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Abréviations  

3D  Trois dimensions 
5-aza-dC  5-aza-Ϯ’-deoxycytidine 
5caC   5 carboxylcytosine  
5fC   5 formylcytosine  
5hmC   5 hydroxymethylcytosine  
5mC   5-methylcytosine  
ACAN  Aggrecan 
ACI   Autologous chondrocyte implantation 
ADAM  A Disintegrin And Metalloproteinase 
ADN  Acide désoxyribonucléique  
AEBP2  Adipocyte Enhancer-Binding Protein  
AIRB3b  AT-rich interactive domain 5b 
Airn   Antisense of Igf2r non-coding RNA 
Akt   Protein kinase B   
ALK   Activin-like kinase  
AlphaMEM alphaMinimum Essential Medium  

AMM   Autorisation de mise sur le marché 
ANR  Agence Nationale de la Recherche  
ANSM  Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé 
AR   Récepteur aux androgènes 
ARN   Acide ribonucléique  
ARNm   Acide ribonucléique messager 
ASH2L   Absent, small or homeotic-2 like 
BACE1   Beta-site APP-cleaving enzyme 1 
BER   Base excision repair 
BMP-2  Bone morphogenetic protein 2  
BRM   BRAHMA 
BSA   Bovin serum albumin 
CamK   Calcium/calmodulin-dependent protein kinase 
CD   Cluster of differentiation 
CDK   Cyclin dependent kinase 
CEBPA  CCAAT-enhancer binding protein alpha  
c-Ets-1  Erythroblastosis virus E26 oncogene  
ChIP   Chromatin ImmunoPrecipitation  
ChIP-seq ChIP-sequencing  
CKm   Creatine Kinase, M-Type 
CO2   Dioxyde de carbone 
COL10A1 Collagen, type X, alpha 1 
COL11A1 Collagen, type XI, alpha 1 
COL2A1 Collagen, type II, alpha 1 
COL9A1 Collagen, type IX, alpha 1 
COMP   Cartilage oligomeric matrix protein 
CoRest   Complete information for RCOR1  
COX-2   Cyclooxygenase 2  
CSC   Cellules souches cancéreuses  
CSM  Cellule souche mésenchymateuse 
CTBP   C-terminal-binding protein 
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DAB   Diaminobenzidine  
DGCR8  DiGeorge syndrome chromosomal [or critical] region 8  
DMEM   DulďeĐĐo’s ŵodified Eagle’s ŵediuŵ 

DMM   Destabilization of the medial meniscus 
DNMT   DNA methyltransferase 
dNTP   Deoxynucleoside triphosphate 
DOT1L   DOT1-like)/KMT4 
DZNep   3-Déazaneplanocine A 
EC  Embryonic carcinoma cell 
EED   Embryonic ectoderm development 
EIF4E   Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E 
ELISA  Enzyme-linked immunosorbent assay  
ELK1  ETS Transcription Factor ELK1  
EMA   Agence Européenne du Médicament 
ERK   Extracellular signal–regulated kinases  
ESC  Embryonic stem cell 
ESET   ERG-associated protein with SET domain 
EZH2  Enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2  
GAS5   growth arrest specific 5 
GCN5  General control of amino-acid synthesis, yeast, homolog  
GSK-J4   GlaxoSmithKline J4 
H3K27me3 LǇsiŶe Ϯϳ de l’histoŶe Hϯ tƌiŵĠthǇlĠe 
H3K4me3 LǇsiŶe ϰ de l’histoŶe Hϯ tƌiŵĠthǇlĠe 
HA   acide hyaluronique  
HAC  Human articular chondrocyte 
HAT  Histone acétyl-transferase 
HDAC  Histone déacétylase 
HDACi  Inhibiteurs de HDAC  
HIF   FaĐteuƌ de tƌaŶsĐƌiptioŶ iŶduit paƌ l’hǇpoǆie 
HIF-1a   Hypoxia-induced   
HMT  Histone méthyltransférase  
HNF4alpha1 Homolog 1 hepatocyte nuclear factor 4alpha1 
HOX   Homeobox 
HP1  Heterochromatin protein 1 
HRP   Horseradish peroxidase  
HSC   Cellules souches hématopoïétiques 
hSNFH2 Sucrose nonfermenting protein 2 homolog  
HZ   Zone hypertrophique 
ICR1 Ichthyosis Congenita I 
Igf2r   Insulin-like growth factor 2 receptor 
IL  Interleukine 
iNOS  Inducible nitric oxide synthase  
JARID1   Jumonji AT-rich interactive domain-1 
JHDM2   Jumonji domaincontaining histone demethylase-2 
JmjC  Jumonji C  
JMJD3  Jumonji Domain Containing 3   
KO  Knockout 
KRAS   K-ras or Ki-ras   
LBD   Light-dark box 
LINCMD1  Long Intergenic Non-Protein Coding RNA, Muscle Differentiation 1 
lncRNA-CIR Cartilage Injury-related lncRNAs  
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LSD1   Lys-specific demethylase 1 
MACI   Matrix-induced autologous chondrocyte implantation 
Mash1  Mammalian achaete scute homolog-1 
MBP   Methyl binding protein 
MCPIP1 Monocyte chemo-attractant protein1-induced protein 1  
MEC  Matrice extracellulaire 
MeF2  Myocyte enhancer factor 2 
MIA   Monosodium iodoacetate 
miRNA  MicroRNA  
MLL  Mixed lineage leukaemia  
MMP  Matrix metalloproteinase 
MSC   Cellules souches mésenchymateuses  
MTI   Médicaments de thérapie innovante 
NAD+  Nicotinamide adenine dinucleotide 
NADP   Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 
NAT   Natural antisense transcripts 
N-ChIP  Native-ChIP 
NCOR2  Nuclear receptor co-repressor 2 
ncRNA  Non-coding RNA  
ND  Non déterminé 
NFIL3  Nuclear factor, interleukin 3 regulated  
NF-κB   Nuclear factor-kappa B 
NKT   Natural killer T 
Nkx2-5  NF-kappaB, NK2 Homeobox  
NO   Nitric oxide 

NRON   Non-coding repressor of NFAT 
NSAID   Inflammatoire non stéroïdiens  
NuRD   Nucleosome Remodeling and Deacetylase 
OARSI   Osteoarthritis Research Society International  
Olf   Olf Early B Cell Factor  
OMS  Organisation mondiale de la santé 
p38 MAPK  Mitogen-activated protein kinase p38 
PAG   Substance grise périaqueducale  
Pax1  Paired box protein 
PBS   Phosphate buffered saline  

PcG   Polycomb  
PCL   Polycomblike 
PGE2  Prostaglandin E2  
PHD   Plant homeodomain 
PHF   PHD finger 
PHF2   PHD Finger Protein 2 
PHF20   Plant homeodomain factor 20 
PKD   Protein kinase D 
PMSF   Phenylmethylsulfonyl fluoride 
PPARG   Peroxisome proliferator-activated receptor gamma   
pRB-E2F  Retinoblastoma protein- E2 factor 
PRC2   Polycomb repressive complex 2  
PRDM   PRDI-BF1 and RIZ homology domain 
pre-miRNA  MiRNA précurseur  
PTM   Post-translational modification 
PVDF   Polyvinylidene fluoride  
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PWR1  Promoting Watson RNA 
PZ   Zone proliférative  
RbBP5   Retinoblastoma binding protein 5  
RBP   RNA-binding proteins 
RIPA   Radioimmunoprecipitation assay buffer 

RISC  RNA-induced silencing complex 
RPL13a  Ribosomal protein L13a  
rRNA   ARN ribosomiques  
RT-PCR  Reverse transcription polymerase chain reaction 
RUNX2  Runt-related transcription factor 2  
SANT  Swi3, Ada2, N-Cor, and TFIIIB  
SDS-PAGE  Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
SET   Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste and Trithorax 
SET-1A  Su(var)3-9 and Enhancer of zeste, Trithorax 1A  
SFR  Société française de rhumatologie 
SMAD   Sma and mad 
Sox  Sex-determining Region of Y chromosome box  
Spz1  Spermatogenic Leucine Zipper 1  
SUV39H1,2  Suppressor of variegation 3-9, drosophila homolog of 1 and 2 
SUZ12  SUZ12 polycomb repressive complex 2 subunit 
SWI/SNF  SWItch/Sucrose Non-Fermentable 
TBST   Tris-Buffered Saline and Tween 20   
TEB   Triton Extraction Buffer  

TET   Ten-eleven Translocation  
TGF-β  TƌaŶsfoƌŵiŶg gƌoǁth faĐtoƌ β 
TIMP   tissue inhibitors of metalloproteinases 
TLR   Toll like receptors 
TNF  Tumor necrosis factor 
Tp  Tetratricopeptide repeat  
TRIM26  Tripartite motif (family) 26  
tRNA   ARN de transfert 
UTX  Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat, X chromosome  
VEGF   Vascular endothelial growth factor   
WDR5   WD repeat domain 5  
Wnt   Wingless and the name Int-1  
WST1   Water-soluble Tetrazolium salts 1 
YY1  Yin Yang 1  
γHϮAX   Phosphorylated histone H2AX  
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Résumé 

L’aƌthƌose est la ŵaladie rhumatologique la plus répandue et une des causes majeures de douleur et 

de handicap. Au cours de ce travail nous avons étudié le rôle et la régulation de la tri-méthylation de 

la lǇsiŶe Ϯϳ de l’histoŶe Hϯ ;HϯKϮϳŵeϯͿ daŶs l’aƌthƌose et la ĐhoŶdƌogeŶğse. 

DaŶs uŶe pƌeŵiğƌe paƌtie, Ŷous aǀoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌue l’iŶhiďitioŶ de la ŵĠthǇlase EZHϮ paƌ l’EPZ-6438 

attĠŶue l’iŶflaŵŵatioŶ et la liďĠƌatioŶ de ŵĠtallopƌotĠases paƌ les ĐhoŶdƌoĐǇtes tƌaitĠs à l’IL-ϭβ. 

L’iŶhiďitioŶ d’EZHϮ ƌĠduit ĠgaleŵeŶt l’hǇpeƌtƌophie des ĐhoŶdrocytes induite par le TGF-βϭ. L’EZP-

ϲϰϯϴ atteŶue aussi la dĠgƌadatioŶ du Đaƌtilage iŶ ǀiǀo daŶs uŶ ŵodğle d’aƌthƌose ŵuƌiŶ. De plus, 

l’iŶhiďitioŶ d’EZHϮ diŵiŶue le haŶdiĐap loĐoŵoteuƌ Đhez la souƌis et ƌĠduit l’eǆpƌessioŶ du NGF daŶs 

les chondrocytes. 

Dans une deuxième partie, nous avons mis en évidence que les déméthylases JMJD3 et UTX favorisent 

la diffĠƌeŶĐiatioŶ ĐhoŶdƌogĠŶiƋue des Đellules souĐhes ŵĠseŶĐhǇŵateuses. D’autƌe paƌt, la 

surexpression de JMJD3 et UTX favorise la formation de cartilage et la production de collagène de type 

II des cellules souches mésenchymateuses après différenciation et implantation in vivo. 

Notƌe Ġtude a ŵoŶtƌĠ l’iŵpoƌtaŶĐe de la ŵaƌƋue HϯKϮϳŵeϯ daŶs le Đaƌtilage. Aloƌs Ƌu’EZHϮ est 

iŵpliƋuĠe daŶs l’iŶflaŵŵatioŶ, l’hǇpeƌtƌophie des chondrocytes et la destruction du cartilage, JMJD3 

et UTX favorisent la chondrogenèse, la formation du cartilage et la production de collagène. 
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1 Introduction 

1.1 Le cartilage : développement et arthrose 

1.1.1 Physiologie du cartilage hyalin 

Le cartilage hyalin est un tissu conjonctif blanc nacré, principalement présent à la surface des 

articulations. Il est également retrouvé dans la cage thoracique, le nez, le larynx et la trachée. Mise à 

paƌt le Đaƌtilage aƌtiĐulaiƌe, le Đaƌtilage hǇaliŶ est ƌeĐouǀeƌt d’uŶe ŵeŵďƌaŶe fiďƌeuse ŶoŵŵĠe 

pĠƌiĐhoŶdƌe. Le pĠƌiĐhoŶdƌe ĐoŶtieŶt des ǀaisseauǆ saŶguiŶs peƌŵettaŶt d’appoƌteƌ les ŶutƌiŵeŶts 

jusƋu’au Đaƌtilage. Le Đaƌtilage aƌtiĐulaiƌe est renfermé dans une capsule dont les parois sont formées 

de la membrane synoviale. Cette ŵeŵďƌaŶe pƌoduit le liƋuide sǇŶoǀial, peƌŵettaŶt l’appoƌt de 

ŶutƌiŵeŶts et l’hǇdƌatatioŶ du cartilage. Le cartilage a un rôle fondamental dans le déplacement des 

êtres vivants (figure 1). L’aspeĐt lisse du Đaƌtilage peƌŵet les ŵouǀeŵeŶts de fleǆioŶ et d’eǆteŶsioŶ 

des membres. Ses pƌopƌiĠtĠs souples, peƌŵetteŶt l’aŵoƌtisseŵeŶt des ĐhoĐs lors des déplacements. 

A titƌe d’eǆeŵple, loƌs de la marche le Đaƌtilage peƌŵet l’eǆteŶsioŶ et la fleǆioŶ des Đheǀilles, des 

genoux, des épaules et des coudes. De plus, les impacts provoqués par la marche sont absorbés dans 

un premier temps par le cartilage des chevilles et des genoux, puis par le cartilage des haches et des 

disques intervertébraux (Zelik and Kuo, 2010). Le cartilage articulaire est avasculaire, de ce fait il 

possède de faibles capacités de régénération et de cicatrisation. A cet effet, la préservation du cartilage 

est primordiale à l’hoŵĠostasie de l’aƌtiĐulatioŶ.      

 

Impact 

Figure 1 : Rôle du Đaƌtilage daŶs l’aďsoƌptioŶ des ĐhoĐs loƌs de la ŵaƌĐhe. 
Lors de la marche, le choc provoqué par le contact entre le talon et le sol est 

absorbé dans un premier temps par le cartilage des chevilles, puis par celui 

des genoux et des hanches pour enfin être complétement atténué par le 

cartilage des disques intervertébraux. Les flèches rouges représentent les 

mouvements articulaires, les flèches jaunes représentent la force et la 

diƌeĐtioŶ de l’iŵpaĐt ;ŵodifiĠ de Zelik aŶd Kuo, ϮϬϭϬͿ. 
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1.1.2 Structure du cartilage 

1.1.2.1 Les zones 

Le Đaƌtilage aƌtiĐulaiƌe est ĐoŵposĠ d’uŶe ŵatƌice extracellulaire dense et de chondrocytes distribués 

de manière clairsemée (figure 2). La matrice extracellulaire est essentiellement ĐoŵposĠe d’eau, de 

collagènes et de protéoglycanes et dans une moindre mesure de protéines non-collagéniques et de 

glycoprotéines (Buckwalter and Mankin, 1998). Tous ces composants peƌŵetteŶt de ƌeteŶiƌ l’eau daŶs 

la matrice, qui est un élément nécessaire aux propriétés mécaniques du cartilage. L’oƌgaŶisatioŶ des 

chondrocytes et des fibres de collagène structurent le cartilage articulaire en différentes zones : 

superficielle, moyenne, profonde et calcifiée. Chacune de ces zones st divisée en 3 régions : région 

péri-cellulaire, région territoriale et région interterritoriale (Buckwalter et al., 1994). 

 

 

La zone superficielle protège les zones plus profondes des stress mécaniques et représente environ 10 

à ϮϬ % de l’Ġpaisseuƌ du cartilage. La densité cellulaire y est importante et les fibres de collagène 

(principalement de type II et IX) sont fermement empaquetées et alignées de manière parallèle à la 

suƌfaĐe de l’aƌtiĐulatioŶ. Cette zone est en contact avec le liquide synovial et confère une résistance 

aux forces de frottement (Becerra et al., 2010). Immédiatement sous la zone superficielle, se trouve la 

zone moyenne. Celle-ci constitue un pont anatomique et fonctionnel entre la zone superficielle et 

profonde. Elle représente 40 à 60 % du cartilage et contient des protéoglycanes et des fibres de 

collagène. Le collagène est agencé de manière oblique et les chondrocytes sont sphériques et à faible 

Figure  2 : Schéma du cartilage.  

(A) organisation cellulaire. (B) organisation des fibres de collagène. STZ : superficial tangential zone. (Buckwalter et al., 

1994)  
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densité. La zone moyenne est la première ligne de résistance aux forces de compression (Milz et al., 

2005). La zone profonde fournit la plus grande résistance aux forces de compression au regard de 

l’oƌgaŶisatioŶ peƌpeŶdiĐulaiƌe des fiďƌes de ĐollagğŶe par rapport à la surface articulaire. Cette zone 

contient les fibrilles de collagène les plus larges en termes de diamètre, est riche en protéoglycanes et 

faible en eau. Les chondrocytes sont alignés en colonnes parallèles aux fibres de collagène et 

perpendiculaires à la surface du cartilage. La zone profonde représente 30 à 40% du cartilage. La zone 

calcifiée fait la transition entre la zone profonde et le tissu osseux, eŶ peƌŵettaŶt l’aŶĐƌage des fibres 

de ĐollagğŶe daŶs l’os sous-ĐhoŶdƌal. Les ĐhoŶdƌoĐǇtes soŶt hǇpeƌtƌophiƋues est d’uŶe deŶsitĠ ƌaƌe.  

1.1.2.2 Les régions 

La matrice extracellulaire varie en fonction de sa proximité avec les chondrocytes (figure 3).  

La matrice péri-cellulaire est une fine couche entourant le chondrocyte. Elle contient principalement 

des protéoglycanes, des glycoprotéines et des protéines non-collagéniques (Daly et al., 2018). La 

région territoriale entoure la zone péri-cellulaire. Elle est composée principalement de fibres de 

collagène formant un réseau autour des cellules (Guilak and Mow, 2000). La région interterritoriale est 

la plus ĠteŶdue des tƌois. C’est elle Ƌui ĐoŶtƌiďue principalement aux propriétés biomécaniques du 

cartilage (Mow and Guo, 2002). Les protéoglycanes sont en abondance dans cette zone. 

 

Figure  3 : Ultrastructure du cartilage. 

(C) Chondrocyte, (Pg,Pc) région péri-cellulaire, (Tm) 

région territoriale, (Im) région interterritorial. (Poole, 

1997) 



20 

 

1.1.3 Composition du cartilage 

1.1.3.1 Le chondrocyte 

Le chondrocyte est le principal type cellulaire résidant le cartilage articulaire. Les chondrocytes sont 

des cellules très spécialisées, métaboliquement actives et jouent un rôle prépondérant dans le 

développement, le maintien et la réparation de la MEC (Sacitharan, 2019). Les chondrocytes sont 

originaires des cellules souches mésenchymateuses et représentent environ 2% du volume tissulaire 

(Alford and Cole, 2005). Les chondrocytes varient en termes de nombre, taille et forme en fonction de 

la région dans laquelle ils se trouvent (figure 4) (Daly et al., 2018).  

 

Chaque chondrocyte établit son propre microenvironnement et est responsable de son turn-over. Ce 

microenvironnement empêche également la migration des chondrocytes dans les régions adjacentes. 

Il est donc rare que les chondrocytes communiquent directement via une interaction cellule-cellule. 

Cependant, ils répondent à une grande variété de signaux de transduction tels que les facteurs de 

croissance, les stimuli mécaniques, la pression hydrostatique (Sophia Fox et al., 2009). Les 

chondrocytes ont par ailleurs un potentiel réplicatif limité, ce qui restreint leur capacité de 

ĐiĐatƌisatioŶ. La suƌǀie des ĐhoŶdƌoĐǇtes dĠpeŶd d’uŶ eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt ĐhiŵiƋue et ŵĠĐaŶiƋue optiŵal 

(Sophia Fox et al., 2009).  

1.1.3.2 L’eau 

L’eau est le ĐoŵposaŶt le plus aďoŶdaŶt du Đaƌtilage aƌtiĐulaiƌe, ƌepƌĠseŶtaŶt ϴϬ% du poids tissulaire 

(Mow et al., 1992). La paƌt d’eau daŶs le Đaƌtilage est de ϴϬ% daŶs les zoŶes supeƌficielles, aloƌs Ƌu’elle 

est de 65% dans les zones profondes (Buckwalter and Mankin, 1998). Les ions inorganiques comme le 

Figure  4 : Formes des chondrocytes en fonction des zones dans lesquelles ils se trouvent.  

(Daly et al., 2018) 
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sodiuŵ, ĐalĐiuŵ, Đhloƌe et le potassiuŵ, soŶt pƌĠseŶts sous foƌŵe dissoute daŶs l’eau (Linn and 

Sokoloff, 1965). La ĐiƌĐulatioŶ de l’eau daŶs le Đaƌtilage peƌŵet l’appoƌt de ŶutƌiŵeŶts auǆ 

ĐhoŶdƌoĐǇtes, eŶ plus de ĐoŶtƌiďueƌ à la luďƌifiĐatioŶ. Les foƌĐes de fƌiĐtioŶ eŶtƌe les ŵolĠĐules d’eau 

et la matrice sont très fortes, la peƌŵĠaďilitĠ daŶs le Đaƌtilage est doŶĐ faiďle. C’est la ĐoŵďiŶaisoŶ des 

foƌĐes de fƌiĐtioŶ et la foƌte pƌessuƌisatioŶ de l’eau daŶs la ŵatƌiĐe, qui permet au cartilage de 

supporter des charges importantes (Sophia Fox et al., 2009).  

1.1.3.3 Les collagènes 

Le collagène est la macromolécule la plus abondante dans la matrice, en comptant pour 60% du poids 

tissulaire sec. Le collagène de type II représente 90 à 95 % du collagène dans le cartilage. Celui-ci forme 

des fibrilles et des fibres interconnectées avec les protéoglycanes. Les autres collagènes présents sont 

de type IX et XI, et dans une moindre mesure de type I, IV, V et VI. Ces collagènes ont pour rôle principal 

de stabiliser les réseaux de collagène de type II (figure 5). Le collagène de type X est retrouvé dans les 

plaƋues de ĐƌoissaŶĐe et daŶs la zoŶe ĐalĐifiĠe du Đaƌtilage Đhez l’adulte. Celui-ci faĐilite l’ossifiĐatioŶ 

en servant de plateforme transitoire aux ostéoblastes et aux cellules endothéliales (Coghlan et al., 

2017).    

 

 

Figure 5  : Les principaux composants matriciels du cartilage.  

Trois grandes classes de protéines existent dans le cartilage articulaire : les collagènes (principalement le collagène de type 

IIͿ, les pƌotĠoglǇĐaŶes ;pƌiŶĐipaleŵeŶt l’agƌĠĐaŶeͿ, et les pƌotĠiŶes ŶoŶ collagéniques (telles que la protéine de liaison, la 

fibronectine et la Đaƌtilage oligoŵeƌiĐ ŵatƌiǆ pƌoteiŶ ;COMPͿ. Il eǆiste aussi d’autƌes pƌotĠoglǇĐaŶes Đoŵŵe la dĠĐoƌiŶe et 
le biglycane. Les interactions entre les fibres de collagène II et les protéoglycanes sont responsables de la résistance du 

cartilage à la tension et à la compression (Allas et al., 2018).  
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Tous les ĐollagğŶes foƌŵeŶt uŶe tƌiple hĠliĐe paƌ l’hoŵo-trimérisation des chaines alpha (figure 6). Les 

chaines sont composées essentiellement de glycines et de pƌoliŶes, aiŶsi Ƌue d’hǇdƌoǆǇpƌoliŶes, 

permettant la stabilisation de la triple hélice via des ponts hydrogènes (Guilak et al., 2018).     

 

 

1.1.3.4 Les protéoglycanes 

Les protéoglycanes sont des protéines monomères foƌteŵeŶt glǇĐosǇlĠes. C’est la Đlasse de 

macromolécules la plus représentée dans le cartilage après les collagènes (10 à 15% du poids). Les 

protéoglycanes consistent en un corps protéique sur lequel sont ancrées une ou plusieurs chaines de 

glycosaminoglycanes. Les protéoglycanes contenus dans le cartilage sont : l’agƌĠĐaŶe, la dĠĐoƌiŶe, le 

biglycan et la fibƌoŵoduliŶe. L’agƌĠĐaŶe est le pƌotĠoglǇĐaŶe le plus aďoŶdaŶt et le plus iŵpoƌtaŶt en 

termes de poids moléculaire, aǀeĐ plus d’uŶe ĐeŶtaiŶe de ĐhaiŶes de chondroïtine sulfate et kératane 

sulfate. L’agƌĠĐaŶe est ĐaƌaĐtĠƌisĠ paƌ soŶ iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ l’aĐide hyaluronique, afin de former des 

agrégats via la protéine de liaison (Aspberg, 2012). L’agƌĠĐaŶe oĐĐupe l’espaĐe iŶteƌfiďƌillaiƌe daŶs le 

Đaƌtilage et ĐoŶtƌiďue gƌaŶdeŵeŶt à la ƌĠteŶtioŶ d’eau daŶs le Đaƌtilage. Les autƌes pƌotĠoglǇĐaŶes 

Figure  6  : La synthèse du collagène.  

Les ĐhaiŶes polǇpeptidiƋues soŶt d’aďoƌd sǇŶthĠtisĠes paƌ les ƌiďosoŵes et seĐƌĠtĠes daŶs le ƌĠtiĐuluŵ eŶdoplasŵiƋue où 
elles suďisseŶt l’hǇdƌoǆǇlatioŶ des prolines et la glycosylation des lysines. Les propeptides sont ensuite assemblés en triples 

hĠliĐes et seĐƌĠtĠs daŶs l’espaĐe eǆtƌaĐellulaiƌe où ils soŶt ĐlivĠs eŶ N et C teƌŵiŶal. S’eŶsuit uŶ autoasseŵďlage des tƌiples 

hélices en fibrilles, qui est consolidé par des liaisons covalentes. (Myllyharju and Kivirikko, 2004). 
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n’oŶt pas Đette pƌopƌiĠtĠ d’agƌĠgatioŶ. Leuƌ stƌuĐtuƌe pƌotĠiƋue est ƌelatiǀeŵeŶt pƌoĐhe ŵais leuƌ 

composition en glycosaminoglycanes diffère. La décorine et le biglycane possèdent respectivement 

une et deux chaines de dermatane sulfate, alors que la fibromoduline possède plusieurs chaines de 

kératane sulfate. La décorine et la fibromoduline interagissent avec le collagène de type II et jouent un 

rôle dans la formation des fibrilles. Le biglycane est retrouvé principalement dans la région péri-

cellulaire où il interagit avec le collagène de type VI (Tamer, 2013). 

1.1.3.5 Les glycoprotéines et protéines non-collagéniques   

Il existe plusieurs protéines non-collagéniques dans le cartilage, telles que la fibronectine ou la 

Cartilage oligomeric matrix protein (COMP). Cependant, leuƌ foŶĐtioŶ daŶs le Đaƌtilage Ŷ’est pas tƌğs 

ďieŶ ĐoŶŶue. Elles joueƌaieŶt uŶ ƌôle daŶs l’oƌgaŶisation de la MEC mais également dans les 

interactions cellule-matrice (Sophia Fox et al., 2009).  

1.1.3.6 L’aĐide hǇaluƌoŶiƋue   

L’aĐide hǇaluƌoŶiƋue est uŶ aĐide aŶioŶiƋue et ĠgaleŵeŶt un glycosaminoglycane non sulfaté. Il est 

distribué dans les tissus conjonctifs et les épithéliums. Dans les articulations, celui-ci est produit par la 

membrane synoviale. Il est responsable des propriétés visqueuses du cartilage. L’aĐide hǇaluƌoŶiƋue 

apporte de la fluidité et la viscosité, nécessaires aux mouvements des articulations et la réduction de 

frictions (Glyn-Jones et al., 2015a).    

1.1.3.7 Le métabolisme 

Dans le cartilage, l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt est eŶ hǇpoǆie et les nutriments proviennent du liquide synovial et 

pĠŶğtƌeŶt paƌ diffusioŶ passiǀe. L’aĐĐğs des ŵolécules dans le cartilage est restreint par leur taille, 

Đhaƌge et ĐoŶfoƌŵatioŶ. EŶ ŵoǇeŶŶe, les poƌes doŶŶaŶt l’aĐĐğs au Đaƌtilage soŶt d’eŶǀiƌoŶ ϲ Ŷŵ de 

diamètre (Mow et al., 1992). Les chondrocytes sont responsables de la synthèse des composants 

matriciels et de leur turn-over. L’aĐtiǀitĠ ŵĠtaďoliƋue peut ġtƌe altĠƌĠe paƌ l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt ĐhiŵiƋue 

et mécanique. Les cytokines pro-inflammatoires par exemple ont un effet anabolique (Sophia Fox et 

al., 2009). Les chondrocytes sont protégés des dommages biomécaniques par leur matrice 

environnante. L’hoŵĠostasie de la ŵatƌiĐe ĐoŶsiste eŶ uŶ ĠƋuiliďƌe eŶtƌe synthèse des 

macromolécules, leur dégradation et leur remplacement.  Le turn-over des protéoglycanes est estimé 

à 25 ans (Li et al., 2009), alors que la demi-vie du collagène est estimée à plusieurs décennies voire 400 

ans (Eyre et al., 2006). Les principales protéases intervenant dans le turn-over du cartilage sont les 

métalloprotéinases ou MMPs (collagénase, gélatinase et stromelysine) et les cathepsines (cathepsine 

B et D). Les collagénases dégradent les fibrilles de collagène sur un site unique. Les gélatinases 
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dégradent les collagènes de type II et IV dénaturés, mais aussi la fibronectine et les collagènes de type  

V, VII, X et XI (Trattnig et al., 2011). Le rôle de la stromelysine est de dégrader le corps protéique de 

l’agƌĠĐaŶe. Les MMPs soŶt sĠĐƌĠtĠes sous foƌŵe lateŶte et ŶĠĐessite d’ġtƌe aĐtiǀĠes daŶs le ŵilieu 

extracellulaire (Sophia Fox et al., 2009). Les mouvements articulaires sont importants au maintien 

structurel et physiologique du cartilage. L’iŶaĐtiǀitĠ aƌtiĐulaiƌe est uŶ faĐteuƌ faǀoƌisaŶt la dĠgƌadatioŶ 

du cartilage (Buckwalter and Mankin, 1998).   

1.1.4 Ossification enchondrale 

L’iŶtĠgƌitĠ sƋuelettiƋue est conférée paƌ le Đaƌtilage et l’os. Au cours du développement, les cellules 

issues d’uŶe ŵġŵe oƌigiŶe eŵďƌǇoŶŶaiƌe foƌŵeŶt l’os et le Đaƌtilage (Long and Ornitz, 2013). Le 

mésoderme paraxial donne naissance au sclérotome, qui a pour vocation de devenir les vertèbres et 

la cage thoracique. A l’iŶǀeƌse, le ŵĠsodeƌŵe latĠƌal Ġǀolue en ébauches appelées limb buds 

(bourgeons de membre) (figure 7), qui deviendront ensuite les os longs des membres (Bandyopadhyay 

et al., 2006). 

 

La pƌeŵiğƌe Ġtape de l’ossifiĐatioŶ eŶĐhoŶdƌale (développement squelettique) est la chondrogenèse. 

Cette dernière débute dans le limb bud par la condensation des cellules mésenchymateuses (figure 8) 

(Vega et al., 2004a).  Sex Determining Region Y-Box 9 (SOX9) est un facteur crucial pour la mise place 

de la chondrogenèse. Sous l’iŶflueŶĐe de SOXϵ, 5 et 6, les Đellules au Đœuƌ de la condensation 

synthétisent des protéines spécifiques du cartilage, i.e l’agƌĠĐaŶe aiŶsi Ƌue les ĐollagğŶes II, IX et XI. A 

la périphérie de la condensation, les cellules maintiennent un phénotype fibroblastique, et se 

différencient en cellules périchondrales (Razidlo et al., 2010). L’eǆteŶsioŶ loŶgitudiŶale des ŵeŵďƌes 

s’effeĐtueŶt via la prolifération intensive des cellules au centre de la condensation (chondrocytes 

prolifératifs). Apƌğs Đela, les ĐhoŶdƌoĐǇtes ƌeŶtƌeŶt daŶs uŶe phase d’hǇpeƌtƌophie iŶitiĠe paƌ Runt-

related transcription factor 2 (RUNX2) (Li et al., 2009). Les zones hypertrophiques contiennent des 

chondrocytes produisant une matrice de ĐollagğŶe X. Cette ŵatƌiĐe seƌt de ŵodğle à paƌtiƌ duƋuel l’os 

sera formé. En effet, une fois cette matrice crée, les chondrocytes libèrent la Matrix Metallopeptidase 

13 (MMP13) afin de la dégrader et le Vascular endothelial growth factor (VEGF) afin de favoriser 

l’invasion vasculaire et donc la venue de précurseurs ostéogéniques et hématopoïétiques. La 

Figure 7 : Limb bud.  

Embryon de souris au stade E 11.5 (Bandyopadhyay 

et al., 2006). 



25 

 

chondrogenèse se termine finalement par la mort des chondrocytes par apoptose (Bradley et al., 

2015).  

 

1.1.5 Les cellules souches mésenchymateuses 

adultes 

La chondrogenèse peut aussi être obtenue in vitro en utilisant les cellules souches mésenchymateuses 

(MSC) (Pers et al., 2016).  Les MSC comme les cellules souches hématopoïétiques (HSC) sont 

multipotentes et résident principalement dans la moelle osseuse, mais peuvent aussi se retrouver dans 

la circulation générale (figure 9Ϳ. D’autƌe paƌt, le phĠŶotǇpe des MSC est ďeauĐoup plus dǇŶaŵiƋue 

que celui des HSC (McGonagle et al., 2017). En effet, il est possiďle d’Ġtaďliƌ des cultures de MSC à 

partir de cellules différenciées comme les chondrocytes ou les adipocytes, après dédifférenciation par 

passages (Barbero et al., 2003). Ceci pourrait expliquer en partie comment les chondrocytes 

participent à la réparation du cartilage en cas de lésion. HistoƌiƋueŵeŶt, l’isolatioŶ des MSC Ġtait ďasĠe 

sur leurs capacités à adhérer au plastique et à former des colonies (Friedenstein et al., 1970). 

Aujouƌd’hui d’autƌes Đƌitğƌes soŶt ĠgaleŵeŶt utilisĠs : les MSC doiǀeŶt ġtƌe Đapaďles d’effeĐtueƌ la 

différenciation chondrogénique, adipogénique, ostéogénique, elles doivent être négatives pour 

Figure  8 : Ossification enchondrale.  

(A) Condensation des cellules mésenchymateuses. (B) Les cellules au centre de la condensation se différencient en 

chondrocytes, et en cellules périchondrales à la périphérie. (C) Au centre de la diaphyse, les chondrocytes continuent de 

maturer à travers différents stades successifs i.e prolifératifs, pré-hypertrophiques, hypertrophiques. La croissance en 

longueur est effectuée via la prolifération est l’hypertrophie des cellules. Les cellules périchondrales se différencient en 

ostéoblastes afin de former le périoste. (D) Les chondrocytes hypertrophiques synthétisent le collagène X. A la fin de la 

chondrogenèse les chondrocytes induisent l’angiogenèse et détruisent leur matrice avant d’entrer en apoptose. Ceci 

permet au cellules hématopoïétiques et ostéogéniques de former respectivement la moelle osseuse et le tissu osseux. (E) 

Les centres d’ossification secondaire se forment et remplacent progressivement le cartilage, à l’exception des extrémités 

où il se forme le cartilage articulaire. (Allas et al., 2018). 
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l’eǆpƌessioŶ des ŵaƌƋueuƌs hĠŵatologiƋues tels Ƌue CDϰϱ, CDϯϭ et ġtƌe positiǀes pouƌ CDϵϬ, CDϳϯ ou 

CD271 (McGonagle et al., 2017).    

 

 

1.1.5.1 MSC dans la moelle osseuse 

Les cellules souches de la moelle osseuse coexistent avec les HSC. Ces deux types cellulaires exercent 

un contrôle homéostatique l’uŶe eŶǀeƌs l’autƌe (McGonagle et al., 2017). Dans la moelle osseuse, les 

MSC ĐoŶtƌôleŶt ŶoŶ seuleŵeŶt le ƌeŵodelage tissulaiƌe, l’hoŵĠostasie du tissu adipeuǆ, la ƌĠpaƌatioŶ 

osseuse consécutive à une fracture, mais également la maturation et la circulation des HSC (García-

García et al., 2015). LoƌsƋue l’os est fƌaĐtuƌĠ, les MSC dĠĐleŶĐheŶt le pƌoĐessus d’ossifiĐatioŶ 

enchondrale, lors duquel la formation du cartilage pƌĠĐğde Đelle de l’os.  

1.1.5.2 Les MSC dans le cartilage 

La cartographie cellulaire du Đaƌtilage Đhez la souƌis, eŶ utilisaŶt l’eǆpƌessioŶ de Proteoglycan 4 (Prg4) 

comme marqueur de la zone superficielle du cartilage, a ŵoŶtƌĠ l’iŵpoƌtaŶĐe de la zoŶe supeƌfiĐielle 

Figure  9 : Les cellules souches de l’articulation.  

Les MSC et les HSC sont retrouvées majoritairement dans la moelle osseuse. Néanmoins, les MSC peuvent être retrouvées 

dans d’autres tissus tels que le périoste, la membrane synoviale, le tissu adipeux. D’autre part, les cellules différenciées 

comme les chondrocytes ou les adipocytes peuvent se dédifférenciées en MSC. Les HSC et MSC exercent un contrôle 

homéostatique l’une envers l’autre (McGonagle et al., 2017).  
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daŶs l’hoŵĠostasie et le turn-over du cartilage (figure 10). En effet, cette étude a prouvé que des 

cellules des zones profondes du Đaƌtilage et de l’os sous-chondral, dérivaient de cellules de la zone 

superficielle (Kozhemyakina et al., 2015). Une étude a récemment ŵoŶtƌĠ l’eǆisteŶĐe de Đellules 

souches dans la zone superficielle du cartilage humain (Fellows et al., 2017). D’autƌe paƌt, dans le 

Đaƌtilage des patieŶts atteiŶts d’aƌthƌose, Đes Đellules pƌĠseŶteŶt de plus faiďles capacités prolifératives 

et un taux de sénescence plus important (Fellows et al., 2017). La sénescence des MSC du cartilage et 

la perte de leur multipotence, pourraient être des facteurs importants dans le développement de 

l’aƌthƌose (Jiang and Tuan, 2015).  

  

 

1.1.5.3  Les MSC dans la membrane synoviale 

La membrane synoviale est une souƌĐe ŶoŶ ŶĠgligeaďle de MSC, aǀeĐ uŶe fƌĠƋueŶĐe d’eŶǀiƌoŶ ϭ% des 

cellules du tissu (Sakaguchi et al., 2005; Mochizuki et al., 2006). Chez le lapin, la membrane synoviale 

est très proche du cartilage superficiel. Les MSC de celle-ci contribuent donc à la réparation du cartilage 

(Hunziker and Rosenberg, 1996). Mais étant donnée la longue distance entre la membrane synoviale 

et le Đaƌtilage Đhez l’hoŵŵe, la ĐoŶtƌiďutioŶ de Đe tǇpe de MSC doit ġtƌe faiďle (McGonagle et al., 

2017).  

Figure 10 : Distribution cellulaire dans le cartilage.  

Les MSC sont localisées dans la zone superficielle du cartilage. 

(Adaptée de Jiang and Tuan, 2015).  

MSC 
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1.1.5.4 Les MSC du liquide synovial 

La fréquence des MSC dans le liquide synovial des patients ayant des lésions du cartilage, est retrouvée 

très augmentée comparée aux sujets sains (figure 11) (Jones et al., 2008). L’iŶjeĐtioŶ iŶtƌa-articulaire 

de MSC dans le liƋuide sǇŶoǀial a ŵoŶtƌĠ, Ƌu’elles ĠtaieŶt Đapaďles de se gƌeffeƌ auǆ lĠsioŶs et de 

contribuer à leur réparation (Baboolal et al., 2016). Ce qui suggère que les MSC du liquide synovial, 

jouent un rôle dans la réparation du cartilage.  

 

 

MalgƌĠ la pƌĠseŶĐe de MSC daŶs l’aƌtiĐulatioŶ, elles semblent inefficaces pour réparer des lésions du 

cartilage trop importantes. Ceci pourrait être expliqué par le fait que contrairement aux autres tissus, 

l’aďseŶĐe de ǀasĐulaƌisatioŶ daŶs le Đaƌtilage Ŷe permet pas le déclenchement des phases 

d’iŶflaŵŵatioŶ, d’aŶgiogeŶğse et de ŵigƌatioŶ d’uŶ Ŷoŵďƌe ĐoŶsĠƋueŶt de MSC (McGonagle et al., 

2017).  Les lésions du cartilage loƌsƋu’elles Ŷe soŶt pas ƌĠpaƌĠes, peuǀeŶt ĐoŶduiƌe au dĠǀeloppeŵeŶt 

de pathologie Đoŵŵe l’aƌthƌose.   

