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Résumé 

 

L’arthrose est la pathologie articulaire la plus fréquente et se caractérise par une dégradation 

du cartilage, une inflammation de la membrane synoviale et un remodelage de l’os sous-

chondral. La dégradation du cartilage provoque l’accumulation de débris dans la capsule 

articulaire. La présence anormale de ces débris déclenche une inflammation et induit la 

libération de signaux d’alarmes, les alarmines (damage associated molecular pattern : 

DAMPS). Ces molécules endogènes ont de nombreux rôles physiologiques intracellulaires, 

cependant en cas de lésions tissulaires ou de stress, elles sont libérées dans le milieu 

extracellulaire et se lient aux récepteurs exprimés à la surface des cellules engagées dans la 

défense de l’hôte, notamment les Toll Like récepteurs (TLR2, TLR4) impliqués dans 

l’activation de l’immunité innée. 

Le laboratoire a mis en évidence un médiateur soluble, la protéine 14-3-3ε. Cette molécule est 

libérée par les ostéoblastes en réponse à un stress mécanique excessif et induit des effets 

cataboliques (production de MMP-3 et MMP-13) sur les chondrocytes articulaires. La 

protéine 14-3-3ε partage de nombreuses caractéristiques avec les alarmines.  

L’objectif de ce travail est d’étudier les effets de la protéine 14-3-3ε sur les différents types 

cellulaires de l’articulation ; les chondrocytes, macrophages et synoviocytes fibroblast 

like (FLS) et déterminer si les récepteurs de l’immunité innée, TLR2 et TLR4 sont impliqués 

dans ces effets. L’ensemble des résultats a pour but de déterminer si la protéine 14-3-3ε peut 

être considérée comme une nouvelle alarmine dans l’arthrose.  

La protéine 14-3-3ε recombinante induit des effets pro-inflammatoires sur les explants de 

membranes synoviales humaines ainsi que sur les deux types cellulaires qui la composent, les 

FLS et les macrophages. De plus, 14-3-3ε induit une polarisation des macrophages humains et 

murins vers un phénotype pro-inflammatoire M1 en provoquant l’augmentation significative 

de leurs productions de facteurs inflammatoires. Les récepteurs TLR2 et TLR4 sont impliqués 

dans les effets de la protéine 14-3-3ε car l’inhibition de ces récepteurs sur des cultures de 

chondrocytes murins sauvages ou l’absence de ces récepteurs dans des cultures de 

chondrocytes ou macrophages murins déficients pour TLR2 ou TLR4 provoque une 

diminution significative des effets de 14-3-3ε. L’étude des interactions entre 14-3-3ε et les 

récepteurs TLR2 et TLR4 par la technique de résonnance plasmonique de surface a mis en 

évidence une interaction entre les récepteurs TLR2/TLR4 et 14-3-3ε. L’affinité est plus forte 

entre TLR2 et 14-3-3ε. Les résidus thréonine T142 et sérine S143 phosphorylés, identifiés par 

modélisation informatique chez TLR2, ne semblent pas responsables de la liaison TLR2 et 

14-3-3ε. L’ensemble de ces résultats montrent que la protéine 14-3-3ε possède de nombreux 

effets inflammatoires et pro-cataboliques impliquant les TLRs et la désigne comme une 

nouvelle alarmine impliquée dans l’arthrose. 

L’identification de nouvelles alarmines dans cette pathologie et la compréhension de leurs 

mécanismes physiopathologiques sont essentielles afin d’établir de nouvelles stratégies 

thérapeutiques pour l’arthrose. 

 

Mots-clés : 14-3-3ε, Alarmine, Immunité innée, TLRs, Arthrose 
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Abstract 

 

Osteoarthritis is the most common joint disease characterized by cartilage degradation, 

synovitis and subchondral bone remodeling. Cartilage degradation causes an accumulation of 

matrix products in the joint. The abnormal presence of these matrix components triggers 

inflammation and induces the release of alarm signals called damage associated molecular 

pattern (DAMPS). These endogenous molecules have many intracellular physiological roles, 

however in the event of tissue damage or stress, they are released into the extracellular 

environment and bind to receptors expressed on the surface of cells involved in host defense, 
especially the Toll Like receptors (TLR2, TLR4) involved in the activation of innate 

immunity. 

The laboratory has identified a soluble mediator, the protein 14-3-3ε. This molecule is 

released by osteoblasts in response to excessive mechanical stress and induces catabolic 

effects (production of MMP-3 and MMP-13) on articular chondrocytes. Protein 14-3-3ε 

shares many features with alarmins.  

The aim of this work is to study the effects of protein 14-3-3ε on the different cell types of the 

joint; chondrocytes, macrophages and fibroblast-like synoviocytes (FLS) and determine 

whether innate immunity receptors, TLR2 and TLR4 are involved in these effects. The overall 

aim of the results is to determine whether protein 14-3-3ε can be considered as a new alarmin 

in osteoarthritis.  

The recombinant protein 14-3-3ε induces pro-inflammatory effects on human synovial 

membranes as well as on the two types presents inside the synovium, FLS and macrophages. 

In addition, 14-3-3ε induces a polarization of human and murine macrophages towards a pro-

inflammatory M1 phenotype by causing a significant increase in their inflammatory factor 

production. TLR2 and TLR4 receptors are implicated in the effects of 14-3-3ε because 

inhibition of these receptors in wild murine chondrocyte cultures or the absence of these 

receptors in cultures of murine chondrocytes or macrophages deficient for TLR2 or TLR4 

causes a significant decrease in the effects of 14-3-3ε. The study of the interactions between 

14-3-3ε and the TLR2 and TLR4 receptors using the surface plasmon resonance technique has 

shown an interaction between the TLR2/TLR4 and 14-3-3ε receptors. The affinity is stronger 

between TLR2 and 14-3-3ε. The phosphorylated threonine T142 and serine S143 residues, 

identified by computer modelling on TLR2, do not appear to be responsible for the binding 

between TLR2 and 14-3-3ε. All these results show that the 14-3-3ε protein has numerous 

inflammatory and pro-catabolic effects involving TLRs and designate it as a new alarmin 

involved in osteoarthritis. 

The identification of new alarmins in this pathology and the understanding of their 

physiopathological mechanisms are essential in order to establish new therapeutic strategies in 

osteoarthritis. 

 

Keywords: 14-3-3ε, Alarmin, Innate Immunity, TLRs, Osteoarthritis 
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Avant-Propos 

 

L’arthrose est la pathologie articulaire dégénérative la plus fréquente. Elle affecte 10 millions 

de français dont 65% des personnes agées de plus de 65 ans. L’arthrose provoque des 

douleurs et des raideurs entraînant un handicap chez les patients. Ses principaux facteurs de 

risques sont le vieillissement, l’obésité et le stress mécanique. Au vu du vieillissement de la 

population et de l’épidémie d’obésite qui sévit à l’échelle mondiale, l’arthrose constitue un 

problème de santé publique majeur. À l’heure actuelle, il n’existe aucun traitement curatif 

permettant de stopper la progression de l’arthrose ou de régénérer les tissus articulaires. 

Longtemps considérée comme une maladie liée à l’usure du cartilage au cours du 

vieillissement, elle est à présent étudiée comme une pathologie impliquant l’ensemble des 

tissus articulaires notamment la dégradation du cartilage articulaire, le remodelage de l’os 

sous-chondral, l’inflammation de la membrane synoviale et la formation d’ostéophytes. Ses 

altérations sont principalement liées des facteurs mécaniques liés au stress mécanique excessif 

et à des facteurs biochimiques inflammatoires. 

Au cours de l’arthrose, la dégradation du cartilage provoque l’accumulation de débris dans 

l’articulation. En conséquence, les alarmines, signaux d’alarme endogènes, sont libérés par les 

cellules nécrotiques ou immunitaires dans l’articulation et vont activer les récepteurs de 

l’immunité innée, les Toll like receptors, de l’hôte afin d’enclencher un processus 

d’inflammation. Le développement d’un cercle vicieux et l’échec de la résolution de 

l’inflammation vont provoquer la mise en place d’une inflammation de bas grade et provoquer 

la progression de l’arthrose.  

Dans ce contexte nous nous intéressons à un nouveau médiateur soluble, la protéine 14-3-3ε. 

Cette molécule possédant de nombreux rôles intracellulaires est libérée par les ostéoblastes en 

réponse à un stress mécanique excessif et induit des effets cataboliques sur les chondrocytes 

articulaires. La protéine 14-3-3ε partage de nombreuses caractéristiques avec les alarmines.  

Nous posons donc l’hypothèse que la protéine 14-3-3ε est une nouvelle alarmine dans 

l’arthrose induisant des effets inflammatoires chez les différents types cellulaires de 

l’articulation (chondrocytes, macrophages, synoviocytes) et que ses effets sont dépendants des 

récepteurs de l’immunité TLR2 et TLR4. 

L’identification de nouvelles alarmines dans cette pathologie et la compréhension de leurs 

mécanismes physiopathologiques sont essentielles afin d’établir de nouvelles stratégies 

thérapeutiques. 
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Introduction 

1. L’articulation 

1.1 Définition d’une articulation 

Les articulations sont définies comme des zones de jonction entre deux extrémités osseuses. 

En fonction de leur mobilité ou de leur composition tissulaire, les articulations peuvent être 

classées en différentes catégories. Les diarthroses, appelées aussi articulations synoviales sont 

caractérisées par leur grande mobilité. Ce type d’articulation doit remplir deux fonctions : 

assurer le maintien de la posture et permettre le mouvement.  

1.2 Structure et fonction de l’articulation synoviale du genou 

Anatomiquement, l’articulation du genou est la plus importante articulation synoviale portante 

du corps humain (Blalock et al. 2015). Du fait de sa position, elle est cruciale pour le maintien 

de la posture mais aussi pour les mouvements de marche et de course. Cette articulation 

permet une flexion et une extension ainsi qu’une légère rotation.   

Le genou est subdivisé en deux articulations : une articulation Fémoro-patellaire, entre la zone 

postérieure de la rotule et la face antérieure du Fémur et Fémoro-tibiale, entre l’épiphyse du 

fémur et celle du tibia (Flandry 2011; Hirschmann and Müller 2015) (Figure 1). 

 

Figure 1 : Anatomie de l'articulation du genou en vue de face et latérale  

(Adapté de https://comportho.com/anatomy/anatomy-of-the-knee) 
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Les épiphyses du tibia et du fémur sont enfermées dans une capsule articulaire (Orr et al. 

2017). Leurs extrémités sont recouvertes d’un tissu conjonctif élastique, le cartilage articulaire 

qui réduit les frottements entre les deux extrémités osseuses (Sophia Fox et al. 2009). Les 

mouvements sont facilités par la présence d'une substance visqueuse et lubrifiante, la synovie 

ou liquide synovial, produite par la membrane synoviale qui tapisse la face interne de la 

capsule articulaire (Orr et al. 2017). Cette synovie permet également la nutrition du cartilage. 

Le maintien de l’ensemble de la structure est assuré par les ligaments et tendons qui entourent 

l’articulation ainsi que par les ménisques se trouvant entre les épiphyses (Blalock et al. 2015) 

(Figure 2). 

 

Figure 2 : Structure de l'articulation synoviale du genou (vue sagittale) 

Les différents tissus de l’articulation participent chacun au bon fonctionnement de 

l’articulation. Leur coordination est assurée par une communication grâce à des facteurs 

biochimiques, leur permettant d’adapter leur homéostasie en fonction des besoins. Les 

principaux tissus de l’articulation synoviale sont le cartilage articulaire, l’os sous-chondral et 

la membrane synoviale. 
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1.3 Les différents tissus de l’articulation  

1.3.1 Le cartilage articulaire 

Le cartilage articulaire est un tissu conjonctif, hautement spécialisé (Alford and Cole 2005). 

Ce tissu visco-élastique de couleur blanc nacré,  recouvre les surfaces osseuses de 

l’articulation et fournit une surface lisse et lubrifiée permettant le glissement des extrémités 

osseuses l’une par rapport à l’autre en réduisant au maximum les frictions (Sophia Fox et al. 

2009). Le cartilage a la particularité d’être non vascularisé et non innervé (Alford and Cole 

2005; Sophia Fox et al. 2009). Sa nutrition est assurée par le liquide synovial qui pénètre dans 

le cartilage comme dans une éponge grâce aux mouvements de compression de l’articulation 

(Sophia Fox et al. 2009; Blalock et al. 2015). 

Il se compose en grande partie d’eau (80% du poids du cartilage) (Blalock et al. 2015), de 

cellules spécialisées, les chondrocytes enchâssés dans une matrice extracellulaire (MEC) 

composée de collagènes, protéoglycanes, glycoprotéines et autres protéines non collagéniques 

(Figure 3). 

 

Figure 3 : Coupe histologique de cartilage articulaire montrant des chondrocytes entourés 

de matrice extracellulaire  

Adapté de Getgood et al. 2009. (Getgood et al. 2009) 
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1.3.1.1 Organisation du cartilage articulaire 

Le cartilage articulaire dont l’épaisseur varie entre 2 et 4 mm, est organisé en 4 couches dont 

la composition matricielle et chondrocytaire évolue en fonction de la profondeur (Sophia Fox 

et al. 2009) (Figure 4). 

Couche superficielle : Cette couche est la plus proche de la cavité articulaire et sert de 

protection aux couches sous-jacentes. Elle représente 10 à 20% de l’épaisseur du cartilage 

articulaire et est composée de chondrocytes articulaires en forme de disques enserrés par des 

fibres de collagène (principalement de type II) orientées parallèlement à la surface (Blalock et 

al. 2015; Zhang et al. 2015). 

Couche moyenne : La couche moyenne représente 40 à 60% du cartilage articulaire. 

Fonctionnellement, elle constitue la 1
ère

 ligne de résistance aux forces de compression. Les 

fibres de collagène qui la composent sont orientées de manière oblique. Les chondrocytes sont 

de formes rondes et répartis aléatoirement et en faible densité  (Sophia Fox et al. 2009). 

Couche profonde : Dans la couche profonde, constituant 30% de l’épaisseur du cartilage 

articulaire, les fibres de collagène sont orientées perpendiculairement à la surface articulaire. 

Les chondrocytes sont organisés en colonnes parallèles aux fibres de collagène. Cette couche 

possède la plus forte concentration de protéoglycanes et la plus faible concentration d’eau par 

rapport aux autres. Cette organisation lui confère une plus grande résistance aux forces de 

compressions (Sophia Fox et al. 2009). 

Cartilage calcifié : Le cartilage calcifié est une couche minéralisée qui jouxte l’os sous-

chondral (Blalock et al. 2015) et qui est séparé des couches de cartilage articulaire supérieures 

par la tidemark. La tidemark est une bande de cartilage minéralisé composée de collagènes et 

d’acide hyaluronique et caractérisée par l’absence de protéoglycanes « classiques » retrouvés 

dans les autres couches de cartilage (Lyons et al. 2005). Le cartilage calcifié est composé de 

chondrocytes hypertrophiques radicalement différents de ceux présents dans les couches 

supérieures. Ces chondrocytes synthétisent une MEC minéralisée et contenant une plus forte 

proportion de collagène de type X mais une faible proportion de collagène de type II. Cette 

couche limite le gradient de rigidité et par ce biais, les forces de cisaillements qui s’exercent 

sur le cartilage (Radin and Rose 1986). 
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Figure 4 : Schéma de l'organisation et de la composition du cartilage articulaire en 

couches 

A : Coupe histologique d’un cartilage articulaire sain montrant l’organisation des 

chondrocytes suivant la profondeur des couches (superficielle, moyenne, profonde et 

calcifiée).  La tidemark délimite le cartilage articulaire non calcifié du cartilage calcifié. 

Adapté de Hill, M.A. 2019 Embryology Articular cartilage B : Schéma représentatif de 

l’organisation des chondrocytes en fonction des couches du cartilage.  Adapté de Mansfield 

2019 et Getgood et al. 2009. (Getgood et al. 2009; Mansfield et al. 2019) 

1.3.1.2 Les chondrocytes 

Les chondrocytes représentent l’unique type cellulaire présent dans le cartilage. Ces cellules 

d’environ 20 à 40 µm sont enchâssées dans de petites loges appelées chondroplastes et 

représentent 2% du volume total du cartilage.  

Les chondrocytes dérivent des cellules souches mésenchymateuses au cours du 

développement embryonnaire. Certains facteurs sont indispensables pour la chondrogenèse 

notamment ceux de la famille de facteurs de transcription Sox et RunX (Bi et al. 1999; 

Shimizu et al. 2007). D’autres molécules de signalisation comme les facteurs de croissance 

des fibroblastes (FGF), la protéine Hedgehog (IHH), la protéine morphogénétique de l’os 

(BMP) et la voie Wnt régulent finement la chondrogenèse (Shimizu et al. 2007). Les 

chondrocytes activent ensuite des gènes spécifiques comme Col2A impliqué dans la 

production du collagène de type II.  
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Les chondrocytes participent au phénomène d’ossification endochondrale permettant la 

croissance des os. Durant le reste de la vie, leur rôle est de maintenir la MEC en régulant son 

homéostasie sous la régulation de facteurs biochimiques, mécaniques et endocriniens 

(Goldring and Marcu 2009). Cette régulation s’effectue à l’aide d’enzymes spécialisées dans 

la synthèse ou la destruction de la MEC.  

La densité du nombre de chondrocytes, leur forme et leur taille varient en fonction de leur 

position dans l’épaisseur du cartilage. Les chondrocytes de la couche superficielle sont petits, 

aplatis et en plus forte densité que dans les couches plus profondes. En descendant dans la 

profondeur du cartilage, les chondrocytes sont organisés en colonnes perpendiculaires par 

rapport à la surface et ont une forme plus ronde (Sophia Fox et al. 2009) (Figure 3 et 4). 

Le cartilage étant non vascularisé, les chondrocytes vivent avec de faibles quantités 

d’oxygène (5% proche de la surface et 1% dans les zones profondes) (Murphy and Sambanis 

2001; Zhou et al. 2004) et utilisent un métabolisme anaérobie (Lane et al. 1977). 

Les chondrocytes sont caractérisés par un faible renouvellement cellulaire. Leur nombre de 

réplications est limité (environ 30 à 40 divisions). 

1.3.1.3 La matrice extracellulaire du cartilage  

Le cartilage articulaire est composé d’environ 80% d’eau (80%) dans les couches supérieures 

du cartilage et 65% dans les couches profondes). C’est le flux d’eau à travers le cartilage qui 

permet de nourrir le tissu et apporter la lubrification à la surface articulaire (Sophia Fox et al. 

2009).  

Les 20% de poids sec restants représentent le collagène et les protéoglycanes de la MEC 

(Blalock et al. 2015). D’autres classes de molécules sont également présentes en petite 

quantité comme les glycoprotéines, protéines non collagéniques, lipides et phospholipides 

(Sophia Fox et al. 2009) (Figure 5). 

Le collagène est la macromolécule la plus présente dans la MEC. Le plus abondant est le 

collagène de type II (90 à 95%) mais d’autres types comme le I, IV, V, VI, IV et XI sont 

également présents en petite proportion. Ces derniers ont pour rôle de stabiliser le collagène 

de type II. Les structures en triple hélice des chaînes polypeptidiques du collagène dotent le 

cartilage de sa force de résistance aux tensions (Sophia Fox et al. 2009).  
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 Les protéoglycanes sont le 2
ème

 type de molécules les plus abondantes de la MEC (10 à 15%). 

Ces molécules sont constituées d’un cœur protéique lié de manière covalente à des chaînes 

linéaires de glycosaminoglycanes (GAG). Différentes variétés de protéoglycanes sont 

présentes dans le cartilage articulaire : l’aggrécane, le biglycane, la décorine et la 

fibromoduline. Parmi ces molécules, l’aggrécane est la plus présente et possède le plus haut 

poids moléculaire. L’aggrécane s’associe à l’acide hyaluronique pour former de grands 

complexes remplissant l’espace entre les fibrilles de collagène (Hardingham and Muir 1974). 

Cela apporte la résistance nécessaire au cartilage contre les forces de compression (Sophia 

Fox et al. 2009).  

Les protéines non collagéniques comme COMP (cartilage oligomeric protein ou 

thrombospondine 5) sont également présentes dans la MEC. Cependant, leurs fonctions 

restent mal connues. Elles joueraient un rôle structurel dans l’ossification endochondrale et la 

stabilisation de la MEC grâce à ses interactions avec les fibrilles de collagène et les autres 

composants matriciels. COMP est utilisé actuellement comme un biomarqueur sanguin, 

urinaire et synovial reflétant la dégradation du cartilage (Valdes et al. 2014; Fernandez-Puente 

et al. 2015). 

Les interactions entre les protéoglycanes chargés négativement et les fibres de collagène de 

type II sont la source de la résistance aux forces de compression et de tension du cartilage 

(Knudson and Knudson 2001; Chen et al. 2006). Par ailleurs, l’ensemble des composants de la 

MEC participent à la rétention d’eau, indispensable pour maintenir les propriétés mécaniques 

de la matrice (Sophia Fox et al. 2009). 
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Figure 5 : Schéma de la composition de la matrice extracellulaire présente dans le cartilage 

articulaire  

Adapté de Chen et al. 2006. (Chen et al. 2006) 

1.3.1.4 Charge mécanique et homéostasie du cartilage 

La charge mécanique, lorsqu’elle reste dans les limites physiologiques, est indispensable pour 

le bon fonctionnement et le maintien de l’homéostasie de l’articulation. La fourchette de 

tension subit par le cartilage articulaire d’un humain adulte sain est comprise entre 5 et 25 

MPa dépendant du type d’articulations (Kempson et al. 1973; Akizuki et al. 1986). L’absence 

de stimulation mécanique entraîne une atrophie du cartilage et une réduction de la quantité de 

protéoglycanes et d’acide hyaluronique (Jurvelin et al. 1985; Helminen et al. 1987). La 

compréhension des mécanismes de détection de la pression et de réponse des chondrocytes est 

encore incomplète et continue à progresser. Certains mécanorécepteurs et systèmes senseurs 

des vibrations, tensions et pressions ont été mis en évidence chez les chondrocytes tels que les 

intégrines, connexines, canaux ioniques sensibles aux tensions et cils primaires (Salter et al. 

1992; Martinac 2004; Ruhlen and Marberry 2014; Zhang et al. 2014). La stimulation de ces 

mécanorécepteurs active différentes cascades de signalisation modulant l’expression génique, 

la différenciation et la survie/apoptose des chondrocytes (Anghelina et al. 2008; Fitzgerald et 

al. 2008). (Figure 6) 
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Figure 6 : Principaux mécanorécepteurs présents chez les chondrocytes  

Les intégrines, connexines et canaux ioniques stretch-activated sont stimulés par des forces 

mécaniques transmises par la matrice axtracellulaire (ECM). Les voies de signalisation 

impliquent le cytosquelette et différents intermédiaires comme les molécules FAK, PKC, 

PI3K, PKB, NF-kB, and MAPK, qui régulent l’expression génique, les fonctions cellulaires et 

la survie/apoptose. L’effet autocrine de la cytokine anti-inflammatoire IL-4 régule 

positivement l’anabolisme en induisant l’expression des aggrécanes et en inhibant celle des 

MMPs. Au contraire la production d’IL-1β, qui se produit au cours de l’arthrose active le 

catabolisme provoquant une augmentation de l’expression de COX2 et des MMPs. D’après 

Lee & Salter, 2015. (Lee and Salter 2015) 

  

En fonction des signaux perçus, les chondrocytes synthétisent les composants de la MEC 

(Collagènes de type II en majorité et autres types de collagènes, aggrécanes, COMP) ou les 

dégradent grâce à des enzymes cataboliques. Les protéinases impliquées dans la dégradation 

de la matrice sont les métalloprotéases matricielles (MMPs : collagénases, gélatinases et 

stromélysines) ainsi que les cathepsines (B et D) et les ADAMTS (A Disintegrin and 

Metalloproteinase with Thrombospondin motifs). La balance entre anabolisme et catabolisme 

est finement régulée dans le cartilage sain pour maintenir l’homéostasie du tissu. L’IGF1, les 

BMPs et le TGFβ activent la synhtèse des composants de la MEC. Les facteurs pro-
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inflammatoires TNFα et IL-1β et IL-6 stimulent la production des protéases (MMPs, 

ADAMTS) et inhibent les TIMPS qui régulent négativement les MMPs (Figure 7). 

 

Figure 7 : Schéma de l'homéostasie du cartilage 

En condition physiologique la balance est équilibrée entre l’anabolisme et le catabolisme de la 

matrice extracellulaire. Adapté de Demoor et al. 2014. (Demoor et al. 2014) 

 

1.3.1.5 Les métalloprotéases matricielles 

Les MMPs sont une famille d’endopeptidases zinc-dépendantes. 23 formes différentes ont été 

identifiées et 7 formes sont exprimées par le cartilage articulaire (MMP-1, 2, 3, 8, 9, 13, 14)  

(Tableau 1). Les MMPs sont relativement homogènes mais différent en fonction de la 

présence de certains domaines dans leur structure. Les MMP sont composées de 3 domaines, 

un pré-domaine qui leur permet d’être acheminées jusqu’à la membrane, un pro-domaine et 

un domaine catalytique. Le pré-domaine est clivé pour que l’enzyme devienne active. Le pro-

domaine permet de maintenir l’activité enzymatique sous forme latente et le domaine 
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catalytique contenant un site de fixation au zync  permet le clivage des composants matriciels 

(Yang et al. 2017a).  

 Les métalloprotéases sont impliquées dans le remodelage tissulaire et sont chargées de 

dégrader les composants de la MEC par clivage des liaisons peptidiques. Chaque type de 

MMP est spécialisé dans la dégradation d’un ou plusieurs composants (Page-McCaw et al. 

2007). Ces groupes de MMPs sont répartis en différents groupes, les collagénases, les 

gélatinases, les stromélysines, matrylisines et de type membranaire (MT-MMP). 

 

Tableau 1 : Présentation des différentes Métalloprotéases Matricielles 

 

- MMP-1 (collagénase-1 interstitielle) dégrade les collagènes de type I, II et III. Elle est 

exprimée durant le développement embryonnaire dans le processus d’ossification 

endochondrale (Gack et al. 1995).  

- MMP-9 (gélatinase B) est similaire à MMP-1 et est exprimée précocement dans les 

processus de cicatrisation. Elle joue un rôle important dans l’angiogenèse de la plaque 

de croissance et l’apoptose des chondrocytes hypertrophiques (Vu et al. 1998).  

- MMP-2 (gélatinase A) est impliquée dans la dégradation des collagènes de type I, IV, 

V, VII et X. Son expression est plutôt faible en condition physiologique (Duerr et al. 

2004; Wu et al. 2008).  

- MMP-3 (stromelysin-1) est capable de dégrader à la fois différents collagènes (II, III, 

IV, IX et X) mais aussi des fibronectines, laminines, élastines et quelques 

protéoglycanes. Cette enzyme impliquée dans les processus de cicatrisation a montré 

un rôle de facteur de transcription permettant de réguler l’expression d’autres MMPs 

(Eguchi et al. 2008). Son expression est augmentée en présence de facteurs 
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inflammatoires. Elle est retrouvée dans les liquides synoviaux et le cartilage des 

patients arthrosiques (Okada et al. 1992).  

- MMP-8 (neutrophil collagenase) est exprimée par un certain nombre de cellules 

comme les neutrophiles mais aussi les chondrocytes. Elle dégrade le collagène de type 

II mais aussi les types I et III ainsi que d’autres composants de la MEC (Näkki et al. 

2016). 

- MMP-13 (Collagénase-3) est l’enzyme la plus étudiée pour son rôle dans le turnover 

du cartilage sain. Elle est considérée comme la protéine majeure de dégradation du 

collagène de type II et donc fortement impliquée dans l’arthrose (Davidson et al. 2009; 

Wang et al. 2013b). Elle peut également dégrader les collagènes de type IV et IX et les 

protéoglycanes.  

- MMP-14 (MT-MMP-1) est impliquée dans la dégradation de l’aggrécane et du 

clivage des cadhérines (Kevorkian et al. 2004). 

 

1.3.1.6 Régulation des MMPs 

L’activité des MMPs est finement régulée. Une partie de leur régulation est faite par leur 

propre inactivation protéolytique et leur dégradation. Il est montré que des clivages de leur 

séquence peptidique conduisent à des formes tronquées des enzymes et donc à leur 

inactivation. En raison de leur sécrétion sous forme inactive, c’est donc l’étape d’activation 

qui est cruciale pour maintenir une bonne homéostasie. Les activateurs majeurs des MMPs 

sont l’activateur tissulaire du plasminogène (tPA) et l’urokinase (uPA) (Legrand et al. 2001; 

Kelly et al. 2006).  

La régulation de l’expression des MMPs est également effectuée par des facteurs de 

transcription comme AP-1 (activator protein-1) activés par les voies MAPK (Chakraborti et 

al. 2003). L’activation des voies MAPK est régulée par comme les cytokines IL-1β et TNFα 

(Tetlow et al. 2001). 

Les TIMPS (Tissue inhibitors of metalloproteinases) sont les inhibiteurs spécifiques des 

MMPs (Cawston et al. 1999). Ils se fixent à la partie catalytique des MMPs et bloquent 

l’accès à la poche contenant l’atome de zinc (Bode et al. 1999). 
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1.3.1.7 Les ADAMTS 

Les ADAMTS (a disintegrin and a metalloproteinase with a thrombospondin motif) sont des 

enzymes zinc-dépendantes spécialisées dans la dégradation de l’aggrécane. Ces protéines sont 

un sous-groupe de la famille des ADAMs (a disintegrin and metalloproteinase). Ces protéines 

ont à la fois une activité protéolytique mais aussi une activité dans l’adhérence (Tetsunaga et 

al. 2011; Yang et al. 2017a).  

Deux formes d’ADAMTS (4 et 5), exprimées par les cellules du cartilage, jouent un rôle 

important dans la dégradation des composants matriciels. Elles clivent l’aggrécane de manière 

différente des métalloprotéases (Kuno et al. 1997; Hurskainen et al. 1999). Ces deux enzymes 

sont fortement impliquées dans l’arthrose. Dans deux études impliquant un modèle d’arthrose 

et d’arthrite (Glasson et al. 2005; Stanton et al. 2005) , il a été montré que des souris 

invalidées pour le gène Adamts5 présentaient une arthrose moins sévère que les souris 

contrôles. Comme les MMPs, l’activité de ces enzymes est régulée par différents facteurs dont 

les cytokines IL-1 et TNF-α (Bondeson et al.).
 

 Les cathepsines 

Les cathepsines sont une famille de protéases à cystéine dont il existe une douzaine de 

membres (A, B, C, D, F, H, K, L, L2, S et Z). Ces protéases possèdent un résidu cystéine au 

niveau de leur site catalytique qui hydrolyse certaines liaisons peptidiques. Contrairement aux 

MMPs et ADAMTs qui sont actives à pH neutre, les cathepsines lysosomales sont actives à 

pH acide (Caglič et al. 2013). Cependant les cathepsines B et S sont capables de maintenir 

leur activité enzymatique dans une large gamme de pH  (entre 5 et 7.5) (Brömme et al. 1993; 

Turk et al. 1997). Elles contribuent  à la dégradation du cartilage dans l’arthrose (Baici et al. 

1995; Pozgan et al. 2010). Les cathepsines dégradent différents composants matriciels. Par 

exemple la cathepsine K clive les collagènes de type I et II altérant la capacité des fibres à 

résister aux forces de traction (Panwar et al. 2013) et la cathepsine S clive les aggrécanes 

(Hou et al. 2003).  

1.3.2 La membrane synoviale 

L’intérieur de la capsule articulaire est recouverte d’une fine couche de tissu appelée 

membrane synoviale (Orr et al. 2017). Macroscopiquement, la membrane synoviale 

s’organise en replis ou franges. Elle sécrète le liquide synovial qui lubrifie et nourrit le 

cartilage. Elle remplit des fonctions mécaniques mais aussi de défense contre les infections et 
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l'inflammation. La membrane synoviale s’organise en deux couches distinctes, l’intima, 

directement en contact avec le liquide synovial et la sous-intima, en contact avec la capsule 

articulaire (Figure 8). L’intima a une épaisseur qui varie entre 20 et 40 μm. Les cellules sont 

disposées en une à trois couches de cellules. Elles sont endothéliformes et ont parfois des 

prolongements cytoplasmiques dirigés vers la lumière articulaire. La substance intercellulaire 

contient de grandes quantités d'acide hyaluronique (Cantagrel and Constantin 2013). Les 2 

principaux types cellulaires de cette couche sont les macrophages qui forment une couche 

superficielle et les fibroblast like synoviocytes formant une couche juste en dessous (Smith et 

al. 2003). 

La sous-intima contient divers types de cellules mais celles-ci sont dispersées dans son 

épaisseur. Cette couche est vascularisée et les vaisseaux sanguins sont associés à des fibres 

nerveuses et des mastocytes. On trouve également des vaisseaux lymphatiques, des 

adipocytes, des fibroblastes ainsi que des macrophages et lymphocytes (Mapp 1995; Smith et 

al. 2003; Xu et al. 2003; Cantagrel and Constantin 2013).  

 

L’homéostasie de la membrane synoviale est maintenue grâce à la balance entre production de 

matrice extracellulaire par les FLS et à la sécrétion de MMPs.  

 

Figure 8 : Coupe histologique de membrane synoviale 

Adapté de Jennings et Premanadan. 2017. (Jennings and Premanandan 2017)  
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1.3.2.1 Le liquide synovial  

Le liquide synovial est un fluide clair et visqueux qui remplit la cavité articulaire. Ce liquide 

sert à nourrir le cartilage et à le lubrifier pour réduire les frottements lors des mouvements. 

Ses propriétés rhéologiques (étude de la déformation/écoulement sous l’effet d’une 

contrainte) comme la viscosité, permettent à l’articulation de pouvoir supporter de fortes 

charges et pressions (Seller et al. 1971). A l’état physiologique, la cavité articulaire contient 

peu de liquide synovial. Au contraire, dans les maladies articulaires inflammatoires, on 

observe un épanchement de synovie dans la cavité. 

Ce liquide légèrement alcalin (pH 7.3-7.64) est composé principalement de plasma, mélange 

d’eau et de solutés (minéraux, organiques,  gaz respiratoires) ainsi que de nombreuses 

molécules sécrétées par les FLS comme l’acide hyaluronique et la lubricine (ou Proteoglycan 

4) (Martin-Alarcon and Schmidt 2016). Sa viscoélasticité est due principalement à la présence 

d’acide hyaluronique, molécule de haut poids moléculaire (Fam et al. 2007) (Tableau 2). 

 

 

Tableau 2 : Composition du liquide synovial 

D’après Martin-Alarcon and Schmidt, 2016. (Martin-Alarcon and Schmidt 2016) 

1.3.2.2 Les synoviocytes fibroblast like 

Les fibroblast like synoviocytes (FLS) sont les principales cellules stromales de la membrane 

synoviale et présentent des caractéristiques fibroblastiques. Comme les fibroblastes 

classiques, elles expriment différentes sorte de collagène (IV et V)  (Schneider et al. 1994; 

Xue et al. 1997). Elles se trouvent à la fois dans l’intima et la sous-intima. Elles sont chargées 

de produire les composants du liquide synovial qui permet la nutrition et la lubrification du 
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cartilage. Les FLS sont essentielles dans la formation de l’intima. Elles sont à l’origine de 

l’organisation 3D du tissu (Kiener et al. 2010). Ces cellules produisent l’acide hyaluronique 

(Yielding et al. 1957), la lubricine ((Hui et al. 2012) et sont capables d’exprimer des 

molécules d’adhésion (VCAM-1, ICAM-1, intégrines, CD55). (Smith 2011)  ainsi que des 

récepteurs de l’immunité (TLR1-7 et plus faiblement TLR8-10) (Ospelt et al. 2008; Carrión et 

al. 2011). Par ailleurs les FLS activés en condition inflammatoire expriment également des 

PRR cytosoliques (RIG-1 et MDA5) qui reconnaissent les ARN double brins (Carrión et al. 

2011). Les FLS activés par des stimuli inflammatoires comme TNFα libèrent de nombreuses 

cytokines dans le liquide synovial (Huang et al. 2019). 

 

La membrane synoviale saine sécrète également des cytokines (IL-1, IL-6, TNFα) mais dans 

des quantités beaucoup moins importantes qu’en condition pathologique (arthrose et 

polyarthrite rhumatoïde). De plus, cette sécrétion de facteurs pro-inflammatoires est contre-

carrée au moins en partie par celle de l’IL1Ra, un antagoniste naturel de l’IL1 ainsi que par 

une faible expression de RANKL (Smith et al. 2003). Ces mécanismes semblent mis en place 

pour supprimer les processus inflammatoires dans la membrane synoviale saine. 

