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l. LE CARTILAGE

1.1.  Le cartilage articulaire

L’articulation est une entité fonctionnelle comportant trois composants essentiels: le
cartilage, la synovial et I’0os sous-chondral (figure 1). L’articulation est formée de deux
extrémités osseuses recouvertes d’un cartilage hyalin enchassées dans un sac ou capsule
articulaire dont la face interne, intra-articulaire, est tapissée par la membrane synovial. Une
articulation a deux fonction principales : d’une part elle assure le maintien de la posture en
mode compression et, d’autre part, elle facilite le mouvement en favorisant le glissement des
surfaces articulaires I’une par rapport a I’autre avec un coefficient de friction extrémement bas
grace aux propriétés biomécaniques du cartilage.

Le cartilage articulaire est un tissu conjonctif d’origine mésenchymateuse a la fois solide et
élastique qui garde la particularité d’étre non vascularisé et non innervé (Peyron et al. 1994 ;
Hamerman D. 1989). Le cartilage recouvre les surfaces osseuses au niveau des articulations,
c’est de son aspect translucide que vient son nom de cartilage «hyalin». L’épaisseur du
cartilage varie selon I’articulation, elle est plus importante dans les articulations les plus
chargeées (articulations des membres inférieurs) et maximale sur la rotule.

Collagéne Protéoglycanes

Liquide

synovial Os {
o "-;) Acide
% O /| hyaluronique
o /
Cartilage Z /
articulaire =
- - A‘,
N
Os sous- 1 Chondracytes
chondral
Membrane Copsule
synoviale articulaire

Figure 1 : Représentation schématique du cartilage articulaire. Le cartilage recouvre les

surfaces osseuses. Il contient un seul type de cellules, les chondrocytes. La matrice
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extracellulaire cartilagineuse est formée de collagene de type Il, d’acide hyaluronique, de

protéoglycanes et de protéines non collagéniques.

1.2.  Lacomposition du cartilage

Le cartilage hyalin est composé d’un seul type cellulaire, les chondrocytes, situés au sein
d’une matrice extracellulaire (MEC) dense composée essentiellement d’eau (60 a 80%) et de
macromolécules (20 a 40%). Le rble essentiel du cartilage articulaire est d'assurer un bon
glissement entre les pieces osseuses articulaires avec un coefficient de friction trés bas. Cela
tout en amortissant et en répartissant les pressions, rendant les stress de contact les plus
faibles possibles. La capacité d’amortissement du cartilage qui le rend capable de résister aux
forces de compression est due a I’eau, qui présente de 60 a 80% du poids hydraté de ce tissu,
et aux protéoglycanes (PGs) auxquels cette eau est associée (Buckwalter et al. 1988). La
teneur en PGs varie en fonction de la profondeur et des régions anatomiques du cartilage, elle
est d’environ 30 a 35% du poids sec du cartilage. Les collagénes constituent une trame dans
laguelle les PGs sont piégés, ils présentent 50% du poids sec du cartilage et forment un
veritable réseau nécessaire au maintien de I’agrécane au sein de la MEC (Buckwalter et al.
1988). D’autres molécules protéiques plus petites participent a I’architecture du tissu en
assurant des interactions entre les principaux constituants, renforcant ainsi sa structure, ou
établissent des interactions entre la matrice et les chondrocytes, leur permettant d’obtenir des
informations quant a I’état de la MEC (Buckwalter et Mankin 1998b).

1.3.  Organisation du cartilage

Le cartilage normal est constitué de 4 zones histologiques (Buckwalter et al. 1988) qui varient
selon les criteres de morphologie, de densité cellulaire et selon la nature et la concentration
des différents composants :
- La zone superficielle, la plus sollicitée par les contraintes mécaniques, et la plus fine
contient de fines fibres de collagene orientées d’une fagcon paralléle a la surface articulaire.
Elle constitue 2 a 3% de I’épaisseur totale du cartilage. La perturbation de cette zone modifie
les propriétés mécaniques du cartilage et contribue ainsi au développement de I'arthrose
(Bhosale et al. 2008).
- La zone intermédiaire, possede des fibres de collagéne plus épaisses orientées plus
aléatoirement. Elle représente 5% de I’épaisseur totale du cartilage. Les chondrocytes dans
cette couche sont plus volumineux, sphériques et non orientées (Modl et al. 1991).
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- La zone profonde, riche en fibres de collagene de type Il orientées perpendiculairement a
la surface. C’est la couche qui présente la teneur la plus faible en eau et la plus forte en PGs
(Buckwalter et al. 1998a). Elle représente 90% de I’épaisseur du cartilage et renferme des
chondrocytes abondants et ronds avec un aspect prolifératif dans la partie supérieure de cette
couche (Peyron et al. 1994 ; Trattnig et al. 1997).

- La zone calcifiée, synthétise du collagéne de type X, lui permettant de jouer le rdle
d’amortisseur de choc le long de I’0s sous-chondral. Les chondrocytes dans cette zone ont un
phénotype hypertrophique. Cette zone sert également d'ancrage aux fibres de collagene sur
I'os. La jonction entre le cartilage calcifié et I'os sous-chondral est trés irréguliere. Cette ligne
de jonction a une résistance considérable. Elle est perforée par de rares vaisseaux venant des

cavités de la moelle osseuse sous-adjacente.

Il. LA MATRICE EXTRACELLULAIRE

La MEC est constituée principalement deau (65-80%), de collagénes (10-30%), de
protéoglycanes (5-10%), d’acide hyaluronique, et en quantité moins importante, de protéines
non-collagéniques et de lipides (Kuettner et al. 1991). Elle est organisée en trois zones
différentes:

- La matrice péricellulaire, composée d’un fin rebord de matrice organisée en relation
directe avec la membrane cellulaire elle est composée essentiellement de PGs et de protéines
non collagéniques comme les molécules associées a la membrane telles I’anchorin CllI
(annexin V) ou la décorine (Buckwalter et al. 1997 ; Buckwalter et al. 1998a). Elle contient
également du collagéne non fibrillaire, le collagéne de type VI (Bhosale et al. 2008).

- La matrice territoriale entoure la matrice péricellulaire et est présente tout au long du
cartilage (Buckwalter et al. 1997 ; Buckwalter et al. 1998a). Elle entoure un chondrocyte tout
seul ou un groupe de chondrocytes y compris leurs matrices péricellulaires. Les fibres de
collagéne dans cette région sont organisées d’une maniére croisée pour former un panier qui
entoure les clusters de chondrocytes pour les protéger des contraintes mécaniques (Bhosale et
al. 2008).

- La matrice interterritoriale couvre tout le volume restant de tous les types de matrices,

elle comporte des fibres de collagéne de diametre plus grand (Bhosale et al. 2008).
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I1.1. Lacomposition de la matrice extracellulaire

11.1.1. L’eau

Le cartilage possede un contingent hydrique trés important. L'eau existe sous forme libre et
liée aux PGs. L'interaction entre l'eau et les macromolécules de la matrice influence les
propriétés mécaniques du tissu. Du fait de I’absence de vascularisation, le chondrocyte vit en
hypoxie est nourri par I’apport de nutriments de faible poids moléculaire, en provenance du
liquide synovial et qui diffusent au travers de la MEC grace aux propriétés visco-élastiques du
tissu. L’apport de ces métabolites se fait grace aux mouvements de I’eau entre le cartilage et
la cavité synovial. Sous I’effet d’une charge, I’eau est chassée dans les régions du cartilage
hors charge et vers la cavité articulaire, entrainant a I’extérieur du tissu les déchets
métaboliques des chondrocytes, notamment I’acide lactique. Le phénomene étant réversible,
lorsque la charge cesse, un flux inverse se crée de la cavité articulaire vers le cartilage,
ramenant le cartilage a son hydratation basale, et amenant avec lui les nutriments nécessaires
au fonctionnement cellulaire, en particulier le glucose. Un échange continuel s’effectue entre
les molécules d’eau fixées par les charges négatives des PGs et la phase libre circulant en
dehors du champ d’attraction des PGs, ce qui contribue a sa régénération.

11.1.2. Les collagenes

Les collagénes sont des protéines fibreuses insolubles de la MEC et du tissu conjonctif. Ils
sont classés en collagénes fibrillaires et non fibrillaires. Les collagenes fibrillaires conferent
aux tissus la capacité de résister aux pressions mécaniques et aux tensions. Cette classe
regroupe les collagénes de types I, II, Ill, V et XI. La structure primaire du collagéne est
caractérisée par une trés grande abondance en glycine et en proline.

Les collagénes non fibrillaires, quant a eux, sont constitués de petits domaines hélicoidaux
interrompus par des séquences non collagéniques, nommeées FACIT pour «fibril associated
collagens with interrupted triple helices » (Gordon et al. 1991). Ces domaines permettent de
lier les fibres de collagéne de type Il avec les collagénes non fibrillaires et d'autres
composants matriciels (Bruckner et al. 1985 ; Eyre et al. 1987).

Diverses fonctions sont assurées par les différents types de collagenes présents dans le

cartilage articulaire:
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Le collagene de type Il : il représente 90% des collagenes présents dans le cartilage
articulaire adulte. 1l forme un réseau dense dont les mailles emprisonnent les agrégats de PGs
limitant ainsi I'entrée d'eau dans le tissu. Le réseau de fibres de collagene de type Il est
responsable de la résistance a la traction et au maintien de la forme et du volume tissulaires.
Cette résistance est renforcée par des liaisons intermoléculaires covalentes, appelées «cross-
link », entre les fibres de collagenes de type Il (Eyre et al. 1988). La copolymérisation de
quelques molécules de collagénes de type Xl avec le collagene de type Il jouerait un rdle dans
le contrdle du diametre des fibres par encombrement stérique (Olsen D.R. 1995). En effet, une
délétion nucléotidique dans la chaine ol du collagéne XI chez la souris conduit a la formation
de fibres de collagénes de type Il de diamétre anormalement élevé. Cette mutation est a
I’origine d’une chondroplasie caractérisee par une fragilité importante du cartilage vis-a-vis
des contraintes mécaniques (Li et al. 1995). Les fines fibrilles de collagene de type XI
forment en fait le centre des fibres de collagéne de type 1l (Mendler et al. 1989).

Le collagene de type IX : il représente environ 1% des protéines collagéniques du cartilage
articulaire adulte (Bruckner et van der Rest 1994) et se lie de fagon covalente a la surface des
fibres de collagenes de type Il avec une orientation paralléle limitant ainsi leur croissance
latérale (Eyre D.R., 1987). Sa présence a la surface des fibres de collagene de type Il pourrait
étre un facteur de régulation de l'agrégation fibrillaire, contrdlant le diametre des fibres
(Mayne R., 1989).

Le collagéne de type X : il est présent en faible quantité dans la zone superficielle du
cartilage (Linsenmayer et al. 1988). Ce dernier jouerait un réle dans la résorption du cartilage
hypertrophique ou un role fonctionnel dans l'organisation de la matrice. Il serait aussi
impliqué dans la minéralisation du cartilage. Le collagene de type X est synthétisé, dans le
cartilage articulaire, par les chondrocytes hypertrophiques de la zone calcifiée. 1l joue un role
important dans le développement du cartilage de croissance et dans la calcification du
cartilage (Eyre et al. 1992 ; Mayne R., 1993).

Le collagéne de type | est présent en faible quantité a la surface du cartilage (Peyron et al.
1994) et les collagénes de type V, VI et VII sont a proximité des chondrocytes ou ils
confeérent au cartilage sa rigidité (Buckwalter et al. 1998a).
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11.1.3. Les protéoglycanes

Les PGs sont une famille de macromolécules complexes présentes dans la MEC (agrécane,
versican, biglycan) et sur la surface cellulaire (syndécane, glypicane, CD44). Les PGs sont
constitués d’une protéine centrale sur laquelle sont attachées plusieurs chaines de
glycosaminoglycanes (GAGs) (Muir H. 1978). lls sont présents dans le cartilage et peuvent
étre de faible masse moléculaire comme biglycans, la décorines ou la fibromoduline, mais
aussi de haut poids moléculaire comme I’agrécane. La matrice cartilagineuse est constituée
d’une variété de PGs essentiels aux propriétés physique/mécanique et biochimique du

cartilage (Figure 2).

Hyaluronan

Fibronectin

Integrin

2 =

Biglycan

Decorin
Type IX coliagen

Mbromodulm

Figure 2: Représentation schématique de la MEC du cartilage. Trois classes de

Type Il collagen

protéines existent dans le cartilage : les collagénes (de type Il principalement), des PGs de
grande taille (essentiellement I’agrécane) et de petite taille (biglycan, décorine,
fibromoduline, syndécans), et les protéines non collagéniques (COMP ou « Cartilage
Oligomeric Matrix Protein », protéines de liaison, fibronectine). La décorine et la
fibromoduline participent a I’organisation de la MEC en liant le collagéne et contribuent a la

cohésion du cartilage.
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11.1.3.1. PGs ESSENTIELS DE LA MEC

11.1.3.1.1. L'agrécane

L’ grécane est le PG prédominant dans le cartilage. 1l représente environ 90% de la masse des
PGs dans le tissu. L'agrécane est composé d'une protéine porteuse de 210 kDa sur laquelle se
fixe de maniére covalente plus d'une centaine de chaines de CS, 20 a 50 chaines de kératane
sulfate (figure 3). Plusieurs agrécanes peuvent se lier de facon non covalente, par
I'intermédiaire de protéines de liaison, a une chaine d'acide hyaluronique. Ils forment alors des
agrégats de trés haut poids moléculaire (Hardingham T.E. et Fosang AJ. 1995 ; Muir H.
1978). Ces larges agrégats hydrodynamiques sont maintenus dans le réseau de fibres de

collagéne.

La structure de I’agrécane, notamment les chaines de GAG, varie quantativement et
qualitativement en fonction de I’age (nombre, longueur, degré de sulfatation) (Roughley P. J.
2006). La perte de I’intégrité du cartilage au cours de I’arthrose est associée a une déficience
en agrécane provenant d’un clivage protéolytique et une déficience de synthése (induisant une
diminution de la présence de charges négatives). Au cours du vieillissement, et lors de
I’arthrose, on observe également des altérations qualitatives et quantitatives des chaines de CS
se traduisant par une diminution de la longueur et du nombre des chaines (Dudhia et al. 1996 ;
Praillet et al. 1998).

Des mutations au niveau du gene codant I’agrécane conduisent a des chondrodysplasies chez
I’homme, la souris et le poulet. Chez I’homme, I’insertion d’une base nucléique dans la
séguence génique codant I’agrécane conduit a un décalage du cadre de lecture a I’origine
d’une forme de dysplasie spondylo-épimétaphysaire (Roughley P. J. 2006). De plus, il est
décrit que I’absence de la région G3 de I’agrécane empécherait probablement la sécrétion des

molécules d’agrécanes mutées dans la MEC.
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Figure 3 : Agrécane. La partie protéique de I’agrécane est composée de trois domaines
globulaires nommés G1, G2 et G3. Les régions G2 et G3 sont séparées par une région de
grande taille sur laquelle sont fixées les chaines de GAG (KS et CS). Le domaine G1 situé a
I’extrémité N-terminale interagit avec le HA. Le site d’attachement des CS est divisé en
deux sous-domaines CS1 et CS2. Le domaine CS1 adjacent au domaine d’attachement des
KS, est composé de nombreux motifs Ser-Gly répétés, dont le nombre varie en fonction des
espéces. Chez I’homme, le domaine CS1 présente un polymorphisme de taille associé a un
nombre variable de ces motifs Ser-Gly. Situé a I’extrémité C-terminale, le domaine G3 est
composé de différents domaines structuraux qui sont essentiels aux modifications post-

traductionnelles et au processus de sécrétion de I’agrécane.
(Source : http://www.biochemj.org/bj/386/0015/bj3860015f03.gif).

11.1.3.1.2. Les petits protéoglycans et protéines riches en leucine (SLRP)

Les SRLPs constituent un sous-groupe de la famille des protéines LRRs (Leucine-Rich-
Repeat) caractérisées par de multiples domaines adjacents portant un motif commun riche en
leucine (Roughley P.J. 2006). Les SRLPs comptent treize membres dont la plupart sont des
PGs secrétés (Hocking et al. 1998). Dans le cartilage, on retrouve quatre types de SRLPs, la
décorine et le biglycan (a CS ou DS), le lumican, et la fiboromoduline (a KS). La région
protéique est caractérisée par la présence de domaines riches en cystéines capables de former
des ponts disulfures et peut également étre N-glycosylée. La taille de la protéine porteuse de
ces SRLPs est d’environ 40 kDa. Leur classification repose sur I’organisation génique, le
nombre de domaines riches en leucine et le type de chaines de GAG.
Leur forme en fer & cheval leur permet d’interagir avec les fibres de collagéne (de type VI,
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X1, XIV) et d’autres composants matriciels tels que la fibronectine ou I’élastine (Scott et al.
1996). ILs assurent également un rdle de protection des fibrilles de collagéne contre I’action
des collagénases. Ils sont capables d’interagir avec des facteurs de croissance tels que I’'EGF
(Epidermal Growth Factor), le TGF- 3 (Transforming Growth Factor beta) et le TNF- «

(Tumor Necrosis Factor alpha).

