mediators or activate the endothelium,
thereby leading to inflammatory process. Abbreviations: Ag, antigen; DC, dendritic cell;

MHC, major histocompatibility complex; Th, T helper; Treg cells, regulatory T cells.

Figure 2. Role of S100 proteins and HMGBI1 in OA. Cartilage breakdown during OA
induces the release of matrix products that stimulate synovial cells and amplify synovitis ® .
Activated cells produce pro-inflammatory and catabolic factors, S100 proteins and HMGB1
®leading to a positive feedback loop of synovial cell reactivation, inflammation and cartilage
degradation ©. Secreted S100 proteins by synovial cells and chondrocytes aggravate cartilage
breakdown by inducing the production of ADAMTS, MMP, inflammatory mediators, ROS
and VEGF that stimulates angiogenesis® . It promotes also hypertrophic differentiation of
chondrocytes ® and osteophytes formation ®. All these effects are mediated by RAGE,
TLR4 and MAPK and/or NF-kB pathways activation. When secreted outside the cell,
HMGBI induces the production of MMP, inflammatory mediators, and NO by chondrocytes
via interaction with RAGE and activation of MAPK and/or NF-kB pathways® . It promotes
also hypertrophic differentiation of chondrocytes via TLR2/4® . In turn, hypertrophic
chondrocytes release HMGB1 ®© to promote endochondral ossification and osteophytes

formation by acting as chemoattractant for bone cells@. It can be released also by necrotic or

213



dying osteocytes ®to act as chemoattractant for osteoblasts and osteoclasts via RAGE and
TLR2/4 ® and to promote bone remodeling ® .

Isotypes of S100 proteins which are found released in joint space are: S100A8/A9 and
S100A12. Other isotypes are found expressed within tissue. Abbreviations: ADAMTS, a
disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs; HMGB1, High mobility group
box 1; MAPK, Mitogen-activated protein kinases ; MMP, matrixmetalloproteinase; NF-kB,
Nuclear factor-kappa B ; NO, Nitric oxide; OA, Osteoarthritis; TLR, Toll-like receptors;
RAGE, Receptor for advanced glycation endproducts ; ROS, Reactive oxygen species ;VEGF,

vascular endothelial growth factor.

Figure 3. Role of S100 proteins, HMGB1 and HSPs in chronic inflammatory arthritis.
Synovial inflammation and joint tissue damage are the two pathological key processes during
chronic inflammatory arthritis. Hallmarks of chronic synovitis are hyperplasia of the synovial
lining layer cells @, infiltration of leucocytes ® and angiogenesis ©. Pannus, the osteoclast-
rich portion of the synovial membrane, destroys bone, whereas enzymes secreted by
neutrophils, synoviocytes and chondrocytes degrade cartilage ® . S100 proteins and HMGBI1
secreted from activated phagocytes and released from necrotic cells ® activate other
phagocytes through TLR and RAGE signalling to produce pro-inflammatory and catabolic
factors ®, enhance osteoclastic activity ® and lead to accumulation of other phagocytes
through chemotaxis ® . HMGBI1 amplifies the effect other cytokines (e.g. HMGBI1:IL-1
complexes) @ and induces DC maturation @. S100 proteins activate endothelials cells and
induce extravasation of leukocytes by ICAM and VCAM upregulation on endothelial cells
and Mac-1 on leukocytes ®. In contrast self-HSP specific Tregs inhibit effector T cells and
dampen phagocyte activation ©.

Abbreviations: DC, dendritic cell; HMGBI1, High mobility group box 1; HSP, heat-shock
proteins; ICAM, Intercellular Adhesion Molecule; IL, interleukin; Mac-1, Macrophage-1
antigen, MMP, matrix metalloproteinase; TLR, Toll-like receptors; TNF, tumor necrosis
factor; Tregs, regulatory T cells, RAGE, Receptor for advanced glycation endproducts ; ROS,

Reactive oxygen species; VCAM, Vascular cell adhesion molecule
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Figure 2: Role of 5100 proteins and HMGB1 in OA pathology
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Figure 3: Role of $100 proteins, HMGB1 and HSP in chronicinflammatory arthritis
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Table 1: list of other alarmins involvedin OA

Alarmins Localization of Roles inOA Receptorsin References
secreted form jointcells

Annexins Extracellular matrix  *Overexpressed in OA cartilage TLR4? 58,83, 84,
(i, v, vi) of cartilage sreleased by hypertrophic chondrocytes 85
=Annexin V induces chondrocytes apoptosis