1.3.2.3 Les macrophages de la membrane synoviale 

Les macrophages sont des cellules effectrices de l’immunité capables de phagocyter leurs 

cibles dans un but d’homéostasie tissulaire physiologique mais également en cas de 

reconnaissance de facteurs étrangers et pathogènes pour l’hôte. (Mosser and Edwards 2008) 

 

Les macrophages de la membrane synoviale proviennent en partie de monocytes circulant 

d’origine hématopoïétique et de populations de macrophages résidents. En effet, de récentes 

études ont suggéré que certains macrophages colonisaient les tissus durant le développement 

embryonnaire et entretenaient leur nombre indépendamment des monocytes circulant au cours 

de la vie.(Yona et al. 2013; Sheng et al. 2015; Honold and Nahrendorf 2018). Ces 

macrophages résidents auraient donc des spécificités fonctionnelles comparées aux autres du 

fait de leurs signatures épigénétiques et transcriptionnelles différentes et de leur 

microenvironnement (Okabe and Medzhitov 2014). Ils sont présents dans toutes les couches 

de la membrane synoviale cependant, ils n’expriment pas les mêmes marqueurs en fonction 

de leur présence dans l’intima ou la sous-intima. Une étude récente a mis en évidence pour la 

1
ère

 fois la présence d’une ligne/mono-couche de macrophages au niveau de l’intima qui 

forment une barrière physique entre la sous-intima et le liquide synovial (Figure 9). Les 
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macrophages de l’intima forment une barrière physique et expriment le récepteur de 

chemokines CXCR1, CD163 et CD68 ainsi que le récepteur à l’immunoglobuline FcgRIIIa. 

Ce dernier marqueur n’est peu ou pas présent chez les macrophages de la sous-intima (Bhatia 

et al. 1998). Par ailleurs les macrophages de la sous-intima n’expriment pas 

CXCR1(Culemann et al. 2019). Les macrophages de l’intima sont nécessaires au maintien 

d’une barrière physique et fonctionnelle grâce aux jonctions serrées. Cette barrière isole et 

protège les structures intra-articulaires et contrôle ainsi l'inflammation (Culemann et al. 

2019). 

 

Figure 9 : Mise en évidence de la présence d'une mono-couche de macrophages au niveau 

de la membrane synoviale de souris par microscopie à nappe de lumière (LSFM) et 

microscopie confocale à balayage laser (CLSM)  

(A, B) Localisation des macrophages (têtes de flèches) de la membrane synoviale 

(fluorescence rouge, td tomato) et PMNs (polymorphonuclear leukocytes) (fluorescence verts, 

Ly6G) par LFSM. A, échelle : 500µm ; B, échelle : 100µm. (C,D) Visualisation par CLSM 

barrière de macrophages (rouge, td tomato) et de cellules endothéliales (bleu, CD31+). C. 

échelle : 20µm, D, échelle : 5µm (ac : cartilage articulaire, st : tissu synovial). Adapté de 

Culemann et al. 2019 (Culemann et al. 2019) 

1.3.2.4 Autres cellules de la membrane synoviale 

D’autres types cellulaires peuvent être observés dans la sous-intima saine. On trouve 

notamment des plasmocytes lymphocytes B et T (CD4+, CD8+). Leur possible participation à 

l’homéostasie tissulaire n’est pas clairement établie (Smith et al. 2003; Singh et al. 2004) 
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1.3.2.5 Matrice extracellulaire de la membrane synoviale 

La matrice de l’intima est composée de différentes molécules des collagènes (III, IV, V et VI 

avec une petite quantité de coll I), des laminines, fibronectines et proteoglycanes. De grande 

quantité d’acide hyaluronique sont également retrouvées dans l’intima. Plus on progresse dans 

la sous-intima et plus sa concentration diminue (Revell et al. 1995). 

1.3.3 L’os sous-chondral 

L’os est composé de tissu conjonctif 

minéralisé permettant de remplir deux 

grandes fonctions vitales : Une fonction 

mécanique permettant d’assurer le 

maintien et la protection des organes 

vitaux et une fonction biologique 

assurant l’homéostasie du calcium et la 

production de cellules sanguines grâce à 

l’hématopoïèse. Le squelette contient 

90% du phosphore et 99% du calcium de 

l’organisme (Constantin 2013).  

Les os longs sont divisés en 3 zones : les 

épiphyses, métaphyses et la diaphyse 

(Figure 10). Les épiphyses se situent 

aux 2 extrémités de l’os et sont 

recouvertes de cartilage articulaire. La 

métaphyse est le siège de la croissance 

osseuse.  La diaphyse est constituée de 

tissu de soutien appelé cortex. Elle 

contient la moelle osseuse jaune qui se 

trouve dans un canal central s’étendant 

sur toute sa longueur.  

 

 

 

Figure 10 : Schéma de la structure d'un os long 

Adapté de Medelli.fr, Georges Dolisi 
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L’os sous-chondral est divisé en deux couches distinctes : la plaque d’os sous-chondral et l’os 

sous-chondral trabéculaire (Figure 11) (Goldring and Goldring 2010). 

 

 

Figure 11 : Schéma de la jonction ostéochondrale  

Adapté de Madry et al. 2010 et Li et al. 2013 (Madry et al. 2010; Li et al. 2013) 

 

La plaque osseuse est une couche corticale lamellaire située juste en dessous du cartilage 

calcifié (Madry et al. 2010). Cette couche est poreuse et présente des vaisseaux et des nerfs 

qui s’étendent jusque dans la couche de cartilage calcifié (Holmdahl and Ingelmark 1950). 

Cette couche très dense est constituée de structures cylindriques orientées selon l’axe de l’os 

qui lui confèrent une résistance contre les contraintes mécaniques (Madry et al. 2010). Juste 

en dessous de la plaque osseuse se trouve l’os trabéculaire qui est spécialisé dans l’absorption 

des chocs. Comparé à la plaque osseuse, l’os trabéculaire est plus innervé et vascularisé. Il est 

constitué de travées entourées de moelle osseuse et de tissu adipeux qui lui confère sa 

flexibilité (Madry et al. 2010; Suri and Walsh 2012). 

L’os sous-chondral est chargé d’amortir les chocs que subit l’articulation. Cette structure est 

capable de s’adapter aux contraintes mécaniques en modifiant l’orientation des travées de l’os 

trabéculaire (Walker et al. 2013). 

 



34 
 

1.3.3.1 Les cellules de l’os 

L’environnement osseux sous-chondral est composé d’une grande diversité cellulaire comme 

les ostéoblastes, ostéoclastes, ostéocytes et des cellules myéloïdes de la moelle osseuse dont 

les macrophages. Ces cellules coopérent afin d’entretenir l’os grâce à un processus appelé 

« remodelage osseux » (Figure 12). 

 Les ostéoblastes 

Ces cellules d’origine mésenchymateuses sont spécialisées dans la synthèse de matrice 

osseuse et dans la minéralisation dans les stades de développement comme dans le 

remodelage osseux chez l’adulte. Elles se différencient grâce à des facteurs comme RunX2 et 

Msx2 (Bendall and Abate-Shen 2000; Ducy et al. 2000). Les ostéoblastes sont des cellules de 

forme cuboïdales mononuclées de 20 µm de diamètre et forment un tapis de cellules jointives. 

Ces cellules expriment la phosphatase alcaline qui permet la synthèse du collagène de type I 

et la formation de la matrice osseuse. Ces cellules sont spécialisées dans la synthèse des 

composants de la matrice (collagènes, protéines matricielles) Les ostéoblastes s’aplatissent au 

fur et à mesure de la minéralisation de la matrice et deviennent de moins en moins actifs. Ils 

peuvent alors évoluer vers l’apoptose, la différenciation en ostéocytes ou en cellules bordantes 

(Constantin 2013). 

 

 Les ostéocytes 

Les ostéocytes sont des ostéoblastes ayant atteint leur dernier stade de différenciation. Ces 

cellules agissent comme des cellules endocrines et orchestrent le remodelage osseux en 

modulant les activités des ostéoblastes et ostéoclastes (Bonewald 2011). Ces cellules ont une 

forme étoilée comportant des prolongements cytoplasmiques qui permettent de transmettre 

des informations chimiques (hormones et ions) ainsi que mécaniques (gravité, déformation, 

mouvement des fluides). 

Ces cellules ont une durée de vie longue dans leur environnement minéralisé et représentent 

90 à 95% des cellules osseuse chez l’adulte. Ces cellules sont sensibles à la stimulation 

mécanique et sont considérées comme les cellules osseuses les plus mécanosensibles 

(Constantin 2013). 

 

 Les cellules bordantes 

Ces cellules aplaties dorment une couche cellulaire qui recouvre la surface de l’os. Ces 

cellules constitueraient une source de cellules ostéoblastiques de réserve capables de se 
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dédifférencier en ostéoblastes actifs sous l’action de différents facteurs (ex : 

parathormone PTH) (Constantin 2013).  

 

 Les ostéoclastes 

Les ostéoclastes sont connus pour leur rôle de résorption de l’os permettant ainsi le 

renouvellement de la matrice osseuse (Teitelbaum 2007). Ces cellules sont membres de la 

famille des monocytes/macrophages. Ces cellules se différencient en ostéoclastes sous 

l’action de 2 cytokines, le receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL) et le 

macrophage colony stimulating factor (M-CSF). Le facteur TNFα est également impliqué 

dans l’ostéoclastogenèse mais plutôt dans des contextes inflammatoires (Kodama et al. 1991; 

Odgren et al. 2003). 

 

 

Figure 12 : Schéma des acteurs du remodelage osseux 

D’après https://www.orthopaedicsone.com 

1.3.3.2 La matrice osseuse 

La matrice osseuse est composée de 2 phases, une phase organique et une phase minérale. La 

phase organique contient des fibres de collagène (90% de la phase organique), de nombreux  

protéoglycanes, des glycoprotéines (ostéonectine, sialoprotéine et ostéopontine) et des lipides 

(Bonucci 2012; Constantin 2013). La fraction minérale représente 70% de la matrice osseuse. 

La minéralisation s’effectue grâce aux sites de nucléation se situant dans des régions 

spécifiques des fibres de collagène de type I. Ces sites permettent la formation de cristaux 

d’hydroxyapatite.  
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1.3.4 Le tissu adipeux de Hoffa 

L’articulation synoviale contient des zones de tissu adipeux infrapatellaire dont l’une d’elles 

est appelée tissu adipeux de Hoffa (TAH). Le TAH est situé dans la partie antérieure du genou 

et situé sous la patella et en avant des condyles fémoraux et plateaux tibiaux. Sa face 

postérieure est tapissée par la membrane synoviale. Ce tissu vascularisé et innervé est 

constitué majoritairement d’adipocytes, de fibroblastes mais aussi de macrophages, 

lymphocytes et mastocytes (Maurel et al. 2010). En remplissant l’espace articulaire antérieur 

lors de la flexion du genou, le TAH servirait d’amortisseur. Le TAH possède également des 

propriétés endocrines et sécrètent des molécules notamment des adipokines (leptine, 

adiponectine, resistine, visfatine, adipsine) (Labusca and Zugun-Eloae 2018).    

 

1.3.5 Autres tissus de l’articulation  

Les ménisques sont deux structures en forme de croissant se trouvant à la jonction entre les 

épiphyses du tibia et du fémur. Leur rôle est de stabiliser l’articulation en formant une cavité 

où viennent se loger les condyles fémoraux. La répartition des charges est inéquitable puisque 

le ménisque médial supporte près de 80% du poids comparé au ménisque latéral qui en 

supporte 20%. 

2. L’arthrose 

2.1 Epidémiologie, diagnostic et traitements 

2.1.1 Epidémiologie 

Parmi les nombreuses pathologies touchant les articulations, l’arthrose est la pathologie 

articulaire la plus fréquente. Des prévisions estiment que l’arthrose sera la quatrième 

principale cause d'années vécues avec un handicap (« years lived with disability »= YLD) à 

travers le monde en 2020 (Woolf and Pfleger 2003). Selon l’INSERM, l’arthrose concerne 65 

% des personnes de plus de 65 ans et 80 % des plus de 80 ans. Longtemps considérée comme 

la conséquence d’une usure du cartilage due au vieillissement, elle est maintenant considérée 

comme une pathologie à part entière affectant l’ensemble des tissus de l’articulation (Loeser 

et al. 2012a). Elle est caractérisée par une dégradation du cartilage articulaire, une 

inflammation de la membrane synoviale et un remodelage de l’os sous-chondral (Figure 13). 

Ces altérations se développent sous l’action de facteurs, biochimiques, métaboliques, 



37 
 

mécaniques et d’une inflammation de bas grade qui conduisent à la destruction de 

l’articulation (Liu-Bryan 2015). 

 

Figure 13 : Changements pathologiques des tissus au cours de l'arthrose 

 

La douleur est l’un des symptômes de la maladie les plus prépondérants chez les patients bien 

qu’elle ne soit pas liée à la gravité des lésions arthrosiques (Bennell et al. 2012). Le handicap 

moteur, les raideurs et douleurs, entraînent une baisse de la qualité de vie des patients. Le coût 

économique, social et psychologique de l’arthrose est conséquent et ne fait qu’augmenter. 

Dans les années 2000, le coût de la maladie représentait déjà 1 à 2,5% du produit national brut 

des pays comme Les Etats-Unis, le Canada, la Grande-Bretagne, la France et l’Australie 

(March and Bachmeier 1997). 

Très récemment, l’arthrose a été reconnue comme maladie grave et handicapante par la FDA 

(Food and Drug Administration, 2018). Cette reconnaissance de la gravité de la maladie aux 

Etats-Unis est la preuve que l’arthrose est un problème de santé publique mondial 

extrêmement préoccupant  compte tenu de l’épidémie d’obésité et du vieillissement de la 

population à travers le monde (Frasca et al. 2017). 
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2.1.2 Diagnostic 

Le diagnostic de l’arthrose se fait grâce à un examen clinique et majoritairement par 

investigation radiologique. La classification de Kellgren-Lawrence permet de classer les 

stades d’arthrose en 4 grades en fonction de leur degré de sévérité. Cette classification prend 

en compte des paramètres radiographiques tels que la présence d’ostéophytes et le pincement 

de l’interligne articulaire (Figure 14). 

 

Figure 14 : Classification radiologique de la sévérité de l'arthrose (échelle Kellgren-

Lawrence) 

A Grade 1 : Arthrose minime, des ostéophytes potentiels sont observés au niveau des bordures 

médiales (flèches blanches). B, Grade 2 : Présence d’au moins un osteophyte bien défini 

(flèche) sans modification de l’interligne articulaire. C, Grade 3 : Rétrécissement de 

l’interligne articulaire (flèches noires) et présence d’ostéophytes (flèches blanches). D, Grade 

4 : Pincement sévère de l’interligne articulaire (flèches noires) et présence d’ostéophytes 

(flèches blanches). Adapté de Hayashi et al. 2016.  (Hayashi et al. 2016) 

 

2.1.3 Traitements 

À l’heure actuelle, il n’existe aucun traitement curatif contre l’arthrose. Seuls les symptômes 

de la maladie notamment la douleur et l’inflammation sont traités par des anti-douleurs et 

anti-inflammatoires (Mobasheri 2013). Ces traitements symptomatiques n’ont peu ou pas 

d’effets sur un grand nombre de patients. 

En cas d’arthrose sévère, l’arthroplastie des articulations touchées peut-être requise afin de 

réduire la douleur et le handicap des patients. Le nombre d’arthroplastie de genoux a 

considérablement augmenté ces dernières années (Cram et al. 2012). 
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Le remplacement par chirurgie des articulations n’est cependant pas la panacée. En effet, les 

patients opérés ne récupèrent bien souvent pas en totalité leurs capacités physiques. 20 à 30% 

d’entre eux continuent à ressentir de la douleur et un handicap après la chirurgie. La durée de 

vie de ces prothèses  est estimée à une dizaines d’années avant de devoir être à nouveau 

remplacées (OARSI 2016). 

De nombreuses études et essais cliniques ont été réalisé afin de trouver des traitements 

permettent de ralentir ou d’inhiber la progression de la maladie, les DMOADs  (Disease-

modifying osteoarthritis drugs) (Karsdal et al. 2016). Différentes approches ont été testées :  

- Anti-cytokiniques  

Les cytokines TNFα, IL-1β et α et IL-6 jouent un rôle majeur dans l’arthrose faisant d’elles 

des cibles thérapeutiques. De nombreuses études cliniques utilisant des inhibiteurs de ces 

molécules n’ont malheureusement pas montré d’efficacité dans la réduction de la douleur, de 

la dégradation tissulaire et le ralentissement de la progression (Verbruggen et al. 2012; 

Karsdal et al. 2016). 

- Inhibiteurs des MMPs : 

Les Métalloprotéases matricielles (MMPs) étant extrêmement impliquées dans la dégradation 

du cartilage, certaines études ont testé des inhibiteurs de ces enzymes. Malheureusement 

durant les dernières décennies, la plupart n’ont pas abouti à cause de la non spécificité des 

produits ou leur toxicité (Rudek et al. 2002; Vandenbroucke and Libert 2014). Cependant, 

cette stratégie est à nouveau en vogue et de nouveaux essais cliniques sont en cours (Jain et al. 

2017; Mohanty et al. 2017) 

- Biphosphonates 

Ces molécules inhibant la résorption osseuse ont été longuement testées et certaines études 

ont montré leur capacité à protéger l’os et le cartilage de modifications liées à l’arthrose 

(Zhang et al. 1999; Strassle et al. 2010). Toutefois, certaines méta-analyses récentes ont remis 

en cause les effets bénéfiques de ces traitements et ont démontré que les biphosphonates ne 

réduisaient par la douleur, la progression radiographique de l’arthrose et n’amélioraient pas 

les fonctions articulaires comparés au placebo chez les patients souffrant d’arthrose du genou 

(Bingham et al. 2006; Vaysbrot et al. 2018).  

De nombreuses autres approches sont testées (régulation des hormones, facteurs de 

croissance, inhibition d’autres protéases). 
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La Société Française de Rhumatologie a récemment établi des recommandations pour la 

gestion pharmacologique de patients atteints de gonarthrose. Ces recommandations suivent 

plusieurs principes notamment d’associer à la fois une prise en charge pharmacologique et 

non pharmacologique des patients, d’adapter le traitement en fonction de chaque patient et 

suivre l’évolution de la maladie de manière régulière. 6 recommandations de médicaments 

avec une prise orale ont été données et préconisent l’utilisation raisonnée du paracétamol, des 

anti-inflammatoires non stéroïdiens (NSAIDS) utilisés le plus brièvement possible, l’emploi 

d’opioïdes, de SYSADOAs (slow acting drugs for OA) et de duloxetine. 2 autres 

recommandations de traitements intra-articulaires ont été préconisés (injections de 

corticostéroïdes, d’acide hyaluronique (Sellam et al. 2019).  

2.1.4 Prévention 

L’impact de certains facteurs de risques peut être réduit. La gestion du poids et l’exercice 

physique modéré sont des moyens efficaces de lutter contre la progression de l’arthrose 

(Messier et al. 2004; Owens and Conaghan 2016). Non seulement, la perte de poids diminue 

la douleur des patients et les problèmes fonctionnels de l’articulation mais ils engendrent de 

nombreuses améliorations de la qualité de vie des patients et réduisent les risques de maladies 

cardiovasculaires et diabètes de type 2. 

Jusqu’à présent les essais cliniques tentant de trouver des traitements contre l’arthrose n’ont 

pas donné de résultats concluants. Cependant la complexité de l’arthrose et la diversité de 

phénotypes observés a rarement été prise en compte (Van Spil et al. 2019). De fait, considérer 

l’arthrose comme une seule et même pathologie est réducteur et ne permet pas de prendre en 

compte toutes les subtilités de la maladie en fonction des différents facteurs de risques  

(Musumeci et al. 2015). Il n’existe pas une mais des arthroses (Deveza and Loeser 2018; 

Berenbaum 2019). Identifier les phénotypes d’arthrose est crucial car cela permettrait à 

l’avenir d’identifier les mécanismes impliqués dans chaque type et de sélectionner les patients 

ayant le plus de chance de répondre aux traitements dans des études cliniques. Par exemple, 

l’échec de l’étude clinique portant sur l’effet des bisphosphonates pour ralentir la progression 

de la maladie est sans doute dû à l’inclusion non sélective de patients avec une arthrose 

symptomatique au lieu de choisir des patients chez leqsquels l’os sous-chondral joue un rôle 

majeur dans la progression (Spector et al. 2005; Buckland-Wright et al. 2007).  Classifier les 

phénotypes d’arthrose permettrait d’apporter des solutions préventives et thérapeutiques 

ciblées aux patients (Felson 2010; Bierma-Zeinstra and van Middelkoop 2017). 
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2.2 Les phénotypes d’arthrose 

L’arthrose est une pathologie complexe, très hétérogène et possède de nombreuses 

composantes. Compte tenu de l’importante variabilité entre patients arthrosiques, les 

chercheurs et cliniciens se sont attachés à classifier les phénotypes d’arthrose selon des points 

de vue moléculaires et cliniques. 

Pour comprendre ce qu’est un phénotype il est nécessaire de comprendre ses définitions 

biologiques et médicales. En biologie les phénotypes sont définis de la manière suivante : 

« Ce sont les propriétés observables d’un organisme vivant produites par l’interaction de son 

génotype et de l’environnement ». Cette définition est différente en médecine où le terme 

phénotype désigne les caractéristiques observables chez un individu (comportement, 

morphologie, développement, propriétés physiques et biochimiques) sans relations directes 

avec un processus pathologique associé à des voies de signalisations ou mécanismes 

particuliers.  

L’endotype est le concept complémentaire du phénotype. Il désigne une sous-catégorie de 

maladie dans laquelle l’étiologie ou les mécanismes moléculaires physiopathologiques sont 

bien définis. 

Le phénotype permet donc de décrire les caractéristiques visibles d’une maladie sans pouvoir 

y associer de mécanisme précis alors que l’endotype implique un mécanisme 

physiopathologique défini (Lötvall et al. 2011; Lin 2014; Mobasheri et al. 2019). 

Les études de la physiopathologie et des différentes manifestations de l’arthrose ont largement 

progressé durant la dernière décennie. Ces avancées ont permis de mettre en évidence la 

multitude de mécanismes et changements moléculaires et cellulaires impliqués dans la 

destruction des articulations. L’implication de chaque tissu atteint (cartilage, membrane 

synoviale, os) est variable en fonction des patients et mène à des manifestations de l’arthrose 

très différentes comme le degré d’inflammation, les altérations osseuses, les lésions 

méniscales et la douleur. (Loeser et al. 2012a; Neogi 2013). 

Plusieurs approches ont été imaginées pour classifier les phénotypes d’arthrose et sont basées 

sur différents aspects comme les signes cliniques, structurels, étiologiques et les analyses 

biomédicales. Les avantages d’établir des phénotypes sont multiples. Ils permettraient 

d’identifier les patients en fonction du risque de progression de la maladie, de leurs réponses à 
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des traitements spécifiques et de l’identification des mécanismes physiopathologiques (ou 

endotypes). 

Trois approches utilisées pour classifier les phénotypes d’arthrose sont présentées ici : la 

première en fonction des facteurs de risques de l’arthrose (Figure 15), la deuxième en 

fonction des symptômes cliniques d’arthrose et la 3
ème

 par une approche non supervisée 

permettant une classification par endotypes. 

 

2.2.1 Classification des phénotypes par facteurs de risques 

 

Figure 15 : Présentation des différents facteurs de susceptibilité et prédisposition de 

l'arthrose 

Adapté de Musumeci et al. 2015 (Musumeci et al. 2015) 

 

2.2.1.1 L’âge  

L’âge est le principal facteur de risque de l’arthrose (Nielsen et al. 2019). Cependant, bien 

qu’étroitement liés, arthrose et vieillissement sont deux processus indépendants (Loeser et al. 

2016). 

Le vieillissement est caractérisé par des modifications tissulaires et cellulaires présentées dans 

la Figure 16 (López-Otín et al. 2013) ainsi que par l’établissement d’une inflammation 
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chronique, stérile et de bas grade connue sous le nom d’ « inflammaging » (Franceschi et al. 

2000b). Les modifications cellulaires apparaissant au cours du vieillissement sont liées à une 

instabilité génomique, principalement due au raccourcissement des télomères et aux 

altérations épigénétiques ; à une dérégulation du métabolisme associée à des dysfonctions 

mitochondriales, une détection des nutriments dérégulée ; un épuisement des cellules souches 

et à la sénescence cellulaire (López-Otín et al. 2013). La faculté des cellules sénescentes 

(SnCs) à se diviser et à résister à l’apoptose est altérée. L’accumulation de cellules 

sénescentes et la baisse d’efficacité du système immunitaire sont responsables du processus 

d’inflammaging, (Franceschi et al. 2000b). Les cellules sénescentes subissent de nombreuses 

modifications de leurs mécanismes intra-cellulaires et évoluent vers un phénotype appelé « 

senescence-associated secretory phenotype »(SASP) (Coppé et al. 2008). Elles produisent 

alors de nombreux médiateurs pro-inflammatoires tels que des cytokines (IL6 et Il-1α/β), des 

chemokines (MCP1, IL-8, GROa), des facteurs de croissance (TGFβ, VEGF) et des protéases 

(MMP3) (Soto-Gamez and Demaria 2017). Ces facteurs sont responsables de l’activation du 

système immunitaire et de la progression de la dégradation de l’articulation (Jeon et al. 2018).  

La quantité de SnCs est positivement corrélée à la sévérité de l’arthrose (McCulloch et al. 

2017).  Dans un modèle murin, l’élimination sélective des SnCs au sein du cartilage a réduit 

le développement d’arthrose post-traumatique (Jeon et al. 2017).  

 

 

Figure 16 : Les caractéristiques du vieillissement 

Adapté de Lopez-Otin et al. 2013 (López-Otín et al. 2013) 
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2.2.1.2 L’obésité/ Syndrome métabolique  

Le syndrome métabolique (Metabolic syndrome : MetS) est défini comme un ensemble de 

troubles qui ont pour conséquence le développement de différentes maladies dont les maladies 

cardiovasculaires et le diabète de type II. Ce syndrome regroupe des facteurs provoquant des 

dérégulations métaboliques comme l’obésité, le diabète, l’insulino-résistance, la dyslipidémie 

et l’hypertension (Kassi et al. 2011). Le MetS augmente le risque d’arthrose sans distinction 

entre les différentes localisations (Puenpatom and Victor 2009; Monira Hussain et al. 2014). 

L’association de plusieurs désordres métaboliques a un effet cumulatif et négatif sur 

l’apparition et le développement de l’arthrose (Li et al. 2016). Parmi ces troubles, l’obésité, 

caractérisée par un indice de masse corporelle (IMC) supérieur à 30 constitue un risque 

majeur de développement de l’arthrose. La surcharge mécanique due au poids explique en 

partie l’évolution de la maladie chez les patients obèses (Widmyer et al. 2013). Les patients 

obèses ont plus de risques de développer de l’arthrose aux genoux et aux mains mais pas au 

niveau des hanches (Grotle et al. 2008). Dans le cas d’arthrose des mains, les facteurs 

mécaniques seuls ne peuvent expliquer les atteintes observées ce qui suggère une étiologie 

beaucoup plus complexe de la maladie. Le rôle du tissu adipeux dans l’arthrose dûe à un 

phénotype lié à l’obésité a été suggéré. Ce tissu, organe endocrine, sécrète de multiples 

cytokines et adipokines (Kershaw and Flier 2004; Courties et al. 2019). De plus, l’obésité est 

associée à une dérégulation du métabolisme et une dyslipidémie caractérisées par une 

augmentation systémique des HDLs (high density lipoproteins), FFAs (Free fatty acids), 

triglycerides (TGs) et LDL oxydés (Klop et al. 2013). Ces facteurs engendrent le 

développement d’une inflammation de bas grade qui soutient le développement de l’arthrose. 

La perte de poids chez les patients atteints d’arthrose du genou permet des améliorations 

fonctionnelles avec une diminution de la douleur et une meilleure mobilité (Messier et al. 

2004). 

Le diabète est également un des troubles majeurs du MetS. Son implication dans l’arthrose 

fait toujours débat car différentes études ont présenté des conclusions opposées sur 

l’association entre les deux pathologies (Louati et al. 2015; Frey et al. 2016; Nielen et al. 

2016; Williams et al. 2016). Cependant des effets délétères de l’hyperglycémie, associée au 

diabète, ont été décrits. La présence excessive de glucose provoque l’augmentation de 

nombreux médiateurs comme IL-6 et PGE2, les métalloprotéases et le développement du 

stress oxydatif chez les chondrocytes (Laiguillon et al. 2015).  

La dyslipidémie définie par une hypercholestérolémie et hypertriglycéridémie est associée à 
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l’augmentation du risque d’arthrose. L’accumulation de cholestérol et de ox-LDL 

(lipoprotéine de faible densité oxydée) impacte l’ensemble des tissus de l’articulation 

(cartilage, os sous-chondral et membrane synoviale) (de Munter et al. 2013, 2016).  

Enfin l’hypertension est plus prévalente chez les patients arthrosiques que dans le reste de la 

population non atteinte. Cependant, les mécanismes reliant l’hypertension à l’arthrose sont 

encore méconnus (Li et al. 2016; Veronese et al. 2016).  

2.2.1.3 Le stress mécanique  

Le stress mécanique est un facteur majeur du développement de l’arthrose (Buckwalter et al. 

2013). On observe deux mécanismes particuliers provoquant un stress mécanique. Celui-ci 

peut être dû à une blessure sévère et ponctuelle ou bien à une usure plus modérée mais répétée 

au cours du temps. La pratique d’activités intenses liés au sport ou à certaines activités 

professionnelles augmente les risques de développer une arthrose post-traumatique (post 

traumatic osteoarthritis : PTOA) (Jones et al. 2003; Showery et al. 2016). D’autre part, des 

blessures articulaires comme la rupture des ligaments croisés (anterior cruciate ligament : 

ACL), la méniscectomie, et les fractures peuvent aussi mener à une PTOA (Roos et al. 1995). 

Le mauvais alignement des articulations peut être un facteur de risque de l’arthrose. Par 

exemple le mode varus augmente les risques d’arthrose fémoro-tibiale (Sharma et al. 2010; 

Owens and Conaghan 2016) (Figure 17).  

 

Figure 17 : Les différents alignements de l’articulation du genou  

Adapté de https://reversebowtactic.review 
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D’autres facteurs agissent comme l’âge (articulations vulnérables à cause de la perte de force 

musculaire) et l’obésité (excès de charge sur les articulations) augmentant le stress mécanique 

et multipliant ainsi les risques de développer de l’arthrose. 

2.2.1.4 Le genre  

L’arthrose n’atteint pas de manière égale les hommes et les femmes. Ces dernières sont plus 

touchées par l’arthrose des mains, du genou et des pieds que les hommes (Srikanth et al. 

2005). Cette augmentation de l’arthrose chez les femmes est surtout visible après la 

ménopause (Lawrence et al. 1966; Tsai and Liu 1992). Les hormones sexuelles sont 

impliquées dans cette différence. Les récepteurs aux œstrogènes sont exprimés par les cellules 

de l’os et du cartilage suggérant une sensibilité de ces tissus à ces hormones (Ushiyama et al. 

1999; Richmond et al. 2000; Braidman et al. 2001). Des disparités morphologiques entre 

hommes et femmes au niveau de la structure des os, l’alignement des articulations, la laxité 

des ligaments ou bien le volume de cartilage articulaire peuvent également être impliquées 

(Faber et al. 2001; O’Connor 2006). 

2.2.1.5 Facteurs génétiques, épigénétiques et ethniques  

Avec la progression des outils d’analyses du génome et l’étude des modifications 

épigénétiques ces dernières années, de nombreux facteurs génétiques ont montré leur 

implication dans la physiopathologie de l’arthrose (Jeffries 2019). De récentes études ont mis 

en évidence plus de 80 mutations de gènes ayant un rôle dans sa pathogenèse arthrosique 

(Ryder et al. 2008). La majeure partie des altérations génétiques impliquées affectent le 

métabolisme et l’homéostasie des tissus de l’articulation (Musumeci et al. 2015). Par 

exemple, des altérations du gène MGP impliqué dans l’inhibition de la calcification du 

cartilage (matrix Gla protein) augmentent le risque de développer de l’arthrose des mains 

(den Hollander et al. 2017) et les patients possédant des mutations dans le gène COMP 

(Cartilage oligomeric matrix protein) sont davantage sujets à des arthroplastie de hanche 

(Styrkarsdottir et al. 2017). Par ailleurs, des différences épigénétiques sont observées entre 

personnes saines et patients arthrosiques. Au niveau des chondrocytes articulaires, certains 

gènes présentent une hypométhylation chez les patients atteints d’arthrose comparés à des 

personnes saines (Zhao et al. 2017). Des déméthylations géniques au niveau de chondrocytes 

humains sont associées à de hauts niveaux d’expression de MMP13, l’enzyme impliquée 

dans la dégradation de la MEC (Hashimoto et al. 2013). Bien que de nombreux gènes soient 

impliqués dans la maladie, l’arthrose ne montre pas de gènes à fort impact dans la 
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pathogenèse mais plutôt une combinaison de différentes mutations/altérations du génome 

(Musumeci et al. 2015). 

Certaines études se sont intéressées à l’origine ethnique des patients arthrosiques pour 

déterminer si ce facteur pouvait être lié à la progression de la maladie. Une étude menée par 

Nelson et al. a montré que la population Afro-américaine  développe moins d’arthrose des 

mains mais présente un risque plus de deux fois plus grand de développer de l’arthrose aux 

niveau des genoux que la population Caucasienne (Nelson et al. 2011). De plus, une étude a 

montré des différences significatives au niveau de l’alignement des genoux entre les 

populations Caucasienne et Chinoise. Les sujets Chinois présentent majoritairement la forme 

valgus au niveau distal du fémur, ce qui pourrait expliquer la plus forte prévalence d’arthrose 

tibio-fémorale latérale chez cette population (Harvey et al. 2008). Cependant, l’impact des 

différences ethniques sur l’arthrose divise les chercheurs. Il est parfois difficile de déterminer 

si les différences observées entre les populations sont liées au facteur ethnique ou liées à 

l’environnement social et économique et au mode de vie des individus (Wright et al. 2008; 

Allen 2010). 

2.2.2 Classification des phénotypes par symptômes cliniques 

Des équipes se sont intéressées à la classification des patients par phénotypes en se basant sur 

la définition suivante : « Le phénotype peut être défini comme une collection de traits 

observables qui peuvent permettre d’identifier et caractériser un sous-groupe dans une 

population définie ». Les phénotypes cliniques d’arthrose pourraient être l’expression 

physique visible de différents endotypes moléculaires se chevauchant. 

 Les phénotypes cliniques identifiés par l’équipe de Dell’Isola sont présentés dans la Figure 

18 (Dell’Isola et al. 2016).  
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Figure 18 : Phénotypes cliniques de l'arthrose de genoux selon Dell’Isola et al. 

Adapté de Mobasheri et al.2019 (Mobasheri et al. 2019) 

 

Cette étude a été réalisée pour classifier les patients atteints d’arthrose du genou. La 

classification choisie repose sur l’utilisation de différentes variables comme les facteurs de 

risques de l’arthrose (IMC, alignement varus/valgus), l’analyse de prélèvements urinaires et 

sanguins, les scores radiographiques (Kellgren & Lawrence) et le score de la douleur. (Felson 

2010; Knoop et al. 2011; Dell’Isola et al. 2016). D’autres études se sont aussi intéressées à la 

classification des patients et ont défini des phénotypes relativement similaires (Deveza et al. 

2017). Par exemple, l’OARSI (The Osteoarthritis Research Society International) a élaboré 

des recommandations pour l’utilisation de biomarqueurs qui sont les équivalents des 

« variables » choisies dans les autres études. Ces biomarqueurs peuvent être solubles, (analyte 

biochimique présents dans des prélèvements) ou bien « physiques » (imagerie, examen 

clinique physique, échelles) (Kraus et al. 2015).  

2.2.2.1 Phénotype de douleur chronique  

L’identification de ce phénotype repose sur différentes études (majoritairement réalisées sur 

des patients atteints d’arthrose du genou) montrant que le système nerveux central (SNC) et 

les altérations neurophysiologiques de la sensibilité à la douleur étaient des facteurs majeurs 

de la physiopathologie de l’arthrose (Murphy and Sambanis 2001; Knoop et al. 2011; Cruz-

Almeida et al. 2013; Kittelson et al. 2016). Les variables utilisées sont liées au syndrome de 

sensibilité centrale (affection neurologique entraînant une sensibilisation du système 

nociceptif), la douleur et le profil psychologique (Murphy et al. 2011; Cruz-Almeida et al. 