Figure 11 : Réparation du cartilage par les 

MSC.  

La réparation du cartilage superficiel pourrait 

faire intervenir les MSC du cartilage, ou la 

migration des MSC de la membrane synoviale à 

travers le liquide synoviale (McGonagle et al., 

2017) 
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1.1.6 Arthrose 

L’aƌthƌose est la ŵaladie ƌhuŵatologiƋue la plus ƌĠpaŶdue à l’ĠĐhelle ŵoŶdiale, affeĐtaŶt eŶǀiƌoŶ ϲϬ 

% de la population apƌğs l’âge de ϲϬ aŶs ;Palazzo et al., 2014). Le handicap provoqué par cette maladie 

a un impact socio-économique important, coutant entre 1 et 2,5% du produit intérieur brut dans les 

pays développés (Hiligsmann et al., 2013). Mais plus important encore, les patients voient leur qualité 

de vie fortement diminuée et souffrent du manque de thérapies efficaces permettant de réparer les 

lésions du cartilage.  

1.1.6.1 Epidémiologie 

1.1.6.1.1 Histoire et prévalence  

L’aƌthƌose de la haŶĐhe possğde uŶe pƌĠǀaleŶĐe ǀaƌiaŶt de ϭ,Ϭ à ϯ,ϵ % Đhez les hoŵŵes et de 0,8 à 5,1 

% chez les femmes. Celle du genou est plus élevée dans le Nord-Est de la France et varie de 2,1 à 10, 1 

% chez les hommes et de 1,6 à 15,0 % chez les femmes, celle-ci étant élevée chez les femmes de plus 

de 50 ans. C’est uŶe ŵaladie ŵultifaĐtorielle avec comme plus grand facteur de risque, le 

ǀieillisseŵeŶt, suiǀi paƌ les tƌauŵatisŵes aƌtiĐulaiƌes et l’oďĠsitĠ. Il eǆiste ĠgaleŵeŶt des foƌŵes 

hĠƌĠditaiƌes de l’aƌthƌose, ou seĐoŶdaiƌes à d’autƌes ŵaladies gĠŶĠtiƋues telles Ƌue l’hĠŵophilie 

(figure 12) (Glyn-Jones et al., 2015).  

 

 

Figure 12  : Les principaux facteurs de risque de l’arthrose. 
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Les études épidémiologiques ont pu mettre en exergue, le rôle joué par la biomécanique articulaire. 

La biomécanique articulaire est influencée par des facteurs fonctionnels et anatomiques. La dysplasie 

de la hanche, qui est une maladie congénitale entrainant une réduction du recouvrement de la tête 

par l'acetabulum, est un faĐteuƌ de ƌisƋue iŵpoƌtaŶt de l’aƌthƌose (Agricola et al., 2013a). 

AnalogiƋueŵeŶt, uŶe aŶoŵalie d’aligŶeŵeŶt ou uŶe iŶĠgalitĠ de loŶgueuƌ des ŵeŵďƌes iŶfĠƌieuƌs 

peut augŵeŶteƌ le ƌisƋue de dĠǀeloppeƌ l’aƌthƌose (Sharma et al., 2013). S’agissaŶt des ƌisƋues 

fonctionnels, une insuffisance des muscles quadriceps peut augmenter le risque de progression de 

l’aƌthƌose du geŶou (Wang et al., 2012b).  

Malgré l’eǆisteŶĐe d’uŶe corrélation entre anomalies biomécaniques et arthrose, la plupart des sujets 

ne développent pas la maladie (Agricola et al., 2013b). EŶ effet, d’autƌes faĐteuƌs sǇstĠŵiƋues entrent 

eŶ ĐoŶsidĠƌatioŶ. L’âge est le faĐteuƌ de ƌisƋue le plus iŵpoƌtaŶt, il est liĠ à des ĐapaĐitĠs de 

ƌĠgĠŶĠƌesĐeŶĐes plus ƌestƌeiŶtes et l’aĐĐuŵulatioŶ d’autƌes faĐteuƌs à ƌisƋue chez les patients   

(Lawrence et al., 2008). 

Par ailleuƌs, l’aƌthƌose est plus ƌĠĐuƌƌeŶte Đhez les feŵŵes Ƌue Đhez les hoŵŵes. Mġŵe si les 

ŵĠĐaŶisŵes Ŷe soŶt pas totaleŵeŶt ĐoŶŶus, les œstƌogğŶes seŵďlent jouer un rôle important (Watt, 

2018). Les blessures ou dommages au niveau des ligaments, du cartilage ou de l’os, peuvent fragiliser 

l’aƌtiĐulatioŶ et augŵeŶtent paƌ Ƌuatƌe le ƌisƋue de dĠǀeloppeŵeŶt de l’aƌthƌose (Muthuri et al., 

2011). L’oďĠsitĠ est ĠgaleŵeŶt uŶ faĐteuƌ iŵpoƌtaŶt, elle augŵeŶte le risque d’aƌthƌose via deux 

ŵĠĐaŶisŵes. D’uŶe paƌt, elle eŶtƌaiŶe uŶe suƌĐhaƌge poŶdĠƌale suƌ les aƌtiĐulatioŶs. D’autƌe paƌt, elle 

augŵeŶte le ƌisƋue d’iŶflaŵŵatioŶ aƌtiĐulaiƌe sous l’aĐtioŶ des adipokiŶes, liďĠƌĠes paƌ le tissu adipeux 

(Wang and He, 2018). L’oďĠsitĠ augŵeŶte paƌ tƌois le ƌisƋue d’aƌthƌose (Zhang et al., 2010). 

1.1.6.2 Physiopathologie 

1.1.6.2.1  Aspects macroscopiques 

L’aƌthƌose est ĐaƌaĐtĠƌisĠe paƌ la dĠgƌadatioŶ du Đaƌtilage, la foƌŵatioŶ d’ostĠophǇtes, l’ĠƌosioŶ de l’os 

sous-ĐhoŶdƌal et l’ĠpaississeŵeŶt de la ŵeŵďƌaŶe sǇŶoǀiale (figure 13) (Hunter and Bierma-Zeinstra, 

2019). Ces ĐhaŶgeŵeŶts affeĐteŶt l’hoŵĠostasie de ĐhaƋue tissu ŵais ĠgaleŵeŶt leur coopération 

dans l’aƌtiĐulatioŶ. Au cours des stades précoces de l’aƌthƌose, avant que les signes cliniques 

Ŷ’appaƌaisseŶt, la suƌfaĐe iŶitialeŵeŶt lisse du Đaƌtilage deǀieŶt de plus eŶ plus ƌugueuse, avec de 

petites irrégularités et fissures. Au fur et à mesure que la maladie progresse, les fissuƌes s’agƌaŶdisseŶt 

et s’ĠteŶdeŶt jusƋu’à la zoŶe ŵoǇeŶŶe (Salaffi et al., 2014). LoƌsƋu’il est exposé par la perte de 

Đaƌtilage, l’os sous-ĐhoŶdƌal se sĐlĠƌose et s’Ġpaissit. De plus, les ostéophytes qui sont des 

excroissances osseuses, se dĠǀeloppeŶt à la suƌfaĐe de l’os. Ces deƌŶieƌs, altğƌeŶt les ŵouǀeŵeŶts de 
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l’aƌtiĐulation et contribuent à augmenter la douleur. La formation de kystes sous-chondrals (nécroses 

localisées de l’osͿ et l’œdème de la moelle osseuse, soŶt ĠgaleŵeŶt des ĐaƌaĐtĠƌistiƋues de l’aƌthƌose 

(Felson et al., 2003).  

 

 

1.1.6.2.2  Aspects cellulaires  

Au Đouƌs des stades pƌĠĐoĐes de l’aƌthƌose, la ƋuiesĐeŶĐe des ĐhoŶdƌoĐǇtes est peƌtuƌďĠe, peƌŵettaŶt 

auǆ Đellules de s’adapteƌ au stress local. Les chondrocytes en prolifération sont généralement 

retrouvés sous forme de clusters (figure 14) (Heinegård and Saxne, 2011). Les chondrocytes perdent 

de plus leur phénotype et deviennent hypertrophiques. Mise à part dans la zone calcifiée, ces cellules 

ne sont normalement pas retrouvées dans le cartilage adulte. Le chondrocyte hypertrophique 

représente la différenciation terminale et produit spécifiquement le collagène de type X, le vascular 

endothelial growth factor (VEGF) and matrix metalloproteinase 13. Ce processus altère la composition 

du Đaƌtilage et eŶtƌaiŶe à teƌŵe la ĐƌoissaŶĐe d’ostĠophǇtes. La destƌuĐtioŶ de la ŵatƌiĐe est aussi 

causée par la libération de cytokines pro-inflammatoires et de Métalloprotéinases (MMPs). Ces 

changements environnementaux entƌaiŶeŶt la ŵoƌt d’uŶ ĐeƌtaiŶ Ŷoŵďƌe de ĐhoŶdƌoĐǇtes paƌ 

apoptose ou nécrose. Le remodelage du tissu osseux est également responsable de la croissance 

d’ostĠophǇtes. Ce ƌeŵodelage est ĐaƌaĐtĠƌisĠ paƌ uŶe ŵiŶĠƌalisatioŶ diŵiŶuĠe et d’uŶe augmentation 

d’eǆpƌession du collagène de type I (Glyn-Jones et al., 2015b). 

Figure 13 : Imagerie antéropostérieure par ray X 

d’uŶ geŶou de patieŶt aƌthƌosiƋue.  
On note un pincement de l'interligne articulaire, la 

foƌŵatioŶ d’uŶ ostĠophǇte et l’ĠƌosioŶ de l’os 
sous-chondral. (Salaffi et al., 2014)  
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1.1.6.2.3  Aspects moléculaires 

Dans le cartilage, les chondrocytes voient leur synthèse de MEC diminuer et se modifier 

qualitativement. Leur métabolisme devient catabolique avec la production accrue de cytokines pro 

iŶflaŵŵatoiƌes et d’eŶzǇŵes de destƌuĐtioŶ du Đaƌtilage (Hunter and Bierma-Zeinstra, 2019). Dans 

l’os, les Đellules iŵŵuŶitaiƌes faǀoƌiseŶt le ƌeŵodelage tissulaiƌe et l’aŶgiogeŶğse. La synovite 

(inflammation de la membrane synoviale) est aussi causée par les cytokines produites par les cellules 

iŵŵuŶitaiƌes. Des faĐteuƌs sǇstĠŵiƋues tels Ƌue les œstƌogğŶes et les adipokiŶes joueƌaieŶt uŶ ƌôle 

iŵpoƌtaŶt daŶs l’iŶflaŵŵatioŶ.  

Dans les premiers stades pathologiques, la teneur en eau augmente dans le cartilage, entrainant la 

foƌŵatioŶ d’uŶ œdğŵe et la fƌagilisatioŶ du ƌĠseau de ĐollagğŶe. L’eǆpƌessioŶ du Đollagène de type II 

diminue au profit du collagène de type X. Les protéoglycanes voient leur expression baisser et leurs 

Figure 14 : Les pƌoĐessus phǇsiopathologiƋues de l’aƌthƌose.  
;AͿ SĐhĠŵa d’uŶe aƌtiĐulatioŶ Ŷoƌŵale. ;BͿ SĐhĠŵa d’uŶe aƌtiĐulatioŶ aƌthƌosiƋue. L’aƌthƌose eŶtƌaiŶe la liďĠƌatioŶ des 
cytokines pro-inflammatoires (IL-1β, TNFαͿ et des pƌotĠases ;MMPs et ADAMsͿ paƌ les ĐhoŶdƌoĐǇtes, les sǇŶovioĐǇtes, les 
ŵaĐƌophages et ostĠoďlastes. La ƌĠaĐtioŶ du pƌoĐessus d’ossifiĐatioŶ eŶĐhoŶdƌale eŶtƌaiŶe la foƌŵatioŶ d’ostĠophǇtes, 
une angiogenèse anormale dans le cartilage et une hypertrophie des chondrocytes. (Glyn-Jones et al 2015). 
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chaines de glycosaminoglycanes se raccourcir. La perte des protéoglycanes est considérée comme 

réversible, cependant elle rend le collagène plus susceptible à la dégradation. Les dommages causés 

sur le collagène sont considérés comme quasi irréversibles et peuvent constituer un point de non-

retour lors de la destƌuĐtioŶ de l’aƌtiĐulatioŶ (Nepple et al., 2015).   

Le lien entre dégradation du cartilage et protéases (MMP, agrécanases) est clairement établi 

(Malemud, 2017). Les ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs) 

forment une famille de protéases. Les ADATMS 4 (agrécanes 1) et ADAMTS5 (agrécanes 3) jouent un 

rôle majeur daŶs le Đliǀage de l’agƌĠĐaŶe (Yang et al., 2017). Les MMP sont des endopétidases zinc-

dépendant et appartiennent à la superfamille des metzincines. Les MMPs sont libérées par les 

ĐhoŶdƌoĐǇtes, les sǇŶoǀioĐǇtes et les ostĠoďlastes sous l’aĐtioŶ des ĐǇtokiŶes et des stƌess ŵĠĐaŶiƋues. 

Les chondrocytes arthrosiques libèrent dans le cartilage une grande variété de métalloprotéases telles 

que MMP1, MMP3, MMP9 , MMPϭϯ, MMPϭϰ et d’agƌĠĐaŶases Đoŵŵe ADAMTSϰ et ϱ (Cawston and 

Young, 2009). Les MMPs sont activées par des serine proteases (plasminogen activator, plasminogen, 

plasmin), des radicaux libres, les cathepsines ou paƌ d’autƌes MMPs. Leur activité est inhibée par les 

tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) et par des inhibiteurs des activateurs du plasminogène 

(Cawston and Young, 2009). Les protéases responsables de la dégradation du collagène de type II sont 

la MMP1 qui est localisée dans la zone superficielle et la MMP13 dans la zone profonde (Goldring and 

Goldring, 2010). Les MMP3, 10 et 11 ont pour substrat les protéoglycanes, la fibronectine, la laminine 

et le collagène de type IX (Okada et al., 1992). 

Au cours de l’aƌthƌose, des ǀoies de sigŶalisatioŶ iŵpliƋuĠes daŶs le dĠǀeloppeŵeŶt ostĠo-

cartilagineux, comme celles du transforming growth factor-β ;TGFβͿ, de la bone morphogenetic 

proteins (BMPs) et de Wingless and the name Int-1 (Wnt) soŶt aĐtiǀĠes daŶs l’aƌtiĐulation touchée. Le 

TGFβ a loŶgteŵps ĠtĠ ĐoŶsidĠƌĠ uŶiƋueŵeŶt Đoŵŵe uŶ faĐteuƌ d’aŶaďolisŵe daŶs le Đaƌtilage. Mais 

malgré sont rôle primordial en condition physiologique, sa voie de signalisation est dérégulée au cours 

de l’aƌthƌose (van der Kraan et al., 2012). Le ǀieillisseŵeŶt eŶtƌaiŶe paƌ ailleuƌs l’augŵeŶtatioŶ 

d’eǆpƌessioŶ du ƌĠĐepteuƌ au TGFβ activin-like kinase (ALK)-1 au détriment de ALK5. Ce processus 

favorise la différenciation hypertrophique des chondrocytes et la ĐƌoissaŶĐe d’ostĠophǇtes. De la 

même manière, les BMPs ont un effet chondroprotecteur en condition physiologique mais entrainent 

aussi l’hǇpeƌtƌophie et la ĐƌoissaŶĐe d’ostĠophǇtes au Đouƌs de l’arthrose (Lories and Luyten, 2011).  

La ŵeŵďƌaŶe sǇŶoǀiale est uŶ ĠlĠŵeŶt iŵpoƌtaŶt de l’aƌtiĐulatioŶ et soŶ altĠƌatioŶ fait paƌtie des 

ĐaƌaĐtĠƌistiƋues de l’aƌthƌose. LoƌsƋue le Đaƌtilage se dĠtĠƌioƌe, les pƌoduits de dĠgƌadatioŶ Ƌui eŶ 

résultent sont libérés dans le liquide synovial, où ils pƌoǀoƋueŶt l’iŶflaŵŵatioŶ de la ŵeŵďƌaŶe 

synoviale (synovite). En retour, les synoviocytes produisent des cytokines pro-inflammatoires et des 
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MMPs qui exacerbent la dégradation du cartilage, créant ainsi un cercle vicieux (Glyn-Jones et al., 

2015b). Contrairement au Đaƌtilage, la ŵeŵďƌaŶe sǇŶoǀiale est ǀasĐulaƌisĠe, loƌs de l’iŶflaŵŵatioŶ du 

tissu, des macrophages et des lǇŵphoĐǇtes s’Ǉ infiltrent. Les cellules immunitaires contribuent alors à 

la ďouĐle d’iŶflaŵŵatioŶ de la ŵeŵďƌaŶe sǇŶoǀiale et de dĠgƌadatioŶ du Đaƌtilage (Haseeb and Haqqi, 

2013; Li et al., 2017). La question consistant à savoir si la synovite entraine la dégradation du cartilage, 

ou si la dégradation du cartilage entraine la sǇŶoǀite est toujouƌs dĠďattue à l’heuƌe aĐtuelle.    

L’ILϭβ et le TNFα sont deux cytokines majeures dans le processus catabolique de l’aƌthƌose, en 

augŵeŶtaŶt l’eǆpƌessioŶ des MMP-1, MMP-3, MMP-8 et MMP-13. Par ailleurs, l’ILϭβ peut induire 

ADAMTS4 alors que le TNFα peut augmenter ADAMTS4 et 5. L’ILϭβ et le TNFα sont aussi responsables 

de la liďĠƌatioŶ de ŵĠdiateuƌs de l’iŶflaŵŵatioŶ, eŶ iŶduisaŶt l’eǆpƌessioŶ de prostaglandin E2 (PGE2) 

synthetase-1, de la cyclocygénase (COX-2) et de la nitric oxide synthetase (iNOS). Elles induisent aussi 

l’eǆpƌessioŶ d’autƌes ĐǇtokiŶes pƌo-inflammatoires comme IL-6, IL-ϭϳ et l’IL-18 et répriment 

l’eǆpƌessioŶ de gğŶes ĐhoŶdƌogĠŶiƋues Đoŵŵe ACAN et COLϮAϭ (Goldring and Otero, 2011). 

Les ĐhoŶdƌoĐǇtes eǆpƌiŵeŶt au Ŷiǀeau ďasal des ƌĠĐepteuƌs auǆ œstƌogğŶes, Ƌui loƌsƋue aĐtiǀĠs, 

iŶduiseŶt l’eǆpƌessioŶ de faĐteuƌs de ĐƌoissaŶĐe. Apƌğs la ŵĠŶopause, la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d’œstƌogğŶe 

diminue, entrainant une diminution de facteurs de croissance  stiŵulaŶt l’aŶaďolisŵe (Hussain et al., 

2018). L’oďĠsitĠ est uŶ faĐteuƌ augŵeŶtaŶt l’iŶĐideŶĐe de l’aƌthƌose liĠe à la surcharge pondérale, mais 

aussi à d’autƌes formes de la maladie comme celle de la main. En effet, le tissu adipeux secrète dans la 

circulation sanguine des adipokines, qui soŶt des ŵĠdiateuƌs de l’iŶflaŵŵatioŶ. AƌƌiǀĠes daŶs 

l’aƌtiĐulatioŶ, les adipokiŶes ĐoŶtƌiďueŶt aǀeĐ les ĐǇtokiŶes à la ďouĐle iŶflaŵŵatioŶ/dĠgƌadatioŶ du 

cartilage (MaᶜDonald et al., 2019).      

1.1.6.3 La psychophysiologie de la douleur 

Les patieŶts souffƌaŶt d’aƌthƌose dĠĐƌiǀeŶt la douleuƌ Đoŵŵe le sǇŵptôŵe le plus haŶdiĐapaŶt. La 

douleuƌ Đhez les patieŶts peut s’ĠteŶdƌe au-delà de la zone lésée. Par exemple, la douleur provoquée 

paƌ l’aƌthƌose de la haŶĐhe s’ĠteŶd gĠŶĠƌaleŵeŶt jusƋu’auǆ fessieƌs et geŶouǆ. L’aƌthƌose du geŶou 

s’ĠteŶd ǀeƌs le ďas du fĠŵuƌ et le haut du tiďia (Lesher et al., 2008). La douleur diffuse décrite par les 

patients est appelée douleur référée. Cette douleur référée, reflète la convergence des innervations 

des nocicepteurs (primaires) de la zone lésée et des tissus environnants vers le neurone (secondaire) 

de la moelle épinière (figure 15). Chez certains patients, des anomalies sensorielles peuvent être 

dĠteĐtĠes suƌ la zoŶe de douleuƌ ƌĠfĠƌĠe Đoŵŵe de l’hǇpeƌalgĠsie ;douleur amplifiéeͿ ou l’allodǇŶie 

(douleur déclenchée par un stimulus normalement indolore). L’hǇpeƌseŶsiďilité est initiée par des 

influx nerveux à répétition provenant de la zone affectée vers la moelle épinière, entrainant un 
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renforcement synaptique entre les neurones secondaires et primaires. Ainsi, une stimulation nerveuse 

même faible, eŶtƌaiŶeƌa l’aĐtiǀation du neurone secondaire qui sera relayée au thalamus comme une 

stimulation douloureuse. L’hǇpeƌseŶsiďilitĠ peut aussi ġtƌe ĐausĠe par un dysfonctionnement de la 

substance grise périaqueducale (PAG). En condition physiologique, la PAG régule positivement ou 

ŶĠgatiǀeŵeŶt l’aĐtiǀitĠ des ŶeuƌoŶes de la ŵoelle ĠpiŶiğƌe (Thakur et al., 2014).   

 

Au cours de cette dernière décennie, une attention particulière a été prêtée au Nerve growth factor 

(NGF), un facteur de croissance nécessaire au développement normal du système nerveux et à la 

nociception (Lane and Corr, 2017). Le NGF se fixe sur deux récepteurs, le tyrosine kinase receptor 

tropomyosin-related kinase A (TrkA) avec une forte affinité et le récepteur aux neurotrophines p75NTR 

avec une faible affinité. Loƌs d’uŶe lĠsioŶ tissulaiƌe, le NGF est liďĠƌĠ et eŶtƌaiŶe la tƌaŶsduĐtioŶ du 

signal de douleur à travers sa liaison sur les nocicepteurs. De plus, le NGF entraine la croissance des 

neurites, favorisant la sensibilisation des nocicepteurs (Lane and Corr, 2017). Des essais cliniques 

utilisant le Tanezumab (anticorps anti-NGF), ont montré leur efficacité à soulager la douleur chez les 

Figure 15 : La douleur référée.  

SĐhĠŵa ŵoŶtƌaŶt ĐoŵŵeŶt uŶe aĐtivatioŶ ĐoŶtiŶue d’uŶ ŶoĐiĐepteuƌ pƌoveŶaŶt d’uŶ Đaƌtilage lĠsĠ ;ƌougeͿ, peut eŶtƌaiŶeƌ 
l’ĠtaďlisseŵeŶt d’uŶe zoŶe de douleuƌ ƌĠfĠƌĠe. Celle-ci est causée par les neurones de la moelle épinière (jaune) qui 

intègrent les signaux des sites lésés et des tissus environnants (bleu). Un dysfonctionnement de la substance grise 

pĠƌiaƋueduĐale ;PAGͿ peut aussi ġtƌe ƌespoŶsaďle de l’hǇpeƌseŶsiďilisatioŶ (Thakur et al., 2014). 
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patients. Cependant, chez certains d’eŶtƌe euǆ une accélération du développement arthrosique a été 

observée (Hochberg et al., 2016). 

1.1.6.4 La pƌise eŶ Đhaƌge de l’aƌthƌose 

1.1.6.4.1  Les principes de prise en charge  

Il existe un consensus général accepté par les experts en rhumatologie, concernant les principes de 

pƌise eŶ Đhaƌge de l’aƌthƌose. La pƌise eŶ Đhaƌge doit ġtƌe iŶdividualisée et centrée sur le patient. Faire, 

donner et expliquer le diagnostic en terme simple, est un point important de commencement 

(Porcheret et al., 2014). Plusieurs facteurs influent sur le choix du traitement, comme par exemple le 

Ŷoŵďƌe d’aƌtiĐulatioŶs iŵpliƋuĠes, le degƌĠ de doŵŵage stƌuĐtuƌel et le niveau de douleur. Les 

faĐteuƌs iŶdiǀiduels tels Ƌue, l’âge, le geŶƌe, l’aĐtiǀitĠ phǇsiƋue jouƌŶaliğƌe ǀoŶt ĠgaleŵeŶt ŵodifieƌ 

l’appƌoĐhe Đhoisie. La ĐoŵoƌďiditĠ est uŶ faĐteuƌ tƌğs iŵpoƌtaŶt à ĐoŶsidĠƌeƌ eŶ paƌtiĐulieƌ Đhez les 

patients âgés. Par exemple, en cas de maladies cardiovasculaires ou rénales, l’utilisatioŶ d’anti-

inflammatoires non stéroïdiens (NSAIDͿ Đoŵŵe l’iŶhiďiteuƌ de la COX-2 est contre indiquée. A 

l’iŶǀeƌse, les tƌaiteŵeŶts de ĐoŵoƌďiditĠs telles Ƌue l’iŶsoŵŶie ou la dĠpƌessioŶ, peuǀent soulager les 

sǇŵptôŵes de l’aƌthƌose (Fernandes et al., 2013). Il existe une grande variété de traitements pour 

l’aƌthƌose. CepeŶdaŶt, ŵise à paƌt la Đhiƌuƌgie, l’effet de la plupaƌt des tƌaiteŵeŶts ƌeste ŵodeste. UŶe 

prise en charge réussie requiert l’utilisatioŶ de plusieuƌs appƌoĐhes phaƌŵaĐologiƋues et ŶoŶ-

phaƌŵaĐologiƋues, plutôt Ƌu’uŶe appƌoĐhe ŵoŶo-thérapeutique. La prise en charge doit consister 

ĠgaleŵeŶt à doŶŶeƌ les iŶfoƌŵatioŶs ŶĠĐessaiƌes à la ĐoŵpƌĠheŶsioŶ des patieŶts, l’eǆeƌĐiĐe phǇsiƋue 

et uŶe ƌĠĠduĐatioŶ. CoŶĐeƌŶaŶt le soulageŵeŶt de la douleuƌ, l’appƌoĐhe additiǀe plutôt Ƌue 

substitutive est coŶseillĠe. EŶ d’autƌes teƌŵes, si la première option analgésique est insuffisante, alors 

uŶ seĐoŶd ageŶt aǀeĐ uŶ ŵode d’aĐtioŶ diffĠƌeŶt est ajoutĠ ;uŶ NSAID topiƋue pouƌƌait ġtƌe ajoutĠ à 

uŶe pƌise oƌale de paƌaĐĠtaŵolͿ. Si Đette stƌatĠgie Ŷ’est toujouƌs pas efficace, un troisième agent voire 

un quatrième peuvent être prescrits.  

Cette appƌoĐhe peƌŵet de teŶiƌ Đoŵpte de la ĐoŵpleǆitĠ de la douleuƌ et l’effet iŶdiǀiduel ŵodeste 

des agents pharmacologiques. Une fois la prise en charge commencée, le patient doit être réexaminé 

aŶŶuelleŵeŶt afiŶ d’Ġǀalueƌ l’effiĐaĐitĠ du tƌaiteŵeŶt et de le ŵodifieƌ si besoin (Finney et al., 2013; 

Porcheret et al., 2014).     

1.1.6.4.2  L’Ġducation aux règles hygiéno-diététiques 

AǀeĐ l’augŵeŶtatioŶ du ǀieillisseŵeŶt de la populatioŶ, de la pƌĠǀaleŶĐe de l’oďĠsitĠ et la diŵiŶutioŶ 

de l’aĐtiǀitĠ phǇsiƋue, l’aƌthƌose pouƌƌait deǀeŶiƌ la pƌiŶĐipale Đause de haŶdiĐap Đhez les personnes 
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âgées dans les prochaines décennies (Paskins et al., 2014). L’ĠduĐatioŶ des patieŶts aux règles hygiéno-

diététiques est donc primordiale lors de la prise en charge des patients.  

1.1.6.4.2.1 L’aĐĐğs à l’iŶfoƌŵatioŶ  

Il est de la responsabilité des praticiens, d’iŶfoƌŵeƌ les patieŶts suƌ leuƌ diagŶostiĐ et pƌoŶostiĐ et de 

discuter en détails des avantages et désavantages des différents traitements. Ceci permet aux patients 

de mieux comprendre leur maladie et de lutter contre les a priori, Đoŵŵe à titƌe d’eǆeŵple le fait que 

l’aƌthƌose seƌait iŶĠǀitaďleŵeŶt pƌogƌessiǀe et iŶtƌaitaďle.  UŶe Ġtude a ŵoŶtƌĠ Ƌue l’aĐĐğs des 

patieŶts à l’iŶfoƌŵatioŶ, permet de réduire le handicap ainsi que les sensations de douleur et la 

fréquence des consultations et donc les coûts socio-économiques (Grime and Dudley, 2014).  

1.1.6.4.2.2 L’aĐtivitĠ physiƋue 

L’aƌtiĐulatioŶ est ĐoŶçue pouƌ se ŵouǀoiƌ, l’iŶtĠgƌitĠ de tous les ĠlĠŵeŶts de l’aƌtiĐulatioŶ dĠpeŶd de 

soŶ ŵouǀeŵeŶt ƌĠgulieƌ. D’autƌe paƌt, si l’aƌtiĐulatioŶ est atteiŶte paƌ l’aƌthƌose, l’aĐtiǀitĠ phǇsiƋue 

est d’autaŶt plus iŵpoƌtaŶte. Deuǆ tǇpes d’eǆeƌĐiĐe peuǀeŶt ƌĠduiƌe la douleur et le handicap sur le 

long terme : pƌeŵiğƌeŵeŶt, l’eǆeƌĐiĐe aĠƌoďiƋue ;fitŶessͿ, Ƌui aŵĠlioƌe la seŶsatioŶ de ďieŶ-être, le 

sommeil et peut lutter contre les comorbidités récurrentes (obésité, diabète, hypertension, maladie 

cardiovasculaire) ; deuxièmement, la musculation des quadriceps et des muscles glutéaux (Rausch 

Osthoff et al., 2018). Ces exercices peuvent améliorer la rigidité musculaire, la proprioception des 

articulations, rétablir la balance posturale et réduire les chutes (Uthman et al., 2014; Oppong et al., 

2015).       

1.1.6.4.2.3 Diminution des facteurs mécaniques 

L’oďĠsitĠ est la ĐoŵoƌďiditĠ la plus ƌĠpaŶdue et uŶ iŵpoƌtaŶt faĐteuƌ de ƌisƋue de l’aƌthƌose. La peƌte 

de poids est ĐoŶseillĠe pouƌ plusieuƌs ƌaisoŶs ŵĠdiĐales et s’agissaŶt de l’aƌthƌose, la diŵiŶutioŶ de 

l’oďĠsitĠ a un effet clairement préventif. Les programmes d’aŵaigƌisseŵeŶt ĐoŵpƌeŶŶeŶt : un suivi 

ƌĠgulieƌ de l’aliŵeŶtatioŶ et de l’aĐtiǀitĠ phǇsiƋue, uŶe fƌĠƋueŶĐe d’aliŵeŶtatioŶ ƌĠguliğƌe 

;uŶiƋueŵeŶt tƌois fois paƌ jouƌͿ, uŶe ǀaƌiĠtĠ d’aliŵeŶts tout eŶ ƌĠduisaŶt les poƌtioŶs, uŶe ŵodification 

de l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt ƌespoŶsaďle des pulsioŶs aliŵeŶtaiƌes (Fernandes et al., 2013).  

1.1.6.4.3 L’aŶalgĠsie pouƌ le ĐoŶtƌôle de la douleur 

1.1.6.4.3.1 Le paracétamol 

Le paƌaĐĠtaŵol est uŶ aŶtipǇƌĠtiƋue aǀeĐ uŶ ŵĠĐaŶisŵe d’aĐtioŶ ĐeŶtƌal. Il possğde peu d’effets 

secondaires mais, peut provoquer des saignements gastro-iŶtestiŶauǆ loƌsƋu’il est assoĐiĠ aǀeĐ des 
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anti-inflammatoires non stéroïdiens (NSAIDs) (Hinz and Brune, 2012). D’autƌe paƌt, à la dose maximale 

recommandée, le paracétamol peut provoquer des complications hépatiques mortelles (Jordan et al., 

2003).     

1.1.6.4.3.2 Les NSAIDs 

Les patieŶts adhğƌeŶt gĠŶĠƌaleŵeŶt tƌğs ďieŶ à l’appliĐatioŶ topiƋue de ŵĠdiĐaŵeŶt. EŶ effet, il leur 

est plus ĐohĠƌeŶt d’appliƋueƌ uŶe thĠƌapie diƌeĐteŵeŶt suƌ le;sͿ site;sͿ doulouƌeuǆ. L’appliĐatioŶ 

topiƋue des NSAIDs est tƌğs ƌeĐoŵŵaŶdĠe pouƌ tƌaiteƌ la douleuƌ de l’aƌthƌose du geŶou et de la ŵaiŶ 

(Jordan et al., 2003). Il a été montré que les NSAIDs topiques sont aussi efficaces que la prise orale, 

ŵais aǀeĐ uŶe iŶĐideŶĐe plus faiďle d’effets seĐoŶdaiƌes (Heyneman et al., 2000).  

La prise orale de NSAIDs est considérée lorsque les patients ne répondent pas au paracétamol. Les 

NSAIDs ont clairement montré leur efficacité clinique et leur supériorité comparativement au 

paƌaĐĠtaŵol. CepeŶdaŶt, la supĠƌioƌitĠ d’uŶe ŵolĠĐule NSAID ĐoŵpaƌĠe auǆ autƌes Ŷ’a pas encore été 

démontrée (Verkleij et al., 2011). La principale préoccupation ƋuaŶt à l’utilisatioŶ des NSAIDs, est leur 

toxicité potentiellement mortelle. En effet, les NSAIDs peuvent causer de graves ulcères, des 

perforations, obstructions et saignements intestinaux (Maniar et al., 2018).   

1.1.6.4.3.3 Les autres agents pharmacologiques 

Injection intra-articulaire de glucocorticoïdes 

Il eǆiste plusieuƌs Ġtudes justifiaŶt de l’utilisatioŶ de l’iŶjeĐtioŶ iŶtƌa-articulaire de glucocorticoïdes 

pour le soulagement de la douleur (McAlindon et al., 2017). Cette iŶteƌǀeŶtioŶ a d’autƌe paƌt 

l’aǀaŶtage d’ġtƌe siŵple à ƌĠaliseƌ et peu iŶǀasiǀe. L’iŶjeĐtioŶ pƌoduit des effets ƌapides dğs les 

premières heures, cependant ses effets à long terme restent limités (1-4 seŵaiŶes pouƌ l’aƌthƌose du 

geŶou et ϴ seŵaiŶes pouƌ l’aƌthƌose de la haŶĐheͿ (Hirsch et al., 2013). 

Injection intra-aƌtiĐulaiƌe d’aĐide hǇaluƌoŶiƋue 

L’aĐide hǇaluƌoŶiƋue ;HAͿ est uŶ glǇĐosaŵiŶoglǇĐaŶe de haut poids ŵolĠĐulaiƌe, pƌĠseŶt daŶs la 

matrice extracellulaire du cartilage et de la synoviale. Les propriétés viscoélastiƋues de l’HA 

peƌŵetteŶt la luďƌifiĐatioŶ de l’aƌtiĐulatioŶ et le ŵaiŶtieŶ de l’hǇdƌatatioŶ. L’HA est pƌoduit paƌ les 

cellules synoviales. L’iŶjeĐtioŶ d’HA peƌŵet de Đoƌƌigeƌ sa diŵiŶutioŶ oďseƌǀĠe daŶs le liquide synovial 

des patieŶts atteiŶts d’aƌthƌose. L’iŶjeĐtioŶ iŶtƌa-aƌtiĐulaiƌe de HA a uŶ effet ŵoiŶdƌe Ƌue l’iŶjeĐtioŶ 

de glucocorticoïdes sur la douleur. Cependant, son effet perdure plus longtemps, jusƋu’à plus de ϭϮ 

mois post-injection (Charlesworth et al., 2019). 
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Nutraceuticals 

Le terme nutraceutical ƌegƌoupe les ĐoŵposaŶts d’oƌigiŶe Ŷatuƌelle aǇaŶt uŶ ďĠŶĠfiĐe pouƌ la saŶtĠ. Il 

existe des nutraceuticals ayant possiblement des effets sur la douleur et/ou les dommages articulaires. 

Ces produits sont à accès libre en pharmacie ou dans les supermarchés. De plus, étant des produits 

d’allĠgatioŶ de saŶtĠ et ŶoŶ des ŵĠdiĐaŵeŶts, la puďliĐitĠ et la ĐoŵŵuŶiĐatioŶ ne sont pas régulées. 

MalgƌĠ Ƌue Đes pƌoduits soieŶt tƌğs populaiƌes, il Ŷ’eǆiste pas d’ĠǀideŶĐes sĐieŶtifiƋues ŵoŶtƌaŶt uŶ 

iŶtĠƌġt thĠƌapeutiƋue pouƌ l’aƌthƌose (Liu et al., 2018).  

1.1.6.4.4  La chirurgie  

Pouƌ les patieŶts souffƌaŶt d’aƌthƌose sĠǀğƌe, l’aƌthƌoplastie totale de la haŶĐhe ou du geŶou est 

eŶǀisagĠe, afiŶ d’attĠŶueƌ la douleuƌ, ƌestauƌeƌ les foŶĐtioŶs ŵotƌiĐes et aŵĠlioƌeƌ la ƋualitĠ de ǀie 

(figure 16) (McGrath et al., 2009; Schotanus et al., 2016).  

 

1.1.6.4.5  Thérapie cellulaire et tissulaire 

L’iŶgĠŶieƌie tissulaiƌe est une alternative aux méthodes chirurgicales classiques. Elle vise à développer 

des tissus biologiques en utilisant des cellules, des biomatériaux et/ou des molécules actives (facteurs 

de ĐƌoissaŶĐe, iŶhiďiteuƌs, ǀitaŵiŶes, etĐͿ afiŶ de ƌestauƌeƌ les foŶĐtioŶs d’uŶ tissu altĠƌĠ (figure 17). 

La greffe autologue de chondrocyte ou Autologous chondrocyte implantation (ACI) est un des exemples 

reconnus pour le traitement des petites lésions ostéochondrales. En premier lieu, une biopsie de 

Đaƌtilage est oďteŶue apƌğs uŶe aƌthƌosĐopie, afiŶ d’aŵplifieƌ des ĐhoŶdƌoĐǇtes in vitro qui seront 

eŶsuite iŵplaŶtĠs au Ŷiǀeau des lĠsioŶs. L’ACI a eŶsuite ĠǀoluĠe eŶ ŵatƌiǆ-induced autologous 

A B Figure 16 : Remplacement 

total de l’articulation par une 

prothèse.  

(A) Remplacement total de 

l’articulation du genou, (B) 

remplacement total de 

l’articulation de la hanche 

(McGrath et al., 2009; 

Schotanus et al., 2016).  
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chondrocyte implantation ;MACIͿ, paƌ l’iŶtƌoduĐtioŶ des ĐhoŶdƌoĐǇtes daŶs uŶe ŵatƌiĐe poƌĐiŶe de 

collagène. La technique de MACI a porté ces fruits dans de nombreuses études précliniques. 

Cependant, sa supĠƌioƌitĠ ĐoŵpaƌĠe  auǆ ŵĠthodes tƌaditioŶŶelles Ŷ’a pas encore été démontrée 

(Basad et al., 2010; DiBartola et al., 2016). L’eǆpliĐatioŶ de la faiďle effiĐaĐitĠ de l’ACI et MACI la plus 

admise, est que les chondrocytes se dédifférencient loƌs de l’aŵplifiĐatioŶ, Đe Ƌui eŶtƌaiŶe la foƌŵatioŶ 

d’uŶ fiďƌoĐaƌtilage loƌs de la gƌeffe (Vinatier and Guicheux, 2016).  

 

 

Les Đellules souĐhes ŵĠseŶĐhǇŵateuses peuǀeŶt s’eŵploǇeƌ soit de ŵaŶiğƌe autologue ou 

allogénique. L’aǀaŶtage de la thĠƌapie autologue est de ƌĠduiƌe le ƌisƋue de rejet. Cependant, les 

ĐapaĐitĠs de diffĠƌeŶĐiatioŶ et de pƌolifĠƌatioŶ soŶt dĠpeŶdaŶtes de l’âge du doŶŶeuƌ. L’aƌthƌose 

affecte principalement les personnes âgées, les MSC allogéniques semblent donc être plus adaptées, 

Đaƌ elles peuǀeŶt ġtƌe aŵplifiĠes, ĐaƌaĐtĠƌisĠes et testĠes à l’aǀaŶĐe pouƌ uŶe poteŶtielle appliĐatioŶ.   