11.1.3.1.3. L acide hyaluronique

L’acide hyaluronique (HA) est un GAG particulier car il ne possede pas de région protéique
et est constitué d’une longue chaine unique constituée de centaines de disaccharides composés
de résidus d’acide glucuronique et de la N-acetylglucusamine totalement dépourvus de
groupements sulfates.

11.1.3.1.4. Les PGs membranaires

Les PGs membranaires sont pour la plupart, des PGs a HS (HS-PGs). lls sont localisés au
niveau de la membrane plasmique des cellules, mais peuvent également exister sous forme
soluble. lls regroupent essentiellement la superfamille des syndécans et des glypicans. Situés
a la surface des cellules, ils régissent de nombreux processus biologiques majeurs tels que les
interactions cellule-cellule, cellule-matrice, la prolifération cellulaire et sont également

capables de jouer le réle de co-récepteur membranaire.
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Figure 4 : Structure des syndécans chez les vertébres.

Les syndécans sont une famille de PGs transmembranaires majoritairement a HS. Alors que
les invertébrés possédent un seul syndécan, quatre génes ie. syndécan 1, 2, 3 et 4 sont présents
chez les vertébrés. Chaque syndécan dispose d'un court domaine cytoplasmique, un domaine
transmembranaire, et un domaine extracellulaire avec trois a cing sites de fixation des chaines
de HS ou de CS (Figure 4). La présence des chaines d’HS leurs permet d’interagir avec un
grand nombre de protéines, y compris les facteurs de croissance tels que le FGF, le VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor), et le TGF (Transforming Growth Factor)). En outre,
les chaines d’HS facilitent les interactions avec diverses proteines de la MEC, notamment la

fibronectine. Le rdle des chaines de CS est moins clair.

Bien que le degré de conservation dans le domaine extracellulaire des syndécans soit assez
faible, le domaine transmembranaire (TM) est tres conservé. Comme dans I’architecture des
protéines membranaires de type-l, les syndécans ont un seul TM. Le TM et la séquence
adjacente assurent l'auto-association, qui, dans le cas du syndécan-4, est requis pour
I’activation de la protéine kinase C-a. (PKC-a) (Oh et al. 1997). Le domaine cytoplasmique

est divisé en trois régions : les régions conservées 1 et 2 (C1 et C2) et une région variable (V).
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Le domaine C1, immédiatement adjacent & la membrane de la cellule, est quasiment identique
dans les quatre syndécans de mammifeéres. Il est impliqué dans la dimérisation des syndécans
et dans la liaison de plusieurs protéines intracellulaires (Granes et al. 2003). Le domaine C2
universellement conservé contient un site de liaision a PDZ (postsynaptic density-95/ disc
large protein/zonula occludens-1) a I'extrémité C-terminale et deux résidus tyrosine. Il y’a
quatre protéines identifiées comme interagissant au domaine PDZ : la synténine (Grootjans et
al. 1997), la synectine (Gao et al. 2000), la synbindine (Ethell et al. 2000), et la CAMKII
(calcium/calmodulin-dependent serine protein kinase) (Cohen et al. 1998 ; Hsueh et al. 1998).
Le domaine V est tres hétérogéne entre les quatre syndécans de mammiféres. Cette région a
été plus étudiée dans le syndécan-4 (SDC4) en raison de ses caractéristiques uniques. Elle
comprend un site de laison a la phosphatidylinositol4,5-bisphosphate (PIP2) qui est impliqué
dans la dimérisation du syndécan-4, dans lequel deux domaines cytoplasmique du SDC4 sont
reliés par deux molécules PIP2 (Shin et al. 2001).

En outre, PIP2 joue un role essentiel dans la liaison et I'activation de la PKC-a, une kinase qui
joue un réle clé dans la signalisation du SDC4 (Horowitz et al. 1998 ; Horowitz et al. 1999).

L’expression du SDC4 est induite dans plusieurs pathologies (Geary et al. 1995). Le
syndécan-3 est exprimé de maniére transitoire au cours de la période de condensation

mésenchymateuse (Gould et al. 1995).

La carence en SDC4 a suscité beaucoup d'intérét. Les souris SDC4 -/- sont viables et fertiles,
mais présentent un certain nombre d'anomalies. Les embryons SDC4 -/- montrent beaucoup
plus de formation de thrombus dans les vaisseaux du labyrinthe placentaire que les souris
contrbles, entrainant une perte plus élevée des embryons et impliquant le SDC4 dans la
régulation de la coagulation du sang (Ishiguro et al. 2000). Les souris SDC4 -/- ont plus de
mortalité apres injection de lipopolysaccharide, ce qui suggere leur incapacité a éliminer les
pathogeénes (shiguro et al. 2001). Selon d’autres études, les souris SDC4 -/- présenteraient une
mauvaise cicatrisation des plaies cutanées suite a un défaut d’angiogenése, cependant, aucun
autre phénotype de défaut d’angiogenese n’a été rapporté a ce jour. Enfin, les cellules
satellites des souris SDC4 -/- ne parviennent pas a reconstituer les muscles endommagés, ce
qui suggeére que la présence du SDC4 est requise pour la migration des cellules progeénitrices
du muscle squelettique (Cornelison et al. 2004), Cela peut étre en partie attribuable a une
activation défectueuse de ERK1/2 par le FGF2 et le HGF (Cornelison et al. 2004). Le SDC4

semble étre régulé au cours du développement et de la différenciation cellulaire, ainsi qu’en
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association avec les changements pathologiques des tissus (Tkachenko et al. 2005). Au cours
des derniéres années, un nombre croissant de preuves s’est accumulé concernant la relation
entre le SDC4 et I’arthrose. Dans le cartilage, le SDC4 semble étre induit, spécifiquement
dans les chondrocytes hypertrophiques et son expression est élevée dans le cartilage
arthrosique humain et dans des modeles animaux d’arthrose (Barre et al. 2000 ; Echtermeyer
et al. 2009). Une étude récente a montré que le SDC4 joue un réle crucial dans le contrble de
I'activité de I’ADAMTS5 par le biais d’interactions directes ou indirectes. Les souris knock-
out pour le SDC4 ou des souris traitées par injections intra-articulaires locaux d'anticorps
spécifiques du SDC4 sont protégées contre la dégradation du cartilage par ’ADAMTS5
(Echtermeyer et al. 2009).

2- Les glypicans : La protéine porteuse (60-70 kDa) des glypicans posséde une région
globulaire extracellulaire comportant trois a quatre sites d’attachement des chaines d’HSLa
séquence consensus DSGSGSG, sur laguel s’attachent les chaines de GAGS, est située entre
le domaine central et I’extrémité C-terminale. La partie C-terminale possede la séquence
signal nécessaire a I’insertion des glypicans au niveau de la membrane plasmique via I’ancre
GPI. Les glypicans sont capables, grace a leurs chaines HS, de stabiliser I’interaction du
ligand avec son récepteur ou de jouer un role de co-récepteur de faible affinité. Les glypicans
peuvent étre libérés dans le milieu extracellulaire sous I’action de la phosphatidylinositol
phospholipase C, D et/ou de protéases. lls peuvent en piégeant des ligands extracellulaires en
contréler la diffusion. Ils interviennent au niveau de la signalisation et du transport des

facteurs de croissance.

I1l. HOMEOSTASIE DU CARTILAGE

Les chondrocytes maintiennent I’homéostasie du cartilage et assurent a la fois la synthése et la
dégradation des composants de la matrice. Les mécanismes physiologiques assurant la
régulation de la synthése de la MEC sont influencés par deux facteurs : (1) les contraintes
mécaniques subies par les chondrocytes. En effet, il a été montré que la soumission des
explants de cartilage a des compressions cycliques de 0,5 Hz induit la biosynthese des PGs
par les chondrocytes (Parkkinen et al. 1993) et (2) le contrble exercé par des médiateurs
solubles comme les cytokines et les facteurs de croissance. Les facteurs de croissance
synthétisés par les chondrocytes favorisent leur activité anabolique (Franchimont et al. 1991).
Il s'agit principalement du FGF (Fibroblast Growth Factor), de L’IGF (Insulin-like Growth
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Factor) et du TGFB (Trippel S.B. 1995). Ces facteurs sont localisés dans la MEC et en
fonction de leur combinaison et de I'état de la cellule, ils exercent une régulation fine de la
différenciation et de I'activité chondrocytaires (Trippel S.B. 1995).

Le renouvellement des constituants matriciels fait intervenir les métalloprotéases (MMPS)
agissant a pH neutre dans la MEC. Les MMPs sont essentielles au renouvellement du
cartilage articulaire. Les principales familles de MMPs se distinguent par leur spécificité de

substrat :

Les collagénases : MMP-1 et MMP-13 (spécifiques du cartilage) sont capables de dégrader
les trois chaines des collagenes (Aimes R. T. et Quigley J. P. 1995). Les gélatinases MMP-2
et MMP-9 dégradent les collagénes dénaturés (Strongin et al. 1995). Les stromélysines
constituent la troisieme classe de MMP, la MMP-3 et la MMP-10 étant exprimées par les
chondrocytes. Ces enzymes se caractérisent par leur large spécificité vis-a-vis de leur substrat.
Les stromélysines une fois activées, peuvent a leur tour activer les formes latentes des
collagénases. Les agrécanases: ADAMTS (A Disintegrin And Metalloproteinase with
Thrombospondin motifs) hydrolysent I’agrécane en 5 sites (Tortorella et al. 2002) qui se
situent dans une région riche en chondroitines sulfates entre les domaines globulaires G1 et
G2 (Malfait et al. 2002).

Les MMPs sont inhibées par des inhibiteurs endogenes non spécifiques (TIMPs). Quatre
types différents ont été identifiés. TIMP-1 est une glycoprotéine de 28 kDa. Cet inhibiteur est
tres similaire au TIMP-2. Ces deux protéines se lient aux MMPs dans un rapport 1 : 1. Leur
activité inhibitrice se situe dans le domaine N-terminal. Un troisieme membre de cette famille
d’inhibiteurs de protéases existe, le TIMP-3 (Silbiger et al. 1994). C’est un inhibiteur puissant
de '’ADAMTs-4 et de I’ADAMTSs-5, exprimé dans les chondrocytes et les fibroblastes
synoviaux (Su et al. 1999).
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Glycosyltransferases et anomalies de
synthese des protéoglycanes
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l. SYNTHESE DES PGs

Les PGs sont constitués d’un squelette peptidique ou protéine « core » sur laquelle sont fixées
de facon covalente au niveau de certains résidus sérine des chaines hétéropolysaccharidiques
linéaires appelées glycosaminoglycanes (GAGs). Les GAGs sont des polymeéres
hétéropolysaccharidiques linéaires, fortement polaires, et chargés négativement. Ils sont
constitués de répétitions d’unités disaccharidiques formées par un sucre aminé et un acide
uronique. lls difféerent par la composition de leur unité disaccharidique élémentaire, les
liaisons entre ces unités, la longueur des chaines, la présence et la position des groupements
sulfates et/ou N-acétyles. Le sucre aminé est une N-Aceétyl-D-glucosamine (GIcNAc) ou une
N-Acétyl-D-galactosamine (GalNAc) et un acide uronique (I’acide D-glucuronique (GIcA) ou
I’acide L-iduronique (IdoA), son épimere en C5). La composition des unités disaccharidiques
déterminera le type de GAG : GIcNAc-acide uronique dans le cas des héparine/héparane-
sulfates (Hep/HS) et GalNAc-acide uronique dans le cas des chondroitine-sulfates/dermatane-
sulfates (CS/DS). La synthese des GAGs fait intervenir un grand nombre de
glycosyltransférases (GTs) et nécessite au préalable la formation d’une amorce
tétrasaccharidique (GIcA 81,3Gal 3 1,3Gal B8 1,4Xyl-O-sérine) permettant I’ancrage de la
chaine glycosaminoglycanique a la protéine “core* via un résidu sérine. La formation de cette
amorce fait intervenir une xylosyltransférase (XT) qui fixe un résidu xylose a partir du
nucléotide sucre UDP-Xylose sur certaines sérines de la protéine “core“. Ensuite, deux
galactosyltransférases, GalT-1 (b4GalT7) et GalT-11 (b3GalT6), assurent la fixation de deux
résidus galactose sur le xylose. Enfin, la galactose S 1,3-glucuronosyltransférase-1 (GICAT-I)
catalyse I’étape finale de la synthese de I’amorce tétrasaccharidique par addition d’un acide
glucuronique (GIcA). La polymérisation des chaines de GAGs a HS est assurée par les
enzymes EXT1/EXT2 alors que celle des CS est réalisée par les CS-polymérases (figure 5)
(Prydz et Dalen 2000).
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Figure 5: Représentation schématique de la biosynthese des chaines de GAGs par les
glycosyltransférases. La synthése des PGs débute par la production de la protéine core sur
laquelle la région de liaison protéine-GAG, GIcA B 1,3Gal 81,3Gal 3 1,4Xyl-O-sérine,
commune aux chaines CS et HS, est initiée par la XyIT (XT-I et XT-II). Ensuite, le premier
résidu GalNAc est transferé sur le résidu GICUA par la GalNAcT-I1, qui initie I'assemblage
des chondroitinase. Par la suite, la région de disaccharides répétitifs, (-3GalNAc 5 1-
4GIcUA £ 1-), est allongée par I’addition alternative des résidus GICUA et GalNAc a partir
des UDP-GICUA et UDP-GalNAc par les enzymes GICAT-1I et GalNACT-II,
respectivement. D’autre part, I’addition du résidu GIcNAc a la région de liaison par la
GIcNACT-I initie I'assemblage des HS. Ensuite, la polymérisation des chaines HS est

catalysée par les enzymes EXT1 et EXT2. (D’aprés Mizomoto et al. 2013)

Il. MUTATIONS GENIQUES DES GTs ET PATHOLOGIES
ASSOCIEES
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L’importance des GTs dans le développement ostéoarticulaire est révélée par les mutations
au niveau de leurs genes. En effet, des mutations de la f4GalT7 (GalT-1) ont été mises en
évidence dans des fibroblastes de patients atteints du syndrome progéroide d’Ehlers-Danlos
conduisant a des altérations de la synthese de PGs matriciels. La diminution quantitative de
décorine et I’absence de son unique chaine de GAG participe aux signes cliniques associés a
ce syndrome, notamment un défaut de cicatrisation, une hypermobilité des articulations, une
hypertonie musculaire et une hyperlaxité tégumentaire (Quentin et al. 1990). Les
fibroblastes provenant de ces patients, porteurs de la mutation R270C, montrent une activité
galactosyltransférase réduite par rapport aux sujets témoins et une synthese de décorine et
de biglycane dépourvues de chaines de GAGs (Seidler et al. 2006). Il a également été
montré que la mutation A186D réduit sensiblement I'activité de la GalT-1 in vitro, alors que
ses effets sur la biosynthése de CS/DS et HS sont beaucoup moins prononces (Gotte M. et
Kresse H. 2005). En outre, une diminution drastique de l'activité GalT-I associée a une
déficience de biosynthése des GAGs a été rapportée pour les mutants L206P et R270C (Bui
et al. 2010.a ; Rahuel-Clermont et al. 2010). De plus, la réduction de I'activité GalT-I suite a
la mutation R270C conduit & une réduction de la sulfatation des chaines d’HS, et un retard
de fermeture des plaies in vitro (Gotte et al. 2008). L’ensemble de ces résultats montre que
les phénotypes du syndrome progéroide d’Ehlers-Danlos, causé par des mutations de la
GalT-I, sont attribuables principalement a des défauts dans la synthese des chaines de
GAGs.