2013; King et al. 2013; Kittelson et al. 2016). La sensibilité centrale est évaluée par test de 

sensibilité quantitative (QST) (Cruz-Almeida et al. 2013). Ces études suggèrent que des 
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altérations de la sensibilité centrale  à la douleur sont caractéristiques des patients atteints 

d’arthrose symptomatique modérée à sévère (Murphy et al. 2011; Cruz-Almeida et al. 2013). 

En parallèle des atteintes articulaires, ces patients peuvent aussi présenter une détresse 

psychologique, des troubles du sommeil, de la fatigue, des douleurs étendues à d’autres 

parties du corps. Ce phénotype de la douleur est donc soutenu par des mécanismes complexes 

qui affectent non seulement les articulations mais le corps tout entier et implique une prise en 

charge adaptée des patients. 

2.2.2.2 Phénotype inflammatoire  

Différentes cohortes ont montré une surexpression génique de certaines cytokines (IL-1β,IL-

6, IL-8, COX2, GRO 2, MIP-1α et MIP-1β)  chez des patients arthrosiques (Attur et al. 2011; 

Tsuchida et al. 2012). Dans l’étude réalisée par Attur et al. les patients arthrosiques 

surexprimant ces cytokines avaient  un plus haut niveau de douleur et une progression 

radiographique de l’arthrose plus rapide que ceux avec une plus faible expression. Une autre 

étude s’est intéressée à la relation entre des biomarqueurs sanguins et urinaires et a mis en 

évidence 5 clusters dont un très inflammatoire caractérisé par des marqueurs comme la 

protein C-reactive (C-RP), Tumor necrosis receptor type I et II, IL-6, eosinophilic cationic 

protein (ECP) (Otterness et al. 2000). D’autres biomarqueurs définissant un sous-groupe de 

patients ont été caractérisés par l’équipe de Van Spil et al (van Spil et al. 2012).  

2.2.2.3 Phénotype lié au syndrome métabolique 

Le phénotype lié au syndrome métabolique (Metabolic syndrome–associated osteoarthritis : 

Met-OA) a été mis en évidence chez des patients montrant une plus forte implication de 

facteurs métaboliques (obésité, diabète, hypertension, dyslipidémie) et des biomarqueurs 

spécifiques (leptine plasmatique (pLeptin), C-RP, le taux de sédimentation erythrocytaire 

(ESR) (Sowers et al. 2002; Knoop et al. 2011; van Spil et al. 2012; van der Esch et al. 2015). 

Une autre étude proposant d’autres définitions des phénotypes propose un sous-groupe 

composé de « personnes obèses et avec une faible musculature ». Ce sous-groupe se 

rapproche de celui du phénotype métabolique. Les patients de ce sous-groupe sont notamment 

caractérisés par de fortes limitations physiques (d’après les échelles WOMAC de fonction 

physique et échelle indiquant les limitations d’activité) (Knoop et al. 2011). La plupart des 

autres études définissant le Met-OA ont des définitions proches des caractéristiques qui 

peuvent être partagées par ce sous-groupe de patients (implication des adipokines et 

médiateurs lipidiques, stress oxydatif, hyperglycémie insulino-résistance et hypertension) 
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(Courties et al. 2019). Certaines études considèrent que ce phénotype désigne simplement des 

patients obèses  arthrosiques et que la corrélation entre l’arthrose et les mécanismes du 

syndrome métabolique n’est pas significative (Berenbaum et al. 2018). 

2.2.2.4 Phénotype de stress mécanique 

Ce phénotype est encore débattu car tous les phénotypes d’arthrose présentent une 

composante mécanique. Néanmoins, certaines équipes ont défini ce phénotype comme 

mettant en jeu des facteurs biomécaniques fortement impliqués dans la progression de la 

maladie. Par exemple, une étude menée par Gelber et al. a montré que les jeunes adultes ayant 

subi des traumatismes articulaires (genoux et hanches) avaient un risque fortement augmenté 

de développement d’arthrose (Gelber et al. 2000). Le stress mécanique peut être provoqué par 

deux types de mécanismes, l’un causé par une blessure sévère et ponctuelle et l’autre lié à une 

usure progressive de l’articulation (mauvais alignement) (Buckwalter et al. 2013). Ces 

différentes étiologies peuvent se recouper au cours de la vie, ce qui rend difficile la 

classification de ce phénotype. Des équipes ont donc proposé leur moyen de répartition dans 

des sous-groupes.  Une étude menée par Waarsing el al. a identifié 2 sous-groupes, le premier 

regroupant des patients présentant des dégénérescences au niveau du compartiment latéral, un 

alignement de type valgus et un IMC faible, le second caractérisé par une dégradation sévère 

du compartiment médial, un alignement de type varus et une haute prévalence de 

traumatismes antérieurs (Waarsing et al. 2015). D’autres études ont proposé d’autres 

caractéristiques associées à ce phénotype (force musculaire élevée, forte dégradation 

articulaire et faible IMC) (van der Esch et al. 2015). 

2.2.2.5 Phénotype lié au cartilage et à l’os 

Comme pour le phénotype de stress mécanique, celui lié aux tissus comme le cartilage et l’os 

est en discussion puisque le cartilage et l’os sont tous les deux des tissus impliqués dans la 

progression de l’arthrose. Il est donc surprenant de séparer ce phénotype des autres. 

Cependant l’équipe de Dell’Isola a défini ce phénotype grâce à l’analyse d’études cliniques 

qui définissent des sous-groupes de patients présentant des altérations du métabolisme du 

cartilage et de l’os (Otterness et al. 2000; Berry et al. 2010a; Roemer et al. 2012; van Spil et 

al. 2012; Blumenfeld et al. 2013). Par exemple, une étude de Otterness et al. a identifié 3 

sous-groupes de biomarqueurs liés à l’os (sialoprotéine de l’os : BSP, la pyridinoline 

hydroxylysyl : HP et la pyridinoline lysyl LP), à la synthèse du cartilage (carboxypropeptide 

de type II CPII, HA, et l’epitope 846) ou à sa dégradation (keratan sulfate : KS, COMP) 
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(Otterness et al. 2000). Une étude a pu identifier deux clusters de patients présentant des 

affections rares où l’os subit une hypertrophie ou une atrophie (Roemer et al. 2012). Ce 

phénotype est donc composé de plusieurs sous-groupes qui restent encore à déterminer plus 

précisément.  

2.2.2.6 Phénotype minimal d’arthrose 

Ce phénotype a été observé chez des patients qui présentent une arthrose à progression lente, 

des symptômes cliniques modérés et une faible progression au cours du temps (2 à 10 ans) 

(Berry et al. 2010b; Knoop et al. 2011; van der Esch et al. 2015; Waarsing et al. 2015). C’est 

le seul phénotype parmi ceux décrits par Dell’Isola qui n’est pas défini par une étiologie 

particulière. Pour définir ce phénotype, de nombreuses variables sont prises en compte 

(imagerie par résonnance magnétique MRI, biomarqueurs, rayons X, données cliniques, IMC, 

et temps d’évolution de la maladie).   

2.2.3 Classification par endotypes : 

2.2.3.1 Endotype lié à l’âge ou la senescence cellulaire 

Cet endotype a été suggéré par plusieurs études pré-cliniques chez des modèles animaux. 

Dans une de ces études, de grandes différences d’expression génique au niveau des tissus 

articulaires ont été observées entre des  souris jeunes et âgées ayant subi une déstabilisation 

méniscale (DMM) pour induire une arthrose (Loeser et al. 2012b). Un même modèle 

d’arthrose pourrait donc mener vers différents phénotypes d’arthrose en fonction de la 

sénescence cellulaire. Cette approche d’endotype lié à la sénescence pourrait permettre de 

développer des traitements ciblant ces cellules sénescentes. Des recherches sur des molécules 

sénolytiques sont en cours afin d’éliminer spécifiquement les cellules sénescentes (Nogueira-

Recalde et al. 2019)  

2.2.3.2 Endotype inflammatoire 

Définir et comprendre cet endotype permettraient d’identifier des cytokines cibles et leurs 

voies de signalisation impliquées. Etant donné le rôle prépondérant de ces molécules dans 

l’arthrose, cela constituerait une avancée majeure dans les stratégies thérapeutiques. 

Cependant, les nombreux essais cliniques impliquant des anti-cytokines n’ont pas été 

concluants pour les patients arthrosiques. Une étude récente portant sur les effets du 

lutikizumab, un inhibiteur de l’IL-1β, n’a montré que de faibles améliorations des scores de 
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douleurs et aucun changement sur l’inflammation synoviale chez les patients ayant recevant  

le traitement comparé à ceux recevant le placebo(Fleischmann et al. 2019). D’autres cibles 

que l’IL-1β devront être étudiées. 

2.2.3.3 Endotype lié à la douleur 

La douleur n’est pas liée à la gravité de l’arthrose. Chaque patient ressent la douleur de façon 

spécifique avec une plus ou moins forte intensité en fonction de sa sensibilité et de ses 

propriétés neurophysiologiques. Les patients qui ont une sensibilité accrue ont davantage de 

risques de développer et ressentir une douleur persistante après 2 ans de progression de 

l’arthrose (Cardoso et al. 2016; Frey-Law et al. 2016; Carlesso and Neogi 2019; Carlesso et 

al. 2019). Ces patients nécessitent une prise en charge particulière dans la gestion de la 

douleur. Identifier l’endotype de la douleur, c’est-à-dire le mécanisme sous-jacent de la 

douleur impliqué dans l’arthrose serait donc une avancée majeure dans la classification des 

patients.  

En conclusion, les patients arthrosiques peuvent être répartis dans différents phénotypes en 

fonction de la définition donnée à ce terme. Les phénotypes peuvent s’appuyer sur l’étiologie 

de la pathologie, les caractéristiques fonctionnelles et les symptômes présentés. Les différents 

phénotypes se recoupent tous à un certain point ce qui rend leur identification complexe. Le 

prochain défi est donc de s’accorder sur les différents phénotypes arthrosiques et d’identifier 

les facteurs les plus discriminants pour chacun afin de pouvoir utiliser ces classifications dans 

le cadre de la pratique clinique. 

2.2.4 Big Data et thérapies ciblées 

Avec les dernières avancées technologiques, le nombre de données récoltées a augmenté de 

manière exponentielle et est connu sous le nom de Big Data. L’utilisation de ces mines 

d’informations nécessite le développement de méthodologies statistiques spécifiques afin 

d’extraire des tendances à partir de ces données.  Ces méthodologies reposent sur 

l’apprentissage automatique et l’intelligence artificielle. Elles commencent à faire leur 

apparition dans la recherche sur l’arthrose (Jamshidi et al. 2019; Rajkomar et al. 2019). Elles 

permettent de classifier les patients en sous-groupes en fonction de paramètres choisis.     

Certaines études ont proposé une répartition des patients en fonction du pronostic de 

l’évolution de la pathologie. Cette répartition s’appuie sur des bases de données permettant 

d’identifier des clusters d’évolution différentes de l’arthrose. Les données récoltées sont des 
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paramètres simples à mesurer soit par examen clinique ou radiographique. La progression de 

l’arthrose est définie ici par plusieurs de ces facteurs dont un score élevé sur l’échelle de 

Kelgrenn et Lawrence ainsi que le pincement de l’interligne articulaire. Différents sous-

groupes ont pu être mis en évidence.  

Le premier regroupait des patients qui avaient de plus grands risques de ressentir une douleur 

au cours de l’évolution de l’arthrose et de subir une arthroplastie. D’autres sous-groupes ont 

été définis en fonction d’un pronostic sévère d’évolution de la maladie associé à un IMC 

élevé, un niveau d’éducation, des facteurs psychologiques (dépression), des symptômes 

radiographiques sévères et la présence de comorbidités (Deveza et al. 2017).   

La récolte de données auprès d’individus ne présentant pas d’arthrose au niveau 

radiographique est également importante car elle permet de mettre en évidence la progression 

plus ou moins rapide et sévère de la pathologie en fonction des patients. Grâce à ces données, 

une étude a montré que les patients ayant de nombreuses lésions sévères avaient un plus grand 

risque de progression de l’arthrose que ceux ayant des lésions plus modérées (Niu et al. 2015). 

La recherche de biomarqueurs spécifiques de l’arthrose est toujours en cours car aucune 

molécule n’a permis de diagnostic efficace de l’arthrose. Le développement exponentiel 

actuel des Big Data pourrait aider dans cette recherche. L’analyse des prélèvements sanguins, 

urinaires et synoviaux collectés dans des biobanques est une source importante d’informations 

qui pourraient permettre d’identifier plus efficacement de nouveaux biomarqueurs. Une étude 

regroupant 194 participants a déjà permis d’identifier des biomarqueurs candidats prédictifs 

de la douleur et de l’aggravation de l’arthrose au niveau structurel. Les plus prédictifs sont  le 

telopeptide C terminal du collagène de type II (CTXII) libéré lors de la dégradation du 

collagène ; l’acide hyaluronique et le telopeptide N-terminal du collagène de type I (NTXI) 

(Kraus et al. 2017). 

Au vu de la forte variabilité existante entre les patients arthrosiques, il semble nécessaire 

d’adapter les traitements à chacun en fonction de son phénotype/endotype. Par exemple, une 

étude a montré que des patients ressentant des douleurs sévères répondaient mieux à court 

terme à l’effet des glucocorticoïdes que des patients avec des douleurs moins prononcées (van 

Middelkoop et al. 2016). Une autre étude clinique a sélectionné des patients présentant un 

phénotype d’arthrose impliquant plutôt l’os et montré qu’un traitement ciblant spécifiquement 

ce tissu (traitement par un biphosphonate) réduisait la douleur et la gravité des lésions de la 
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moëlle. Une méta-analyse est en cours afin de déterminer si des sous-groupes bien spécifiques 

de patients répondent mieux aux biphosphonates que d’autres (Deveza et al. 2018). 

La prise en charge précoce de la maladie est également à adapter en fonction des patients. En 

effet, les patients ne répondent pas de la même manière aux traitements au cours du temps. 

Une recherche sur l’effet de l’exercice physique sur l’arthrose durant 12 semaines a montré 

que les patients pouvaient être divisés en 4 sous-groupes en fonction de leur degré 

d’amélioration au niveau de la douleur (WOMAC) et de l’aspect fonctionnel. Plus de 70% des 

patients ressentaient une amélioration précoce de ces paramètres, 15% une amélioration plus 

tardive et 10% ne voyaient pas d’amélioration (Lee et al. 2018). Identifier les patients qui ont 

le plus de chance d’amélioration de leurs symptômes à la suite d’un traitement donné 

permettrait d’adapter leur prise en charge thérapeutique en les dirigeant vers des traitements 

moins couteux (exercice et régime alimentaire équilibré) ou plus complexes et demandant un 

niveau de soins supérieur. 

L’utilisation des Big Data dans l’arthrose représente donc une avancée considérable qui 

permettra d’identifier des facteurs communs dans des sous-groupes de patients et ainsi 

d’optimiser leur traitement.  

2.3 Altérations tissulaires et cellulaires au cours de l’arthrose 

2.3.1 Cartilage arthrosique  

Le cartilage arthrosique est le siège de nombreux changements structuraux au cours de 

l’arthrose.  

2.3.1.1 Changements macroscopiques 

Au niveau macroscopique, les couches de cartilage se modifient. Au cours de l’arthrose, la 

dégradation du cartilage est caractérisée par des fibrillations et l’érosion de la surface 

articulaire (Sandell and Aigner 2001). La dégradation des protéoglycanes au sein de la MEC 

par les protéases (MMPs et ADAMTS) fait diminuer la rigidité du cartilage ce qui accélère la 

perte du collagène (Falah et al. 2010). Par ailleurs, les chondrocytes diminuent la synthèse de 

collagène de type II et augmentent la synthèse de collagène de type X (Poole et al. 2002; 

Dreier 2010). Le cartilage articulaire sain perd son aspect lisse et blanc et laisse la place à du 

cartilage de plus en plus calcifié. La dégradation progressive du cartilage peut aller jusqu’à la 

mise à nu de l’os dans des stades tardifs de la pathologie. L’ensemble des altérations subies 
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provoque la perte des propriétés physiques du cartilage. Celui-ci perd sa résistance (Poole et 

al. 2002). En réponse au stress mécanique, le cartilage subit une combinaison de stress généré 

par des forces de tension, compression et cisaillement (Kempson et al. 1973; Akizuki et al. 

1986). Au cours de l’arthrose, la tidemark se dédouble. Plusieurs tidemarks sont même 

observées chez certains patients  (Lane and Bullough 1980) (Figure 19). De nouvelles 

structures appelées chenaux vasculaires et microfractures apparaissent dans la couche 

profonde. Ces structures rompent l’étanchéité qui existait entre l’os et le cartilage en condition 

physiologique et permettent la communication entre les deux compartiments (Figure 22 et 

Figure 23) (Sokoloff 1993; Shibakawa et al. 2005).  

 

 

Figure 19 : Coupes histologiques de genou provenant de donneur sain (gauche) ou de 

patient arthrosique (droite)   

Adapté de Loeser et al. 2012 (Loeser et al. 2012a) 

 

2.3.1.2 Au niveau cellulaire 

 Changement de la balance entre anabolisme et catabolisme  

En réponse aux facteurs inflammatoires présents dans l’articulation en condition arthrosique, 

les chondrocytes modifient leur phénotype en augmentant le remodelage de MEC dans le but 
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de maintenir l’homéostasie. La balance entre anabolisme et catabolisme de la matrice 

extracellulaire penche en faveur du catabolisme ce qui entraîne la dégradation progressive de 

la MEC par les enzymes protéolytiques (MMPS et ADAMTS)(Bondeson et al.). Au cours de 

la maladie, les chondrocytes surexpriment de nombreuses MMPs comme MMP-1, 3, 8, 9 et 

13 (Okada et al. 1992; Vu et al. 1998; Wu et al. 2008; Wang et al. 2013b). MMP-13 est la 

plus connue des MMPs impliquée dans l’arthrose car elle joue un rôle majeur dans la 

dégradation du collagène de type II (Wang et al. 2013b). L’expression de MMP-13 est activée 

par l’IL-1 et TNFα dont la concentration augmente au cours de l’arthrose (Vincenti and 

Brinckerhoff 2002). MMP3 est la protéase la plus exprimée par le cartilage arthrosique dans 

les stades précoces d’arthrose (Bau et al. 2002). ADAMTS4 et ADAMTS5 sont fortement 

impliquées dans l’arthrose et dégradent l’aggrécane (Sandy and Verscharen 2001; Little et al. 

2007).  Au cours de l’arthrose, le taux protéique des TIMPs, les inhibiteurs des MMP et des 

ADAMTs, diminue ce qui accélère la dégradation du cartilage (Morris et al. 2010).  

 Modulations phénotypiques  

Les chondrocytes présents dans le cartilage subissent de nombreuses modifications de leur 

phénotype en réponse aux facteurs de stress environnants lié à l’inflammation de bas grade. 

Au cours de l’arthrose, les chondrocytes augmentent leur prolifération et subissent une 

différenciation qui les conduit vers un phénotype hypertrophique. Cette différenciation 

observée dans l’arthrose, et donc en condition pathologique, se calque sur le même 

phénomène qui a lieu durant le processus d’ossification endochondrale lors de la croissance. 

Au cours de ce processus, le cartilage subit une calcification ainsi qu’une néo-vascularisation 

provenant de l’os sous-chondral (Dreier 2010). La différenciation chondrocytaire est régulée 

par des facteurs de croissance tels que BMPs, FGF-2, TGF-β, Wnt et les protéines hedgehogs 

(Dreier 2010). Bien que BMP-2 ait plutôt une activité anabolique, il a été montré que ce 

facteur stimule MMP-13 dans l’arthrose (van der Kraan et al. 2010). Le TGF-β a également 

des particularités fonctionnelles en fonction des tissus. La supplémentation en TGF-β a été 

imaginée comme potentielle outil thérapeutique car elle augmente la réparation du cartilage. 

Cependant cette même supplémentation augmente par ailleurs la fibrose et la formation 

d’ostéophytes dans un modèle murin d’arthrose (Blaney Davidson et al. 2007).  

L’arthrose provoque des modifications de la régulation transcriptionnelle chez les 

chondrocytes. Le facteur de transcription RUNX2 est normalement impliqué dans 

l’ossification endochondrale et régule la maturation des chondrocytes (COL10A1, collagene 

X), la dégradation de la MEC (MMP13) et la vascularisation (VEGFA) (Jiménez et al. 1999; 
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Zelzer et al. 2001; Tetsunaga et al. 2011). RUNX2 n’est pas exprimé dans le cartilage adulte 

normal mais son expression augmente dans les stades précoces d’arthrose (Wang et al. 2004) 

ce qui provoque l’activation de ces cibles comme MMP13 (Tetsunaga et al. 2011). 

- Chondroptose 

Il existe une forte corrélation entre l’apoptose chondrocytaire et les altérations de la MEC 

(Thomas et al. 2007; Musumeci et al. 2011). La mort cellulaire des chondrocytes a été définie 

comme la « chondroptose » car ces cellules présentent une apoptose différente de celle 

observée classiquement. Contrairement à l’apoptose classique, la chondroptose implique une 

augmentation du réticulum endoplasmique et de l’appareil de Golgi, signe d’une intense 

synthèse protéique, la présence de vacuoles autophagiques et de lysosomes permettant de 

digérer les composants cellulaires (Roach et al. 2004; Kim and Blanco 2007). 

2.3.2 Membrane synoviale arthrosique :  

La membrane synoviale est un des acteurs majeurs de l’inflammation au cours de l’arthrose. 

Ce tissu subit une hyperplasie au cours de l’arthrose, définie par une infiltration de cellules 

immunitaires et une augmentation de l’épaisseur de la membrane synoviale (Sellam and 

Berenbaum 2010). La membrane synoviale arthrosique contribue à l’épanchement de synovie 

dans la capsule et au gonflement de l’articulation (synovite). 

Au cours de l’inflammation, des changements histologiques se déroulent au sein de la 

membrane synoviale. Le nombre de cellules de l’intima augmente fortement. Une infiltration 

de macrophages et lymphocytes a lieu au sein de la membrane. (Figure 20) 

De nombreuses études ont montré la forte infiltration de cellules immunitaires qui a lieu eu 

sein de la membrane et la prolifération et modification phénotypique des cellules résidentes. 

Les macrophages de l’intima sont capables de changer rapidement de morphologie en cas 

d’inflammation. Cette propriété a été montrée dans le cas de la RA pour les macrophages 

CXCR1+. Ces macrophages mettent fin aux contacts cellules/cellules ce qui produit une 

modification structurale de l’intima (Culemann et al. 2019). 
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Figure 20 : Changements histopathologiques de la membrane synoviale au cours de 

l'arthrose 

Sections de membrane synoviale provenant de patients arthrosiques : Coloration H&E (a, b), 

Marquage immunohistochimique des macrophages (c, d, anti-CD68,10× and 40×), 

lymphocyte T. a, membrane synoviale normale : la couche de cellules de l’intima est fine et le 

tissu conjonctif subintimal est relâché. b, hyperlasie de l’intima (flèche), villosités 

hyperplasiques (pointe de flèche), fibrose (étoile) et infiltrat de cellules mononucléaires 

autour des vaisseaux (double flèche) caractéristiques de l’arthrose. c, d, Distribution des 

cellules CD68+ dans une membrane synoviale arthrosique. (c) concentrées dans l’intima, et 

(d) dispercées dans la sous-intima. Adapté de Scanzello et al. (Scanzello and Goldring 2012) 

 

L’inflammation de la membrane synoviale est la conséquence de le présence de facteurs 

inflammatoires, cytokines (IL-1β, TNFα, IL-6, IL-8, IL-15, IL-17) et molécules d’alarme, les 

DAMPS (damage associated molecular patterns) dans le liquide synovial sécrétés en majeure 

partie par les cellules de l’immunité dans l’articulation en réponse aux débris  cellulaires et 

matriciels (Sellam and Berenbaum 2010; Loeser et al. 2012a).  

Les deux principaux types cellulaires de la membrane synoviale, les macrophages et FLS 

participent à la réponse immunitaire. Les macrophages de la membrane synoviale jouent leur 

rôle de cellules phagocytaires de l’immunité innée et s’activent en détectant les débris de 

MEC et alarmines du liquide synovial. 

La détection des signaux est réalisée par des récepteurs impliqués dans la reconnaissance de 

facteurs inflammatoires et de signaux d’alarmes, les PRRs (Pathogen Recognition Receptors). 

Les macrophages et FLS expriment ces récepteurs. Parmi ces PRRs, les plus connus sont les 

TLRs, RAGE et les NLRs. En parallèle de ces mécanismes, d’autres systèmes se mettent en 

place pour participer à l’inflammation comme le complément et les inflammasomes.  

L’activation des PRRs présents chez les macrophages de la membrane synoviale par l’IL-1 et 
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TNFα activent des voies de l’inflammation comme NF-κB et MAPK (Liu-Bryan and 

Terkeltaub 2015). Ces cellules vont alors sécréter des facteurs pour soutenir l’inflammation. 

En parallèle, les FLS participent grandement au relargage de cytokines dans la cavité 

articulaire (Jones et al. 2017). 

Au cours de l’arthrose, les FLS activent également l’angiogenèse via différentes cytokines 

dont le TGFβ, l’IL-8 et le VEGF (Cantagrel and Constantin 2013). 

 

Une méta-analyse a montré récemment que 41.5% des patients ayant une arthrose de genou 

présentaient une hypertrophie de la membrane synoviale comparé aux contrôles (14.5%) 

(Sarmanova et al. 2016). L’évaluation des lésions articulaires a montré que la synovite et les 

lésions de la moelle osseuse sont prédictives de l’incidence de l’arthrose et la sévérité de 

l’inflammation synoviale est prédictive de sa progression (Felson et al. 2016; Damman et al. 

2017). 

 

Différents scores permettant de scorer l’inflammation de la membrane synoviale ont été mis 

en place. Chronologiquement, le premier score à avoir été créé a été proposé par l’équipe de 

Salvati pour caractériser la réponse inflammatoire dans la coxarthrose (Arnoldi et al. 1980). 

Puis en 2002 l’équipe de Krenn développa un score destiné à tous le spectre des maladies 

rhumatismales et a permis de discriminer une synovite légère d’une synovite sévère (Krenn et 

al. 2002).(altérations morphologiques : Hyperplasie/épaisseur de la couche de cellules 

bordantes (LCs) activation des cellules résidentes/ Infiltration inflammatoire). Ce score est 

désormais très utilisé dans l’arthrose (Pessler et al. 2008). 

2.3.3 Os sous-chondral arthrosique : 

Au cours de l’arthrose l’os sous chondral subit de nombreuses détériorations associées à la 

dégradation du cartilage (Madry et al. 2010). Ces altérations sont caractérisées par des 

anomalies du remodelage osseux et de la minéralisation de l’os, l’épaississement de la plaque 

sous-chondrale et le développement d’ostéophytes (excroissances osseuses).  

À des stades précoces d’arthrose, l’os sous-chondral a tendance à s’affiner que ce soit chez 

l’homme (Reichenbach et al. 2008) ou l’animal (Sniekers et al. 2008; Intema et al. 2010) alors 

que son épaisseur augmente à des stades avancés chez l’homme (Nielsen et al. 2019). L’os 

sous-chondral devient scléreux et est moins minéralisé qu’en condition physiologique (Burr 

2004). Des lésions de la moelle osseuse (bone marrow lesions : BML) apparaissent (Burr 
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2004) et augmentent fortement le risque de progression de l’arthrose (Felson et al. 2003). Les 

altérations de l’os sous-chondral affectent ses propriétés mécaniques, ce qui le rend moins 

apte à absorber les forces de pression (Buckland-Wright 2004).  

De nombreuses études utilisant des modèles animaux ont montré l’importance de l’os sous-

chondral dans la progression de l’arthrose et notamment son impact sur le cartilage sus-jacent. 

Différents modèles animaux ont montré que l’os sous-chondral évolue rapidement dès les 

premiers stades de la maladie et que l’augmentation de la rigidité de l’os scléreux joue un rôle 

dans la dégénérescence du cartilage (Radin and Rose 1986; Wu et al. 1990; Carlson et al. 

1994). Les lésions de l’os prédisent la dégradation du cartilage, il existe donc une 

communication entre les deux compartiments.  

2.4 Communication entre les tissus au cours de l’arthrose 

Dans l’arthrose, la compréhension des mécanismes impliqués dans l’initiation et la 

progression de la dégradation du cartilage a beaucoup évoluée. L’arthrose implique tous les 

tissus de l’articulation, la cartilage, la membrane synoviale, l’os et les autres structures 

(Loeser et al. 2012a).  

2.4.1 Communication os/cartilage 

L’hypothèse d’une participation de l’os sous-chondral dans le développement arthrosique est 

soutenue par de nombreuses études (Mansell and Bailey 1998). L’os sous-chondral et le 

cartilage arthrosique subissent des changements physiques et biologiques qui mènent à des 

altérations de leur composition, structure et propriétés fonctionnelles. L’apparition de 

microfractures et chenaux vasculaires au cours de l’arthrose permet le passage de facteurs 

biochimiques d’un compartiment à l’autre contribuant à la communication entre l’os 

(osteoblastes/osteoclastes) et le cartilage (chondrocytes) (Figure 21).  
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Figure 21 : Communication cellulaire et moléculaire entre l’os et le cartilage dans 

l’arthrose 

D’après Yuan et al. 2014 (Yuan et al. 2014) 

 

2.4.1.1 Les chenaux vasculaires 

En condition physiologiques, l’os et le cartilage calcifié sont reliés par des chenaux 

vasculaires permettant le passage de molécules nutritives de l’os vers le cartilage (oxygène, 

glucose, eau) (Imhof et al. 2000) (Figure 22). En condition pathologique, ces chenaux 

traversent la tidemark et pénètrent dans le cartilage articulaire (Walsh and Pearson 2001). Des 

études sur des modèles animaux d’arthrose montrent que le nombre de chenaux vasculaires 

augmente au cours de l’arthrose (Pan et al. 2012). 
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Figure 22 : Coupes histologiques de la jonction ostéochondrale montrant l'invasion du 

cartilage par les chenaux vasculaires au cours de l'arthrose  

Coloration H&E (A) Grade 0 : Pas d’invasion de la plaque sous-chondrale (B) Grade I : la 

résorption de l’os sous-chondral est limitée au cartilage calcifié. (C) Grade II : la moelle 

osseuse s’infiltre au-delà de la tidemark dans le cartilage articulaire. Flèche : tidemark, pointe 

de flèche : chenal vasculaire, AC: cartilage articulaire, CC: cartilage calcifié, SB: Os sous-

chondral, échelle = 100 μm. D’après Shibakawa et al. 2005. (Shibakawa et al. 2005) 

2.4.1.2 Les microfractures 

Les microfractures apparaissent au cours de l’arthrose entre la tidemark et la plaque d’os 

sous-chondral sous l’action des contraintes mécaniques excessives subies par l’articulation 

(Sokoloff 1993; Burr 2004) (Figure 23). Ces microfissures mesurent entre 2 et 7 µm. Elles 

sont décrites chez les patients arthrosiques et les personnes âgées mais pas chez les individus 

jeunes et sain, ce qui sous-entend  un développement favorisé par le vieillissement et des 

conditions pathologiques (Sokoloff 1993). Leur présence pourrait contribuer à l’invasion du 

cartilage calcifié par des vaisseaux ce qui réactiverait le processus d’ossification 

endochondrale et mènerait à l’amincissement du cartilage articulaire sus-jacent (Burr and 

Radin 2003). 
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Figure 23 : Coupe histologique de la jonction ostéochondrale montrant des microfractures 

en condition arthrosique  

Flèche : tidemark, pointe de flèche : chenal vasculaire, CA: cartilage articulaire, CC: cartilage 

calcifié, Os SC: Os sous-chondral. Adapté de Sokoloff et al. 1993 (Sokoloff 1993) 

 

2.4.2 Communication cartilage/os et membrane synoviale 

Le liquide synovial permet la communication entre la membrane synoviale, le cartilage et 

l’os. Au cours de l’arthrose, ce liquide se remplit de débris de MEC provenant du cartilage 

(Petersson et al. 1997) ainsi que de cristaux (cristaux d’apatite et cristaux de pyrophosphate de 

calcium dihydraté, acide urique) (Gibilisco et al. 1985; Denoble et al. 2011). La présence de 

ces fragments est captée par les cellules de la membrane synoviale et active l’immunité innée. 

L’inflammation de la membrane synoviale au cours de l’arthrose provoque la libération de 

nombreux médiateurs inflammatoires qui vont être libérés dans le liquide synovial. En retour, 

le cartilage et l’os vont aussi sécréter des facteurs pro-inflammatoires dans la capsule 

articulaire. De nombreux facteurs inflammatoires comme les cytokines IL-1β et TNFα sont 

retrouvés dans le liquide synovial des patients arthrosiques (Mannami et al. 1989; Westacott 

et al. 1990). D’autre facteurs comme les chemokines (MCP-1, MIP-1) (Cuellar et al. 2009; 

Endres et al. 2010) sont également présents. Chaque compartiment contribue donc à 

l’augmentation de la concentration de médiateurs inflammatoires et participe donc à 

l’amplification du cercle vicieux d’inflammation mis en place au cours de l’arthrose (Loeser 

et al. 2012a). 



64 
 

3. Immunité innée et Arthrose 

L’arthrose est reconnue comme une maladie chronique dégénérative caractérisée par une 

inflammation de bas grade persistante. Sa progression est due à l’association de facteurs 

biochimiques, biomécaniques et en grande partie à l’immunité innée en réponse à un 

environnement inflammatoire. Les débris de cartilage et molécules inflammatoires libérées 

dans l’articulation suite à des dommages mécaniques ou à des facteurs systémiques vont être 

détectés par des récepteurs membranaires, exprimés par les cellules impliquées dans 

l’immunité innée. L’activation de tous les acteurs de l’immunité innée comme les 

macrophages et autres cellules présentes dans la membrane synoviale, le système du 

complément et l’inflammasome vont participer à la réponse inflammatoire afin de tenter de 

résoudre les altérations. Cependant, au lieu de passer à la phase de résolution de 

l’inflammation et de guérison, ces mécanismes inflammatoires vont persister dans 

l’articulation menant à la destruction progressive du cartilage et à un cercle vicieux 

d’inflammation affectant l’ensemble de l’articulation.  

Comment l’immunité innée, première ligne de défense de l’organisme, conduit à la 

progression de l’arthrose ?  

3.1 Vue générale du système immunitaire 

3.1.1 Immunité innée, immunité adaptative et réaction inflammatoire 

Le système immunitaire est constitué de deux composantes : l’immunité innée et l’immunité 

adaptative. Ces deux composantes ont pour rôle de protéger l’organisme contre les agressions 

provenant de l’extérieur ou internes à l’organisme. L’immunité innée est décrite comme la 

première ligne de défense, reconnaissant les motifs conservés associés aux pathogènes 

(Pathogen associated molecular patterns : PAMPS) ou aux molécules issus de dommages 

cellulaires et tissulaires (Damage associated molecular patterns : PAMPS) (Riera Romo et al. 

2016). Cette première réponse est non spécifique et implique de nombreux acteurs cellulaires 

notamment les monocytes et macrophages, les neutrophiles, les cellules dendritiques, les 

mastocytes, les cellules NK (natural killer) et le système du complément. Elle est suivie par 

l’activation de l’immunité innée afin d’élaborer une réponse spécifique à l’aide d’un arsenal 

cellulaire et moléculaire incluant, les lymphocytes B et T et les anticorps produits (Woodell‐

May and Sommerfeld 2019) (Figure 24).  
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Figure 24 : Vue d’ensemble du système immunitaire  

D’après Müller et al. 2019 (Müller et al. 2019) 

Ces deux réponses immunitaires sont associées à la réaction inflammatoire qui est l’ensemble 

de la réponse mise en place lors d’une blessure due aux pathogènes, aux dommages cellulaires 

ou bien à des substances irritantes.  Celle-ci provoque une rougeur, un gonflement, une 

chaleur et une douleur au niveau du site touché. La réaction inflammatoire nécessite 

l’implication de différents acteurs afin de répondre à l’agression : les inducteurs, les senseurs, 

les médiateurs et les effecteurs (Medzhitov 2008) (Figure 25).  
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Figure 25 : Vue d'ensemble de l'inflammation  

a, Le processus d’inflammation nécessite différents acteurs : les inducteurs (inducers), les 

senseurs (sensors), les médiateurs (mediators) et les effecteurs (effectors). b, Les induceurs 

peuvent être classés en 2 sous-groupes : les inducteurs exogènes ou endogènes.  Ces 2 sous-

groupes s’organisent comme décrit dans le schéma ci-dessus. ECM : extracellular matrix; 

PAMP : pathogen-associated molecular pattern. D’après Medzhitov, Nature 2008  (Medzhitov 

2008) 

3.1.2 Immunité adaptative et arthrose 

Il est désormais bien reconnu que l’immunité innée joue un rôle majeur dans l’arthrose. 