Figure 17 : Ingénierie tissulaire du cartilage.  

L’ingénierie tissulaire combine l’utilisation de cellules, de biomatériaux et de molécules actives.  (Vinatier and 

Guicheux, 2016). 
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En plus de leur capacité à se différencier, les MSC possèdent des propriétés anti-inflammatoires. En 

effet, il a été montré que les MSC ont la capacité de ƌĠduiƌe l’iŶflaŵŵatioŶ des ĐhoŶdƌoĐǇtes paƌ la 

sĠĐƌĠtioŶ d’IGFϭ et la diŵiŶutioŶ de la ǀoie NF-kB (Manferdini et al., 2013). D’autƌe paƌt, les MSC oŶt 

la capacité d’oƌieŶteƌ les ŵaĐƌophages sǇŶoǀiauǆ d’uŶ phĠŶotǇpe pƌo-inflammatoire (M1) à anti-

inflammatoire (M2) (Manferdini et al., 2017). Les données cliniques actuelles (NCT01183728, CMM-

ART, NCT02123368 phase I/IIͿ ŵoŶtƌeŶt Ƌue l’iŶjeĐtioŶ iŶtƌa-articulaire de MSC est sans risque, 

effiĐaĐe à ƌĠduiƌe l’aǀaŶĐeŵeŶt de l’aƌthƌose et peut daŶs ĐeƌtaiŶ Đas Ġǀiteƌ aƌthƌoplastie totale de 

l’aƌtiĐulatioŶ (Orozco et al., 2014; Turajane et al., 2017; Lamo-Espinosa et al., 2018).  

1.1.6.4.6  Les biomatériaux  

Généralement, en ingénierie tissulaire, les cellules sont ensemencées dans un biomatériau, dans 

l’oďjeĐtif de ƌĠpliƋueƌ les Đaƌactéristiques du tissu à réparer. En simulant la matrice extracellulaire, le 

biomatériau fournit un environnement assurant la survie, la prolifération et la différenciation 

cellulaire. Les biomatériaux peuvent être classifiés en synthétiques et naturels (tableau 1).  

 

 

Parmi les biomatériaux naturels, oŶ distiŶgue Đeuǆ foƌŵĠs d’uŶe ŵatƌiĐe de pƌotĠiŶes ou de 

polysaccharides (Vinatier et al., 2009a). Le biomatériau idéal doit être biocompatible et non 

iŵŵuŶogğŶe. D’autƌe paƌt, il doit fouƌŶiƌ uŶ eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt ϯD faǀoƌaďle à la ĐhoŶdƌogeŶğse et doit 

pouvoir adhérer aux lésions cartilagineuses. De plus, il doit permettre la diffusion de molécules et 

facteurs de croissance. Il doit idéalement être biodégradable et injectable pour être le moins invasif 

possible. Parmi les biomatériaux protéiques, les matrices de collagène I et III ont été utilisées en essai 

Tableau 1 : Principales matrices en ingénierie tissulaire du cartilage. 

Adapté de Vinatier and Guicheux, 2016 

Type Component Commercial product name

Collagen MACI®, Maix®,

Atelocollagen®, MaioRegen®

Fibrin Tissucol kit®

Silk

Hyaluronic acid HYAFF-11®

Chitosan BST-CarGel®

Cellulose

Alginate

Poly(lactic-coglycolic-acid) Bio-Seed-C®

Polylactic acid

Polyethylene glycol

Matrices

Protein

Polysaccharides

Synthetic
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clinique (Cherubino et al., 2003).  La matrice de collagène de type I a été utilisée notamment pour la 

culture 3D de chondrocyte et de MSC en essai clinique au Japon (Kuroda et al., 2007). S’agissaŶt des 

biomatériaux basés sur une matrice de polysaccharides, le Hylaograft C® consiste à inclure des 

chondrocytes autologues daŶs uŶe ŵatƌiĐe d’aĐide hǇaluƌoŶiƋue (Nehrer et al., 2006). Ce concept a 

aŵĠlioƌĠ l’iŶgĠŶieƌie tissulaiƌe Đhez l’hoŵŵe, ŵais l’ageŶĐe euƌopĠeŶŶe de ŵĠdeĐiŶe ;EMAͿ l’a ƌetiƌĠ 

pouƌ Đause d’uŶ ŵaŶƋue d’effiĐaĐitĠ et de sĠĐuƌitĠ saŶitaiƌe. BST-CarGel1® est un biomatériau 

composé de chitosan et de glycerophosphate. Ce matériau a été utilisé en MACI, mais il a eu un effet 

modeste sur la qualité de vie des patients (Steinwachs et al., 2014). Bio-Seed1-C® est une matrice 

poreuse synthétiƋue d’aĐide polǇglǇĐoliƋue ;PGAͿ, d’aĐide polǇlaĐtiƋue et polǇdioǆa-none, sur 

lesquelles des chondrocytes en suspension dans un gel de fibrine sont déposés (Ossendorf et al., 2007). 

Par ailleurs, des biomatériaux combinant plusieurs matériaux ont été développés, comme notamment 

le MaioRegen®, qui est un biomatériau composé de collagène de type I et de hydroxyapatite enrichi 

en magnésium (Filardo et al., 2013). MalgƌĠ uŶ Ŷoŵďƌe iŵpoƌtaŶt d’Ġtudes cliniques et précliniques, 

aucune des matrices citées ci-dessus Ŷ’est injectable. Les études récentes sont dirigées vers des 

ŵatƌiĐes aǇaŶt la ĐapaĐitĠ d’autopolǇŵĠƌisatioŶ et pouǀaŶt ġtƌe iŶjeĐtaďles. Les hydrogels (alginate, 

chitosane, acide hyaluronique) sont des candidats idéals de par leurs propriétés physiques (Dhillon et 

al., 2019). Les hǇdƌogels possğdeŶt d’autƌe paƌt uŶ Ŷiǀeau d’hǇdƌatatioŶ pƌoĐhe de Đelui du Đaƌtilage 

(Foyt et al., 2018). 

1.1.6.4.7  Les facteurs environnementaux 

Plusieurs facteurs de croissance sont impliqués dans le développement de la plaque de croissance au 

Đouƌs de l’eŵďƌǇogeŶğse et ont été identifiés comme pouvant améliorer l’iŶgĠŶieƌie du Đaƌtilage à 

partir des MSC (figure 18). Parmi ces facteurs, les membres 1 et 3 de la superfamille des transforming 

growth factors (TGF) β sont les plus couramment employés (Beane and Darling, 2012; Budd et al., 

2017). De par sa non-vascularisation, le cartilage est un tissu naturellement hypoxique, le taux 

d’oǆǇgğŶe ǀaƌie eŶtƌe Ϯ et ϳ%. L’hǇpoǆie peut aŵplifieƌ la ĐhoŶdƌogeŶğse gƌâĐe au facteur de 

tƌaŶsĐƌiptioŶ iŶduit paƌ l’hǇpoǆie ;HIFͿ, Đelui-ci promeut la chondrogenèse en activant les gènes codant 

pour les protéines de la matrice extracellulaire (Duval et al., 2012). 
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1.1.6.4.8  La thérapie génique 

La thérapie génique contrairement à l’iŶjeĐtioŶ iŶtƌa-articulaire de molécules, permet la production 

durable de facteurs thérapeutiques. La thérapie génique vise à augmenter, remplacer, réduire ou 

remplacer un gène via un vecteur directement dans l’hôte (approche in vivo) ou par implantation de 

cellules autologues génétiquement modifiées (approche ex vivo) (Cucchiarini and Madry, 2019).  

Chez l’aŶiŵal, des lĠsioŶs ostéo-cartilagineuses ont été soignées via des approches de thérapies 

géniques in vivo ou ex vivo. A titƌe d’eǆeŵple, l’adŵiŶistƌatioŶ d’uŶ ǀeĐteuƌ adĠŶoǀiƌal ĐoŶteŶaŶt les 

gènes Interleukin 1 Receptor Antagonist (IL1RN) et IGF1 a permis la réparation des lésions de cartilage 

chez le cheval après 16 semaines (Morisset et al., 2007). De la même manière, l’iŶjeĐtioŶ d’uŶ ǀiƌus 

adénoassocié recombinant (rAAV) portant le gène SOX9 a amélioré la réparation du cartilage après 16 

semaines et a retardé la différenciation hypertrophique des chondrocytes (Cucchiarini et al., 2013). 

Les stratégies ex vivo ont également démontré leur efficacité. Par exemple chez le lapin, l’iŵplaŶtatioŶ 

de chondrocytes surexprimant IGF-1 entraine la formation d’os sous-chondral après 36 jours (Madry 

et al., 2005). Des essais ĐliŶiƋues oŶt ĠtĠ ƌĠalisĠs Đhez l’hoŵŵe. L’uŶe des méthodes, appelée 

TissueGene-C (essai clinique NCT02072070, phase III) consiste à implanter des chondrocytes 

allogéniques surexprimant le TGF-β1 et irradiés aux rayons gammas pour empêcher leur prolifération. 

Les résultats chez les patients montrent une diminution de la douleur et une amélioration de la 

A 

B 

Figure 18 : Effet du TGF-β3 et de l’hypoxie sur la chondrogenèse.  

(A) La chondrogenèse des MSC est amplifiée par le TGF-β3 (Budd et al., 2017). (B) L’hypoxie promeut la chondrogenèse 

des MSC (Duval et al., 2012).      
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fonction motrice (Kim et al., 2018). Un autre essai en cours (le NCT02790723, Sc- rAAV2.5IL-1Ra), 

consiste à injecter en intra-articulaire un rAAV-IL1RN dans le genou des patients (Evans et al., 2018).   

1.1.6.4.9 Les limites aux stratégies actuelles 

Les stƌatĠgies d’iŶgĠŶieƌie tissulaiƌe aĐtuelles soŶt pƌoŵetteuses. CepeŶdaŶt auĐuŶe Ŷ’a prouvé son 

efficacité en clinique. En effet, les cellules implantées peuvent mourir par apoptose ou nécrose 

(Steinert et al., 2007). La mort cellulaire est induite par différents facteurs, comme les cytokines pro-

inflammatoires, les MMPs, le stress oxydatif ou les forces mécaniques. La mort peut aussi provenir du 

tissu receveur au niveau des zones de contact, qui ne supporterait pas le corps étranger. C’est pouƌƋuoi 

le biomatériau doit être biocompatible pour son intégration. La mort peut être limitée en injectant des 

facteurs anti-apoptotiƋues daŶs l’aƌtiĐulatioŶ (Steinert et al., 2007).  

Les Đellules iŵplaŶtĠes oŶt paƌfois l’iŶĐapaĐitĠ de s’iŶtĠgƌeƌ au Đaƌtilage pƌĠeǆistaŶt. Caƌ elles doiǀeŶt 

le pénétrer en le dégradant par libération de MMPs. Elles doivent, de plus, former un tissu ayant la 

même complexité organisationnelle et devant établir des contacts directs aǀeĐ l’os sous-chondral 

(Hunter and Levenston, 2004).  

La qualité du cartilage produit par le greffon est un problème majeur. Dans la plupart des cas, le 

cartilage est de type fibreux, suggérant une dédifférenciation des chondrocytes en cellules de type 

fibroblastique. De plus, les chondrocytes obtenus à partir de MSC tendent à poursuivre leur 

différenciation vers le stade hypertrophique, pouvant grandement altérer la matrice extracellulaire 

(Vinatier et al., 2009a). Les stƌatĠgies d’iŶgĠŶieƌie tissulaiƌe soŶt pƌoŵetteuses, ŶĠaŶŵoiŶs il reste 

encore beaucoup de travail avant de pouvoir obtenir un cartilage hyalin de qualité suffisante et 

persistante à long terme.    
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1.2 Epigénétique  

BieŶ aǀaŶt la ĐoŶŶaissaŶĐe du ƌôle de l’ADN daŶs l’hĠƌĠditĠ, les sĐieŶtifiƋues saǀaieŶt Ƌue ŵġŵe si 

toutes les Đellules d’uŶ oƌgaŶisŵe paƌtagent les ŵġŵes gğŶes, leuƌ pƌofil d’eǆpƌessioŶ Ġtait tƌğs 

diffĠƌeŶt d’uŶe Đellule à l’autƌe (Portela and Esteller, 2010). Conrad Waddington a inventé le terme de 

« paysage épigénétique » (epigenetic landscape), désignant les mécanismes moléculaires 

ĐoŶǀeƌtissaŶt l’iŶfoƌŵatioŶ gĠŶĠtiƋue eŶ phĠŶotǇpes oďseƌǀaďles (figure 19), (Waddington, 2012). Par 

ailleurs, la plupart des changements épigénétiques persistent à travers les mitoses et méioses 

(Trerotola et al., 2015). Paƌ ĐoŶsĠƋueŶt, l’ĠpigĠŶĠtiƋue est gĠŶĠƌaleŵeŶt dĠfiŶie Đoŵŵe l’Ġtude des 

ĐhaŶgeŵeŶts d’expression des gènes tƌaŶsŵissiďles et saŶs ŵodifiĐatioŶ de sĠƋueŶĐe d’ADN (Ferrell, 

2012).  

 

 

L’ĠpigĠŶoŵe iŶĐlut la ŵĠthǇlatioŶ de l’ADN, les ŵodifiĐatioŶs post-traductionnelles des histones, 

l’eǆpƌessioŶ d’ARN ŶoŶ-codants et les changements structurels de la chromatine (Perry et al., 2010). 

Dépendamment de son état de condensation, la chromatine permet ou non l’aĐĐğs à l’ADN pour la 

machinerie transcriptionnelle.  

 

Figure 19 : Le paysage de Waddington.  

Une cellule indifférenciée est représentée comme une balle roulant le long d’une colline. Arrivée à chaque branche, la 

trajectoire de la balle est déviée vers la droite ou vers la gauche, jusqu’à ce qu’elle atteigne le bassin de la colline. Ce bassin 

correspond à la différenciation terminale de la cellule (Ferrell, 2012).      
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1.2.1 MĠthylatioŶ de l’ADN 

La ŵĠthǇlatioŶ de l’ADN Đhez les ŵaŵŵifğƌes est assoĐiĠe à la ƌĠpƌessioŶ de l’eǆpƌessioŶ gĠŶiƋue 

(figure 20) (Sulewska et al., 2007). Elle ĐoŶsiste eŶ l’additioŶ d’uŶ gƌoupeŵeŶt méthyle sur les cytosines 

des ilots CpG, convertissant les cytosines en 5-methylcytosines (5mC) (Bird, 2002).  

 

1.2.1.1 Les DNMTs 

La ŵĠthǇlatioŶ de l’ADN est Ġtaďlie et ŵodifiĠe eŶ ƌĠpoŶse au stiŵuli eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtauǆ paƌ les DNA 

methyltransferases (DNMT), nommées DNMT1, DNMT3A et DNAMT3B (figure 21).  

 

 

Figure 20 : Réaction de méthylation de la cytosine catalysée par les DNMT.  

(Sulewska et al., 2007). 

Figure 21 : Méthylation de l’ADN et 

répression génique.  

ADN non méthylé (haut gauche). 

Méthylation de novo commence (cercle 

rouge), catalysée par les DNMT3A et 

DNMT3B. La méthylation des ilots CpG 

entraine une cascade de répression 

génique (bas droite). Lors de la 

réplication de l’ADN, un brin non-méthylé 

est formé (en vert). La DNMT1 reconnait 

les sites hémi-méthylés et rajoute des 

groupements méthyles sur le brin 

néosynthétisé. (Issa, 2004). 
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La DNMT1 est une méthyltransférase de maintenance, qui méthyle les sites hemi-méthylés de l’ADN 

(Jeltsch and Jurkowska, 2016). La méthylation de maintenance est importante pour maintenir les 

profils de méthylation sur les ďƌiŶs d’ADN ŶĠosǇŶthĠtisĠs lors de la réplication (figure 21). Les DNMT3A 

et DNMT3B sont des méthylases de novo, qui ont pour rôle de méthyler les cytosines non méthylées 

(Issa, 2004). 

1.2.1.2 MéĐaŶisŵes d’iŶhiďitioŶ de l’eǆpƌessioŶ géŶiƋue 

Contrairement aux plantes chez lesquelles la méthylation est associée à la fois à l’aĐtiǀatioŶ et à la 

répression génique, celle-ci chez les mammifères est clairement associée avec la répression (Zhang et 

al., 2018a). Deuǆ ŵodğles d’iŶhiďitioŶ paƌ ŵĠthǇlatioŶ d’ADN eǆistent. Dans le premier, la méthylation 

de l’ADN peut eŵpġĐher sa reconnaissance par la machinerie transcriptionnelle (Watt and Molloy, 

1988). DaŶs le deuǆiğŵe, les pƌotĠiŶes de liaisoŶ à l’ADN ;methyl binding proteins) MBPs reconnaissent 

l’ADN ŵethǇlĠ et ƌeĐƌuteŶt des Đo-répresseurs afiŶ d’ĠteiŶdƌe l’eǆpƌessioŶ du gğŶe (Drewell et al., 

2002). Deux caractéƌistiƋues iŶtĠƌessaŶtes de l’ADN méthylé ont été observées. Premièrement, en plus 

de leur activité catalytique, les DNMTs participeraient de manière physique à la répression génique. 

En effet, il a par exemple été montré que la DNMT3b peut interagir avec le complexe de remodelage 

de la chromatine appelé Sucrose nonfermenting protein 2 homolog (hSNFH2) (Geiman et al., 2004). 

DeuǆiğŵeŵeŶt, la ŵĠthǇlatioŶ de l’ADN peut aussi affeĐteƌ la phase d’ĠloŶgatioŶ de la transcription 

(Klose and Bird, 2006). Une large proportion de méthylation est retrouvée dans les régions introniques 

et exoniques (Shayevitch et al., 2018). Par ailleurs, des études utilisant des gènes rapporteurs, ont 

montré Ƌue la ŵĠthǇlatioŶ de l’ADN daŶs le Đoƌps du gğŶe eŶtƌaiŶe l’iŶhiďitioŶ de la tƌaŶsĐƌiptioŶ 

(Hsieh, 1997).  
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1.2.1.3 La déŵéthǇlatioŶ aĐtive de l’ADN 

Malgré sa stabilité, la 5-methylcytosine (5mC) peut être modifiée de plusieurs manières (figure 22). 

Coŵŵe ŵeŶtioŶŶĠ, la ϱŵC peut ġtƌe diluĠe passiǀeŵeŶt paƌ les ƌĠpliĐatioŶs de l’ADN. De plus, les 

protéines Ten-eleven Translocation (TET) peuvent transformer successivement les 5mC en 5 

hydroxymethylcytosines (5hmC), 5 formylcytosines (5fC) puis en 5 carboxylcytosines (5caC) (figure 22) 

(Bochtler et al., 2017). Les 5fC et 5caC peuvent ensuite être excisées par la thymine DNA glycosylase 

(TDG) afin de former des sites abasiques. Le site est ensuite remplacé par une cytosine (non méthylée) 

via le système de réparation base excision repair (BER) (Wu and Zhang, 2017).  

 

1.2.2 Les ARN non codants (ncRNA)  

UŶ ARN ŶoŶ ĐodaŶt ;ŶĐRNAͿ est uŶe ŵolĠĐule d’ARN ŶoŶ tƌaduit eŶ pƌotĠiŶe. Il existe un nombre 

important de ncRNA aux fonctionnalités multiples : les ARN de transfert (tRNA), les ARN ribosomiques 

(rRNA) ainsi que les petits ARN miRNA, siRNA, piRNA et les longs ncRNA (lncRNA). Le nombre exact des 

ncRNA dans le genome humain reste incertain. Cependant des études transcriptomiques et bio-

Figure 22 : Déméthylation active de l’ADN.  

Les DNMTs convertissent les cytosines en 5mC. Les 5mC peuvent être converties successivement en (5hmC), 

5-formylcytosines (5fC) et 5-carboxylcytosines (5caC) par les protéines TET. Les 5fC et 5caC peuvent être excisées par la 

TDG puis réparées en cytosine par le BER (Wu and Zhang, 2017). 
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iŶfoƌŵatiƋues suggğƌeŶt Ƌu’il eŶ eǆiste des ŵillieƌs (Cheng et al., 2005; ENCODE Project Consortium et 

al., 2007; Washietl et al., 2007; van Bakel et al., 2010; Shahrouki and Larsson, 2012). 

1.2.2.1 Les micro RNA (miRNA) 

Le premier petit ARN non codant appelé lin-4 a été découvert en 1993 après un séquençage génétique 

chez les nématodes. Par la suite, cet ARN a été reconnu comme faisant partie de la classe des miRNA. 

Un nombre important de miRNA est impliqué dans divers processus physiologiques tels que la 

pƌolifĠƌatioŶ, la ŵoƌt Đellulaiƌe, le ŵĠtaďolisŵe, la ŶeuƌogeŶğse, l’hĠŵatopoïğse, l’iŵŵuŶitĠ et la 

chondrogenèse (He and Hannon, 2004; Allas et al., 2018). 

1.2.2.1.1 Biogenèse des miRNA 

La biogenèse des miRNA débute dans le noyau par leur transcription en miRNA primaire (pri-miRNA) 

(figure 23). Le pri-miRNA est ensuite clivé par un complexe formé de DROSHA et DiGeorge syndrome 

chromosomal [or critical] region 8 (DGCR8), afin de produire un miRNA précurseur (pre-miRNA). Le 

pre-ŵiRNA est eǆpoƌtĠ daŶs le ĐǇtoplasŵe paƌ l’eǆpoƌtiŶe ϱ-RAN-GTP. La maturation se poursuit par 

un second clivage effectué par la RNAse III DICER. Le brin guide du miRNA est chargé ensuite dans le 

complexe RISC miRNA induced silencing complex, contenant les protéines DICER et Argonaute. Ces 

protéines entrainent la répression génique (Ding et al., 2009). 
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1.2.2.1.2 MĠĐaŶisŵes d’iŶhiďitioŶ paƌ les ŵiRNA 

Les complexes formés de miRNA et protéines sont appelés les micro-ribonucléoprotéines (miRNP). Ces 

Đoŵpleǆes eŶ se fiǆaŶt suƌ la ƌĠgioŶ ϯ’ UTR de l’ARNŵ Điďle, peuǀeŶt eŶtƌaiŶeƌ sa dĠadeŶǇlatioŶ (figure 

24). Les complexes miRNP peuvent aussi inhiber la traduction en empêchant la reconnaissance de la 

Đoiffe ϱ’ paƌ eIF4E ou la liaison de la sous unité 60S du ribosome (Bhattacharyya et al., 2006). Par 

ailleurs, les ARNm inhibés par les miRNA sont envoyés dans les P-bodies ;ƌegƌoupeŵeŶt d’eŶzǇŵes et 

d’ARN daŶs le ĐǇtoplasŵeͿ où ils soŶt dĠgƌadĠs ou stoĐkĠs. Les ŵiRNA peuǀeŶt Ġgalement inhiber 

l’ĠloŶgatioŶ de la tƌaduĐtioŶ eŶ ƌaleŶtissaŶt l’aĐtioŶ des ƌiďosoŵes ou eŶ altĠƌaŶt leuƌ liaisoŶ à l’ARN 

(Petersen et al., 2006). Durant élongation les miRNP peuvent aussi recruter des protéases induisant la 

dégradation du peptide de synthèse (Filipowicz et al., 2008).  

 

Figure 23 : Biogenèse des miRNA.  

Les miRNA sont transcrits par l’ARN polymérase en miRNA primaires (primiRNA). Les pri-miRNA sont ensuite clivés en miRNA 

précurseurs (pre-miRNA) par le complexe microprocesseur formé de la ribonucléase DROSHA et la protéine de fixation à 

l’ADN DGCR8. Puis, les pre-miRNA sont exportés dans le cytoplasme par l’exportine 5. Dans le cytoplasme, l’endonucléase 

de type RNAse III clive les pre-miRNA afin de produire un duplexe. Enfin les brins générés par DICER sont chargés dans le 

RNA-induced silencing complex (RISC) afin d’induire soit l’inhibition de la traduction de l’ARNm cible soit sa dégradation 

(Allas et al., 2018). 
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1.2.2.2 Les longs ARN non codants lncRNA 

Les progrès de la recherche en bio-iŶfoƌŵatiƋue et eŶ sĠƋueŶçage oŶt peƌŵis la dĠĐouǀeƌte d’uŶ 

nombre important de lncRNA (Mercer et al., 2009; Rinn and Chang, 2012). Malgré le fait que ces ARN 

sont codés par un nombre important de gènes, leur rôle reste pour la plupart inconnu. Les recherches 

suggèrent que les lncRNA régulent la transcription des gènes par modulation de la chromatine (Han 

and Chang, 2015). Cependant, de récentes découvertes ont montré que les lncRNA pourraient avoir 

d’autres fonctions telles que la régulation post-tƌaŶsĐƌiptioŶŶelle, l’oƌgaŶisatioŶ de Đoŵpleǆes 

protéiques et la signalisation cellulaire (Chen et al., 2017).    

 

Figure 24: Mécanismes d’inhibition génique post-transcriptionnels par les miRNA.  

Les miRNPs inhibent la traduction des ARNm en entrainant leur déadenylation, la protéolyse du peptide naissant, en 

inhibant la reconnaissance de la coiffe 5’ par eIF4E ou la liaison de la sous unité 60S du ribosome. Les miRNPs peuvent 

également ralentir l’Ġlongation de la traduction par les ribosomes (Filipowicz et al., 2008).  
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1.2.2.2.1 Régulation transcriptionnelle par les lcnRNA 

Plusieuƌs lŶRNA peuǀeŶt s’assoĐieƌ aǀeĐ des pƌotĠiŶes ĐatalǇsaŶt la ŵodifiĐatioŶ des histoŶes (figure 

25). A titƌe d’eǆeŵple, le lŶĐRNA HOTAIR peut s’assoĐieƌ phǇsiƋueŵeŶt à PRC2 (Polycomb repressive 

complex 2) et LSD1 (Lys-specific demethylase 1). Comme nous le verrons dans la partie consacrée aux 

modifications des histones, PRC2 et LSD1 favorisent la compaction de la chromatine et donc la 

répression génique (Khalil et al., 2009; Portoso et al., 2017). Dans certains cas, les lncRNA peuvent agir 

pendant la transcription de leur cible (Kornienko et al., 2013). Par exemple, lncRNA Airn (antisense of 

Igf2r non-coding RNA) peut interférer avec la transcription de Igf2r (insulin-like growth factor 2 

receptor) (Latos et al., 2012). Certains lncRNA peuvent agir de manière indirecte en inhibant les 

enhancers de leurs cibles. Par exemple chez la levure, les lncRNA Ichthyosis Congenita I, Erythromatous 

Lamellar Ichthyosis, Ichthyosiform Erythroderma ICR1 et Promoting Watson RNA (PWR1) régulent de 

Đette façoŶ l’eǆpƌessioŶ FLϬϭϭ. EŶ effet, ICRϭ ƌĠpƌiŵe l’eǆpƌessioŶ de FLϬϭϭ eŶ iŶhiďaŶt le ƌeĐƌuteŵeŶt 

des facteurs de transcription Flo8 et Slf1 (Bumgarner et al., 2012).  

En plus de la modulation de la chromatine, les lncRNA peuvent réguler la transcription en agissant 

directement sur la machinerie transcriptionnelle. Loƌs d’uŶ ĐhoĐ theƌŵiƋue, les lŶĐRNA gĠŶĠƌĠs des 

gènes Alu SINE elements entrainent la répression de la transcription en interagissant directement avec 

l’ARN polǇŵĠƌase II (Mariner et al., 2008). Il a ĠgaleŵeŶt ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌu’uŶ lŶĐRNA tƌaŶsĐƌit à paƌtiƌ 

du locus DHFR (dihydrofolate reductase), eŵpġĐhe l’asseŵďlage du Đoŵpleǆe de pƌe-initiation de la 

transcription. Les lncRNA peuvent également mimer les séquences de fixation des facteurs de 

transcription en formant des boucles doubles brin. Par exemple, le lncRNA GAS5 (growth arrest specific 

5) peut mimer la séquence de fixation du récepteur au glucocorticoïdes, ce qui entraine la répression 

de la transcription dépendante des glucocorticoïdes (Kino et al., 2010). D’autƌe paƌt, les lŶĐRNA 

régulent la transcription en bloquant la translocation nucléaire des facteurs de transcription. Par 

exemple le facteur de transcription NFAT (nuclear factor of activated T cells), pénètre dans le noyau 

en se liaŶt à l’iŵpoƌtiŶe-β. Le lncRNA NRON (non-coding repressor of NFAT) est en compétition avec 

NFAT, car il se lie au même site de fixation à l’iŵpoƌtiŶe-β. NRON empêche donc la translocation 

nucléaire de NFAT et ainsi la transcription de ces gènes cibles en se fixant à l’iŵpoƌtiŶe-β (Geisler and 

Coller, 2013). 
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Figure 25 : Les lncRNA régulent la transcription à travers plusieurs mécanismes.  

(a-c) Les lncRNA peuvent moduler le niveau de compaction de la chromatine de manière indépendante (a) ou dépendante de la 

transcription (b-c). (d-g) Les lncRNA peuvent moduler à la fois la machinerie générale de la transcription (d-e) mais également des 

régulateurs spécifiques (f-g) (Geisler and Coller, 2013).    



54 

 

1.2.2.2.2 Régulation post-transcriptionnelle 

Immédiatement après la transcription des pré-ARNm ŶaissaŶts, l’Ġpissage alteƌŶatif augŵeŶte le 

Ŷoŵďƌe d’isofoƌŵes poteŶtiels pouƌ uŶ ŵġŵe gğŶe ;figuƌe 26). Dans certain cas les lncRNA qui ont 

une orientation antisens à un gène codant une protéine (aussis appelés NAT pour natural antisense 

transcripts), peuǀeŶt iŶflueŶĐeƌ le deǀeŶiƌ de l’ARNŵ seŶs. A titƌe d’eǆeŵple, le NAT du gğŶe Đ-MYC 

forme un duplex avec le pré-ARNŵ pouƌ ŵoduleƌ l’Ġpissage alteƌŶatif (Beltran et al., 2008). En plus de 

l’Ġpissage, les lŶĐRNA aŶtiseŶs peuǀeŶt ƌĠguleƌ l’ĠditioŶ des ARNŵ. L’ĠditioŶ des ARN est iŵpoƌtaŶte, 

car elle peut ensuite iŶflueŶĐeƌ la stƌuĐtuƌe, l’Ġpissage et soŶ Điďlage paƌ les ŵiRNA (Hundley and Bass, 

2010).  

 

 

La stabilité des ARNm iŵpliƋue ĠgaleŵeŶt les lŶĐRNA. A titƌe d’eǆeŵple, les lŶĐRNA contenant des 

régions Alu répétées sont impliqués dans le recrutement de Staufen 1, apƌğs fiǆatioŶ suƌ la ƌĠgioŶ ϯ’ 

Figure 26 : Régulation post-transcriptionnelle des lncRNA.  

L’Ġpissage alternatif peut être influencé par les lncRNA (a). Les lncRNA peuvent diriger l’Ġdition en s’associant avec 

ADAR (adenosine deaminase acting on RNA), qui convertie les adenosines en inosines (b). La traduction est 

amplifiée par les lncRNA à région SINEB2 (c). Les lncRNA contenant une région Alu peuvent entrainer la dégradation 

de leur cible en recrutant Staufen (d). Les lncRNA peuvent protéger les ARNm de la dégradation en masquant les 

sites de fixation des miRNA (e). Les lncRNA linéaires ou circualires peuvent séquestrer des miRNA avec des 

séquences complémentaires (f)  (Geisler and Coller, 2013).  
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UTR de son ARNm cible. StaufeŶ ϭ eŶtƌaiŶe paƌ la suite la dĠgƌadatioŶ de l’ARNŵ. A l’iŶǀeƌse le lŶĐRNA 

BACE1AS augmente la stabilité de son ARNm antisens BACE1 (beta-site APP-cleaving enzyme 1). 

BACEϭAS ƌeŶtƌe eŶ ĐoŵpĠtitioŶ aǀeĐ les ŵiRNA pouƌ la ƌĠgioŶ ϯ’ UTR BACEϭ (Faghihi et al., 2010).  

Les lncRNA peuvent aussi agir comme des leurres en piégeant les miRNA avec des séquences 

complémentaires. Par exemple, lncRNA LINCMD1 favorise la différenciation musculaire en fixant les 

miRNA miR-133 et miR-135 (Cesana et al., 2011). Ces deƌŶieƌs, ƌĠguleŶt ŶĠgatiǀeŵeŶt l’ARNŵ de 

facteurs de transcription initiateurs du développement musculaire (Geisler and Coller, 2013).  

1.2.3 Modification des histones 

1.2.3.1 L’aĐétǇlatioŶ des histoŶes 

La pƌeŵiğƌe Ġtude ĐoŶĐeƌŶaŶt l’aĐĠtǇlatioŶ des histoŶes est paƌue eŶ ϭϵϲϰ (Allfrey et al., 1964). 

Depuis, il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue l’aĐĠtǇlatioŶ des lǇsiŶes est dǇŶaŵiƋueŵeŶt ƌĠgulĠe paƌ l’aĐtioŶ 

antagoniste de deuǆ faŵilles d’eŶzǇŵes, les histones acétyltransférases (HAT) et les histones 

désacétylases (HDAC). 

1.2.3.1.1  Les HAT 

Les HAT utiliseŶt l’aĐĠtǇl CoA Đoŵŵe ĐofaĐteuƌ et ĐatalǇsent le tƌaŶsfeƌt d’uŶ gƌoupeŵeŶt acétyle sur 

le groupement ε-amino des lysines. Ainsi, elles neutralisent les charges positives des lysines et 

fragilisent les interactions entre histones et ADN (Bannister and Kouzarides, 2011).  

Il existe des HAT de type A et B. Les HAT de type B sont très conservées, principalement 

cytoplasmiques, acétylant les histones libres et non associées à la chromatine. Les HAT de type B 

acétylent les lysines K5 et K12 des histones H4 (et accessoirement H3) néosynthétisées. Une fois le 

nucléosome formé et incorporé dans la chromatine, les groupements acétyls des HAT de type B sont 

effacés (Parthun, 2007). 

 Les HAT de tǇpe A ĐoŵposeŶt uŶe faŵille plus diǀeƌsifiĠe d’eŶzǇŵes. Elles peuvent être séparées en 

3 groupes en fonction de leur séquence amino-acidique et de la leur conformation : GNAT, MYST et 

CBP/p300 (Hodawadekar and Marmorstein, 2007). Les enzymes de ces familles sont majoritairement 

des coactivateurs de la transcription, grâce à leur capacité d’aĐĠtǇleƌ suƌ plusieuƌs sites les Ƌueues N-

teƌŵiŶale des histoŶes. CepeŶdaŶt, il eǆiste d’autƌes sites d’aĐĠtǇlatioŶ pƌĠseŶts suƌ le Đoƌps de 

l’histoŶe et Ƌui ĐoŶtƌiďueŶt ĠgaleŵeŶt à la compaction de la chromatine, comme par exemple, 

l’aĐĠtǇlatioŶ de HϯK56 (Tjeertes et al., 2009). Les HAT de type A, comme de nombreuses enzymes de 

modification des histones, sont retrouvées associées à des complexes multiprotéiques (Yang and Seto, 
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2007). Ces complexes jouent un rôle important dans la spĠĐifiĐitĠ de l’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue. EŶ effet, 

la HAT general control of amino-acid synthesis, yeast, homolog (GCN5) libre, acétyle les histones non 

associées à la chromatine, alors que la GCN5 associée au complexe multiprotéique SAGA, acétyle 

uniquement les histones des nucléosomes (Grant et al., 1997).   

1.2.3.1.2  Les HDAC 

Les HDAC sont des eŶzǇŵes aŶtagoŶistes à l’effet des HAT en restaurant les charges positives des 

lysines (figure 27). Le génome des mammifères code pour 11 protéines avec un domaine désacétylase 

très conservé. Ces protéines sont divisées en quatre familles (I, IIa, IIb et IV), qui diffèrent en termes 

de stƌuĐtuƌe, de foŶĐtioŶ eŶzǇŵatiƋue, de loĐalisatioŶ Đellulaiƌe et de pƌofils d’eǆpƌessioŶ. EŶ plus, de 

Đes HDAC, il eǆiste uŶ autƌe gƌoupe de dĠsaĐĠtǇlases appelĠes les siƌtuiŶes, doŶt l’aĐtioŶ est 

dépendante du nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) et qui constituent la classe III.  

 

 

La classe I est composée des HDAC 1, 2, 3 et 8, elles sont exprimées de façon ubiquitaire et sont 

localisées pƌiŶĐipaleŵeŶt daŶs le ŶoǇau. Elles soŶt ĐoŶstituĠes d’uŶ domaine désacétylase conservé 

avec des extensions amines et carboxyles terminales. Les HDAC1 et 2 sont presque identiques et sont 

généralement retrouvées dans les complexes répressifs Sin3, NuRD, CoRest et PCR2 (Yang and Seto, 

2003). La HDAC3 est retrouvée dans les complexes N-CoR-smRT (Yang and Seto, 2008).   

Figure 27 : La famille des histones désacétylases (HDAC), structure, phénotype et survenue de léthalité après invalidation 

chez la souris.  

Les rectangles verts correspondent à des domaines conservés des HDAC. Les carrés bleus indiquent les sites de liaison à 

MEF2, les sites de liaison à la chaperonne 14-3-3 sont également montrés. E, jours embryonnaires ; ND, non déterminé, P; 

jours postnatals, S; site de phosphorylation des sérines; ZnF, zinc figer  (Haberland et al., 2009). 
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Les HDAC4, 5, 7 et 9 appartiennent à la classe IIa. Ces HDAC ont une large extension N-terminale avec 

un site de liaison conservé au factor myocyte enhancer factor 2 (meF2) et à la protéine chaperonne 

14-3-3. Lorsque les HDAC sont phosphorylées par la calcium/calmodulin-dependent protein kinase 

(CamK) ou la protein kinase D (PKD), elles sont exportées hors du noyau (Vega et al., 2004b). Cette 

exportation permet aux HAT de se lier à meF2 à la place des HDAC, convertissant ce facteur de 

transcription répresseur en activateur (Lu et al., 2000). A l’iŶǀeƌse d’autƌes HDAC de classes II, les HDAC 

de type IIa ont un profil d’eǆpƌessioŶ assez ƌestƌeiŶt. Les HDAC ϱ et ϵ soŶt tƌğs eŶƌiĐhies dans les 

ŵusĐles, le Đœuƌ et le Đeƌǀeau (Zhang et al., 2002a). La HDAC4 est très exprimée dans le cerveau, la 

plaque de croissance et le squelette (Vega et al., 2004a). La HDAC7 quant à elle, est enrichie dans les 

cellules endothéliales et le thymus (Chang et al., 2006). La ƌĠpƌessioŶ gĠŶiƋue paƌ les HDAC Ŷ’est pas 

uniquement liée à leur activité désacétylase. En effet, il a été montré que la HDAC9 délétée de son 

doŵaiŶe dĠsaĐĠtǇlase Ġtait toujouƌs Đapaďle d’iŶhiďeƌ les gğŶes Điďles de ŵeFϮ. Cet effet, peut ġtƌe 

expliqué par le fait que les HDAC de classe II peuvent recruter les HDAC de classe I sur leur domaine C-

terminal (Zhang et al., 2002b). De plus, les HDAC de Đlasse II peuǀeŶt iŶteƌagiƌ aǀeĐ d’autƌes faĐteuƌ de 

répression tels que  heterochromatin protein 1 (HP1) et C-terminal-binding protein (CTBP) (Dressel et 

al., 2001). Les HDAC de classe II, en plus de leur activité enzymatique, fonctionnent comme des 

adaptateurs de plusieurs régulateurs transcriptionnels.  

Les HDAC6 et HDAC10 forment la classe IIb. La HDAC6 est la principale désacétylase cytoplasmique 

chez les mammifères (Fischer et al., 2002). La HDAC6 se distingue des autres HDAC par ces deux 

domaines désacétylases et son domaine zinc finger en C-terminal. Parmi ces cibles, nous retrouvons 

des pƌotĠiŶes ĐǇtoplasŵiƋues l’α-tubulin et cortactine, transmembranaires comme le récepteur à 

l’iŶteƌfĠƌoŶ (IFNαR) et des protéines chaperonnes (Haberland et al., 2009).  

La classe IV est uŶiƋueŵeŶt ĐoŵposĠe de la HDACϭϭ, doŶt l’eǆpƌessioŶ est eŶƌiĐhie dans le cerveau, 

le Đœuƌ, les ŵusĐles, les ƌeiŶs aiŶsi Ƌue les testiĐules (Gao et al., 2002).  