La carence en GICAT-I, conduit a des dislocations articulaires touchant principalement le
coude et des malformations cardiaques congénitales. Une mutation R277Q dans le géne
codant pour la GICAT-I a été identifiée chez une famille porteuse du syndrome nommé
syndrome de Larsen (Baasanjav et al. 2011). Il est caractérisé par des dislocations de la
hanche, du genou et des articulations du coude, du pied et une dysmorphie cranio-faciale, la
proéminence du front, un pont nasal déprimé, et un visage aplati (Larsen et al. 1950 ; Steel
et al. 1972). La mutation R277Q entraine une forte réduction de I'activité GICAT-I dans les
fibroblastes des patients et une diminution de la biosynthése des PGs (Baasanjav et al.
2011). Les fibroblastes provenant de patients porteurs de la mutation produisent une forme
de décorine a une seule chaine de DS avec une amorce trisaccharidique Galal-3-Galal-4-
Xyl au lieu d’une amorce tétrasaccharidique (Baasanjav et al. 2011). Plus récemment, une
autre mutation (P140L) a éte identifiée dans une famille consanguine de I'lle de Nias (Budde
et al. 2012). Ces patients présentent des phénotypes squelettiques caractérisés par une petite

taille disproportionnée. D’autres part, des études basées sur la surexpression du géne codant
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pour la GICAT-I dans des cultures primaires de chondrocytes et des explants de cartilage ont
permis de mettre en évidence le rble crucial de cette enzyme dans la synthése des PGs au

niveau du cartilage (Venkatesan et al. 2004).

Au cours de nos travaux de these, nous nous sommes particulierement intéressés a la
xylosyltransférase-1 (XT-I). La XT-I est une glycosyltransférase membranaire qui adopte
une topologie de type Il. Elle est localisée au niveau de I’appareil de Golgi (G6tting et al.
2000). Cette protéine de masse moléculaire apparente d’environ 100 kDa présente une
séquence peptide signal N-terminale suivie d’une région stem responsable de I’adressage et
de la rétention de I’enzyme au niveau de la membrane. La partie C-terminale contient le
domaine catalytique (Gotting et al. 2000). L analyse de I’expression de la XT-I dans les
tissus humains indique que I’enzyme est exprimée dans le pancréas, le rein et le placenta,
avec une trés faible expression dans le poumon, le cerveau, le cceur et le foie. Aucune
expression n’est détectée dans le muscle squelettique (Gotting et al. 2007). Des études
récentes ont montré que I’augmentation de la production des GAGs observée lors de
processus pathologiques est associée a une activité élevée de la XT dans les tissus et/ou
dans le sérum, par exemple au cours de la cardiomyopathie dilatée et du syndrome de
pseudoxanthoma élastine PXE (perte d’élasticité du tissu conjonctif) respectivement
(Gotting et al. 2007). En revanche, la XT-I semble jouer un role important dans le cartilage
(Venkatesan et al 2012) et dans la régenération neuronale (Hurtado et al. 2008).
Récemment, un double mutant XT-1 et fam20b (enzyme phosphorylant le xylose de
I’amorce tétrasaccharidique) a été identifié chez la zebrafish qui présente un phénotype
squelettique avec une formation prématurée de I’os périchondrale di a une maturation

précoce des chondrocytes (Eames et al. 2011).

Au niveau du cartilage, notre groupe a étudié I’importance de la XT-1 dans le processus de
dégradation et de réparation du cartilage dans un modéle animal expérimental de
polyarthrite rhumatoide induite a I’antigéne chez le rat, et dans un modéle de réparation, le
modele de régénération du cartilage aprés dégradation modeérée par injection intraarticulaire
de la papaine. Nous avons ainsi montré que I’expression du géne de la XT-I est inhibée au
cours du processus de dégradation du cartilage de facon concomitante a la baisse de
I’anabolisme des GAGSs. En revanche, I’expression du géne de la XT-I est induite dans les
phases précoces de la réparation du cartilage. Cette induction est accompagnée d’une
augmentation significative de la synthese et du dépdt des PGs (Venkatesan et al. 2009). Le
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role clé de la XT-1 dans le processus de réparation du cartilage en termes d’anabolisme des
PGs a eté ensuite confirmé par Iutilisation des shRNA permettant I’inhibition de
I’expression de cette enzyme lors de la phase de réparation du cartilage chez le rat
(Venkatesan et al. 2009). La XT-I pourrait ainsi constituer une cible capable de contrecarrer
la perte des GAGs lors des pathologies articulaires.
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l. L'ARTHROSE

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), I’arthrose (OA) est la résultante de
phénoménes mécaniques et biologiques qui déstabilisent I’équilibre entre la synthése et la

dégradation du cartilage pour conduire finalement a la destruction du cartilage articulaire.

L’arthrose est une maladie trés fréquente et le pourcentage de la population touchée par cette
maladie augmente avec I’age (Hamerman, 1993). L’arthrose est une maladie qui affecte
principalement les articulations, parmi lesquelles le genou (gonarthrose = 35 %), la hanche
(coxarthrose = 20 %) ou encore les doigts. L’arthrose constitue la seconde cause d’invalidité
aprés les maladies cardio-vasculaires et représente ainsi un véritable enjeu en terme de santé

publique.

Actuellement, il n'y a pas de thérapie efficace contre la progression de la maladie. Les
principaux facteurs qui déterminent la progression de I'arthrose sont I'inflammation chronique
et des changements structurels progressifs dans les tissus articulaires (Nam et al. 2011).
Contrairement a l'idée générale selon laquelle I'arthrose est une maladie dégénérative, les
processus de remodelage sont trés actifs tout au long de chaque étape de la maladie (Pearle et
al. 2005).

Parmi les nombreux facteurs impliqués dans cette pathologie, les cytokines pro-
inflammatoires et les protéases sont les principaux contributeurs qui interviennent dans les
changements qualitatifs de la MEC (Pearle et al. 2005). La synthese altérée de la MEC lors de
I'inflammation perturbe a son tour le fonctionnement des chondrocytes. Par conséquent, un
cycle s’établit entre les cellules et leur MEC nouvellement synthétisée, formant une boucle de

rétroaction positive qui entraine la progression de I'arthrose.

I.1. Perturbations de la synthese de la MEC au cours de I'arthrose

La progression de l'arthrose peut étre caractérisée par des changements dans la composition et
la structure MEC. Le cartilage sain est compose principalement de collagéne de type Il, qui
assure la résistance aux forces de tension. L’agrécane, qui apporte des charges négatives qui

attirent les molécules d'eau, fournit la résistance a la compression et la capacité d'absorption
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des chocs du cartilage sous pression (Pearle et al. 2005). Il a été montré que pendant
I’arthrose, il existe des événements successifs qui affectent lI'intégrité et I’homéostasie de la
MEC. Le contenu en agrécane est diminué, tandis que la teneur en collagéne | est augmentée
(Pearle et al. 2005 ; Martel-Pelletier et al. 2008). Ce changement dans la composition de la
MEC prédispose le tissu a des altérations mécaniques résultant des modifications de
I’environnement mécanique des cellules au sein de la matrice du cartilage. 1l a été montré
dans un modéle animal chez la rat une diminution significative de I'expression de I’agrécane
durant la premiére étape de I’apparition de I'arthrose (Nam et al. 2011). Cette observation est
en accord avec la faible synthése des PGs, observée dans des échantillons de cartilage
humains de patients soufrant de I’arthrose (Lorenzo et al. 2004). Ces changements modifient
la perméabilité et par conséquent les capacités mécaniques de la matrice (Pearle et al. 2005 ;
Sun et al. 2012). La teneur réduite en PGs affaiblit la capacité de compression du cartilage et
expose le tissu a des contraintes accrues lorsqu'il est exposé a un stress mécanique.

Contrairement a la diminution de la production de PGs, le taux de synthése de collagéne
augmente et passe du collagene de type Il au collagene de type | (Lahm et al. 2010). Ce
changement de composition affecte la stabilité meécanique de la MEC (Poole et al. 2002). En
effet, les chaines de type Il contiennent une teneur plus élevée en hydroxylysine et en résidus
glucosyle et galactosyle, qui interviennent dans l'interaction avec les PGs, que les chaines de
collagene de type | (Gelse et al. 2003). Par conséquent, la diminution du collagéne de type Il
au cours de Il'arthrose compromet l'intégrité de la matrice formée par le collagene 1l et les
PGs. Ces changements dans la structure et la composition de la MEC modifient
progressivement I’environnement biologique et mécanique qui module de facon significative

I’activité cellulaire des chondrocytes.

|.2. Effets de I’inflammation sur la MEC durant I'arthrose

Les changements de la MEC du cartilage au cours de la progression de I'arthrose peuvent étre
attribués a plusieurs facteurs. Parmi ceux-ci, I'inflammation joue un réle actif qui affecte a la
fois la quantité et la qualité des composants de la MEC. Les dommages mécaniques et/ou
usure liés a I'dge déclenchent des réactions inflammatoires dans les tissus entourant
I'articulation, y compris le cartilage articulaire, la membrane synovial, I'os sous-chondral et
les ligaments (Pearle et al. 2005; Goldring, 2012). Les chondrocytes répondent a ces
conditions inflammatoires et participent aux activités cataboliques qui conduisent finalement

a la dégradation de la MEC du cartilage (Hoff et al. 2013). Les facteurs qui contribuent aux
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processus cataboliques dans l'arthrose comprennent principalement I'IlL-13 (Pfander et al.
2004 ; Meulenbelt et el. 2004), et le TNF-a d’autres cytokines sont également impliquées
(PIL-6, I’1L-12, I’1L-15) (Sakkas et al. 1998 ; Scanzello et al. 2009).

Il a été montré que I'inflammation chronique durant I'arthrose induit directement les activités
cataboliques des chondrocytes. L’IL-1f, une cytokine fortement induite au cours de l'arthrose,
est responsable de I’activation des enzymes de dégradation de matrice, comme la MMP- 1, 3,
et 13 (Tung et al. 2002). Le TNF-a, une autre cytokine qui est fortement surexprimé dans
I'arthrose, induit I’expression de la MMP-13, par I’activité de ERK, p38, INK MAP kinases,
et les facteurs de transcription AP-1 et NFkB (Liacini et al. 2003 ; Appleton et al. 2010).

Parallélement a la dégradation de la matrice, I’inhibition par I'inflammation des facteurs qui
induisent la synthése des composants de la MEC, comme le TGF-B (Davidson et al. 2005),
SOX9, I'IGF et le facteur de croissance du tissu conjonctif CTGF, est également responsable
de la diminution des activités anaboliques des chondrocytes (Nam et al. 2011 ; Davidson et al.
2006). 1l a été montré que I’IL-1p inhibe la synthése de la MEC en particulier le collagéne de
type Il et I’agrécane par une régulation négative de I’expression de SOX9 (Dai et al. 2012).
Lorsque les chondrocytes sains sont simulés par des cytokines inflammatoires telles que I'lL-
1B et TNF-a, ils présentent un phénotype hypertrophique (Merz et al. 2003). Cette
différenciation peut étre induite par la signalisation RAGE via la voie p38 MAPK (Cecil et al.
2005). En plus de I’induction de la synthése d'une MEC atypique et de I’augmentation de la
dégradation de la MEC, l'inflammation chronique provoque également la mort cellulaire
(Hoff et al. 2013).

1.3. Implications thérapeutiques : les possibilités de traitement

La chirurgie est souvent utilisée pour traiter une lésion du cartilage localisée. Les petites
fractures, créées dans l'os sous-chondral, provoquent la formation de nouveaux cartilages
principalement due aux activités régénératrices des CSM de la moelle osseuse (Williams 11 et
al. 2007). Bien que cette technique a montré certains avantages pour la réparation du cartilage
endommagé, le néo-tissu contient un fibrocartilage qui présente des propriétés mécaniques
différentes, ce qui laisse douter de sa stabilité & long terme (Bae et al. 2006 ; Orth et al. 2012).
Les thérapies actuelles de I'arthrose se divisent en 2 groupes : a) médicaments qui visent a
soulager la douleur comme les analgésiques et les anti-inflammatoires non stéroidiens

(AINS). b) thérapie qui vise a remplacer I’articulation par chirugie (Zhang et al., 2008).
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Comme le role des cytokines pro-inflammatoires a été reconnu dans I’induction du phénotype
catabolique des chondrocytes et étant donné le succés de la thérapie anticytokine dans
I'arthrite inflammatoire, plusieurs études ont été menées et un certain nombre d'essais sont
toujours en cours chez des patients atteints d'arthrose qui utilisent des antagonistes des
cytokines. L’IL-1p exerce ses diverses actions en engageant le récepteur de type I, IL-1RI.
(Le récepteur de type Il est incapable de transmettre le signal signal) (Ricote et al. 2004). Le
complexe IL-1/IL-1R recrute la protéine accessoire de récepteur (IL-1RAcP) pour former un
complexe de haute affinité, qui est capable d'initier la cascade de signalisation intracellulaire
(Wesche et al. 1997). Ainsi, I’action de I’IL-1 peut étre bloquée par le ciblage des différentes
molécules en utilisant I’antagoniste de IL-1 (IL- 1 Ra), les anticorps anti-IL-1 ou anti-IL-1R,
ou enfin le complexe soluble (membrane shedded) IL-1R/IL-1RACP.

L'étude sur I' effet de I’IL- 1 Ra a l'aide d'injections intra-articulaires montre qu’il produit des
résultats contradictoires chez les patients atteints d'arthrose du genou (Chevalier et al. 2009),
alors que certains bons résultats préliminaires ont été obtenus (concernant la douleur et le
handicap global) avec des injections sous-cutanées chaque jour pendant 3 mois chez les
patients souffrant d’une arthrose érosive de la main (Bacconnier et al. 2009).

AMG 108, un anticorps monoclonal humain qui lie le récepteur de type | IL- 1R (bloguant
ainsi I'lL-1a et IL-1p) est en cours d'évaluation chez les patients atteints de gonarthrose (essai
clinique de phase Il) (Cohen et al. 2011).

L'INFLIXIMAB est le premier anticorps anti-TNF partiellement humanisé enregistré pour le
traitement de I’arthrite rhumatoide : une étude de 12 mois a montré des effets significatifs sur
la douleur et sur le score radiologique de progression chez les patients atteints de I’arthrose

érosive de main (Fioravanti et al. 2009).

FACTEUR DE TRANSCRIPTION NFkB.

Le facteur de transcription NFkB intervient dans la régulation de nombreux genes impliqués
dans les réponses immunitaires et inflammatoires (Sha W.C., 1998). Le complexe NFkB est
constitué d'un dimére de protéines, qui possédent toutes du c6té N-terminal une région
homologue de 300 acides aminés appelée Rel, qui permet la dimérisation, la translocation
vers le noyau et la liaison a 'ADN. Ces protéines sont regroupées en deux classes en fonction
de leur caractéristiques structurales et fonctionnelles (Baeuerle P.A. et Baltimore D., 1996,
O'Neill L.A et Kaltschmidt C., 1997). Les protéines pSO et pS2 (protéines de classe 1)
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dérivent des précurseurs cytoplasmiques pl00 (NF-kR2) et plOS (NF-kR1) aprés clivage du
coté C-terminal. Ces précurseurs renferment des motifs ankyrines répétés dans les domaines
carboxy-terminaux. Les protéines p6S (RelA), RelB et cRel (p7S) (protéines de classe 1)
renferment un ou deux sites d'activation de la transcription dans leurs domaines carboxy-
terminaux. Les diméeres NFkB sont formés le plus souvent d'une protéine de classe | et d'une
protéine de classe 1. Mais il existe des homodimeres pSO/pSO ou pS2/pS2, qui n'engendrent
pas d'activation de la transcription. La protéine p6S est en fait indispensable car elle contient
le domaine de transactivation (Schmitz M.L. et Bauerle P.A., 1991) alors que les protéines
pSO et pS2 posseédent le domaine de liaison a I'ADN. C'est pourquoi I'hétérodimére p6S/pSO
peut induire la transcription contrairement aux homodimeéres pSO/pSO ou pS2/pS2. Enfin, la
région C de la sous-unité p6S contient la séquence d'adressage nucléaire masquée par IKRa

dans le complexe que cette protéine forme avec NFkB (Phelps C.B., 2000).