Néanmoins, l’immunité adaptative est également modifiée au cours de cette pathologie. Des 

études ont montré que les quantités et profils des lymphocytes B (producteurs d’anticorps) et 

T cytotoxiques (liés à l’éliminiation des cellules cibles) ou T helper ( lié à la stimulation de la 

prolifération et différenciation des cellules de l’immunité) évoluent en condition arthrosique 

(Woodell‐May and Sommerfeld 2019). Les patients arthrosiques présentent une augmentation 

du nombre de lymphocytes (cellules CD4+), notamment les lymphocytes T helper (Th1), 

comparé aux personnes saines (Ishii et al. 2002; Saito et al. 2002). Une autre étude a mis en 

évidence une corrélation positive entre la présence de lymphocytes Th17 et le score de 

douleur WOMAC chez des patients arthrosiques (Zhu et al. 2020). La capacité des 

lymphocytes T helper à influencer la polarisation des macrophages par le biais des cytokines 

sécrétées (IL-4, IFN-γ, TNF-α) est un mécanisme important dans l’arthrose (Li et al. 2017). 
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La compréhension de l’implication des cellules de l’immunité adaptative dans le 

développement de l’arthrose a évoluée ces dernières années mais n’a pas encore été 

totalement élucidée.  

 

3.2 Implication de l’immunité innée dans l’arthrose :  

Contrairement à des pathologies très inflammatoires comme la polyarthrite rhumatoïde, 

l’arthrose présente plutôt une inflammation de bas grade. Cependant malgré de plus faibles 

quantités de molécules inflammatoires détectées, des acteurs de l’immunité innée sont activés 

et jouent un rôle majeur dans la progression de cette maladie. En effet, l’arthrose peut être 

considérée comme une blessure stérile, interne nécessitant l’action de ce système de 

reconnaissance des affections tissulaires et cellulaires pour stopper la lésion puis cicatriser les 

tissus. Cependant au cours de la pathologie, l’immunité innée échoue à résoudre 

l’inflammation, déclenchée en partie par la reconnaissance de débris de cartilage et molécules 

d’alarmes libérées (DAMPS) dans la cavité articulaire par les différents tissus. La présence 

anormale de ces molécules va être reconnue comme une agression et activer l’immunité innée 

des récepteurs de type Pathogen recognition receptors (PRRs) présents à la surface des 

leucocytes (macrophages, cellules dendritiques et mastocytes). Parmi ces récepteurs, les Toll 

Like receptors (TLRs majoritairement 2 et 4) et les Nod like receptor (NLRs) sont les plus 

décrits dans l’arthrose et sont exprimés par de nombreuses cellules immunitaires présentes 

dans la membrane synoviale et cellules de l’articulation (Chen and Nuñez 2010).  Leur 

activation déclenche de nombreux mécanismes inflammatoires impliquant les voies de 

signalisation des MAPK, NF-κB, le système du complément et l’inflammasome. 

L’association de ces événements provoque la production de médiateurs pro-inflammatoires 

(cytokines, chemokines, métabolites lipidiques, alarmines) qui sont chargées de recruter de 

nouveaux acteurs comme les neutrophiles et monocytes/macrophages. Cependant dans 

l’arthrose, la résolution de l’inflammation échoue et un cercle vicieux d’inflammation se met 

en place menant à la destruction progressive de l’articulation (Nathan 2002; Chen and Nuñez 

2010). 
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3.2.1 Les alarmines 

3.2.1.1 Définition 

Le terme d’alarmine ou DAMPS (Damage associated molecular pattern) a été proposé en 

2005 par l’équipe d’Oppenheim pour désigner les molécules servant de signaux d’alarmes 

libérés lors de lésions tissulaires et cellulaires dans l’organisme. Ces molécules de petites 

tailles remplissent en temps normal des fonctions intra-cellulaires physiologiques (Bertheloot 

and Latz 2017; Fleshner and Crane 2017) (régulation de la transcription, prolifération 

cellulaire, différentiation et homéostasie calcique). Cependant en cas d’inflammation ou de 

lésions internes, elles sont libérées activement ou passivement dans le milieu extracellulaire et 

vont alors déclencher et soutenir la réponse inflammatoire (Nefla et al. 2016) (Figure 26). 

Les caractéristiques des alarmines sont :(Bianchi 2006; Bidwell et al. 2008) 

 La libération rapide dans le milieu extracellulaire par les cellules mortes ou 

endommagées 

 La libération de manière active par les cellules de l’immunité 

 La capacité de recruter et activer des cellules de l’immunité innée 

(macrophages, DCs) 

 L’initiation de la réparation tissulaire 

De nombreuses alarmines sont impliquées dans les maladies articulaires (Foell et al. 2007). 

Les plus connues dans l’arthrose sont HMGB1 (High mobility group box 1), les protéines 

S100, les Heat shock proteins (HSP), l’ATP et l’acide urique (Sunahori et al. 2006; Boyd et 

al. 2008; Harris et al. 2012; Siebelt et al. 2013; Wang et al. 2013a; Bertheloot and Latz 2017).  
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Figure 26 : Implication des alarmines dans l'articulation synoviale 

1- Les débris de cartilage libérés durant l’arthrose stimulent les cellules de la membrane 

synoviale qui devient inflammatoire. 2- Les synoviocytes macrophagiques et fibroblastiques 

produisent des facteurs inflammatoires (S100, HMGB1), 3- qui déclenchent une auto-

réactivation de la membrane synoviale. 4- Les alarmines intensifient la dégradation du 

cartilage en induisant la production de MMPs et ADAMTS, de ROS et VEGF qui stimule 

l’angiogenèse. 5- Les chondrocytes subissent une différenciation vers un phénotype 

hypertrophique. 6- Des ostéophytes se forment. 7- Les récepteurs des alarmines sont les TLRs 

et RAGE qui activent les voies MAPK et NF-κB. 8- La différenciation hypertrophique est 

médiée par TLR2 et TLR4. 9- Les chondrocytes hypertrophiques libèrent à leur tour des 

alarmines (HMGB1) 10- cela active l’ossification endochondrale et la formation 

d’ostéophytes à cause du rôle chemo-attractant de HMGB1 sur les cellules osseuses. 11- 

HMGB1 est aussi libéré par les cellules nécrotiques 12- et agit comme chemo-attractant via 

RAGE, TLR2 et TLR4. 13- HMGB1 induit le remodelage osseux. D’après Nefla et al. 2016 

(Nefla et al. 2016) 
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D’autres molécules sont considérées comme des alarmines alors qu’elles ne proviennent pas 

du milieu intracellulaire. Il s’agit notamment de fragments de matrice extracellulaire (COMP, 

fibronectine). Leur présence sous forme de débris dans l’articulation est également reconnue 

par l’immunité innée et enclenche une réponse inflammatoire. Certaines publications 

présentent aussi certaines cytokines comme étant des alarmines (IL-1β, IL-33) en considérant 

leur rôle dans l’activation de l’immunité innée et de l’inflammation. 

En condition arthrosique, on observe une augmentation de la concentration de ces DAMPS 

dans le liquide synovial.(Liu-Bryan 2013). Les effets de ces alarmines ont été étudiés in vivo 

et in vitro et ont permis de montrer leur rôle dans l’hyperplasie synoviale,  

3.2.1.2 Mode de libération active et passive 

Les alarmines sont libérées de deux manières différentes dans le milieu extracellulaire : soit 

par voie passive par libération à partir de cellules nécrotiques ou par voie active à partir de 

cellules de l’immunité impliquant les exosomes (New et al. 2013; Fleshner and Crane 2017). 

Les exosomes sont de petites vésicules (30 à 100 nm de diamètre) libérées par de nombreux 

types cellulaires et retrouvées dans le plasma, l’urine et la salive (Cheng et al. 2014). Des 

alarmines comme S100A9 ont été trouvés dans des exosomes provenant de macrophages 

(New et al. 2013).  

En 2019, une équipe chinoise a mis en évidence des rôles opposés de l’alarmine HMGB1 en 

fonction de son mode de libération dans le milieu extracellulaire. En effet, HMGB1 faisait 

diminuer l’expression de SASH1, un suppresseur de tumeur lorsqu’il était libéré de manière 

passive mais avait un rôle inverse lorsqu’il était libéré par des exosomes (Ma et al. 2019). Ce 

mécanisme serait dépendant de TLR4. Des études comme celles-ci montrent que les 

mécanismes moléculaires des alarmines restent à élucider.  
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Figure 27 : Mode de libération et d'action des alarmines 

Les alarmines peuvent être libérées passivment à partir de cellules nécrotiques ou ayant subi 

un stress ou bien activement par les cellules de l’immunité. Une fois libérées dans le milieu 

extracellulaire, elles se fixent à leurs récepteurs et activent l’immunité innée.  D’après  Nefla 

et al. 2016 (Nefla et al. 2016) 

3.2.1.3 Libération des alarmines par les différents tissus de l’articulation 

En condition arthrosique, les chondrocytes subissent de nombreux stress, à la fois 

biochimiques et mécaniques et leur nombre décroît dans les stades les plus tardifs de la 

maladie.(Sohn et al. 2012) Les chondrocytes meurent par apoptose (Kim et al. 2000; Thomas 

et al. 2007), chondroptose (Roach et al. 2004), nécrose (Chen et al. 2001), autophagie (Chang 

et al. 2013) ou par la combinaison de ces différents processus (Almonte-Becerril et al. 2010; 

Charlier et al. 2016). Le cartilage se dégrade progressivement sous l’action d’enzymes de 

dégradation de la MEC (MMPs et aggrécanases) (Aigner et al. 2003; Song et al. 2007; Zeng 

et al. 2015). Ces altérations provoquent la libération de fragments de MEC (fibronectine, 

acide hyaluronique, dérivés d’aggrécane) (Lohmander et al. 1993; Homandberg et al. 1998; 

Jiang et al. 2007) et d’alarmines (S100/calgranulin, HMGB1) dans le liquide synovial. 

L’augmentation de ces médiateurs dans la synovie est corrélée positivement avec la sévérité 

de l’arthrose, la douleur et l’inflammation de la membrane synoviale (Lohmander et al. 1993; 

Ohno et al. 2006; Wang et al. 2013a; Hwang et al. 2015; Ke et al. 2015). 

 Alarmines impliquées dans l’arthrose 
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Tableau 3 : Les différentes alarmines impliquées dans l'arthrose 

D’après Nefla et al. 2016. (Nefla et al. 2016) 

 

 HMGB1 

HMGB1 est une protéine nucléaire de type non-histone de petit poids moléculaire (30 kDA) 

très conservée au cours de l’évolution (Huang et al. 2015). Elle possède deux régions de 

liaisons à l’ADN ce qui lui permet de jouer le rôle de facteur de transcription architecte et de 

moduler les interactions entre l’ADN et d’autres facteurs (Bidwell et al. 2008).  HMGB1 peut 

être libérée passivement par les cellules nécrotiques ou activement par les cellules de 

l’immunité. La quantité d’HMGB1 extracellulaire est plus élevée dans les liquides synoviaux 

de patients arthrosiques comparés aux individus contrôles (Ke et al. 2015). Son augmentation 

de concentration dans les liquides synoviaux est associée à la sévérité de la maladie, à 

l’inflammation de la membrane synoviale et à la douleur (Li et al. 2011; Ke et al. 2015). La 

libération d’HMGB1 par les chondrocytes ou les FLS est stimulée par des cytokines pro-

inflammatoires comme IL-1β et TNFα (García-Arnandis et al. 2010; Liu-Bryan and 

Terkeltaub 2010; Terada et al. 2011). HMGB1 extracellulaire peut lier de nombreux 

récepteurs de l’immunité comme TLR2, TLR4 et RAGE (van Beijnum et al. 2008; Al-Ofi and 

Al-Ghamdi 2018) ce qui provoque l’augmentation de production de MMP13 chez les 

chondrocytes stimulés par l’intermédiaire des voies inflammatoires NF-κB et ERK (Loeser et 

al. 2005). HMGB1 coopère avec d’autres cytokines sous forme de complexe. C’est le cas de 

l’IL-1β dans des cultures de FLS de patients arthrosiques (García-Arnandis et al. 2010). 
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HMGB1 peut aussi se complexer avec IL-1α, IL-1β et le LPS et promouvoir l’inflammation 

des FLS (Wähämaa et al. 2011). 

 S100 

Les protéines S100 font partie d’une famille de protéines de liaison du calcium. Elles ont un 

faible poids moléculaire (10-14 kDa) et leurs variabilités au niveau de l’extrémité carboxyle et 

dans la région entre les 2 EF-hand expliquent les spécificités de chaque membre de cette 

famille. Ces protéines sont présentes sous forme d’homodimères, hétérodimères ou 

multimères dans le cytosol des cellules. Leurs rôles intracellulaires sont nombreux 

(homéostasie calcique, croissance cellulaire, prolifération). Comme les autres alarmines, ces 

molécules ont des effets pro-inflammatoires lorsqu’elles sont libérées dans le milieu 

extracellulaire (Yammani et al. 2009; Donato et al. 2013). Dans le milieu extracellulaire, elles 

sont capables d’activer les cellules immunitaires en se liant à RAGE et aux TLRs (Sunahori et 

al. 2006). S100A4 est surexprimée en condition arthrosique (Erlandsson et al. 2013). La 

liaison de S100A4,8 et 9 à TLR4 déclenche l’activation de la voie pro-inflammatoire NF-kB 

et des vois MAPK. S100A4 inhibe la minéralisation de l’os, l’expression des marqueurs 

ostéoblastiques et stimule la formation d’ostéoclastes (Erlandsson et al. 2013; Verma et al. 

2018). Les protéines S100 peuvent également se lier au récepteur RAGE (Leclerc et al. 2009). 

S100A8 et S100A9 s’assemblent en hétérodimère et forment un complexe, la calprotectine. 

Ce complexe a un effet pro-catabolique sur les chondrocytes qui augmentent fortement leur 

production de MMPs (1, 3, 9, 13) et l’expression d’IL6, IL8 et MCP1 (Schelbergen et al. 

2012). Ces molécules ont été envisagées comme biomarqueur reflétant la destruction de 

l’articulation (van den Berg 2011). C’est le cas de l’alarmine S100A8/A9  dont l’expression 

est corrélée à l’inflammation de la membrane synoviale, la dégradation de l’os et du cartilage 

(Kang et al. 2014)  

 HSPs 

En conditions physiologiques, les Heat shock proteins (HSPs) sont des protéines chaperonnes 

intracellulaires de petite taille. Des facteurs tels que l’IL-1β et TNFα induisent la sécrétion de 

HSP60. En réponse à ces facteurs inflammatoires, les HSPs activent la formation 

d’osteoclastes dans l’os via des mécanismes RANK-RANKL dépendants en se liant au 

récepteur TLR2 (Koh et al. 2009). HSP70 est surexprimé par les chondrocytes arthrosiques 

(Kubo et al. 1985) et le cartilage de patients atteints d’arthrose sévère (Takahashi et al. 1997). 

Cette HSP70 a un rôle plutôt protecteur. En effet il a été montré que HSP70 protégeait les 
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chondrocytes de l’apoptose induite par NO (acide nitrique) en bloquant l’activité de a caspase 

3 (Terauchi et al. 2003). Cependant d’autres HSP90 prennent le dessus dans l’arthrose et 

soutiennent la progression de la maladie (Siebelt et al. 2013).   

 Acide urique 

L’acide urique est un composé intra-cellulaire résultant de la dégradation et l’excrétion des 

purines. L’acide urique est produit en condition physiologique par les cellules et peut être 

trouvé dans le noyau et le cytoplasme. Lorsque sa concentration excède sa limite de solubilité 

(6.8 mg/dL), il forme des cristaux qui activent les macrophages de l’immunité innée via 

l’inflammasome NALP3 (Martinon et al. 2006; Denoble et al. 2011). L’activation de cet 

inflammasome est nécessaire pour l’activation de IL-1β  et IL-18 et leur libération (Martinon 

et al. 2006). Les effets de ces cytokines déclenchent la production d’autres facteurs 

inflammatoires (PGE2, NO, cytokines, chemokines) conduisant à la destruction du cartilage 

par les MMP et aggrécanases (Jacques et al. 2006). La présence d’acide urique et de ces 

cytokines dans le liquide synovial est associée à la sévérité de l’arthrose de genou étudiée par 

radiographie et scintigraphie (Denoble et al. 2011). 

Une étude réalisée en Chine sur 4000 participants a montré que les femmes présentant des 

taux élevés d’acide urique dans le sérum présentaient les plus grandes caractéristiques 

radiographiques d’arthrose de genou (Ding et al. 2016). 

 Produits de dégradation de la matrice : 

Les débris de MEC comme les fragments de fibronectine, protéoglycanes, HA de faible poids 

moléculaires sont libérés dans la capsule articulaire et leur présence active l’immunité innée et 

amplifie la dégradation du cartilage, ce qui alimente le cercle vicieux d’inflammation. Une 

étude a montré que la présence de fragments de fibronectine déclenchait le relargage de 

TNFα, IL-1β et la sécrétion de MMP3 provoquant ainsi la dégradation de proteoglycanes sur 

des explants de cartilage (Homandberg and Hui 1996). 

3.2.2 Récepteurs de l’immunité innée : Les Pathogen recognition receptors (PRR) 

Les PRR sont les récepteurs permettant d’activer l’immunité innée en reconnaissant des 

signaux de dangers. Les PRR comprennent plusieurs familles de récepteurs membranaires, 

endosomaux ou bien cytosoliques. Ces récepteurs sont connus pour reconnaître de nombreux 

motifs antigéniques ce qui leur permet de détecter le moindre signal et activer l’immunité 



76 
 

innée. La structure des récepteurs leur permet de reconnaître les nombreux types d’alarmines 

qui diffèrent grandement au niveau de leurs chaînes peptidiques.  

 Les Toll Like receptors (TLR): 

Ces récepteurs sont les principaux membres de la famille des PRR et jouent un rôle 

prépondérant dans la reconnaissance des signaux de dangers provenant de pathogènes 

PAMPS) ou de molécules d’alarmes endogènes (DAMPS).  Ce sont des glycoprotéines 

transmembranaires de type I (Akira and Takeda 2004). Leur domaine extracellulaire est 

constitué de séquences riches en leucines appelées « Leucine rich-repeat » (LRR) prenant la 

forme de fer à cheval. Ces séquences de 19 à 25 acides aminés juxtaposées sont constituées de 

nombreux résidus leucine et permettent la reconnaissance des ligands (Figure 28). Dix 

isoformes ont été identifiées chez l’humain. Ces récepteurs sont majoritairement exprimés par 

les cellules de l’immunité notamment les macrophages (Scanzello and Goldring 2012; 

Butcher et al. 2018). TLR2 peut s’associer en hétérodimère avec TLR1 et TLR6 (Ozinsky et 

al. 2000). Les autres isoformes s’associent en homodimères (Takeda 2005; Lee et al. 2012). 

 

Figure 28 : Représentation cristallographique de l’hétérodimère TLR2/TLR1  

a) Monomère de TLR2 b) Dimère de TLR2 et TLR1 c) Ligand Pam3CSK4. D’après Durai et 

al. 2016 (Durai and Choi 2016) 

Ces récepteurs sont capables de reconnaître de nombreux motifs présents sur les pathogènes et 

molécules d’alarmes. Cependant les différentes isoformes de TLRs ne reconnaissent pas les 

mêmes ligands. La fixation de ces ligands à leurs TLRs spécifiques active des voies de 
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signalisation pro-inflammatoires comme la voie NF-κB par l’intermédiaire de protéines 

adaptatrices comme MyD88, TIRAP, TRIF and TRAM au niveau du domaine Toll/Interleukin 

Receptor (TIR) intracellulaire (Fitzgerald et al. 2001; Horng et al. 2001; Bin et al. 2003; Sato 

et al. 2003; Takeda et al. 2003; Yamamoto et al. 2003)  (Figure 29). L’activation de ces 

cascades de signalisation conduit à la production de cytokines et chemokines.  

 

Figure 29 : Schéma de l’activation de la signalisation intracellulaire par les DAMPS via 

TLR2 et TLR4 

Vue d'ensemble des TLRs humains. Les TLRs sont situés soit à la surface des cellules, soit 

dans le cytoplasme à la surface des endosomes. Ils réagissent aux agressions par la détection 

de molécules endogènes (damage associated molecular pattern [DAMP]) libérées après une 

lésion tissulaire. Les TLRs recrutent différentes molécules adaptatrices et initient des voies de 

signalisation conduisant à l'activation de l'expression de gènes pro-inflammatoires dépendant 

de NF-kB et/ou à l'expression d’IFNa/b par l’intermédiaire d'IRF3/7. Adapté de Sugiura et al. 

2009 (Sugiura et al. 2009) 

 

Les récepteurs TLRs sont des acteurs majeurs dans le développement de l’arthrose car ce sont 

les principaux récepteurs permettant d’activer l’immunité innée suite à la reconnaissance de 

molécules d’alarmes endogènes dans l’articulation. Différents TLRs sont exprimés par les 

cellules de l’articulations, notamment les TLR2/1, TLR2/6, TLR4 etTLR9 par les 

chondrocytes, les FLS et les cellules immunitaires présentes dans l’articulation (Shen et al. 
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2019). Ils sont exprimés de manière différentielle entre les différentes localisations d’arthrose 

(genoux, mains) (Barreto et al. 2017) et également en fonction du stade de la maladie 

(Takakubo et al. 2014). Ces différences peuvent être dues aux facteurs de risques spécifiques 

associés aux différentes localisations comme l’obésité et le stress mécanique. En condition 

arthrosique, les récepteurs TLRs reconnaissent de nombreuses alarmines dont HMGB1, les 

protéines S100, les protéines HSP, des fragments de MEC et d’ARNm (Pisetsky et al. 2008; 

Schelbergen et al. 2012; Ma et al. 2017; Al-Ofi and Al-Ghamdi 2018; Aucott et al. 2018). 

Leurs différents ligands endogènes sont listés dans la figure 30. 

 

Figure 30 : Activateurs endogènes (DAMPS) des récepteurs TLRs regroupés en fonction de 

leur nature biochimique  

Adapté de Piccinini et al. 2010. (Piccinini and Midwood 2010) 

 



79 
 

Bien que les TLRs activent l’immunité et participent donc à l’augmentation des facteurs 

inflammatoires dans l’articulation, des études effectuées sur des modèles de souris 

arthrosiques (méniscectomie du genou) déficientes pour les récepteurs TLR1, 2, 4 et 6 ou 

MyD88 n’ont pas montré de protection contre l’arthrose (Nasi et al. 2014).  

 

 RAGE 

RAGE est le récepteur des produits de glycations avancés (adanced glycation end products : 

AGEs). Ce récepteur fait partie de la famille des immunoglobulines et est une protéine 

transmembranaire (Alexiou et al. 2010). Ce récepteur est exprimé par de nombreux types 

cellulaires. Son expression varie en condition pathologique. RAGE est plus exprimé en 

condition arthrosique (Loeser et al. 2005). RAGE n’est pas seulement le récepteur des AGEs, 

il reconnaît également de nombreuses alarmines tels que HMGB1, S100 (Alexiou et al. 2010). 

Le récepteur RAGE et certains TLRs partagent des ligands communs. Ils reconnaissent 

HMGB1 (Sims et al. 2010; Al-Ofi and Al-Ghamdi 2018),  le complexe S100A8/A9 (Boyd et 

al. 2008; Schelbergen et al. 2012). La coopération entre les RAGE et TLRs a été montrée par 

différentes études. L’une d’entre elles a montré que RAGE, TLR9 et MyD88 interagissaient 

physiquement après stimulation par la protéine HMGB1 (Tian et al. 2007). L’activation de ces 

récepteurs déclenche des cascades de signalisation telles que la voie NF-κB (Figure 31). 
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Figure 31 : Exemple de convergence des voies de signalisation entre TLR et RAGE activés 

par HMGB1 

D’après Van Beijnum et al. 2008 (van Beijnum et al. 2008) 

 Les NLRs : 

Ces récepteurs NLRs (nucleotide-binding and oligomerization domains like receptors) 

peuvent être divisés en deux sous-groupes, les NODs (nucleotide-binding and oligomerization 

domains) et NLRP (Nucleotide-binding oligomerization domain, Leucine rich Repeat and 

Pyrin domain containing). Ces récepteurs sont des sentinelles intra-cellulaires opérant via les 

inflammasomes ou par des voies inflammatoires alternatives. (Barbé et al. 2014) 

- Inflammasome 

Les inflammasomes sont composés d’un assemblage de protéines : Une protéine NLRP ayant 

un rôle senseur, une protéine adaptatrice appelée ASC (apoptosis- associated Speck-like) et la 

procaspase 1. Le plus connu dans l’arthrose est NLRP3 (nucleotide-binding and 

oligomerization domain-like receptor containing protein 3), exprimé par les macrophages, 

FLS, ostéoblastes et chondrocytes (Latz and Duewell 2018; McAllister et al. 2018). 
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Les alarmines majoritairement impliquées dans l’activation de NLRP3 sont les cristaux 

comme l’acide urique ou encore le phosphate de calcium (McAllister et al. 2018). 

3.2.3 Facteurs pro-inflammatoires (Cytokines, chémokines)  

La libération des cytokines inflammatoires dans le liquide synovial contribue à la dérégulation 

de l’homéostasie tissulaire, à la destruction du cartilage. Les cytokines activent les 

chondrocytes qui sécrètent des enzymes pro-cataboliques et dégradent la matrice. Parmi ces 

molécules, les plus connues sont l’IL-1β, TNFα, IL-6, IL-15, IL-18.  L’IL-1β est la cytokine 

majeure dans l’arthrose. Elle est fortement exprimée par les tissus articulaires en condition 

arthrosique ce qui comprend les chondrocytes, ostéoblastes, les FLS et macrophages et 

provoque la destruction du cartilage par l’intermédiaire de TNFα (Rahmati et al. 2016). 

3.2.4 Le système du complément  

Composant majeur de l’immunité innée, le complément comprend plus d’une trentaine 

d’acteurs protéiques liée à la membrane ou présentes dans le plasma. Après l’activation d’une 

des voies de signalisation (classique, alternative, liée à la lectine : MBL), les protéines 

s’assemblent pour former le complexe d’attaque membranaire (MAC) (Figure 32). Le 

complément a pour rôle de reconnaître les molécules « étrangères » et de les éliminer par lyse 

ou opsonisation  (Carroll and Sim 2011). Les molécules provenant des différentes étapes de 

clivage (C3a, C4a et C5a) sont libérées et se fixent à leurs récepteurs (C3aR, C4aR et C5aR) 

provoquant l’augmentation de la perméabilité vasculaire, la libération d’histamine par les 

mastocytes, la contraction des cellules musculaires et la synthèse de facteurs angiogéniques 

par les cellules souches mésenchymateuses (Siraganian and Hook 1976; DiScipio et al. 2006; 

Barnum 2015; Vlaicu et al. 2016).   
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Figure 32 : Schéma du système du complément 

L’activation du système du complément peut suivre trois voies, la voie classique, la voie du 

mannose-binding lectin (MBL) et la voie alternative. Les interactions entre les acteurs du 

complément aboutissent à la formation du complexe d’attaque membranaire (MAC) qui créé 

des pores dans les membranes cellulaires pour induire la lyse cellulaire. fB, factor B; fD, 

factor D; fP, factor P; MASP, mannose-binding lectin-associated serine protease. D’après 

Mathern et al. 2015. (Mathern and Heeger 2015) 

 

En condition pathologique, le complément peut causer des dommages au niveau des tissus 

lorsque son activation est dérégulée (Carroll and Sim 2011). Le cartilage et la membrane 

synoviale expriment les composants du complément de la voie classique en condition 

physiologique (C1q, C1s, C4 et C2) (Bradley et al. 1996).  Il a été montré que le facteur B du 

complément (CFB) , spécifique de la voie alternative, était surexprimé par le cartilage et la 

membrane synoviale arthrosiques suggérant un rôle important de cette voie dans l’arthrose 

(Assirelli et al. 2016). Une étude réalisée chez des souris déficientes pour des composants du 

complément (C5, C6 ou CD59a) a montré que ces facteurs étaient nécessaires dans le 

développement d’une arthrose (Wang et al. 2011). Des analyses protéomiques et 

transcriptomiques de liquides synoviaux de patients arthrosiques ont montré que l’expression 

des molécules du complément et son activité étaient anormalement fortes dans les 
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articulations arthrosiques (Wang et al. 2011). D’autres approches ont permis de confirmer 

l’implication du complément dans le développement de l’arthrose comme les travaux de 

Wang et al. qui ont mis en évidence le rôle protecteur contre l’arthrose de la protéine CD59 

qui est capable d’inhiber le MAC (Wang et al. 2011).   

3.2.5 Les macrophages 

Nous avons vu précédemment que les macrophages jouaient un rôle majeur dans l’arthrose. 

Les macrophages de la membrane synoviale sont ceux qui sont le plus étudiés. Les 

macrophages présents dans la membrane synoviale présentent une grande plasticité et 

s’adaptent en fonction des signaux provenant de leur environnement. Cette capacité à 

modifier leur phénotype en fonction des signaux externes donne naissance à une multitude de 

types de macrophages. Leur classification est toujours en débat au fur et à mesure que les 

recherches progressent. Pendant longtemps, une échelle linéaire a été utilisée pour classifier 

les macrophages allant d’un profil M1, pro-inflammatoire, activés de manière classique ou 

M2, à tendance anti-inflammatoire et activés de manière alternative (Mills et al. 2000). Le 

profil M2 a été ensuite divisé en différents sous-groupe (M2a, M2b, M2c, M2d) car 

différentes études ont mis en évidence différents phénotypes et la dichotomie entre M1/M2 

n’était pas suffisamment élaborée pour refléter les différences de polarisation des 

macrophages (Martinez and Gordon 2014) (Tableau 4).  

 

Tableau 4 : Diversité des phénotypes de macrophages  

Adapté de Rőszer et al. 2015 et Duluc et al. 2007 (Duluc et al. 2007; Rőszer 2015) 
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Désormais, on représente la polarisation des macrophages comme un large spectre de 

possibilités dépendant de leurs interactions avec des signaux comme les cytokines présentes 

dans le milieu ou les lymphocytes présents dans le tissu. Leurs rôles permettent également de 

départager des profils différents. Certaines études parlent à présent de macrophages activés de 

manières classique, réparateurs ou encore régulateurs (Mosser and Edwards 2008). 

Les macrophages sont présents dans les différents tissus de l’articulation comme le tissu 

adipeux, l’os, la moelle osseuse et la membrane synoviale. Ils ont des rôles bien spécifiques 

en fonction de leur localisation (Orlowsky and Kraus 2015; Geurts et al. 2016; Russo and 

Lumeng 2018) (Figure 33).  

 

Figure 33 : Schéma du rôle central des macrophages avec les différents tissus de 

l'articulation au cours de l'arthrose 

Au cours de l’arthrose différents macrophages sont présents dans les tissus de l’articualtion. 

Les macrophages synoviaux sont des macrophages présents dans la membrane synoviale. Les 

macrophages du tissu adipeux (Adipose tissue macrophages : ATM) communiquent avec les 

cellules adipocytaires environnantes. Les ostéoclastes présentent des marqueurs des 



85 
 

macrophages comme CD68+ et participent au remodelage osseux. En cas d’arthrose, les 

macrophages de chaque tissu produisent des facteurs pro-inflammatoires qui permettent des 

communications entre compartiments. D’après Xie et al. 2019 (Xie et al. 2019) 

 

Les macrophages présents dans la membrane synoviale sont sensibles à tous les changements 

qui surviennent dans la composition du liquide synovial et s’activent par la reconnaissance de 

fragments de cartilage et de DAMPS en cas d’atteinte des tissus (Orlowsky and Kraus 2015). 

La balance entre les deux phénotypes M1 et M2 joue un rôle crucial dans l’arthrose car le 

premier groupe (M1) est impliqué dans l’initiation de l’inflammation tandis que le deuxième 

(M2) est plutôt impliqué dans la résolution de l’inflammation. La déplétion des macrophages 

chez un modèle murin arthrosique a provoqué une baisse du nombre de macrophages M1 et 

M2 et une baisse du nombre d’ostéophytes. Cependant, cette déplétion n’a pas diminué la 

sévérité de l’arthrose et a surtout induit une inflammation systémique avec une forte 

augmentation de la concentration en cytokines pro-inflammatoires. Ces résultats montrent que 

la sévérité de l’arthrose n’est pas forcément liée au nombre de macrophages activés mais à 

l’échec de l’immunité à faire pencher la balance vers le phénotypes M2  plutôt que M1 (Wu et 

al. 2017). D’autres études ont également montré que les macrophages présentant un 

phénotype M1 s’accumulaient dans la membrane synoviale de patients arthrosiques ou de 

modèles murins d’arthrose. L’accumulation de macrophages M1 dans la membrane synoviale 

était associée à une exacerbation de l’arthrose chez les souris avec une arthrose induite par 

déstabilisation du ménisque médial (DMM) ou par collagénase (Zhang et al. 2018). L’effet 

délétère des macrophages de la membrane synoviale est en partie dû à leur communication 

avec les FLS de la membrane synovialet et l’induction de la production de MMPs, facteurs de 

croissance et cytokines par ces cellules (Blom et al. 2007; Bondeson et al. 2010). Les 

macrophages ont également des effets paracrines sur le cartilage. La co-culture de 

macrophages et de chondrocytes a induit la production de facteurs pro-inflammatoires par les 

chondrocytes (MMPs, IL-1β, TNF-α, IL-6 et IL-8) (Samavedi et al. 2017).  

Le tissu adipeux de Hoffa contient également des macrophages spécifiques présentant un 

profil M2 en condition physiologique. Au cours de l’arthrose, les macrophages résidents et les 

monocytes circulants recrutés dans le tissu adipeux se polarisent et évoluent vers un 

phénotype appelé « macrophages à métabolisme activé » (Amano et al. 2014; Russo and 

Lumeng 2018). Les interactions entre le système immunitaire et le métabolisme 

(concentration de glucose et taux d’insuline élevés et acides gras libres) seraient responsables 
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de cette polarisation en contexte d’obésité. Des travaux de l’équipe de Barboza et al. sur des 

souris obèses (induit par régime riche en graisse : high fat diet), ont montré que ces souris 

présentaient des signes précoces d’arthrose (présence d’ostéophytes, duplication de la 

tidemark et fibrose du tissu adipeux) (Barboza et al. 2017). De nouvelles études sont 

nécessaires afin de comprendre comment les macrophages du tissu adipeux affectent 

l’intégrité des tissus de l’articulation. 

Enfin, les ostéoclastes présents dans l’os sous-chondral présentent des caractéristiques et 

marqueurs des macrophages (CD68+/TRAP+) (Geurts et al. 2016). Ces cellules jouent un rôle 

dans le développement de la douleur en condition arthrosique et provoquent l’invasion de 

chenaux vasculaires entre l’os sous-chondral et le cartilage (Nwosu et al. 2017). 

3.2.6 Les neutrophiles  

Les neutrophiles sont les cellules phagocytaires majeures de l’immunité innée. Ces cellules 

sont en première ligne lors des infections et leur rôle est d’éliminer les agents pathogènes. Ces 

cellules proviennent de la moelle osseuse et s’y différencient. Suite aux dégradations 

tissulaires, les DAMPS libérées activent les TLRs et récepteurs couplés aux protéines G 

(GPCR) présents sur les neutrophiles. En réponse, les neutrophiles migrent au niveau du site 

inflammatoire et secrètent un certain nombre de protéinases comme l’élastase (Korkmaz et al. 

2010) capable de dégrader l’élastine, les collagènes et les protéoglycanes et participe donc à la 

dégradation des tissus articulaires (Muley et al. 2017). De plus l’élastase est capable 

d’augmenter l’expression des récepteurs PARs (Proteinase-activated receptors), un sous-

groupe de récepteurs couplés aux protéines G présents sur les FLS, les neutrophiles et les 

macrophages, qui soutiennent l’inflammation de la membrane synoviale, la dégradation du 

cartilage, la formation d’ostéophyte et  l’hyperalgésie (Russell and McDougall 2009; Zhou et 

al. 2013; Huesa et al. 2016). 