1.2.3.2 La méthylation des histones 

La méthylation des résidus lysines des histones induite par les histones méthyltransférases (HMT), peut 

être associée à l’aĐtiǀatioŶ ou la ƌĠpƌessioŶ de l’eǆpƌessioŶ des gğŶes eŶ foŶĐtioŶ de l’aĐide aŵiŶĠ 

ĐoŶĐeƌŶĠ. Paƌ eǆeŵple, la tƌiŵĠthǇlatioŶ de la lǇsiŶe ϰ de l’histoŶe Hϯ ;HϯKϰŵeϯͿ est assoĐiĠe à 

l’aĐtiǀatioŶ tƌaŶsĐƌiptioŶŶelle, aloƌs Ƌue la tƌiŵĠthǇlatioŶ de la lǇsiŶe Ϯϳ de l’histoŶe Hϯ ;HϯKϮϳŵeϯͿ 

est associée à la répression transcriptionnelle (Perry et al., 2010).  
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1.2.3.2.1 La méthylation de H3K4 

La ŵĠthǇlatioŶ de HϯKϰ est uŶe ŵodifiĐatioŶ tƌğs ĐoŶseƌǀĠe au Đouƌs de l’ĠǀolutioŶ et tƌğs eŶƌiĐhie au 

niveau des promoteurs ou elle favorise la transcription (Shilatifard, 2012). La méthylation de H3K4 est 

effectuée par les homologues de la famille Set1 (SET1A/KMT2F, SET1B/KMT2G, MLL1 (mixed-lineage 

leukemia 1) /KMT2A, MLL2/KMT2B, MLL3/KMT2C and MLL4/KMT2D). Les homologues Set1 forment 

des complexes avec quatre sous-unités différentes communes (WRAD: WDR5 (WD repeat domain 5), 

RbBP5 (retinoblastoma binding protein 5), ASH2L (absent, small or homeotic-2 like) et DPY30) mais 

également des sous unités spécifiques à chaque homologue (Shilatifard, 2012). L’association des 

WRAD avec les proteins SET1/MLL fournies des propriétés enzymatiques spécifiques. MLL1 isolée 

possède une faible activité ŵĠthǇltƌaŶsfĠƌase. Aloƌs Ƌu’elle eǆhiďe uŶe aĐtiǀitĠ ŵoŶo et di 

ŵĠthǇltƌaŶsfĠƌase loƌsƋu’elle est ĐoŵpleǆĠe aǀeĐ WRAD (Patel et al., 2009). AiŶsi, l’asseŵďlage des 

différents complexes SET1/MLL/WRAD dicte la spécificité de liaison avec les facteurs de transcription 

et l’aĐtiǀatioŶ de gğŶes spécifiques (Hyun et al., 2017).  

Les premières déméthyltransférases de H3K4 découvertes sont les protéines LSD1 (KDM1A) et LSD2 

(KDM1B) (Ciccone et al., 2009). Il a été montré que LSD1 est recrutée sur ses gènes cibles par CoREST, 

BHC80, SFMBT1 et Snail (Lin et al., 2010). De plus, les familles des protéines JARID1 (jumonji AT-rich 

interactive domain-ϭͿ et NϬϲϲ, soŶt aussi dotĠes d’uŶe activité H3K4 déméthyltransférase (Højfeldt et 

al., 2013). NϬϲϲ est Đapaďle de dĠŵĠthǇleƌ les tƌois Ġtats de ŵĠthǇlatioŶ de HϯKϰ eŶ utilisaŶt l’α-

cétoglutarate et le Fe(II) comme cofacteurs (Sinha et al., 2010), alors que les protéines JARID1 sont 

spécifiques de H3K4me2 et H3K4me3 (Christensen et al., 2007).  

1.2.3.2.2 La méthylation de H3K9 

La méthylation de H3K9 est connue pour réprimer la transcription est favorisée la compaction de la 

chromatine (Barski et al., 2007). Il existe plusieurs types de méthyltransférases de H3K9 chez les 

mammifères (SUV39H1/KMT1A, SUV39H2/KMT1B, SETDB1/KMT1E, G9a/KMT1C-GLP (G9a-like 

protein)/KMT1D and PRDM) (Brower-Toland et al., 2009). SUV39H1 et SUV39H2 catalysent la di et la 

tƌi ŵĠthǇlatioŶ daŶs les ƌĠgioŶs ĐoŶstitutiǀes d’hĠtĠƌoĐhƌoŵatiŶe doŶt les ƌĠgioŶs pĠƌiĐeŶtƌiƋues 

(Lachner et al., 2001). Euchromatic histone-lysine N-methyltransferase 2 and Glucagon-like peptide 1  

(G9a-GLP) est une autre H3K9 méthyltransférase ƌĠpƌiŵaŶt l’eǆpƌessioŶ gĠŶiƋue paƌ ŵoŶo et di 

méthylation (Tachibana et al., 2002). Plusieurs PRDM (PRDI-BF1 and RIZ homology domain) 

contribuent à la méthylation de H3K9. Parmi les 17 membres de la famille PRDM, certains possèdent 

un domaine Protein arginine PR similaire à un domaine Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste and Trithorax 
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(SET) avec une activité méthyltransférase. Les autres membres participent à la méthylation de H3K9 

eŶ s’assoĐiaŶt aǀeĐ d’autƌes ŵĠthǇltƌaŶsfĠƌases telles que G9a (Hohenauer and Moore, 2012).  

Il existe trois classes de protéines à activité H3K9 déméthylase JHDM2/KDM3, JHDM3(JMJD2)/KDM4 

et PHF8/KDM7. Les JHDM2 (jumonji domaincontaining histone demethylase-2) ont la capacité de 

déméthyler H3K9me1 et H3K9me2 (Yamane et al., 2006). Les JHDM3 peuvent déméthyler H3K9me2 

and H3K9me3 (Cloos et al., 2006). Les PHF (PHD fingerͿ doŶt l’aĐtioŶ est dĠpeŶdaŶte du Fe(II), 

déméthylent H3K9me1 et H3K9me2 (Loenarz et al., 2010).  

1.2.3.2.3 La méthylation de H3K36 

H3K36ŵeϯ est ƌetƌouǀĠe à l’iŶtĠƌieuƌ du gğŶe, où elle faǀoƌise l’ĠloŶgatioŶ de la tƌaŶsĐƌiptioŶ. Les 

cellules de mammifères contiennent huit H3K36 méthyltransférases différentes : NSD1/KMT3B, 

NSD2/KMT3G, NSD3/KMT3F, SETD2/KMT3A, SETD3, SETMAR, SMYD2/KMT3C and ASH1L/KMT2H 

(Wagner and Carpenter, 2012). Parmi elles, SETD2 contribue majoritairement à la tri-méthylation de 

H3K36, alors que les sept autres sont restreintes à une activité H3K36 mono et di-méthyltransférase 

(Edmunds et al., 2008).  

Il existe deux familles de H3K36 démethyltransferases chez les mammifères :  JHDM1/KDM2A-B et 

JHDM3/JMJD2/KDM4A-D. JHDM1 est spécifique de H3K36me1 et H3K36me2, elle contient un domaine 

PHD permettant la fixation aux histones (Li et al., 2006). JHDM3 est spécifique de H3K36me2 et 

H3K36me3, mais a la capacité de déméthyler in vitro H3K9me2 et H3K9me3 (Cloos et al., 2006).  

1.2.3.2.4 La méthylation de H3K79 

Contrairement à la plupart des méthylations de lysine localisées au niveau de la queue des histones et 

catalysées par le domaine SET des méthyltransférases, la méthylation de H3K79 a lieu au niveau de la 

régioŶ gloďulaiƌe de l’histoŶe Hϯ et est ƌĠalisĠe paƌ DOT1L (DOT1-like)/KMT4, (Nguyen and Zhang, 

2011). MalgƌĠ Ƌu’il ait ĠtĠ Ġtaďli Ƌue HϯKϳϵŵeϯ soit ƌĠǀeƌsiďle, auĐuŶe dĠŵĠthǇlase Ŷ’a ĠtĠ ideŶtifiée 

à l’heuƌe aĐtuelle (Hyun et al., 2017).  

1.2.3.2.5 La méthylation de H4K20 

La méthylation de H4K20 est catalysée principalement par SET8/KMT5A, elle catalyse la mono et la 

diméthyméthylation de H4K20me1, formant ainsi H4K20me2 et H4K20me3 respectivement (Yang et 

al., 2008). Il existe plusieurs déméthylases iŵpliƋuĠes daŶs l’effaĐeŵeŶt de la ŵĠthǇlatioŶ de HϰKϮϬ. 

PHD8/KDM7B a été la première à avoir été identifiée comme H4K20me1 déméthylase (Liu et al., 2010). 
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1.2.4  Méthylation de H3K27 

1.2.4.1 PRC2/EZH2 

La lysine de 27 de l’histoŶe Hϯ peut être mono-, di- ou tri-méthylée. La formation de H3K27me3 est 

séquentielle et résulte toujours de la mono-méthylation de H3K27me2 (Zee et al., 2010). Dans les 

cellules souches embryonnaires la méthylation de H3K27 est très abondante, avec 50% des lysines 27 

diméthylées, 15% triméthylées et 15% monométhylées (Peters et al., 2003). La marque H3K27me2 a 

uŶ douďle ƌôle. D’uŶe paƌt elle est le suďstƌat d’EZHϮ pouƌ la foƌŵatioŶ de HϯKϮϳme3. D’autƌe paƌt 

elle eŵpġĐhe l’aĐĠtǇlatioŶ de HϯKϮϳ (Tie et al., 2009). 

La méthylation de H3K27 est catalysée par le complexe Polycomb repressive complex 2 (PRC2). Ce 

dernier est constitué de 7 sous unités AEBP2, PCL, JARID2 SUZ12, EED RbAp46/48 et enhancer of zeste 

2 polycomb repressive complex 2 (EZH2), la sous-unité catalytique (figure 28) (Margueron and 

Reinberg, 2011).  

 

 

Le gğŶe d’EZHϮ est loĐalisĠ suƌ le ďƌas loŶg du Đhƌoŵosoŵe ϳ ;7q36.1). Elle est exprimée 

principalement dans le noyaux mais peut être retrouvée dans le cytoplasme (Bracken et al., 2003a; 

Figure 28 : Le complexe PRC2.  

(a) Les 7 sous-unités de PRC2. (b) Les 

domaines et leurs caractéristiques sont 

indiqués pour chaque sous-unité de PRC2 

(Margueron and Reinberg, 2011).    

a 
ď 
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Kirmizis et al., 2004). Les souris invalidées pour EZH2 meurent au stade E7.5 du développement 

embryonnaire ;O’Caƌƌoll et al., ϮϬϬϭͿ. L’aĐtiǀitĠ ŵĠthǇltƌaŶsfĠƌase d’EZHϮ est ĐoŶfĠƌĠe paƌ soŶ 

doŵaiŶe SET. CepeŶdaŶt, EZHϮ seule Ŷ’a pas d’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue et requiert l’iŶteƌaĐtioŶ d’autres 

membres du complexe PRC2, en particulier EED et SUZ12. EZHϮ ĐatalǇse l’additioŶ d’uŶ gƌoupeŵeŶt 

méthyle sur H3K27 en utilisant comme cofacteur la S-adenosyl-L-methionine (SAM) qui devient S-

adenosyl-L-homocysteine (SAH) après la réaction. SAH est un inhibiteur compétitif de SAM (figure 29) 

(Völkel et al., 2015). 

 

 

Le terme Polycomb réfère initialement à un phénotype de drosophile, ayant une segmentation altérée 

(Kyba and Brock, 1998). Aujouƌd’hui le gƌoupe polǇĐoŵď (PcG) définit un ensemble de gènes dont la 

mutation entraine un phénotype similaire (Margueron and Reinberg, 2011). Embryonic ectoderm 

development (EED) avec son domaine Post-translational modification (PTM) de reconnaissance de 

H3K27me1, joue un rôle central dans le recrutement de PRC2 sur ces gènes cibles. Adipocyte Enhancer-

Binding Protein (AEBP2) et SUZ12 polycomb repressive complex 2 subunit (SUZ12) possèdent un 

domaine zinc finger permettant de stabiliser l’iŶteƌaĐtioŶ de PRCϮ aǀeĐ l’ADN. Polycomb-like (PCL) 1 

Figure 29 : Réaction de méthylation par EZH2 en utilisant SAM comme cofacteur.  

Le donneur de méthyle d’EZH2 est SAM qui devient SAH après réaction. SAH est ensuite transformée en homocystéine 

par la SAH hydrolase (Völkel et al., 2015). 
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contient un plant homeodomain (PHD) ce qui lui permet de fixer la queue N-terminale des histones. 

Jumonji And AT-Rich Interaction Domain Containing 2 (JARID2) est un membre de la famille des 

Jumonjis mais sans activité catalytique. Elle possède un domaine AT-rich interaction (ARID) de liaison 

à l’ADN. RbAp46 et RbAp48 soŶt des ĐhapeƌoŶŶes d’histoŶes (Margueron and Reinberg, 2011). EZH1 

est uŶ hoŵologue d’EZHϮ ŵais aǀeĐ uŶe aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue quasi nulle. EZH1 est généralement 

retrouvée sur des gènes transcriptionnellement actifs. En effet, EZHϭ eŶ pƌeŶaŶt la plaĐe d’EZHϮ 

pourrait par compétition, réguler négativement la méthylation de H3K27me3 et la répression génique 

qui en découle (Xu et al., 2015).  

La présence de PRC2 sur la chromatine entraine à travers différents mécanismes la répression génique 

(Di Croce and Helin, 2013). En effet, PRC2 peut recruter PRC1, qui par son activité E3 ligase, entraine 

la compaction de la chromatine (figure 30Ϳ. L’Ġtat ĐoŵpaĐtĠ de la ĐhƌoŵatiŶe ƌĠduit l’aĐĐğs à la 

machinerie de la tƌaŶsĐƌiptioŶ aiŶsi Ƌu’auǆ Đoŵpleǆes de ƌeŵodelage de la ĐhƌoŵatiŶe tels Ƌue 

SWI/SNF (Bantignies and Cavalli, 2011). PRC2/EZH2 régule les gènes impliqués dans le développement, 

l’iŶaĐtiǀatioŶ du Đhƌoŵosoŵe X, la régulation du cycle cellulaire, et le maintien de la pluripotence des 

cellules souches embryonnaires (ESCs). 

 

 

Figure 30 : Répression génique induite par PRC2/EZH2.  

En formant H3K27me3, PRC2 entraine la compaction de la chromatine notamment via le recrutement de PRC1. La 

compaction de la chromatine empêche par la suite l’accès à l’ARN polymérase II et aux complexes de remodelage de la 

chromatine à l’ADN (Di Croce and Helin, 2013).  
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1.2.4.2  Régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle 

d’EZH2 

La sĠƋueŶĐe du pƌoŵoteuƌ d’EZHϮ contient plusieurs sites de liaison pour différents facteurs de 

transcription comme retinoblastoma protein-E2 factor (pRB-E2F), ETS Transcription Factor ELK1 (ELK1), 

K-ras or Ki-ras (KRAS), extracellular signal–regulated kinases (ERK), Protein kinase B (Akt), hypoxia-

induced (HIF-1a) et nuclear factor-kappa B (NF-kB) (Bracken et al., 2003b; Bantignies and Cavalli, 2011; 

Chang et al., 2011; Fujii et al., 2011). Les miRNA miR-26a et miR-101 sont aussi impliqués dans la 

ƌĠgulatioŶ d’EZHϮ paƌ liaisoŶ à sa sĠƋueŶĐe ϯ’ UTR (Sander et al., 2008; Zhang et al., 2012a). EZH2 est 

également soumise à la phosphorylation. La phosphorylatioŶ d’EZHϮ paƌ AKT suƌ sa SeƌϮϭ ƌĠpƌiŵe soŶ 

activité méthylase. EZH2 sous cette forme phosphorylée, peut servir de cofacteur (enhancer) de 

transcription indépendamment de son activité catalytique (Cha et al., 2005; Latos et al., 2012). Par 

ailleuƌs, il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue la phosphoƌǇlatioŶ d’EZHϮ suƌ sa Thr350 par cyclin dependent kinase (CDK) 

1 facilite son recrutement sur ces cibles et augmente son activité enzymatique (Chen et al., 2010). A 

l’iŶǀeƌse, loƌsƋue CDKϭ phosphoƌǇle la Thƌϰϴϳ d’EZHϮ, elle iŶhiďe son activité méthylase et sa liaison 

sur ces gènes cibles (Yapp et al., 2016).    

1.2.4.3 IŵpliĐatioŶ d’EZH2 dans les maladies oncologiques et 

inflammatoires 

EZH2 est connue pour être recrutée sur des loci spécifiques au cours du développement, afin de 

faǀoƌiseƌ uŶe ǀoie de diffĠƌeŶĐiatioŶ au dĠtƌiŵeŶt d’uŶe autƌe (Ezhkova et al., 2009). De manière, 

analogue à son rôle dans les cellules souches normales, EZH2 dans les cellules souches cancéreuses 

(CSC) du sein, inhibe l’eǆpƌessioŶ des gğŶes de la diffĠƌeŶĐiatioŶ. A Đause de leur état quiescent, les 

CSC sont responsables des récidives après chimio ou radiothérapie (Ezhkova et al., 2009; Xu et al., 

2012b). EZHϮ augŵeŶte aussi l’eǆpƌessioŶ de pRď-E2F dans certains cancers. PRb-E2F favorise la 

pƌolifĠƌatioŶ des Đellules ĐaŶĐĠƌeuses eŶ augŵeŶtaŶt d’uŶe paƌt l’eǆpƌessioŶ de gğŶes iŵpliƋuĠs daŶs 

le cycle cellulaire, ŵais ĠgaleŵeŶt eŶ stiŵulaŶt l’eǆpƌessioŶ d’EZHϮ (Bracken et al., 2003b). EZH2 est 

capable de méthyler des protéines non-histones. Par exemple, EZH2 favorise la formation de CSC dans 

les glioblastomes en méthylant STAT3 et le récepteur aux androgènes (AR) (Kim et al., 2013).  

EZH2 est par ailleurs impliquée dans certains processus immunologiques et inflammatoires. Les 

macrophages oscillent entre deux phénotypes : M1 pro-inflammatoire et M2 anti-inflammatoire. Il a 

ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue l’iŶǀalidatioŶ d’EZHϮ daŶs les ŵaĐƌophages ƌĠduit leuƌ diffĠƌeŶĐiatioŶ Mϭ aĐtiǀĠe par 

les toll like receptors ;TLRͿ. De plus, l’iŶǀalidatioŶ d’EZHϮ iŶhiďe l’aĐtiǀitĠ auto-immune des microglies 
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daŶs uŶ ŵodel ŵuƌiŶ d’eŶĐĠphaloŵǇĠlite (Zhang et al., 2018b). Au cours de la sclérose en plaque, une 

maladie auto-immune du système nerveux central, EZH2 est surexprimée dans les lymphocytes CD4+ 

et CDϴ+ ŵatuƌes pƌĠseŶts suƌ les sites iŶflaŵŵatoiƌes, aloƌs Ƌu’elle est peu exprimée dans les 

lymphocytes naïfs de la circulation sanguine. Elle faǀoƌiseƌait l’adhĠsioŶ et la ŵigƌatioŶ des 

lymphocytes vers le système nerveux central (Malhotra et al., 2018). Dans un modèle expérimental de 

la maladie de Crohn ;iŶflaŵŵatioŶ ĐhƌoŶiƋue de l’iŶtestiŶͿ, l’iŶhiďitioŶ d’EZHϮ paƌ le GSKϯϰϯ, peƌŵet 

de ƌetaƌdeƌ le dĠĐleŶĐheŵeŶt de la pathologie et d’attĠŶueƌ les sǇŵptôŵes iŶflaŵŵatoiƌes (Zhou et 

al., 2019a). Des résultats similaires ont été observés dans un modèle de pulpite (inflammation de la 

pulpe dentaire) chez le rat, où l’iŶhiďitioŶ d’EZHϮ paƌ siRNA ĐoŶtƌeĐaƌƌe l’iŶflaŵŵatioŶ eŶ ƌĠduisaŶt la 

libération de cytokines (Hui et al., 2018). Des Ġtudes suggğƌeŶt paƌ ailleuƌs Ƌu’EZHϮ est impliquée dans 

certains processus anti-inflammatoires. Les cellules NKT (Natural killer T cells) expriment le récepteur 

des cellules T (TCR), leur permettant de reconnaitre des antigènes endogènes et environnementaux. 

DaŶs uŶ ŵodğle ŵuƌiŶ d’asthŵe iŶduit paƌ les Đellules NKT, la dĠlĠtioŶ d’EZHϮ augmente 

l’hǇpeƌaĐtiǀitĠ des ǀoies ƌespiƌatoiƌes, l’iŶflaŵŵatioŶ pulŵoŶaiƌe et la pƌoduĐtioŶ de mucus (Tumes 

et al., 2019). De même, il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue l’iŶǀalidatioŶ d’EZHϮ daŶs les Đellules eŶdothĠliales, 

augŵeŶte l’iŶflammation en activant la voie NFkB (Barroso et al., 2016).  

1.2.5 Les déméthylases JMJD3 et UTX 

HϯKϮϳŵeϯ peut ƌeǀeŶiƌ à l’Ġtat hǇpoŵĠthǇlĠ paƌ l’aĐtioŶ des demethylases Jumonji Domain 

Containing 3 (JMJD3) et Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat, X chromosome (UTX).  

Les deux demethylases de H3K27me3 ubiquitously transcribed tetratri- copeptide repeat X 

chromosome protein (UTX ou KDM6A) et Jumonji D3 (JMJD3 or KDM6B) ont été découvertes en 2007  

(Agger et al., 2007; De Santa et al., 2007; Arcipowski et al., 2016). UTX dont le gène est localisé sur le 

bras court du chromosome X (Xp11.3), est exprimé de manière ubiquitaire. Son promoteur contient 

des sites de liaison pour Activator protein 1 (AP-1), E2 factor (E2F) 1-5, Nuclear factor, interleukin 3 

regulated (NFIL3), Spermatogenic Leucine Zipper 1 (Spz1) et Yin Yang 1 (YY1). Le gène JMJD3 est localisé 

sur le bars court du chromosome 17 (17p13.1). Son promoteur possède des séquences de liaison pour 

erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1 (c-Ets-1), hepatocyte nuclear factor 4alpha1 

(HNF4alpha1), NF-kappaB, NK2 Homeobox  (Nkx2-5) et Olf Early B Cell Factor  (Olf-) 1. 

JMJD3 est induite par des stimuli inflammatoires, viraux ou oncogéniques. UTX contient un domaine 

catalytique JmjC et 6 domaines tetratricopeptide repeat (TPR) impliqués dans les interactions 

protéines-protéines (figure 31). JMJD3 ne contient que le JmjC comme domaine caractéristique. JMJD3 

et UTX ont des séquences amino-aĐidiƋues siŵilaiƌes à ϴϰ%. UTY est uŶ paƌalogue d’UTX, son gène est 
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localisé dans le chromosome Y, et peut compenser dans certaines circonstances les activités non-

ĐatalǇtiƋues d’UTX (Shpargel et al., 2012a). En effet, UTY possède un domaine JmjC non fonctionnel 

(Shpargel et al., 2012a).  

  

 

L’action de JMJD3 et UTX est assoĐiĠe à l’aĐtiǀatioŶ tƌaŶsĐƌiptioŶŶelle. In vitro, UTX purifiée est inactive 

sur les histones, suggérant la nécessité de co-facteurs à son activité (Lan et al., 2007). L’aĐtiǀitĠ de 

JMJDϯ et UTX eŶtƌaiŶe l’augmentation de H3K27me1 au niveau de leurs gènes cibles (figure 32). 

Actuellement, aucune étude Ŷ’a ŵoŶtƌĠ la ĐapaĐitĠ de JMJDϯ, d’UTX ou d’uŶe autƌe eŶzǇŵe à effaĐeƌ 

la mono-méthylation de H3K27. Néanmoins, contrairement à H3K27me3, H3K27me1 est associée avec 

l’aĐtiǀatioŶ de la tƌaŶsĐƌiptioŶ (Barski et al., 2007). 

 

 

Des études ont suggĠƌĠ Ƌue JMJDϯ et UTX oĐĐupeŶt d’autƌes foŶĐtioŶs Ƌue Đelle de dĠŵĠthǇleƌ 

H3K27me3 (figure 33). Par exemple, elles jouent un rôle de protéines architecturales pour maintenir 

le complexe de remodelage de la chromatine switch/sucrose non-fermentable (Swi/Snf). UTX s’assoĐie 

par ailleurs avec le complexe de remodelage BRAHMA (BRM), afiŶ de faĐiliteƌ l’aĐĠtǇlatioŶ des lǇsiŶes 

(Tie et al., 2009). Au cours du développement, UTX occupe les promoteurs des gènes HOX et recrute 

le complexe Polycomb repressive complex 1 (PRC1), entrainant l’uďiƋuitiŶatioŶ de l’histoŶe HϮA (Agger 

et al., 2007). UTX staďilise d’autƌe paƌt le Đoŵpleǆe mixed- lineage leukemia 3/4 (MLL3/4), impliqué 

dans la méthylation de H3K4 (Issaeva et al., 2007). JMJD3 est aussi impliƋuĠe daŶs l’ĠloŶgatioŶ de la 

tƌaŶsĐƌiptioŶ eŶ s’assoĐiaŶt auǆ faĐteuƌs SPT6 et SPT16 (Horton et al., 2010). 

Figure 32 : Méthylation et déméthylation de la lysine 27 de l’histone H3 (H3K27). 

(A) La sous unité EZH2 de PRC2 catalyse la  mono, di, et triméthylation de H3K27. UTX et JMJD3 sont des H3K27 di et 

triméthyl déméthylases. (Swigut and Wysocka, 2007). 

Figure 31 : Les déméthylases de H3K27me3.  

JMJD3 et UTX sont les deux H3K27me3 déméthylases ayant une activité 

enzymatique. UTY est un paralogue d’UTX, il possède une activité quasi 

indétectable. JmjC: Jumonji C domain, TPR: tetratricopeptide repeats, 

PHD: plant homeodomain, aa: amino acids ( Arcipowski et al., 2016). 
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1.2.5.1 JMJD3 et UTX sont impliquées dans plusieurs processus de 

différenciation et de développement 

JMJD3 et UTX sont exprimées tƌğs pƌĠĐoĐeŵeŶt peŶdaŶt l’eŵďƌǇogeŶğse. EŶ effet, les ESCs oŶt la 

particularité de contenir au niveau des promoteurs des gènes du développement (gènes HOX), des 

régions chromatiques appelées « domaines bivalents », contenant à la fois H3K27me3 et H3K4me3. 

Loƌs de la diffĠƌeŶĐiatioŶ des ESCs, les doŵaiŶes ďiǀaleŶts peƌdeŶt l’uŶe des deuǆ ŵaƌƋues, seloŶ 

l’eŶgageŵeŶt de la Đellule ǀeƌs uŶe ǀoie de diffĠƌeŶĐiatioŶ ;figuƌe 34Ϳ. L’ĠliŵiŶatioŶ de HϯKϮϳŵeϯ 

implique UTX, JMJD3 et la répression de la méthylase EZH2 (Swigut and Wysocka, 2007). 

Figure 33 : JMJD3 et UTX ne sont pas seulement des déméthylases.  

Les déméthylases ont aussi d’autres activités affectant la méthylation des histones, le remodelage de la chromatine, 

l’Ġlongation de la transcription et l’ubiquitination. MLL: mixed-lineage leukemia, SWI/SNF: switch/sucrose non-

fermentable, AR: androgen receptor, PRC1: Polycomb repressor complex 1, TRIM26: tripartite motif (family) 26, PHF20: 

plant homeodomain factor 20. (Arcipowski et al., 2016). 
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Les souris femelles déficientes en UTX meurent au stade embryonnaire E10-E11.5. Les mâles à 

l’iŶǀeƌse, ŶaisseŶt ŵais aǀeĐ uŶe taille sigŶifiĐativement réduite (Shpargel et al., 2012b). Ceci pourrait 

s’eǆpliƋueƌ paƌ la pƌĠseŶĐe d’UTY Đhez les ŵâles, Ƌui ĐoŵpeŶseƌait uŶe paƌtie des foŶĐtioŶs d’UTX. Les 

eŵďƌǇoŶs iŶǀalidĠs pouƌ JMJDϯ ŵeuƌeŶt d’uŶe dĠfiĐieŶĐe ƌespiƌatoiƌe à Eϭϴ.ϱ (Shpargel et al., 2014). 

Il a été montré que JMJD3 faǀoƌise la diffĠƌeŶĐiatioŶ ŶeuƌoŶale. EŶ effet, l’iŶaĐtiǀatioŶ de JMJDϯ iŶhiďe 

la différenciation des cellules souches embryonnaires en cellules souches neurales, en réduisant 

l’eǆpƌessioŶ de faĐteuƌs de tƌaŶsĐƌiptioŶ ŶeuƌogğŶes tels Ƌue Paired box protein (Pax1) et SOX1 

(Burgold et al., 2008). Mammalian achaete scute homolog-1 (Mash1) est un facteur de transcription 

de type hélice-tour-hélice, jouant un rôle important dans la ŶeuƌogeŶğse. Loƌs de l’iŶduĐtioŶ de la 

neurogenèse des cellules Pϭϵ iŶduite paƌ l’aĐide ƌĠtiŶoïƋue, JMJDϯ dĠŵĠthǇle le pƌoŵoteuƌ de Mashϭ 

activant son expression génique (Dai et al., 2010). Il a également été rapporté Ƌue l’inactivation de 

JMJD3, inhibe la différenciation épidermique et inhibe la cicatrisation de peau chez la souris (Shaw and 

Martin, 2009). UTX favorise la myogenèse des cellules C2C12 (myoblastes murins) en déméthylant les 

gènes Myogenin et Creatine Kinase, M-Type (CKm) (Seenundun et al., 2010).  

Loƌs de l’aĐtiǀatioŶ des ŵaĐƌophages, JMJDϯ peƌŵet d’aĐtiǀeƌ la tƌaŶsĐƌiptioŶ du gğŶe bone 

morphogenetic protein 2 (BMP-2) en déméthylant H3K27me3 sur son locus (figure 35) (Swigut and 

Wysocka, 2007). Or, BMP-2 est un gène clé de la différenciation hypertrophique des chondrocytes, ce 

qui suggère que JMJD3 pourrait réguler également ce processus.   

Figure 34 : Rôle de UTX dans la différenciation des ESCs.  

UTX déméthyle les promoteurs des gènes HOX lors de la 

différenciation d’une cellule souche embryonnaire. De plus, 

UTX s’associe avec MLL qui entraine la méthylation de H3K4. 

Abbreviations: ES, embryonic stem cell; EC, embryonic 

carcinoma cell; MLL, méthyltransferase mixed lineage 

leukaemia. (Swigut and Wysocka, 2007). 
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1.2.5.2 Antagonisme de JMJD3 et UTX dans les cancers 

Loƌs de l’oŶĐogeŶğse, UTX et JMJDϯ pouƌƌaieŶt aǀoiƌ des aĐtioŶs antagonistes. Des études de perte de 

foŶĐtioŶ oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu’UTX agiƌait Đoŵŵe uŶ gğŶe suppƌesseuƌ de tuŵeuƌ daŶs les ĐaŶĐeƌs solides et 

les leucémies (figure 36) (Van der Meulen et al., 2014, 2015).  

 

 

Figure 35 : Rôle de JMJD3 dans les processus inflammatoires.  

JMJD3 est induite lors de l’activation des macrophages par un 

stimulus inflammatoire via la voie nuclear factor-kappa B (NF-κB). 

JMJD3 stimule alors l’expression de Bmp-2 en déméthylant 

H3K27me3. De plus, JMJD3 s’associe avec méthyltransferase mixed 

lineage leukaemia (MLL) qui entraine la méthylation de H3K4 (Swigut 

and Wysocka, 2007). 

Figure 36 : Anomalies génétiques d’UTX dans les 

cancers.  

Représentation de la présence d’anomalies 

génétiques d’UTX (en %). (Van der Meulen et al., 

2014) 
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A l’iŶǀeƌse, JMJDϯ est dĠĐƌite comme un oncogène. Il promeut notamment l’oŶĐogeŶğse eŶ aĐtiǀaŶt 

le récepteur Notch1. La partie intracellulaire de Notch1 est transloquée dans le noyau, où elle promeut 

l’eǆpƌessioŶ des gğŶes de la pƌolifĠƌatioŶ et de la suƌǀie Đellulaiƌe (Arcipowski et al., 2016).  De manière 

intéressante, dans les leucémies lymphoïdes aigues de type T, EZH2 agit comme un gène suppresseur 

de tuŵeuƌ eŶ iŶhiďaŶt l’eǆpƌessioŶ de NotĐhϭ (Ntziachristos et al., 2012). 

1.2.6 Modifications épigénétiques au cours de la 

chondrogenèse 

1.2.6.1 MéthǇlatioŶ de l’ADN au cours de la chondrogenèse 

Les sites CpG du promoteur de COL10A1 sont déméthylés au cours de la différenciation 

chondrogénique des MSC (Zimmermann et al., 2008). Récemment, des études utilisant des souris 

génétiquement modifiées, ont montré que la DNMT3B était un facteur épigénétique crucial lors de la 

diffĠƌeŶĐiatioŶ ĐhoŶdƌogĠŶiƋue, de l’hoŵĠostasie du cartilage et de la différenciation hypertrophique 

(Shen et al., 2017; Wang et al., 2018; Xu et al., 2018). Par ailleurs, le prétraitement des MSC avec le 5-

aza-Ϯ’-deoxycytidine (5-aza-dC), un agent déméthylant, favorise la différenciation hypertrophique des 

chondrocytes daŶs les Đultuƌes d’eŵďƌǇoŶs de poussiŶ (Haq, 2016). Concernant la déméthylation, il a 

été rapporté que le niveau global de 5hmC augmente lors de la chondrogenèse in vitro et in vivo. La 

5hmC a été observée sur les gènes de SOX5, 6 et 9 ainsi que COL2A1 (Taylor et al., 2016). La cinétique 

d’eǆpƌessioŶ des TETϭ, Ϯ et ϯ suit uŶ ŵġŵe profil au cours de la chondrogenèse, avec une 

augmentation lors des stades précoces, suivie par une diminution lors des stades plus tardifs. D’autƌe 

paƌt, l’iŶǀalidatioŶ de TETϭ au Đouƌs de la chondrogenèse a pour conséquence de diminuer le taux de 

5hmC et de perturber la chondrogenèse (Taylor et al., 2016).  

1.2.6.2 Les ARN non codants au cours de la chondrogenèse 

1.2.6.2.1 Les miRNA 

La délétion de DICER au Đouƌs de l’eŵďƌǇogeŶğse iŶhiďe la pƌolifĠƌatioŶ des ĐhoŶdƌoĐǇtes de la plaƋue 

de croissance et accélère leur différenciation hypertrophique, entrainant un retard de croissance 

squelettique sévère (Kobayashi et al., 2008). De plus, in vitro le knockdown de DICER inhibe la 

chondrogenèse, montrant un rôle important joué par la machinerie des miRNA lors de la 

différenciation chondrogénique (Barter et al., 2015). L’aŶalǇse des ŵiRNA paƌ ŵiĐƌoaƌƌaǇ a ŵoŶtƌĠ Ƌue 

les miR-193b, miR-199a-3p/hsa-miR-199b-3p, miR-455-3p, miR-381, miR-92a, miR-320c, et miR-136 

miR-23b, miR-140, miR-181 et miR-210 sont augmentés au cours de la différenciation des MSC en 
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chondrocytes alors que miR-490-5p, miR-4287, miR-BART8, et miR-US25-1 sont en revanche inhibés 

(Zhang et al., 2012b; Gabler et al., 2015). Le rôle de la plupart de ces miRNA est méconnu. Cependant 

plusieurs études ont montré le rôle important de miR-140.  

Les souris déficientes pour miR-140 présentent une anomalie de croissance des os longs et une 

différenciation hypertrophique précoce (Papaioannou et al., 2015). MiR-140 cible p38 de la voie de 

sigŶalisatioŶ des MAPK, Đe Ƌui pƌoŵeut l’activité et l’eǆpƌessioŶ de (MEF2C) mads box transcription 

enhancer factor 2, polypeptide C, qui est impliqué dans le contrôle de l’hǇpeƌtƌophie et le 

développement osseux (Papaioannou et al., 2015; Zhou et al., 2015). De plus, il a été montré que miR-

ϭϰϬ augŵeŶte l’eǆpƌessioŶ de SOXϵ et COLϮAϭ au Đouƌs de la diffĠƌeŶĐiatioŶ ĐhoŶdƌogĠŶiƋue des MSC 

(Miyaki et al., 2009). MiR-140 favoriserait la chondrogenèse en activant la signalisation WNT (Barter et 

al., 2015). D’autƌe paƌt, l’eǆpƌessioŶ de Đe ŵiRNA diŵiŶue de ŵaŶiğƌe ĐohĠƌeŶte loƌs de la 

dédifférenciation et est rétablie lors de la re-différenciation en culture 3D (Hong and Reddi, 2013). 

MiR-574-3p, dont le promoteur est régulé par SOX9, est iŵpliƋuĠ daŶs l’oƌieŶtatioŶ des MSC ǀeƌs la 

différenciation chondrogénique (Guérit et al., 2013). A l’iŶǀeƌse, d’autƌes ŵiRNA tels Ƌue miR-495 et 

miR-194 ciblent diƌeĐteŵeŶt l’ARNŵ de SOXϵ et SOXϱ, iŶhiďaŶt aiŶsi la diffĠƌeŶĐiatioŶ 

chondrogénique des MSC (Xu et al., 2012a; Lee et al., 2014). Par ailleurs, la diminution d’eǆpƌessioŶ de 

miR-221, induit une augmentation des marqueurs chondrogéniques COL2A1 et SOX9 (Lolli et al., 2014). 

De manière cohérente, l’iŶhiďitioŶ de ŵiR-221 favorise la différenciation chondrogénique des MSC in 

vitro ainsi que la réparation du cartilage in vivo (Lolli et al., 2016).  