Dans la cellule, le complexe NFxB existe sous forme inactive cytoplasmique, liée a une
protéine inhibitrice IKRa (Baldwin A.S., 1996). L'activation du complexe NF«xB résulte d'une
cascade d'activation de différentes kinases lorsque les cellules sont stimulées par I'lL-I ou le
TNFo par exemple. Une premiere kinase a sérine-thréonine, appelée NIK pour «NFxB
inducing kinase» est activée, puis a son tour elle va phosphoryler un complexe nommé IKK
pour «lkB Kinase» (Ling L., 1998, Nakano H., 1998). Ce complexe IKK est constitué de trois
sous-unités: IKKa, IKKp, qui sont des unités catalytiques et NEMO ou IKKYy, qui correspond
a la sous-unité régulatrice. Associé a NIK, il forme un complexe de haut poids moléculaire,
appelé signalosome. Le complexe IKK activé phosphoryle les sérines 32 et 36 d'IKRa
(DiDonato J.A., 1997, Regnier C.H., 1997, Woronicz J.D., 1997, Zandi E., 1997). Cette
phosphorylation est suivie du recrutement d'une ubiquitine ligase responsable de la
polyubiquitinylation d'IKRa sur les lysines 21 et 22. Sous cette forme, IKRa est ensuite
degradée par un complexe enzymatique, le protéasome (Karin M., 1999) et libére ainsi la
séquence de localisation nucléaire de NF-kB. Par conséquent, il rentre rapidement dans le
noyau et régule la transcription de geénes cibles possédant un élément de réponse dans leur

région promotrice.

FACTEUR DE TRANSCRIPTION AP-I.

Le complexe AP-I correspond a un complexe de protéines codées par des proto-oncogénes de
la famille Jun, Fos et ATF, «activating transcription factor ». La famille Jun comprend les
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protéines c-Jun, Jun-B, Jun-D et v-Jun (Vogt PX. et Bos T.I, 1990). La famille Fos inclue les
protéines c-Fos, Fra-l et-2 (Fos related Antigen), Fos-B et v-Fos et la famille ATF, ATF2,
ATF3, B-ATF (Angel P. et Karin M., 1991). Le complexe AP-lI peut étre formé
d'homodiméres d'ATF, d'un homodimére de protéines Jun, d'hétérodimeres (Jun/Fos ou
Jun/ATF), capables de se lier & 'ADN ou d'hétérodimeres de protéines fos, qui forment des
complexes stables avec les protéines jun. En effet, les membres de la famille fos ne forment
pas d'homodimére. c-Fos et c-Jun ont des réles bien distincts ; ainsi c-Fos génére I'initiation
de l'activité transcriptionnelle tandis que c-Jun est responsable du maintien de l'activité du
facteur AP-lI (Sen CX. et Parker L., 1996). Les dimeres Jun-Jun et Jun-Fos se fixent
préférentiellement sur des éléments de réponse TRE (« TPA responsive element ») au phorbol
12-0-tétradécanoate-13 acétate tandis que les diméres Jun-ATF ou ATF-ATF se lient sur des
éléments CRE, «cAMP-responsive element» (Hai T. et Curran T., 1991). Ces complexes
contrélent ainsi I'expression de nombreux genes cibles comme ceux des MMPs, de certaines
cytokines et du TGFB (Angel P. et Karin M., 1991, Firestein G.S., 1999). lls régulent

également la croissance, la différenciation et la prolifération cellulaire (Karin M., 1997).

Le complexe AP-I est localisé préférentiellement dans le noyau plutdt que dans le cytoplasme
des cellules, suggérant qu'il est actif et lié a 'ADN. La régulation d'AP-I est complexe et est
effectuée au niveau transcriptionnel et post-traductionnel (Karin M., 1997). Les MAPK p38,
ERK et JNK peuvent augmenter la transcription du géene c-fos par activation d'EIk-I, facteur
de transcription appartenant a la famille Ets, et de SAP-I, «stress-activated protein-1 »
(Whitmarsh AJ. et Davis RJ., 1996). La transcription du géne c-jun est régulée par c-Jun lui-
méme dans une boucle dautorégulation positive (Angel P., 1988). En effet, la
phosphorylation des sérines 63 et 73 de c-Jun par JNK augmente son activité
transcriptionnelle. De plus, cette modification post-traductionnelle permet de diminuer
I'ubiquitination de cette protéine augmentant ainsi sa stabilité (Musti AM., 1997).

L’expression d'ATF2 est constitutive, seule son activité est régulée de fagon post-

traductionnelle apres phosphorvlation.
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l. FAMILLE Wnt ET CARTILAGE

WNT est une famille de glycoprotéines secrétées, caractérisées par plusieurs résidus cystéines
conservés. Elle contient 19 membres qui sont issus d’un méme géne par épissage alternatif.
Ces glycoprotéines sont impliquées dans la régulation de différentes voies de signalisation.
Différentes études ont montré une implication de la famille Wnt dans le développement, la
croissance et I’homéostasie de différents tissus et organes y compris I’articulation, I’0s et le
cartilage (Chun et al. 2008 ; Nalesso et al. 2011).

Il. VOIE DE SIGNALISATION Wnt

La voie Wnt est composée de différents composants essentiels et joue un réle fondamental
dans le contrdle de la prolifération cellulaire, la survie, la migration, la polarité, I’adressage
cellulaire, et I’auto-renouvellement des cellules souches (Logan et al. 2004). La famille Wnt
exerce ses effets a travers différentes voies de signalisation (Macdonald et al. 2007), la plus
caractérisée étant la voie Wnt/B-caténine nommée voie canonique. Dans cette voie, en
absence du ligand Whnt, la kinase GSK-3p phosphoryle la B-caténine grace a un complexe de
destruction conduisant a sa dégradation par le protéasome (Logan and Nusse, 2004). La
liaison de ligands, comme Wnt-1 et Wnt-3a sur le récepteur frizzled (Fzd) et le corécepteur
LRP5/6 (Low density lipoprotein receptor-related receptor5/6) conduit a la dissociation du
complexe de destruction, a I’accumulation de la B-caténine dans le cytosol et & sa migration
vers le noyau ou elle interagit avec les facteurs de transcription TCF/LEF (T cell
factor/lymphoid enhancer-binding factor), induisant la transcription des génes cibles
(Macdonald et al. 2007) (Figure 6).
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Figure 6 : La voie Wnt/ 8 -caténine. En absence du ligand Wnt, un complexe de destruction

contenant la protéine APC (proteins adenomatous polyposis coli), la kinase GSK3p) et
I’Axine phosphoryle la p-caténine ce qui conduit a son ubiquitination et par la suite a sa
dégradation par le protéasome. En absence du ligand Wnt, les facteurs de transcription
TCF/LEF sont associés a un complexe d’inhibition contenant le corécepteur TLE (transducin-
like enhancer protein) ce qui conduit au recrutement de I’histone desacétylase (HDACS) et a
I’inhibition de la transcription des genes cibles de la p-caténine. B- La liaison de certaines
protéines de la famille Wnt tel que Wnt-3a et Wnt-11 au récepteur Fzd et au corécepteur
LRP5/6 aboutit & I’activation de la protéine Dishevelled (Dvl) et a I’inhibition du complexe
de destruction de la g-caténine induisant I’accumulation de cette derniére dans le cytoplasme.

La 4 -caténine traverse ensuite la membrane nucléaire et agit en tant que cofacteur du

facteur de transcription TCF/LEF. La liaison entre la p-caténine et TCF/LEF inhibe
I’association de I’inhibiteur TLE et recrute des cofacteurs transcriptionnels comme le BCLO.
(D’apres Anastas et al. 2013)

D’autres voies de signalisation induites par d’autres membres de la famille Wnt comme Wnt-
5a et Wnt-11, indépendantes de la B-caténine ont été decouvertes chez la Drosophile (Van
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Amerongen et al. 2008). Ces voies sont nommées non-canoniques. Elles régulent la polarité
planaire des cellules. Malgré le role joué par le récepteur Fzd et les protéines dishevelled
(Dvl) dans cette voie, il n’existe aucune évidence de I’implication de la B-caténine, du
récepteur LRP ou des facteurs de transcription TCF/LEF dans la régulation de la polarité
cellulaire. Le récepteur Fzd est aussi impliqué dans la voie Wnt/Ca®*, une autre voie non
canonique régulée par Wnt-5a et Wnt-11 (Miller et al. 1999 ; Kuhl et al. 2000) (Figure 7).

Qi) wAY16605 e (G
L L
] WFZD = — m

VUV

v e e o
e J SCRIB g.,a | “R9 | B:%
e

Nature Reviews | Cancer

Figure 7 : Les voies de signalisation indépendantes de la B -caténine. Certains membres
de la famille Wnt comme Wnt-5a et Wnt-11 n’arrivent pas a stabiliser la p-caténine
(CTNNBL). En effet, elles régulent d’autres voies de signalisation dites non-canonique.
Celles-ci débutent par la liaison d’une protéine Wnt sur le récepteur Fzd dans le but d’activer
Dvl. Ce dernier activera un certain nombre d’effecteurs en aval et régulera des voies de
signalisation dépendantes du calcium et des petites GTPase. Les voies non-canoniques
regulent également la voie de signalisation de la polarité cellulaire planaire (PCP). En plus
des récepteurs FZD, d'autres protéines transmembranaires, comme VANGL, PTK7 et CELSR,
peuvent interagir avec WNTS et FZDS pour réguler la signalisation PCP chez les vertébrés
(Wansleeben et al. 2011). Les récepteurs a tyrosine kinase comme RYK et ROR peuvent
également agir en tant que récepteurs WNT pour activer les voies non-canoniques. Comme
d'autres voies WNT, PCP exige aussi I’activité d'autres facteurs cytoplasmiques, y compris
SCRIB et PRICKLE (Wansleeben et al. 2011). Dans certains contextes, les voies non-
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canoniques de Wnt régulent les petites GTPases, comme RHOA, RAC et CDC42, d’une
maniére Dvl-dépendante. WNT5a et Wnt11 peuvent également induire un flux de calcium, ce
qui entraine I'activation des différentes voies de signalisation, telles que la protéine kinase C
(PKC), Calcium / protéine kinase Il calmoduline-dépendante (CAMKII) et Jun N-terminal
kinase (JNK) (Kohn et al. 2005). Des inhibiteurs pharmacologiques sont indiqués dans les
boites bleues. « AP-1 : activator protein 1; ARHGEF7 : RHO guanine nucleotide exchange
factor 7; DAAML : Dishevelled-associated activator of morphogenesis 1; GIT : G protein-
coupled receptor kinase-interactor 1; NFAT : nuclear factor of activated T cells; PAK : p21-
activated kinase; PLC : phospholipase C; SFRP : secreted frizzled-related protein; WIF :
WNT inhibitory factor. ».

D’apres Anastas et al. 2013

La spécificité de I’activation des voies de signalisation en aval des différents agonistes Wnt
dépend de I’activation du récepteur sélectif et de I’endocytose de ce récepteur en présence de
certains cofacteurs comme les HSPG (Kikuchi et al. 2009). Des études récentes ont montré
que les protéines Wnt peuvent activer des voies multiples suite a la liaison a plusieurs
récepteurs (van Amerongen et al. 2008). Wnt-5a, activateur de la voie non-canonique peut
aussi activer la voie canonique (Mikels et al. 2006). D’autre part, Wnt-3a "“canonique " est
capable d’activer la voie Ca** non-canonique (Nalesso et al. 2011).

Des antagonistes divers sont capables de réguler de maniére extracellulaire les voies de
signalisation Wnt. Ces antagonistes incluent les membres de la famille sFRP (secreted
Frizzled-related protein), WIF-1 (Wnt-inhibitory factor 1), Cerberus, SOST et DKK1
(Dikkopf 1). sFRP, WIF-1 et Cerebrus se lient directement & Wnt et préviennent sa liaison au
récepteur, bien que les sSFRPs peuvent aussi se lier directement au récepteur Fzd pour former
un complexe non fonctionnel (Miller 2002 ; Kawano et al. 2003). SOST et DKK1 inhibent la
signalisation de Wnt en se liant au co-récepteur LRP5/6 et préviennent sa liaison a Wnt
(Hoeppner et al. 2009). Dans la partie intracellulaire, la voie Wnt/B-caténine peut étre inhibée
par I’inhibiteur ICAT, ce dernier bloque la liaison B-caténine/TCF-LEF et par suite la

régulation transcriptionnelle de la B-caténine (Zhu et al. 2008 ; Daniels et al. 2002).

Les différentes composantes de la voie de signalisation Wnt impliquées dans le
développement du cartilage et diverses pathologies sont présentées dans le tableau 1.
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Développement

Pathologie

Facteur Expression Action Expression Action
Whnt-1 Absence Inhibe la formation du| Expression dans le | Induit
d’expression cartilage tissu synovial des I’expression de la
endogene (Parr et al. 1993) patients RA (Sen et | fibronectine et de
(Rudnicki et al. 2000) la MMP3 dans les
Brown 1997) synoviocytes
fibroblastes-like
(Sen et al. 2000)
Wnt-3a Expression durant | Favorise I’auto- Favorise la
les stages précoces | renouvellement prolifération des
de la cellulaire. (Cho et al. chondrocytes et
chondrogenese, 2006) induit leur
inhibée apreés la fin | Inhibe I’apoptose des dédifférenciation
de la MSCs. (Boland et al. (Nalesso et al.
différenciation des | 2004) 2011)
chondrocytes Inhibe I’expression (Hwang et al.
(Hwang et al. du collagene de type 2005)
2005) Il et du dépbt de PGs.
(Hwang et al. 2005)
Whnt-4 Expression par les | Accélére la
chondrocytes maturation des
hypertrophiques. chondrocytes
(Church et al. (Church et al. 2002)
2002) (Hartmann et al.
(Hartman et al. 2002)
2002) (Hartmann et al.
2000)
Wnt-5a Expression dans le | Induit le recrutement | Expression par les | Induit
périchondre. des CSM. (Kawakami | chondrocytes. (Ma | I’expression des
(Church et al. et al. 1999) etal. 2012) MMPs. (Ge et al.
2002) Retarde la Expression dans le | 2009)
(Hartman et al. différenciation des tissu synovial des Induit la
2002) chondrocytes. patients RA. (Sen et | dédifféerenciation
(Church et al. 2002) | al. 2000) des chondrocytes
(Hartman et al. 2002) chez le lapin.
(Ryu et al. 2006)
Whnt-5b Expression dans Favorise les étapes
les chondrocytes initiales de la
pré- chondrogenese dans
hypertrophiques et | les cultures micro-
dans le masse. Retarde la
périchondre. différenciation
(Hwang et al. terminale invivo
2005) (Church et al. 2002)
Wnt-7a Expression dans Inhibe la Expression dans les | Induit la
I’ectoderme différenciation chondrocytes du dédifférenciation
dorsale. chondrocytaire invivo | lapin. des chondrocytes

(Stott et al. 1999)

et invitro. (Rudnicki

Expression induite

de lapin.
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etal. 1997) en réponse a I’IL- (Hwang et al.
1pB. (Hwang et al. 2004)
2004)
Wnt-7b Expression induite | Inhibe
dans le cartilage des | I’expression des
patients OA et dans | MMPs dans les
la synovial des chondrocytes
patients RA. humain.
Expression dans les | (Maetal. 2012)
chondrocytes
humains.
Expression induite
en réponse a I’IL-
18. (Maetal. 2012)
Whnt-14 Expression dans Arréte la
I’interzone différenciation
commune de chondrocytaire.
développement. (Hartmann C. 2002)
(Hoang et al. 1996)
B-caténine | Expression faible Induit I’expression de | Expression élevée Induit le
dans les S0X9. dans le cartilage des | phénotype OA
condensations des | Favorise la patients OA. (Zhu dans des modéles
MSCs a futur différenciation et al. 2009) de souris
chondrocytes. (Day | chondrocytaire. Induction de la exprimant
et al. 2005) (Day et al. 2005) dédifférenciation constitutivement
(Hill et al. 2005) des chondrocytes. la B-caténine.
(Yuasa et al. 2009) | (Zhu et al. 2009)
(Ryu et al. 2002) (Yuasa et al.
2009)
Inhibe I’activité
NF-xB.
Expression des
MMPs dans les
chondrocytes
humaines.
(Ma et al. 2012)
Fzd Expression dans Bloque la maturation | Plusieurs variants Facteur de risque

les condensations

mésenchymateuses

pré-

chondrogéniques et

dans les
chondrocytes
épiphysaires pré-
articulaires.

(Hoang et al. 1996)

(Gaur et al. 2006)

des chondrocytes.
Empéche
I'ossification
endochondrale in
vivo (Enomoto-
Iwamoto et al. 2002)
(Gaur et al. 2006).
Favorise la synthése
des
glycosaminoglycanes
et de I'expression du

sont exprimés chez
I’homme (Valdes et
al. 2007 ; Lane et
al. 2006 ; Min et al.
2005).

pour l'arthrose
(Valdes et al.
2007 ;; Lane et al.
2006 ; Min et al.
2005). Les souris
knock-out FRZB
sont plus
sensibles aux
facteurs induisant
I’arthrose (Bodine
et al. 2004 ;
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Sox9 et du Collagéne
Il invitro (Im et al.
2010).

Lories et al.
2007).