 

La présence d’alarmines dans l’articulation est donc un des mécanismes majeurs dans 

l’établissement de l’inflammation de bas grade présente dans l’arthrose. En réponse aux 

débris de MEC du cartilage, les cellules de la membrane synoviale, les macrophages et FLS 

s’activent via la reconnaissance des signaux de dangers et débris par les TLRs et RAGE puis 

produisent à leur tour des médiateurs pro-inflammatoires (cytokines, DAMPS). Ces signaux 

inflammatoires vont activer les chondrocytes, FLS, cellules de l’os par l’intermédiaire des 

TLRs, RAGE et l’inflammasome et les faire évoluer vers des phénotypes pro-
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cataboliques/inflammatoires via des cascades de signalisation (NF-κB, MAPK). Cette 

activation va déclencher la libération de cytokines (IL-1β et IL-8) et MMPs dans l’articulation 

et alimenter ainsi l’inflammation (Millerand et al. 2019) (Figure 34). 

 

Figure 34 : Instauration d’un cercle vicieux d'inflammation par les alarmines dans 

l'arthrose  

Adapté de Millerand et al. 2019 (Millerand et al. 2019) 

3.3 Immunité innée et phénotypes d’arthrose 

Précédemment, nous avons abordé les différents phénotypes et endotypes d’arthrose. Chacun 

d’eux est lié à des étiologies et acteurs moléculaires différents. Ces différents phénotypes 

affectent de manières différentes l’immunité innée qui est un acteur majeur de la progression 

de l’arthrose. 

3.3.1 Dérégulation de l’immunité innée et phénotype lié au vieillissement  

L’inflammation de bas-grade qui se développe au cours du vieillissement est en partie liée à 

l’immunosénescence. Ce phénomène d’inflammaging est caractérisé notamment par la baisse 
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de la capacité du système immunitaire à répondre à une agression et la baisse de tolérance aux 

auto-antigènes (Cannizzo et al. 2011). D’après certaines études, les détériorations du système 

immunitaire affecteraient plus la partie adaptative que la partie innée. En effet, le système 

immunitaire adaptatif se détériorerait plus au cours du temps suite à l’accumulation de 

contacts avec de nombreux antigènes. Ces stress répétés épuiseraient le système adaptatif et 

réduirait le pool de lymphocytes naïfs alors que les mécanismes de défense de l’immunité 

innée comme la cytotoxicité des cellules NK, la chimiotaxie, la phagocytose et l’activité du 

complément seraient moins touchées par le vieillissement (Bellavia et al. 1999; Franceschi et 

al. 2000a; Alonso-Fernández et al. 2008). Cependant, de nombreuses études démontrent que 

les acteurs de l’immunité innée sont affectés par le vieillissement. Le vieillissement altère 

certaines fonctions des cellules et facteurs liés à l’immunité innée (Tableau 5) (Weiskopf et 

al. 2009). Chez les neutrophiles, les activités phagocytaires et antimicrobiennes diminuent 

(Wenisch et al. 2000). L’activité phagocytaire des macrophages diminue également au cours 

du temps (Lloberas and Celada 2002). Des études in vivo ont montré des altérations 

fonctionnelles des monocytes et macrophages, une diminution de l’expression des TLRs chez 

les macrophages  et de la sécrétion de cytokines et chemokines lors du vieillissement 

(Lloberas and Celada 2002; Renshaw et al. 2002).  

 

 

Tableau 5 : Modifications des activités des cellules immunitaires au cours du vieillissement 

Adapté de Weiskopf et al. 2009 (Weiskopf et al. 2009) 
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La dérégulation de l’immunité innée est liée à l’augmentation des cellules sénescentes au 

cours du vieillissement. Les cellules sénescentes présentent un profil de sécrétion particulier 

appelé le Senescent-associated secreted phenoytpe (SASP) qui produit de nombreux facteurs 

pro-inflammatoires comme les cytokines IL-6, IL-1α/β ; les chimiokines (MCP-1,IL-8, 

GROa), les facteurs de croissance (TGF-β, VEGF, IGFBP7), et des protéases (MMP3) 

(Coppé et al. 2010; Loeser et al. 2016). L’ensemble de ces mécanismes associant le 

vieillissement et l’immunité innée sont impliqués dans le phénotype d’arthrose lié à l’âge. 

3.3.2 Dérégulation de l’immunité innée en cas d’obésité/syndrome métabolique 

L’obésité est un facteur de risque majeur de l’arthrose (Felson et al. 1988) et le syndrome 

métabolique est associé à un risque plus élevé de déclencher de l’arthrose des genoux et des 

mains (Yoshimura et al. 2012; Tomi et al. 2016). Le phénotype d’arthrose lié à l’obésité 

comporte également une composante de dérégulation de l’immunité innée. La forte 

prévalence d’arthrose digitale chez les patients obèses ne peut s’expliquer uniquement par le 

stress mécanique dû au poids (Tomi et al. 2016). D’autres facteurs, notamment systémiques 

entrent en jeu. Les patients obèses présentent une inflammation de bas grade caractérisée par 

l’augmentation de facteurs pro-inflammatoires circulants (IL-6, TNFα, MCP-1, la leptine et la 

résistine) (Straub et al. 2000; Lafontan 2005). Par ailleurs, le risque d’arthrose chez ces 

patients peut également être due à la dysbiose au niveau du microbiote intestinal des 

personnes obèses ou avec un syndrome métabolique. La présence d’endotoxines 

(Lipopolysaccharide : LPS) dans la circulation de ces patients est liée à la progression de 

l’arthrose (Huang et al. 2016). Une étude a montré que la modification du microbiote chez un 

modèle de rat obèses prédisait la sévérité de l’arthrose (Collins et al. 2015). L’augmentation 

de pathogènes/bactéries au niveau du microbiote et les altérations de la barrière intestinale 

entraîne une augmentation de l’inflammation de bas grade. La présence de facteurs 

inflammatoires libérés dans la circulation active les récepteurs de l’immunité innée, 

notamment les TLRs engendrant des risques de progression de l’arthrose (Liu et al. 2019) 

(Figure 35).  
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Figure 35 :  Schéma des mécanismes impliqués dans le risque d'arthrose lié à une dysbiose 

du microbiote notamment chez les personnes obèses  

Adapté de Liu et al. 2019 (Liu et al. 2019) 

3.3.3 Immunité innée et stress mécanique 

Le stress mécanique est un facteur majeur dans la progression de l’arthrose. 

Il est détecté par des mécanorécepteurs présents sur les osteocytes et d’autres cellules de 

l’articulation. Cet excès de pression va conduire à la dégradation du cartilage articulaire 

menant à l’arthrose (Inoue 2010). Des études in vitro ont montré que les chondrocytes 

augmentent leur expression de MMP 1,2,3,9 et 13, des métalloprotéases de la MEC en 

réponse à un stress mécanique (Fujisawa et al. 1999; Honda et al. 2000; Gosset et al. 2006, 
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2008; Tetsunaga et al. 2011). Par ailleurs, les chondrocytes soumis à un stress mécanique 

évoluent vers un phénotype pro-catabolique et inflammatoire. Ils augmentent l’expression de 

cytokines pro-inflammatoires comme IL-1β, TNFα, COX2 qui induit une augmentation de 

prostaglandine E2 (PGE2) (Fujisawa et al. 1999; Honda et al. 2000; Fermor et al. 2002; 

Gosset et al. 2006). Ces changements d’expressions sont dépendants de la voie de 

signalisation NF-kB (Nam et al. 2009; Marcu et al. 2010; Chang et al. 2019).  

L’os sous-chondral est sensible aux pressions mécaniques excessives. Des études suggèrent 

qu’une communication biochimique, facilitée par les chenaux vasculaires et les microfractures 

au niveau de la jonction ostéochondrale permettrait le passage de médiateurs solubles de l’os 

vers le cartilage.  

Le laboratoire s’est intéressé à l’arthrose liée au stress mécanique et à la compréhension de la 

communication entre l’os et le cartilage dans le développement de l’arthrose. Pour cela, le 

laboratoire a mis en place un modèle de communication entre l’os et le cartilage (Figure 36). 

Des cultures primaires d’ostéoblastes/ostéocytes murins subissent une compression de façon 

cyclique par un système Flexercell permettant de mimer un stress mécanique. Les milieux 

conditionnés obtenus sont utilisés pour stimuler des cultures primaires de chondrocytes 

articulaires murins (Priam et al. 2013). 
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Figure 36 : Modèle de de communication os/cartilage mis au point par le laboratoire 

Des ostéoblastes provenant de calvaria de souriceaux (5 à 6 jours) sont mis en culture 

primaire durant 3 semaines. Ces cellules se différencient progressivement et forment des 

nodules. Les cultures obtenues sont comprimées grâce à un système Flexercell exerçant une 

pression de 1.67 MPa – 1Hz) de manière cyclique durant 24h. Les milieux conditionnés 

obtenus sont utilisés pour stimuler des cultures de chondrocytes articulaires, obtenus à partir 

des têtes fémorales et tibias de souriceaux (5 à 6 jours). Après 24h de traitement, le phénotype 

des chondrocytes est analysé grâce à l’expression en ARNm et la sécrétion protéique associée 

à des gènes impliqués dans la dégradation du cartilage. 

 

Les paramètres choisis pour la compression proviennent des résultats d’une étude réalisée par 

Sanchez et al. (Sanchez et al. 2009) montrant qu’une compression d’intensité de 1.67 MPa 

exercée à une fréquence de 1Hz provoque un stress mécanique délétère chez les ostéoblastes 

comprimés. En réponse, ces cellules sécrètent des médiateurs inflammatoires comme l’IL-6. 

Des tests de viabilités (test MTT) et de cytotoxicité (dosage de la LDH) ont été effectués au 

laboratoire afin de vérifier que cette expérience ne provoque pas de mort cellulaire. 
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Les résultats de cette expérience ont montré que les chondrocytes stimulés par les milieux 

conditionnés d’ostéoblastes comprimés augmentent leur expression en ARNm et leur 

sécrétion protéique des protéases MMP3 et MMP13. De plus la stimulation diminue leur 

synthèse de collagène de type II et d’aggrécane (Priam et al. 2013). La stimulation par des 

milieux conditionnés d’ostéoblastes non comprimés ne produit pas de changement significatif 

par rapport aux contrôles non stimulés.  

Les milieux conditionnés provenant d’ostéoblastes comprimés contiennent donc des facteurs 

induisant la production d’enzymes de dégradation de la MEC du cartilage et la baisse de sa 

synthèse de composants matriciels. Les ostéoblastes comprimés libèrent des facteurs pro-

cataboliques en réponse au stress mécanique. 

Pour identifier les médiateurs solubles présents dans les milieux conditionnés d’ostéoblastes 

comprimés, le contenu de ces milieux a été analysé par une étude protéomique différentielle 

iTRAQ (Figure 37). 104 protéines ont été identifiées et 25 étaient différentiellement présentes 

dans les milieux comprimés vs non comprimés. 10 protéines étaient surexprimées dans les 

milieux comprimés comparé aux milieux non comprimés. Parmi ces protéines, 6 étaient 

spécialisées dans le stockage du calcium (calmoduline, calumenine, annexin A5) et 3 autres 

liées à la synthèse de la MEC (Col I, lumicane, galectine 1). Ces résultats étaient attendus, le 

stress mécanique étant un stimulus ostéoformateur puissant et un régulateur des protéines 

matricielles qui ont été trouvées induites (Priam et al. 2013). En revanche, la découverte de la 

protéine restante, identifiée comme la protéine 14-3-3ε, appartenant à la famille des protéines 

architectes 14-3-3 était inattendue. En condition physiologique, cette protéine est 

intracellulaire. Certaines isoformes ont été identifiées dans le milieu extracellulaire en 

condition pathologiques (polyarthrite rhumatoïde, Alzheimer, Creutzfeldt Jacob).  
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Figure 37 : Analyse de la présence différentielle de protéines présentes dans les milieux 

conditionnés d'ostéoblastes comprimés et non comprimés (iTRAQ) 

Adapté de Priam et al. 2013 (Priam et al. 2013) 

 

Pour étudier son effet, le laboratoire a traité des cultures primaires de chondrocytes murins par 

la protéine 14-3-3ε recombinante. Cette stimulation a provoqué l’augmentation significative 

de l’expression et de la sécrétion de MMP3 et MMP13 comparé aux cellules non stimulées. 

Au contraire l’immuno-déplétion de 14-3-3ε dans les milieux conditionnés d’ostéoblastes 

comprimés a provoqué une forte réduction de l’expression de MMP-3 et MMP-13 par les 

chondrocytes (Priam et al. 2013).  

La présence de 14-3-3ε dans le milieu extracellulaire ainsi que son effet pro-catabolique sur 

les chondrocytes rappellent les caractéristiques des alarmines. On s’intéresse donc à cette 

protéine qui pourrait constituer une nouvelle DAMPS dans l’arthrose. 

4. Les protéines 14-3-3  

 

Les protéines 14-3-3 sont une famille de molécules ubiquitaires très conservées au cours de 

l’évolution. Ces protéines ont été découvertes en 1967 par Moore et Perez dans des extraits de 

cerveau de bovins et isolées par chromatographie bidimensionnelle sur gel (DEAE cellulose) 

suivie d’une électrophorèse sur gel d’amidon. Elles doivent leur nom à leur position lors de la 

migration (Moore and Perez 1967). Cette famille est composée de 7 isoformes 

différentes chez les mammifères : β (beta), γ (gamma), ε (epsilon), ζ (zeta), η (eta), τ (tau), σ 

(delta) codées par différents gènes (Obsil and Obsilova 2011) (Figure 38). Deux autres 
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formes de 14-3-3, α et δ ont également été décrites mais correspondraient aux formes 

phosphorylées de β et ζ (Aitken et al. 1995). Ces protéines sont majoritairement exprimées 

dans le cerveau où elles représentent près d’1% des protéines solubles totales (Moore and 

Perez 1967; Boston et al. 1982; Umahara et al. 2011; Foote and Zhou 2012). Cependant, elles 

sont aussi exprimées par de nombreux autres tissus comme les ovocytes, des cellules 

pulmonaires ou encore rénales (Qi and Martinez 2003; Liang et al. 2009; De et al. 2012). En 

condition physiologique, les protéines 14-3-3 sont intracellulaires et sont localisées 

majoritairement au niveau du cytoplasme (Liao and Omary 1996) mais quelques isoformes 

ont été identifiées dans le noyau de cellules animales et végétales (Bihn et al. 1997; Imhof and 

Wolffe 1999; Zhang et al. 1999).   

4.1 Structure 

Les monomères de 14-3-3 ont une masse moléculaire comprise entre 28 et 30 kDa (Baxter et 

al. 2002). L’étude des structures cristallographiques a permis de comprendre l’architecture des 

monomères et dimères de 14-3-3 (Yang et al. 2006). Chaque monomère se compose de 9 

hélices α anti-parallèles (H1 à H9) et contient un sillon amphipatique créé par les hélices H3, 

H5, H7 et H9.  

 

 

Figure 38 : Comparaison structurelle des différentes isoformes de protéines 14-3-3  

(A) Superposition des 7 isoformes de 14-3-3 sous forme de dimères (β : magenta , γ : rouge, 

ε : orange, ζ : vert, η : cyan , τ : jaune, σ : bleu). (B) Superposition des 7 isoformes sous forme 

de monomères. Adapté de Obsil et Obsilova 2011 (Obsil and Obsilova 2011) 

 

Les monomères s’assemblent par l’intermédiaire des extrémités N-terminales et forment une 

structure en forme en coupe. Les sillons présentent des chaînes latérales d’acides aminés 
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chargés positivement (Lys49, Arg56, Arg127) et des résidus provoquant des interactions 

hydrophobes (Leu172, Val 176, Leu216, Ile217, Leu220, Leu 227 et Trp 228) qui permettent 

la liaison et le bon positionnement des ligands (Liu et al. 1995; Xiao et al. 1995; Yaffe et al. 

1997; Sluchanko and Gusev 2012) (Figure 39). Les homo ou hétérodimères peuvent donc lier 

2 motifs simultanément qu’ils proviennent du même partenaire ou de deux partenaires 

différents (Kostelecky et al. 2009; Johnson et al. 2010). Les interactions entre les hélices α 

procurent une rigidité aux dimères de 14-3-3. Celle-ci permet à la protéine de constituer une 

plate-forme rigide sur laquelle la cible peut être remodelée alors que la structure de la protéine 

14-3-3 n’est que très peu modifiée (Yaffe 2002). 

 

Figure 39 : Dimère de 14-3-3 et la liaison de 2 ligands représenté en structure 

cristallographique et focus sur les résidus permettant l’interactions entre un ligand 

phosphorylé et un monomère de 14-3-3 zeta.  

Positionnement d'un ligand (sticks violet clair) comportant un résidu phosphosérine (sticks 

orange) dans le sillon amphipatique d'un monomère de 14-3-3 zeta (rubans beiges). 

Adapté de Rezabkove et al. 2012 et  Sluchanko et al. 2012 (Rezabkova et al. 2012; Sluchanko 

and Gusev 2012) 

 

À cause de leurs structures très proches, les isoformes de 14-3-3 ont d’abord été considérées 

comme potentiellement interchangeables. Cependant, des études utilisant des souris KO 

spécifiques des 14-3-3 ont montré que ces isoformes possédaient leurs propres spécificités.  

 

Les isoformes de 14-3-3 s’assemblent sous forme d’homo ou hétéro-dimères pour remplir 

leurs fonctions (Han et al. 2010). La plupart des isoformes forment des hétérodimères, mis à 

part la forme σ qui nécessite d’être sous forme homodimérique pour remplir ses fonctions 

(Verdoodt et al. 2006). Les préférences entre isoformes sont liées aux légères variations de 
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séquences qui conditionnent les interactions entre monomères. Par exemple la protéine 

14-3-3ε montre une affinité plus forte pour les autres isoformes que pour elle-même. Cette 

isoforme présente une plus forte affinité pour l’isoforme γ (Aghazadeh and Papadopoulos 

2016). Cela est dû à la présence de plus nombreuses interactions ioniques au niveau de la zone 

d’interface avec d’autres isoformes qu’avec l’isoforme ε (Gardino et al. 2006). Cependant, les 

monomères de 14-3-3 s’associent en homo ou hétéro-dimères avec les formes disponibles 

dans leur environnement proche et pas nécessairement avec leurs formes préférées car ces 

protéines sont plus stables thermodynamiquement sous forme dimérique que monomérique. 

Certains ligands comme Raf se fixent à la fois à des homo ou hétérodimères de 14-3-3 

(Fischer et al. 2009).  

 

Les motifs les plus variables d’une isoforme à l’autre sont distribués sur la partie extérieure de 

la protéine, c’est-à-dire à l’opposé de la poche formée par les deux sillons. Les régions les 

plus conservées se situent à l’interface entre les dimères et à l’intérieur des sillons (Liu et al. 

1995). Les parties les plus variables se trouvent aux extrémités C-terminales (Obsil and 

Obsilova 2011) (Figure 40). Cette région a des fonctions régulatrices permettant à chaque 

isoforme de contrôler ses interactions (Visconti et al. 2008). La partie N terminale des 

monomères est aussi variable entre les isfoformes. Ces terminaisons étant nécessaires à la 

dimérisation, la variabilité conditionnerait les combinaisons entre homo et hétérodimères 

(Chaudhri et al. 2003; Kligys et al. 2009). Malgré une structure protéique très proche, les 

différentes isoformes de 14-3-3 sont légèrement différentes compte tenu des angles qui 

conditionnent la position des monomères. 

 

 

Figure 40 : Structure cristallographique de 14-3-3 zeta  

(A)Représentation en ruban (B) Représentation en surface. Les parties conservées entre les 7 

isoformes sont représentées en rouge, les parties variables en vert. Adapté de Obsil et 

Obsilova, 2011 (Liu et al. 1995; Obsil and Obsilova 2011) 
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4.2 Fonctions intracellulaires 

Les protéines 14-3-3 sont des protéines chaperonnes. Leur rôle est de fixer des protéines 

intracellulaires cibles et de moduler leurs interactions. Elles n’ont pas d’activités 

enzymatiques propres.  

Les protéines 14-3-3 interagissent avec plus de 700 partenaires intracellulaires (Yaffe et al. 

1997). Elles sont impliquées dans une multitude de fonctions intracellulaires comme le cycle 

cellulaire, l’apoptose, la prolifération/différenciation, la survie et le trafic cellulaire. Leurs 

interactions avec leurs partenaires passent principalement par la reconnaissance de résidus 

sérines/thréonines phosphorylés présents sur la cible. Les interactions au niveau de ces résidus 

se font suivant la reconnaissance de certains motifs consensus comme le mode I : 

RSX(pS/T)XP et le mode II : RXY/FX(pS/T)XP (pS/T: Sérine ou Thréonine phosphorylée, 

F : Tryptophane, P : Proline, R : Arginine, X : autre acide aminé (non Cystéine) (Muslin et al. 

1996; Yaffe et al. 1997). Un 3
ème

 motif a  été récemment identifié et permet la liaison entre les 

protéines 14-3-3 et l’extrémité C-terminale phoshphorylée des protéines cibles (Coblitz et al. 

2006). Toutefois, les protéines 14-3-3 peuvent également lier certaines molécules 

indépendamment de sites phosphorylés. C’est le cas pour le facteur p75NADE et la toxine 

Exoenzme S (Masters et al. 1999; Kimura et al. 2001; Henriksson et al. 2002). Cette dernière 

est capable d’interagir avec plusieurs isoformes de 14-3-3. 

 

Les protéines 14-3-3 sont impliquées dans de nombreux processus biologiques en tant que 

molécules chaperonnes. Elles se lient à de nombreux partenaires impliqués dans le contrôle du 

cycle cellulaire, comme Cdc25 (Peng et al. 1997), p53 (Waterman et al. 1998), CDC2 (Chan 

et al. 1999); la signalisation intracellulaire : Raf (Fantl et al. 1994), IGF1-R (Craparo et al. 

1997), IRS-1 (Ogihara et al. 1997), PI3K (Bonnefoy-Bérard et al. 1995) ;  l’apoptose : Bad et 

d’autres ligands (Masters and Fu 2001; Masters et al. 2001) la prolifération/différenciation, la 

survie et le trafic cellulaire. 

Les dimères 14-3-3 ont de nombreux rôles intracellulaires reliés à leur activité de liaison avec 

leurs protéines cibles. Les protéines 14-3-3 peuvent réguler les fonctions de leurs partenaires 

par les procédés suivants (Figure 41). 

 

 Masquage de site d’interactions sur les protéines partenaires 

Les protéines 14-3-3 peuvent altérer les facultés des protéines cibles à interagir avec leurs 

partenaires. 14-3-3 lie la molécule et l’empêche physiquement de se lier à ces partenaires. 
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C’est le cas pour IRS-1 qui est fixé par 14-3-3 et qui perd donc sa capacité à recruter et activer 

PI3K (Ogihara et al. 1997). 

 Changement de localisation cellulaire de la protéine cible : 

Les protéines 14-3-3 peuvent réguler la localisation cellulaire de leurs partenaires. Cette 

fonction est réalisée par 2 mécanismes : 14-3-3 peut faciliter l’export de la cible du noyau 

vers le cytoplasme grâce à une séquence présente sur sa région C-terminale (Lopez-Girona et 

al. 1999).  

 Rapprochement de 2 molécules cibles 

Ce rôle de molécule chaperonne permet aux protéines 14-3-3 de lier 2 molécules et leur 

permettre d’interagir plus facilement. 

 

 Protection de la molécule cible contre des changements post-traductionnels 

La liaison aux protéines 14-3-3 peut permettre à différentes molécules de subir des 

modifications post-traductionnelles comme des déphosphorylations. Elles sont protégées par 

la structure de 14-3-3. 

 

 

Figure 41 : Exemples de régulation de protéines cibles par un dimère de 14-3-3  

Adapté de Obsil et Obsilova 2011 (Obsil and Obsilova 2011) 

 Régulation de l’activité des protéines 14-3-3 
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L’implication des protéines 14-3-3 dans de nombreux mécanismes intracellulaires nécessite 

une régulation fine de leur activité. Ces régulations passent notamment par la modulation de 

l’expression d’isoformes spécifiques, la localisation sub-cellulaire des protéines 14-3-3, leur 

degré de phosphorylation et les spécificités de liaison des partenaires (Fu et al. 2000).  

4.3 Les protéines 14-3-3 extracellulaires 

4.3.1  Protéines 14-3-3 extracellulaires et implications dans différentes pathologies  

La présence des protéines 14-3-3 dans le milieu extracellulaire est impliquée dans de 

nombreuses pathologies (Kaplan et al. 2017) (Tableau 6). La présence de protéines 14-3-3 

dans le liquide céphalorachidien (LCR) est corrélée à des maladies neuronales. Certaines 

isoformes sont associées à des maladies neurodégénératives spécifiques (Foote and Zhou 

2012). La maladie d’Alzheimer est caractérisée par la présence de plaques amyloïdes et d’une 

dégénérescence neuro-fibrillaire qui mènent à des dysfonctions neuronales. Les nœuds neuro-

fibrillaires formés sont composés d’agrégats de protéine tau. Plusieurs études ont montré que 

des protéines 14-3-3 colocalisent avec ces nœuds et pourraient servir de biomarqueur pour 

cette maladie (Layfield et al. 1996). L’isoforme 14-3-3γ est retrouvée dans le LCR dans de 

fortes concentrations chez les patients atteints de la maladie de Creutzfeldt Jakob (Humpel 

and Benke 2017). Par conséquent cette isoforme est utilisée comme biomarqueur de la 

maladie (Peoc’h et al. 2001; Van Everbroeck et al. 2005).   

La présence de 2 isoformes de 14-3-3 (eta et gamma) a également été observée dans le liquide 

synovial de patients présentant une inflammation articulaire (Kilani et al. 2007). Une étude 

plus récente propose 14-3-3 eta comme un nouveau marqueur de la polyarthrite rhumatoïde 

(Maksymowych et al. 2014b). 

La forme 14-3-3 σ est libérée par les kératinocytes et provoque la surexpression de MMP-1 

par les fibroblastes du derme par l’intermédiaire, au moins en partie, de la voie de 

signalisation des MAPK. Cette isoforme est aussi responsable de l’augmentation d’expression 

des MMP-3, MMP-8, et MMP-10. 

Les protéines 14-3-3 extracellulaires sont libérées soit par voie exosomale, soit par des 

cellules apoptotiques ou subissant un stress (Medina et al. 2007). Certaines isoformes sont 

capables de se lier à des récepteurs membranaires comme l’isoforme sigma qui se lie au 

récepteur CD13 et régule l’activité de MMP-1 (Ghaffari et al. 2010). 
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Tableau 6 : Présentation des activités et application thérapeutiques potentielles des 

protéines 14-3-3 extracellulaires  

Adapté de Kaplan et al. 2017 (Kaplan et al. 2017) 

Les protéines 14-3-3 ont été identifié dans des exosomes libérés par les cellules immunitaires 

activées ( macrophages, lymphocytes T et B, cellules dendritiques et épithéliales) (Théry et al. 

2009). Cette découverte suggère que les protéines 14-3-3 extracellulaires puissent se retrouver 

dans le milieu extracellulaire par libération à partir des exosomes.  

4.3.2 14-3-3 epsilon et caractéristiques communes avec les alarmines 

Au cours de l’arthrose, l’étanchéité entre le cartilage et l’os disparaît et des structures se 

mettent en place permettant le passage de molécules d’un tissu à l’autre. 14-3-3ε a été 

identifiée par le laboratoire comme un médiateur soluble sécrété par les ostéoblastes en 

réponse à un stress mécanique mimant un phénotype d’arthrose traumatique. La stimulation 

de cultures de chondrocytes murins par la protéine 14-3-3ε recombinante a provoqué 

l’augmentation de l’expression et la sécrétion de protéases matricielles et donc l’acquisition 

d’un phénotype pro-catabolique par les chondrocytes. Par ailleurs il a été montré que 14-3-3ε 

peut se lier à CD13/APN, récepteur présent à la surface des chondrocytes (Nefla et al. 2015).  

Ainsi, 14-3-3ε possède à la fois de nombreux rôles intracellulaires en condition physiologique 

(Carreno et al. 2005; Rivero et al. 2019; Yin et al. 2019; Zhong et al. 2020) mais exerce 

également des rôles extracellulaires majoritairement impliqués dans des conditions 

pathologiques. 14-3-3ε présente de nombreuses caractéristiques des alarmines. 
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Objectifs 

 

L’immunité innée joue un rôle majeur dans l’arthrose. De nombreuses alarmines (DAMPS) 

sont libérées suite à un stress et activent les récepteurs PRR notamment TLR2 et TLR4 

présents à la surface des cellules immunitaires. Celles-ci vont libérer des médiateurs 

inflammatoires (alarmines, cytokines et chimiokines) qui vont amplifier l’inflammation dans 

l’articulation. 

Le laboratoire a mis en place un modèle de communication os/cartilage mimant le stress 

mécanique ayant lieu au cours de l’arthrose. Ce modèle a permis d’identifier la protéine 14-3-

3ε comme un nouveau médiateur soluble, libéré sous l’effet du stress mécanique et capable 

d’activer un phénotype catabolique chez les chondrocytes. 14-3-3ε semble donc posséder des 

caractéristiques communes avec les alarmines. 

Nous posons donc l’hypothèse que 14-3-3ε pourrait agir comme une alarmine en induisant 

une inflammation et un phénotype catabolique chez les des cellules de l’articulation en se 

fixant aux récepteurs TLR2 et TLR4.    

 

Notre objectif a été de déterminer in vitro les effets de la protéine 14-3-3ε sur les 

chondrocytes et FLS et sa capacité à polariser les macrophages vers un phénotype 

inflammatoire. TLR2 et TLR4 étant des récepteurs des alarmines et donc potentiellement de 

14-3-3, nous avons étudié leur implication sur les effets de 14-3-3ε chez des chondrocytes et 

macrophages grâce à 2 approches : l’inhibition pharmacologique ou l’utilisation de cellules 

KO pour ces récepteurs (résultats soumis). Au cours de cette étude s’est posée la question de 

l’effet possible d’une contamination par des endotoxines présentes dans les lots de notre 

protéine recombinante. Nous avons utilisé un antibiotique (la polymyxineB), inhibiteur du 

LPS pour caractériser l’effet propre de notre protéine.  

 

Nous avons également réalisé un travail de modélisation informatique in silico de l’interaction 

de 14-3-3ε avec TLR2 dans le but d’identifier la zone d’interaction entre ces deux partenaires 

(résultats non soumis). 

Enfin, par une approche in vivo, nous avons réalisé des injections intra-articulaires de la 

protéine 14-3-3ε dans la cavité articulaire de genoux de souris C67BL6 afin de déterminer si 

la protéine est capable d’induire à elle seule une dégradation du cartilage et/ou une 

inflammation de la membrane synoviale (résultats non soumis). 
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Résultats 

1. Etude des effets de 14-3-3ε sur les différents tissus de l’articulation et de son 

interaction avec les récepteurs TLR2 et TLR4 

1.1 Principaux résultats soumis 

L’immunité innée joue un rôle majeur dans l’arthrose. Au cours de la maladie, les alarmines 

(DAMPS) sont libérées par les cellules de l’immunité et des tissus affectés et activent 

l’inflammation. 14-3-3ε, un nouveau médiateur soluble identifié par le laboratoire présente de 

nombreuses caractéristiques avec ces molécules de danger. Cette protéine est libérée par les 

ostéoblastes dans le milieu extracellulaire sous l’effet d’un stress mécanique pathologique. De 

premières études ont montré que la présence de 14-3-3ε extracellulaire pouvait stimuler la 

production de métalloprotéases (MMP3 et MMP13) par les chondrocytes murins (Priam et al. 

2013).  

 

Dans cette étude, les effets de 14-3-3ε sur les différents types cellulaires de l’articulation sont 

étudiés dans le but de déterminer si cette protéine a les mêmes effets pro-inflammatoires que 

les alarmines. Des explants de membrane synoviale humaine sont obtenus à partir de 

prélèvements de patients subissant une pose de prothèse totale de genou (Figure 42). Des 

cultures primaires de FLS sont réalisées à partir de ces explants. Des cultures de macrophages 

humains sont effectuées grâce à une lignée de monocyte THP1 différenciés en macrophages 

par le facteur M-CSF.   

 Des cultures primaires de chondrocytes murins sont obtenues à partir de genoux et têtes 

fémorales de souriceaux C57BL6 WT de 5 jours.  

Après environ une semaine de culture pour chaque type cellulaire, les cellules et explants sont 

stimulés par la protéine 14-3-3ε recombinante durant 24h. Les milieux conditionnés sont 

récupérés, les cellules sont lysées et les ARNm sont extraits. L’expression génique et la 

sécrétion protéique de différents gènes sont étudiées par RT-qPCR et ELISA. 

 

 La stimulation d’explants de membrane synoviale humaine issue de patients 

arthrosiques, composés majoritairement de FLS et de macrophages, par la protéine 14-

3-3ε durant 24h est capable d’induire la libération de facteurs pro-inflammatoires dans 

les milieux (augmentation de la sécrétion de MCP1 et IL6). 
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Figure 42 : Stimulation d'explants de membrane synoviale humaine (biobanque Biojoint) 

 

Pour étudier l’implication des macrophages ou des FLS dans cette réponse, des cultures de 

FLS (Figure 43) et de macrophages humains sont stimulées séparément par la 14-3-3ε 

recombinante. Les FLS sont obtenues après digestion enzymatique des prélèvements de 

membrane synoviale humaine (biobanque Biojoint)et incubation jusqu’à confluence (Eymard 

et al. 2014).  

 

Figure 43 : Culture primaire de synoviocytes fibroblast like (FLS) 
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Les cultures de macrophages sont obtenues par différenciation d’une lignée de monocytes 

humains THP1 fourni par l’équipe du Pr M. Ruiz (Jussieu, Sorbonne Université).  

 

 Les FLS isolés à partir d’explants de membrane synoviale stimulés par 14-3-3ε 

augmentent significativement l’expression génique et la sécrétion protéique d’IL6 et 

MCP1.  

 La stimulation de cultures de macrophages (issus d’une lignée THP1) par 14-3-3ε 

provoque un changement de phénotype. Les macrophages humains stimulés sécrètent 

des facteurs pro-inflammatoires (IL6, MCP1 et TNFα) comparés à ceux non stimulés. 

Par ailleurs les expressions en ARNm d’IL6, MCP1 et le marqueur pro-inflammatoire 

CD38 sont également augmentées chez les macrophages stimulés.    

 

Pour rappel, la protéine 14-3-3ε est sécrétée par les ostéoblastes sous l’effet d’un stress 

mécanique et a montré des effets pro-cataboliques sur les chondrocytes articulaires (Priam et 

al. 2013). Dans cette étude, nous montrons que 14-3-3ε a également des effets pro-

inflammatoires sur les types cellulaires (FLS et les macrophages) présents dans la membrane 

synoviale.  

 

Afin d’étudier l’implication des récepteurs TLR2 et TLR4 dans l’effet pro-inflammatoire de 

14-3-3ε, des cultures primaires de macrophages (Bone marrow macrophages : BMM) 

provenant de souris adultes WT, TLR2
-/-

 ou TLR4
-/-

 sont réalisées (Figure 44). Ces souris 

déficientes pour TLR2 ou TLR4 ont été fournies par l’équipe du Pr F .Pène (Institut Cochin) 

et proviennent à l’origine de l’équipe de S. Akira (Osaka University, Osaka, Japan) (Hoshino 

et al. 1999; Takeuchi et al. 1999). Les macrophages sont obtenus à partir de moelle osseuse de 

souris. La moelle est flushée avec une seringue remplie de PBS et centrifugée. Les 

précurseurs monocytaires présents dans la moelle sont ensuite différenciés en macrophages 

grâce à un facteur, le macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) durant 1 semaine. Les 

macrophages obtenus sont ensuite stimulés par 14-3-3ε durant 24h( (Weischenfeldt and Porse 

2008; Manzanero 2012).  
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Figure 44 : Culture primaire de macrophages issus de moelle osseuse murine (technique de 

flush) 

 

Les souris TLR2
-/-

 ou TLR4
-/- 

sont également utilisées pour réaliser des cultures primaires de 

chondrocytes KO (Figure 45). 

De plus, des cultures primaires de chondrocytes murins WT sont pré-traitées par des anticorps 

bloquant dirigés contre TLR2 ou TLR4 ou par un inhibiteur spécifique des 2 récepteurs, 

OxPAPC (Oxidized 1-palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphocholine). Ces cultures 

sont ensuite stimulées par 14-3-3ε durant 24h. 

 

Figure 45 : Culture primaire de chondrocytes murins 
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 Les cultures de macrophages contrôles (WT), TLR2
-/-

 ou TLR4
-/-

 non stimulées ne 

produisent pas de facteurs inflammatoires. En revanche, la stimulation par 14-3-3ε 

augmente significativement la production d’IL6 et MCP1 par les macrophages 

contrôles. Comparé à ces derniers, les macrophages TLR2
-/-

 ou TLR4
-/-

 libèrent 

significativement moins d’IL6 et MCP1. La perte de l’effet inflammatoire de 14-3-3ε 

est plus importante chez les macrophages TLR4
-/-

 que les macrophages TLR2
-/-

. 