1.2.6.2.2 Les LncRNA 

Le lncRNA le plus connu pour son rôle dans le développement squelettique est HOTAIR. En effet, les 

souris invalidées montrent une malformation des os carpes et métacarpes (Li et al., 2013). Le lncRNA-

HIT est exprimé dans le mésenchyme au Ŷiǀeau des ŵeŵďƌes Đhez l’eŵďƌǇoŶ de souƌis, juste avant le 

développement du cartilage (Carlson et al., 2015). Le lncRNA-HIT s’assoĐie auǆ gğŶes ĐhoŶdƌogĠŶiƋues 

et promeut leuƌ eǆpƌessioŶ eŶ ƌeĐƌutaŶt pϭϬϬ et l’histoŶe aĐĠtǇltƌaŶsfĠƌase CREB-protéine 

(CBP)(Carlson et al., 2015). Par ailleurs, le lncRNA DANCR de concert avec SOX4 favorise la 

différenciation chondrogénique des MSC, en stabilisant SMADϯ et l’ARNŵ de STATϯ (Barter et al., 

2017). Le lncRNA ROCR est induit durant la différenciation chondrogénique et joue un rôle important 

dans l’iŶduĐtioŶ de l’eǆpƌessioŶ de SOXϵ (Barter et al., 2017). De manière similaire, le lncRNA UCA1 

favorise la différenciation chondrogénique des MSC (Ishikawa et al., 2018). H19 est un autre lncRNA 

induisant la choŶdƌogeŶğse eŶ faǀoƌisaŶt l’eǆpƌessioŶ du ĐollagğŶe de tǇpe II paƌ l’iŶteƌŵĠdiaiƌe de 

miR-675 (Ishikawa et al., 2018) ; 
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1.2.6.3 Modification des histones 

1.2.6.3.1 L’aĐĠtylatioŶ des histoŶes 

Il est diffiĐile de ĐoŶŶaîtƌe le ƌôle des HDAC loƌs des pƌeŵiğƌes Ġtapes de l’ossifiĐatioŶ eŶĐhoŶdƌale, 

car leur invalidation entraiŶe la ŵoƌt pƌĠĐoĐe de l’eŵďƌǇoŶ ŵuƌiŶ. Néanmoins, les HDAC2/4/5/6/8 et 

9 ne semblent pas être impliquées dans la condensation des cellules mésenchymateuses puisque leur 

invalidation individuelle Ŷ’affeĐte pas le dĠƌouleŵeŶt de l’ossifiĐatioŶ eŶĐhoŶdƌale (Chang et al., 2004; 

Vega et al., 2004a; Trivedi et al., 2007). Toutefois, des phénomènes de redondance et de compensation 

doiǀeŶt ġtƌe pƌis eŶ ĐoŶsidĠƌatioŶ, Đoŵŵe Đ’est le Đas des HDAC 5 et 9 dans le développement 

cardiaque (Chang et al., 2004). Le rôle des HDAC dans les étapes qui suivent la condensation des MSC 

est ŵieuǆ ĐoŶŶu. Loƌs de l’eŶgageŵeŶt des MSC ǀeƌs la lignée chondƌogĠŶiƋue, la HDACϭ s’assoĐie 

aǀeĐ Nkǆϯ.Ϯ, l’uŶ des facteurs de transcription répresseurs le plus iŵpoƌtaŶt au Đouƌs de l’ossifiĐation 

enchondrale (Murtaugh et al., 2001; Zeng et al., 2002). HDAC1 et son homologue HDAC2 régulent 

eŶsuite l’eǆpƌession des gènes spécifiques de la matrice, i.e agrécane, les collagène II et IX ainsi que 

COMP (Bradley et al., 2011). HDACϯ et ϰ ĐoŶtƌôleŶt l’hypertrophie des chondrocytes. HDAC3 est très 

exprimée dans les chondrocytes articulaires et les chondrocytes préhypertrphiques (Bradley et al., 

2011). La délétion conditionnelle de HDAC3 dans les progéniteurs des chondrocytes diminue la taille 

de la plaque de croissance et de la zone de cartilage hypertrophique (Razidlo et al., 2010). Les 

chondrocytes invalidés pour HDAC3 rentrent en hypertrophie de manière précoce et montrent une 

expression importante de cytokines et de MMP aiŶsi Ƌu’uŶe ƌĠduĐtioŶ d’eǆpƌessioŶ des gğŶes de la 

matrice extracellulaire (Bradley et al., 2013; Carpio and Westendorf, 2016). Les HDAC 3 et 4 contrôlent 

l’hǇpeƌtƌophie eŶ iŶteƌagissaŶt aǀeĐ les deuǆ faĐteuƌs de tƌaŶsĐƌiptioŶ iŶduĐteuƌs de l’hǇpeƌtƌophie, à 

savoir RUNX2 et MEF2 ainsi que le répresseur ZPF521 (Vega et al., 2004a; Razidlo et al., 2010; Bradley 

et al., 2013). Cependant, contrairement à HDACϯ, l’eǆpƌessioŶ de HDACϰ est ŵaiŶteŶue daŶs les 

chondrocytes hypertrophiques, et son invalidation chez la souris entraine une ossification enchondrale 

prématurée (Vega et al., 2004a). En effet, la délation de HDAC4 aĐĐĠlğƌe l’hǇpeƌtƌophie des 

ĐhoŶdƌoĐǇtes paƌ augŵeŶtatioŶ d’eǆpƌessioŶ de IHH, RUNXϮ et le collagène X dans la plaque de 

croissance. D’autƌe paƌt, le phĠŶoŵğŶe iŶǀeƌse est observé par la surexpression de HDAC4 qui retarde 

l’ossifiĐatioŶ eŶĐhoŶdƌale (Vega et al., 2004a).  Il a été montré récemment que mitogen-activated 

protein kinase p38 (p38 MAPK) entraine la dégradation de HDAC4 par l’iŶteƌŵĠdiaiƌe des Đaspases, Đe 

Ƌui pƌoǀoƋue l’eǆpƌessioŶ de RUNXϮ et paƌ ĐoŶsĠƋueŶt la différenciation hypertrophique (Zhou et al., 

2015). Par ailleurs, HDAC7 inhibe la prolifération des chondrocytes par inhibition de la voie WNT durant 

l’ossifiĐatioŶ eŶĐhoŶdƌale (Bradley et al., 2015). Les souris déficientes en SIRT1 ou 7 (Seven sirtuin 1 ou 

7), une HDAC de classe III, exhibent un retard de croissance et de minéralisation des os, un cartilage 
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altéré et des malformations crânio-faciales (McBurney et al., 2003). Le cartilage des souris SIRT1 KO 

est caractérisé par une baisse d’expression de collagène de type II, d’agƌĠĐaŶe aiŶsi Ƌue de 

glycosaminoglycanes (GAG) et à l’iŶǀeƌse uŶe foƌte eǆpƌessioŶ de MMP-13 (Gabay et al., 2013). De 

plus, SIRT1 promeut la survie des chondrocytes sous diverses situations de stress, montrant son 

iŵpoƌtaŶĐe daŶs le ŵaiŶtieŶ de l’hoŵĠostasie du cartilage (Takayama et al., 2009; Gagarina et al., 

2010; Dvir-Ginzberg et al., 2011; Oppenheimer et al., 2012; Gabay et al., 2013).   

SIRT6, une autre HDAC de classe III, a été montrée comme très fortement exprimée dans les 

chondrocytes prolifératifs et pré-hypertrophiques au niveau de la plaque de croissance. Les souris KO 

pour SIRT6 présentent un retard de croissance à la naissance et une prolifération et hypertrophie des 

chondrocytes altérées (Piao et al., 2013).  

A l’iŶǀeƌse de la dĠsaĐĠtǇlatioŶ, plusieuƌs Ġtudes in vivo et in vitro oŶt dĠŵoŶtƌĠes Ƌue l’aĐĠtǇlatioŶ 

des histones favorise la différenciation du cartilage. La HAT p300 potentialise l’aĐtioŶ de SOXϵ suƌ la 

transcription en acétylant les gènes chondrogéniques (Allas et al., 2018).   

1.2.6.3.2 La méthylation des histones 

La méthylation des histones est très régulée duraŶt l’ossifiĐatioŶ eŶĐhoŶdƌale, paƌ de multiples 

méthyltransférases et déméthylases. En effet, la H3K9 méthyltransférases PRDM2 (PR domain zinc 

finger protein 2), SUV39H1,2 (Suppressor of variegation 3-9, drosophila homolog of 1 and 2), GLP (G9a-

like protein) et ESET (ERG-associated protein with SET domain) sont exprimées dans les chondrocytes 

hypertrophiques et pré-hypertrophiques au cours du développement de la plaque de croissance. Ces 

pƌofils d’eǆpƌessioŶ ĐheǀauĐheŶt Đeuǆ de la ŵĠthǇlatioŶ de HϯKϵ, eŶ particulier H3K9me1 et H3K9me3 

(Ideno et al., 2013). ESET est une histone méthyltransférase doŶt l’eǆpƌessioŶ augŵeŶte de ŵaŶiğƌe 

transitoire dans les chondrocytes pré-hypertrophiques. ESET contrôle la différenciation 

hypertrophique et la formation de la plaque de croissance ainsi que la différenciation chondrogénique 

(Lawson et al., 2013; Yang et al., 2013). La délétion conditionnelle d’ESET dans les cellules 

ŵĠseŶĐhǇŵateuses eŶtƌaiŶe uŶe aĐĐĠlĠƌatioŶ de l’hǇpeƌtƌophie des chondrocytes, se traduisant par 

une anomalie de croissance des os longs. Ce phénomène est associé avec une réduction significative 

d’eǆpƌessioŶ d’IHH daŶs les ĐhoŶdƌoĐǇtes pƌĠ-hypertrophiques. L’eǆpliĐatioŶ de Đe phĠŶotǇpe 

résiderait sur le fait qu’ESET interagit physiquement avec RUNX2 et HDAC4 afin de réprimer 

l’eǆpƌessioŶ des gğŶes cibles de RUNX2, par méthylation de H3K9 (Yang et al., 2013). A l’inverse, le  

facteur de transcription AIRB3b (AT-rich interactive domain 5b) facilite la différenciation en 

chondrocyte et pƌoŵeut l’eǆpƌessioŶ de gğŶes ĐhoŶdƌogĠŶiƋues, en recrutant la H3K9me2 

déméthylase PHF2 (PHD Finger Protein 2) sur les gènes cibles de SOX9 (Hata et al., 2013).  
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DOT1L, une méthyltƌaŶsfĠƌase agissaŶt suƌ la lǇsiŶe ϳϵ de l’histoŶe Hϯ, joue également un rôle dans la 

chondrogenèse. L’iŶǀalidatioŶ de DOTϭL a ŵoŶtƌĠ Ƌu’elle Ġtait iŵpliƋuĠe daŶs la diffĠƌeŶĐiatioŶ 

chondrogénique par régulation de la voie WNT (Barter et al., 2015).  

1.2.6.4 Rôle de H3K27me3 au cours de la chondrogenèse 

La technique de ChIP combinée avec la méthode des puces à ADN (ChIP-on-chipͿ, a ƌĠǀĠlĠ Ƌu’au Đouƌs 

de la différenciation des cellules souches mésenchymateuses (CSM) en chondrocytes, les niveaux de 

H3K27me3 sur le locus du facteur de transcription Sox9 et des gènes matriciels ACAN, COL9A2 

diminuent, ce qui permet leur transcription (Herlofsen et al., 2013a). Cette étude confirme 

l’iŵpoƌtaŶĐe de la dĠŵĠthǇlatioŶ de HϯKϮϳ pouƌ le dĠǀeloppeŵeŶt des ĐhoŶdƌoĐǇtes. 

La méthylation de H3K27 joue un rôle crucial dans la régulatioŶ de la pƌolifĠƌatioŶ et de l’hǇpeƌtƌophie 

des chondrocytes (figure 37). L’iŶǀalidatioŶ d’EZHϮ daŶs le Đaƌtilage iŶduit uŶ sĠǀğƌe ƌetaƌd de 

ĐƌoissaŶĐe Đhez la souƌis, ĐaƌaĐtĠƌisĠ paƌ l’altĠƌatioŶ de la pƌolifĠƌatioŶ, due à l’augŵeŶtatioŶ 

d’eǆpƌessioŶ de CDKNϮa, et l’inhibition de l’hǇpeƌtƌophie ĐausĠe paƌ le ďloĐage de la sigŶalisatioŶ de 

insulin-like growth factor (IGF) par IGF-binding proteins (IGFBP) (Lui et al., 2016). L’augŵeŶtatioŶ 

d’eǆpƌessioŶ de CDKNϮa et IGFBP est liée à une diminution de H3K27me3 sur leur promoteur.  

 

 

D’autƌe paƌt, l’iŶǀalidatioŶ ĐoŶditioŶŶelle d’EZHϮ dans les chondrocytes dérivés des crêtes neurales 

(ectoderme), entraine une malformation du cartilage crâniofacial (Schwarz et al., 2014). Une récente 

Figure 37 : EZH2 stimule la prolifération et l’hypertrophie des chondrocytes.  

Dans la zone proliférative (PZ) EZH2 inhibe l’expression des inhibiteurs des cdk (cdkn2a/b), afin de permettre l’activation 

du cycle cellulaire. Dans la zone hypertrophique (HZ), EZH2 active l’expression d’IGF en inhibant l’expression d’Igfbp3 et 

5, permettant la différenciation hypertrophique. (Lui et al., 2016). 
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Ġtude a ŵoŶtƌĠ Ƌue l’iŶǀalidatioŶ d’EZH2 chez la souris réduit la densité osseuse et augmente 

l’eǆpƌessioŶ des gğŶes ostĠogĠŶiƋues daŶs les Đhondrocytes (Camilleri et al., 2018). 

Plusieuƌs Ġtudes oŶt souligŶĠ l’iŵpoƌtaŶĐe des HϯK27 déméthylases dans le développement des trois 

feuillets embryonnaires, dont le mésoderme, notamment en favorisant la transcription des facteurs 

clés de la différenciation (Swigut and Wysocka, 2007). Le mésoderme produit une grande partie des 

tissus conjonctifs (dont le cartilage), des tissus musculaires et les cellules des lignées hématopoïétiques 

et ŵĠseŶĐhǇŵateuses. La dĠlĠtioŶ d’UTX conduit à une altération du développement mésodermique 

et à une mort précoce au cours de l’eŵďƌǇogeŶğse Đhez la souƌis ;stade EϭϬ.ϱ, eŵďƌǇoŶs feŵellesͿ. 

CeĐi est dû au fait Ƌu’UTX est Đapaďle de lieƌ et d’aĐtiǀeƌ le pƌoŵoteuƌ du gğŶe Brachyury, le facteur 

de transcription initiant la formation du mésoderme (Wang et al., 2012a). D’autƌe paƌt, l’eǆpƌessioŶ de 

Brachyury Ŷ’est pas altĠƌĠe Đhez les eŵďƌǇoŶs ŵâles Ƌui eǆpƌiŵeŶt UTY et Đhez les eŵďƌǇoŶs Ƌui oŶt 

subi une simple inactivation de leur site catalytique (Wang et al., 2012a). Ce résultat met en exergue 

les fonctions non-enzymatiques que possède UTX.  

Les souris déficientes en JMJD3 montrent une réduction de prolifération et d’hǇpeƌtƌophie des 

chondrocytes ainsi Ƌu’uŶ ƌetaƌd de dĠǀeloppeŵeŶt de la plaƋue de ĐƌoissaŶĐe. Cette déméthylase est 

très exprimée dans les chondrocytes pré-hypertrophiques au Đouƌs de l’ossifiĐatioŶ eŶĐhoŶdƌale. Des 

analyses génétiques et moléculaires ont montré que JMJD3 coopère avec RUNX2 afin de promouvoir 

la pƌolifĠƌatioŶ et l’hǇpeƌtƌophie des ĐhoŶdƌoĐǇtes (figure 38). JMJD3 agit comme un coactivateur de 

RUNXϮ. Cette ĐoopĠƌatioŶ a pouƌ effet ŶoŶ seuleŵeŶt d’iŶduiƌe la dĠŵĠthǇlatioŶ de HϯKϮϳ suƌ le 

promoteur de RUNX2 mais également de recruter RUNX2 sur le promoteur de JMJD3 (Zhang et al., 

2015a). Paƌ ailleuƌs, l’eǆpƌessioŶ de JMJDϯ augŵeŶte loƌs de la diffĠƌeŶĐiatioŶ ĐhoŶdƌogĠŶiƋue des 

MSC. De plus, l’iŶĐuďatioŶ des MSC aǀeĐ le GSK-J4 (iŶhiďiteuƌ d’UTX et JMJDϯͿ peŶdaŶt la 

chondrogenèse, inhibe la synthèse de matrice extracellulaire (Yapp et al., 2016).  
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1.2.7 Dérégulation épigénétique au cours de 

l’aƌthƌose 

L’Ġtude de la ŵĠthǇlatioŶ de l’ADN suƌ le gĠŶoŵe huŵaiŶ a montré une hyperméthylation des gènes 

chondrogéniques et une hypométhylation des gènes pro-inflammatoires dans le cartilage arthrosique 

(Zhang et al., 2015c). Par ailleurs, des auteurs ont montré par pyroséquençage et Chromatin 

ImmunoPrecipitation (ChIP) que la répression du gène COL9A1 (marqueur chondrogénique) est 

associée à une hyperméthylation dans les chondrocytes arthrosiques, qui induit une réduction de 

l’aĐtiǀitĠ de liaisoŶ du faĐteuƌ de tƌaŶsĐƌiptioŶ SRY box 9 (Sox9) sur son promoteur (Roberts et al., 

2015). Il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue l’eǆpƌessioŶ de la DNMT3 diŵiŶue au Đouƌs de l’aƌthƌose temporo-

mandibulaire. L’iŶjeĐtioŶ iŶtƌa-aƌtiĐulaiƌe d’uŶ ǀiƌus ĐoŶteŶaŶt la DNMTϯ peƌŵet de ƌĠduire les lésions 

du Đaƌtilage daŶs uŶ ŵodğle d’aƌthƌose Đhez le rat (Zhou et al., 2019b).  

Le rôle des miRNA daŶs le ŵaiŶtieŶ de l’hoŵĠostasie du Đaƌtilage et daŶs l’aƌthƌose a ƌĠĐeŵŵeŶt ĠtĠ 

suggĠƌĠ. A titƌe d’eǆeŵple, l’IL-ϭβ iŶhiďe l’eǆpƌessioŶ des ŵiR-602 et miR-608, entrainant une 

augŵeŶtatioŶ de l’eǆpƌessioŶ des gğŶes hǇpeƌtƌophiƋues ;MMP13 et COL10A1) (figure 6) (Zhang et 

al., 2015c). EŶ ƌeǀaŶĐhe, Đette ĐǇtokiŶe augŵeŶte l’eǆpƌessioŶ de ŵiR-ϵ ĐiďlaŶt l’ARNŵ de monocyte 

chemo-attractant protein1-induced protein 1 ;MCPIPϭͿ, uŶ iŶhiďiteuƌ de l’IL-6 (Zhang et al., 2015c). Les 

Figure 38 : JMJD3 stimule la prolifération et l’hypertrophie des chondrocytes.  

(A) H3K27me3 maintient l’expression de Runx2 inhibée. JMJD3 efface H3K27me3, et facilite l’expression de Runx2 en 

le recrutant sur son promoteur. (Zhang et al., 2015a). 



76 

 

lncRNAs joueŶt ĠgaleŵeŶt uŶ ƌôle iŵpoƌtaŶt au Đouƌs de l’aƌthƌose. EŶ effet, il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue 

cartilage injury-related lncRNAs (lncRNA-CIRͿ faǀoƌise l’eǆpƌessioŶ de MMPϭϯ tout eŶ iŶhiďaŶt 

l’eǆpƌessioŶ de l’agƌĠĐaŶe et du ĐollagğŶe de tǇpe II (Zhang et al., 2015c). 

Plusieuƌs Ġtudes oŶt ŵis eŶ eǆeƌgue, l’iŶtĠƌġt de l’utilisatioŶ d’iŶhiďiteuƌs de HDAC ;HDACiͿ daŶs le 

tƌaiteŵeŶt de l’aƌthƌose. AiŶsi, le tƌaiteŵeŶt des sǇŶoǀioĐǇtes aƌthƌosiƋues aǀeĐ des HDACi ;SAHA et 

LBHϱϴϵͿ augŵeŶte l’eǆpƌessioŶ de ŵiR-146a ;iŶhiďaŶt l’iŶflaŵŵatioŶͿ eŶ faǀoƌisaŶt l’aĐĠtǇlatioŶ de 

son promoteur (Zhang et al., 2015c). UŶ autƌe aƌtiĐle a ĠgaleŵeŶt ƌappoƌtĠ Ƌue l’iŶjeĐtioŶ d’iŶhiďiteuƌs 

de HDAC comme le Valproate et le MS-275, empêche la dégradation du cartilage dans un modèle murin 

d’aƌthƌose (Zhang et al., 2015c).  

Plusieurs études suggèrent que la méthylation des histones pourrait également jouer un rôle au cours 

de l’aƌthƌose. L’uŶ des ŵĠĐaŶisŵes paƌ leƋuel l’IL-ϭβ paƌtiĐipe à l’ĠtaďlisseŵeŶt de l’iŶflaŵŵation dans 

l’aƌthƌose est l’iŶduĐtioŶ des eŶzǇŵes inducible nitric oxide synthase (iNOS) et cyclooxygenase 2 (COX-

2) (Roberts et al., 2015). Ces dernières entrainent la formation de molécules cytotoxiques. Des auteurs 

ont montré par ChIP Ƌue l’IL-ϭβ augŵeŶte la foƌŵatioŶ de HϯKϰŵeϯ au Ŷiǀeau des gğŶes d’iNOS et de 

COX-2. De plus, l’iŶhiďitioŶ de la HϯKϰ ŵĠthǇltƌaŶsfeƌase Su(var)3-9 and Enhancer of zeste 1A (SET-1A) 

ƌĠduit l’eǆpƌessioŶ d’iNOS et de COX-2, ainsi que la formation de H3K4me3 au niveau de leur 

promoteur respectif (Roberts et al., 2015).  

De manière intéressante, la délétion de JMJDϯ Đhez la souƌis aĐĐĠlğƌe la suƌǀeŶue de l’aƌthƌose et 

augmente les dommages causés au cartilage (Dai et al., 2017).  D’autƌe paƌt, le tƌaiteŵeŶt des 

chondrocytes par le 3-Deazaneplanocin A ;DZNepͿ, uŶ iŶhiďiteuƌ iŶdiƌeĐte d’EZHϮ, ƌĠduit 

l’iŶflaŵŵatioŶ et la liďĠƌatioŶ des MMPs iŶduites paƌ l’IL-ϭβ (Aury-Landas et al., 2017).  

Paƌ ailleuƌs, il a ĠtĠ dĠĐƌit Ƌue l’eǆpƌessioŶ de JMJDϯ diŵiŶue au Đouƌs du ǀieillisseŵeŶt et Ƌue Đela est 

associé à une inflammation (Tang et al., 2014). Un mécanisme similaire pourrait être mis en jeu au 

Đouƌs de l’aƌthƌose, puisƋue Đette pathologie est liĠe au ǀieillissement et à une inflammation aigue. 

UŶe ĠƋuipe a ŵoŶtƌĠ Ƌue l’iŶhiďitioŶ d’EZHϮ Đhez la souƌis, atténue la dégradation du cartilage et 

l’hǇpeƌtƌophie des ĐhoŶdƌoĐǇtes daŶs uŶ ŵodğle eǆpĠƌiŵeŶtal d’aƌthƌose (Chen et al., 2016a). 
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2 Objectif 

Les tƌaiteŵeŶts aĐtuels de l’aƌthƌose oŶt uŶe effiĐaĐitĠ ŵodeste suƌ la ƌĠduĐtioŶ de la douleuƌ et des 

poussĠes iŶflaŵŵatoiƌes. La Đhiƌuƌgie ƌeste l’optioŶ la plus effiĐaĐe auǆ stades avancés de la maladie. 

Cependant cette dernière est invasive pour les patients, très onéreuse (11 960 euros par malade en 

comptant la chirurgie, l'hospitalisation et la rééducation) et a un risque infectieux. Les stratégies 

d’iŶgĠŶieƌie tissulaiƌe soŶt pƌoŵetteuses ŵais Ŷe peƌŵetteŶt toujouƌs pas d’oďteŶiƌ uŶ Đaƌtilage d’uŶe 

qualité suffisante. Des études suggèrent que la tri-ŵĠthǇlatioŶ de la lǇsiŶe Ϯϳ de l’histoŶe Hϯ pouƌƌait 

être impliquée dans le cartilage. JMJDϯ faǀoƌise la ĐhoŶdƌogeŶğse au Đouƌs de l’ossification 

enchondrale, il serait donc peƌtiŶeŶt d’Ġtudieƌ soŶ effet in vitro et son intérêt en ingénierie tissulaire. 

Par ailleurs, une étude antérieure du laboratoire a montré que le DZNep (premier inhibiteur décrit 

d’EZHϮͿ, ƌĠduit l’iŶflaŵŵatioŶ des Đhondrocytes. Néanmoins, il est important de confirmer ces 

résultats en utilisant un autre inhibiteur, car le DZNep agit de manière indirecte sur EZH2 et est peu 

spécifique. De plus, le ƌôle d’EZHϮ doit ġtƌe ĠǀaluĠ paƌ histologie et par études comportementales dans 

uŶ ŵodğle d’aƌthƌose in vivo.  

Mes travaux de thèse ont pour objectif principal d’Ġtudieƌ le ƌôle et la ƌĠgulatioŶ de HϯKϮϳŵeϯ au 

Đouƌs de l’aƌthƌose et de la ĐhoŶdƌogeŶğse. Le travail a été divisé en deux parties.  

Tout d’aďoƌd, j’ai ĠtudiĠ le ƌôle d’EZH2 dans le processus arthrosique. L’ĠǀaluatioŶ du ƌôle d’EZHϮ a 

été effectuée in vitro, suƌ uŶ ŵodğle d’iŶflaŵŵatioŶ/catabolisme des chondrocytes (cellules traitées 

par IL-ϭβͿ et d’hǇpeƌtƌophie ;Đellules tƌaitĠes paƌ le TGF-β1). Les chondrocytes sont établis à partir de 

têtes fémorales humaines. Le ŵodğle d’hǇpeƌtƌophie a daŶs uŶ pƌeŵieƌ teŵps Ġtait ŵis au poiŶt.  Dans 

les deux ŵodğles, l’iŵpaĐt d’EZHϮ a été étudiée par inhibition enzymatique en utilisant l’EPZ-6438 

(Tazemetostat), par répression génique en utilisant des siRNA et par surexpression. Après les 

tƌaiteŵeŶts paƌ l’IL-ϭβ ou le TGF-βϭ, les ŵaƌƋueuƌs de l’iŶflaŵŵatioŶ ;PGEϮ, IL-6) et du catabolisme 

;MMP ϭ, ϯ et ϭϯͿ ou d’hypertrophie (RUNX2, VEGF, COL10A1 et MMP 13) ont été respectivement 

évalués.  In vivo, EZH2 a été étudiée daŶs uŶ ŵodğle d’aƌthƌose ;ŵĠŶisĐeĐtoŵieͿ Đhez la souƌis. L’EPZ-

6438 a été injecté trois fois (1 semaine post-op, 2 semaines post-op et 4 semaines post-op). Durant, 

l’Ġtude les souƌis oŶt ĠtĠ passĠes suƌ diffĠƌeŶts appaƌeils d’aŶalǇse de douleuƌ et de ŵotƌiĐitĠ ;Von 

Frey, incapacitance statique, roue complexe, actimétrie et cat-walk). Après 8 semaines les souris ont 

été euthanasiées et des analyses immuno-histologiques ont été effectuées sur les articulations.  

La deuǆiğŵe paƌtie du pƌojet ĠtĠ d’Ġtudieƌ le ƌôle de JMJD3 et UTX au cours de la chondrogenèse. Dans 

un premier temps, un modèle de chondrogène a été développé in vitro, en utilisant des cellules 
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souches mésenchymateuses (MSC) issues de moelle osseuse, cultivées sept jours dans un milieu 

chondrogénique en normoxie et en présence de TGF-β3. Le rôle de JMJD3 et UTX dans ce modèle a 

été étudié par inhibition par siRNA et en utilisant le GSK-J4 (inhibiteur enzymatique) et par 

suƌeǆpƌessioŶ. Les ŵaƌƋueuƌs ĐhoŶdƌogĠŶiƋues ;SOXϱ, ϲ et ϵ, COLϮAϭ, ACANͿ, oŶt peƌŵis d’appƌĠĐier 

l’effet des dĠŵĠthǇlases suƌ la diffĠƌeŶĐiatioŶ des MSC. EŶfiŶ, l’iŶtĠƌġt des dĠŵĠthǇlases en ingénierie 

du cartilage a été évalué, en implantant après chondrogenèse, des ďilles d’algiŶate ĐoŶteŶaŶt des 

cellules surexprimant UTX et JMJD3.   
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3 Résultats 

3.1 Rôle d’EZH2 daŶs l’hypeƌtƌophie, Đataďolisŵe et 

l’iŶflaŵŵatioŶ  

Dans une première partie de mon travail de thèse, je me suis intéressé à la régulation de H3K27me3 

au cours du processus arthrosique.  

3.1.1 L’iŶhiďitioŶ d’EZH2 attĠŶue l’iŶflaŵŵatioŶ 

et la dégradation du cartilage au cours de 

l’aƌthƌose  

L’iŶflaŵŵatioŶ au Đouƌs de l’aƌthƌose est l’uŶ des pƌoĐessus pathologiƋues les plus destƌuĐteuƌs. C’est 

également une des cibles privilégiées des traitements actuels et en développement. Nous avions 

montré dans un précèdent article que le DZNep, un inhibiteur de méthylases décrit initialement 

Đoŵŵe iŶhiďiteuƌ d’EZHϮ, ƌĠduit l’iŶflaŵŵatioŶ daŶs les chondrocytes traités paƌ l’IL-1β (Aury-Landas 

et al., 2017). Cependant, du fait de son action indirecte et peu spécifique, l’iŵpliĐatioŶ d’EZHϮ doit ġtƌe 

confortée par des analyses supplémentaires. C’est pouƌƋuoi, Ŷotƌe Ġtude ǀise à Ġtudieƌ le ƌôle d’EZHϮ 

par différentes stratégies en la surexprimant et en utilisant un autre inhibiteur pharmacologique (EPZ-

6438), qui possède une meilleure spécificité contre EZH2 et qui est actuellement utilisé en essai 

clinique pour le traitement des cancers.  

EŶ paƌteŶaƌiat aǀeĐ Quitteƌie RoĐhouǆ ;MϮRͿ Ŷous aǀoŶs ĠtudiĠ l’effet de l’EPZ-6438 dans les 

chondrocytes in vitro, sur les marqueurs d’iŶflaŵŵatioŶ eŶ analysant l’eǆpƌessioŶ de PGEϮ et de l’IL-

6, et suƌ le Đataďolisŵe eŶ ĠtudiaŶt l’eǆpƌessioŶ et la liďĠƌatioŶ des MMP-1,-3 et -13.  Par ailleurs, nous 

avons aŶalǇsĠ l’iŵpaĐt de l’EPZ-6438 sur la dégradation du cartilage en cultuƌe d’eǆplaŶts. Nous avons 

ĠgaleŵeŶt ĠtudiĠ aǀeĐ l’aide d’OphĠlie Gƌaƌd ;MϮR Ƌue j’ai eŶĐadƌĠͿ, l’effet de la suƌeǆpƌessioŶ d’EZHϮ 

dans les chondrocytes tƌaitĠs paƌ l’IL-ϭβ. EŶfiŶ, le tƌaiteŵeŶt d’EPZ-6438 a également été évalué sur 

uŶ ŵodğle d’aƌthƌose de souris (méniscectomie). J’ai ĠtĠ foƌŵĠ à Đe ŵodğle daŶs le Đadƌe d’uŶe 

collaboration avec le Pr Hang Korng EA (Inserm Bioscar U1132, Paris). Je ŵe suis ĐhaƌgĠ d’opĠƌeƌ les 

souƌis aiŶsi Ƌue de Đoupeƌ les ĠĐhaŶtilloŶs et d’aŶalǇseƌ les Đoupes histologiƋues. Jules Ribet (M2R) 

s’est ĐhaƌgĠ d’effeĐtueƌ les études comportementales en collaboration avec Véronique Agin et Cléo 

Dujarrier (PhIND - INSERM UMR-S 1237, Caen).  
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Nos ƌĠsultats ŵoŶtƌeŶt Ƌue l’EPZ-6438 atténue l’iŶflaŵŵatioŶ eŶ ĐoŶtƌeĐaƌƌaŶt l’eǆpƌessioŶ de l’IL-6 

et la liďĠƌatioŶ de PGEϮ. De plus, Ŷous aǀoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌue l’EPZϲϰϯϴ ƌĠduit l’eǆpƌessioŶ et la liďĠƌatioŶ 

des MMP-1, 3, et 13. Il inhibe d’autƌe paƌt la dĠgƌadatioŶ d’eǆplaŶts de cartilage induite par l’IL-ϭβ. 

EPZ-6438 atténue également la dégradation du cartilage et le handicap locomoteur dans un modèle 

eǆpĠƌiŵeŶtal d’aƌthƌose Đhez la souƌis.  
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Article en préparation 

 

EZH2 inhibition attenuates cartilage degradation and disability 

during osteoarthritis 

 

Abstract  

Osteoarthritis (OA) is the most widespread rheumatological disease worldwide and one of the main 

causes of pain and disability. We previously demonstrated that EZH2 inhibition by DZNep inhibits 

inflammation in chondrocytes treated by IL-1β. However, due to the indirect action of DZNep, further 

studies are required to confirm the role of EZH2 in OA process. In this study, we aimed to evaluate the 

impact of EZH2 inhibition on cartilage degradation, inflammation and disability. 

Human articular chondrocytes (HAC) and cartilage explants were cultured from femoral head 

dissection and treated with IL-1β and/or EPZ-6438, an inhibitor of EZH2, for 48h and 7 days 

respectively. MMP1, 3 and 13 as well EZH2, NGF, PGE2, and IL-6 expression was evaluated by RT-PCR, 

western blot and/or ELISA. Cartilage explants were slide and stained with safranin-O. EPZ-6438 was 

injected in OA-mice model and behavioral studies on motricity as well as knee histology were 

performed.  

We found that EZH2 overexpression enhances IL-1β-induced catabolism by inducing MMPs release, 

and inflammation by inducing PGE2 release as well as IL-6 expression, in chondrocytes. We showed 

consistently that EPZ-6438 reduces HAC inflammation and catabolism, and attenuates IL-ϭβ-induced 

matrix degradation in cartilage explants. Finally, we showed that EPZ-6438 intra-articular injections 

reduce cartilage damages and ameliorates disability by increasing OA mice motricity.  

To conclude, EZH2 induces chondrocyte inflammation as well as catabolism and OA-induced disability. 

 

Introduction 

Osteoarthritis (OA) is the most widespread rheumatological disease worldwide and one of the main 

causes of pain aŶd disaďilitǇ, iŵpaĐtiŶg ďoth patieŶt’s ƋualitǇ of life aŶd healthcare expenses1. OA 

physiopathology is complex and may be influenced by multiple factors. It is characterized by 
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subchondral and cartilage erosion, synovitis and neuropathic pain. During osteoarthritis, abnormal 

biochemical factors (inflammatory cytokines, oxidative stress) and/or biomechanical factors (joint 

injuries, overweight) alter chondrocytes metabolism into pro-catabolism cells2.  

Interleukin-1 beta (IL-ϭβͿ is ĐoŶsideƌed as one of the key cytokines involved in the pathogenesis of OA3. 

IL-ϭβ concentration is highly elevated in OA patient synovium2. On one hand, it exacerbates 

inflammation by inducing the release of other cytokines (e.g. IL-6), prostaglandin E2 (PGE2) and nitric 

oxide (NO). On the other hand, IL-ϭβ alters cartilage integrity by decreasing anabolism and increasing 

catabolism. Indeed, IL-ϭβ reduces expression of aggrecan and type II collagen, which are major 

cartilage components, and induces their degradation by increasing matrix metalloproteinases (MMP) 

1, 3 and 13 expression and release4,5. Furthermore, IL-ϭβ in conjunction with other inflammatory 

cytokines contributes to pain sensitization (allodynia and hyperalgesia) that subsequently augments 

chronic pain. For all these reasons, chondrocyte treatment with IL-ϭβ is routinely used as an in vitro 

model to mimic the inflammation process of OA6.  

Pain is the most disabling symptom of OA7. Nerve growth factor (NGF) is involved in persistent pain 

states, especially associated with inflammation7–9. NGF is released by cells when tissues are damaged 

and causes pain by binding to Tropomyosin receptor kinase A (TrkA) on nociceptors and inflammatory 

cells, leading to transmission of pain signals7. Many current standard therapies give modest quality of 

life improvement and do not address cartilage degradation and other underlying mechanisms, this is 

why finding a new therapy becomes urgent7.   

Enhancer of zeste homolog 2 (EZH2) is the histone methyl transferase that catalyzes the tri-

methylation of the lysine 27 of the histone H3 (H3K27me3)10. It has been shown that EZH2 expression 

is increased in OA-patients cartilage and in IL-ϭβ treated chondrocytes11. Furthermore, we also 

demonstrated that DZNep, a histone methylases inhibitor, reduces inflammation and catabolism in 

chondrocytes5. In addition, we and others have shown that EZH2 inhibition reduces chondrocytes 

hypertrophy, a process responsible for osteophytes formation11,12. EZH2 is therefore a relevant target 

for OA treatment. 

In this study, we aimed to evaluated in vitro and in vivo the role of EZH2 on chondrocyte metabolism 

by using EPZ6438 (tazemetostat), a direct inhibitor of EZH2 used on current clinical trials (phase I and 

II) for cancer treatments10 and by EZH2 overexpression. Moreover, we investigated the effect of 

EPZ6438 on pain and cartilage degradation using osteoarthritis mice model. We demonstrated in vitro 

that EZH2 inhibition decreases inflammation and MMP expression in chondrocyte, and that it 

decreases in vivo cartilage degradation and disability in OA-mice. 
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Material and Methods 

Reagents 

IL-ϭβ ;Merck, Loiret, France) was resuspend with PBS 1X to reach a concentration of 1µg/ml. EPZ-6438 

(Selleckchem, Souffelweyersheim, France) was resuspend with DMSO to reach a concentration of 

10mM. Oligonucleotides were supplied by Eurogentec. 

 

Cell culture and treatments 

Human OA cartilage was obtained from the femoral heads of 13 patients undergoing hip replacement 

surgery (ages 52–85 years; median 75 years). The experimental protocol was approved by local ethical 

Đoŵŵittee, Ŷaŵed ͞CoŵitĠ de PƌoteĐtioŶ des PeƌsoŶŶes Noƌd Ouest III͟ ;agƌeeŵeŶt #Aϭϯ-D46-

VOL.19). Informed consent was obtained from all participants. They all signed agreement forms before 

the surgery, according to local legislation. Chondrocytes were obtained as previously described12. 

Briefly, cells were released by cartilage digestion with type XIV pronase (2 mg/ml for 30 minutes; 

Merck) and type II collagenase (2 mg/ml for 15 hours; Thermofisher). The cells were then seeded at 4 

x 104 cells/cm2 iŶ DulďeĐĐo’s ŵodified Eagle’s ŵediuŵ ;DMEM Lonza Levallois-Perret France), 

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS Lonza), penicillin streptomycin (Lonza), ϭϬϬ μg/ŵl of 

erythromycin and then incubated at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO2. Cells were 

treated at confluency.  

 

EZH2 Nucleofection  

Chondrocytes were harvested, centrifuged 10 minutes at 1500 RPM and resuspended with P3 Primary 

Cell 4D-NuĐleofeĐtoƌ™ X SolutioŶ suppleŵeŶted ǁith pEZHϮ (Addgene #24230) or empty vector13. The 

mixtures of 4 million cells/8µg DNA, were added in a 1 cm² transfection cuvettes and were 

nucleoporated according to the ER-100 predefined program using 4D-NuĐleofeĐtoƌ™ X UŶit. FolloǁiŶg 

the electroporation, the cells were incubated in culture medium. 

 

Prostaglandin E2 and metalloproteinase release assays 

PGE2 and MMP 1, 3 and 13 release into conditioned media was quantified using commercially available 

enzyme immunoassay kit (R&D Biosystems). Absorbance was determined at 450 nm with a wavelength 

correction set at 540 nm (Multiskan GO spectrophotometer, Thermo Scientific, France).  
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RNA isolation and real-time reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 

RNA was extracted with NucleoSpin® RNA (Macherey-Nagel, Hoerdt France) according to 

ŵaŶufaĐtuƌeƌ’s protocol. After extraction, RNA underwent a DNAse treatment and were reverse 

transcribed into cDNA as previously described5. Briefly, reverse transcription was done in mixture 

composed of 1µg of RNA, 2.5 µM oligo dT, 500 µM dNTP, 1X First Strand Buffer, 10 U/μL of Moloney 

Murine Leukemia Virus reverse transcriptase (M-MLV-RT, Invitrogen Courtaboeuf France). The 

reaction lasts 50 min at 37°C then 15 min at 70°C using a thermocycler (T100TM Thermal Cycler, Bio-

Rad Les Ulis France). Amplification of the generated cDNA was performed by real-time PCR using Step 

One Plus Real Time PCR system (Applied Biosystems Courtaboeuf France) with the following primers; 

RPL13A-F: GAGGTATGCTGCCCCACAAA, RPL13A-R: GTGGGATGCCGTCAAACAC; IL6-F: 

CACACAGACAGCCACTCACC; IL6-R: TTTCACCAGGCAAGTCTCCT; MMP1-F: 

GAAGCTGCTTACGAATTTGCCG; MMP1-R: CCAAAGGAGCTGTAGATGTCCT; MMP3-F: 

TAAAGACAGGCACTTTTGGCGC; MMP3-R: TTGGGTATCCAGCTCGTACCTC; MMP13-F: 

AAGGAGCATGGCGACTTCT; MMP13-R: TGGCCCAGGAGGAAAAGC; EZH2-F: 

ACGTCAGATGGTGCCAGCAATA; EZH2-R: CCCTGACCTCTGTCTTACTTGTGGA; NGF-F: 

AGCGCAGCGAGTTTTGG; NGF-R: AGAAAGCTGCTCCCTTGGTA. The relative mRNA level was calculated 

with the 2−ΔΔCT method. RPL13a was used as reference. 

 

Protein extraction and western blotting 

Cells were rinsed and then scraped into Radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA lysis buffer) 

suppleŵeŶted ǁith phosphatase aŶd pƌotease iŶhiďitoƌs. The eǆtƌaĐts ;ϯϬ μg pƌoteiŶs) were subjected 

to fractionation by 10% sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis, transferred to 

polyvinylidene difluoride membranes (Bio-Rad). Western blotting performed as previously described12. 

The following aŶtiďodies ǁeƌe used: EZHϮ ;DϮCϵͿ fƌoŵ Đell sigŶaliŶg, β-actin (sc-47778), goat anti-

mouse IgG-HRP (sc-2005) and goat antirabbit IgG-HRP (sc-516087) from Santa Cruz Biotechnology. 

 

Nitric Oxide (NO) assay 

Generation of NO was determined by measuring nitrite accumulation in culture supernatants using 

Griess reagent (1% sulphanilamide and 0.1% N-(1-naphthyl)-ethylenediamine dihydrochloride in 5% 

H3PO4, Merck). Samples aŶd Gƌiess ƌeageŶt ǁeƌe ŵiǆed aŶd iŶĐuďated foƌ ϱ ŵiŶ. The aďsoƌptioŶ ǁas 

estiŵated ďǇ a plate ƌeadeƌ ;MultiskaŶ GO speĐtƌophotoŵeteƌ, Theƌŵo SĐieŶtifiĐͿ at ϱϰϬ Ŷŵ. Sodiuŵ 

nitrite (NaNO2, Merck) was used as positive control. 
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Cartilage explant culture and immunohistochemistry  

Human femoral cartilage was collected with a 3 mm biopsy punch, washed with PBS 1X and cultured 

in DMEM with 10% FBS. After treatment, cartilage explants were embedded into an optimal cutting 

temperature (OCT) compound (Thermo Fisher) and sections with 10 µm thickness were prepared using 

a cryostat (CM3050 S, Leica). Sections were incubated 5 min with Fast-green (nonspecific staining) and 

5 min Safranin-O to stain cartilage. 