DKK-1 Expression dans Favorise la synthese | Expression induite | La surexpression
les sites de mort des dans la polyarthrite | améliore la
cellulaire glycosaminoglycanes. | rhumatoide et destruction du
programmeée dans | Expression de Sox9 inhibée dans le cas | cartilage dans des
la créte et du Collagen de de l'arthrose modeles animaux
ectodermique type Il invitro (Voorzanger- (Weng et al.
apicale (Grotewold | (Grotewold et al. Rousselot et al. 2010 ; Ohetal.
et al. 2002). 2002). 2009). 2012).
Expression plus Inhibe I'nypertrophie
importante dans le | des chondrocytes
cartilage articulaire | (Leijten et al. 2012).
que dans les
plaques de culture
(Leijten et al.

2012).

WIF-1 Expression dans le | Favorise la

mésenchyme différenciation

entourant le
cartilage et du
cartilage articulaire
(Surmann-Schmitt
et al. 2009).

chondrocytaire
(Surmann-Schmitt et
al. 2009).

Tableau 1 : Famille Wnt. Expression et pathologies associées

1. Wnt ET PHENOTYPE CHONDROCYTAIRE

En plus de sa fonction dans la chondrogenése et dans la maturation des chondrocytes, la voie
Whnt est également impliquée dans le maintien du phénotype des chondrocytes différenciés et
peut donc jouer un réle crucial dans I'homéostasie du cartilage tout au long de la vie adulte.
Lorsque les chondrocytes sont exposés a des facteurs inflammatoires tels que I'lL-1 et I'acide
rétinoique ou lorsqu’ils sont cultivés en monocouche, leur phénotype est rapidement perdu et
les cellules deviennent de type fibroblastique. Ce processus est connu sous le nom de
dédifférenciation et il est accompagné d’une expression élevée de la p-caténine (Ryu et al.
2002). L'accumulation de la B-caténine apreés I’induction de son expression ou I’inhibition de
sa dégradation entraine I’activation des facteurs de transcription TCF/LEF dans les
chondrocytes de lapin (Ryu et al. 2002). De plus, Wnt-3a et Wnt-7a induisent une inhibition
de la synthese du collagéne de type Il via I’activation des facteurs de transcription TCF/LEF

dans les chondrocytes de lapin (Hwang et al. 2005). D’autre part, Wnt-3a induit I'expression
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de c-Jun et sa phosphorylation par c-Jun N-terminal kinase (JNK), ce qui résulte en
I’activation du facteur de transcription AP-1 qui peut inhiber I'expression de Sox9, un facteur
de transcription majeur dans la régulation de I’expression de COL2A1 (Hwang et al. 2005).
Whnt3a inhibe également la chondrogenése des cellules mésenchymateuses en stabilisant
I’adhésion cellule-cellule d'une maniére indépendante de I'activité transcriptionnelle de la -
caténine (Hwang et al. 2005). Tous ces résultats suggerent que les protéines Wnt régulent les

fonctions chondrocytaires via différents mécanismes et différentes voies.

Cependant, toutes ces études ont été réalisées dans des chondrocytes animaux et la fonction
de la voie Wnt dans les chondrocytes humains a été peu étudiée jusqu’a ce jour. Une étude
récente a montré que Wnt-3a induit la prolifération des chondrocytes via la voie canonique
alors qu’elle inhibe la synthese des marqueurs chondrocytaire via la voie non canonique
(Nalesso et al. 2011). D’autre part, la dédifférenciation in vitro des chondrocytes humains ne
peut pas étre inversée par inhibition de la voie canonique ni par le knock-down de la -
caténine ni par l'addition d'un inhibiteur des facteurs de transcription TCF/LEF (Ma et al.
2012). Pendant la dédifférenciation des chondrocytes humains I’expression du Wnt-5a (déja
cité comme activateur de la voie non canonique de Wnt) est induite ce qui coincide avec une
inhibition de I'expression du collagene de type Il. Le Knock-down de Wnt-5a peut inverser
I’inhibition de 1’expression du collagéne de type Il suggérant que la dédifférenciation des
chondrocytes humains est indépendante de la B-caténine. Les derniéres observations dans les
chondrocytes de lapin, montrent que I’induction de l'activité transcriptionnelle TCF/LEF
contribue a la dédifférenciation de ces chondrocytes. La divergence de résultats entre les
chondrocytes humains et ceux d’origine animale montrent que la fonction exacte de la voie
Whnt canonique dans le cartilage articulaire peut étre espece-dépendante. Une telle différence
entre especes a été également observée dans la régulation de I'expression des MMPs dans les
chondrocytes humains et animaux (Ma et al. 2012).

Contrairement & Wnt-3a et Wnt-7a, Wnt-5a et Wnt-11 sont connues comme utilisant la voie
non-canonique. Ils régulent la synthése spécifique des molécules de la MEC du cartilage (Ryu
et al. 2006). La stimulation des chondrocytes de lapin par I’IL-1 induit I’expression de Wnt-
5a et inhibe celle de Wnt-11. Wnt-5a inhibe I’expression de COL2AL1 par la voie JNK , alors
que Wnt-11 stimule I’expression de COL2AL1 par la voie PKC, ce qui montre que Wnt-5a et
Whnt-11 ont des effets opposés sur I’expression du COL2A1 par des voies non-canoniques
distinctes dans les chondrocytes de lapin (Ryu et al. 2006). Dans les chondrocytes humains,
Whnt-5a bloque également I’expression de COL2A1, ce qui est en accord avec ses effets dans
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les chondrocytes de lapin (Ma et al. 2012). Il serait intéressant aussi de savoir si Wnt-3a est
également capable d’inhiber I'expression de COL2A1 et de SOX9 par des voies non-
canonique. Tous ces résultats éclairent le réle de la voie non-canonique dans la dérégulation
de la fonction chondrocytaire. Enfin, aucun role direct de la voie canonique n'est suggéré dans
la dédifférenciation des chondrocytes humains.

IV.  SIGNALISATION Wnt DANS LA DEGENERESCENCE DU CARTILAGE

A la lumiére de I'implication de la voie Wnt dans le développement du cartilage, le maintien
du phénotype des chondrocytes adultes et I'noméostasie du cartilage, le dysfonctionnement de
la voie Wnt peut conduire & une pathologie du tissu cartilagineux. En effet, I'expression des
composants de la voie Wnt a été documentée dans des pathologies articulaires comme
I'arthrose et la polyarthrite rhumatoide. Dans plusieurs études, I’antagoniste de Wnt, FRZB a
émergé comme un géne candidat associé a un risque accru d'arthrose (Valdes et al. 2007 ;
Loughlin et al. 2004 ; Lane et al. 2006 ; Min et al. 2005). Un polymorphisme d’un nucléotide
unique dans FRZB entrainant une substitution R324G, qui montre une faible capacité a
bloquer la voie Wnt invitro, a été associé a un risque d’arthrose chez la femme (Loughlin et
al. 2004). La corrélation entre les taux circulants élevés de DKK-1, un autre antagoniste de
Whnt, avec une progression réduite de I'arthrose de la hanche radiographique (RHOA) chez les
femmes agées a également été suggérée (Lane et al. 2007). Une analyse systématique de la
voie de signalisation Wnt a montré qu’il y a une induction de Wnt-16, une inhibition de
FRZB, une induction de I‘expression des génes cibles de Wnt, et une localisation nucléaire de
la B-caténine dans les cartilages lésés (Dell’accio et al. 2008). En outre, durant l'arthrose,
Wnt-16 et la B-caténine, qui sont & peine détectables dans les zones saines du cartilage, sont
considérablement induits dans les régions sévérement endommagées des cartilages des
patients arthrosiques (Dell’accio et al. 2008). Ces études indiquent que la dégénérescence du
cartilage est associée a une augmentation de la signalisation Wnt.

Pris ensemble, tous ces résultats conduisent a I'nypothese selon laquelle les faibles niveaux
Whnt/B-caténine sont nécessaires pour le maintien de la fonction du cartilage normal et que les
troubles de cette voie conduisent au développement et a la progression de la dégénérescence
du cartilage. Cette hypothése est confirmée par des preuves expérimentales dans des modéles
animaux. L’existence d’un tel réle dans I'arthrose humaine est cependant moins évidente et est

principalement basée sur des analyses montrant des associations entre des niveaux élevés de
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B-caténine et un phénotype arthrosique dans des échantillons de cartilage. La preuve d'un lien

de causalité entre la voie Wnt et I’arthrose chez I'homme n’est actuellement pas faite.

Contrairement a son réle pro-catabolique dans les cartilages d’animaux, I'activation de la voie
de signalisation Wnt dans les chondrocytes humains inhibe I'expression des MMPs par un
mécanisme indépendant de I’activation des facteurs de transcription TCF/LEF (Ma et al.
2012). Au contraire, dans les cellules animales, la voie Wnt régule I'expression des MMPs par
un mécanisme dépendant de la B-caténine et des facteurs de transcription TCF/LEF (Ma et al.
2012, Yun et al. 2007). Dans les chondrocytes humains, I’activation de la voie canonique
inhibe I’expression des MMPs par une interaction inhibitrice de la B-caténine et de NF-kB
(Ma et al. 2012).

Un r6le de la voie Wnt non canonique dans la dégénérescence du cartilage est suggéré par
I'induction de I'expression des MMPs par Wnt-5a dans les chondrocytes de lapin (Ge et al.
2009) et la répression médiée par la voie Ca** des génes marqueurs du phénotype
chondrocytaire par Wnt-5a ou Wnt-3a (Nalesso et al. 2011). Il a été suggéré que les voies
canoniques et non canoniques s’inhibent réciproquement I’une l'autre (Nalesso et al. 2011).
Par conséquent, le blocage de la voie canonique peut entrainer également une
dédifférenciation des chondrocytes en réprimant les voies de Ca**. Des stimuli comme I'IL-1
(Pritchard et al. 2006) et les charges biomécaniques (Shimazaki et al. 2006) qui régulent la
voie CaMKII peuvent influencer la signalisation Wnt en changeant I'équilibre entre B-caténine
et CaMKII. A cause de la complexité des voies activées par la famille Wnt et les fonctions
diverses que ces voies peuvent jouer, plus de thérapies ciblées devrait étre développée en ce
qui concerne le traitement des pathologies articulaires humaine par la manipulation de la voie

de signalisation Wnt.
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MATERIEL ET METHODES
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Matériel et méthodes

. MATERIEL

I.1. Réactifs de biologie cellulaire

Les milieux de culture DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) et DMEM-F12, le
sérum de veau feetal (SVF), les solutions de Pénicilline-Streptomycine (10000 U/ml), de
glutamine (200 mM), de trypsine-EDTA, le tampon phosphate (PBS) proviennent de Life
Technologies-Gibco BRL (Gaitherburg, MD, USA) et I’agent de transfection ExGen 500

provient de chez Euromedex (Souffelweyersheim, France).
1.2. Réactifs de biologie moléculaire

Les enzymes de restriction sont fournies par New England Biolabs (Beverly, MA, USA). Les
anticorps anti-1gG de souris et de lapin proviennent de Sigma. Les vecteurs pGL3 Basic, pRL-
TK, le kit de Dual Luciferase sont fournis par promega (Madison, WI, USA). Le SYBR
Green et le kit RNAeasy par Qiagen (Cologne, Germany), le vecteur pcDNA3.1, le vecteur
TOPO TA cloning et la SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit par Invitrogen (Carlsbad, CA,
USA), le kit NUCLEAR extraction kit provient de Active Motif, les oligonucléotides ont été
synthétisés par MWG-Biotech (Ebersberg, Allemagne). Le kit Quick Change Mutagenesis
provient de Stratagéne (La Jolla, CA, USA). Les kits de mini-préparation “QIAprep® Spin —
miniprep* et de maxi-préparation d‘ADN plasmidique “QIAGEN® plasmid midi kit* sont
fournis par QIAGEN (Courtaboeuf, France).

1.3. Réactifs biochimiques

Les billes d’agarose couplées a la streptavidine, I’ll-1p, le paraformaldéhyde, le
cetylpyridinium, la protéinase K et la papaine proviennent de Sigma. Wnt-3a et DKK-1
proviennent de R&D systems. La membrane de transfert Immobilon™-P par Millipore (Saint-

Quentin en Yvelines, France). L’albumine sérique bovine (BSA), les anticorps anti-PKC
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(pan), anti-ERK1/2, anti-SAPK/INK, anti-p38, anti-p-c-Jun, proviennent de Cell
SignalingTechnologies (Beverly, MA, USA). Les anticorps anti-c-jun, anti-Spl et anti-sp3
proviennent de Santa Cruz biotechnologie Inc. (Santa Cruz, CA, USA). Le radiolélément
Nay[*S]-SO4 (10 pCi/ml), provient de Perkin Elmer (Courtaboeuf, France).

Il. METHODES

11.1. Préparation des cellules

Le chondrocytes ont été préparé a partir d’échantillons de cartilage provenant de piéces
opératoire issues de remplacement chirurgical de genoux de patients atteints d’arthrose. Les
chondrocytes sont obtenus par digestion enzymatique sequentielle de la fagon qui suit : Apres
un ringage dans une solution de NaCl a 0,9% contenant des antibiotiques (pénicilline et
streptomycine 1%), les prélevements de cartilage sont placés pendant 2 heures dans une
solution de pronase (2 mg/ml dans 0,15M NaCl), puis une nuit dans une solution de
collagénase B (1,5 mg/ml dans DMEM/F-12 sans SVF). Les culots cellulaires sont recueillis
par centrifugation du surnageant a 1200 tours/min pendant 6 minutes. Les chondrocytes
fraichement isolés sont mis en culture en monocouche pendant 10 a 12 jours (stade P0). Une
fois la confluence atteinte, une partie du culot cellulaire obtenu apreés action de la trypsine est
stockée a -80°C, une autre est remise en culture en monocouche (stade P1).

11.2. Culture en monocouche

Les chondrocytes obtenus apres digestion enzymatique d’échantillons de cartilage sont mis en
culture dans du milieu complet DMEM/F12 (1/1) supplémenté en glutamine (2 mM), en
pénicilline (100 1U/ml), en streptomycine (100 pg/ml), et en sérum de veau feetal (SVF)
(10%, v/v) (Invitrogen). lls sont placés & 37°C et en atmosphére humide contenant 5% de

CO2. Lorsque la confluence est atteinte, le passage des cellules s’effectue aprés utilisation

d’une solution de trypsine-EDTA (0,02%) (Invitrogen). Le tapis cellulaire est préalablement

rincé au PBS (sans Ca2+ ni M92+) et mis en présence de trypsine. L’action enzymatique est
ensuite neutralisée a I’aide du milieu complet. Les cellules sont récupérées apres
centrifugation a 500 tours/min pendant 5 min et ensemencées a raison de 1,5 millions de
cellules par flacon de 75 cm? ou dans des plaques six puits & raison de 5x10° cellules par
puits.
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Dans le cas des explants de cartilage, ils sont prélevés puis maintenues en culture pendant 72h
dans le milieu DMEM-F12 complet dans les mémes conditions que les chondrocytes avant

d’étre traitées.

11.3. Traitements des chondrocytes

Les chondrocytes primaires ont été ensemencés dans des plaques de six puits & 5x10°
cellules/puits et cultivées jusqu’a 80% de confluence dans un milieu DMEM/F12 (1/1)
contenant 10% (v/v) de SVF. Les cellules sont ensuite privées de serum pendant 24 h et
traitées avec de I'lL-1p (10 ng/ml) ou Wnt-3a (100 ng/ml) ou avec du PBS (contrdle) dans un
milieu DMEM/F12 sans SVF pendant 12h et 24h.

11.4. Transfection des chondrocytes

Les chondrocytes primaires ensemencés a 4x10° cellules/puits dans une plaques de 24 puits et
a 5x10° cellules/puits dans une plaques de 6 puits ont été cultivés dans le milieu DMEM-F12
contenant 10% (v/v) de SVF jusqu’a 80% de confluence. La transfection des chondrocytes est
réalisée au moyen d’ExGen 500 (Euromedex). Le mélange est mis en contact dans une
solution de NaCl 9%. (p/v) stérile et incubé 10 min a température ambiante avant dépdt sur les
cellules en présence de milieu de culture sans SVF. Aprés 2h, le milieu est remplacé par du
DMEM-F12 contenant 10% de SVF. Dans le cas des traitements & I’IL-1p ou le Wnt-3a, les
cellules transfectéssont mises en culture dans le milieu DMEM-F12 contenant 2% SVF toute
la nuit puis traitées pendant 12h et 24h.