 

 Les mêmes résultats sont observés chez les chondrocytes TLR2
-/-

 et TLR4
-/-

. 

L’expression de IL6, MMP3 et MMP13 et la sécrétion d’IL6 des chondrocytes TLR2
-/-

 

et TLR4
-/-

 en réponse à 14-3-3ε est significativement réduite comparée aux 

chondrocytes contrôles. La perte de l’effet inflammatoire et catabolique de 14-3-3ε est 

plus importante chez les macrophages TLR4
-/-

 que les macrophages TLR2
-/-

. 

 

 L’inhibition des récepteurs TLR2 et TLR4 par anticorps bloquants spécifiques ou par 

l’inhibiteur pharmacologique OxPAPC (inhibant les deux à la fois) diminue 

drastiquement la libération protéique et l’expression en ARNm d’IL6 et de MMP3 par 

les chondrocytes murins en réponse à 14-3-3ε. 

La protéine 14-3-3ε a donc des effets pro-inflammatoires et pro-cataboliques sur les différents 

types cellulaires de l’articulation. Ces effets impliquent les récepteurs de l’immunité TLR2 et 

TLR4. Ces nouvelles caractéristiques de 14-3-3ε extracellulaire s’ajoutent à celles déjà 

connues et permettent de définir la protéine 14-3-3ε comme une nouvelle alarmine impliquée 

dans l’arthrose.  

1.2 Article soumis à Osteoarthritis and Cartilage (Minor Revision) 
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Abstract 

Objective: The innate immune system plays a central role in osteoarthritis (OA). We 

identified 14-3-3ε as a novel mediator that guides chondrocytes toward an 

inflammatory phenotype. 14-3-3ε shares common characteristics with alarmins. 

These endogenous molecules, released into extracellular media, are increasingly 

incriminated in sustaining OA inflammation. Alarmins bind mainly to TLR2 and TLR4 

receptors and polarize macrophages in the synovium. We investigated the effects of 

14-3-3ε in the joint and its interactions with TLRs to define it as a new alarmin 

involved in OA. 

Design: Chondrocyte, synoviocyte and macrophage cultures from murine or OA 

human samples were treated with 14-3-3ε. To inhibit TLR2/4 in chondrocytes, 

blocking antibodies were used. Moreover, chondrocytes and bone marrow 

macrophage (BMM) cultures from KO TLRs mice were stimulated with 14-3-3ε. Gene 

expression and release of inflammatory mediators (IL-6, MCP-1, TNFα) were 

evaluated via RT-qPCR and ELISA. 

Results: In vitro, 14-3-3ε induced gene expression and release of IL6 and MCP1 in 

the treated cells. The inflammatory effects of 14-3-3ε were significantly reduced 

following TLRs inhibition or in TLRs KO chondrocytes and BMM.  

Conclusions: 14-3-3ε is able to induce an inflammatory phenotype in synoviocytes, 

macrophages and chondrocytes in addition to polarizing macrophages. These effects 

seem to involve TLR2 or TLR4 to trigger innate immunity. Our results designate 14-3-

3ε as a novel alarmin in OA and as a new target either for therapeutic and/or 

prognostic purposes. 

Keywords :   14-3-3 ε, alarmin, osteoarthritis, Innate immunity, TLR, synovitis 

Running headline : 14-3-3 ε : a new alarmin in osteoarthritis  
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Abbreviations 

BMM: bone marrow derived macrophages 

BSA: bovine serum albumin 

cDNA: complementary deoxyribonucleic acid  

DAMP: damage-associated molecular pattern 

DMEM: Dulbecco's modified Eagle's medium  

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid  

ELISA: enzyme linked immunosorbent assay 

FBS: fetal bovine serum 

FLS: Fibroblast-like synoviocyte 

Glu: glutamine 

H&E: Hematoxylin and eosin 

HPRT: Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase 

IL : interleukin 

KO: Knockout 

LPS: lipopolysaccharides  

mAB: monoclonal antibody 

MCP1 : monocyte chemoattractant protein-1 

MMP: matrix metalloproteinases 

mRNA: messenger ribonucleic acid 
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OA: osteoarthritis  

OxPAPC: Oxidized 1-palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 

PBS: phosphate buffered saline  

PRRs: pattern-recognition receptors 

PS: penicillin/streptomycin 

RA: rheumatoid arthritis  

RNA: ribonucleic acid 

RT-PCR: real-time polymerase chain reaction 

TLR: toll like receptor 

TNFα: Tumor necrosis factor alpha 

WT: wild-type 
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Introduction 

 

 Osteoarthritis (OA) is a highly complex and the most prevalent joint disorder 

with a total of 242 million people affected worldwide(2015). Clinical symptoms include 

severe pain, joint stiffness and reduced function, which seriously decrease quality of 

life(Felson 2006). Unfortunately, only a few drugs are weakly effective for treating 

symptoms, and no disease-modifying osteoarthritis drugs (DMOADs) are available to 

date. Initially considered cartilage driven, OA is a much more complex disease with 

inflammatory mediators released by cartilage, bone and synovium(Hügle and Geurts 

2017). Increasing evidence suggests that inflammation is present in OA and has 

raised the possibility that inflammation and the innate immune system could be active 

players in the development and progression of OA (Berenbaum 2013; Herrero-

Beaumont et al. 2019). Innate immune responses involve the activation of resident 

leukocytes such as macrophages, production of inflammatory mediators (cytokines, 

chemokines, and lipid metabolites), recruitment of neutrophils and 

monocytes/macrophages, and aims to eliminate invading microorganisms and injured 

tissues(Chen and Nuñez 2010). Histopathological studies have confirmed that 

immune cell infiltration is extremely common in OA histological specimens(Furman et 

al. 2015). The innate immune system  participates in inflammation triggered by host 

molecules or fragments collectively called DAMPS (danger-associated molecular 

patterns) or alarmins (Oppenheim and Yang 2005; Chen and Nuñez 2010; Nefla et 

al. 2016).  

 The term “alarmin” was proposed by Oppenheim and co-workers in 2005 to 

classify proteins that are rapidly released during infection or tissue damage, 

activating immune cells after interaction with their specific receptors(Oppenheim and 
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Yang 2005). Alarmins are now considered to be markers of destructive processes in 

joints(Liu-Bryan and Terkeltaub 2015). Because of their fast release as a result of cell 

stressor nonprogrammed cell death, alarmins are among the first factors to be 

secreted and, as such, act as first responders to stimuli. In addition to their role in 

disease initiation, alarmins also amplify and sustain inflammatory processes and, 

thus, play a notable role in the pathogenesis of inflammatory conditions(Manfredi et 

al. 2009; Tamaki et al. 2011). A number of alarmins have been detected at high 

levels in OA tissues and synovial fluid, including HMGB1, UA, ATP, thymosin ß4 and 

various S100 proteins, enhancing catabolic processes and inflammatory responses 

that contribute to disease progression(Sunahori et al. 2006; Wang et al. 2013a; Ke et 

al. 2015; Nefla et al. 2016).  

 

 Synovitis, the inflammation of the synovium, can occur in early stages of 

OA(Sellam and Berenbaum 2010). OA synovitis directly contributes to several clinical 

signs and symptoms including joint swelling and effusion, and reflects the structural 

progression of the disease(Sellam and Berenbaum 2010; Loeser et al. 2012a). 

Moreover, synovitis is significantly associated with OA severity(Raghu et al. 2017). 

Macrophages are the main immune cell type in the healthy synovium and are likely 

the front-line cells that sense joint damage. These cells also contribute to OA 

progression in response to alarmins by producing MMPs and cytokines(Bondeson et 

al. 2010). The main morphological characteristic of synovitis is macrophage 

accumulation in the intimal lining(Daghestani et al. 2015). Macrophages are 

characterized by heterogeneity and plasticity in response to stimuli from their 

microenvironment, leading to a continuum of phenotypes where  M1/M2 are the 2 

extremes (Sica and Mantovani 2012). M1 macrophages are activated by interferon-γ 



115 
 

and lipopolysaccharide (LPS) or tumor necrosis factor alpha (TNF-α), resulting in the 

secretion of large amounts of proinflammatory cytokines and mediators such as TNF-

α, interleukin (IL)-1 and IL-6(Lopa et al. 2015). M2 macrophages have been further 

divided into specific subtypes and possess anti-inflammatory activity(Shapouri-

Moghaddam et al. 2018). Studies have shown that macrophages accumulate and 

become polarized (M1 or M2) in the synovium during OA development (Manferdini et 

al. 2017). However, the role of macrophages, their polarization in OA development 

and the underlying mechanisms are still unknown.  

 Activated synovial cells (synoviocytes or macrophages) secrete several 

degenerative enzymes and inflammatory mediators, as well as alarmins(Sunahori et 

al. 2006; van Lent et al. 2012). These alarmins activate pattern-recognition receptors 

(PRRs) including TLRs (toll-like receptor) in the OA-affected cartilage and 

synovium(Liu-Bryan and Terkeltaub 2012; Loeser et al. 2012a), which in turn 

amplifies inflammation and degeneration of cartilage. TLRs are transmembrane 

receptors that display binding affinity for a variety of DAMPs. According to their 

ligands, location and signaling pathways, ten different genes can be distinguished in 

humans(Liu-Bryan 2013). TLRs activate signaling pathways that result in the 

production of cytokines, chemokines, and various inducible molecules associated 

with the immune response. TLR2 and TLR4 are overexpressed in OA cartilage, and 

their presence correlates with histopathological damage(Kim et al. 2006; Bobacz et 

al. 2007).  

 Our team identified 14-3-3ε as a novel soluble mediator that is critical in the 

communication between subchondral bone and cartilage in OA(Priam et al. 2013). 

The 14-3-3 proteins, a family of seven isoforms (β, ε, γ, η, θ, σ, ξ),  are involved in a 

wide range of vital regulatory processes by binding to more than 200 intracellular 
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proteins(Sun et al. 2009). Under normal conditions, these proteins reside 

intracellularly; however, some reports indicate its presence extracellularly. 

Externalization of 14-3-3 appears to be mediated by a non-classical pathway, similar 

to IL1-β, due to the absence of a signal peptide sequence(Nickel 2003). 14-3-3 

proteins are released into the extracellular space through an exosomal 

pathway(Chavez‐ Muñoz et al. 2008). Extracellular 14-3-3s are now thought to play 

an important role in the pathogenesis of certain inflammatory conditions. In OA, our 

team showed that 14-3-3ε, released by osteoblasts in response to mechanical stress, 

skews chondrocytes toward a pro-catabolic phenotype by strongly inducing the 

expression of MMPs in an CD13/APN-dependent manner(Priam et al. 2013; Nefla et 

al. 2015). 14-3-3ε  seems to share common characteristics with other alarmins (such 

as ATP and thymosin β4) in inducing degradation of the cartilage matrix(Nefla et al. 

2016). Extracellular 14-3-3ε proteins could, therefore, be classified as alarmins that 

are derived from activated or damaged osteoblasts.  

 Our aim is to investigate the effects of 14-3-3ε on the different cell types of the 

joint and its role in the activation of innate immunity by studying interactions with its 

potential receptors TLR2 and TLR4. 
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Methods 
 

Materials 

All reagents were purchased from Sigma-Aldrich (Lyon, France), unless stated 

otherwise. Fetal bovine serum (FBS) was obtained from Invitrogen (Cergy-Pontoise, 

France). Liberase TM and complete protease inhibitor mixture were from Roche 

Diagnostics (Meylan, France). Recombinant human 14-3-3ε was from Enzo Life 

Sciences. Anti-TLR2 antibody and OXPAPc (oxidized 1-palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-

glycero-3-phosphocholine) were from InvivoGen (Toulouse, France). Anti-TLR4 

antibody was from Santa Cruz Technology (Heidelberg, Germany). 

Collection of human OA synovium 

Human OA knee explants were obtained from patients undergoing total knee 

arthroplasty due to OA at Saint-Antoine Hospital (Paris) or at the Maussins clinic 

(Paris) (BioJOINT, a biobank of OA human knee , legal authorization: CPP Paris Ile 

de France V, CNIL reference: MMS/ HGT/AR177404). Informed consent for the use 

of tissue and clinical data was obtained from each patient before surgery. 

Experiments with human samples were approved by a French Institutional Review 

Board (Comité de Protection des Personnes, Paris Ile de France V and Commission 

Nationale de Informatique et des Libertés). 

Mice 

Mice on a C57BL/6 J background, 8–12 weeks old, were used in all experiments. 

Wild-type (WT) mice were purchased from Janvier Laboratories. The animal housing 

facility was granted approval (C 75-12-01) by the French Administration. All 

experiments were conducted according to the European Communities Council 
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Directive (2010/63/UE) and approved by the Regional Animal Care and Use 

Committee (Ile-de-France, Paris, no5; agreement number 00917.02 and 4625). 

Tlr2−/−, and Tlr4−/− mice were kind gifts from Professor Shizuo Akira (Osaka 

University, Japan) and with the collaboration of Professor F. Pene (Institut Cochin, 

France). All knockout (KO) were maintained in the specific pathogen-free (SPF) 

animal facility of the Cochin Institute. 

Cell cultures  

Detailed protocols are described in supplemental data and (35).  

Synovial explants and fibroblasts: For explants, synovium from OA patients was cut 

into small pieces aseptically and incubate in 24-well plate before treatment. For 

synovial fibroblasts, synovial tissue samples from OA patients were digested, 

cultured in 6-well plate until cell confluence. 

Primary culture of murine articular chondrocytes: Mouse primary chondrocytes were 

isolated from the articular cartilage of 5 to 6-day-old C57Bl6 mice from Janvier (St. 

Berthevin, France). All experiments were performed according to protocols approved 

by the French and European ethics committees (Comité Régional d’Ethique en 

Expérimentation Animale N°3 de la région Ile de France). Each littermate among the 

mice was used for one experiment. After 1 week, the cells were incubated in fasting 

medium for 24h before treatment. 

In addition, experiments were also performed using TLR2−/− and TLR4−/− mice. 

Primary culture of murine bone marrow mononuclear (BMM) cells: Bone marrow 

mononuclear (BMM) phagocytic precursor cells were isolated from femurs and tibiae 

of WT and TLR2−/− and TLR4−/− mice. These precursors were differentiated into 
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adherent mature macrophages (BMM) for 7 days in complete medium containing 10 

ng/mL of macrophage colony stimulating factor (PeproTech, Neuilly-sur-Seine, 

France).  

Culture of the THP-1 cell line: Human monocytic THP1 cells (American Type Culture 

Collection, Rockville, MD, USA) were kind gifts from Professor Rouis (Sorbonne 

University, France). Cells were routinely grown to a primary macrophage culture 

following differentiation from monocytes with a 24h treatment with Phorbol 12-

Myristate 13-Acetate (50 nM) PMA, Sigma, Saint-Louis, USA). After 72h, the 

macrophages were starved before treatment. 

Treatment by recombinant 14-3-3ε:  All cell cultures were stimulated with 

recombinant 14-3-3ε at 1 µg/ml for 24h. Supernatants and total mRNA collected after 

cell lysis were harvested and stored at -80°C. 

 For blocking antibody and pharmacological experiments, murine articular 

chondrocytes were pretreated for 20 minutes with increasing concentrations (1 and 5 

µg/ml) of a mouse TLR2 or TLR4 antibody or oxidized 1-palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-

glycero-3-phosphocholine (OxPAPC) at 0.3, 3 and 30 µg/ml before the treatment by 

recombinant 14-3-3ε. 

RNA extraction and quantitative RT-PCR  

Total RNA was extracted from murine chondrocytes using the ReliaPrep RNA Cell 

Miniprep System kit (Promega, Madison, WI, USA) from human synovial fibroblasts, 

BMM and THP1 by Trizol chloroform. Concentrations were determined by 

spectrophotometry (Eppendorf, Le Pecq, France). Reverse transcription was 

performed with 500 ng of total RNA with the Omniscript RT kit (Qiagen). mRNA levels 

were quantified with the Light Cycler LC480 (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, 
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USA). PCR amplification conditions are described in supplemental data. Product 

formation was detected at 72°C in the fluorescein isothiocyanate channel. The mRNA 

levels were normalized to those of murine HPRT or Human 18S. Specific primer 

sequences are presented in Table S1. 

Protein secretion quantification by ELISA 

Total mouse and human IL6, MCP1, TNFα, MMP-3 and 14-3-3ε secretion were 

assayed in cell-free supernatants using an enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) kit (R&D Systems and Abbexa) according to the manufacturer’s instructions. 

Concentrations were analyzed in duplicate at serial dilutions and determined by 

comparison against a standard curve.  

Endotoxin tests: 

Protocol of the experiments is described in supplemental data 

Statistical Analysis 

Data are expressed as the mean  s.e.m fold induction compared to control (set to 1) 

unless stated otherwise. Statistical analysis was performed with the Mann Whitney 

test to compare mean values between 2 groups. One way analysis of variance 

(ANOVA) and two way ANOVA with the Bonferroni multiple comparisons test were 

used to compare mean values using GraphPad Prism software (GraphPad Software, 

San Diego, CA). P < 0.05 was considered statistically significant. *P<0.05; **P<0.01; 

***P<0.001; ns: not significant. 
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Results 
 

Stimulation of synovium explants from OA patients by 14-3-3ε elicits the 

release of pro-inflammatory factors. 

To verify whether 14-3-3ε is able to induce synovium inflammation in humans, we 

used synovium explants from OA patients to mimic the pathophysiological 

environment as closely as possible. Stimulation of these human synovium explants 

with recombinant 14-3-3ε (1 µg/ml) induced the secretion of MCP1 and IL6 protein 

(Fig. 1A, B). Indeed, the release of IL6 induced by 14-3-3ε was significantly higher 

than those in controls (5.7-fold increase) (Fig. 1A). The level of MCP1 secretion was 

also significantly increased in supernatants of 14-3-3ε-treated explants compared 

with the control (9.6-fold increase) (Fig. 1B). 

 

14-3-3ε elicits a pro-inflammatory phenotype in fibroblast-like synoviocytes 

(FLS).  

To more precisely study the impact of 14-3-3ε on the two main cell types residing in 

the synovium, FLS and macrophages, we stimulated primary cultures of FLS from 

OA patients with 14-3-3ε recombinant protein (1 µg/ml) for 24h. The levels of IL-6 

and MCP1 in controls samples are below the detection threshold. We found that 

stimulated synoviocytes had increased mRNA expression and secretion of both IL6 

and MCP1 (Fig. 2 A-D). IL6 mRNA expression showed a fold increase of 7.5 between 

control and 14-3-3ε stimulation and MCP1 mRNA expression fold increase was 4.4 

superior compared to control (Fig. 2A, B). Protein secretion of IL6 and MCP1 showed 

a fold increase of 4.3 and 32 respectively (Fig. 2C, D). 
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14-3-3ε skews macrophages toward a pro-inflammatory phenotype involving 

Toll-like receptors signaling.  

Stimulation of human macrophages derived from the THP1 cell line with 14-3-3ε 

induced mRNA expression and secretion of both IL6 and MCP1 (Fig. 3A, B, D, E). 

The mRNA expression levels of IL6 and MCP1 showed a fold increase of 7.2 and 3.1 

respectively compared with the controls. Similarly, the release of IL6, MCP1 and 

TNFα protein was increased in the supernatants of macrophages stimulated with 14-

3-3, showing a fold increase of 17.8, 18.9 and 15.1 respectively (Fig. 3D, E, F). 

Moreover, macrophages subjected to 14-3-3ε stimulation displayed increased mRNA 

expression of CD38 (6.1-fold increase) (Fig. 3C), another marker associated with the 

M1 pro-inflammatory phenotype. 

To assess the implications of TLR2 and TLR4 in the cellular response to 14-3-3ε, we 

used primary cultures of bone marrow macrophages (BMM) from TLR2 or TLR4 KO 

mice and stimulated them with recombinant 14-3-3ε. Levels of IL6 and MCP1 levels 

of protein release showed no differences between unstimulated cells either for WT or 

TLR2 KO or TLR4 KO BMM, whereas IL-6 level was significantly decreased in the 

supernatants of TLR2 and TLR4 KO BMM treated with 14-3-3ε compared with the 

WT BMM (Fig. 4). The 14-3-3ε induction of IL6 protein release was greatly attenuated 

in TLR4 KO BMM supernatants (by 83%) compared with WT BMM and and there is a 

tendancy to a lesser extent for MCP1 (70% inhibition) (Fig. 4A, B). KO TLR2 BMM 

also showed decreased levels of IL6 and MCP1 protein release (by 64%) (Fig. 4A, 

B). 
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14-3-3ε elicits a catabolic and inflammatory phenotype in murine articular 

chondrocytes involving TLR2 and TLR4. 

Murine chondrocytes were sensible to stimulation with 14-3-3ε recombinant protein 

and showed increased mRNA expression and secretion of pro-catabolic (MMP3) and 

pro-inflammatory (IL6) factors.  

To confirm the involvement of TLR2 and TLR4 in 14-3-3ε signaling, murine articular 

chondrocytes were pre-treated with specific TLR2, TLR4 blocking antibody or the 

pharmacologic inhibitor (OxPAPC) inhibiting both receptors followed by 14-3-3ε 

stimulation. MMP3 mRNA expression and protein secretion induced by 14-3-3 ε were 

significantly and dose-dependently reduced by TLR4 blocking antibody treatment 

(MMP3 mRNA expression inhibition fold: 78% (1 µg/ml), 77% (5 µg/ml) (Fig. 5A); 

secretion: 69% (1 µg/ml), 84% (5 µg/ml) (Fig. 5D)). Anti-TLR2 blocking antibody 

reproduced the same pattern (mRNA expression: 79% (1 µg/ml), 83% (5 µg/ml) (Fig. 

5B); secretion 73% (1 µg/ml), 74% (5 µg/ml) (Fig. 5E)). Furthermore, the 

pharmacologic inhibitor OxPAPC, inhibiting both receptors, markedly decreased 

MMP3 mRNA expression and protein release in a dose-dependent manner (mRNA 

expression: from 71% (0.3 µg/ml) to 98% (30 µg/ml) (Fig. 5C); secretion: from 64% 

(0.3 µg/ml) to 96% (30 µg/ml) (Fig. 5F)).  

Inhibition of TLR2 and/or TLR4 also impacted the mRNA and protein expression of 

the pro-inflammatory cytokine IL6 by murine chondrocytes. (IL6 mRNA expression: 

anti-TLR4 treatment: 73% (1 µg/ml) and 71% (5 µg/ml) (Fig. 5G), secretion: 79% (1 

µg/ml) and 81% (5 µg/ml) (Fig. 5J); anti-TLR2 treatment: IL6 mRNA epxression 53% 

(1 µg/ml) and 51% (5 µg/ml) (Fig. 5H); secretion 69% (1 µg/ml) and 78% (5 µg/ml) 

(Fig. 5K)). Inhibiting both receptors simultaneously with OxPAPC resulted in 

decreases IL6 expression and secretion (IL6 mRNA expression: from 69% (0.3 
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µg/ml) to 92% (30 µg/ml) (Fig. 5I); secretion: from 69% (0.3 µg/ml) to 96% (30 µg/ml) 

(Fig. 5L)). 

To confirm the results obtained in KO BMM, we also stimulated TLR2 or TLR4 KO 

murine articular chondrocytes with 14-3-3ε. TLR2 and TLR4 KO murine chondrocytes 

exhibited decreased mRNA expression and protein release of IL6 but also mRNA 

expression of MMP3 and MMP13 compared to wt chondrocytes (Fig. 6). IL6 mRNA 

expression was significantly decreased in TLR2 (by 75%) and TLR4 (by 97%) KO 

chondrocytes (Fig. 6B), and its release was greatly attenuated in TLR2 (by 77%) and 

TLR4 (by 97%) KO chondrocytes in response to 14-3-3ε stimulation (Fig. 6A). 

Similarly, MMP3 and MMP13 mRNA expression levels were also decreased in TLR2 

(by 60% and 22% respectively) or TLR4 (by 94% and 77% respectively) KO 

chondrocytes (Fig. 6C and 6D); Taken together, these results demonstrate the 

involvement of both TLR2 and TLR4 receptors in 14-3-3ε signaling. 

 

 

Discussion 

 

 We have recently identified 14-3-3ε as a new soluble mediator involved in 

deleterious biochemical interactions between bone and cartilage(Priam et al. 2013). 

 In the present study, we showed that 14-3-3ε is a new alarmin and can act 

particularly in the synovium during OA pathogenesis. Its role in the activation of 

innate immunity leading to synovitis could be due to interactions with its potential 

receptors, TLR2 and TLR4. 

 It is now established that up to 50% of OA patients have synovitis, as 

demonstrated by magnetic resonance imaging, ultrasonography and arthroscopy36. 
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Based on these results and to study the involvement of 14-3-3ε in the synovium of 

the OA joint, we analyzed the effects of 14-3-3ε on whole synovial tissue explants 

from OA patients by measuring the release of pro-inflammatory factors. We found 

that IL6 and MCP1 release in culture media was significantly increased after 14-3-3ε 

stimulation compared with the control explants. In these complete synovial explants 

from OA patients, the pathophysiological environment was conserved. There was 

obvious heterogeneity in the degree of inflammation of the synovium between patient 

samples, which could be due to the different  pathological mechanisms  leading to 

OA among patients37,38. Although fewer synovial macrophages are present in OA 

compared with RA, they are crucial for the production of proinflammatory cytokines 

such as IL6(Bondeson et al. 2010). Previous studies have shown that selective 

depletion of synovial macrophages during experimental OA largely reduces cartilage 

damage and osteophyte formation, which are 2 major hallmarks of OA39. Thus, we 

would like to separately analyze the role in synovitis of 2 main cell types residing in 

the synovium: fibroblast-like synoviocytes (FLS) and macrophages. We found that 

14-3-3ε was able to increase the mRNA expression and protein secretion of IL6 (7.5 

and 4.3-fold increase respectively) and MCP1 (4.4 and 32-fold increase) in FLS. 

These cells were able to respond to 14-3-3ε resulting in an inflammatory phenotype. 

Moreover, Thp1 cells, a human monocyte cell line, were used to address whether 14-

3-3ε could polarize these cells toward a pro-inflammatory macrophage phenotype. In 

our current study, we showed that 14-3-3ε increased the mRNA expression and 

protein secretion of IL6 (7.2 and 17.8-fold increase respectively) and MCP1 (3.1 and 

19-fold increase). Thus, these pro-inflammatory factors are mainly produced by 

macrophages in response to 14-3-3ε and this protein subsequently appears to 

polarize macrophage toward the M1 phenotype. In the case of knee OA, a study 
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analyzing M1 macrophages and M2 macrophages in synovial fluid in normal versus 

OA knees found a higher ratio of M1/M2 in OA versus normal knees, and the ratio 

was significantly correlated to the Kellgren-Lawrence grade40. These results suggest 

that macrophage polarization may indeed play a role in the control and even 

progression of OA disease. Our study indicates that 14-3-3ε can induce a 

proinflammatory environment in the OA synovium through stimulation of 

macrophages which possibly contributes to the joint destruction that occurs during 

OA. Similar results have been obtained previously for the alarmin S100A9 in the 

synovium41
.  

 Interestingly, high levels of many alarmins have been described in the synovial 

fluid of OA patients(Ke et al. 2015). Numerous studies have shown that these 

DAMPs stimulate synovial cell proliferation, influence hypertrophic chondrocyte 

differentiation and induce inflammatory and pro-catabolic events in vitro, and they 

promote synovitis and cartilage degradation in vivo in murine OA models42. We 

hypothesized that 14-3-3ε is a new alarmin involved in OA. Our results showed that 

this protein was able to lead to an inflammatory and catabolic response in joint 

similarly to other alarmins. Moreover, OA is mainly linked to activation of innate 

immunity by the binding of damage-associated molecular patterns (DAMPs) to so-

called pattern recognition receptors (PRRs)43. Of central importance in the PRR 

family are the Toll-like receptors (TLRs)43. TLR2 and TLR4 are overexpressed in OA 

cartilage, and their presence correlates with histopathological damage(Kim et al. 

2006). Blockade of TLR signaling -as shown in TLR2/TLR4 and in MyD88 knockout 

mice- downregulates cartilage catabolic response in vitro, and it can protect animals 

from experimental OA44. Moreover, synovial fluid proteins from patients with OA 

activate macrophages via TLR2/TLR4 receptors, in turn translocating NF-κB to the 
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nucleus(Liu-Bryan and Terkeltaub 2015). Synovial fibroblasts are sensitive to both 

mechanical alterations and DAMPs due to the expression of different TLRs on the 

cell membrane, resulting in increased synthesis of pro-inflammatory mediators(Liu-

Bryan 2013). In particular, TLR-2 and TLR-4 are used by many alarmins45.  

To examine whether 14-3-3 response was driven by TLR, we used TLR2 and TLR4 

KO mice to study their potential involvement in macrophage and chondrocyte 

responses. Our results showed that these two receptors were involved in the 

inflammatory and catabolic phenotype after stimulation with 14-3-3ε, with TLR4 

showing predominant involvement. To further investigate the involvement of TLR2 

and TLR4, we used blocking antibodies against them and a pharmacological inhibitor 

(OXPAPC) that is able to inhibit both TLR2 and TLR4. Our results validated the 

results obtained in the KO mice and confirmed that 14-3-3ε could elicit a catabolic 

and inflammatory phenotype in murine articular chondrocytes and a pro-inflammatory 

phenotype in BMM macrophages. Interestingly, a TLR4 monoclonal antibody has 

recently been demonstrated to have an adequate safety profile, and a phase II 

clinical trial in patients with RA has been launched46. 

 In the present study, we used recombinant 14-3-3ε protein produced in 

Escherichia coli, similarly to many commercially available recombinant proteins. 

Although this expression system has many advantages, including rapid expression, 

high yields, ease of culture and low cost47, the proteins recovered may be 

contaminated with endotoxin, a highly complex lipopolysaccharide (LPS) constitutive 

of the outer membrane of most gram-negative bacteria48. LPS is recognized by a 

receptor complex composed of TLR4, CD14 and MD-249,50. Consequently, using 

recombinant 14-3-3ε in this study, we wanted to be sure that the effects of 14-3-3ε on 

joint tissues were due to the protein itself and not to endotoxin contamination. Low 
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levels of endotoxins measured by a LAL kit (14-3-3ε contained less than 0.15 ng/ml 

of LPS, data not shown) and no significant inhibition by the PMB on 14-3-3ε 

chondrocyte stimulation (supplemental data) and 14-3-3ε macrophages stimulation 

(data not shown) confirmed the proper effect of 14-3-3ε recombinant protein. 

Moreover, in our previous study(Priam et al. 2013), we demonstrated that 

immunodepletion and blocking of 14-3-3ε in conditioned media of compressed 

osteoblasts inhibited its catabolic effect on chondrocytes confirming that 14-3-3ε itself 

is involved in the establishment of a procatabolic phenotype in chondrocytes. 

Thus, although we cannot rule out that a small component of the effects observed 

herein were due to endotoxin contamination, we are confident that the cellular 

responses resulted from the activity of 14-3-3ε protein itself. 

 Taken together, our results designate 14-3-3ε as a novel alarmin for further 

exploration in OA for either therapeutic or prognostic purposes.  
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Supplemental Materials : 

 

Culture of human OA synovium explants and synovial fibroblasts  

OA synovial tissue samples were cultured for synovial explants or the generation of 

adherent synovial fibroblasts. For explants, synovium from OA patients was 

processed aseptically for fat and fibrous tissue removal. Synovium was cut into small 

pieces (~1 mm3), and the wet weight of synovial tissue explants was aseptically 

determined. Thirty milligrams of tissue/well was placed into a 24-well plate and 

stimulated with recombinant 14-3-3ε (1 µg/ml) for 24 h at 37°C, 5% CO2 in RPMI-

1640 Glutamax (Gibco BRL, Grand Island, NY) culture medium containing 1% 

penicillin and streptomycin (PS). At the end of the incubation, the tissue-conditioned 

medium samples were centrifuged and aliquots were stored at -80°C.  

For cell culture, synovial fibroblasts were obtained from digested synovial tissues, 

cultured until confluence, and then stimulated with recombinant 14-3-3ε at 1 µg/ml for 

24h. Supernatants and mRNA were harvested and stored at -80°C. 

 

Primary culture of murine articular chondrocytes 

Mouse primary chondrocytes were isolated from the articular cartilage of 5 to 6-day-

old C57Bl6 mice from Janvier (St. Berthevin, France) and seeded at 8 × 103 cells per 

cm2 as previously described35. After 1 week, the cells were incubated in serum-free 

DMEM PS/Glu containing 0.1% bovine serum albumin (BSA) for 24 h before 

treatment (basal experimental medium). Each littermate among the mice was used 

for one experiment. All experiments were performed according to protocols approved 
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by the French and European ethics committees (Comité Régional d’Ethique en 

Expérimentation Animale N°3 de la région Ile de France). 

After 24h of incubation in basal experimental medium, murine chondrocytes were 

stimulated with 14-3-3ε (1 µg/ml) for 24h. For blocking antibody and pharmacological 

experiments, chondrocytes were pretreated for 20 minutes with increasing 

concentrations (1 and 5 µg/ml) of a mouse TLR2 or TLR4 antibody or oxidized 1-

palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (OxPAPC) at 0.3, 3 and 30 

µg/ml, and then stimulated with recombinant 14-3-3ε (1 µg/ml) for 24h. Supernatants 

and mRNA were harvested and stored at -80°C. 

In addition, experiments were also performed using TLR2−/− and TLR4−/− mice. 

Chondrocytes were cultured for 24h with or without 14-3-3ε (1 µg/ml). All 

measurements were performed in duplicate, and the mean of the duplicates from one 

littermate of the mice was considered as one experiment for each condition.  

 

Primary culture of murine bone marrow mononuclear (BMM) cells 

Bone marrow mononuclear (BMM) phagocytic precursor cells were isolated from 

femurs and tibiae of WT and TLR2−/− and TLR4−/− mice as previously described38. 

These precursors were differentiated into adherent mature macrophages (BMM) for 7 

days in noncoated Petri dishes in DMEM (4.5 g/L, D-glucose), PS/Glu, with 10% 

decomplemented FBS containing 10 ng/mL of macrophage colony stimulating factor 

(PeproTech, Neuilly-sur-Seine, France). BMM were seeded at 1 x106 cells/well in six-

well plates and stimulated with 14-3-3ε (1 µg/ml) for 24h. Cell lysates and 

supernatants were collected after 24h and stored at -80°C. 
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Culture of the THP-1 cell line 

Human monocytic THP1 cells (American Type Culture Collection, Rockville, MD, 

USA) were kind gifts from Professor Rouis (Sorbonne University, France). Cells were 

routinely grown to a primary macrophage culture density of 1 x106 cells/mL following 

differentiation from monocytes with a 24h treatment with Phorbol 12-Myristate 13-

Acetate (50 nM) PMA, Sigma, Saint-Louis, USA). Cells were grown in RPMI 1640 

medium, PS/Glu, supplemented with 10% decomplemented FBS. After 72h, the 

macrophages were starved (complete medium without FBS) and stimulated with 

recombinant 14-3-3ε (1 µg/ml) for 24h. Cell lysates and supernatants were collected 

after 24h and stored at -80°C 

 

Endotoxin tests 

We used the Limulus amoebocyte lysate (LAL) assay, which is a fast, 

sensitive, specific and the most commonly used endotoxin detection method 

approved by the FDA, to quantify the amount of endotoxin in 14-3-3ε recombinant 

protein. Then, to confirm the proper effect of 14-3-3ε, we coupled 14-3-3ε (1µg/ml) or 

lipopolysaccharide (LPS) (10 ng/ml) with the antibiotic polymyxin B (30µg/ml), which 

inhibits endotoxin, to stimulate murine chondrocyte cultures for 24h. Cell lysates and 

supernatants were collected after 24h and stored at -80°C. 
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2. Contrôle des endotoxines potentiellement présentes dans la protéine 14-3-3ε 

recombinante et caractérisation de l’effet propre de la protéine 14-3-3ε 

recombinante 

La plupart des expériences effectuées au cours de ce travail ont été réalisées avec une protéine 

14-3-3ε recombinante produite par Escherichia coli provenant de chez Enzo Life Science. 

Celle-ci a servi de stimulus sur des cultures de différents types cellulaires d’intérêt pour nos 

expériences (Culture primaire de chondrocytes murins et humains, lignée de monocytes, 

explants de membrane synoviale et culture de FLS humains). 

Malgré les certificats du fournisseur nous assurant la pureté des échantillons, nous avons 

effectué le dosage des endotoxines sur les différents échantillons de la protéine que nous 

avons utilisée au cours des derniers mois pour nous assurer de la qualité des lots. 