 

Animals  

Animal experimental procedures were performed according to local legislation, and were approved by 

ethiĐs Đoŵŵittee ;CoŵitĠ d’EthiƋue NoƌŵaŶdie eŶ Matiğƌe d’EǆpĠƌiŵeŶtatioŶ AŶiŵale, agƌeeŵeŶt 

#16185) and authorized by the French Ministry of research. 

The animals (n=23 mice) were provided by Janvier Labs and kept in the animal facility (Centre 

Universitaire de Ressources Biologiques, Caen, France) under controlled temperature and light 

conditions (temperature 23 ± 2° C, 12 h reversed light-dark cycle). Animals had ad libitum access to 

food and water. Each animal was humanely handled throughout the experiment in accordance with 

internationally accepted ethical principles for laboratory animal use and care, and all efforts were 

made to minimize animal suffering. The experiment was performed on C57/Bl6 mice 10-week-old male 

(Janvier, France), placed 8/cage. 

 

OA induction and treatment  

Animals underwent destabilization of the medial meniscus (DMM) of the right knee as previously 

described14. Mice were anesthetized using 2% isoflurane and received a subcutaneous injection of 

buprenorphine (50µg/kg) 15 min before surgery. Knee skin and joint capsule were incised to exposed 

the articulation. After that, the medial collateral ligament was sectioned and quadricep underwent a 

luxation. The medial meniscus was cut and removed from the tibial plateau. Three hours after surgery, 

mice received a subcutaneous injection of buprenorphine (50µg/kg). Mice were then divided into 2 

groups: injected with vehicle (n=9) and injected with EPZ-6438 (n=14). Each group received 3 

intraarticular injections of 50µl EPZ-6438 or 50µl of vehicle (DMSO), (at week 1, 2 and 4 after surgery). 

Briefly, a 100µl syringe with a 36g needle was inserted without any resistance in the joint capsule by 

passing through the patella. 8 weeks after surgery, mice were anesthetized and euthanized using CO2.  
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Locomotor activity 

For behavioral tests, baseline was measured 3 days before the surgery. After that, measures were 

taken three days after surgery, treatments, and before euthanasia.   

Spontaneous locomotor activity was measured by an automated actimetry system (Imetronic system, 

Pessac, France). Animals were placed under individual cages (33x21x18cm), and positioned in the 

actigraph, which registered with infrared beams mice straightening for 2 hours. The number of vertical 

movements was determined by breaks in movement-sensitive photobeams that were then converted 

into locomotor activity counts.  

Spontaneous activity was also studied by the wheel of simple activity test (Imetronic). Animals were 

placed under individual cages containing a wheel. This test measures the period during which the mice 

walk or run in the wheel for 2 hours. 

 

Knee immunohistology 

Knees were embedded in OCT and sections with 10 µm thickness were prepared using a cryostat. 

Sections were incubated 5 min with Fast-green (nonspecific staining) the 5 min Safranin-O to stain 

cartilage. Mice knees histopathology was evaluated using the Osteoarthritis Research Society 

International (OARSI) scoring system. This scoring system was applied blindly to medial femoral 

condyle and tibial plateau. A score of 0 represents normal cartilage, 0.5 loss of PG with an intact 

surface, 1 superficial fibrillation without loss of cartilage, 2 vertical clefts and loss of surface lamina, 3 

vertical clefts/erosion to the calcified layer lesion for 1–25% of the quadrant width, 4 lesion reaches 

the calcified cartilage for 25–50% of the quadrant width, 5 lesion reaches the calcified cartilage for 50–

75% of the quadrant width and 6 lesion reaches the calcified cartilage for >75% of the quadrant width15. 

The cumulative score of tibial plateau and femoral condyle was used to score the entire articulation.   

 

Statistical analysis 

StatistiĐal sigŶifiĐaŶĐe ǁas deteƌŵiŶed ďǇ StudeŶt’s t-test. P-values < 0.05 were considered significant. 
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Results  

 

EZH2 enhances IL-ϭβ-mediated inflammation 

We first wanted to evaluate the impact of EZH2 on IL-ϭβ-induced inflammation mediators by 

evaluating PGE2 release and IL-6 expression. We first confirmed the efficacy (82%) and viability (87%) 

of our transfection system and EZH2 plasmid to overexpress EZH2 in chondrocytes (figure 1). After 72 

hours of transfection EZH2 expression was increased at both mRNA and protein levels. In addition, 

EZH2 overexpression enhanced IL-ϭβ-mediated release of PGE2 and expression of IL-6. These results 

suggest that EZH2 increases inflammation.  

 

EZH2 enhances IL-ϭβ ŵediated MMPs release  

We next studied the effect of EZH2 on IL-ϭβ-induced MMP 1, 3 and 13 expression. We observed that 

EZH2 overexpression enhanced MMP 1 and 13 mRNA level and protein release in chondrocytes (figure 

2). However, we did not observe any significant changes regarding MMP3 expression or release. 

 

EPZ-6438 reduces IL-ϭβ-induced inflammation 

Since EZH2 increases inflammation markers and MMP expression, we hypothesis that its inhibition 

would decrease these processes in chondrocytes. Thus, we evaluated whether the pharmacological 

inhibition of EZH2, would have reduced IL-ϭβ ŵediated PGEϮ, IL-6 and NO induction. EPZ-6438 

counteracted IL-ϭβ-induced PGE2, IL-6, and NO (figure 3), which suggests its putative relevance for OA 

treatment.  

 

EPZ-6438 reduces IL-ϭβ-induced cartilage degradation 

The effect of EPZ-6438 on catabolism was next evaluated on HAC and cartilage explants treated with 

IL-ϭβ. We showed that EPZ-6438 counteracted MMP 1, 3 and 13 mRNA expression and MMP13 

released in the media (figure 4A, B). Moreover, EPZ-6438 treatment reduced cartilage-specific 

safranin-O staining and thus IL-ϭβ-induced cartilage degradation (figure 4C). 
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EPZ-6438 attenuates cartilage degradation in OA mice 

After demonstrating that EPZ-6438 reduces cartilage degradation and inflammation in vitro, we 

investigated its therapeutic potential in vivo in OA-mice model (figure 5). EPZ-6438 were injected three 

times in the articulation after inducing DMM. We found that EPZ-6438 reduced OARSI score 8 weeks 

after surgery. 

 

EPZ-6438 attenuates locomotor disability in OA mice 

Finally, since EPZ-6438 reduced cartilage degradation and chondrocyte inflammation, we hypothesized 

that EZH2 could be involved in pain-induced disability in OA-mice. Therefore, we aimed to evaluate in 

DMM-mice, the effect of EPZ-6438 intra-articular injection on spontaneous locomotor activity. EPZ-

6438 treated mice performed more straightening on average especially after the first injection 

compared to vehicle treated mice (figure 6A). Furthermore, EPZ-6438 mice had a longer running period 

than vehicle treated animals, especially after the second injection (figure 6B). These data showed that 

EPZ-6438 improves OA-mice locomotor activity. 

Since NGF is involved in pain-induced disability in OA patients, we evaluated the role of EZH2 in NGF 

expression in IL-ϭβ-treated chondrocytes (figure 6C). We showed that IL-ϭβ increased NGF expression. 

We then consistently found that EZH2 expression enhanced IL-ϭβ-mediated NGF expression, while 

EPZ-6438 had the exact opposite effect.   

 

Discussion  

Herein, we demonstrated that EZH2 inhibition reduces chondrocytes inflammation as well as cartilage 

degradation and ameliorates OA-induced disability in mice.  

During OA, chondrocytes inflammation causes MMPs release and cartilage degradation. The products 

of this degradation stimulate articular cells, which in return induce more inflammation16. Thus, it is 

critical to develop therapeutic strategies that target both inflammation and cartilage degradation in 

order to stop this vicious circle. We showed that EPZ-6438 reduces IL-ϭβ-mediated cartilage 

degradation by counteracting MMP 1, 3 and 13 release and inflammation by inhibiting IL-ϭβ-induced 

PGE2 and IL-6. These results are consolidated by EZH2 overexpression experiments. Indeed, EZH2 

increases PGE2 and IL-6 expression and release of MMP1 and 13. The lack of effect on MMP3 could be 

due to the fact that IL-ϭβ already increased MMP3 to a maximum level. Our results are confirmed by 

previous data that we obtain with DZNep5. DZNep is the first generation of methyltransferase inhibitor 
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with a nonspecific activity, and in contrast to EPZ-6438, is not currently used in clinical trials. EPZ-6438 

is thus a relevant candidate for targeting EZH2 in OA-patients. Coherently with our results, it was found 

that EZH2 is overexpressed in OA cartilage and in IL-ϭβ-treated chondrocytes11. Consequently, EZH2 is 

positively regulated during osteoarthritis and inflammation processes. Our data is further confirmed  

by a study that found that EZH2 inhibition in chondrocyte by siRNA, reduces catabolism by contracting 

the expression of ADAMTS4 and 5 as well MMP1311. Collectively, these founding emphasized the 

implication of EZH2 on catabolism processes in OA. 

The mechanism by which EZH2 is involved in OA remain unclear. EZH2 mechanisms can be attributed 

to its connection with WŶt/β-catenin pathway. Indeed, it has been demonstrated that EZH2 

overexpression activates WŶt/β-catenin signaling which is involved in inflammation and hypertrophy 

during OA17,11,18. We recently shown that EZH2 inhibition reduces chondrocyte hypertrophy12. In 

synovial fibroblasts obtain from rheumatoid arthritis patients, EZH2 represses the promotor of 

signaling inhibitor frizzled-related protein 1 (SFRP1), which is an inhibitor of Wnt pathway19. Hence, 

targeting EZH2 during OA, might reduce Wnt-mediated inflammation and hypertrophy. 

The ŵost effiĐieŶt theƌapies foƌ OA aƌe those that iŵpƌoǀe patieŶt’s ƋualitǇ of life. Theƌefoƌe, foĐus 

should also be made on the pain and disability that patients experience. Indeed, pain in OA patients, 

and especially in elderly people, causes social isolation and depression20. We found for the first time, 

that chondrocytes treatment with EPZ-6438 reduces NGF expression in IL-ϭβ-treated chondrocytes, 

and OA-mice disability.   

We found that EPZ-6438 intra-articular injection reduces long term cartilage degradation in DMM 

mice. Moreover, we demonstrated for the first time that EPZ-6438 reduces disability in OA mice by 

increasing their locomotor activity. The effect of EPZ-6438 tended to lessen after the three injections 

in both straightening and cumulative running duration. This suggests that more EPZ-6438 injections 

might be necessary to perpetuate its effect. 

In accordance with our study, a similar result in OA mice cartilage degradation was found using a 

different EZH2 inhibitor (EPZ005687) and a different OA mouse model (anterior cruciate ligament 

transection)4. Interestingly, the knock-out of Jumonji Domain Containing 3 (JMJD3), a H3K27me3 

demethylase in chondrocytes accelerates OA development in mice21. The data suggest that H3K27me3 

demethylation is critical to cartilage homeostasis in preventing OA pathogenesis.  

Pain therapy is complex and can sometimes exacerbates damages to cartilage. Indeed, it has been 

shown that NGF anti-body (tanezumab) intra-articular injection, reduces pain but also increases 

cartilage destruction in rat22. Thus, analgesia should be complemented by a cartilage protecting 
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treatment. EPZ-6438 has the advantage of having a dual effect by reducing both pain-induced disability 

and cartilage degradation.   

In conclusion, we shown that EZH2 increases catabolism by enhancing MMPs induction and 

inflammation by inducing PGE2 and IL-6 chondrocytes. Treatment by EPZ-6438 in vitro and in OA-mice 

has proved to reduce cartilage degradation and disability. Targeting EZH2 is therefore a promising 

strategy to attenuates cartilage degradation, inflammation and pain-induced disability in OA patients.  
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Figure legends 

Figure 1: EZH2 increases inflammation.  

Chondrocytes were transfected with pcDNA or pEZH2. After 24h, cells were treated with IL-ϭβ ;ϭ 

ng/ml) for 48 h. (A) After treatment, RNA and proteins were extracted. mRNA relative expression of 

EZH2 was determined by real-time RT-PCR. (B) EZH2 protein expression was analyzed by western blot. 

Data are expressed as means ± SEM relative to gene expression in IL1-ϭβ-treated cells (n=4). (C) 

Chondrocytes (P1) were transfected with pcDNA or pEZH2. After 24 hours cells were incubated with 

IL-ϭβ ;ϭ Ŷg/ŵlͿ for 48 h. RNA was extracted and medium collected. PGE2 release in medium was 

determined by ELISA assay. Data are expressed as means ± SEM (n=3). *: p-ǀalue ≤ Ϭ.Ϭϱ. ŵRNA ƌelatiǀe 

expression of IL-6 was determined by RT-PCR. Data are expressed as means ± SEM relative to gene or 

protein expression in IL1-ϭβ-treated cells (n=4). *: p-ǀalue ≤ Ϭ.Ϭϱ; **: p-ǀalue ≤ Ϭ.Ϭϭ. 

 

Figure 2: EZH2 overexpression increases MMPs expression and release.  

Chondrocytes were transfected with pcDNA or pEZH2. After 24h, cells were treated with IL-ϭβ ;ϭ 

ng/ml) for 48 h. (A) mRNA relative expression of MMP-1, 3 and 13 was determined by RT-PCR. (B) 

MMPs release in medium was determined by ELISA assay. Data are expressed as means ± SEM relative 

to gene or protein expression in IL1-ϭβ-treated cells (n=4). *: p-ǀalue ≤ Ϭ.Ϭϱ; **: p-ǀalue ≤ 0.01. MMP1, 

3 and 13 release in medium was determined by ELISA assay. Data are expressed as means ± SEM (n=3). 

*: p-ǀalue ≤ Ϭ.Ϭϱ. 

 

Figure 3: EPZ-6438 attenuates IL-ϭβ-mediated inflammation.  

Primary chondrocytes were treated with IL-ϭβ ;ϭ Ŷg/ŵlͿ and/or EPZ-6438 (10µM) for 48 h. PGE2 

release in medium was determined by ELISA assay. mRNA relative expression of IL-6 was determined 

by RT-PCR. NO release was evaluated by Griess test. Data are expressed as means ± SEM relative to 

gene expression in IL1-ϭβ-treated cells (n=4). *: p-ǀalue ≤ Ϭ.Ϭϱ; **: p-ǀalue ≤ Ϭ.Ϭϭ. 

 

Figure 4: EPZ-6438 reduces IL-ϭβ-induced cartilage degradation.  

Primary chondrocytes were treated with IL-ϭβ ;ϭ Ŷg/ŵlͿ iŶ the pƌeseŶĐe oƌ aďseŶĐe of EPZ-6438 (1 or 

ϭϬ μMͿ foƌ ϰϴ h. Afteƌ tƌeatŵeŶt, RNA ǁas eǆtƌaĐted aŶd ŵediuŵ ĐolleĐted. ;AͿ ŵRNA ƌelatiǀe 

expression was determined by real-time RT-PCR. Data are expressed as means ± SEM relative to gene 

expression in IL-ϭβ-treated cells (n=4). *: p-ǀalue ≤ Ϭ.Ϭϱ; **: p-ǀalue ≤ Ϭ.Ϭϭ. ;BͿ MMPϭϯ ƌelease iŶ 
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medium was determined by ELISA assay. Data are expressed as means ± SEM (n=3). *: p-ǀalue ≤ Ϭ.Ϭϱ. 

**: p-ǀalue ≤ Ϭ.Ϭϭ. Primary chondrocytes were passed and transfected with EZH2, after 24h cells were 

incubated in the presence or absence of IL-ϭβ ;ϭ Ŷg/ŵlͿ. (C) Human articular cartilage explants were 

cultivated for 7 days in the presence or absence of EPZ-6438 and/or IL-1β. Explants were then 

sectioned and stain with safranin-O. Scale bare indicates 100 µm. 

 

Figure 5: EPZ-6438 attenuates cartilage degradation in OA mice.  

(A) Mice were anesthetized and underwent DMM surgery, and were injected with vehicle (n=9) or with 

EPZ-6438 (n=14). Each group received 3 times (at week 1, 2 and 4 after surgery) intraarticular injections 

of 50µl EPZ-6438 or 50µl of vehicle (DMSO). For each behavioral test (spontaneous locomotor activity 

and wheel of simple activity), the baseline was taken 3 days before the surgery. After that, measures 

were taken after surgery as well as EPZ-6438 injections and before euthanasia. (B) Histology of mice 

underwent sham or DMM surgery. (C) Knee sections were stained with safranin O/Fast green. Arrows 

point to cartilage damages. Scale bare represent 100 µm. (D) Knee OARSI score. Data are expressed as 

means ± SEM. *: p-ǀalue ≤ Ϭ.Ϭϱ 

 

Figure 6: EPZ-6438 attenuates disability in OA mice.  

(A) Spontaneous straightening. (B) cumulative running duration. Curves represent the mean value + 

SEM (n=23). *: p-ǀalue ≤ Ϭ.Ϭϱ. (C) EPZ-6438 reduces IL1-ϭβ-induced NGF expression. NGF mRNA 

relative expression was determined by real-time RT-PCR. Data are expressed as means ± SEM relative 

to gene expression in IL-ϭβ-treated cells (n=4). *: p-ǀalue ≤ Ϭ.Ϭϱ; **: p-ǀalue ≤ Ϭ.Ϭϭ.                     
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3.1.2 L’iŶhiďitioŶ d’EZH2 iŶhiďe l’hypeƌtƌophie 

des chondrocytes 

Le modèle précédemment utilisé (stimulation des chondrocytes par Il-1β) permet de mimer en partie 

les pƌoĐessus d’iŶflaŵŵatioŶ, de diŵiŶutioŶ de l’aŶaďolisŵe et d’augŵeŶtatioŶ des ŵĠtallopƌotĠases 

responsables de la dégradation du cartilage observée au Đouƌs de l’aƌthƌose. Cependant, ce modèle ne 

pƌeŶd pas eŶ Đoŵpte l’hǇpeƌtƌophie des ĐhoŶdƌoĐǇtes, qui entƌaiŶe la ĐƌoissaŶĐe d’ostĠophǇtes et qui 

peut oďstƌueƌ les ŵouǀeŵeŶts de l’aƌtiĐulatioŶ et augŵeŶteƌ les douleuƌs ƌesseŶties paƌ les patieŶts. 

La littérature scientifique montre que le TGF-βϭ faǀoƌise l’hǇpeƌtƌophie des ĐhoŶdƌoĐǇtes et la 

survenue des ostĠophǇtes au Đouƌs de l’aƌthƌose Đhez la souƌis. Nous aǀoŶs doŶĐ ĠǀaluĠ l’iŶtĠƌġt du 

traitement des chondrocytes par le TGF-βϭ comme modèle in vitro d’aƌthƌose, puis testeƌ l’effet de 

l’EPZ-6438 sur ce modèle. J’ai ĠǀaluĠ daŶs uŶ pƌeŵieƌ teŵps l’effet du TGF-β1 sur les marqueurs de 

l’hǇpeƌtƌophie. Nos résultats montrent que TGF-βϭ augŵeŶte l’eǆpƌessioŶ de COLϭA1, COL10A1, 

RUNX2, VEGF et MMP13. L’hǇpeƌtƌophie iŶduite paƌ le TGF-βϭ a ĠtĠ appƌofoŶdie eŶ ĠtudiaŶt 

l’aĐtiǀatioŶ de la ǀoie WŶt/β-caténine. Celle-ci régule ce processus au cours du développement 

eŵďƌǇoŶŶaiƌe et de l’aƌthƌose. Nous avons montré que le TGF-βϭ augŵeŶte l’eǆpƌessioŶ de la β-

ĐatĠŶiŶe et ĐoŶtƌeĐaƌƌe l’eǆpƌessioŶ de SFRPϭ ;iŶhiďiteuƌ de la ǀoie WŶtͿ. En plus des effets sur 

l’hǇpeƌtƌophie, nous avons ĠtudiĠ l’iŵpaĐt du TGF-βϭ suƌ l’aŶaďolisŵe des pƌotĠiŶes ĐaƌtilagiŶeuses. 

Nos résultats montrent que le TGF-βϭ ƌĠduit l’eǆpƌessioŶ de SOXϵ, ACAN et COLϮA1 dans les 

chondrocytes in vitro. D’autƌe paƌt, il ƌĠduit ĠgaleŵeŶt la sǇŶthğse des glycosaminoglycanes (GAG). 

Dans un deuxième temps nous avons évalué le caractère prédictif de notre modèle en testant 

différentes molécules connues pour avoir une action anti-hypertrophique in vivo, à savoir le DMOG et 

la pterosine. Ayant validé le modèle, nous aǀoŶs testĠ l’EPZϲϰϯϴ ;iŶhiďiteuƌ d’EZHϮͿ. Après avoir validé 

l’effet de l’EPZϲϰϯϴ suƌ les ĐhoŶdƌoĐǇtes eŶ ŵoŶtƌaŶt Ƌu’il ƌĠduit la ŵĠthǇlatioŶ de HϯKϮϳ paƌ 

immunofluorescence, nous avons ŵoŶtƌĠ Ƌu’il ƌĠduit l’eǆpƌessioŶ de COLϭϬA1 et MMP13 et Ƌu’il 

ĐoŶtƌeĐaƌƌe la diŵiŶutioŶ d’eǆpƌessioŶ de COLϮA1, ACAN et SOX9 induite par le TGF-βϭ. De plus, 

l’EPZϲϰϯϴ ƌĠduit la libération de MMP13 par le TGF-βϭ.  

EŶ ĐoŶĐlusioŶ, Ŷous aǀoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌu’au-delà de l’iŶflaŵŵatioŶ, l’iŶhiďitioŶ d’EZHϮ ƌĠduit 

l’hǇpeƌtƌophie des ĐhoŶdƌoĐǇtes iŶduite paƌ le TGF-β. EZH2 pourrait par conséquent devenir une cible 

peƌtiŶeŶte pouƌ le tƌaiteŵeŶt de l’aƌthƌose. 
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3.1.3 Le GSK-J4 Ŷ’a pas d’effet suƌ l’iŶflaŵŵatioŶ, 

le Đataďolisŵe et l’hypeƌtƌophie des 

chondrocytes 

Nous aǀoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌu’EZHϮ ƌĠduit l’iŶflaŵŵatioŶ et le Đataďolisŵe daŶs les ĐhoŶdƌoĐǇtes. Nous aǀoŶs 

ǀoulu saǀoiƌ si l’iŶhiďitioŶ des dĠŵĠthǇlases JMJD3 et UTX auƌait l’effet iŶǀeƌse. 

Nous aǀoŶs ǀoulu testeƌ l’hypothèse selon laquelle, JMJD3 pourrait être impliquée daŶs l’hǇpeƌtƌophie 

ou l’iŶflaŵŵatioŶ liĠe à l’aƌthƌose. Le rôle des demethylases dans les processus inflammatoires a été 

recherché en cultivant les chondrocytes à la fois eŶ pƌĠseŶĐe d’IL-ϭβ et de GSK-J4, un inhibiteur de 

JMJD3 et UTX. A l’issue de Đes diffĠƌeŶtes Đultuƌes, des tests ELISA du Đataďolisŵe ;MMPϭϯͿ oŶt ĠtĠ 

réalisés sur les milieux. Les marqueurs chondrogéniques (collagène de type II, Agrécane, Sox9), les 

marqueurs de chondrocyte hypertrophique (COL10A1, COL1A1, MMP13) et du catabolisme (MMPs 1, 

3, 13, ADAMST5) ont été évalués par RT-PCR.  

Nos résultats montrent que le GSK-Jϰ Ŷ’a pas d’iŵpaĐt suƌ l’augŵeŶtatioŶ d’eǆpƌessioŶ des MMPϭ, ϯ 

et ϯ aiŶsi Ƌue suƌ l’eǆpƌessioŶ des ŵaƌƋueuƌs de l’aŶaďolisŵe SOXϵ, COLϮAϭ et ACAN ;figuƌe 39). Le 

GSK-Jϰ Ŷ’a paƌ ĐoŶsĠƋueŶt pas d’effet suƌ l’iŶduĐtioŶ du Đataďolisŵe et de l’iŶflaŵŵatioŶ induite par 

l’IL-ϭβ.  
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Leuƌ ƌôle daŶs l’hǇpeƌtƌophie a ĠtĠ ĠǀaluĠ en cultivant les cellules en présence de TGF-β et de GSK-J4. 

A l’issue de Đes diffĠƌeŶts traitements, les marqueurs chondrogéniques (collagène de type II, Agrécane, 

Sox9) et les marqueurs de chondrocyte hypertrophique (COL10A1, COL1A1, MMP13) ont été évalués 

par RT-PCR.  

Figure 39 : Effet du GSK-J4 sur les chondrocytes traités par IL-1β.   

A. Les chondrocytes ont été incubés en présence ou non d’IL-1β (1ng/ml) et/ou de GSKJ4 (10µM) pendant 

48h. Des RT-PCR de MMP 1, 3 et 13 ont été effectuées (n=3). Les histogrammes montrent les résultats d’une 

expérience représentative (n=3). Les barres d’erreur représentent l’Ġcart type du triplicat de l’expérience. B. 

La libération de MMP 13 dans les milieux de cultures a été quantifiée par test ELISA (n=3). Les histogrammes 

représentent la moyenne de trois expériences indépendantes + SEM (n=3). C. Effet du GSK-J4 sur les gènes 

de l’anabolisme. Les chondrocytes ont été incubés en présence ou non d’IL-1β (1ng/ml) et/ou de GSKJ4 (5µM 

ou 10µM) pendant 48h. Des RT-PCR de Sox9, COL1A1, COL2A1 et ACAN ont été effectuées.  
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Le GSK-Jϰ Ŷ’a pas d’effet suƌ l’eǆpƌessioŶ de COLϭϬAϭ, MMPϭϯ et COLϭAϭ et suƌ la ďaisse d’eǆpƌessioŶ 

de SOX9, ACAN et COL2A1 induite par le TGF-β ;figuƌe ϰϬͿ. Le GSK-Jϰ Ŷ’a doŶĐ pas d’iŵpaĐt suƌ 

l’hǇpetƌophie et la ďaisse de l’aŶaďolisŵe iŶduites par TGF-β. 

 

L’iŶhiďitioŶ de JMJDϯ et UTX Ŷ’a pas d’effet suƌ les pƌoĐessus iŶflaŵŵatoiƌe, ĐataďoliƋue et 

hypertrophique dans les chondrocytes.  

 

En conclusion de cette première partie, nous avons montré dans deux modèles cellulaires d’aƌthƌose 

Ƌu’EZHϮ est iŵpliƋuĠe dans les processus inflammatoires, cataboliques et hypertrophiques. In vivo nous 

avoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌue l’iŶhiďitioŶ d’EZHϮ paƌ l’EPZ-6438 réduit la dégradation du cartilage et le handicap 

loĐoŵoteuƌ. L’iŶjeĐtioŶ iŶtƌa-aƌtiĐulaiƌe d’EPZ-6438 pourrait devenir une stratégie thérapeutique 

iŶtĠƌessaŶte pouƌ le tƌaiteŵeŶt de l’aƌthƌose. En revanche, nos résultats suggèrent que les histones 

dĠŵĠthǇlases JMJDϯ et UTX Ŷ’eǆeƌĐeŶt pas uŶ ƌôle essentiel dans cette pathologie.  

 

 

Figure 40 : Le GSK-J4 n’a pas d’impact sur les gènes matriciels et sur l’induction des marqueurs de l’hypertrophie 

et de l’anabolisme par le TGF-β.  

Les HAC ont été incubés en présence ou non de TGF-β (5ng/ml) et/ou de GSKJ4 (10µM) pendant 48h. Des RT-PCR de 

COL10A1, MMP13, COL1A1, Sox9, COL2A1 et ACAN ont été effectuées. Les histogrammes montrent les résultats 

d’une expérience représentative (n=3). Les barres d’erreur représentent l’Ġcart type du triplicat de l’expérience.  
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3.2 JMJD3 et UTX favorisent la chondrogenèse, 

intérêt en ingénierie tissulaire du cartilage 

Dans une deuxième partie de ma thèse, je me suis intéressé au rôle de H3K27me3 au cours de la 

chondrogenèse. Paƌŵi les stƌatĠgies eŶ dĠǀeloppeŵeŶt pouƌ le tƌaiteŵeŶt de l’aƌthƌose, l’iŶgĠŶieƌie 

tissulaire est très prometteuse. Néanmoins, les protocoles de différenciation doivent être améliorés 

afiŶ de peƌŵettƌe la foƌŵatioŶ d’uŶ Đaƌtilage hǇaliŶ stable. La régulation épigénétique joue un rôle 

prépondérant au cours de la formation du cartilage embryonnaire et la chondrogenèse. Les régulateurs 

dont font partie les enzymes de modification des histones constituent des cibles privilégiées pour 

aŵĠlioƌeƌ les pƌotoĐoles d’iŶgĠŶieƌie tissulaiƌe. L’oďjeĐtif de Ŷotƌe Ġtude est d’Ġǀalueƌ le ƌôle des 

déméthylases de H3K27me3, à savoir JMJD3 et UTX durant la chondrogenèse et leur potentiel 

implication en ingénierie tissulaire.   

Nous avons amplifié des cellules souches mésenchymateuses (MSC) issus de moelles osseuses 

obtenues de biopsie de patients ayant subi une arthroplastie. Nous avons transfecté les MSC avec des 

vecteurs d’eǆpƌessioŶ pour JMJD3 et UTX ou avec des siRNA dirigés contre leur ARNm respectif. Nous 

avons eŶsuite iŶĐlus les Đellules daŶs l’algiŶate et les avons cultivées dans un milieu chondrogénique 

pendant 7 jours. Alternativement, nous avons ĠǀaluĠ l’iŵpaĐt du GSK-J4, inhibiteur de JMJD3 et UTX, 

au cours de la chondrogenèse. Nous avons ĠtudiĠ l’eǆpƌessioŶ des gğŶes paƌ RT-PCR ou par 

transcriptomique (puce Agilent) afiŶ d’ideŶtifieƌ les gğŶes diffĠƌeŶtielleŵeŶt ƌĠgulĠs paƌ le GSK-J4. 

L’eŶƌiĐhisseŵeŶt des oŶtologies et le ƌĠseau d’iŶteƌaĐtioŶs protéines-protéines a été construit avec le 

logiciel STRING.  

Nous aǀoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌue JMJDϯ et UTX ƌĠduit l’eǆpƌessioŶ des gğŶes spĠĐifiƋues du Đaƌtilage tels Ƌue 

le collagène II et l’agrécane, alors que leur suƌeǆpƌessioŶ à l’effet iŶǀeƌse. De plus, nous avons identifié 

281 gènes (62%) doŶt l’eǆpƌessioŶ Ġtait inhibée et 174 (38%) doŶt l’eǆpƌessioŶ Ġtait induite par le GSK-

J4 au cours de la chondrogenèse. Les gènes doŶt l’eǆpƌessioŶ Ġtait inhibée par le GSK-J4 sont impliqués 

daŶs l’ossifiĐatioŶ eŶĐhoŶdƌale et la diffĠƌeŶĐiatioŶ ĐhoŶdƌogĠŶiƋue. D’autƌe paƌt, la suƌeǆpƌessioŶ de 

JMJD3 et UTX amplifie la formation du cartilage et la production du collagène in vivo.    

Pour conclure, nous avons mis en évidence que JMJD3 et UTX favorisent la chondrogenèse et la 

foƌŵatioŶ du Đaƌtilage iŶ ǀiǀo, ŵoŶtƌaŶt l’intérêt d’iŶduiƌe les déméthylases de HϯKϮϳ pouƌ l’iŶgĠŶieƌie 

tissulaire du cartilage.   

 



116 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



117 

 

Article en préparation : 

H3K27me3 demethylases enhance chondrogenesis. Impact on 

cartilage engineering. 

Abstract 

Osteoarthritis is the first cause of disability. Among emerging therapeutic strategies, cartilage tissue 

engineering seems promising. Histone methylation plays a preponderant role in cartilage development 

and therefore may be good target to improve cartilage engineering protocols. We evaluated the role 

of JMJD3 (KDM6B) and UTX (KDM6A), the both demethylases of histone H3 at the lysine 27 (H3K27) in 

chondrogenesis and its possible application for cartilage engineering.  

Human MSCs were transfected with expression vectors for JMJD3 and/or UTX, or with siRNA targeting 

these genes. Alternatively, cells were treated with GSK-J4, a specific inhibitor of JMJD3 and UTX. Then, 

cells were embedded in alginate and cultivated into a chondrogenic medium. The expression of 

chondrogenic genes (SOX9, ACAN, COL2A1) were evaluated by RT-PCR.  Differentially expressed genes 

(DEG) regulated by GSK-J4 were identified by whole-transcriptome microarray. Moreover, nude mice 

were implanted with alginate beads containing cells which overexpres JMJD3 or UTX, and cartilage 

formation was evaluated by immunohistochemistry and collagen assay.  

JMJD3 or UTX inhibition reduced the expression of cartilage-specific genes such as collagen II and 

aggrecan, while their overexpression had the opposite effect. Additionally, we identified 281 genes 

(62%) which were down-regulated and 174 genes (38%) up regulated by GSK-J4 in MSCs undergoing 

chondrogenesis. DEGs were enriched in genes involved in endochondral ossification and chondrocytes 

differentiation. Furthermore, JMJD3 and UTX overexpression enhanced in vivo cartilage formation and 

collagen expression.  

In conclusion, JMJD3 and UTX favor MSC chondrogenic differentiation and in vivo cartilage formation 

suggesting that histone demethylases improve chondrogenesis and cartilage engineering.   

 

Introduction  

Osteoarthritis (OA) is one of the first causes of disability worldwide. The current treatments for 

patients suffering from it are mainly symptomatic, and none of them are able to repair cartilage 

damages. Furthermore, in contrast to vascular tissues, cartilage has a poor self-repair capacity. This is 
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why researchers are focusing on tissue engineering as a new approach for cartilage regeneration. The 

concept of autologous chondrocyte transplantation was first introduced by Mat Brittberg in 1994. 

According to this method, chondrocytes are isolated from articular cartilage and then replanted in the 

cartilage defects 1. Due to the low number of cells obtained after isolation, chondrocytes have to be 

amplified in vitro. However, after successive passages, chondrocytes lose their phenotype and 

differentiate in fibroblast-like cells2. These molecular changes compromise cartilage biomechanical 

properties, which makes its clinical use compromised. Recent reports have proposed MSCs as an 

attractive alternative due to their chondrogenic potential, in vitro self-renewal capacity and 

immunomodulatory characteristics3. MSCs are multipotent stem cells discovered first in the bone 

marrow and can be isolated from other sources such as placenta, amniotic fluid, umbilical cord, 

adipose tissue, skeletal muscle, dental pulp, synovial membrane, and tendons. Nevertheless, 

maintaining chondrocyte phenotype in differentiated stem cells remains challenging.  

Better understanding of cartilage development and physiology has led to new strategies involving the 

use of hypoxia, 3D scaffolds, mechanical stimuli and growth factors4. Many of these strategies have 

emerged because of discoveries made on endochondral ossification, a process during which lib 

cartilage and bone tissue are formed5.  

During the past decade, numerous studies have found that epigenetic modifications play a 

preponderant role during endochondral ossification5. Epigenetic is the study of heritable phenotype 

changes that do not involve alterations in the DNA sequence6. Histone methylation is part of 

epigenetic, and it activates or deactivates gene expression regarding which amino-acid is concerned. 

For instance, the tri-methylation of the Histone H3 Lysine 27 (H3K27me3) inhibits genes expression5. 

It has been shown that the H3K27 histone methyltransferases known as Enhancer of zeste homolog 2 

(EZH2) promotes cartilage development and maturity during endochondral ossification7. Moreover, 

research found that H3K27me3 demethylase called JmjC Domain-Containing Protein 3 (JMJD3 also 

known as KDM6B) is necessary for both early and late cartilage development during embryonic 

development8,9. By demethylating the repressive mark H3K27me3, JMJD3 allows chondrocyte genes 

expression8,9. Therefore, H3K27me3 demethylases could play an important role in in vitro 

chondrogenesis and could be used for cartilage engineering.   

In vitro, genome wide study during MSC chondrogenic differentiation has revealed that histone 

modifications are dynamically regulated on chondrogenic genes allowing their expression. Indeed, 

while H3K27me3 mark is decreased on sex-determining region Y (SRY) and related SRY- box 9 (Sox9) 

and aggrecan (ACAN) promoters, epigenetic marks that are associated with gene expression including 
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H3K27ac, H3K4me3, H3K9ac and H3K36me3 are increased 10. These data suggest that H3K27me3 

demethylases Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat, X chromosome (UTX) and/or JMJD3 

are crucial for cartilage gene expression during MSC chondrogenic differentiation.  

In our study, we evaluated the role of the demethylases JMJD3 as well as UTX and the possible 

application for tissue engineering. We found that both JMJD3 and UTX controlled cartilage matrix 

genes expression whereas UTX was dispensable for chondrogenesis. H3K27me3 demethylases also 

enhanced cartilage formation after subcutaneous implantation in nude mice.  

 

Material and methods 

 

Stem cells amplification 

Bone marrow was obtained from iliac crests of adult female donors (ages 53-77 years; median 64 

years) that underwent a hip replacement surgery. All patients signed an agreement form according to 

local ethical committee Ŷaŵed ͞ CoŵitĠ de PƌoteĐtioŶ des PeƌsoŶŶes Noƌd Ouest III͟ ;agƌeeŵeŶt #Aϭϯ-

D46-VOL.19). Cells were isolated as previously described11. Cells were fractionated on a Hypaque-Ficoll 

(GE life science, Velizy-Villacoublay France) density gradient. Mononuclear cells were isolated, seeded 

at the density of 5.104 cells/cm2 and cultured in alpha-MEM supplemented with 10% fetal bovine 

serum (Lonza, Levallois-Perret France), 2 mM L-glutamine, 1 ng/ml FGF-2 (Merck, Loiret France), and 

antibiotics (penicillin streptomycin, Lonza) at 37°C with 5% CO2. The absence of DNA mycoplasma was 

verified by PCR. At confluency, cells were harvested by trypsinization (0.25% trypsin/1 mM EDTA, 

Invitrogen) and seeded at 103 cells/cm2. Cells were used at passage 3 to 5. 

 

Colonies forming unit capacity  

MSC were seeded in 6 wells plate at low density (900 cells/cm²) and cultured 10 days (about 8 

doublings). The cells were washed twice with PBS and incubated 30 min with a solution of 95 % ethanol 

and 0.1 % violet crystal.  

 

Osteogenesis and adipogenesis culture and staining 

MSC were cultured in an osteogenic medium ((Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Lonza) with 

10% of fetal bovine serum (Lonza),  antibiotics (penicillin streptomycin Lonza), 100 nM dexamethasone 
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(Merck), 50 mg/ml ascorbic acid-2-phosphate (Merck) and β-glycerol phosphate 10 mM (Merck)) or an 

adipocytic medium (DMEM with 10% of fetal bovine serum (Lonza), antibiotics (penicillin streptomycin 

Lonza), 100 nM dexamethasone, 3-isobutyl-1-methylxanthine 0,5 mM (Merck)). After 14 days of 

culture, cells were washed with PBS 1X (Lonza) and were fixed 1 hour in Neutral Buffered Formalin 

(NBF PanReac AppliChem). Osteogenesis was evaluated by incubating the cells 20 min in a 2% alizarin 

red solution (pH=4.2), and adipogenesis by a 5 min incubation with 60% isopropanol and 15 min with 

neutral (0.3%) oiled red solution.   

Chondrogenesis 

Chondrogenesis was induced by cell culture in 3D (alginate) in chondrogenic medium. Cell cultures in 

alginate beads were performed as previously described11. Briefly, MSC were suspended in alginate 

(Kelco) at the density of 5x106 cells/ml, dropped into CaCl2 solution. After that, MSC were cultured in 

chondrogenic medium DMEM with antibiotics (penicillin/streptomycin, Lonza), 100 nM 

dexamethasone (Merck), 50 mg/ml ascorbic acid-2-phosphate (Merck), 40 mg/ml proline (Merck), 1 

mM sodium pyruvate (Merck) and a 1:100 dilution of Insulin Transferin Selenium (ITS) +1 supplement 

(Merck), 10 ng/ml of TGF-β3 (Merck). After culture, beads were dissolved in 55 mM sodium citrate, 

150 mM NaCl and gently centrifuged to isolate cells for further analysis. 

 

Plasmids, siRNAs and transfection 

To overexpress UTX and JMJD3, pCMV-HA-UTX (#24168, Addgen) and pCMV-HA-JMJD3 (#24167, 

Addgen) were used respectively12. Pmax-GFP was supplied by Amaxa. Pools of four control siRNAs (D-

001810-10-50) or siRNAs directed against JMJD3 (L-023013-01-0005) or UTX (L-014140-01-0005) 

mRNA were obtained from Dharmacon. 