11.5. Anabolisme des GAGs

Les chondrocytes sont cultivés en plaques 6 puits jusqu’a 90% de confluence puis incubés
pendant 6h dans 1 ml de milieu DMEM-F12 (supplémenté par 2% (v/v) de SVF) en présence
de 10 pCi/ml de Nay[**S]SO,. Le milieu de culture est récupéré et les GAGs radiomarqués
sont précipités au chlorure de cétylpyrimidium (CPC) selon la méthode décrite par De Vries
et al. (1986). Cette méthode consiste a digérer le milieu récupéré par une solution de papaine
(Img/ml) pendant une nuit a 60°C. Apres digestion, la papaine est désactivée par chauffage a
100 °C pendant 10min. Ensuite, le milieu est centrifugé pendant 10min a 13000g pour se

débarrasser des débris cellulaires. Les GAGs radiomarqués présents dans 500 pl du milieu
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sont précipités a température ambiante par 500 pl de chlorure de cétylpyrimidium (CPC)
2,5% (p/v). Apres 4h, le mélange est centrifugé 15 min a 10000g et le culot contenant les
GAGs radiomarquées est resuspendu dans 500 pl de CPC 1%. Deux heures apres, le mélange
est centrifugé 15 min a 10000g et le culot est resuspendu dans 500 ul de CPC 0,5%. Deux
heures apres, le mélange est centrifugé pendant 15 min a 10000g et le culot contenant les
GAGs radiomarquées est solubilisé dans le soluene-350 (Perkin Elmer) pendant une nuit a
40°C. Le lendemain, le mélange est dissout dans du liquide de scintillation (Ultima Gold,
Perkin Elmer, MA, USA) et la radioactivité associée aux GAGs est quantifiée par comptage
dans un compteur a scintillation liquide (Packard, Rungis, France).

11.6. Extraction des ARN totaux

L’extraction des ARN totaux a été effectuée a I’aide du kit RNeasy plus mini Kit (Qiagen) en
suivant les recommandations du fournisseur. Les chondrocytes sont lysés dans les puits des
plaques de 6 puits par 600 ul du tampon RLT contenant du thiocyanate de guanidinium et du
B-mercaptoéthanol. Un volume d’éthanol 70% est ensuite ajouté et le mélange est dépose sur
une mini-colonne de silice. La colonne est centrifugée 15s a 12000 rpm. La colonne est lavée
par 700 pl du tampon RW1 et centrifugée pendant 15s & 12000 rpm. La colonne est lavée
deux fois par 500 ul du tampon RPE et centrifugée a 16000 rpm pendant 2min. Enfin, les
ARNmM totaux sont élués de la colonne par 30 ul d’eau “RNase-free”. La qualité et la quantité
d’ARN sont évaluées par spectrophotométrie sur un appareil Nanodrop (Labtech, France).

11.7. Transcription inverse et Réaction de polymérisation en chaine en temps réel RT-

PCR quantitative

La RT a été réalisée a I’aide du kit SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit. 500 ng d’ARN

totaux, du tampon de reaction VILO (VILOT'VI Reaction Mix) et I’enzyme superscript VILO
sont mélangés et placés a 25°C pendant 10 min , puis a 42°C pendant 1h et enfin a 85°C
pendant 5 min. Les ADNc synthétisé sont utilisés pour la PCR directement ou congelés a -
20°C.

La PCR en temps réel est effectuée grace a la technologie SYBR Green et I’utilisation d’un
systeme de détection StepOne (Applied Biosystems). Deux amplifications sont réalisées en
parallele, d’une part avec des oligonucléotides spécifiques du gene étudié, d’autre part avec
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des oligonucléotides correspondant a une séquence du géne de la protéine ribosomale S29
utilisée comme contréle interne.

L’amplification est réalisée a I’aide du kit SYBR Green Master Mix (Qiagen, Cologne,
Allemagne) avec des ADNc dilués au 1/10°™ en présence du mix de SYBR Green 1X et 10
pmoles de chaque oligonucléotide. La PCR se déroule selon les cycles suivants: la
dénaturation a 94°C pendant 30s, I’hybridation a 60°C pendant 30s, I’élongation a 72°C
pendant 30s. L’analyse des courbes de fusion est effectuée aprés amplification afin de
déterminer la température de fusion des produits de PCR et la spécificité de ces produits est
examinée par électrophorese sur gel d’agarose. L’expression du géne cible est normalisée par
rapport a I’expression des ARNm de la protéine S29 pour chaque échantillon. Les taux
d’induction et d’inhibition sont calculés a I’aide de la méthode comparative Ct. Les taux de

variation ont été calculés a partir des valeurs des AACT & I’aide de la formule 27447,

11.8. Clonage du promoteur de la XT-1 et mutagenése dirigée

11.8.1. Délétions successives des séquences 5’du promoteur de la XT-I

La séquence de 1800 pb du promoteur de la XT-I a été clonée dans le plasmide pGL3
(Promega, France) en amont du géne codant pour la luciférase FireFly au niveau des sites de
restriction Nhel et Bglll (figure 8).
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Figure 8: vecteur pGL3-Basic. Différentes troncations successives de la partie 5 du
promoteur ont été réalisées par la technique de PCR en utilisant des oligonucléotides 5’
correspondant a la troncation et contenant un site de restriction Nhel et un oligonucléotide 3’
correspondant a I’extrimité 3” du promoteur et contenant un site de restriction Bglll. Les
produits de PCR ont été digérés par les enzymes de restriction et sous-clonés dans le vecteur
pGL3 basic préalablement digéré par les mémes enzymes en amont du géne codant pour la
luciférase. Ainsi les plasmides pGLXT-1800/+85 pGLXT-1230/+85, pGLXT-850/+85,
pPGLXT-450/+85, pGLXT-270/+85, pGLXT-100/+85 ont été construits.

11.8.2. Mutagenese dirigée

La mutagenése dirigée des sites AP-1 et Spl a été effectuée dans le plasmide pGLXT-
1800/+85 a I’aide du kit QuickChange (Stratagene). Cette technique a été réalisée par PCR en
présence de 125 ng d’oligonucléotides sens et antisens portant la mutation (Tableau 2), 200
uM de dNTP, 5 pl de tampon concentré 10x, 100 ng de plasmide, 2,5 U de PfuTurbo® DNA
polymérase dans un volume final de 50ul. L’amplification par PCR a été effectuée dans les
conditions suivantes : un cycle a 95°C pendant 30s puis 16 cycles a 95°C pendant 30s, 55°C
pendant 1min puis 68°C pendant 8 min. Les produits de PCR ont été soumis a une digestion
par I’enzyme de restriction Dpnl afin d’éliminer les brins parentaux non mutés. Ensuite, 25
ul de bactéries compétentes TOP 10® (Invitrogen, France) ont été transformés par 3 ul de
produit de digestion pendant 25 min dans la glace. Cette transformation a été effectuée par un
choc thermique de 45s a 42°C puis 2 min dans la glace. Les bactéries ont été ensuite cultivées
dans 200 pul de milieu SOC pendant 45 min a 37°C sous agitation puis étalées sur boites
contenant du milieu de culture Luria-Bertani (LB)-agar (Difco, France) et de I’ampicilline100
pug/ml. Les colonies ont été cultivées dans 2 ml de milieu LB contenant 100 pg/mi
d’ampicilline. La présence de I’insert et de la mutation a été vérifiée par purification de
I’ADN plasmidique et digestion enzymatique puis par séquencage (Cogenics, France). Les
bactéries recombinantes ont été amplifiées dans 50 ml de milieu LB contenant 100 pg/mi
d’ampicilline et le plasmide muté a éte purifié a I’aide du kit Plasmid Midi Kit (Qiagen,

France).
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mAP1-590 Sens 5’- ACCGGGGATTGTGTGTGGTTCAGGAGTC ACTCAC-3’
Antisens 5’-GTGAGTGACTCCTGA ACCACACACAATC CCCGGT-3’

mAP1-640 Sens 5’-GGACCAGAGAAGTGG TTCAGTGAACACTTAG-3’
Antisens 5’-CTAA GTGTTCACTGAACCACTTCTCTGGTCC-3’

mAP1-1020 Sens 5’-ATCCCGAGCCTT CTCTGAACCAGTCTTTCTGGT-3’
Antisens 5’- ACCAGAAAGACTGGTTCAGAGAAGGCT- 3’

mSp1-125 Sens 5’- TCCCCCAGGCCCCCAACTCTCCGCCTCGG CCCG-3’
Antisens 5’- CGGGCCGAGGCGGAGA GTTGGGGGCCTGGGGGA-3’

mSp1-40 Sens 5’ GGTGTGGGGAGGGGTTGGG CGGCGGCGGCCCG-3’
Antisens 5’- CGGGCCGCCGCCGCCCAAC CCCTCCCCA CACC-3

Tableau 2 : Séquence des amorces utilisées pour la mutagenése dirigée.

11.8.3. Purification des plasmides

Aprés centrifugation des bactéries recombinantes (50 ml de culture) pendant 20 min a 20,000
rpm a 4°C, le culot bactérien est resuspendu dans une solution de P1 (50 mM Tris-HCI, 100
mM EDTA, 100 pg/ml RNase A, pH 8) puis lyse pendant 5 min dans une solution de P2 (200
mM NaOH, 1% SDS (p/v)). L’ADN génomique est précipite par addition de P3 (3 M acétate
de potassium, pH 5,5) et centrifugation a 16000 rpm pendant 20 min a 4°C. Le surnageant est
déposé sur une colonne Qiagen TIP100 équilibrée au préalable par une solution de QBT (750
mM NaCl, 50 mM MOPS, 15% isopropanol (v/v), 0,15% Triton® X-100 (v/v)). Aprés lavage
par une solution de QC (1 M NaCl, 50 mM MOPS, 15% isopropanol (v/v), pH 7), le plasmide
est élué par une solution de QF (1,25 M NaCl, 50 mM Tris-HCI, 15% isopropanol (v/v), pH
8,5). Le plasmide ainsi obtenu est précipité par 0,7 volumes d’isopropanol et récupéré par
centrifugation & 15000 rpm durant 20 min et a 4°C. Apres lavage du culot & I’éthanol 70% et
séchage, le plasmide est repris dans de I’eau ultrapure. La qualité et la quantité d’ADN sont
évaluées par spectrophotométrie sur un appareil Nanodrop.
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11.8.4. Transfection des chondrocytes par les différentes constructions du promoteur de
la XT-I

Les chondrocytes sont cultivés dans le milieu DMEM-F12 contenant 10% (v/v) de SVF en
plague 24 puits jusqu’a 80% de confluence avant d’étre transfectés avec 2 pg d’ADN
correspondant a la construction du promoteur étudiée et 100 ng du vecteur pGL4.70
(Promega) exprimant la luciférase Rénilla (témoin de transfection). Lors de I’étude de I’effet
de facteurs de transcription sur I’activité transcriptionnelle, 100 ng du plasmide exprimant ce
facteur ou le vecteur vide correspondant sont co-transfectés avec le promoteur. La transfection
des chondrocytes est réalisée au moyen de I’ExGen 500 (Euromedex). L’agent de transfection
et les plasmides sont mis en contact dans une solution de NaCl 9%o (p/v) stérile pendant 10
min a température ambiante avant dép6t sur les cellules en présence de milieu de culture sans
SVF. Apreés 2h, le milieu est remplacé par du DMEM-F12 contenant 10% de SVF. L’activité
luciférase est mesurée 24h aprés transfection. Dans le cas des traitements a I’IL1p, les cellules
transféctées sont mises en culture dans le milieu DMEM-F12 contenant 2% SVF toute la nuit

puis traitées par IL1p (10 ng/ml) pendant 12h.

11.9. Essai luciférase

L’essai luciférase est réalisé avec le kit Dual Luciferase Assay (Promega) qui permet
d’estimer a la fois I’activité luciférase Firefly du promoteur étudié et I’activité Renilla du
contréle interne. Les cellules sont lysées par addition du tampon “Passive Lysis Buffer” et
incubées 15 min a température ambiante sous agitation. Le lysat est centrifugé pendant 30s a
180009 et a 4°C, ensuite. L’activité luciférase Firefly est mesurée par addition du substrat de
la luciférase Firefly, la “Beetle luciferin®, et la luminescence produite est estimée grace a un
luminométre (Berthold). Le substrat de la Renilla luciférase, la coelenterazine, est ensuite
ajouté et I’activité du contrble est estimée comme précédemment. L’activité du promoteur

étudié est normalisée par rapport a celle du contréle interne.

11.10. Extraction des protéines

Les cellules sont rincées deux fois par le PBS puis récoltées dans ce méme tampon et
centrifugées pendant 10 min a 3000g et a 4°C. Le culot est repris dans un tampon contenant 5

mM HEPES (pH 7,4) et 250 mM de saccharose. Aprés 3 sonications de 10s chacune dans la
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glace, le lysat est centrifugé a 10000 x g pendant 10 min a 4°C afin d’éliminer les débris
cellulaires. Les protéines sont dosées selon la méthode de Bradford (1976) et stockées a -80°C

jusqu’a utilisation.

11.11. Western Blot

L’analyse de I’expression protéique est évaluée par la technique SDS-PAGE (Sodium
Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) en conditions dénaturantes selon la
méthode de Laemmli (1970) suivie d’un électrotransfert des protéines sur membrane et
immunorévélation. Brievement, les échantillons protéiques sont dilués (v/v) dans le tampon
de Laemmli (125 mM Tris-HCI (pH 6,8), 4% (p/v)SDS, 20% (v/v) glycérol, 10% (p/v)
-mercaptoéthanol, 0,004% (p/v) bleu de bromophénol) et bouillis 2 @ 3 min avant d’étre
déposés sur le gel. La migration s’effectue dans une mini-cuve (Novex, Paris, France) sous un
ampérage constant de 15 a 20 mA par gel. Aprés migration, les protéines sont transférées sur
une membrane Immobilon®-P (Millipore, Bedford, MA) dans un appareil d’électrotransfert
Trans-Blot (Bio-Rad) a un voltage constant de 12V pendant 1h par gel. La membrane est
préalablement rincée au méthanol puis équilibrée dans le tampon de transfert (25 mM
Tris-Base, 200 mM glycine, 20% (v/v) méthanol). Apreés électrotransfert, la membrane est
tout d’abord saturée dans une solution contenant 3% (p/v) de BSA ou 5% de lait écrémé dans
du tampon TBST (Tris Buffer Saline Tween : 150 mM Tris-HCI (pH 8,5), 10 mM NacCl, 0,5%
(v/v) Tween 20, 0,02% (p/v) azide de sodium) puis mise au contact avec I’anticorps
specifique. Aprés plusieurs rincages au TBST, la membrane est ensuite incubée avec une
solution contenant un second anticorps couplé a la peroxidase. La révélation se fait grace au
LumiGLO™ (Cell Signaling).

11.12. Immunoprécipitation de la chromatine

11.12.1. Préparation de la chromatine

L’isolement et la précipitation de la chromatine ont été réalisés en utilisant le kit ChiP-it
(Active motif) suivant les recommandations du kit. Brievement, les chondrocytes sont
cultivées jusqu’a 80% de confluence, ensuite traités par I’IL1 3 pendant 4h avant d’étre fixés
avec une solution de formaldéhyde a 37% dans du milieu de culture DMEM sans sérum
pendant 10min & température ambiante. Les cellules sont lavées par une solution de PBS
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contenant 125 mM de Glycine, durant 5 min a température ambiante et récupérées par
grattage dans la méme solution contenant 2 u M de PMSF et centrifugation a 720g pendant
10min a 4°C. Le culot cellulaire est resuspendu dans un tampon de lyse contenant un cocktail
d’inhibiteurs de protéases (PIC) et 2 1 M de PMSF. Les cellules en suspension sont lysées
par plusieurs passages dans un dounce, et le lysat obtenu est centrifugé a 2400 x g pendant 10
min a 4°C. Les noyaux sont ensuite resuspendus dans un tampon de digestion contenant 2%
de PIC et 2 u M de PMSF. Aprés une pré-incubation du mélange a 37°C, pendant 5min, le
cocktail enzymatique de digestion de la chromatine, est ajouté a raison de 100 U/ml et laissé
en contact avec les noyaux pendant 10min a 37°C pour obtenir des fragments de chromatine
de 200 a 1000 pb. La réaction est arrétée par I’addition de 0,5 M d’EDTA. Une centrifugation
de 10min a 12000g et a 4°C permet de récupérer la chromatine fragmentée dans le surnageant,
qui est immédiatement congelée a -80°C jusqu’a utilisation.