Le dosage des endotoxines par le kit LAL (Pierce™ LAL Chromogenic Endotoxin 

Quantitation Kit, Thermofisher) a mis en évidence une concentration de 4,87 EU/mL dans le 

lot (Enzo Life Science) que nous avons utilisé dernièrement ce qui représente moins de 0.15 

ng/ml de LPS. Un ancien lot de cette même entreprise utilisé pour une partie des résultats en 

début de thèse montre une moins forte quantité d’endotoxine (2,43 EU/mL) (Figure 46). 

 

Figure 46 : Dosage des endotoxines dans les différents lots de 14-3-3ε recombinante  

Pierce™ LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation Kit, Thermofisher) 

 

Afin de nous assurer que les résultats obtenus étaient bien dû à l’effet propre de la protéine 

14-3-3ε recombinante et pas au LPS des endotoxines présentes dans les lots, nous avons 

réalisé des stimulations sur des cultures de chondrocytes et macrophages murins (BMM). Les 
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résultats obtenus montrent que la protéine 14-3-3ε (1µg/mL) stimule l’expression en ARNm 

des enzymes de dégradation MMP-3 et MMP-13 par les chondrocytes (Figure 47) et de 

différents marqueurs pro-inflammatoires (CD38, TNFα) chez les macrophages (Figure 48). 

La stimulation par le LPS provoque également l’augmentation de ces facteurs. L’inhibition 

des endotoxines par un antibiotique (Polymyxine B : PMB) inhibe totalement l’effet du LPS. 

Le PMB n’a pas montré de réduction significative de l’effet de 14-3-3ε comparé à la 

condition sans PMB. De plus, avec une stratégie inversée, le facteur anti-inflammatoire EGR2 

était significativement réduit par les stimulations par 14-3-3ε et le LPS (Figure 49) . Le PMB 

couplé au LPS a fait augmenter l’expression de ce facteur au même niveau que celui du 

contrôle non stimulé alors que le PMB n’a eu aucun effet sur l’expression de ce facteur en 

réponse à 14-3-3ε.  Ces expériences montrent donc l’effet propre de la protéine 14-3-3ε 

recombinante. 

 

Figure 47 : Caractérisation de l'effet propre de la protéine 14-3-3ε recombinante par 

inhibition des endotoxines (par la polymixine B : PMB) dans des chondrocytes murins. 
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Figure 48 : Caractérisation de l'effet propre de la protéine 14-3-3ε recombinante par 

inhibition des endotoxines dans des macrophages murins (BMM) 

 

 

Figure 49 : Caractérisation de l'effet propre de la protéine 14-3-3ε recombinante par 

inhibition des endotoxines dans des macrophages murins (BMM) 
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3. Modélisation des interactions entre 14-3-3 et TLR2 (Résultats non soumis)                

Nous avons observé que la protéine 14-3-3ε semble induire ses effets par le biais des 

récepteurs TLR2 et TLR4. Néanmoins, bien que l’inhibition par des anticorps bloquants ou 

inhibiteur pharmacologique ou le recours à l’utilisation de cellules KO semblent impacter la 

signalisation de 14-3-3ε, nous ne connaissons pas la nature des interactions entre la protéine et 

ces potentiels récepteurs.  

3.1 Etude des interactions entre 14-3-3ε et les récepteurs TLR2 et TLR4 par Résonance 

plasmonique de surface 

Afin de savoir s’il existe une liaison directe entre 14-3-3ε et les récepteurs TLR2 et TLR4, le 

laboratoire a eu recours à la technique de Résonnance Plasmonique de surface (SPR, 

Instrument Biacore 3000) de la plateforme IBPS de Sorbonne Université.  

 Principe de la Résonance Plasmonique de surface (SPR) :  

La résonance plasmonique de surface est une technologie permettant de mesurer les 

interactions entre protéines/ligand et leurs constantes d’affinité. La protéine ligand est 

fixée à une puce constituée d’une couche de dextran posée sur une feuille d’or le tout 

reposant sur un plaque de verre (Figure 50 A). On fait passer un flux constant de liquide 

contenant l’autre molécule partenaire. Un faisceau de lumière polarisée monochromatique 

est réfléchi contre la surface de verre en produisant une onde évanescente perpendiculaire 

à l’interface. Une résonance s’établit entre les plasmons de l’or et l’onde évanescente ce 

qui se traduit par un certain angle (appelé angle de résonance). La fixation de la protéine 

circulante au ligand fixé sur la plaque provoque des modifications cet angle. La mesure 

des variations de l’angle de réfraction est obtenue grâce à un sensogramme. Celui-ci 

montre le signal de résonance (en Unité de résonance Ru) en fonction du temps 

(secondes). 1 Ru représente la liaison d’1 pg de protéine par mm
2
. 

 

L’expérience se déroule en plusieurs phases : 

Tout d’abord la phase de fixation où la protéine ligand est fixée au dextran. Ensuite la 

protéine partenaire est injectée par flux constant. Si les protéines s’associent, le signal de 

résonnance augmente. On observe un plateau puis l’injection de la protéine partenaire se 

termine, ce qui provoque une dissociation progressive des partenaires et une baisse du signal. 

Enfin la phase de régénération permet de dissocier complètement les partenaires (Figure 41 

B). 
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Figure 50 : Principe de la technologie de Résonance Plasmonique de Surface (SPR) 

A : Schéma du principe de la technique SPR, B : Suivi cinétique en temps réel de 

l’association et dissociation des partenaires étudiés. Source : site internet de la plateforme des 

interactions moléculaires (Biacore), IFR83. 

 

Nous avons étudié la liaison entre la protéine 14-3-3ε et ses potentiels récepteurs TLR2 et 

TLR4. Les récepteurs sont fixés à la puce et la 14-3-3ε recombinante est diffusée en flux 

constant.  

 

Figure 51 : Interaction entre 14-3-3ε et TLR2, TLR4 analysée par la technique de 

Résonance Plasmonique de Surface (SPR) 
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Les résultats obtenus mettent en évidence l’existence d’une liaison directe entre 14-3-3ε et les 

récepteurs TLR2 et TLR4 (Figure 51). L’affinité entre 14-3-3ε et TLR2 est de 83Ru et celle 

entre 14-3-3ε et TLR4 est de 41 Ru (Responsive Units). TLR2 et 14-3-3ε montrant une 

meilleure affinité que TLR4 et 14-3-3ε, nous avons sélectionné le récepteur TLR2 pour la 

suite de l’étude. 

3.2 Modélisation informatique des interactions ligand/récepteur par outils numériques 

(Etude in Silico) 

Dans le but d’étudier plus précisément l’interaction entre 14-3-3ε et TLR2, nous avons 

réalisé une collaboration avec le Pr G. André-Leroux, biologiste/modélisatrice de l’INRA à 

partir de juin 2017. Nous avons travaillé sur l’identification des potentielles zones 

d’interactions entre les deux molécules par étude in silico. 

Tout d’abord, nous avons réalisé un travail de recherche bibliographique sur chaque 

partenaire : le récepteur TLR2 et la protéine 14-3-3ε. Les séquences de TLR2 et de 14-3-3ε 

ont été obtenues par le site UniProt (https://www.uniprot.org). La structure 3D de ces 

molécules a été étudiée grâce au logiciel PyMOL. Les codes PDB contenant les structures 

cristallographiques utilisées proviennent de la banque de data RCSB (14-3-3ε humaine : 

2BR9; TLR2/TLR6 murin : 3A79; TLR2/TLR1 humain : 2Z7X). 

Notre 1
ère

 étape a été d’identifier des zones d’interactions sans a priori à l’aide de 2 logiciels 

de docking, Z-dock et GrammX.  Ces logiciels servent à prédire la liaison des protéines entre 

elles. Le logiciel place le monomère de 14-3-3ε dans les zones les plus probables pour la 

liaison avec le monomère de TLR2. Cette première approche a été rapidement abandonnée car 

le placement du monomère de 14-3- 3ε sur le monomère de TLR2 ne prenait pas en compte 

les paramètres physiologiques du récepteur (encombrement stérique lié à la membrane 

cytoplasmique ou à la présence de l’autre monomère TLR1 ou TLR6 associé à TLR2).   

Nous avons donc établi une 2ème stratégie de placement de 14-3-3ε prenant en compte 

différents critères : 

- L’ancrage à la membrane de TLR2  

- La compatibilité avec le dimère TLR1 ou TLR6 

- La compatibilité avec l’homo-dimère 14-3-3ε 
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- L’accessibilité 

- Les sites de phosphorylations (sites les plus plausibles de liaison de 14-3-3ε à ses 

partenaires).  

 

Figure 52 : Sites de phosphorylations présents sur TLR2 et potentiellement reconnus par 

14-3-3ε 

Les résidus de TLR2 phosphorylables ont été obtenus grâce au site PhosphoSitePlus 

(http://www.phosphosire.org).  

Prenant en compte ces nouveaux paramètres restrictifs, les analyses ont été relancées avec les 

2 logiciels. Un complexe nous a semblé pertinent. Le logiciel Rosetta a permis d’affiner 

l’étude du docking 14-3-3ε/TLR2 et nous a donné deux « modèles » de liaison. Sur ces 

modèles (#1 et #7), le dimère 14-3-3ε vient se placer sur le récepteur au niveau d’une 

séquence contenant des résidus phosphorylables, une thréonine et une sérine (Figure 53).  La 

thréonine T142 et la sérine S143 présentes sur TLR2 ont donc pu être identifiées comme 

résidus les plus probables permettant la liaison entre TLR2 et 14-3-3ε. 

http://www.phosphosire.org/
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Figure 53 : Schéma de l'interaction entre 14-3-3ε et TLR2 

Une analyse plus poussée de la liaison a été effectuée grâce au logiciel Autodock qui permet 

de calculer les énergies de liaison entre de petits ligands et un partenaire de plus grande taille 

en analysant la contribution des atomes et des énergies dans la liaison.  

Le monomère de 14-3-3ε a servi de molécule support et de petites séquences peptidiques de 

TLR2 centrées autour de la thréonine T142 et de la sérine S143 ont été identifiées pour servir 

de ligands (Figure 54). Les hexamères suivants ont été utilisés : L
139

GVpTSL
144

 et  

G
140

VTpSLF
145

  pour la séquence murine de TLR2 et L
139

GEpTSL
144

 et G
140

ETpSLF
145

 pour 

la séquence humaine de TLR2 (pT et pS sont les résidus thréonine 142 et sérine 143 

phosphorylés).  Ces peptides sont placés dans la poche monomérique de 14-3-3ε et les 

énergies de liaisons sont analysées (Tableau 7). 
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Figure 54 : Modélisation du monomère de 14-3-3 (bleu) et d'une séquence potentielle de 

liaison sur le récepteur TLR2 (Rose) possédant des résidus phosphorylés (PyMol) 

 

 
Energie (Kcal/mol) 

Séquence Phosphorylée Non phosphorylée 

LGETSL (humaine) -2,03 -1,61 

 GETSLF (humaine) -3,1 -3,1 

LGVTSL (souris) -3,95 -2,9 

 GVTSLF (souris) -4,31 -4,1 

   

Tableau 7 : Energies de liaison des peptides mimant des séquences de TLR2avec  le 

monomère de 14-3-3ε 

Calcul des énergies avec les séquences mimiques de TLR2 phosphorylées ou non 

phosphorylées. 

 

Les résultats ont donné des énergies de liaisons négatives, ce qui veut dire que les partenaires 

ont tendance à se lier spontanément entre eux alors que des énergies positives auraient été 

coûteuses en énergie et donc moins probables. Plus les énergies sont négatives, plus l’affinité 

est grande. Les séquences phosphorylées présentent ici des valeurs d’énergies plus négatives 

que les séquences non phosphorylées. Ainsi les séquences murines phosphorylées sont plus 

affines pour 14-3-3ε. Dans le but de tester ces séquences comme potentiels sites de liaison, 

nous avons fait synthétiser ces séquences peptidiques et les avons utilisées comme séquences 
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mimant TLR2 dans des cultures de chondrocytes murins pouvant donc entrer en compétition 

avec le récepteur présent au niveau des chondrocytes en présence de 14-3-3ε. 

Nous avons testé uniquement les séquences murines L
139

GVpTSL
144

 et G
140

VTpSLF
145

 pour 

que la compétition entre les récepteurs membranaires et les séquences mimiques soient 

identiques et également car ces séquences présentaient la meilleure affinité avec la protéine. 

Comme dans nos études in vitro précédentes, la protéine 14-3-3ε humaine recombinante est 

utilisée pour stimuler les cultures primaires.   

En cas de liaison entre 14-3-3ε et les séquences mimiques de TLR2 phosphorylée, on devrait 

observer une baisse de l’effet de 14-3-3ε sur l’expression génique des MMP3 et MMP13 à 

cause de la compétition avec les récepteurs chondrocytaires. 

Des cultures primaires de chondrocytes murins sont pré-traitées par les séquences mimiques 

de TLR2 phosphorylées (peptide LGVpT
142

S et GVTpS
143

LF) ou contrôle non phosphorylé 

(GVTSLF) à différentes concentrations (0.5, 5 et 50 µg/ml) durant 20 minutes puis stimulées 

par 14-3-3ε (1µg/ml) durant 24h. L’expression en ARNm de MMP3 et MMP13 ont été 

analysées par RT-qPCR (Figure 55). 
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Figure 55 : Test d'inhibition des effets de 14-3-3ε par les peptides mimiques de TLR2 sur 

des cultures de chondrocytes murins (n=1) 

 

Ces premiers résultats sont préliminaires, une seule expérience ayant été réalisée. La 

stimulation des cultures de chondrocytes par 14-3-3ε a augmenté l’expression en ARNm de 



158 
 

MMP3 et MMP13. La stimulation par le peptide contrôle GVTSLF non phosphorylé n’a pas 

eu d’effet sur la stimulation par 14-3-3ε. La pré-incubation des chondrocytes avec les peptides 

LGVpT
142

S et GVTpS
143

LF phosphorylés n’ont pas provoqué de diminution de l’expression 

de ces protéases. 

Il semble donc que les deux résidus identifiés chez TLR2 comme potentiels sites de liaisons 

ne soient pas reconnus in vitro par la 14-3-3ε recombinante. 

4. Présence de la 14-3-3ε dans le liquide synovial de patients arthrosiques 

(Résultats non soumis) 

Nous nous sommes intéressés à la présence de la protéine 14-3-3ε dans les liquides synoviaux 

de patients arthrosiques.  

La présence de la protéine a d’abord été étudiée par western blot au cours de travaux 

précédents dans le laboratoire. La protéine 14-3-3ε a été détectée dans les liquides synoviaux 

de patients arthrosiques (Figure 56).  

 

Figure 56 : Etude de la présence de 14-3-3ε dans les liquides synoviaux de 3 patients 

arthrosiques (western blot) 

Des tests ELISA spécifiques pour l’isoforme epsilon de 14-3-3 et nouvellement 

commercialisés ont été effectué pour essayer de déterminer la quantité de protéine présente 

mais les gammes de détection des kits n’ont pas permis de déterminer la concentration de la 

protéine car elle est présente très faiblement dans les liquides synoviaux arthrosiques 

comparés à ceux de patients atteints de rhumatismes très inflammatoires (Polyarthrite 

rhumatoïde, goutte). 

Nous avons souhaité identifier les acteurs de la présence de 14-3-3ε dans les liquides 

synoviaux. 

L’hypothèse principale des travaux précédents reposait sur la sécrétion de 14-3-3ε par les 

ostéoblastes soumis à un stress, notamment mécanique (Priam et al. 2013). Si la présence de 
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microfractures et de chenaux vasculaires permet d’imaginer un passage de 14-3-3ε entre l’os 

et le cartilage, il semble moins évident que la protéine parvienne de l’os au liquide synovial à 

part dans des cas sévère d’arthrose. Nous avons donc traité des cultures de FLS humaines afin 

de savoir si ces cellules de la membrane synoviale pouvaient être capables de produire 14-3-

3ε. Des cultures primaires de FLS ont été traitées par un cocktail inflammatoire mimant un 

stress inflammatoire dans l’arthrose (TNFα + IL-1β). Cette stimulation a provoqué une 

augmentation de la libération de 14-3-3ε par les FLS (Figure 57). La membrane synoviale est 

donc un des tissus potentiellement capables de produire 14-3-3ε dans le liquide synovial.  

 

Figure 57 : Sécrétion de la protéine 14-3-3ε par les synoviocytes fibroblast like après 

stimulation par des facteurs pro-inflammatoires (TNFα et IL-1β) 

5. Etude des effets de 14-3-3ε par injections intra-articulaires chez la souris 

(Etude in vivo) Résultats non soumis  

Nous avons effectué une expérience in vivo dans le but d’observer les effets de 14-3-3ε sur les 

tissus intra-articulaires chez la souris. Pour cette étude, 16 souris adultes C57/BL6 ont été 

utilisées (Figure 58). Les pattes arrière droites ont été injectées à 3 reprises à 2 semaines 

d’intervalles par différentes doses de 14-3-3ε (10µg ou 20 µg), les pattes gauches (injectées 

ou non avec du PBS) ont servi de contrôle négatif. 4 souris ont reçu des injections de 

collagénase (10U) afin de constituer notre contrôle positif de développement d’arthrose. 
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Figure 58 : Protocole d'injections intra-articulaires de 14-3-3ε chez des souris WT 

 

Nous n’avons pas observé de dégradation au niveau du cartilage articulaire chez les souris 

injectées par 14-3-3ε (Figure 59). Les protéoglycanes de la matrice extracellulaire ne 

semblent pas avoir été dégradés car la coloration par la Safranin O est toujours présente. Le 

cartilage ne présente pas d’aspérités et il semble lisse à la surface des deux épiphyses. En 

revanche le contrôle positif (collagénase 10U) montre une très forte dégradation de l’os et du 

cartilage. En effet, l’érosion a largement rongé la couche de cartilage articulaire et une partie 

de l’os sous-chondral.  On note également la présence d’un ostéophyte en haut à droite de la 

coupe et une membrane synoviale épaissie. 

 

Figure 59 : Coupes longitudinales de genoux de souris injectées en intra articulaire par la 

14-3-3ε  

À gauche : 14-3-3ε, au milieu : PBS, à droite : collagénase. Coupes histologiques colorées à la 

Safranin O (cartilage) et au Fast green (fond) 

 

Si au niveau du cartilage, il ne semble pas y avoir d’effet visible de l’injection de 14-3-3ε, en 

revanche, nous avons remarqué que la membrane synoviale des souris injectées par 14-3-3ε 

semblait plus épaisse (hyperplasie) que celle des souris contrôles et avons poursuivi cette 

 

  - -   
                



161 
 

étude par une analyse plus approfondie de la membrane synoviale. Pour cela, nous avons 

effectué un scoring de l’hyperplasie (Figure 60) en mesurant l’épaisseur cellulaire de l’intima 

de la membrane synoviale (scoring basée sur la méthode de Krenn (Krenn et al. 2006) et un 

marquage des macrophages par un marqueur spécifique CD68 (Figure 61). 

 

Le scoring de l’hyperplasie a été réalisé sur des coupes de genoux des souris injectées par du 

PBS (n=4), la collagénase (n=4) et 14-3-3ε (n=6). 4 souris contrôles non injectées ont 

également été scorées. Bien que non significative, une tendance à l’augmentation de 

l’hyperplasie est visible entre les souris 14-3-3ε et les contrôles non injectées et injectées par 

du PBS (Test de Mann Whitney).  

 

 

 

Figure 60 : Résultats du scoring de l’hyperplasie de la membrane synoviale des souris 

injectées  

Souris injectées par du PBS, 14-3-3ε recombinante, la collagénase ou non injectées. 

Utilisation du score de Krenn (évaluation de l’épaisseur de l'intima de la membrane 

synoviale). 

Nous avons également effectué un marquage des macrophages de la membrane synoviale par 

le marqueur CD68 (Abcam rabbit polyclonal ab125212, 0.05 µg/ml). Un marquage par 
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anticorps IgG de lapin (Dako Negative control Rabbit Ig fraction X0903 0.2 µg/ml) a servi de 

contrôle négatif.  Les coupes ont été scorées en double aveugle. 

 

Figure 61 : Résultats du marquage des macrophages présents dans la membrane synoviale 

par CD68 

Souris injectées par du PBS, 14-3-3ε recombinante, la collagénase ou non injectées. 

Marquage par anticorps IgG de lapin (Dako Negative control Rabbit Ig fraction X0903 0.2 

µg/ml) et anticorps CD68 (Abcam rabbit polyclonal ab125212, 0.05 µg/ml). 

 

On observe également une tendance à l’augmentation du marquage CD68 chez les souris 

injectées par 14-3-3ε comparé aux différents contrôles (injectés PBS ou non injectés). 

Cependant ces résultats ne sont que des tendances numériques et nous ne pouvons affirmer 

qu’une réelle différence existe entre les souris injectées par 14-3-3ε et les souris contrôles. En 

effet, le contrôle négatif correct pour comparer les effets de la protéine est le contrôle injecté 

par du PBS. Or les souris PBS montrent une augmentation de l’hyperplasie et du marquage 

CD68 par rapport aux contrôles non injectés. L’injection en elle-même pourrait être à 

l’origine de l’inflammation perçue chez les souris 14-3-3ε. Cette expérience nécessite des 

mises au point du protocole pour limiter cette inflammation dûe à l’injection. 
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Discussion 

 

L’ensemble de ces travaux a permis de démontrer que : 

 

 La stimulation par la protéine 14-3-3ε extracellulaire induit la libération de médiateurs 

pro-inflammatoires par les explants de membrane synoviale humaine composée 

majoritairement de FLS et de macrophages. 

 Les FLS participent à la libération de ces facteurs pro-inflammatoires  

 La protéine 14-3-3ε induit l’expression et la libération de marqueurs de type pro-

inflammatoire et peut donc polariser les macrophages vers un phénotype « M1 ». 

 L’inhibition ou l’absence des récepteurs TLR2 et TLR4 dans des cultures cellulaires 

de chondrocytes et macrophages murins réduit les effets de 14-3-3ε. 

 

Au cours des dernières années, le laboratoire s’est intéressé à la compréhension des 

mécanismes impliqués dans la physiopathologie arthrosique et notamment ceux impliquant la 

communication entre les différents tissus sous-tendant la progression de l’arthrose. C’est ainsi 

que la protéine 14-3-3ε a été identifiée dans les milieux conditionnés d’ostéoblastes murins 

soumis à un stress mécanique et a montré ses effets pro-cataboliques sur les chondrocytes 

murins. Les différents travaux effectués ont permis de découvrir de nouvelles propriétés extra-

cellulaires de 14-3-3ε montrant de fortes homologies avec celles des alarmines, molécules 

d’alarmes permettant d’activer l’immunité innée en cas d’agression. Le but de ce travail a été 

de rechercher les caractéristiques des alarmines et prouver que 14-3-3ε fait partie de cette 

famille. 

 

 Définition des alarmines 

Pour pouvoir répondre à l’hypothèse de notre étude, il a tout d’abord été nécessaire de définir 

ce qu’est une alarmine. Les alarmines ont été définies par l’équipe d’Oppenheim et al. en 

2005 de la façon suivante  : « Ces molécules endogènes sont rapidement libérées en réponse à 

une infection ou à des dommages tissulaires, exercent des effets chemo-attractants et 

activateurs des cellules présentatrices d’antigène (APC) et activent fortement le système 

immunitaire » (Oppenheim and Yang 2005). L’équipe d’Oppenheim ne considérait par les 

cytokines comme des alarmines car elles possèdent des effets activateurs des APC mais pas 

de capacité chemo-attractrices (Oppenheim and Yang 2005). Cette équipe considère que les 
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alarmines doivent avoir des propriétés d’adjuvants endogènes. Au fur et à mesure des années, 

le concept et la liste des alarmines ont progressivement évolué. La définition s’est élargie et a 

permis d’inclure les molécules générées par une mort cellulaire non programmée et capables 

d’activer les systèmes immunitaires inné et adaptatif (Yang et al. 2017b). A présent, de 

nombreuses molécules sont classées comme des alarmines, comme les médiateurs dérivés de 

granules (défensines, cathelicidines, Granulysines), des médiateurs nucléaires (HMGB1, IL-

1α, IL-33) et cytoplasmiques (HSP, protéines S100, ATP, Acide urique) (Yang et al. 2017b). 

Une équipe a proposé une nouvelle nomenclature en fonction du mode de libération des 

molécules par les cellules endommagées différenciant ainsi les cytokines : libérées activement 

par les cellules de l’immunité majoritairement ;  les alarmines : libérées passivement par les 

cellules somatiques endommagées et les stressorines : libérées par les cellules sous l’effet 

d’un stress (Rider et al. 2017).  

 

Figure 62 : Nomenclature proposée par Rider et al. pour classifier les cytokines, alarmines 

et stressorines 

D’après Rider et al. 2017. (Rider et al. 2017) 

 

La définition des alarmines est donc en constante évolution et ne simplifie par l’identification 

des molécules candidates. Nous nous sommes donc appuyés sur les propriétés les plus 

reconnues des alarmines afin de définir la protéine 14-3-3ε comme une nouvelle alarmine 

dans l’arthrose. Nous avons étudié les propriétés suivantes : sa taille (33kDa), ses rôles 

intracellulaires physiologiques, son interaction avec les récepteurs connus des alarmines 
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(TLR2 et TLR4), sa capacité à être libérée dans le milieu extracellulaire et à provoquer 

l’acquisition de phénotype catabolique et pro-inflammatoires sur les différents types 

cellulaires de l’articulation. 

 Evaluation du rôle de 14-3-3ε in vivo 

Nous nous sommes inspirés des travaux réalisés in vivo avec l’alarmine S100A8/A9 pour 

concevoir notre étude d’injections intra-articulaires avec la protéine 14-3-3ε (van Lent et al. 

2008). L’équipe de Van Lent a montré que l’injection de l’alarmine S100A8/A9 chez des 

souris S100A9
-/-

 induit une inflammation de l’articulation (infiltration de cellules 

inflammatoires dans la membrane synoviale, épaississement de l’intima) et la perte de 

protéoglycanes. Par ailleurs, la stimulation de cultures de macrophages par S100A8/A9 a 

induit l’expression de MMP2, 3, 9 et majoritairement MMP13.  

L’étude des effets in vivo par injection intra-articulaire de 14-3-3ε chez des souris WT a 

montré des tendances à l’augmentation de l’hyperplasie et d’infiltration par des macrophages 

de la membrane synoviale. Ces résultats appuient le rôle potentiellement chemoattractant de la 

protéine 14-3-3ε. Cette étude nécessite des modifications du protocole car l’injection elle-

même provoque une inflammation ce qui ne permet pas de différencier significativement les 

souris contrôles injectées par du PBS ou bien par la 14-3-3ε. Nous pourrions augmenter la 

durée entre les injections pour éviter des stimulations inflammatoires trop proches ou tenter 

d’augmenter la dose de 14-3-3ε injectée pour éviter de multiples injections.  

 

 Effet propre de la protéine 14-3-3ε recombinante 

Au cours de nos travaux, nous avons été confrontés à la présence d’endotoxines dans nos lots 

de protéine recombinante. Ce problème concerne de nombreuses études utilisant des protéines 

recombinantes synthétisées par Escherichia coli et complique les travaux liés à l’immunité 

innée, l’inflammation et l’activation des TLRs (Wakelin et al. 2006; Schwarz et al. 2014). 

Parmi les différentes stratégies possibles afin de discriminer l’effet propre de la protéine 14-3-

3ε recombinante de celle de la contamination par les endotoxines, nous avons choisi d’utiliser 

la Polymyxine B, un anti-bactérien se liant aux lipopolysacharrides (Vesentini et al. 2010) 

pour inhiber le LPS des endotoxines présent lors de la stimulation par 14-3-3ε. La polymyxine 

B n’a montré aucun effet sur les cellules contrôles mais a inhibé totalement l’effet des 

endotoxines lors de stimulations couplées au LPS. En revanche, elle n’a pas ou peu inhibé les 

effets inflammatoires et cataboliques de 14-3-3ε sur les chondrocytes murins. Au niveau des 

cultures de macrophages, l’inhibition de 14-3-3ε par le PMB a été un peu plus prononcée. 

Cette différence peut être due à la plus grande sensibilité des macrophages et la présence de 
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plus nombreux PRR comme TLR4 à leur surface. L’utilisation du PMB a donc permis de 

valider l’effet propre de notre protéine 14-3-3ε recombinante. 

 

 

 Implication des différents récepteurs de 14-3-3ε 

14-3-3ε a été identifiée dans les milieux conditionnés d’ostéoblastes ayant subi un stress 

mécanique. Comme de nombreuses isoformes de 14-3-3 impliquées dans des pathologies, 

celle-ci provoque l’acquisition d’un phénotype pro-catabolique par les cultures de 

chondrocytes murins. L’un des récepteurs identifié de  14-3-3ε  est le récepteur CD13 présent 

à la surface membranaire des chondrocytes (Nefla et al. 2015). L’hypothèse de 14-3-3ε en tant 

que nouvelle alarmine nous a orientés vers la recherche d’interactions avec les récepteurs de 

l’immunité innée, les TLRs et particulièrement TLR2 et TLR4 qui lient les alarmines. 

L’inhibition de ces récepteurs a provoqué une diminution significative des effets de 14-3-3ε. 

Par ailleurs, des cultures de macrophages et chondrocytes KO pour les récepteurs produisaient 

également moins de médiateurs pro-inflammatoires et cataboliques en réponse à 14-3-3ε. Il 

est difficile d’établir la participation de chaque récepteur dans la réponse à 14-3-3ε car les 

expériences d’inhibition des récepteurs TLR2 et TLR4 ou bien leur absence chez les souris 

KO ont montré de fortes inhibitions individuelles des effets de 14-3-3ε. Ces résultats 

suggèrent que les deux récepteurs sont interdépendants. Des études ont soulevé la possibilité 

que les récepteurs TLRs se coordonnent entre eux ou s’associent avec d’autres récepteurs 

(comme le récepteur RAGE) lors de stimulation par des alarmines (Ibrahim et al. 2013). 

L’hypothèse de l’implication de plusieurs récepteurs dans la réponse à 14-3-3ε est supportée 

par de nombreuses études sur les alarmines et leurs multiples récepteurs. HMGB1 est capable 

de se lier aux TLRs (TLR2 et TLR4) ainsi qu’à RAGE et d’activer des cascades de 

signalisation augmentant la libération de TNFα et IL6 (Nogueira-Machado et al. 2011; Zhang 

et al. 2019). Les protéines S100 extracellulaires possèdent également différents récepteurs. 

S100B active les voies ERK et NF-κB chez les chondrocytes par sa liaison au récepteur 

RAGE (Xia et al. 2018). S100A8 et S100A9 ont des effets pro-inflammatoires dépendants de 

TLR4 et RAGE (Ma et al. 2017).  

 

Le travail de modélisation a été réalisé pour déterminer si la protéine 14-3-3ε est capable de se 

lier directement aux récepteurs. L’étude par SPR a montré une affinité entre 14-3-3ε et TLR2 

et TLR4. La protéine semble plus affine pour TLR2 que pour TLR4. L’étude in silico a 

permis d’identifier des résidus potentiels de liaison mais les études préliminaires (n=1) in 
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vitro testant les peptides mimiques de TLR2 n’ont pas permis de montrer d’inhibition des 

effets de 14-3-3ε. Ces résidus ne semblent donc pas être ceux responsables de la liaison. 

Cependant, d’autres zones peptidiques de TLR2 contiennent des résidus phosphorylables et 

accessibles par le dimère de 14-3-3ε qui pourraient permettre la liaison entre les partenaires. 

 

 Présence de 14-3-3ε dans les liquides synoviaux humains 

Nous avons voulu déterminer la concentration de la protéine 14-3-3ε dans le liquide synovial 

des patients arthrosiques. Malgré la disponibilité de nouveau kits de dosage protéique de cette 

isoforme spécifique, nous n’avons pas pu déterminer la quantité de 14-3-3ε (sensibilité de 

l’Elisa spécifique de 14-3-3ε >0.34 ng/ml). La faible présence de 14-3-3ε peut être due au fait 

que la protéine 14-3-3ε pourrait être captée par des récepteurs solubles. Différents récepteurs 

de l’immunité innée comme les opsonines sont présents extracellulairement et sont capables 

de capter les pathogènes et les phagocyter. Un autre récepteur soluble comme le récepteur 

RAGE soluble (sRAGE) a été étudié pour son rôle de leurre dans différentes pathologies. Ce 

récepteur est capable de lier des alarmines telles que HMGB1 ou les protéines S100 (Chen et 

al. 2009; Manganelli et al. 2019). Des résultats préliminaires du laboratoire ont montré que 

l’inhibition de RAGE diminuait les effets de 14-3-3ε sur des cultures de chondrocytes murins. 

Dans l’hypothèse où la protéine 14-3-3ε pourrait posséder différents récepteurs comme 

certaines alarmines, elle pourrait être captée par des récepteurs solubles et diminuer sa 

concentration sous forme libre dans les liquides synoviaux de patients arthrosiques. Par 

ailleurs, nous avons identifié la protéine 14-3-3ε dans les milieux conditionnés d’ostéoblastes 

ayant subi une compression et donc associé au phénotype d’arthrose lié au stress mécanique. 

Afin de mieux évaluer la présence de la protéine dans les liquides synoviaux, une sélection 

des patients présentant plutôt ce phénotype permettrait peut-être d’améliorer la détection.  

 

Les recherches sur l’implication des alarmines dans les différents phénotypes d’arthrose ont 

progressé ces dernières années. L’étude de 14-3-3ε a permis de progresser dans la 

compréhension du rôle des alarmines dans l’arthrose de phénotype mécanique. De 

nombreuses autres alarmines jouent un rôle dans l’activation de l’immunité et ce de manière 

différente en fonction des différents phénotypes d’arthrose. Dans ce contexte, nous nous 

sommes intéressées également au lien entre les alarmines et l’inflammation due au 

vieillissement, appelé « inflammaging » et leur lien avec l’arthrose. Le vieillissement et 

l’arthrose présentent des mécanismes communs comme l’établissement d’une inflammation 

chronique, stérile et de bas grade. Le processus d’inflammaging est causé par l’accumulation 
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de cellules sénescentes et la baisse d’efficacité du système immunitaire (Franceschi et al. 

2000b). Les cellules sénescentes subissent de nombreuses modifications de leurs mécanismes 

intra-cellulaires et évoluent vers un phénotype appelé « senescence-associated secretory 

phenotype »(SASP) (Coppé et al. 2008). Elles produisent alors de nombreux médiateurs pro-

inflammatoires tels que des cytokines (IL6 et Il-1α/β), des chemokines (MCP1, IL-8, GROa), 

des facteurs de croissance (TGFβ, VEGF) et des protéases (MMP3) (Soto-Gamez and 

Demaria 2017). Ces facteurs contribuent à la dégradation des tissus environnants et à la 

libération des DAMPS (HMGB1, les protéines S100, l’acide urique, l’ATP, les HSPs) par les 

cellules endommagées et les cellules de l’immunité innée. Ces DAMPS vont activer les 

récepteurs de l’immunité (RAGE et TLRs) ainsi que l’inflammasome et entretenir 

l’inflammation de bas grade déjà présente. Différentes stratégies thérapeutiques ciblant les 

différents mécanismes impliqués dans l’arthrose liée à l’inflammaging sont en cours d’étude. 

Cette étude a fait l’objet d’une revue « Danger signals and inflammaging in osteoarthritis” 

publiée dans le journal Clinical and experimental Rheumatology 2019 (Millerand et al. 2019). 

(Revue en annexe) 
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Conclusion et perspectives 

L’ensemble de ces travaux a été réalisé afin d’étudier les effets de la protéine 14-3-3ε 

extracellulaire sur les différents types cellulaires présents dans l’articulation (chondrocytes, 

macrophages, FLS) et déterminer si les récepteurs de l’immunité innée, TLR2 et TLR4 sont 

impliqués dans ces effets.  

Précédemment, la protéine 14-3-3ε a été identifiée dans les milieux conditionnés 

d’ostéoblastes murins soumis à un stress mécanique et a montré des effets pro-cataboliques 

sur les chondrocytes murins. Les nouvelles expériences in vitro réalisées au cours de ma thèse 

montrent que la protéine 14-3-3ε recombinante a des effets pro-inflammatoires sur les 

explants de membranes synoviales humaines ainsi que sur les deux types cellulaires qui la 

composent, les FLS et les macrophages. De plus, 14-3-3ε induit une polarisation des 

macrophages humains et murins vers un phénotype pro-inflammatoire M1 en provoquant 

l’augmentation significative de leurs productions de facteurs inflammatoires. Les récepteurs 

TLR2 et TLR4 sont impliqués dans les effets de la protéine 14-3-3ε car l’inhibition de ces 

récepteurs sur des cultures de chondrocytes murins sauvages ou l’absence de ces récepteurs 

dans des cultures de chondrocytes ou macrophages murins déficients pour ces récepteurs 

provoque une diminution significative des effets de 14-3-3ε. L’étude des interactions entre 

14-3-3ε et les récepteurs TLR2 et TLR4 par la technique de résonnance plasmonique de 

surface a mis en évidence une interaction entre les récepteurs TLR2/TLR4 et 14-3-3ε. 