For transfection, MSC were harvested and resuspended with P1 Primary Cell 4D-NuĐleofeĐtoƌ™ X 

Solution supplemented (Amaxa) with plasmid or siRNA. 4x106 of cells/DNA mixtures (8 µg) or 4x106 

cells/RNA mixture (400 pmol) were added in a 1 cm² transfection cuvettes, and were nucleoporated 

according to the FF-104 predefined program using 4D-NuĐleofeĐtoƌ™ X UŶit (Amaxa). 10 minutes after 

electroporation, cells were encapsulated in alginate beads and transferred to six-well plates and 

cultured on chondrogenic medium. The transfection was validated by cytometry after transfection of 

fluorescein coupled-siRNA (sc-36869, Santa Cruz Biotechnology) or pmaxGFP.  
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RNA isolation and real-time reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 

RNA was extracted with NucleoSpin® RNA (Macherey-Nagel, Hoerdt France) according to 

ŵaŶufaĐtuƌeƌ’s protocol. After extraction, RNA underwent a DNAse treatment and were reverse 

transcribed into cDNA as previously described13. Briefly, reverse transcription was done in mixture 

composed of 1µg of RNA, oligo dT (2.5 µM), 500 µM dNTP, 1X First Strand Buffer, 10 U/μL of Moloney. 

Murine Leukemia Virus reverse transcriptase (M-MLV-RT, Invitrogen Courtaboeuf France). The 

reaction lasts 50 min at 37°C then 15 min at 70°C using a thermocycler (T100TM Thermal Cycler, Bio-

Rad Les Ulis France). Amplification of the generated cDNA was performed by real-time PCR using Step 

One Plus Real Time PCR system (Applied Biosystems Courtaboeuf France) with the following primers; 

COL2A1-F: ACTGGATTGACCCCAACCAA; COL2A1-R: TTGGGAACGTTTGCTGGATT; RPL13A-F: 

GAGGTATGCTGCCCCACAAA; RPL13A-R: GTGGGATGCCGTCAAACAC; ACAN-F: TCGAGGACAGCGAGGCC; 

ACAN-R: TCGAGGGTGTAGCGTGTAGAGA; SOX9-F: CCCATGTGGAAGGCAGATG; SOX9-R 

TTCTGAGAGGCACAGGTGACA; SOX5-F: ATCCCAACTACCATGGCAGCT; SOX5-R: 

TGCAGTTGGAGTGGGCCTA; SOX6-F: GCAGTGATGAACATGTGGCCT; SOX6-R: 

CGTGTCCCAGTCAGCAGCATCT; UTX-F: TACAAATCCCGAACAACCC; UTX-R: TGAGGAGGCCTGGTACTGT; 

JMJD3-F: AGCTGGCCCTGGAACGATA; JMJD3-R: GGCCCTGGTAAGCATTT. The relative mRNA level was 

calculated with the 2−ΔΔCT method. RPL13a was used as reference. 

 

Protein extraction and western blotting 

Cells were rinsed and then scraped into Radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA lysis buffer) 

supplemented with inhibitors of phosphatases and proteases. The eǆtƌaĐts ;ϯϬ μg pƌoteiŶs) were 

subjected to fractionation by 10% sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis, 

transferred to polyvinylidene difluoride membranes (Bio-Rad Marnes-la-Coquette France). Western 

blotting performed as previously described14. The following antibodies were used: JMJD3 (#3457) and 

UTX (D3Q1I) from Cell SigŶaliŶg, β-actin (sc-47778), goat anti-mouse IgG-HRP (sc-2005) and goat 

antirabbit IgG-HRP (sc-516087) from Santa Cruz Biotechnology. 

 

Gene expression microarray analysis 

RNA integrity was assessed on a 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies France, Les Ulis, France) using 

RNA 6000 Nano (Agilent TechŶologiesͿ, aĐĐoƌdiŶg to the ŵaŶufaĐtuƌeƌ’s iŶstƌuĐtioŶs. RNA iŶtegƌitǇ 

numbers above 9 were considered suitable for microarray analysis. Two-color microarray-based gene 

eǆpƌessioŶ aŶalǇsis ǁas peƌfoƌŵed, aĐĐoƌdiŶg to the ŵaŶufaĐtuƌeƌ’s iŶstƌuĐtioŶs ;AgileŶt 
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TeĐhŶologiesͿ. BƌieflǇ, ϭϬϬ Ŷg of total RNA ǁeƌe aŵplified aŶd laďeled usiŶg a Loǁ iŶput QuiĐk Aŵp 

Labeling kit, Two-color (Agilent Technologies), and hybridized to a Human Gene Expression 8 × 60K v3 

Microarray (design ID 072363, Agilent Technologies). Slides were scanned on a G2505C Microarray 

Scanner (Agilent Technologies). Raw data were extracted and Lowess normalized using Feature 

Extraction software (v. 10.7.3, Agilent Technologies), and analyzed using GeneSpring GX software (v. 

13.1.1, Agilent Technologies). Microarray probes with a signal that is not positive and significant or not 

above the background were filtered out. Genes with a p-value < 0.01 and a fold changes < 2 were 

considered as differentially expressed genes (DEGs).  

 

Gene–annotation enrichment analysis and Protein-Protein Interaction (PPI) network construction. 

Protein-protein interaction network among differentially expressed genes was constructed using 

Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins (STRING v. 11)15. Networks with a p-value 

≤ Ϭ.Ϭϱ ǁeƌe considered significantly enriched in interactions. Functional enrichment in the network 

with a False discovery rate (FDR) < 0.05 were considered significant.  

 

In vivo experiments 

Animal experimental procedures were performed according to local legislation, and procedures were 

appƌoǀed ďǇ ethiĐs Đoŵŵittee ;CoŵitĠ d’EthiƋue NoƌŵaŶdie eŶ Matiğƌe d’EǆpĠƌiŵeŶtatioŶ AŶiŵale, 

agreement #19573) and authorized by the French Ministry of research.  

30 NMRI-Foxn1 nu/nu (7 weeks of age, males provided by Janvier Lab) were housed 5/cage under a 

12-hour light/dark cycle with ad libitum access to water and food. Cages were kept in a completely 

germ-free facility (ONCOModels 30 m² Cyceron, Caen France). Each animal was humanely handled 

throughout the experiment in accordance with internationally accepted ethical principles for 

laboratory animal use and care, and all efforts were made to minimize animal suffering.  

Cellularized alginate were implanted subcutaneously in nude mice in a sterile environment. During the 

procedure, mice were anesthetized with 2% isoflurane. One incision of 5 mm was realized in the dorsal 

region and another in the lumbar region of the skin. At each lateral sides of the lesions, two 

subcutaneous pouches were created to place the beads. To reduce animal number, each mice received 

four beads: untransfected cells (Ctrl), JMJD3, UTX or GFP transfected cells.  

After 4 weeks, mice were anesthetized and then euthanized with CO2. 5 mice were used for collagen 

measurements and one or two specimens per condition were used to have 20 to 30 mg of tissue 
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required. 15 mice were used for immunohistochemistry. Specimens were collected and embedded in 

Optimal Cutting Temperature (OCT) compound.  

 

Histochemistry and immunofluorescence  

Sections with 10 µm thickness were prepared using a cryostat (CM3050 S, Leica). Slides were thawed 

and incubated at room temperature for 30 min. Sections were incubated 5 min with Fast-green to non-

specific staining and 5 min with Safranin-O to stain cartilage.  

For immunofluorescence, sections were washed once with Phosphate Buffered Saline (PBS, Lonza) for 

5 min. After that, slides were incubated overnight at 4°C with a solution composed by PBS, 0.25% Triton 

x100, 1% BSA and 1/500e dilution of Collagen I (ab34710 Abcam), Collagen II (ab34712 Abcam) or 

Aggrecan (AB1031 MerckMillipore) antibodies. Next, slides were washed and incubated for one hour 

with a solution composed by PBS, 0.25% triton, 1% BSA, Hoechst solution (1/1000e) and dilution of 

1/400e Alexa Fluor 594 Goat IgG Anti Rabbit IgG (111-585-003, Jackson). Fluorescence was evaluated 

using EVOS FL Auto 2 Cell Imaging System (ThermoFisher Scientific Illkirch-Graffenstaden France). 

 

Insoluble collagen assay 

Collagen content was determined using Sircol (S2000 Insoluble collagen assay, Biocolor) according to 

the ŵaŶufaĐtuƌeƌ’s pƌotoĐol. AďsoƌďaŶĐe ǁas ŵeasuƌed at ϱϱϬ Ŷŵ usiŶg Multiskan GO 

spectrophotometer (Thermo Scientific). 

Statistical analysis 

Statistical sigŶifiĐaŶĐe ǁas deteƌŵiŶed ďǇ StudeŶt’s t-test. P-values less than 0.05 were considered 

significant. For in vitro study, at least three independent experiments were performed using cells 

obtained from different patients. 

 

Results 

 

hBM-MSC isolation and validation 

First, we evaluated the quality of our cells. Human bone marrow mesenchymal stem cells (hBM-MSC) 

were isolated from osteoarthritis donors. After amplification, hBM-MSC differentiation and colony 

forming unit potential were evaluated. As expected, cells were able to form colonies (figure 1A), and 
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under adequate conditions, they were able to undergo adipogenic differentiation as shown by the 

staining of lipid vacuoles with oiled red O (figure 1B) and osteogenic differentiation as demonstrated 

by the alizarin red stanning (figure 1C). Finally, we checked the ability of cells to undergo 

chondrogenesis (figure 2D). We cultivated hBM-MSC in alginate beads in a chondrogenic medium and 

observed an increase expression of chondrocyte specific markers such as COL2A1 and SOX9.   

 

JMJD3 but not UTX is upregulated during hB-MSC chondrogenic differentiation 

We then studied the role of H3K27me3 demethylases during MSC differentiation into chondrocytes. 

First, we evaluated how JMJD3 and UTX are regulated during chondrogenesis (figure 2A). Our results 

showed that JMJD3 was up-regulated during hBM-MSC chondrogenic differentiation while UTX was 

stable. 

 

GSK-J4 inhibits chondrogenesis 

After that, we evaluated the impact of demethylases inhibition during chondrogenesis (figure 2B). We 

induced chondrogenesis of  hBM-MSC in the presence or not of GSK-J4, an inhibitor of both UTX and 

JMJD316. We found that after 3 and 7 days, GSK-J4 inhibited the expression of SOX5 and SOX6 mRNA 

as well as ACAN and COL2A1 (figure 2C). 

  

GSK-J4 regulates genes involved in extracellular matrix, cartilage and bone development  

To identify GSK-J4-target genes, we compared gene expression profiling of MSCs after 7 days of 

chondrogenic differentiation with or without inhibitor (figure 4). We paid attention to genes whose 

expression was regulated by GSK-J4 with a fold-change above 2. We found 281 genes down-regulated 

by GSK-J4 (61,75%) and 174 genes up-regulated by GSK-J4.  

We found that endochondral ossification and chondrocytes differentiation pathways were significantly 

enriched, with a majority of genes being down-regulated by GSK-J4 (Table 1). An important majority 

of down-regulated genes were clustered into pathways involved ECM (components, organization, 

ECM/receptor interaction) (Table 2, figure 3). Our previews observations regarding the effect of GSK-

J4 on chondrogenesis are then confirmed by our functional enrichment in the network.  

These results were consolidated by the protein-protein interaction network, where most of genes that 

were highlighted were involved in ECM formation, organization or interaction (figure 3). Furthermore, 

a significant part of up-regulated genes coded for metallothionein (MT) and belonged to the mineral 
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absorption pathway (Table 3). We also found that WNT pathway was enriched in our gene ontologies 

analysis (Table 3).  

 

JMJD3 but not UTX knock-down inhibits chondrogenesis 

To determine whether JMJD3 and/or UTX are involved in chondrogenesis, we knocked-down their 

mRNA using siRNA (figure 4A). Our transection method had a 90% viability and 60-89% efficacy. First, 

JMJD3 and UTX downregulation by siRNA were confirmed by RT-PCR and western-blot (figure 4B, C). 

We found that siJMJD3 but not siUTX reduced SOXs, ACAN and COL2A1 expression compared to siCtrl 

(figure 4D). The results show the importance of JMJD3 for BM-MSC chondrogenic differentiation.  

 

JMJD3 and UTX ectopic expression enhances chondrogenesis 

Since demethylation inhibition decreased chondrogenesis, we hypothesized that their overexpression 

would have had the opposite effect. To test this assumption, we transfected JMJD3 or UTX expression 

vectors in BM-MSC before inducing chondrogenesis for 7 days (figure 5A). Our results indicate that 

both UTX and JMJD3 enhanced ACAN and COL2A1 mRNA expression and tend to increase SOX9, 5 and 

6 (figure 5B). These data suggest that JMJD3 and UTX enhance chondrogenesis.  

 

JMJD3 and UTX enhance in vivo cartilage formation 

We finally evaluated the potential application of demethylases overexpression for tissue engineering 

since it enhanced chondrogenesis in vitro. We subcutaneously implanted alginate beads in nude mice 

after overexpression of JMJD3, UTX or GFP (as control) and 7 days of chondrogenesis. Four weeks later, 

mice were euthanized and specimens dissected. Disks containing cells overexpressing UTX and more 

significantly JMJD3, were larger (320 and 528 mm² respectively) than disks containing non-transfected 

cells (Ctrl) or pGFP (213 and 165 mm² respectively) (figure 6B, C). Moreover, type II collagen was more 

expressed in UTX and JMJD3 conditions. However, we detected no difference in aggrecan expression 

nor in expression of type I collagen (figure 6B). We also analyzed total collagen content in the obtained 

tissues. As shown in figure 6D, JMJD3 overexpression increased collagen content (140 µg/mg of tissue) 

compared to GFP (103 µg/mg of tissue).     
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Discussion 

In this study, we highlighted that JMJD3 and UTX demethylases enhance hBM-MSC chondrogenic 

differentiation. Moreover, we have proved the application of H3K27me3 demethylases in cartilage 

engineering.  

Tissue engineering is a promising strategy to repair cartilage damages in OA patients. This method 

made significant progress throughout the years, especially with the new insights found on 

endochondral ossification. Indeed, research on cartilage development during embryogenesis is the 

best inspiration for cartilage engineering4. Epigenetic regulation plays a preponderant role during both 

osteochondral ossification and in vitro chondrogenesis5.  

We found that treatment of BM-hMSC with GSK-J4 reduces SOX5, 6, ACAN and COL2A1 expression 

during chondrogenesis. In addition. Most genes regulated by GSK-J4 belong to the extracellular matrix, 

chondrogenesis and endochondral ossification processes. Furthermore, our results suggest a role of 

Wnt pathway. Wnt is an essential factor for growth plate and craniofacial development and during 

embryogenesis5,17. In vitro, studies showed that Wnt signaling promotes chondrogenic gene expression 

and cartilage formation18–20. Thus, since JMJD3 and/or UTX regulate Wnt pathway, GSK-J4 might inhibit 

chondrogenesis by altering their interaction. It has been demonstrated that JMJD3 and UTX regulate 

Wnt signaling in other differentiation systems. For instance, JMJD3 enhances odontogenesis (teeth 

development) by activation Wnt pathway21. Similarly, UTX mediates adipogenic differentiation by 

enhancing Wnt signaling22. Interestingly, an important part of genes that are up-regulated by GSK-J4 

during chondrogenesis belong to the metallothionein (MT) pathway. During skeletal development, MT 

are induced by the increase of ions such as Zn2+ and Cd23–27. Thus, GSK-J4 may alters Zn2+ or Cd 

regulation inducing the expression of MT. 

We also have shown that siJMJD3 inhibits BM-MSC chondrogenic differentiation by counteracting 

ACAN, COL2A1, SOX5 and SOX6. These results are confirmed by the role of JMJD3 during endochondral 

ossification. Indeed, JMJD3 knock-out (KO) alters skeletal development by inhibiting both early and 

late chondrogenesis8,9. Moreover, JMJD3 KO reduces COL2A1 expression and accelerates cartilage 

damages during osteoarthritis. JMJD3 is therefore primordial for cartilage development and 

homeostasis9. We did not observe the same effect with siUTX, meaning that most of GSK-J4 effect on 

chondrogenesis are due to JMJD3 inhibition.  This result might be explained by the fact that only JMJD3 

is regulated in our chondrogenesis model. The same observation had been made in another study 

where only JMJD3 was increased during 2D MSC chondrogenic differentiation28. Another team found 

that H3K27me3 is erased on chondrocytes specific genes : SOX9, 5, 6, COMP, ACAN, COL11A2, 
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COL11A1, COL9A3, COL9A210. However, authors were not able to observed any regulation of COL2A1 

locus during chondrogenesis10. This result might be due to the differences between our models. 

Indeed, we used alginate bead and TGF-βϯ as the only growth factor, while they used alginate discs 

and they supplemented the medium with TGF-β3 and bone morphogenetic protein 2 (BMP2).  

Furthermore, we confirmed the implication of H3K27 demethylases on chondrogenesis by 

overexpression. We found that JMJD3 and UTX ectopic expression enhances ACAN and COL2A1 

expression. The fact that siUTX had no impact on chondrogenesis in contrast to pUTX may be explained 

by its transcriptional regulation. Generally, JMJD3 is considered to be induced by stimuli while UTX is 

expressed at basal level whatever the conditions12,29,30. We made indeed the same observation in our 

chondrogenic model. The knock down of UTX may have no effect on chondrogenesis because UTX was 

already at a very low level of expression. Therefore, UTX and JMJD3 seem to have the same role but 

seem to be regulated differently.  

Finally, we demonstrated for the first time that JMJD3 and UTX overexpression enhances cartilage 

formation in vivo. After subcutaneous implantation, UTX and especially JMJD3 overexpressing tissue 

were significantly larger and contained more collagen II. This data is encouraging and give better 

understanding of the role of epigenetic in chondrogenesis and new insights on how it could improve 

cartilage engineering protocols.  

To conclude, this study demonstrates that JMJD3 and UTX enhance chondrogenesis and have the 

potential to improve current cartilage engineering protocols. 
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Figure legends 

Figure 1: hBM-MSC isolation and validation.  

(A) HBM-MSC CFU capacity was evaluated. HBM-MSC were seeded at low density (900 cells/cm²) for 

10 days and were stained with violet crystal.  

(B-C) HBM-MSC ability to adipogenesis and osteogenesis was tested. hBM-MSC were cultivated in 

adipogenic or osteogenic medium for 14 days and stained with oiled red (B) or alizarin red (C) 

respectively.  

(D) hBM-MSC chondrogenic differentiation validation. hBM-MSC were cultured in alginate beads in 

chondrogenic medium during 7 days. After treatment, RNA was extracted. mRNA relative expression 

of SOX9, and COL2A1 was determined by realtime RT-PCR.  

Data are expressed as means ± SEM relatives to gene expression in undifferentiated cell (n=3). 

 

Figure 2: GSK-J4 inhibits chondrogenesis.  

(A) Expression of JMJD3 and UTX in undifferentiated stem cells and differentiated stem cells after 

chondrogenesis.  

(B) hBM-MSC were cultured in alginate beads in chondrogenic medium in the presence or absence of 

GSK-J4 during 7 days. After treatment, RNA was extracted and mRNA expression was determined by 

realtime RT-PCR.  

 (C) MRNA relative expression of chondrogenic markers SOX5, 6 and 9 as well as ACAN and COL2A1.   

Data are expressed as means ± SEM relative to gene expression in undifferentiated cells (n=3). * = 

pvalue < 0.05, ** = pvalue < 0.001. 

Figure 3: GSK-J4 regulates genes involved in extracellular matrix, cartilage.  

Protein-protein interaction network of the genes regulated by GSK-J4 during chondrogenesis was 

constructed using String tools. 

 

Figure 4: H3K27me3 demethylase knock-down inhibits chondrogenesis. (A) HBM-MSC were 

transfected with either siRNA control (siCtrl), siUTX and/or siJMJD3. After nucleofection, cells were 

cultured in alginate beads in a chondrogenic medium for 7 days.  
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RNA and proteins were extracted after treatment. Protein and mRNA relative expression of JMJD3 and 

UTX was evaluated by RT-PCR (B) and western blot (C).  

(D) MRNA relative expression of SOX5, 6 and 9, ACAN and COL2A1 was determined by realtime RT-

PCR.  

Data are expressed as means ± SEM relative to gene expression in undifferentiated cell (n=3). * = 

pvalue < 0.05, ** = pvalue < 0.001. 

 

Figure 5: JMJD3 and UTX enhance chondrogenesis.  

(A) hBM-MSC were transfected with either empty vector (pCtrl), pJMJD3 or pUTX. After nucleofection, 

cells were cultured in alginate beads in a chondrogenic medium for 7 days.  

(B) RNA was extracted after treatment. mRNA relative expression of SOX5, 6 and 9, ACAN and COL2A1 

was determined by realtime RT-PCR.  

Data are expressed as means ± SEM relative to gene expression in undifferentiated cell (n=5). * = 

pvalue < 0.05, ** = pvalue < 0.001. 

 

Figure 6: JMJD3 and UTX enhance in vivo cartilage formation.  

(A) After amplification and transfection hBM-MSC (P3-5) were embedded in alginate and cultured in a 

chondrogenic medium for 7 days. After that, 30 NMRI-Foxn1 nu/nu (7 weeks of age, males) received 

subcutaneously four different conditions of cellularized alginate beads (non transfected cells (Ctrl), 

JMJD3, UTX or GFP transfected cells).  

(B) After 4 weeks, specimens were collected, sections were made and incubated with safranin-O or 

with primary antibodies (Collagen I, Collagen II or Aggrecan). Images are representative of 15 

independent experiments.  

(C) Cartilage disk surface was measured, data are expressed as means ± SEM (n=3 for GFP condition, 

n=4 for UTX condition and n=6 for JMJD3 condition)* = pvalue < 0.05, ** = pvalue < 0.001 compared 

to GFP).  

(D) Collagen concentration was determined using Sircol assay. data are expressed as means ± SEM (n=3 

for each condition), * = pvalue < 0.05 compared to pGFP). 
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4 Discussion générale et perspectives  

Au couƌs de Đe tƌaǀail de thğse, Ŷous aǀoŶs ŵoŶtƌĠ l’iŵpoƌtaŶĐe de la tƌi-méthylation de H3K27 dans 

le Đaƌtilage. Nous aǀoŶs ŵis eŶ ĠǀideŶĐe Ƌu’EZHϮ est impliquée dans les processus d’inflammation, 

d’hǇpeƌtƌophie et de destƌuĐtioŶ du Đaƌtilage et que son inhibition réduit in vivo la dégradation du 

cartilage et le handicap locomoteur provoqués par la maladie. Par ailleurs, nous avons montré que 

JMJD3 et UTX favorisent la chondrogenèse à partir de cellules souches mésenchymateuses (MSC) et 

que la surexpression de JMJD3 et UTX permet in vivo d’oďteŶiƌ une meilleure qualité de cartilage. 

D’apƌğs Ŷos résultats, la méthylation de H3K27 régule l’hoŵĠostasie et le dĠǀeloppeŵeŶt du Đaƌtilage. 

 

L’iŶhiďitioŶ d’EZHϮ ƌĠduit l’iŶflaŵŵatioŶ, le Đataďolisŵe et l’hǇpeƌtƌophie des ĐhoŶdƌoĐǇtes au 

Đouƌs de l’aƌthƌose 

Nos ƌĠsultats ŵoŶtƌeŶt Ƌue l’iŶhiďitioŶ de l’histone méthyltransférase EZHϮ ƌĠduit l’iŶflaŵŵatioŶ daŶs 

les chondrocytes. Ces résultats sont en cohérence avec les données que nous avions obtenues 

précédemment en utilisant le DZNep (Aury-Landas et al., 2017). L’iŵpliĐatioŶ d’EZHϮ daŶs le pƌoĐessus 

inflammatoire a également été démontrée daŶs d’autƌes pathologies. EŶ effet, il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌu’EZHϮ 

faǀoƌise l’aĐtiǀatioŶ des ŵaĐƌophages, ŵiĐƌoglies et lǇŵphoĐǇtes daŶs les ŵaladies du sǇstğŵe 

nerveux central et auto-immunes (Malhotra et al., 2018; Zhang et al., 2018b; Zhou et al., 2019a). Nous 

aǀoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌue l’iŶhiďitioŶ d’EZHϮ paƌ l’EPZ-ϲϰϯϴ peƌŵet d’attĠŶueƌ ses effets pro-inflammatoires, 

mais également pro-cataboliques et hypertrophiques. Les effets in vitro sont en accord avec nos 

observations in vivo ŵoŶtƌaŶt Ƌue l’iŶhiďitioŶ d’EZHϮ ƌĠduit les atteiŶtes tissulaiƌes et aŵĠlioƌe la 

motricité chez les souris arthrosiques. 

La spĠĐifiĐitĠ d’EPZ-6438 envers EZH2 est relativement bonne (Ki=2,5 mM). Cet inhibiteur a une 

sélectivité ϯϱ fois plus foƌte eŶǀeƌs EZHϮ Ƌu’EZHϭ et plus de ϰϱϬϬ fois plus foƌte envers EZH2 comparée 

aux autres histones méthyltransférases (Knutson et al., 2014). Nous aurions voulu confirmer le rôle 

d’EZHϮ daŶs les ĐhoŶdƌoĐǇtes paƌ la stƌatĠgie d’iŶteƌfĠƌeŶĐe paƌ ARN. Toutefois, Ŷous aǀoŶs ƌeŶĐoŶtƌĠ 

des difficultés. Dans un premier temps, notre méthode de transfection de siRNA a été validée en 

utilisant un siRNA fluorescent (figure 43).  
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Ainsi, bien que l’effiĐaĐitĠ de tƌaŶsfeĐtioŶ soit eǆĐelleŶte ;figuƌe ϰϭAͿ et Ƌue le siEZH2 réduise 

l’eǆpƌessioŶ d’EZHϮ, il Ŷ’a pas d’effet suƌ l’eǆpƌessioŶ des MMP1,3 et 13 (figure 41B, C). Ceci peut être 

expliqué par le fait que dans nos conditioŶs eǆpĠƌiŵeŶtales le siEZHϮ Ŷ’a pas ƌĠduit HϯKϮϳŵeϯ eŶ 

pƌĠseŶĐe d’IL-1β (figure 41D). Nous soŵŵes ŶĠaŶŵoiŶs ĐoŶfiaŶts suƌ la spĠĐifiĐitĠ de l’EPZ-6438 dans 

Ŷos eǆpĠƌieŶĐes, puisƋue la suƌeǆpƌessioŶ d’EZHϮ a eu les effets iŶǀeƌses.  

 

 

 

Choix du modèle animal 

Nous avons utilisé comme modèle d’aƌthƌose eǆpĠƌiŵeŶtale, la méniscectomie par section du 

ménisque médial chez la souris. Ce ŵodğle à l’aǀaŶtage de ŵettƌe eŶ jeu tous les ĐoŵposaŶts de 

l’aƌtiĐulatioŶ. En effet, en fonction du grade OARSI, les articulations peuvent présenter une érosion du 

Figure 41 : L’iŶhiďitioŶ d’EZH2 paƌ siRNA Ŷe ƌéduit pas l’eǆpƌessioŶ de MMPs.  
(A) Validation de la méthode de transfection de siRNA par nucléofection. Les HAC ont été transfectés par siRNA EZH2 ou 

sictrl puis incubés en présence ou ŶoŶ d’IL-ϭβ ;ϭŶg/ŵlͿ peŶdaŶt ϰϴh. ;B)  RT-PCR et westernblot d’EZH2  ont été effectués. 

(n=3, + SEM, * p-value < 0.05). (C) RT-PCR de MMP1. (D) Western blot de H3K27me3. 

A 

B C 

D 
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Đaƌtilage et de l’os sous-ĐhoŶdƌal, uŶe sǇŶoǀite et uŶe ĐƌoissaŶĐe d’ostĠophǇtes. Nous avons 

également testé le ŵodğle d’iŶjeĐtioŶ de MoŶosodiuŵ iodoaĐetate ;MIAͿ iŶtƌa-articulaire. Nous avons 

constaté sur des coupes histologiques que le modèle méniscectomie induit bien plus de dommages 

(scores OARSI moyen 4.5) comparé au modèle MIA (scores OARSI moyen 2) (figure 42).  

 

 

Pour cette raison et pour le fait que le modèle méniscectomie soit plus complet, nous avions décidé 

de testeƌ daŶs uŶ pƌeŵieƌ teŵps l’EPZ-ϲϰϯϴ suƌ le ŵodğle ŵĠŶisĐeĐtoŵie. C’est paƌ ailleuƌs le ŵodğle 

le plus utilisé dans la littérature. Néanmoins, comme tous les modèles animaux, le modèle 

méniscectomie présente des avantages et des inconvénients. Les modèles chirurgicaux comme celui-

ci, utilisent des souƌis jeuŶes aloƌs Ƌue l’aƌthƌose se dĠǀeloppe tƌğs laƌgeŵeŶt Đhez les patieŶts âgĠs. 

De plus, l’iŶteƌǀeŶtioŶ ĐhiƌuƌgiĐale doit ġtƌe ƌĠalisée avec exactitude pour ne pas ajouter une variabilité 

daŶs les ƌĠsultats. C’est pouƌƋuoi, il seƌait peƌtiŶeŶt d’Ġǀalueƌ l’effet de l’EZP-ϲϰϯϴ suƌ d’autƌes 

modèles arthrosiques tels que le modèle MIA, Ƌui est dĠĐƌit Đoŵŵe les plus apte à l’Ġtude de la douleur 

induite. Il existe également le ŵodğle de luǆatioŶ tƌaŶsitoiƌe de l’aƌtiĐulatioŶ daŶs leƋuel l’aŶiŵal est 

placé dans un appareil qui exerce une pression sur sa patte arrière (Christiansen et al., 2012). La 

pƌessioŶ pƌoǀoƋue le dĠplaĐeŵeŶt aŶtĠƌieuƌ du tiďia. Ce ŵodğle à l’aǀaŶtage d’ġtƌe ƌepƌoduĐtiďle 

puisƋu’il Ŷe ŶĠĐessite pas d’iŶteƌǀeŶtioŶ huŵaiŶe. Cependant, l’appaƌeil est toujouƌs eŶ Đouƌs de 

développement et Ŷ’est pas accessible à toutes les unités de recherche travaillant dans le domaine de 

la rhumatologie. Il existe également des souches de souris telles que les STR/ort qui développent 

spoŶtaŶĠŵeŶt de l’aƌthƌose (Fang and Beier, 2014). L’aǀaŶtage de Đe modèle est Ƌu’il Ŷe ŶĠĐessite 

aucune intervention. Néanmoins, l’aƌthƌose Ŷe se dĠǀeloppe pas dans toutes les souris et il nécessite 

uŶe pĠƌiode d’hĠďeƌgeŵeŶt de plus de ϮϬ seŵaiŶes pouƌ oďseƌǀeƌ les pƌeŵieƌs sigŶes d’aƌthƌose (Fang 

Vehicle MIA 0.75 mg 

Figure 42 : Le modèle méniscectomie induit plus de dommages que le modèle MIA.  

Les coupes ont été marquées par une coloration safranin-O/fast green, les flèches pointent vers des lésions du 

cartilage. Monosodium iodoacetate (MIA).   



142 

 

and Beier, 2014). L’utilisatioŶ de ŵodğles d’oďĠsitĠ est ĠgaleŵeŶt tƌğs peƌtiŶeŶte. Ces modèles 

consistent à alimenter les animaux avec un régime fort en glucides et lipides. Ces modèles permettent 

d’Ġtudieƌ l’aƌthƌose causée par la surcharge pondérale et le dérèglement métabolique lié à la libération 

d’adipokiŶes. Cependant, comme le modèle STR/ort, celui-ci nécessite une longue période 

d’hĠďeƌgeŵeŶt eŶ aŶiŵaleƌie et toutes les souƌis Ŷe dĠǀeloppeŶt pas ŶĠĐessaiƌeŵeŶt d’aƌthƌose 

(Datta et al., 2017).  

Compte tenu de nos résultats, il sera judicieux de poursuivre le développement de nos études in vivo 

jusƋu’au stade ĐliŶiƋue. DaŶs Đette peƌspeĐtiǀe, l’agence nationale de sécurité du médicament (ANSM) 

iŵpose d’Ġǀalueƌ l’iŶtĠƌġt thĠƌapeutiƋue d’uŶe ŵolĠĐule suƌ uŶ ŵodğle rongeur et un modèle non-

rongeur. Le ĐhieŶ est uŶ ďoŶ ŵodğle Đaƌ ďeauĐoup dĠǀeloppeŶt l’aƌthƌose au Đouƌs de leuƌ 

vieillissement (Meeson et al., 2019). Les chevaux de compétitions sont également très concernés par 

l’aƌthƌose due à l’usuƌe de leuƌs aƌtiĐulatioŶs. Le poƌĐ du fait de sa pƌoǆiŵitĠ aǀeĐ l’hoŵŵe est aussi 

uŶ ďoŶ ŵodğle d’Ġtude, ĐepeŶdaŶt l’aƌthƌose doit ġtƌe iŶduite daŶs Đet aŶiŵal (McCoy, 2015). 

 

L’iŶhiďitioŶ d’EZHϮ aŵĠlioƌe l’aĐtivitĠ locomotrice des souris arthrosiques et probablement la 

douleur 

Les traitements vis-à-ǀis d’uŶ ŵalade ǀiseŶt à guĠƌiƌ, soulageƌ les sǇŵptôŵes ou eŶ pƌĠǀeŶiƌ 

l’appaƌitioŶ daŶs le ďut pƌiŶĐipal d’aŵĠlioƌeƌ la ƋualitĠ de ǀie. SeloŶ l’OMS la ƋualitĠ de ǀie se définie 

comme «la peƌĐeptioŶ Ƌu’a uŶ iŶdiǀidu de sa plaĐe daŶs l’eǆisteŶĐe, daŶs le ĐoŶteǆte de la Đultuƌe et 

du système de valeurs dans lesquelles il vit, en relation avec ses objectifs, ses attentes, ses normes et 

ses inquiétudes» (Group, 1994). EŶ d’autƌes teƌŵes, la ƋualitĠ de ǀie ƌegƌoupe l’Ġtat phǇsiologiƋue et 

psychologique, le bien-être, la vie sociale et professionnelle. C’est pouƌƋuoi uŶe thĠƌapie effiĐaĐe est 

d’aďoƌd Đelle Ƌui ǀa aŵĠlioƌeƌ de ŵaŶiğƌe sigŶifiĐatiǀe la qualité de vie des patients.  

La douleuƌ est le sǇŵptôŵe le plus haŶdiĐapaŶt loƌs de l’aƌthƌose. Celle-Đi est uŶ faĐteuƌ d’isoleŵeŶt 

social, elle peut impacter la vie professionnelle et entrainer une dépression chez les patients (Thakur 

et al., 2014).  Nous aǀoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌue l’iŶhiďitioŶ d’EZHϮ attĠŶue la perte de mobilité provoquée par 

l’aƌthƌose daŶs Ŷotƌe ŵodğle ŵuƌiŶ. EŶ effet, nous avons montré pour la première fois que l’iŶjeĐtioŶ 

intra-aƌtiĐulaiƌe d’EPZ-6438 augmente la durée cumulée de course et le nombre de redressements. 

Ceci peut être lié au fait que le traitement réduit la dégradation du cartilage et/ou la douleur. Nous 

aǀoŶs utilisĠ l’aĐtiŵĠtƌie pour mesurer les redressements et la roue complexe pour mesurer la durée 

de course. D’autƌes tests peƌŵettaŶt d’Ġǀalueƌ la douleuƌ ;filaŵeŶts de VoŶ FƌeǇͿ ou la postuƌe des 

aŶiŵauǆ ;iŶĐapaĐitaŶĐe statiƋueͿ soŶt ĐouƌaŵŵeŶt utilisĠs pouƌ l’Ġtude des sǇŵptôŵes de l’aƌthƌose. 
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Le Von Frey consiste à appliquer perpendiculairement des filaments de différentes forces sur les pattes 

arrières et de mesurer celui Ƌui peƌŵet d’oďteŶiƌ le ƌetƌait de celle-ci. Plus le seuil de sensibilité de 

retrait de la patte est faible plus la douleur ƌesseŶtie paƌ l’aŶiŵal est importante. L’iŶĐapaĐitaŶĐe 

statique consiste à poser les souris sur des capteurs qui permettent de mesurer la différence de charge 

poŶdĠƌale suppoƌtĠe paƌ les pattes aƌƌiğƌes. LoƌsƋu’uŶe patte est atteiŶte, l’aŶiŵal teŶd à ƌĠpaƌtiƌ soŶ 

poids vers la patte seine. Nous avons tenté de mettre au point ces tests, mais les résultats obtenus 

aǀeĐ Đes deuǆ ŵĠthodes Ŷ’oŶt pas ĠtĠ ĐoŶĐluaŶts, car Ŷous Ŷ’aǀoŶs pas observé de différence 

significative de seuil de retrait ou de charge supportée entre les souris normales et opérées (figure 43). 

Cela peut être dû à uŶ ŵaŶƋue d’eǆpĠƌieŶĐe des expérimentateurs et/ou des outils non adaptés ou 

pas assez sensibles pour mesurer la douleur chez les souris.  

 

L’EPZ-ϲϰϯϴ pouƌƌait ƌĠduiƌe la douleuƌ eŶ ƌĠduisaŶt la liďĠƌatioŶ du NGF daŶs l’aƌtiĐulatioŶ. EŶ effet, 

Ŷous aǀoŶs ŵis eŶ ĠǀideŶĐe Ƌu’EZHϮ iŶduit l’eǆpƌessioŶ du NGF daŶs les ĐhoŶdƌoĐǇtes. Le NGF joue 
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Figure 43 : Tests d’évaluation de la douleur.  

(A, B) Mesure de l’allodynie mécanique. L’allodynie mécanique est évaluée à l’aide des filaments de Von 

Frey. Les valeurs représentent la force maximale exercées avant le retrait de la patte. (C, D) Mesure de 

l’incapacitance statique. Les changements dans la distribution pondérale entre les deux pattes arrières sont 

évaluées par le test d’incapacitance statique. L’appui sur la patte droite (qui a reçu l’injection) est exprimé 

en pourcentage de la somme de l’appui sur la patte droite et de l’appui sur la patte gauche (en 

pourcentage). Les valeurs représentent les moyennes pour chaque groupe ±𝑆𝐸𝑀. Groupe sham (B, D n=2), 

groupe contrôle (A,C n=2), groupe méniscectomie (B, D n=3), MIA (A, C n=3). 
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un rôle clef dans les processus de douleur, en particulier ceux associés à inflammation. Le NGF est 

liďĠƌĠ à la suite d’uŶe lĠsioŶ tissulaiƌe et se fiǆe suƌ les ƌĠĐepteuƌs Tropomyosin receptor kinase A (TrkA) 

présents sur les nocicepteurs qui entrainent la transduction du signal de douleur vers le cerveau. La 

suite de Đes ƌĠsultats seƌa d’Ġǀalueƌ in vitro la liďĠƌatioŶ du NGF paƌ les ĐhoŶdƌoĐǇtes tƌaitĠs paƌ l’IL-

1β et le TGF-β grâce à un test ELISA ayant une bonne sensibilité. En effet, nous avons déjà évalué la 

libération du NGF par test ELISA. Cependant, celui-Đi Ŷ’a pas peƌŵis de dĠteĐteƌ le NGF pƌĠseŶt daŶs 

le milieu de culture. Des RT-PCR seƌoŶt ĠgaleŵeŶt ƌĠalisĠes afiŶ de saǀoiƌ si l’EPZ-6438 affecte 

l’eǆpƌessioŶ du NGF daŶs l’aƌtiĐulatioŶ des souƌis aƌthƌosiƋues. De plus, l’iŵŵuŶohistofluoƌescence du 

NGF daŶs l’aƌtiĐulatioŶ peƌŵettƌait paƌ ailleuƌs de ĐoŶŶaitƌe sa distƌiďutioŶ tissulaiƌe.  

Il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ daŶs la littĠƌatuƌe Ƌue l’iŶjeĐtioŶ iŶtƌa-articulaire de NGF augmente la douleur chez les 

rongeurs (Ashraf et al., 2014). Un anticorps anti-NGF (Tanezumab) est par ailleurs utilisé en essai 

clinique. Les essais montrent que le Tanezumab réduit la douleur mais peut par ailleurs entrainer une 

accélération du développement arthrosique (Hochberg et al., 2016). C’est pouƌƋuoi la prise en charge 

de la maladie comprend la douleur, mais également la réduction de l’iŶflaŵŵatioŶ et la dĠgƌadatioŶ 

du cartilage. UŶe appƌoĐhe peƌtiŶeŶte pouƌ saǀoiƌ si les effets de l’EPZ-6438 passent à travers une 

action du NGF, serait d’iŶjeĐteƌ le NGF et l’EPZ-6438 en intra-articulaire chez des souris normales. Le 

Đas ĠĐhĠaŶt, l’EPZ-6438 devrait dans cette situation réduire la douleur et le handicap.   