11.12.2. Immunoprécipitation

L’immunoprécipitation est réalisée avec 10 g d’ADN et 3 1 g d’anticorps anti-c-Jun ou
d’immunoglobulines contréles non spécifiques. Brievement, le mélange pour chaque réaction
est réalisé dans un volume final de 100 ul, contenant 25 ul de billes magnétiques portant la
protéine G, un volume correspondant & 10 ug de chromatine fragmentée, 10 ul de tampon
d’incubation (ChIP Buffer 1), 1 ul de PIC, 3 pg d’anticorps anti-c-Jun, ou encore des
immunoglobulines contrdles non spécifiques servant de témoin négatif. L’ensemble est
ensuite placé a 4°C pendant la nuit sous rotation. Aprés 3 lavages a I’aide des tampons de
ChlP 1 et 2, I’ensemble correspondant aux anticorps ayant reconnu leur protéine spécifique
sur la chromatine, et retenu sur les billes magnétiques de protéine G, est eélué par 50 ul de
tampon d’élution fourni dans le kit commercial, durant 15min a température ambiante. Avant
I’analyse par PCR, la chromatine immunoprécipitée est digérée avec 1 pg de protéinase K
pendant 1h a 37°C. L’ADN ainsi obtenu est utilisé pour I’analyse par PCR. Les amorces
utilisées pour l'analyse du site AP1-590 et le site voisin AP1-640 sont : Sens 5'-
CGGGGCCAGCCTTTGGGGCTTGCATCC-3, Anti-sens, 5'-
AGACCGGTTGGCAGGTGGACACGTGAG-3' (reconnaissent la région -774 a -447 pb du
promoteur XT-I). Les amorces utilisées pour l'analyse du site AP1-1020 sont: Sens, 5'-
AAAGCACAGCAGACAAGATGCGAAGCA-3, Anti-sens, 5'-
TCCTGAAGTCCCCCTTCCTGTCTGCAC-3' (reconnaissent la région -1185 a -805 pb du
promoteur XT-I). Les Produits de PCR ont été analysés sur un gel d'agarose 2% (p/v).
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11.13. Pull-Down

Les protéines nucléaires ont été isolées a I’aide du kit d’extraction nucléaire (Nuclear extract
kit Active Motif), en suivant les instructions du fabriquant. 50ug de protéines nucléaires
provenant de chondrocytes traités ou non avec de I'IL1J pendant 12h et 24h ont été incubées
avec 100 pmol de sondes biotinylés Sp1-125 (oligonucléotide -137 a -107), SP1-40
(oligonucléotide -55 a -24), AP1-640 (oligonucléotide -654 a -624) ou une sonde contréle
dans un tampon de réaction (0,05 mg/ml de poly(dI-dC) , 10mM de Tris-HCI, pH 7,5, 0,5mM
de dithiothreitol, MgCl, 1mM, EDTA 0,5mM , glycérol 4%, NaCl 50 mM). Apres 1h
d'incubation a température ambiante, 100uL de billes de streptavidine-agarose (Sigma) sont
ajoutés au mélange puis placé sous agitation rotative pendant la nuit a 4°C. Les billes sont
ensuite récupérées par centrifugation a 12000g pendant 5 min a 4°C et lavees avec 100uL de
PBS contenant 0,5% de TritonX-100 et de ’'EDTA 5mM. Les protéines liées a la sonde
d'’ADN sont récupérées par addition de 30pL de tampon de Laemmli et dénaturation a 100°C.

L'identification des protéines est effectuée par Western blot a I'aide des anticorps spécifiques.
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Objectifs de I’étude

L’arthrose est caractérisée par la perte des constituants de la matrice du cartilage, qui se
traduit essentiellement au niveau des PGs par une altération quantitative et qualitative de leurs
chaines de GAGs. Ces perturbations sont initiées et entretenues par les cytokines pro-
inflammatoires, en particulier I’IL1 3, et conduisent a la détérioration progressive et
finalement irréversible de la matrice cartilagineuse. En effet, I’lL1 3 produit une libération

accrue de protéases ainsi qu’une inhibition de la biosynthese des PGs et de leurs chaines de
GAGs, suggérant que cette cytokine pourrait réguler les enzymes de biosynthese des PGs.
Notre groupe a montré que I’expression du géne de la XT-I, enzyme responsable de
I’initiation de la biosynthése des chaines de GAGs qui est une étape limitante dans la voie de
biosynthese des PGs, est inhibée au cours du processus de dégradation du cartilage de fagon
concomitante a la baisse de I’anabolisme des GAGs chez le rat. En revanche, I’expression du
géne de la XT-I est induite dans les phases précoces de réparation du cartilage. Cette
induction est accompagnée d’une augmentation de la synthése et du dépdt des PGs. La XT-I
pourrait ainsi constituer une cible capable de contrecarrer la perte des GAGs lors des
pathologies articulaires comme I’arthrose.

L’objectif de la premiére partie du travail de these est de déterminer I’effet de I’IL1 3 sur
I’expression de la XT-I dans les explants de cartilage et les chondrocytes humains en culture
et étudier la régulation du promoteur du gene humain par I’'IL1 3 et identifier les éléments du

promoteur responsables et les mécanismes moléculaire impliqués.

La deuxiéme partie du travail porte sur le syndécan 4 et la voie de signalisation Wnt dans le
cartilage

Le syndécan 4 (SDC4) est un PG transmembranaire agissant comme un co-facteur de certains
récepteur comme FGF et celui de Wnt. Le role du SDC4 est de concentrer et de présenter des
ligands tels que Wnt-3a a leurs récepteurs membranaires. Ainsi le SDC4 participe a la
régulation de plusieurs voies de signalisation intracellulaire. Au cours des dernieres années,
un nombre croissant de preuves s’est accumulé concernant la relation entre le SDC4 et
I’arthrose. Dans le cartilage, le SDC4 semble étre induit, spécifiquement dans les
chondrocytes hypertrophiques et son expression est élevée dans le cartilage arthrosique

humain et dans des modeles animaux d’arthrose. De fagon intéressante, des souris invalidées
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pour le géne du SCD4 sont résistantes au développement de I’arthrose comparées aux souris
normales.

Différentes études ont montré I’implication du SDC4 dans la voie de signalisation de Wnt.
Cette voie est impliquée dans le développement, la croissance et I’homéostasie de différents
tissus et organes y compris I’articulation, I’0s et le cartilage. En plus de sa fonction dans la
chondrogenése et dans la maturation des chondrocytes, la voie Wnt est également impliquée
dans le maintien du phénotype des chondrocytes différenciés et peut donc jouer un rdle
crucial dans I'noméostasie du cartilage tout au long de la vie adulte. Le role de Wnt/p-caténine
dans l'arthrose est principalement basé sur des observations faites dans des modeles animaux.
Cependant, la fonction de la voie Wnt dans les chondrocytes humains et le réle du SDC4 ont
été peu étudiés jusqu’a ce jour.

L’objectif principal de cette partie du travail de thése est d’étudier la voie de signalisation
Whnt-3a dans les chondrocytes primaires humains en culture et le role du SDC4 dans cette
voie. En particulier, déterminer le role de Wnt-3a et du SDC4 sur I’expression des genes du

phénotype chondrocytaire.

Enfin déterminer I’effet de Wnt3-a sur I’anabolisme des PGs en présence et en absence de
I"IL-1B.
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Regulation de [I'expression du gene de |la
xylosyltransferase-1 par l'interleukine 1/4 dans les
chondrocytes humains: mecanismes et impact sur la
synthese des protéoglycanes
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l. L'EXPRESSION DU GENE DE LA XT-1 EST REGULEE PAR
L'IL-18 DANS LES CHONDROCYTES PRIMAIRES HUMAINS

Afin de comprendre les mécanismes d’altération de la synthese des PGs médiés par I’IL-1
durant I’arthrose et en particulier le role de la XT-I dans ce processus, nous avons étudié
I'effet de cette cytokine sur I’expression du gene de la XT-1 dans les chondrocytes primaires
humains en culture.

Les chondrocytes en culture sont traités a 80 % de confluence avec I'lL-1f (10 ng/ml) pendant
6h, 12h et 24h et I’expression de la XT-I est analysée par RT-PCR. Les résultats obtenus
montrent que le traitement des chondrocytes par I'lL-13 pendant 6h et 12h augmente de 1,8- et
3-fois, respectivement, I'expression de I'ARNm du gene XT-I, tandis qu'une diminution de
50% est produite par la cytokine lorsque les cellules sont traitées pendant 24h (figure 9A).
Ceci indique que I'IL-1p régule I'expression du géne de la XT-I d’une maniére biphasique :
une phase précoce d’induction et une phase tardive d’inhibition.

En paralléle, nous avons analysé I’expression de I’agrécane, PG majeur de la MEC du
cartilage et substrat de la XT-1. De fagon similaire a I’expression de la XT-I, I'expression de
I’agrécane est régulée de maniere biphasique par I'IL-1B. En effet, le traitement des
chondrocytes avec I'lL-1B pendant 6h augmente de 1,5-fois le taux d'expression des ARNm
de l'agrécane, tandis qu'une diminution de 20% est observée a 12h et atteint 63% a 24h, ce qui
indique une inhibition précoce de I'expression d’agrécane comparée a celle de la XT-I (figure
9B). L'analyse de I’effet de I'lL-1f3 sur I’anabolisme des PGs montre une augmentation de 1,6-
et 2,6-fois a 6h et 12h, respectivement, et une diminution de 55% aprés 24h de traitement
(Figure 9C). L'augmentation de I'expression de XT- | et de I’agrécane et la stimulation de
I’anabolisme des PGs pendant la phase précoce du traitement par IL-1pB suggére un effort des

chondrocytes pour lutter contre la perte des PGs produite par la dégradation.
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Figure 9 : IL-1p régule I’expression de XT-I et de I’agrécane ainsi que la synthese des
PGs. Les chondrocytes humains sont traités avec 10 ng/mL IL-15 pendant 6, 12 et 24h. Le
taux d’ARNm de la XT-1 (A) et de I’agrécane (B) est déterminé par RT-PCR en temps réel.
Les résultats sont normalisés par rapport au géne de ménage protéine ribosomale S29 et sont
présentés par rapport a I’expression obtenue dans les cellules contr6les. (C), la synthése des
PGs est analysée par I’incorporation de sulfate [**S] dans les chondrocytes traités avec I’IL-
15 pendant 6, 12 et 24h. Les données sont exprimées en moyenne +S.D de 3 expériences
distinctes. La significativité statistique est évaluée en utilisant le test t de Student (* ,p<0,05).
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II. CARACTERISATION FONCTIONNELLE DU PROMOTEUR DU
GENE HUMAIN DE LA XT-I

Dans le but de définir le mecanisme d'action de I'lL-1f, nous avons étudié la regulation du
promoteur du géne XT-I dans les chondrocytes primaires humains.

Pour cela, nous avons cloné la séquence -1740 a +85pb de la région promotrice du gene de la
XT-1 & partir de 'ADN génomique humain par PCR. L’analyse in silico de cette séquence, en
utilisant le logiciel TFSEARCH (http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html) a révélé
la présence de plusieurs sites de liaison des facteurs de transcription Spl et AP-1 qui peuvent

étre des régulateurs potentiels de I'expression du géne de la XT-1 (Figure 10).
Afin d’étudier I’activité promotrice de la séquence clonée et déterminer la séquence minimale
active du promoteur, la séquence -1740/+85 et une série de délétions successives de la partie
5’ du promoteur (-1230/+85, -850/+85, -450/+85, -270/+85 et -100/+85) ont été sous-clonées
en amont du géne luciférase (gene rapporteur) dans le vecteur pGL3-basic et transfectées dans
les chondrocytes primaires humains en culture.
Les résultats obtenus montrent que les séquences -100/+85, -270/+85 et -450/+85 présentent
de trés faibles activités promotrices. Toutefois, lorsque la longueur de la séquence du
promoteur est étendue a -850 pb, une forte activité de promoteur est observée suggérant que la
séquence entre -850 et -450 pb contient des éléments essentiels pour l'activité basale du
promoteur du géne de la XT -1 (figure 11A). De méme, une forte activité du promoteur est
observée pour la construction -1230/+85. Cependant, la sequence -1740/+85 présente une
activité promotrice inférieure a celle des séquences -850/+85 et -1230/+85 suggérant la
présence d’un élément de régulation négative dans la région entre -850 et -1230 (figure 11A).
Ces résultats montrent que la séquence minimale active du promoteur de la XT-I est la
séquence -850/+85.
Afin d’identifier les éléments responsables de la régulation de la XT-I par I’IL-18, I’activité
transcriptionnelle des différentes constructions citées ci-dessus a été évaluée en présence de
cette cytokine dans les chondrocytes. Les résultats obtenus montrent que le traitement des
chondrocytes par I’IL-1p pendant 12h augmente significativement (3 + 0,2 fois) I'activité
transcriptionnelle du la construction -1740/+85, indiquant que I'activité du promoteur XT-I est
régulée par I'lL- 1B (figure 11B). L'effet inducteur de I'lL- 1 est également observé pour les
constructions -1230/+85 (2,2 = 0,2 fois) et -850/+85 (3 + 0,3 fois), alors qu'il est totalement
absent dans le cas de la construction -450/+85. Ces résultats montrent que la délétion de
I'extrémité 5' du promoteur jusqu’a -450 pb abolit complétement I’induction du promoteur par
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I'IL-1pB (Figure 11B). Ils suggérent que les €léments responsables de I’induction du promoteur

par I’IL-1f sont présents en amont de la région -450/+85.

-1740 CGTTTTTTAGATGGAGTCTTGCTCTGTAACCCAGGCTGGAGTGCAGTGGTGTGATCTCGGCTCACTGC
-1679 AGCCTCTGCCTCCTGGGTTCAAGAGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGATCAGGGGTGT
-1611 GTGCCACCATGCCCGGCTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGACGGGGTTTCACCATGTTGGCAAGGCTG
-1543 ATCTCGAACTTCTGACCTCAGGTGATCCTCCTGTCTTGGCCTCCCARAGTGCTGCGATTACAGGCATG
-1475 AGCCACCGCGCCCAGGCCTATCTCACTATATTTTAATGATTAACATCCACATCAGGCTTCTCTAGACC
-1407 TCAGGCTTGCTGAAGATGAGATTAAACCTCATTCACCTTTGGATGCGTGCACCTGGCCCAGTGTCTGA
-1339 CACAAGCTTTGTATTCACGGATGCTTGTGGAGTGGATGAAACRATCTCTTCCCACTCCCTGCCTCATT
-1271 GTCTGATGAGCCTTCATTACACTCCACTTTCTTCTCTTTGTARATTAGGATGAGGTGAARAAGCACAG
-1203 CAGACAAGATGCGAAGCATTCACGCCAAGTCCTCAATTCACARACTGATTTGATCTGCTGTTGTATTC
-1135 CCAGAGTGCTAGGTCCCGTATGGGACACCAACGCCATCCCATATGCTCACTGTTCTGCGCTGCTGTGT
-1067 ATAAAGCCCTGGGCAAGAGGACRAGGGAGGGARAAACCAGAAAGACTGAGTCAGAGARGGCTCGGGAT
-999 GAAATTTGAGTCCATTGGGATCATTCTGCCTAAACGACAGAGGAGKX:E@%?E%GCTCAGGGAGGAGT
-931 CCTCCTCCTCCTGGCTCARAGGTCACCGGGACAGACCAGTCAGGATGGGARAGAACTCCACTTTCAAGA
-863 GCAAGACCTGTTTCCCCAGGACCTGGGCCCTGTGCAGACAGGAAGGGGGACTTCAGGATGGATGGGGA
-795 AARGGACACGCTGGGAGGCTGCGGGGCCAGCCTTTGGGGCTTGCATCCTGCGAAGGTTGAGTAACTCC
-727 ACGGGTCTCCCTTTTGCCGCTATACCACTTGCCAACTGGGTTTGGAGTCTCTTGGCTTGTGAGTCCTC
-659 AGGGACCAGAGAAGTGACTCAGTGAACACTTAGTACATCGTTGGCACCGGGGATTGTGT GTGATTCAG
-591 GAGTCACTCACAGAggéig;%CTGATTAACTCCAGAAACTCACCCAAAGCCTCCTCCCCAégéagg%A
-523 AGCCCAGGATGAAGGGATCAGACTGTGGCTCTGACACTCCTGAAATGTTTCTCACGTGTCCACCTGCC
-455 AACCGGTCTGGTACCGACAGAAGATCCCTGGACCGCGAACTCCGGGGCTAGGAGCTTCCTCCACGCAC
-387 TGCCTCCTTCCAGCGGCCCACAGGGAARACAGGACCTCGGGACCCCCTCTCTTCCTGACCTCCCCTGG
-319 ATTCTGAGCGGGCCCACCCTCAACCAARAGGTCCCCTGTTTCGCGGCCCCTGCCTCTCTTTTTCCGCCT
-251 TGGGAATTGTCCCCCTCGCCCCCCATCCTACTCCCACTACGTCCTGAGGGGTGTCTGTCTTCTCTGAT
-183 CGCCCCCACCCCCTTCCTTTCCCTCCTCCTTTTCCTCCCTCGGCTCCTCCCCACGGCCCCGCCCTCTC
-115 CGCCTCGGCCCGCGTCCCCCCGGCGCCTTCCCCATCACCCTCCC&%CCAGCGGFGACAGGGGTGTGGG
-47 GAGGGGGGCGGCGGCGGCGGCCCGAGCGGGAGCCCGAGCGGCAGCCGGdEgECGCGGGAGCTGCGGGG
+22 AGCGCGGG%GCGGCCCGGAGCGTGCCGGGG TCCCCGCGLC TCGCTCGCCGGCCGCGCTCCGAA