ATP Synovial fluid sreleased by chondrocytes in response to mechanical load P2X and P2Y2 86,87,88,
Stimulates PGE 2 release from articular chondrocytes via MAPKs activation purino- 89
sInduces, at high levels, cartilage mineralization receplors
*SF levels in OA patients is associated with knee pain

Galectin 3 Extracellularly in sincreased level of expression in human OA articular cartilage compared to normal cartilage Integrin B1 90,91,92
the joint *Markedly present in OA synovial tissue during iInflammatory phases
{synovial fluid)? *Induces joint swelling and OA-like lesions in the knee joints of mice

I-la Synovial fluid ssecreted mostly by macrophages and with lesser amounts by chondrocytes and synovial IL-1R 93,94,95,
fibroblasts 96,97
*Produced in early stages of OA and acts in autocrine and paracrine manner
sincreases cartilage and meniscus catabolism by up-regulation of pro-inflammatory mediators
and degradative enzymes

Thymosins Serum * Increased expression after cartilage mechanical loading ? 30,98
(thymosin *Enhances MMP expression and activity in chondrocytes
p4) Synovial fluid *Postive correlation between serum and SF levels and radiographic severity in OA knee patients
Uric acid Serum *SF level is correlated with IL-18 and IL-14 production and OA severity TLR2 ? 31
Synovial fluid TLR4?
Fibronectin Synovial fluid sIncreased expression in OA cartilage and SF TLR2 99,100,101,
fragments *Activates procatabolic responses in chondrocytes Integrin aSE1 102,102
a4
Low Synovial fluid? sStimulates cartilage matric catabolism TLR2 70,104
molecular *Regulates chondrocyte hypertrophic differenciation TLR4
hyaluronan D44
Biglycan Synovial fluid *Increases catabolic markers in cartilage TLR4 105

* Decreases anabolic markers expression in cartilage
*Induces NO, interleukines , GAGs and collagen release by chondrocytes

Laminins Chondrocyte peri- sincreased in OA cartilage matrix Syndecan-4 106,107
cellular matrix *Laminin 4 aggravates cartilage degeneration
sLaminin-c1/-a5 play a regenerative activity

Tenascin-C Synovial fluid *Up-regulated expression in OA cartilage TLR4 108,109,
spromotes inflammatory mediators release and proteaoglycan loss by cartilage 110,111,
*Correlation between SF Tenascin-C levels and cartilage degradation and OA severity 112,

*promotes cartilage repair in vivo

Aggrecan- Synovial fluid *Exacerbates inflammation and catabolic activities in joint cells via NF-kB activation TLR2 113,114
derived
fragment
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Table 2: Major roles of key alarmins in OA versus inflammatory arthritis

Synovial inflammation Synovial inflammation
Cartilage degradation Cartilage and bone destruction
Osteophytes formation Angiogenesis

HMGB1 Endochondral ossification Activation of innate immune response
Bone cells recruitement Pro-inflammatory cytokines production
Hypertrophic differentiation

Production of cytokines and chemokines

Resolution of inflammation

Cartilage and bone erosion
IL-33 - Neutrophil migration

tement of inflamma
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Conclusions et perspectives

L’ensemble de ce travail a permis de mettre en évidence 1’expression de CD13/APN dans les
chondrocytes articulaires et son implication dans la réception et la transmission du signal de
14-3-3¢. Une interaction directe entre les deux protéines a été ensuite mise en évidence par
différentes approches. Cette interaction implique un résidu tyrosine phosphorylé Y582

appartenant & la séquence E°"FNYVW™** de CD13/APN.

Ce travail de thése a permis ainsi d’établir le role de 14-3-3¢ et de CD13/APN dans la
communication os/cartilage, désormais définie comme centrale au cours de 1’arthrose (Figure

47).
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Figure 47 : Roéle de 14-3-3¢ et de CD13/APN dans la communication os/cartilage au
cours de ’arthrose.
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Conclusions et perspectives

De nombreuses perspectives découlent de ce travail de thése. Il parait essentiel de valider dans

un premier temps in vivo le réle de 14-3-3¢ et de CD13/APN dans I’arthrose.