EŶ plus de la douleuƌ et haŶdiĐap, l’aƌthƌose affeĐte aussi la saŶtĠ ŵeŶtale des patients. En effet, des 

Ġtudes oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue ϮϬ% des patieŶts atteiŶts d’aƌthƌose souffƌeŶt de dĠpƌessioŶ et d’aŶǆiĠtĠ (Tsuji 

et al., 2019). C’est pouƌƋuoi la suite de Đette Ġtude ĐoŵpoƌteŵeŶtale seƌa d’Ġǀaluer en collaboration 

avec Véronique Agin (Inserm UMR-S 1237 Phind), d’autƌes paƌaŵğtƌes suƌ les souƌis aƌthƌosiƋues 

Đoŵŵe ŶotaŵŵeŶt l’aŶǆiĠtĠ et la dĠpƌessioŶ. Il existe plusieurs tests de dépression et d’aŶǆiĠtĠ 

couramment utilisés dans les laboratoires de recherche en neuroscience (Belovicova et al., 2017). Le 

test Open field pouƌƌait ġtƌe eŵploǇĠ pouƌ ŵesuƌeƌ l’aŶǆiĠtĠ. Ce test ĐoŶsiste à plaĐeƌ l’aŶiŵal daŶs 

une enceinte fermée et mesurer ensuite ces déplacements. Les souris sont des animaux explorateurs 

de leur environnement, ce qui leur permet de prévenir un danger potentiel (Belovicova et al., 2017). 

Si l’EPZ-ϲϰϯϴ ƌĠduit l’aŶǆiĠtĠ ou augmente la mobilité, l’aĐtiǀitĠ eǆploƌatrice sera ainsi augmentée. Le 

test Light-dark box (LBD) peƌŵet ĠgaleŵeŶt de ŵesuƌeƌ l’aŶǆiĠtĠ. Il ŶĠĐessite de plaĐeƌ l’aŶiŵal daŶs 

uŶe ďoite ĐoŵpƌeŶaŶt uŶ ĐoŵpaƌtiŵeŶt à l’oďsĐuƌitĠ et un autre à la lumière. Etant donné que les 

souris préfèrent l’oďsĐuƌitĠ elles ƌesteƌoŶt de pƌĠfĠƌeŶĐe daŶs le ĐoŵpaƌtiŵeŶt soŵďƌe. Plus uŶe 

souris est anxieuse moins elle ira explorer le compartiment lumineux (Belovicova et al., 2017). Ainsi, si 

notre traitement ƌĠduit l’aŶǆiĠtĠ, le teŵps passĠ daŶs le ĐoŵpaƌtiŵeŶt luŵiŶeuǆ augŵeŶteƌa. 

S’agissaŶt de la dĠpƌessioŶ le Forced Swim Test peut ġtƌe eŶǀisagĠ. EŶ effet, au Đouƌs de Đe test l’aŶiŵal 
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est plaĐĠ daŶs uŶ ĐǇliŶdƌe ƌeŵpli d’eau. L’aŶiŵal passe paƌ uŶe pƌeŵiğƌe phase d’hǇpeƌaĐtiǀitĠ où il 

teŶteƌa de soƌtiƌ de l’eau, puis uŶe deuǆiğŵe phase de dĠsespoiƌ où il ǀa s’iŵŵoďiliseƌ (Belovicova et 

al., 2017). Si l’EPZ-6438 affecte l’aŶǆiĠtĠ ou la mobilité, la durée de la première phase doit augmenter. 

Le sucrose preference test est aussi intéressant pour évaluer la dépression chez les souris arthrosiques. 

DaŶs Đe test, l’aŶiŵal à aĐĐğs à de l’eau siŵple et de l’eau suĐƌĠe. UŶe souƌis normale va avoir une 

pƌĠfĠƌeŶĐe pouƌ l’eau suĐƌĠe, ĐoŶtƌaiƌeŵeŶt à uŶe souƌis eŶ dĠpƌessioŶ Ƌui s’eŶ dĠsiŶtĠƌesseƌa 

(Belovicova et al., 2017). Dans le cas où notre molécule réduise la dépression, elle devrait renforcer 

l’iŶtĠƌġt des souƌis aƌthƌosiƋues pouƌ l’eau suĐƌĠe.    

 

Application de JMJD3 et UTX en thérapie cellulaire et ingénierie tissulaire 

Nous avons montré in vitro Ƌue la suƌeǆpƌessioŶ de JMJDϯ et UTX faǀoƌise la ĐhoŶdƌogeŶğse. D’autƌe 

part, nos analyses immunohistologiques montrent que la surexpression de JMJD3 et UTX favorise 

également la chondrogenèse à plus long terme après implantation in vivo. Des études 

complĠŵeŶtaiƌes seƌoŶt ŶĠĐessaiƌes afiŶ de ĐoŶfiƌŵeƌ Đes ƌĠsultats eŶ ǀue d’uŶ passage eŶ ĐliŶiƋue. 

Des tests in situ ;daŶs l’aƌtiĐulatioŶͿ suƌ des ŵodğles gƌos aŶiŵauǆ deǀƌoŶt ġtƌe eŶǀisagĠs aiŶsi Ƌue 

des tests d’iŶŶoĐuitĠ, car UTX et JMJD3 sont impliquées dans la tumorigène de certains cancers 

(Arcipowski et al., 2016). Si ces tests sont satisfaisants, un protocole clinique pourrait être mis en place. 

D’aďoƌd l’oƌigiŶe des Đellules doit ġtƌe pƌise eŶ ĐoŶsidĠƌatioŶ. Les cellules mésenchymateuses issues 

de moelle osseuse peuvent ġtƌe pƌĠleǀĠes du patieŶt aǀaŶt la pƌoĐĠduƌe ou à paƌtiƌ d’uŶe ďaŶƋue de 

cellules histocompatibles. L’aǀaŶtage de l’autogƌeffe est Ƌu’il Ŷ’Ǉ a auĐuŶ ƌisƋue de ƌejet. Cependant, 

les cellules devront être amplifiées ce qui diminuera leur potentiel chondrogénique. Il sera par ailleurs 

iŵpoƌtaŶt de Đoŵpaƌeƌ l’effiĐaĐitĠ de JMJDϯ et UTX à faǀoƌiseƌ la ĐhoŶdƌogeŶğse de Đellules souĐhes 

issues d’oƌigiŶes différentes. En effet, nous avons utilisé des MSC provenant de la moelle osseuse, car 

Đ’est le tǇpe Đellulaiƌe le plus ĐaƌaĐtĠƌisĠ daŶs la littĠƌatuƌe. Paƌ ĐoŶsĠƋueŶt il seƌa iŶtĠƌessaŶt d’Ġǀalueƌ 

l’iŵpaĐt de JMJDϯ et UTX suƌ la diffĠƌeŶĐiatioŶ ĐhoŶdƌogĠŶiƋue de MSC issues du tissu adipeux ou du 

cordon ombilical par exemple.  

Une fois les cellules obtenues et amplifiées, elles devront être transfectées paƌ uŶ ǀeĐteuƌ d’eǆpƌessioŶ 

contenant JMJD3 ou UTX. La méthode utilisée ici était la nucléofection, Đaƌ elle peƌŵet d’oďteŶiƌ des 

taux de viabilité et efficacité importants. Nous avions par ailleurs testé d’autƌes ŵĠthodes de 

transfection (viromère, lipofectamine), mais celles-Đi Ŷ’oŶt pas peƌŵis d’oďteŶiƌ uŶe effiĐaĐitĠ 

suffisante. A contrario des vecteurs viraux, la nucléofection permet de contourner le problème de la 

réponse immunitaire qui peut se déclencher chez certains patients. Un autre intérêt de cette méthode 
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est que la tƌaŶsfeĐtioŶ seƌa tƌaŶsitoiƌe, les ǀeĐteuƌs peƌŵettƌoŶt d’aŵplifieƌ la ĐhoŶdƌogeŶğse puis ils 

disparaitront après plusieurs semaines en culture et une fois in vivo. Si la transfection stable est 

eŶǀisagĠe d’autƌes tests soŶt au préalable nécessaires. En effet, JMJD3 favorise la différenciation 

hypertrophique (Zhang et al., 2015a). Il faudƌa doŶĐ s’assuƌeƌ Ƌue les Đellules Ŷe pouƌsuiǀeŶt pas leuƌ 

diffĠƌeŶĐiatioŶ jusƋu’au stade teƌŵiŶal.  

Après l’iŶĐlusioŶ des cellules daŶs l’algiŶate, deuǆ possiďilitĠs peuǀeŶt ġtƌe eŶǀisagĠes. La première 

serait de ĐoŶĐeǀoiƌ des feuillets d’algiŶate peƌŵettaŶt d’ġtƌe gƌeffĠs diƌeĐteŵeŶt daŶs les lĠsioŶs. La 

deuǆiğŵe ĐoŶsisteƌait à foƌŵeƌ des ďilles d’algiŶate ou des feuillets qui seront ensuite implantés en 

sous-cutané chez le patient ou un animal (porc, bovin). Apƌğs ϰ seŵaiŶes d’iŶĐuďatioŶ, le Đaƌtilage 

néoformé des feuillets est récupéré et taillé dans les dimensions des lésions articulaires. Les billes sont 

en revanche dissociées et digérées par collagénases. Les chondrocytes obtenus après différenciation 

sont alors injectés directement en intra-articulaire ou incubés dans un hydrogel aǀaŶt d’ġtƌe iŵplaŶtĠs 

au niveau des lésions.  

L’ANSM Đlasse les médicaments de thérapie innovante (MTI) en 4 catégories : les médicaments de 

"thérapie génique", les médicaments de "thérapie cellulaire somatique", les médicaments "issus de 

l’iŶgĠŶieƌie Đellulaiƌe ou tissulaiƌe" et les médicaments "combinés de thérapie innovante". Puisque la 

thérapie que nous proposons fait intervenir la transfection et la thérapie tissulaire ou cellulaire elle est 

considérée comme médicaments combinés de thérapie innovante. S’agissaŶt des MTI, l’autorisation 

de mise sur le marché (AMM) est centralisĠe et dĠliǀƌĠe paƌ l’Agence Européenne du Médicament 

(EMA) après évaluation des essais ĐliŶiƋues. Coŵŵe toutes pƌoĐĠduƌes d’AMM, les tƌois Đƌitğƌes 

pƌiŶĐipauǆ d’ĠǀaluatioŶ soŶt la ƋualitĠ, la sĠĐuƌitĠ et l’effiĐaĐitĠ. La paƌtie ƋualitĠ Đoŵpoƌte tous les 

éléments matériels nécessaires à la mise en place du protocole et notamment les procédures de 

contrôle qualité afin de garantir une parfaite reproductibilité. Des contrôles bactériologiques 

pourraient être envisagés tout au long de la procédure par RT-PCR. De plus, après 7 jours de culture in 

vitro et aǀaŶt l’iŶĐuďatioŶ in vivo, un contrôle par RT-PCR du bon déroulement de la chondrogenèse 

pourrait aussi être envisagé. La partie sécurité comporte les études précliniques toxicologiques, 

pharmacologiques et pharmacocinétiques. La partie efficacité contient les résultats cliniques réalisés 

chez les sujets sains ou les patients. Celle-Đi peƌŵet d’Ġtaďliƌ les conditions d’appliĐatioŶ du pƌotoĐole 

et d’Ġtaďliƌ le ƌappoƌt ďĠŶĠfiĐe ƌisƋue. La procédure devra démontrer son efficacité à produire du 

Đaƌtilage et d’aŵĠlioƌer la qualité de vie des patients. Elle devra également démontrer sa non toxicité 

et supériorité thérapeutique par rapport aux autres thérapies existantes.  

Outre leur capacité à se différencier en chondrocytes, les cellules souches mésenchymateuses ont 

également des propriétés paracrines et immunomodulatrices (Maumus et al., 2018). Elles ont 
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également des propriétés anti-fibrotiques et apoptotiques (Maumus et al., 2018). Il sera donc 

iŵpoƌtaŶt d’Ġǀalueƌ l’effet de la tƌaŶsfeĐtioŶ de JMJDϯ et UTX suƌ Đes diffĠƌeŶts pƌoĐessus. AiŶsi uŶe 

partie des cellules transfectée pourrait ġtƌe ŵaiŶteŶue à l’Ġtat ŵultipoteŶt, et injectée en intra-

articulaire en parallèle des cellules différenciées.  

 

EZH2, JMJD3 et UTX, entre antagonisme et synergie 

Nous aǀoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌue l’iŶhiďitioŶ d’EZHϮ paƌ l’EPZ-ϲϰϯϴ ƌĠduit l’eǆpƌessioŶ des ŵaƌƋueuƌs du 

Đataďolisŵe, de l’iŶflaŵŵatioŶ et de l’hǇpeƌtƌophie daŶs les ĐhoŶdƌoĐǇtes tƌaitĠs à l’IL-1β. Cependant, 

l’iŶhiďitioŶ de JMJDϯ et UTX paƌ le GSK-Jϰ Ŷ’a pas doŶŶĠ l’effet iŶǀeƌse. NĠaŶŵoiŶs, in vivo il a été 

ŵoŶtƌĠ Ƌue l’iŶǀalidatioŶ de JMJDϯ au Đouƌs de l’aƌthƌose aĐĐeŶtue la dĠgƌadatioŶ du Đaƌtilage eŶ 

ƌĠduisaŶt l’aŶaďolisŵe (Dai et al., 2017). De la même manière, le traitement de macrophages issus de 

patients atteiŶts d’aƌthƌite ƌhuŵatoïde aǀeĐ le GSK-J4 réduit la libération de cytokines pro-

inflammatoires (De Santa et al., 2007). Cependant, il a été montré que le GSK-Jϰ augŵeŶte l’eǆpƌessioŶ 

de MMP13 et du collagène X dans les chondrocytes traités au TGF-β. AiŶsi, l’aĐtioŶ d’EZHϮ, JMJDϯ et 

UTX peut s’opposeƌ ou ŶoŶ eŶ foŶĐtioŶ du tǇpe Đellulaiƌe et du ŵodğle ĠtudiĠ. CeĐi peut s’eǆpliƋueƌ 

paƌ l’eǆpƌessioŶ des diffĠƌeŶts paƌteŶaiƌes aǀeĐ lesƋuels JMJDϯ, UTX et EZHϮ iŶteƌagisseŶt. EŶ effet, 

étant des cofacteurs, la régulation de leurs cibles est conditionnée par la présence ou non de facteurs 

de tƌaŶsĐƌiptioŶs spĠĐifiƋues d’uŶ tǇpe Đellulaiƌe ou d’uŶe ĐoŶditioŶ phǇsiologiƋue.     

La ŵĠthǇlatioŶ des histoŶes ŶĠĐessite d’ġtƌe fiŶeŵeŶt ƌĠgulĠe au Đouƌs du dĠǀeloppeŵeŶt 

sƋuelettiƋue et de l’aƌthƌose. Il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue Lysine Demethylase 4B (KDM4B) une déméthylase de 

H3K9me3, favorise la chondrogenèse en déméthylant le promoteur de SOX9 (Lee et al., 2016). Comme 

H3K27me3, les marques répressives telles que H3K9me3 doivent être déméthylées sur les gènes 

chondrogeniques afin de permettre la différenciation.  

S’agissaŶt de la diffĠƌeŶĐiatioŶ hǇpeƌtƌophiƋue des ĐhoŶdƌoĐǇtes, la situatioŶ est plus complexe. En 

effet, HϯKϵŵeϯ est ŵise eŶ plaĐe paƌ ESET loƌs de l’ossifiĐatioŶ eŶĐhoŶdƌale afin de réprimer 

l’eǆpƌessioŶ de RuŶǆϮ (Yang et al., 2013). La déméthylase PHF2 agit de manière inverse et favorise 

l’hǇpeƌtƌophie eŶ augmentant l’eǆpƌessioŶ de RuŶǆϮ. CoŶĐeƌŶaŶt HϯKϮϳŵeϯ, JMJDϯ faǀoƌise 

l’hǇpeƌtƌophie des ĐhoŶdƌoĐǇtes eŶ dĠŵĠthǇlaŶt le gğŶe RuŶǆϮ (Zhang et al., 2015a). Mais EZH2 est 

ĠgaleŵeŶt iŶdispeŶsaďle à la diffĠƌeŶĐiatioŶ hǇpeƌtƌophiƋue eŶ ƌĠpƌiŵaŶt l’eǆpƌessioŶ d’iŶhiďiteuƌ 

d’IGF et de ĐǇĐliŶe (Lui et al., 2016). Cette ĐoŵpleǆitĠ ŵoŶtƌe Ƌu’EZHϮ, JMJDϯ et UTX peuǀeŶt aǀoiƌ le 

ŵġŵe ƌôle loƌsƋu’elles Ŷ’oŶt pas les ŵġŵes Điďles à uŶ ŵoŵeŶt doŶŶĠ.  



148 

 

Nous aǀoŶs iŶhiďĠ EZHϮ eŶ utilisaŶt l’EPZ-6438 dans notre modèle de différenciation. Cependant celui-

Đi Ŷ’a eu auĐuŶ effet significatif sur la chondrogenèse. Dans la plupart des processus de différenciation 

où EZH2 est impliquée, elle réprime les gènes de cellules différenciées afin de maintenir les cellules 

dans un état de pluripotence ou multipotence (De Santa et al., 2007). Dans les cellules souches 

H3K27me3 se retrouve dans les domaines bivalents contenant également la marque H3K4me3. Ainsi, 

lorsque les cellules souĐhes se diffĠƌeŶĐieŶt, elles peƌdeŶt l’uŶe ou l’autƌe des ŵaƌƋues eŶ foŶĐtioŶ du 

lignage vers lequel elles s’eŶgagent (De Santa et al., 2007). A titƌe d’eǆeŵple, il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌu’EZHϮ 

réprime la différenciation des progéniteurs hépatiques a contrario de JMJD3 et UTX en déméthylant 

H3K27me3 (Pediconi et al., 2019). Il en est de même pour les différenciations adipogénique et 

ostéogénique où EZH2 a un rôle antagoniste à JMJD3 et UTX (Batool et al., 2019). Il se pouƌƌait Ƌu’EZHϮ 

dans notre modèle, ne soit pas présent sur les gènes chondrogéniques au moment de la différenciation 

des MSC. Afin de valider cette hypothèse, un N-ChIP ou un ChIP-seq pourrait être envisagé pour 

connaitre les positions de JMJD3, UTX et EZH2 au moment de la différenciation.    

 

Les voies de sigŶalisatioŶ WŶt et ŵĠtallothioŶĠiŶe ;MTͿ daŶs l’aƌthƌose et la ĐhoŶdƌogeŶğse 

Nos résultats montrent par ailleurs un lien entre H3K27me3 et les voies de signalisation Wnt et MT.  

Nous avons mis en évidence que le TGF-β induit la voie WŶt/β-caténine dans les chondrocytes 

hǇpeƌtƌophiƋues. De plus, l’EPZ-6438 contrecarre les effets du TGF-β. Comme montré dans la 

littérature (Chen et al., 2016b), il est possiďle Ƌu’EZHϮ iŶduise l’hǇpeƌtƌophie eŶ aĐtiǀaŶt la ǀoie WŶt/β-

caténine daŶs Ŷotƌe ŵodğle. AfiŶ de testeƌ Đette hǇpothğse, les effets d’uŶe suƌeǆpƌessioŶ d’EZHϮ 

pourraient dans un premier temps être évalués dans les chondrocytes, afin de savoir si elle favorise 

l’hǇpeƌtƌophie iŶduite paƌ le TGF-β. Le Đas ĠĐhĠaŶt, il seƌait iŶtĠƌessaŶt de testeƌ si l’iŶhiďitioŶ de la 

ǀoie WŶt ĐoŶtƌeĐaƌƌe l’effet d’EZHϮ. Cette hǇpothğse seƌait eŶ ĐohĠƌeŶĐe aǀeĐ uŶe Ġtude qui a montré 

Ƌue l’iŶhiďitioŶ d’EZHϮ ƌĠduit l’hǇpeƌtƌophie des ĐhoŶdƌoĐǇtes in vitro dans un modèle inflammatoire 

;tƌaiteŵeŶt paƌ l’IL-1 β) et in vivo daŶs uŶ ŵodğle d’aƌthƌose ŵuƌiŶ eŶ ĐoŶtƌeĐaƌƌaŶt la ǀoie WŶt/β-

caténine (Chen et al., 2016a).  

Nous aǀoŶs d’autƌe paƌt, tƌouǀĠ daŶs Ŷotƌe aŶalǇse tƌaŶsĐƌiptoŵiƋue Ƌue l’eǆpƌessioŶ des aĐteuƌs de 

la voie Wnt sont inhibés par le GSK-Jϰ. La ǀoie WŶt est ĠgaleŵeŶt iŵpliƋuĠe daŶs l’ossifiĐatioŶ 

enchondrale et la chondrogenèse in vitro (Allas et al., 2018). JMJD3 et/ou UTX pourraient favoriser la 

chondrogenèse en activant la voie Wnt. Il serait par conséquent intéressant de surexprimer JMJD3 et 

UTX eŶ paƌallğle d’iŶhiďeƌ la ǀoie WŶt, afiŶ de dĠteƌŵiŶeƌ si l’effet des dĠŵĠthǇlases peut être en 

partie contrecarré.  
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De ŵaŶiğƌe iŶtĠƌessaŶte, Ŷous aǀoŶs ŵis eŶ eǆeƌgue daŶs Ŷotƌe Ġtude tƌaŶsĐƌiptoŵiƋue, Ƌu’uŶe 

importante partie des gènes augmentés par le GSK-J4 font partie de la famille des métallothionéines 

;MTͿ. Il est ĐoŶŶu Ƌu’au Đouƌs de l’ossifiĐatioŶ eŶĐhoŶdƌale, les ŵĠtallothioŶĠiŶes soŶt iŶduites par 

l’augŵeŶtatioŶ des ioŶs tels que Zn2+ ou Cd (von Zglinicki et al., 1992; Litchfield and Sauer, 1996; 

Litchfield et al., 1998; Sauer et al., 2003; Won et al., 2016). Le GSK-J4 augmenterait leur expression 

iŶdiƌeĐteŵeŶt, Đaƌ il iŶhiďe des dĠŵĠthǇlases assoĐiĠes à l’aĐtiǀatioŶ de l’eǆpƌessioŶ gĠŶiƋue. Le GSK-

J4 agirait soit en augŵeŶtaŶt l’eǆpƌessioŶ de leuƌs faĐteuƌs de tƌaŶsĐƌiptioŶ, soit eŶ augŵeŶtaŶt la 

pƌoduĐtioŶ d’ioŶs. D’autƌe paƌt, Ŷous aǀoŶs ƌĠaŶalǇsĠ les doŶŶĠes tƌaŶsĐƌiptoŵiƋues d’uŶe Ġtude 

pƌĠĐĠdeŶte, poƌtaŶt suƌ l’effet aŶti-inflammatoire du DZNep sur les chondrocytes tƌaitĠs à l’IL-1β. En 

effet, Ŷous les aǀoŶs ĐoŵpaƌĠes auǆ doŶŶĠes de l’Ġtude suƌ l’effet du GSK-J4 dans la chondrogenèse. 

Nous avons trouvé que les métallothionéines MT1B, MT1E, MT1L, MT1A, MT1X et MT2A sont à la fois 

augmentées par le GSK-J4 au cours de la chondrogenèse et diminuées par le DZNep dans les 

ĐhoŶdƌoĐǇtes tƌaitĠs à l’IL-ϭβ. Il existerait donc potentiellement un lien entre la méthylation de H3K27 

et les métallothionéines. De plus, uŶe Ġtude a ŵoŶtƌĠ Ƌue l’iŶǀalidatioŶ des MTϭ ou Ϯ au Đouƌs de 

l’aƌthƌose, augŵeŶte les doŵŵages ĐausĠs au Đaƌtilage Đhez la souƌis (Won et al., 2016). Cependant, 

la surexpression de MT2 a également un effet délétère sur le cartilage (Won et al., 2016), ce qui 

suggğƌe Ƌue l’hoŵĠostasie du Đaƌtilage dĠpeŶd foƌteŵeŶt de la ďoŶŶe ƌĠgulatioŶ des 

métallothionéines. De plus,  des études ont retrouvé les MT surexprimées dans la membrane synoviale 

de patieŶts atteiŶts d’aƌthƌite ƌhuŵatoïde (Winters et al., 1997; Backman et al., 1998). Le rôle des MT 

daŶs l’iŶflammation et le développement du cartilage doit par conséquent être exploré. Sachant 

Ƌu’EZHϮ aŵplifie l’iŶflaŵŵatioŶ et Ƌue les MT soŶt iŶduites paƌ le ZŶ2+, il serait intéressant de la 

surexprimer dans les chondrocytes traités à l’IL-ϭβ et au Zn2+, afin de savoir si les MT vont contrecarrer 

ou faǀoƌiseƌ l’effet d’EZHϮ.  

 

Conclusion 

Notƌe Ġtude a ŵoŶtƌĠ l’iŵpoƌtaŶĐe de la ŵaƌƋue HϯKϮϳŵeϯ daŶs le Đaƌtilage. Aloƌs Ƌu’EZHϮ est 

iŵpliƋuĠe daŶs l’iŶflaŵŵatioŶ, l’hǇpeƌtƌophie des ĐhoŶdƌoĐǇtes et la destruction du cartilage. JMJD3 

et UTX favorisent la chondrogenèse, la formation du cartilage et la production de collagène. Deux 

poteŶtielles stƌatĠgies thĠƌapeutiƋues oŶt ĠtĠ pƌoposĠes au ǀu des ƌĠsultats de Đette Ġtude. D’uŶe 

paƌt, l’iŶjeĐtioŶ iŶtƌa-artiĐulaiƌe d’uŶ iŶhiďiteuƌ d’EZHϮ peƌŵettƌait d’attĠŶueƌ la dĠgƌadatioŶ du 

Đaƌtilage et le haŶdiĐap loĐoŵoteuƌ. D’autƌe paƌt, l’iŵplaŶtatioŶ du Đaƌtilage ŶĠofoƌŵĠ in vivo en sous-

cutané avec des cellules souches surexprimant JMJD3 ou UTX permettrait de réparer les lésions chez 

les patients.   
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Sujet : Développement de cellules présentatrices d’aŶtigğŶe aƌtifiĐielles. 

 

Du 5 aout 2013 au 9 aout 2013 : Imagerie et Stratégies Thérapeutiques de la Schizophrénie, Caen.  

Stage non diplômant, sous la direction du Dr. Annick Haelewyn.  

Sujet : Imagerie fonctionnelle par résonnance magnétique de la schizophrénie. 
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Enseignements dispensés 

Février Mars 2018  45h de physiologie animale (TP) UFR science, L2 biologie  

Encadrement de stagiaire : 

Novembre 2017-Juin 2018 Encadrement (Ophélie GRARD, M2 6 mois) 

Janvier-Juin 2017  Encadrement technique (Quitterie Rochoux, M2 6 mois)  

Avril 2016   Maitre de stage (Cécilia Thomine, L3 une semaine) 

 

Vulgarisation scientifique : 

Novembre 2017  OƌgaŶisatioŶ d’uŶ staŶd pouƌ la fġte de la sĐieŶĐe. OďteŶtioŶ d’uŶ 
financement de 150 euros (FSDIE/OPTIC) 

Mars 2016   Participation au concours ma thèse en 180 secondes « Normandie » 

 

AĐtivitĠs d’eǆpeƌtises : 

Mars 2018  Membre du jury de la sélection posters aux Journées des écoles 

doctorales 2018 

Novembre, décembre 2017  Co-reviewing d’aƌtiĐles ;Sage JouƌŶals, Cytokine) 

 

Vie associative et sociétés savantes :  

2017-2018 TƌĠsoƌieƌ de l’assoĐiatioŶ OPTIC ;OƌgaŶisatioŶ Pouƌ les doĐtoƌaŶts 
Interdisciplinaire de Caen) 

Depuis octobre 2016  Membre de la Société Française de Biochimie et Biologie Moléculaire 

Depuis octobre 2017  Membre de la Société Française de Biologie cellulaire 

 

Compétences et savoir-faire 

Expertise scientifique : Biologie cellulaire et moléculaire, Epigénétique, Chondrocyte, Cartilage 

articulaire, Rhumatologie, Cellules souches mésenchymateuse, Différenciation cellulaire, culture 2D vs 

3D. 

Expertise technique : Culture cellulaire (chondrocytes primaires, cellules souches mésenchymateuses ; 

culture en 2D et 3D ; Đultuƌe eŶ Ŷoƌŵoǆie et hǇpoǆieͿ, eǆtƌaĐtioŶ de pƌotĠiŶes et d’ARN, Western Blot, 

RT-PCR en temps réel, Immunohistochimie, transfection. 

Compétences transversales : Adaptation aux interlocuteurs, habilité à maitriser et appliquer 

rapidement des nouveaux concepts, autonomie de travail et autoformation. Collaborations 

(régionale/nationale), veille scientifique et technologique. Trésorerie (gestion budgétaire, rédaction 

de demande de financement).  

Informatique : C2i (certificat informatique et internet), maitrise de logiciels de traitement de texte et 

de présentation : OpeŶ offiĐe, Woƌd, EǆĐel, Poǁeƌ PoiŶt. Maitƌise de logiĐiels d’aŶalǇse d’iŵage : image 

Lab et image J. 
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Langues : Français langue maternelle, anglais lu, écrit (article, revue) et parlé (congrès) 

Formation continue 

Mai 2018  Formation à la chirurgie sur petit animal, unité de recherche UMR 1132 Bioscar (3 h) 

Avril 2018  Doctoriales SĠŵiŶaiƌe ƌĠsideŶtiel suƌ l’iŶseƌtioŶ pƌofessioŶŶelle et la gestioŶ de pƌojet 
en équipe (40 h) 

Avril 2018  FoƌŵatioŶ à l’eŶseigŶeŵeŶt et la ƌeĐheƌĐhe ;ϭϱ hͿ à l’ĠĐole supĠƌieuƌe du pƌofessoƌat 
et de l’ĠduĐatioŶ ;ESPEͿ  

Juin 2017  Diplôme universitaire d'expérimentation animale (80 h) 

Avril 2017  FoƌŵatioŶ à l’utilisatioŶ du ĐƌǇostat au laďoƌatoiƌe IŶseƌŵ Uϵϭϵ SPϮU ;ϯ hͿ 

Mars 2017  Journée de formation à la vulgarisation scientifique (MT180) (7 h)  

Janvier 2016  Hygiène et Sécurité : Risques spécifiques et généraux dans les laboratoires de biologie 

et chimie, Unicaen (30h) 

Prix et Bourses 

Mars 2018  Bourse de voyage pour le congrès de la FEBS (Federation of European 

Biochemical Societies) 

Novembre 2017  Prix de la meilleure communication orale - Journée Normande de Recherche 

Biomédicale 

Juillet 2016  AlloĐatioŶ au ĐoŶĐouƌs de l’ĠĐole doĐtoƌale EĐole doĐtoƌale NoƌŵaŶde de 
Biologie Intégrative, Santé et Environnement 

Publications 

Articles et revues 

Allas L, Rochoux Q, Leclercq S, Boumédiene K, Baugé C. Transforming growth factor beta 1 (TGF-b1) 
treatment as a new in vitro model of osteoarthritis. Lab Invest. 2019 Aug 13. doi: 10.1038/s41374-019-
0303-0 

Lhuissier E, Allas L, Aury-Landas J, Boumediene K, Baugé C. The inhibition of histone demethylase 

JMJD3 and UTX reduces proliferation in chondrosarcomas. 2019 Jun 26. doi: 10.1002/iub.2110. IUBMB 

Life. 

Allas L, Boumédiene K, Baugé C. Epigenetic dynamic during endochondral ossification and its impact 

on in vitro chondrogenesis. Bone. 2019 Mar;120:523-532. 

Aury-Landas J, Bazille C, Allas L, Bouhout S, Chesneau C, Leclercq S, Boumediene K, Baugé C. Anti-

inflammatory and chondroprotective effects of the S-adenosylhomocysteine hydrolase inhibitor, 3-

Deazaneplanocin A, in human articular chondrocytes. Sci Rep. 2017;7:6483. 
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En preparation  

Allas L, Rochoux Q, Ribet J, Maubert E, Grad O, Dujarrier C, Leclercq S, Cohen-Solal M, Korn E, Agin V, 

Boumédiene K & Baugé C. EZH2 inhibition attenuates inflammation and cartilage degradation during 

osteoarthritis 

Allas L, Rochoux Q, Rondeaux J, Maubert E, Leclercq S, Agin V, Fraineau S, Boumédiene K & Baugé C. 

JMJD3 enhances chondrogenesis. Impact on cartilage engineering. 

 

Communications orales 

Congrès internationaux   

Allas L, Rochoux Q, Berthelot M, Leclercq S, Boumédiene K,  Baugé C. Transforming growth factor beta 

1 (TGF-b1) treatment as a new in vitro model of osteoarthritis. ϭϴth FEBS YouŶg SĐieŶtists’ Foƌuŵ. 
(Prague, 4-7 Juillet 2018) 

Congrès nationaux   

Allas L, Aury-Landas J, Bazille C, Rochoux Q, Bertelot M, Leclercq S, Boumédiene K, Baugé C. Turning 

OFF genes involved in osteoarthritis via epigenetic therapy. Journées annuelles de l’EdNBISE 2018 

(Rouen, 22-23 mars 2018).  

Allas L, Aury-Landas J, Bazille C, Rochoux Q, Chesneau C, Leclercq S, Boumédiene K, Baugé C. EZH2 

inhibition reduces IL-1β-mediated inflammation and increases anabolic gene expression in human 

chondrocytes. Journée normande de la recherche biomédicale (JNRB Caen, Novembre 2017). Prix de 

la meilleure communication orale. 

Aury-Landas J, Bazille C, Allas L, Bouhout S, Chesneau C, Leclercq S, Boumédiene K, Baugé C. Histone 

methylase EZH2 inhibitor, 3-deazaneplanocin A (DZNep), has anti-inflammatory and 

chondroprotective effects in human articular chondrocytes. EPIBREST 2016 (Brest, 7-9 décembre 

2016)  

Lhuissier E, Allas L, Bazille C, Boumediene K, Baugé C. L’iŶhiďitioŶ phaƌŵaĐologiƋue de la ŵĠthǇlatioŶ 
de H3K27 réduit la croissance des chondrosarcomes. 9èmes journées scientifiques du Cancéropôle 

Nord-Ouest (Deauville, 18-20 Mai 2016)  

Lhuissier E, Allas L, Bazille C, Boumediene K, Baugé C. GSK-J4 : Nouvel agent chimiothérapeutique 

contre les chondrosarcomes. Journées annuelles de l’EdNBISE 2016. (Rouen, 10-11 mars 2016) 

 

Communications affichées 

Congrès internationaux   

Aury-Landas J, Allas L, Rochoux Q, Leclercq S, Boumediene K, Baugé C. EZH2 inhibition reduces IL-1b-

mediated inflammation and increases anabolic gene expression in human chondrocytes. 2018 World 

Congress on Osteoarthritis, (Liverpool, 26-29 avril 2018) 

Allas L, Rochoux Q, Berthelot M, Leclercq S, Boumédiene K,  Baugé C. Transforming growth factor beta 

1 (TGF-b1) treatment as a new in vitro model of osteoarthritis. ϭϴth FEBS YouŶg SĐieŶtists’ Foƌuŵ. 
(Prague, 7-12 Juillet 2018) 
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Congrès nationaux   

Allas L, Rochoux Q, Leclercq S, Maubert E, Boumédiene E, Baugé C. The histone demethylases JMJD3 

and UTX favor mesenchymal stem cell differentiation into chondrocyte. Journées annuelles de 

l’EdNBISE 2019. (Caen, 10-11 mars 2019) 

Allas L, Rochoux Q, Leclercq S, Boumédiene K, Baugé C. Transforming growth factor beta 1 (TGF-β1) 

treatment as a new in vitro model of osteoarthritis useful to screen the efficiency of drugs with anti-

hypertrophic effects. Journée normande de la recherche biomédicale (JNRB Caen, Novembre 2018) 

Allas L, Berthelot M, Leclercq S, Boumediene K, Baugé C. TGF-β long-term treatment alters cartilage 

anabolism and induces hypertrophy in human chondrocytes. JouƌŶĠes aŶŶuelles de l’EdNBISE ϮϬϭϳ. 

(Le Havre, 16-17 mars 2017)  

Allas L, Berthelot M, Leclercq S, Boumediene K, Baugé C. TGF-β loŶg-term treatment alters cartilage 

anabolism and induces hypertrophy in human chondrocytes Journée normande de la recherche 

biomédicale 2017. (Caen, Novembre 2016) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



184 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



185 

 

 



186 

 

  



187 

 

  



188 

 

 



189 

 

  



190 

 

 



191 

 

  



192 

 

 



193 

 

  



194 

 

 



195 

 

  



196 

 

  



197 

 

 



198 

 

  



199 

 

 



200 

 

  



201 

 

 



202 

 

  



203 

 

 



204 

 

  



205 

 

 



206 

 

  



207 

 

 



208 

 

  



209 

 

 



210 

 

  



211 

 

 



212 

 

 



213 

 

  



214 

 

 

  



215 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

Méthylation de H3K27 : régulation et rôle dans le cartilage articulaire 

L’aƌthƌose est la ŵaladie ƌhuŵatologiƋue la plus ƌĠpaŶdue et uŶe des Đauses ŵajeuƌes de douleuƌ et 
de handicap. Au cours de ce travail nous avons étudié le rôle et la régulation de la tri-méthylation de 

la lǇsiŶe Ϯϳ de l’histoŶe Hϯ ;HϯKϮϳŵeϯͿ daŶs l’aƌthƌose et la chondrogenèse.  

DaŶs uŶe pƌeŵiğƌe paƌtie, Ŷous aǀoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌue l’iŶhiďitioŶ de la ŵĠthǇlase EZHϮ paƌ l’EPZ-6438 

attĠŶue l’iŶflaŵŵatioŶ et la liďĠƌatioŶ de ŵĠtallopƌotĠases paƌ les ĐhoŶdƌoĐǇtes tƌaitĠs à l’IL-ϭβ. 
L’iŶhiďitioŶ d’EZHϮ ƌĠduit ĠgaleŵeŶt l’hǇpeƌtƌophie des ĐhoŶdƌoĐǇtes iŶduite paƌ le TGF-βϭ. L’EZP-

6438 attenue aussi la dégradation du cartilage in vivo daŶs uŶ ŵodğle d’aƌthƌose ŵuƌiŶ. De plus, 
l’iŶhiďitioŶ d’EZHϮ diŵiŶue le haŶdiĐap loĐoŵoteuƌ Đhez la souƌis et ƌĠduit l’eǆpƌessioŶ du NGF daŶs 
les chondrocytes.  

Dans une deuxième partie, nous avons mis en évidence que les déméthylases JMJD3 et UTX favorisent 

la diffĠƌeŶĐiatioŶ ĐhoŶdƌogĠŶiƋue des Đellules souĐhes ŵĠseŶĐhǇŵateuses. D’autƌe paƌt, la 
surexpression de JMJD3 et UTX favorise la formation de cartilage et la production de collagène de type 

II des cellules souches mésenchymateuses après différenciation et implantation in vivo.   

Notƌe Ġtude a ŵoŶtƌĠ l’iŵpoƌtaŶĐe de la ŵaƌƋue HϯKϮϳŵeϯ daŶs le Đaƌtilage. Aloƌs Ƌu’EZHϮ est 
iŵpliƋuĠe daŶs l’iŶflaŵŵatioŶ, l’hǇpeƌtƌophie des ĐhoŶdƌoĐǇtes et la destƌuĐtioŶ du Đaƌtilage, JMJDϯ 
et UTX favorisent la chondrogenèse, la formation du cartilage et la production de collagène.  

Mots clés : Arthrose, chondrogenèse, épigénétique, H3K27me3, cartilage 

H3K27 methylation: regulation and role in articular cartilage 

Osteoarthritis is the most widespread rheumatological disease and one of the main causes of pain and 

disability. This work aimed to study the role and regulation of the lysine 27 histone H3 tri-methylation 

(H3K27me3) during osteoarthritis and chondrogenesis.  

In the first part of the study, we showed that EZH2 inhibition by EPZ-6438 attenuates inflammation 

and metalloproteases release induced by IL-ϭβ. EZHϮ iŶhiďitioŶ also ƌeduĐes TGF-βϭ-mediated 

chondrocytes hypertrophy. EPZ-6438 attenuates in vivo cartilage degradation in osteoarthritis mice 

model. Furthermore, EZH2 inhibition ameliorates locomotor disability in mice and reduces NGF 

expression in chondrocytes.   

In the second part of the study, we highlighted that JMJD3 and UTX enhance mesenchymal stem cell 

chondrogenic differentiation. In addition, JMJD3 and UTX overexpression promotes cartilage 

formation and type II collagen production of mesenchymal stem cells after in vivo implantation.   

Our study demonstrated the importance of H3K27me3 in cartilage. While EZH2 is involved in 

inflammation, chondrocyte hypertrophy and cartilage degradation, JMJD3 and UTX enhance 

chondrogenesis, cartilage formation, and collagen production.  

Key words: Osteoarthritis, chondrogenesis, epigenetic, H3K27me3, cartilage 

 

 