L’affinité est plus forte entre TLR2 et 14-3-3ε. Les résidus thréonine T142 et sérine S143 

phosphorylés, identifiés par modélisation informatique chez TLR2, ne semblent pas 

responsables de la liaison TLR2 et 14-3-3ε.  Toutefois, d’autres résidus phosphorylés situés 

sur d’autres zones de TLR2 sont encore à étudier.  

L’ensemble de ces résultats s’ajoutent aux données déjà connues ou mises en évidence 

précédemment par le laboratoire sur la protéine 14-3-3ε et la désignent comme une nouvelle 

alarmine impliquée dans l’arthrose (Figure 63). 
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Figure 63 : Résumé schématique de l'action de 14-3-3ε sur les différents types cellulaires 

de l'articulation dans un contexte d'arthrose mécanique. 

 Etude des interactions directes de l’alarmine 14-3-3ε avec les récepteurs TLR2 et 

TLR4:  

Nous avons montré par des expériences in vitro que les effets de 14-3-3ε impliquent les 

récepteurs de l’immunité, TLR2 et TLR4. Une forte affinité entre 14-3-3ε et le récepteur 

TLR2 a été mise en évidence par étude in silico. Afin de valider la liaison directe entre ces 

deux partenaires, de nombreux résidus phosphorylés présents dans la séquence peptidique 

de TLR2 restent à étudier par étude in silico. De plus, le récepteur TLR4 présentait 

également une bonne affinité pour la protéine 14-3-3ε et nous avons montré son 

implication dans les effets pro-inflammatoires de 14-3-3ε sur les chondrocytes et 

macrophages murins. L’étude de la liaison entre TLR4 et 14-3-3ε nécessite également 
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d’être poursuivie. Ces recherches pourront être complétées et confirmées par des études 

des voies de signalisation activées par les récepteurs de l’immunité et notamment les voies 

NF-κB et MAPK en réponse à la protéine 14-3-3ε. Les résultats permettront d’apporter 

une preuve supplémentaire de la classification de 14-3-3ε en tant que nouvelle alarmine 

dans l’arthrose. 

 

 Effets in vivo de l’alarmine 14-3-3ε :  

Afin de mieux caractériser les effets pro-inflammatoires de la protéine 14-3-3ε sur les tissus 

articulaires et notamment l’inflammation de la membrane synoviale, nous souhaitons 

poursuivre l’étude de ses effets in vivo. L’expérience préliminaire d’injections intra-

articulaires de 14-3-3ε a montré des résultats encourageants de son effet inflammatoire sur 

l’augmentation de l’hyperplasie et de l’infiltration de macrophages pro-inflammatoires au 

niveau de la membrane synoviale. La mise au point d’un nouveau protocole d’injection est 

nécessaire pour minimiser les effets de l’injection en elle-même et caractériser précisément 

les effets de la protéine 14-3-3ε in vivo.  

De plus, un modèle de souris déficiente pour l’isoforme 14-3-3ε a déjà été utilisé pour des 

études sur le cerveau et le coeur (Toyo-oka et al. 2003; Kosaka et al. 2012). Ces souris 

14-3-3ε
-/-

 pourraient permettre d’étudier l’impact de 14-3-3ε en induisant une arthrose chez 

ces souris par un modèle de déstabilisation du ménisque médial (DMM). Au vu de nos 

résultats, l’absence de la protéine devrait avoir un effet protecteur et diminuer la sévérité de 

l’arthrose et l’inflammation de la membrane synoviale. 

 

 Rôle de Biomarqueur de la protéine14-3-3ε dans l’arthrose :  

L’implication des alarmines dans l’arthrose est appuyée par de nombreuses études et montre 

leur importance dans l’activation de l’immunité innée et le soutien de l’inflammation de bas 

grade dans l’arthrose.  Les alarmines constituent une source de biomarqueurs dans l’arthrose. 

C’est le cas de l’alarmine S100A8/A9  dont l’expression est corrélée à l’inflammation de la 

membrane synoviale, la dégradation de l’os et du cartilage (Kang et al. 2014). Différentes 

isoformes de protéines 14-3-3 extracellulaires servent actuellement de biomarqueurs dans des 

pathologies telles que la polyarthrite rhumatoïde (Maksymowych et al. 2014a; Kilborn and 

Bukhari 2018) et la maladie de Creutzfeld-Jacob (Shiga et al. 2006).  
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Nous avons montré que la protéine 14-3-3ε est présente dans les liquides synoviaux de 

patients arthrosiques.   

Afin de définir 14-3-3ε comme un nouveau biomarqueur dans l’arthrose, l’analyse ciblée de 

liquides synoviaux de patients arthrosiques présentant un phénotype de stress mécanique sera 

effectuée afin de quantifier sa concentration. L’analyse de la corrélation entre sa concentration 

et la sévérité de l’arthrose chez les patients déterminée par les scores radiographiques, 

nociceptifs et la présence de facteurs liés à la dégradation du cartilage (COMP, MMP-3 et 

MMP-13) permettrait d’approfondir les connaissances sur cette alarmine et la définir comme 

un nouveau biomarqueur dans l’arthrose. 

 Rôle de la protéine14-3-3ε dans la douleur liée à l’arthrose : 

A l’heure actuelle, le lien entre les mécanismes responsables de la douleur et l’arthrose ne 

sont toujours pas clairement élucidés.  Les alarmines constituent un axe majeur de recherche 

car leurs propriétés activatrices des TLR et notamment TLR4 en font des candidates majeures 

dans l’activation des voies de la douleur. En effet, il a été montré récemment que les neurones 

DRG (dorsal Root ganglia) impliqués dans la nociception expriment les récepteurs PRR, 

TLR2 et TLR4 (Qi et al. 2011; Miller et al. 2015; Berta et al. 2017). De nombreuses 

recherches portant sur les alarmines et leur rôle dans la douleur dans les maladies articulaires 

appuient l’effet des alarmines comme HMGB1 et les protéines S100 dans la douleur (Miller et 

al. 2015; Simkhes et al. 2016; Cher et al. 2018; Syx et al. 2018).  

La protéine14-3-3ε pourrait donc s’ajouter aux effets des nombreuses alarmines et médiateurs 

pro-inflammatoires soutenant l’inflammation de bas-grade et ainsi participer à la dégradation 

de l’articulation et potentiellement à la douleur au cours de l’arthrose.  

 

Ce travail a permis d’identifier la protéine 14-3-3ε comme une nouvelle alarmine dans 

l’arthrose. Les perspectives envisagées pourraient permettre d’améliorer la 

compréhension de ses mécanismes d’action et la désigner comme un potentiel 

biomarqueur dans l’arthrose.  
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6. ABSTRACT 

Osteoarthritis (OA) is the most com- 

mon age-related chronic and disabling 

joint disease. Long considered to be a 

“wear and tear” disease, OA is now 

seen as a low-grade inflammation dis- 

ease that affects all tissues of the joint, 

involving cartilage degradation, bone 

remodelling, osteophytes, and synovi- tis. 

The process,  called  inflammaging, is 

characterised  by  the  association  of 

low-grade inflammation, profound 

changes in intra-cellular mechanisms, 

and the decreased efficiency of the im- 

mune system with ageing. The activation 

of innate immunity plays a critical role 

in the development and progression of 

OA. Innate immunity, including inflam- 

masome activation, is triggered by small 

endogenous molecules called alarmins 

or damage-associated molecular pat- 

terns (DAMPs). These molecules are 

released in the extracellular media after 

cell stress or damage, bind to pathogen- 

recognition receptors (PRRs), such as 

Toll-like receptors (TLRs) and the re- 

ceptor for advanced glycation end prod- 

ucts (RAGE), and activate the secretion 

of pro-inflammatory factors,  leading  to 

joint inflammation. Moreover, such 

sterile inflammation triggers cell senes- 

cence, characterised by a senescence- 

associated secretory phenotype (SASP). 

Understanding the substantial age-re- 

lated changes of joint tissues that influ- 

ence the pathogenesis of OA is critical to 

improving the quality of life of elderly 

people in the context of increased life 

expectancy. This review will focus on 

age-related sterile inflammation in OA 

and highlight the various innovative and 

promising therapies targeting the 

mechanisms of aging. 

 
Inflammaging in osteoarthritis 

Osteoarthritis (OA) is the most com- 

mon and disabling joint disease world- 

wide and aging is the most important 

risk factor for its development (1). 

Typically considered to be mechani- 

cally induced, it has taken many years 

 

to accept that low-grade inflammation 

may also play a role in the OA pro- cess. 

This discovery came from the 

observation that an inflammatory state, 

although lower than in rheumatoid ar- 

thritis (RA), is present and is detectable 

both locally and systemically (2). The 

levels of several inflammatory media- 

tors, such as IL6, IL-1β, and MCP1, are 

higher in OA than healthy sera (3, 4). In 

addition, the aging process is also asso- 

ciated with chronic, low-grade inflam- 

mation, also known as inflammaging (5). 

Aging is a multifactorial process, during 

which many alterations and damage 

appear at the molecular, cel- lular, and 

tissue level (6). Aging cells undergo 

alterations of their properties, such as 

genomic instability, telomere attrition, 

epigenetic alterations, and the loss of 

proteostasis, resulting in a se- nescent-

cell phenotype. Consequently, impaired 

regulation of oxidative stress in some 

types of aging cells causes the pro-

inflammatory production of vari- ous 

mediators, shifting their phenotype to a 

so-called “senescence-associated 

secretory phenotype” (SASP) (7-9). It is 

noteworthy that aging shares similar 

mechanisms with those found in OA, 

including low-grade, chronic, sterile 

inflammation (10, 11). In aging, inflam- 

mation is partially due to the dysregula- 

tion and reduced efficiency of the im- 

mune system. 

In both OA and inflammaging, inflam- 

mation is mostly driven by damage-as- 

sociated molecular patterns (DAMPs), 

also called alarmins, a term proposed by 

Oppenheim et al. (12). Throughout 

aging, the body is challenged by a myri- 

ad of antigens and stressors. The result- 

ing oxidative stress causes, at least in 

part, the release of DAMPs. In OA, the 

main hypothesis is that cartilage matrix 

fragments are released into the syno- vial 

cavity and stimulate the synovium. The 

synovial cells (macrophages and 

fibroblasts) react by producing inflam- 

matory mediators, such as cytokines, 

chemokines, lipid mediators, and 
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DAMPs, into the synovial fluid (SF). 

These SF mediators then activate chon- 

drocytes to produce metalloprotein- 

ases, leading to a vicious circle (13). As 

DAMPs trigger the immune system, they 

likely contribute to the pathologi- cal 

association of ageing and OA (6, 14). 

Indeed, the local and systemic effects of 

DAMPs are numerous and largely 

contribute to the aging process and the 

progression of OA. They inter- act with 

pathogen-recognition recep- tors 

(PRRs), such as Toll-like receptors 

(TLRs) and the receptor for advanced 

glycation end products (RAGE). They 

also trigger the intracellular NLRP3 

inflammasome (15). Overall, DAMPs 

exhibit pro-inflammatory effects that 

increase during aging, as well as during 

OA progression. As molecular targets, 

they constitute  interesting  therapeu- tic 

leads. Further research on alarmins 

needs to be conducted to understand 

their involvement in OA and inflam- 

maging. 

 
7. Age related-DAMPs 

involved in osteoarthritis 

Throughout aging, the body is chal- 

lenged by a multitude of antigens and 

stressors. The resulting oxidative stress 

causes the release of DAMPs. Wheth- er 

due to aging or OA, the release of 

DAMPs increases and sustains inflam- 

mation, creating a state of chronic low- 

grade inflammation. 

Physiologically, these molecules have 

many intracellular roles but can also be 

released into the extracellular media, 

both passively by stressed, damaged, or 

necrotic cells or actively through 

exosomes by immune cells (13). They 

trigger PRRs to alert the innate im- 

mune system and increase local inflam- 

mation and cartilage degradation (16). 

Age-related accumulation of reactive 

oxygen species from mitochondria has 

been demonstrated to be a major source 

of DAMP release (17). A large number 

of intracellular molecules have been 

shown to be alarmins, such as high mo- 

bility box 1 (HMGB1), uric acid (UA), 

ATP, S100 proteins, and heat shock pro- 

teins (HSPs). In addition, extracellular 

matrix fragments (polysaccharides and 

proteoglycans) cleaved during patho- 

logical conditions, such as OA, are able 

to activate PRRs (14, 16). The list of 

alarmins is still growing and their struc- 

tural characteristics vary greatly. Sev- 

eral alarmins are specifically involved in 

aging and OA, such as HMGB1, 

S100A8/A9, UA, and hyaluronan frag- 

ments (15) (Fig. 1). 

HMGB1 is a member of a group of non- 

histone nuclear proteins. This DAMP of 

30 kDA is highly conserved throughout 

evolution and exerts essential functions 

inside and outside the cell (6). Oxidative 

stress and injury are highly involved in 

aging (17) and induce the active release 

of HMGB1 by immune cells or passive 

release by necrotic cells. Moreover, 

HMGB1 levels are elevated in aged 

mouse kidney and liver and associ- ated 

with macrophage infiltration (18). 

HMGB1 levels are higher in the SF of 

OA patients than that of controls (19) 

and have an extracellular pro-inflam- 

matory role. This alarmin is able to bind 

to various receptors, such as RAGE, 

TLR2, and TLR4 (20). The interaction 

between HMGB1 and RAGE induces 

cytokine expression (IL-17) (15). Al- 

though the release of HMGB1 increases 

during aging, mainly due to its release 

by immune cells and  damaged  cells, its 

expression decreases in aged tissues 

(21). 

The S100 family is comprised of low 

molecular weight proteins. They share 

common features with calmodulin and 

have two calcium-binding motifs. S100 

proteins are involved in many intracel- 

lular processes, such as calcium homeo- 

stasis, cell growth, and proliferation. 

Like all alarmins, S100 proteins have 

pathophysiological roles when released 

outside of cells. For example, S100A8, 

A9, A12, and S100B have extracellular 

pro-inflammatory effects (15). Their ex- 

pression varies throughout aging. They 

bind both to TLR and RAGE (22) but 

the main receptor of S100 is TLR4. The 

binding of S100A9 to TLR4 induces 

nuclear factor NF-κB activation. TLR4 

appears to be crucial for the induction of 

most cytokines, whereas RAGE is in- 

volved mainly in IL-1β secretion (23). 

UA is an intracellular chemical product 

that results from the degradation and 

excretion of purines and is excreted 

through urine in humans. UA is consti- 

tutively produced in normal cells and 

can be found both in the nucleus and 

cytoplasm. When its concentration ex- 

ceeds the limit of solubility (6.8 mg/ 

dL), UA forms crystals, which activate 

the inflammasome (24). UA levels in- 

crease in injured cells and it is released 

by dying cells (25). UA is a danger 

signal and a marker  of  OA  severity. A 

clinical study suggested a possible role 

of elevated serum UA in the mul- 

tifactorial aetiology of generalised OA 

(26). Increasing evidence shows that UA 

may be a factor that promotes the 

pathological process of OA through ac- 

tivation of the inflammasome (27). A 

correlation has been found between the 

levels of cytokines (IL-18 and IL-1β) 

produced by UA-activated inflammas- 

omes and UA, showing the importance 

of this DAMP in the activation of the 

innate immune system in OA. 

Overall, these observations show that 

DAMPs are highly involved in the age- 

related progression of OA. 

 
8. DAMPs trigger innate 

immunity through RAGE and TLRs 

The immune system undergoes pro- 

found changes during aging in a process 

called immunosenescence. Immunose- 

nescence is primarily caused by clonal 

expansion among T and B cells and the 

exhaustion of the pool of naïve T cells. 

This process thus decreases the body’s 

ability to respond to new antigens (28). 

PRRs are critical for the activation of the 

immune system of the host due to their 

ability to recognise both pathogen- 

associated molecular patterns (PAMPs) 

and DAMPs. TLRs and RAGE are the 

most well  know  receptors  involved  in 

the activation of immunity. They share 

many ligands and can physically interact 

(29). 

TLRs are a family of PRRs crucial for 

the activation of innate immunity in 

response to the detection of pathogens 

and cell/tissue damage (30). The 10 iso- 

forms of TLRs expressed by mammals 

participate in both PAMP and DAMP 

recognition. Many cell types express 

TLRs, but they are mostly expressed by 

innate immune cells, including mac- 

rophages. Elevated TLR4 expression 

and pro-inflammatory signalling have 

been observed in the muscles of older 

individuals (31). Studies have shown 
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Fig. 1. Sustaining of sterile inflammation process by the DAMPS and AGEs through the activation of the SASP by senescent cells and associated thera- 

peutic targets in joint during OA. 

Osteoarthritis (OA) and aging share a common characteristic: a chronic, sterile low grade inflammation. The resulting synovitis provokes the release of dam- 

age signals by activated synovial cells, the DAMPS (HMGB1, S100, Uric acic). Moreover, the presence of AGEs on collagen fibrils increases through aging. 

AGEs and DAMPS accumulation in the joint induce MAPK and NF-B inflammatory pathways in senescent cells through the activation of 2 main types of 

receptors, RAGE and the TLRs as well as the NLRP3 inflammasome. Then, senescent cells of the joint release pro-inflammatory and pro-catabolic factors 

(cytokines, chemokines, Matrix Metalloproteinases), which is called “senescence-associated secretory phenotype” (SASP). These mediators released in the 

synovial fluid worsen the inflammation of the synovium and the cartilage breakdown, leading to a positive-feedback loop. Taken together this phenomenon 

enhances and sustains a vicious circle of inflammation in the joint. Few emerging therapeutic strategies are under investigations and focus on inhibiting 

RAGE with soluble RAGE, TLR4 and NLRP3 with specific inhibitors and kill specifically the senescent cell called “senolyse”. 
 

that human TLR function is impaired 

during the aging process. TLR signal- 

ling, and NF-B signalling differ in 

aged macrophages relative to young 

macrophages (32) Moreover, there is 

evidence of the inappropriate persis- 

tence of TLR activation associated with 

aging (33). 

RAGE is a multi-ligand receptor of the 

immunoglobulin superfamily of cell 

surface molecules expressed in mam- 

mals. This receptor is broadly expressed 

in all organs (lung, liver, kidney, skel- 

etal muscle, and heart (34)). Immune 

cells of both the innate and adaptative 

immune response express this receptor 

(35-37). It is composed of two terminal 

domains, a “V”-type domain, which 

recognises extracellular ligands and a 

“C”-type domain, which mediates sig- 

nalling through the MAPK and NF-B 

pathways (13). RAGE expression in- 

creases with aging (38). The activation 

of RAGE leads to increased stimula- 

tion of chondrocytes and synoviocytes 

in OA (39). RAGE was first studied as 

the receptor of advanced glycation end 

products (AGEs) which are elevated in 

aging tissues, especially cartilage (40). 

The accumulation of AGEs in collagen 

during aging alters the mechanical fea- 

tures of the cartilage extracellular ma- 

trix (41). Aside from binding by AGEs, 

RAGE interacts with multiple PAMPs 

and DAMPs. RAGE deletion in mice 

protects against age-related diseases, 

showing its role in aging (42). 

TLRs and RAGE trigger inflammatory 

intra-cellular pathways using various 

adaptor proteins or effectors, such as 

TIRAP, MyD88, or mDia1 (43, 44). 

These intermediates activate intracel- 

lular pathways, including mainly the 

NF-B pathway and the MAPK path- 

way via the ERK, JNK, and p38 kinase 

signalling cascade. Activation of these 

inflammatory pathways induces the ex- 

pression of catabolic and inflammatory 

genes that participate in the induction of 

matrix metalloproteinase (MMP)- 13, a 

collagenase with high selectivity 

towards collagen-II (14) (Fig. 1). 

 

9. Contribution of the 

inflammasome to inflammaging 

in osteoarthritis 

The inflammasome, first described by 

Martinon in 2002 (45), has been iden- 

tified as an important driver of sterile 

inflammation and is a key contributor to 

the innate immune response seen in 
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the aging population (46-48). There is 

accumulating evidence that the inflam- 

masome plays an important role during 

inflammaging (10, 49). 

The inflammasome functions as a molec- 

ular platform for caspase-1-dependent 

proteolytic maturation and the secretion 

of IL-1β and IL-18 (50). It is composed 

of a nucleotide-binding and oligomeri- 

sation domain-like receptor-containing 

protein (NLRP) as a sensor, an adapter 

protein called apoptosis-associated 

speck-like protein (ASC), containing an 

N-terminal caspase recruitment do- 

main, and procaspase-1 (51). The best 

characterised member is NLRP3, which 

is highly expressed in macrophages, 

chondrocytes, synoviocytes, and osteo- 

blasts (52). The NLRP3 inflammasome 

is activated by two steps; the priming 

step (signal 1) is provided by inflam- 

matory stimuli, such as TLR4 agonists, 

and the activation step (signal 2) is trig- 

gered by PAMPs and DAMPs (53, 54) 

Interestingly, active caspase-1 has been 

associated with the release of HMGB1 

(55). Regulation of the NLRP3 inflam- 

masome, including by post-translational 

modifications (56, 57), is essential for 

maintaining adequate immune protec- 

tion while preventing tissue damage 

from the overproduction of cytokines, 

which can cause chronic inflammation 

and excessive cell death (11, 56, 58). 

In OA, the principal DAMPs that acti- 

vate NLRP3 are crystals, such as those 

containing basic calcium phosphate 

(BCP), calcium pyrophosphate dihy- 

drate (CPPD), or UA (52). These micro- 

crystals are interpreted as ‘danger sig- 

nals’ by the innate immune system and 

contribute to inflammation (59). Various 

types of phosphate crystals are found in 

the joints of OA patients in association 

with radiographic lesions (60). Both in 

vitro and in vivo data demonstrate that 

NLRP3 is activated by hydroxyapatite 

crystals, suggesting that NLRP3 is re- 

sponsible for the pathogenic effects of 

hydroxyapatite in OA, driving cartilage 

degeneration and synovitis through the 

production of IL-1β, IL-18, and matrix- 

degrading enzymes (61). 

UA is released from dying cells as a 

danger signal. In knee OA, SF UA lev- 

els correlate with disease severity and 

SF IL-1β and IL-18 levels, suggest- 

ing that it is a driver of OA pathology 

through the activation of NLRP3 (27) 

(Fig. 1). Indeed, UA may be used as a 

marker of disease severity. 

Moreover, other studies have shown that 

OA cartilage can be degraded in- 

dependently of inflammasome activity 

and that the IL-1β involved in OA car- 

tilage degradation may not be produced 

by the cartilage itself but rather by syn- 

ovial tissue. Thus, synovial tissue may 

have an important impact on cartilage 

degradation via NLRP3 activation (62). 

 
10. Cell senescence and 

the SASP in osteoarthritis 

One of the mechanisms by which ag- 

ing promotes the chronic inflammation 

that may be important in OA is cell se- 

nescence, a concept first described by 

Hayflick and Moorhead (63). Cellular 

senescence is characterised by the ac- 

cumulation of senescent cells  (SnCs) in 

degenerated tissues (64) and the increase 

in the expression of certain senescence 

markers. SnCs contribute to aging and 

shorten health span (24). They 

accumulate in OA joints near the OA 

lesion and their quantity positively 

correlates with OA severity (65). Such 

an accumulation of SnCs may predis- 

pose joints to OA development (66). The 

accumulation of SnCs in degen- erative 

OA cartilage was first described by Price 

et al. in 2002 (67). The term 

“chondrosenescence” refers to all age- 

dependent deterioration of chondro- 

cytes as a consequence of replicative 

and stress-induced factors. There is a 

strong correlation between inflammag- 

ing, chondrosenescence, the presence of 

the inflammasome, and autophagy. 

Recent data demonstrate that SnCs also 

accumulate in the synovium, as well as 

at the cartilage surface, during experi- 

mental OA (68). 

SnCs are characterised by the asso- 

ciation of multiple markers, including 

SAβ-gal staining (senescent-associated- 

β-galactosidase) (69) and the upregu- 

lated expression of p16INK4A (70). 

Moreover, SnCs have an important role 

in aging through the secretion of matrix- 

degrading proteins and proinflammato- 

ry cytokines, which is called a “senes- 

cence-associated secretory phenotype” 

or SASP (7, 41, 71, 72) (Fig. 1). 

Studies have highlighted SAβ-gal stain- 

ing in OA cartilage (73). Indeed, it is the 

most commonly used senescence mark- 

er, due to its easy detection (74). 

The selective inhibitor of cyclin-de- 

pendent kinases CDK4 and CDK6, 

p16INK4A, is the second most widely 

used senescence marker after SAβ-gal. 

The expression of p16INK4A in SnCs is 

elevated and participates in cell- cycle 

arrest (75). Aging organisms ac- 

cumulate SnCs expressing p16INK4A in 

various tissues (76). During the 

processes of cartilage aging, it may be 

partially responsible for the senescence 

of chondrocytes, such as that seen in OA 

(76). Indeed, significantly higher 

p16INK4a levels have been detected in 

OA chondrocytes than in age-matched 

healthy chondrocytes (77). Moreover, 

P16INK4 silencing results in increased 

proliferation and decreased SAβ-gal 

staining of OA chondrocytes (76). Fi- 

nally, p16INK4A has been detected in 

multiple tissues in arthritic joints, in- 

cluding cartilage, subchondral bone, and 

synovium (67-68, 78-79). 

SnCs promote low-level local chronic 

inflammation through SASP factors, 

such as inflammatory cytokines and 

MMPs (80, 81). The SASP is a bio- 

active secretome produced by SnCs, 

which remain metabolically active, de- 

spite their not being proliferative (7). 

The SASP is associated with the pro- 

duction of proinflammatory cytokines 

(IL-6, IL-1α/β), chemokines (MCP-1, 

IL-8, GROa), growth factors (TGF-β, 

VEGF, IGFBP7), and proteases (MMP- 

3) (82). The specific secretory profiles 

of SnCs are highly cell- and context- 

dependent. SnCs may have distinct ef- 

fects, depending on the inducing stress 

and/or the local tissue environment (83-

86). Indeed, the SASP propagates 

senescence from cell to cell through 

paracrine mediators, thus exacerbating 

the pro-aging effects of SnCs. SASP 

regulators converge on the NF-B sig- 

nalling pathway (87). NF-B activation 

and subsequent SASP production may 

also be initiated by oxidative stress and 

increased reactive oxygen species (88). 

Moreover, AGEs, as well as HMGB1, 

also activate the NF-B pathway 

through their interaction with RAGE 

(89, 90). 
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Numerous SASP components described 

in SnCs are also present in OA tissues or 

SF (91). The proinflammatory cy- 

tokines IL-1β, TNF-α, IL-6, and IL-8 are 

particularly relevant to OA. These 

cytokines have been shown to promote 

OA progression, notably by inducing 

synovitis and by altering chondrocyte 

function and viability (91). IL-1β and 

TNF-α drive chondrocytes toward a 

senescent phenotype (78),  inducing the 

secretion of a SASP containing IL-6, IL-

8, MMP-13, MMP-1, MMP- 9,  MMP-

3,  MMP-14,  and ADAMTS 

4, 5, and 9, as well as PGE2 and NO, 

which participate in the pathogenesis of 

OA. IL-1β and TNF-α are the most 

widely used cytokines to induce an OA- 

like phenotype in chondrocytes in vitro 

(92, 93) and are now recognised to be 

inducers of senescence (94, 95). IL-6 

and IL-8 levels are elevated in the SF of 

OA patients (96-98). Moreover, MMP- 

13 and MMP-1 are secreted by IL-1β- 

induced senescent chondrocytes and 

degrade aggrecan and type II collagen 

(78). Many chemokines are produced in 

OA, but MCP-1 is considered to be a 

major component of the SASP. The lev- 

el of MCP-1 in SF positively correlates 

with OA severity and pain (99, 100). 

There are multiple possible connec- 

tions between the synovium, SnCs, and 

OA. Indeed, SnCs in other joint tissues 

can affect the synovium through their 

SASPs, which can attract and modulate 

resident and migrating immune cells in 

the synovium through the action of mul- 

tiple chemokines and cytokines (101). 

Cells in the synovium are activated and 

proliferate (102) and may themselves 

become more susceptible to undergoing 

senescence. In the ACLT-induced OA 

model, p16INK4A-positive SnCs are 

present in the synovium (68). Moreo- 

ver, subchondral bone also appears to be 

involved in senescence. VEGF is a 

common component of the SASP and 

can participate in the dysregulation of 

bone remodelling through promoting 

osteophyte formation. Osteocytes re- 

trieved from bone tissue of old animals 

have been found to be senescent. More- 

over, these SnCs have been shown to be 

involved in age-related bone loss (103). 

Thus, SnCs in bone can have a signifi- 

cant physiological impact and may pro- 

duce the subchondral bone changes and 

bone remodelling that are relevant to OA 

progression. 

In addition to the increase of these 

classical markers of senescence, the 

decrease or loss of certain other mark- 

ers may also be useful for the identifi- 

cation of senescent cells. Among such 

markers, HMGB1, which is localised to 

the nucleus in non-senescent cells,  is 

secreted by SnCs, making the loss  of 

nuclear staining for HMGB1 a sign of 

senescence (86). Thus,  alarmins  and 

DAMPs connect the presence of SnCs 

with tissue damage and repair re- 

sponses, such as those in joint trauma. 

HMGB-1 is secreted by SnCs into the 

extracellular space (86) and stimulates 

the SASP through its binding to vari- 

ous receptors, such as RAGE or TLR4. 

A correlation between the total number 

of HMGB-1-positive chondrocytes and 

the OARSI score has been reported 

(104). Immunohistochemistry analysis 

of synovial membranes has shown that 

HMGB1 expression shifts from strictly 

nuclear localisation in healthy individu- 

als to nuclear and cytoplasmic localisa- 

tion in OA patients (19). Moreover, 

HMGB-1 levels in both the synovium 

and SF of OA patients are significant- ly 

higher than in that of healthy indi- 

viduals (19). In addition the clearance of 

SnCs was found to reestablish the 

nuclear staining of HMGB1 in post- 

traumatic OA models (68). S100A8, 

another alarmin involved in OA, which 

increases with age, has recently been 

shown to be capable of inducing cel- 

lular senescence-like changes in bovine 

oviduct epithelial cells. Thus, the role of 

S100A8 in the inflammaging of OA 

needs to be explored in joint tissues 

(105). 

Finally, recent findings suggest that 

SnCs can transmit limited senescent 

phenotypes to nearby cells, called sec- 

ondary or paracrine senescence (106, 

107). SnCs may exert central effector 

functions in the local tissue environ- 

ment through extracellular vesicles 

(EVs), which are potential cellular 

communication tools. Indeed, SnCs 

secrete more EVs than their non-senes- 

cent counterparts (108, 109). In a recent 

study, senescent chondrocytes isolated 

from OA patients were found to secrete 

more EVs than non-senescent chondro- 

cytes. These EVs are able to inhibit car- 

tilage extra-cellular matrix deposition by 

healthy chondrocytes and can induce a 

senescent state in nearby cells (110). The 

differences in SnC phenotypes and local 

environmental cues may deter- mine 

which drugs are required for SnC 

clearance. Thus, tissue-specific SASP 

profiles should be studied to elucidate 

the detailed mechanistic roles of SnCs in 

the various joint structures (Fig. 1). 

 
11. Future therapeutic 

targets in the 

inflammaging of OA 

There are currently no effective treat- 

ments to stop or prevent OA, although 

many advances have been made in un- 

derstanding the pathophysiological pro- 

cesses of this disease. Our current un- 

derstanding of inflammaging puts innate 

immunity at the centre of this process. 

PRRs, which recognise DAMPs and 

induce inflammation, are key elements 

of innate immunity. The accumulation of 

DAMPs with age highlights the im- 

portance of studying PRRs (in particular 

TLRs and RAGE) as potential therapeu- 

tic targets in OA. 

Several important ligands of RAGE in- 

crease or accumulate with age, such as 

HMGB1, S100s, and AGEs (18, 111), 

thus promoting increased low-grade, 

sterile inflammation with age. Contrary 

to full-length RAGE, sRAGE is thought 

to be beneficial by acting as a decoy for 

RAGE ligands and/or by interact- ing 

with RAGE at the membrane, thus 

preventing RAGE signalling. A newly 

generated sRAGE murine model which 

overexpresses circulating sRAGE able to 

block RAGE signalling and/or serve as a 

decoy for RAGE ligands could help to 

untangle the relationship be- tween 

RAGE, inflammaging, and age- ing 

(112). Such sRAGE studies in mice have 

the potential to help improve our 

understanding of OA in humans and 

open new therapeutic strategies (Fig. 1). 

DAMPs are able to further perpetuate 

TLR activation. A TLR4 monoclonal 

antibody has recently demonstrated an 

adequate safety profile, and a phase II 

clinical trial in patients with rheumatoid 

arthritis has been launched (113). How- 

ever, no small molecules or other TLR 

inhibitors have yet been tested in OA 
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(114). Some of these drugs, targeting 

MyD88-mediated inflammatory path- 

ways, are now being tested in phase I 

studies for several human diseases, but 

none on OA (115, 116). Moreover, spe- 

cific blockade of TLR4 by natural com- 

pounds, such as ginsenosides or ginger- 

derivatives, have been shown to exert 

anti-inflammatory actions (117-119) 

(Fig. 1). 

The NLRP3 inflammasome is an at- 

tractive therapeutic target due to its in- 

volvement in the pathogenesis of OA. 

The identification of inhibitory agents 

that are specific for NLRP3 is expected 

to provide the most potent therapeutic 

strategies (120). Several approaches are 

currently being investigated to tar- get 

various components of the inflam- 

masome directly or through involved 

pathways (52, 121). MCC950, a small- 

molecule inhibitor, specifically inhibits 

NLRP3 inflammasome activation and 

IL-1β secretion by preventing NLRP3- 

induced ASC oligomerisation. Addi- 

tional research is needed to clarify the 

use of NLRP3 as a biomarker to assist 

clinical decisions and it could also be a 

useful biomarker for the diagnosis and 

monitoring of OA (52) (Fig. 1). 

Another emerging therapeutic strategy 

for age-related diseases is to specifical- 

ly kill SnCs to prevent detrimental se- 

cretion of SASP-related factors. Selec- 

tive removal of senescent chondrocytes 

from OA patients, which decreases the 

expression of senescence and inflam- 

matory biomarkers and increases the 

expression of ECM proteins, shows 

promise (68). Preclinical data support 

the concept of selective targeting of se- 

nescent chondrocytes as a novel thera- 

peutic strategy for OA. Direct targeting 

and killing of SnCs provides a potential 

opportunity to eliminate the source of 

OA disease. Several senolytics have 

been identified and new and/or more 

selective drugs are continuing to be 

developed. Senolysis of SnCs has been 

achieved by the inhibition of antia- 

poptotic  proteins,  including  the BCL- 

2 family members BCL-2, BCL-XL, and 

BCL-W (122, 123). For example, the 

senolytic molecule ABT-263 coun- 

teracts their antiapoptotic functions, 

permitting SnCs to initiate apoptosis. 

Small molecules that inhibit antiapop- 

totic pathways have been shown to 

eliminate SnCs that develop after joint 

trauma and those present in cultured 

human OA chondrocytes (68) (Fig. 1). 

Another example of a selective SnC 

killing strategy is the inhibition of 

HSP90, a ubiquitously expressed mo- 

lecular chaperone (124). HSP90 inhibi- 

tors, such as geldanamycin and tane- 

spimycin, can induce apoptosis of SnCs 

by multiple mechanisms (125). Directly 

targeting mechanisms that induce SnCs 

in OA, and cartilage in particular, may 

also lead to new therapeutic targets, 

although there is always the danger of 

promoting cancer in such strategies. 

SIRT6 depletion can induce senescence 

in human chondrocytes, suggesting that 

the upregulation of this protein deacety- 

lase could suppress senescence and the 

SASP (125). Finally, the interactions 

between SnCs and stem cells have at- 

tracted recent attention, given the 

prominent role of regenerative medi- cine 

in age-related diseases (126). 

 
12. Conclusion 

In conclusion, OA is a complex multi- 

faceted disease associated with aging 

and inflammation, making inflammag- 

ing a pivotal process in its pathogen- 

esis. As a result, research and develop- 

ment focusing on multiple therapeutic 

targets, as well as many diverse treat- 

ment modalities based on senescence 

processes, is now ongoing, with the 

hope of curing OA. 
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