-Evaluation du réle de 14-3-3¢ dans ’arthrose :

Afin de mieux visualiser les modifications du cartilage induites par I’injection intra-articulaire
de 14-3-3, une mise au point sera nécessaire. Il nous semble important dans un premier temps
d’analyser des coupes histologiques a différents niveaux de 1’articulation de genoux injectés.
Il serait indispensable également d’injecter 14-3-3¢ a doses croissantes afin d’évaluer son
effet dose-dépendant et de préciser la dose capable d’induire des 1ésions proches de celles
observées dans 1’arthrose. Des injections répétitives de 14-3-3¢ durant une semaine ou 2-3

semaines seront réalisées.

L’effet de I’injection du PBS seul sera également testé en paralléle afin de vérifier que les
Iésions observées apres ’injection de 14-3-3¢ ne sont pas dues tout simplement a 1’acte de

I’injection ou I’administration d’une substance exogene.

Nous avons montré in vitro que 14-3-3¢ induit son effet catabolique chondrocytaire via les
MMP et des ADAMTS. Pour confirmer ceci, les coupes histologiques des articulations
injectées seront traitées avec un anticorps anti-VDIPEN ou anti-NITEGE permettant de tester
st MMP et ADAMTS seraient responsables des Iésions du cartilage induites par 14-3-3e. En
effet, la présence des néo-épitopes VDIPEN et NITEGE dans le cartilage arthrosique a été
largement interprétée comme une preuve de l'implication des enzymes MMP et ADAMTS

respectivement dans la perte des protéoglycanes (Westling et al. 2002).

Afin de valider ensuite le role de 14-3-3¢ dans la physiopathologie de I’arthrose, il serait
important d’utiliser un modele expérimental d’arthrose chez la souris obtenu par
déstabilisation du ménisque médian (DMM) suivant la méthode décrite par Glasson (Glasson
et al. 2007). Dans ce modé¢le, la sécrétion de 14-3-3¢ dans les milieux conditionnés des
genoux sera évaluée par ELISA. La corrélation entre le taux de sécrétion de 14-3-3¢ et le
degré de la dégradation du cartilage en se basant sur le score histologique OARSI sera étudi¢e
ensuite 0,4 et 8 semaines apres I’induction de 1’arthrose. La recherche de la corrélation entre
le taux de la sécrétion de 14-3-3¢ et le taux de la libération des marqueurs de la dégradation
cartilagineuse (dosage sérique des COMP (Cartilage Oligoméric Matrix Protein) et fragments
de collagene de type II par ELISA) parait essentielle.
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Conclusions et perspectives

En paralléle, des injections intra-articulaires de 14-3-3e chez des souris DMM pourront

déterminer son éventuel role dans 1’aggravation de 1’arthrose.

- Evaluation du réle de CD13/APN dans P’arthrose :

En se fondant sur nos résultats, une invalidation de récepteur CD13/APN pourrait diminuer la
sévérité de I’arthrose dans le modele DMM. Afin de tester cette hypotheése in vivo, le modéle
DMM a été établit chez des souris CD13-/-. L’évaluation de la sévérité de 1’arthrose chez ces

souris CD13-/- en comparaison aux souris WT est actuellement en cours.

Pour valider son implication dans I’arthrose, I’expression de CD13 dans [’articulation du
modele DMM (contrdle, souris a 4 et 8 semaines) pourra étre évaluée par PCR, western blot
(sur broyats des pattes) et par immunohistochimie (sur des coupes histologiques). Une
¢ventuelle corrélation pourra étre établie ensuite entre son taux d’expression et la sévérité des

Iésions arthrosiques (dégradation du cartilage).

-Evaluation de l’importance de l’interaction entre 14-3-3¢ et CD13/APN dans

I’établissement des 1ésions arthrosiques chez la souris :

Pour valider nos résultats in vifro montrant I’importance de 1’interaction entre 14-3-3¢ et
CDI3/APN dans I’établissement des lésions arthrosiques, il parait important de vérifier si
I’arthrose serait moins sévere chez les souris CD13-/- aprés injection intra-articulaire de la

protéine 14-3-3¢ recombinante par rapport a des souris controles injectées aussi par 14-3-3¢.

La comparaison entre les Iésions induites chez les deux types de souris (WT et CD13-/-)
pourra étre réalisée en analysant les modifications structurelles sur des coupes histologiques
des articulations de genoux injectés. La différence des niveaux des lésions devrait étre

confirmée en évaluant les changements histologiques par le score OARSI.

-Caractérisation de 14-3-3¢ comme une alarmine :

Une fois secrétées dans le milieu extracellulaire, les alarmines agissent sur leurs cellules
cibles en se fixant sur TLR (Toll-like receptors) ou RAGE (Récepteur des produits avancés de
glycation) (Oppenheim et Yang 2005, Harris et Raucci 2006). Ainsi pour classer 14-3-3¢
comme une alarmine, il serait nécessaire d’étudier I’implication des TLRs et RAGE dans la

réception et la transmission de son signal dans les chondrocytes articulaires. Différentes
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stratégies comme les anticorps bloquants, les siRNA et les inhibiteurs pharmacologiques

seront utilisées.

Nos résultats préliminaires montrent qu’un prétraitement des chondrocytes articulaires murins
avec des anticorps bloquant anti-TLR2 ou anti-TLR4, semble étre capable d’inhiber
I’expression de MMP-3 et MMP-13 en ARNm en réponse a 14-3-3¢ (Figure 48).
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Figure 48 : Effet des anticorps bloquants anti-TLR2 et anti TLR4 sur ’expression de
MMP-3 et MMP-13 dans les chondrocytes articulaires murins en réponse a la protéine
14-3-3¢.

Expression en ARNm de MMP-3 et MMP-13 dans les chondrocytes articulaires murins
prétraités 15 min par des anticorps bloquants anti-TLR2 (n=3) ou anti-TLR4 (n=5) a 1pg/ml,
puis stimulés 24h par 14-3-3¢ recombinante (1pg/ml) et analysés en qPCR. Les résultats
représentent la moyenne £ 1’écart type des inductions rapportées au contrdle (fixé a 1).
*p<0.05, *** p<0.001.

Une inhibition simultanée de TLR2 et TLR4 par un inhibiteur pharmacologique, OxPAPC (1-

palmytoyl-2arachidonyl-sn-glycero-3-phosphorylcholine ~ oxyd¢é)  abolit  I’expression

chondrocytaire de MMP-3 et -13 en réponse a 14-3-3¢ (Figure 49).
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Figure 49 : Effet d’un inhibiteur pharmacologique (OxPAPC) sur I’expression de MMP-
3 et MMP-13 dans les chondrocytes articulaires murins en réponse a la protéine 14-3-3¢.
Expression en ARNm de MMP-3 et MMP-13 dans les chondrocytes articulaires murins
prétraités 15 min par un inhibiteur pharmacologique de TLR2 et de TLR4 (30 pg/ml), puis
stimulés 24h par 14-3-3¢ recombinante (lpug/ml) et analysés en qPCR. Les résultats
représentent la moyenne =+ 1’écart type des inductions rapportées au contrdle (fixé a 1) (n=3).
**% p<0.001.

Ces résultats suggerent que TLR2 et TLR4 pourraient étre impliqués dans la réponse
chondrocytaire a 14-3-3¢. Cependant, une confirmation en utilisant d’autres stratégies serait

nécessaire.

L’interaction directe entre ces récepteurs avec 14-3-3 pourra étre également explorée en

utilisant le systeme Biacore et des études in silico.

-Evaluation de la protéine 14-3-3¢ en tant que nouveau biomarqueur dans 1'arthrose

chez ’homme :

Les 14-3-3 extracellulaires sont utilisées aujourd’hui comme des biomarqueurs dans la
maladie de Creutzfeld-Jacob (Leitao et al. 2016) et dans la PR (Maksymowych et Marotta
2014, Carrier et al. 2016). Pour définir 14-3-3¢ comme un biomarqueur dans 1’arthrose, il
semble important d’analyser son expression dans les milieux conditionnés des 3 tissus
ostéoarticulaires (cartilage, os et membrane synoviale), les liquides synoviaux et les sérums
des patients arthrosiques. La recherche ensuite de la corrélation entre son taux de sécrétion et
la sévérité de I’arthrose chez les patients (score de la douleur, destructions radiologiques et

taux de libération de COMP, MMP-3 et MMP-13) pourrait étre réalisée.

227



Conclusions et perspectives

Ce travail ainsi que les perspectives envisagées pourraient permettre de définir la
protéine 14-3-3¢ comme un nouveau biomarqueur et son interaction avec ses récepteurs
comme une nouvelle cible thérapeutique dans ’arthrose. Ceci pourrait aider ensuite a

développer un diagnostic précoce et un traitement plus efficace pour ’arthrose.
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