Figure 10 : La séquence nucléotidique de la région 5’ du gene XT-1 humain. La région
promotrice du géne XT-I est clonée a partir de I’ADN génomique humain et séquencée. Le
site d'initiation de la transcription (+1) est indiqué par une fleche. Le codon d’initiation de la
traduction ATG est encadré. Les séquences Spl et AP-1 sont soulignées et en caracteres gras.
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Figure 11: Effet des délétions successives en 5’ sur I’activité promotrice. A. Les
plasmides pGL3-basic contenant les séquences correspondant aux fragments (-1740/+85, -
850/+85, -450/+85, -270/+85 et -100/+85 pb du promoteur ont été transfectés dans les
chondrocytes primaires en culture. L’activité de chaque construction a été mesurée par
luminescence. L’activité luciférase relative est le rapport de I’activité du plasmide contenant
le promoteur sur I’activité du vecteur pGL3-Basic aprés normalisation. Les données sont
représentées sous la forme de moyenne * écart-type de 3 expériences distinctes. La
significativité statistique est évaluée en utilisant le test t de Student. B. Les chondrocytes

humains transfectés avec les différentes constructions ont été traités par I’IL-14 (10 ng/mL)
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ou du PBS (contréle) pendant 12h. L’activité luciférase relative a été déterminée comme
décrite ci-dessus. Le taux d’induction est le rapport : activité luciférase relative dans les
chondrocytes traités par IL-1p sur I’activité luciférase relative dans les chondrocytes traités
par du PBS (contréle). Les données sont représentées sous la forme de moyenne + écart-type
de 3 expériences distinctes. La significativité statistique est évaluée en utilisant le test t de
Student. * = p<0.05.

I1l. LE FACTEUR DE TRANSCRIPTION Spl REGULE L’ACTIVITE
BASALE DU PROMOTEUR DE LA XT-1 HUMAINE

La sequence -1740/+85 du promoteur de la XT-I renferme des sites de fixation des facteurs de
transcription Spl. Ces sites sont présents a la position -125pb (Sp1-125) et -40pb (Sp1-40)
(figure 10). Afin d’étudier le role potentiel du facteur Spl dans I’activité du promoteur XT-I,
nous avons utilisé le bisanthracycline (WP631), agent intercalant se fixant spécifiquement sur
les sites Sp1 et qui de ce fait inhibe la fixation du facteur Sp1. Le traitement des chondrocytes
transfectéspar le promoteur -1740/+85 par le WP631 a une concentration de 1 uM inhibe de
maniere significative (90%) l'activité du promoteur (figure 12A), suggérant un rdle crucial des
facteurs Sp1l dans l'activité basale de promoteur de la XT-I.

Afin de déterminer I’'importance de chacun des sites Spl, Sp1-125 et -40pb Spl1-40 dans
I’activité basale du promoteur, nous avons généré des mutants de chacun de ces sites par
mutagenese dirigée et nous avons déterminé l'effet de ces mutations sur l'activité du
promoteur. La figure 12B montre que la perturbation de la séquence Sp1-125 entraine une
perte de plus de 60% de I'activité du promoteur, ce qui indique que le site Sp1-125 est critique
pour l'activité basale du promoteur. En revanche, la mutation du Sp1-40 stimule I’activité
promotrice de la XT-I de 66%, ce qui suggere que ce site pourrait jouer un role dans la
répression ou l'atténuation de I'expression du géne XT-I (figure 12B).

IV. LESSITES Spl NE SONT PAS IMPLIQUES DANS L’INDUCTION
DU PROMOTEUR DE LA XT-1 PAR L’IL-18

Afin d’évaluer I'implication potentielle des sites Spl dans I’induction de I’activité du

promoteur de la XT-1 par I’'lL-1B, nous avons transfecté les cellules chondrocytaires avec la
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séquence du promoteur -1740/+85 mutée au niveau des sites Spl-125 et SP1-40,
respectivement. Les résultats obtenus montrent clairement qu'aucune des mutations
n’empéche I'effet stimulant de la cytokine (figure 12B). En effet, le promoteur muté au niveau
de chacun des sites Sp1 présente un niveau d’induction par I’IL-1f (3 fois) similaire & celui du
promoteur sauvage (Figure 12B). Ainsi, ces résultats montrent que les sites Spl ne sont pas
impliqués dans I’induction du promoteur par cette cytokine.
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Figure 12 : Analyse du role des sites Spl dans I’activité basale du promoteur et son
induction par I'IL-1B. A Les chondrocytes transfectés par la séquence -1740/+85 du
promoteur de la XT-I ont été traités par 1 uM de WP631 ou le DMSO (controle) pendant 12h.
Le taux d’induction est le rapport de I’activité du plasmide contenant le promoteur sur
I’activité du vecteur pGL3-Basic aprés normalisation. Les données sont représentées sous la
forme de moyenne + écart-type de 3 expériences distinctes. La significativité statistique est
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évaluée en utilisant le test t de Student. * = p<0.05, # = p<0.05. B. Analyse de I’effet des
mutations ponctuelles des sites Spl sur I’activité transcriptionelle du promoteur de la XT-I.
L’activité luciférase relative de la séquence -1740 /+85 du promoteur sauvage et mutées
(mSp1-125 et mSp1-40) ont été mesurées dans les chondrocytes traités pendant 12h par IL-
14 (10 ng/ml) ou par le PBS (contr6l)e. Les données sont représentées sous la forme de
moyenne * écart-type de 3 expériences distinctes. La significativité statistique est évaluée en
utilisant le test t de Student (*, p < 0.05; #, p < 0.05).

* . par rapport a la séquence WT

# : par rapport aux cellules non traités

V. L’ACTIVITE BASALE ET L’ACTIVITE INDUITE PAR L’IL-1PB
SONT MEDIEES PAR AP-1

Plusieurs travaux ont montré que la cytokine proinflammatoire IL-1f active la voie de
signalisation AP-1 dans les chondrocytes. Ceci a été confirmé dans notre cas par I’utilisant du
plasmide rapporteur pAP-1-Luc contenant le géne de la luciférase placé sous le contréle d’un
promoteur renfermant plusieurs copie de la séquence consensus de fixation du facteur AP-1.
En effet, le traitement des chondrocytes transfectéspar pAP-1-Luc par I’IL-1B augmente de
trois fois I’activité luciférase par rapport aux chondrocyte non traités (figure 13A).

La séquence -1740/-85 du promoteur XT-I contient trois sites potentiels de fixation du facteur
de transcription AP-1, qui sont situés en positions : -1020 (AP-1-1020), -640 (AP-1-640), et -
590 (AP-1-590) (figure 10). Afin d’étudier I’implication potentielle de ces sites dans I’activité
basale et/ou dans la réponse du promoteur a I'lL-1B, nous avons analysé I’effet de leur
mutation respective sur I’activité basale et I’activité induite par I’IL-1p.

La mutation du site AP-1-590 (mAP-1-590) ou AP-1-640 (mAP-1-640) réduit de facon
drastique (81 et 90%, respectivement) l'activité basale du promoteur, tandis que la mutation
du site AP-1-1020 (mAP-1-1020) produit une inhibition modeérée (36%) (figure 13B). Ces
résultats suggeérent qu’AP-1-590 et AP-1-640 sont critiques pour l'activité basale du
promoteur du géne XT-I humain.

Nous avons ensuite analysé I’effet des mutations des sites AP-1 sur I’induction de I’activité
du promoteur par I’IL-1p apreés transfection des chondrocytes par les séquences mutées et
traitement avec la cytokine. Les résultats obtenus montrent clairement que la mutation du site

AP-1-590 n'empéche pas I’effet stimulateur de I'lL-1p sur le promoteur de la XT-I (figure
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13B). Malgreé la réduction importante de I'activité basale, I'lL-1f induit significativement (2
fois) l'activité du promoteur. Cependant, la mutation du site AP-1-640 ou AP-1-1020 abolit
completement I'effet stimulateur de I'IL-1p (figure 13B). Ces résultats suggérent que
I’induction de I’activité de promoteur de la XT-I par I'lL-1p est médiée par les deux sites de
fixation des facteurs AP-1, AP-1-640 et AP-1-1020.

A
3 *
o
S
S 2
T
E
o
=
0
p-CMV  pAP1-Luc
B

Taux d’induction
N

0"
IL-18 (10 ng/ml})

WT mAP1-1020 mAP1-640 mAP1-590

78



Figure 13 : Le facteur de transcription AP-1 régule I’activité basale et I’induction par
IL-1p du promoteur de la XT-I. A. Les chondrocytes primaires transfectés par le plasmide
pAP-1-Luc (pCMV-(AP-1);3) ont été traités par I’IL-14 (10 ng/ml) ou par le PBS (contrdle)
pendant 12h. Le taux d’induction de I’activité luciférase relative a été calculé par rapport aux
cellules transféctés par le plasmide contréle p-CMV. B. Analyse de I’effet des mutations
ponctuelles des sites AP-1 sur I’activité transcriptionelle du promoteur de la XT-I. L’activité
luciférase relative de la séquence -1740 /+85 du promoteur sauvage et muté (mAP-1-1020,
mAP-1-640, et mAP-1-590) ont été mesurées dans les chondrocytes traités pendant 12h par
IL-15 (10 ng/ml) ou par le PBS (contrdle). Les données sont représentées sous la forme de
moyenne * écart-type de 3 expériences distinctes. La significativité statistique est évaluée en
utilisant le test t de Student (*, p < 0.05; #, p < 0.05).

VI. LE FACTEUR DE TRANSCRIPTION AP-1 EST UN
TRANSACTIVATEUR DU PROMOTEUR DE LA XT-I

Pour s’assurer de I'importance du facteur de transcription AP-1 dans I'activation du promoteur
XT-I, nous avons co-transfecté la séquence -1740/-85 du promoteur avec pCMV-c-Jun,
pCMV-c-Fos et les deux vecteurs a la fois, respectivement, et nous avons analysé leurs effets
sur l'activité du promoteur. Le plasmide pCMV vide est utilisé comme controle. La figure 14
montre clairement que la surexpression de c-Fos et c-Jun dans les chondrocytes primaires
stimule I'activité du promoteur de 11 et 10 fois, respectivement. La surexpression simultanée
de c-Fos et c-Jun produit une forte activation (47 fois) du promoteur humain de XT-I (figure

14A). Ces résultats montrent que le facteur de transcription AP-1°7""“F est un puissant

transactivateur du promoteur humain de XT-I.

VIl. AP-1 ENDOGENE SE LIE DIRECTEMENT AUX SITES AP-1 AU
NIVEAU DU PROMOTEUR DU GENE DE LA XT-I

Suite aux résultats précédents, nous avons voulu savoir si le facteur de transcription AP-1
endogéne se lie directement a la région du promoteur de la XT-I et si le traitement a I’l1L-1
affecte sa liaison a I’ADN. Pour cela, nous avons examiné la liaison de c-Jun endogene aux
sites AP-1 du promoteur par la technique de ChIP. Les résultats obtenus montrent que le
fragment du promoteur de la XT-I (-774 a -447) comportant les sites AP-1-640 et AP-1-590
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est détectés a partir de la chromatine précipitée avec un anticorps c-Jun endogéne, mais pas
avec les IgG contrdle. Des résultats similaires ont été observés pour le fragment du promoteur
-1185 a -805 comportant le site AP-1-1020 (figure 14B). L’ensemble de ces résultats indique
que le facteur de transcription AP-1 se lie directement a la région promotrice de la XT-I ex
Vivo.

De fagon intéressante, la liaison de c-Jun au fragment du promoteur comportant les éléments
de réponse AP-1-640 et AP-1-590 est significativement augmentée dans les cellules traitées
par I’IL-1B (figure 14B), indiquant que I’activité de liaison du facteur de transcription AP-1

au promoteur de la XT-I est stimulée par cette cytokine.
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Figure 14 : c-Fos et c-Jun induisent I’activité du promoteur de la XT-1 et I'IL-1p
augmente le recrutement du facteur de transcription AP-1 au niveau du promoteur. A.
Les chondrocytes primaires ont été transfectés par la séquence -1740/+85 du promoteur de la
XT-I et par des plasmides pCMV-c-Fos et pPCMV-c-Jun. Le p-CMV vide est utilise comme
contrdle. Le taux d’induction est calculé par rapport a I’activité luciférase des cellules
transféctées par le vecteur pCMV-vide. Les données sont représentées sous la forme de
moyenne * écart-type de 3 expériences distinctes. La significativité statistique est évaluée en
utilisant le test t de Student. * = p<0.05. B. Les chondrocytes primaires ont été traitées par
I’IL-14 (10ng/ml) pendant 4h. Les ChIP ont été réalisées avec un anticorps anti-c-Jun ou bien
un anti-lgG de lapin (contrdle). Un gel coloré par GelRed représentatif de trois expériences
indépendantes est montré dans cette figure.

VIIl. L’ACTIVATION DU PROMOTEUR DE LA XT-1 PAR L’IL-1P
EST MEDIEE PAR LES KINASES JNK ET p38 MAPK

Afin de déterminer les voies de signalisation impliquées dans I'activation du promoteur XT-I
par I’IL-1B, nous avons analysé I'état de phosphorylation de JNK, ERK et p38 dans les
chondrocytes primaires humains avant et apres traitement par I’IL-1B par immunoblot. La
figure 15B montre que le traitement par I’IL-1p induit une phosphorylation importante des
kinases ERK et p38 aprés 5min de traitement. Le niveau de phosphorylation atteint son pic a
15min et persiste pendant 2h aprés le traitement. La phosphorylation de JNK est importante a
15min, elle atteint un pic a 30 min, et elle est fortement atténuée aprés 1h de traitement. La
cytokine augmente également la phosphorylation de c-Jun aprés 15min de traitement et cette
augmentation persiste apres 2h de traitement. Ces résultats montrent que I’lL-1f est capable
d’activer plusieurs voies de signalisation dans les chondrocytes.

Afin d’identifier quelle(s) voie(s) est responsable de la médiation de I’effet de I’IL-1B, des
inhibiteurs pharmacologiques des kinases PKC (G09676), ERK1/2 (PD184161), JNK
(SP60012) et p38 (SB203580) ont été utilisés. Ces inhibiteurs sont ajoutés 30 min avant le
traitement des chondrocytes par IL-1fB. La figure 15A montre que I’inhibiteur de PKC
(GO9676) et d’ERK1/2 (PD184161) n'affectent pas I’induction de I’activité du promoteur de
la XT-I par la I’'lL-1B. En revanche, l'inhibiteur de JNK (SP60012) et de p38 (SB203580)
abolit I'activation du promoteur par I’1L-1p. Ces résultats montrent également que l'inhibition
de MEK1/2 et de JNK réduit I'activité basale du promoteur de 40% et 25%, respectivement
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(figure 15A). Ces données indiquent que JNK et p38 MAPK, mais pas PKC et ERK jouent un
role essentiel dans I’activation du promoteur XT-I par I’IL-1B. Elles montrent aussi
I'importance de MEK1/2 et de JNK dans I'activité basale du promoteur. Il est intéressant de
noter que I'analyse de la toxicité cellulaire des inhibiteurs de MAPK, en utilisant un test MTT,
montre que l'inhibiteur de PKC, le GO6976 produit 25% de Iétalité alors que les inhibiteurs de
JNK, ERK, p38 et Sp1 n'ont pas d’effet significatif sur la viabilité des chondrocytes.
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Figure 15: L’induction de I’activité du promoteur de la XT-1 par I’IL-1p est SAPK/INK
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et p38 dépendante. A, Les chondrocytes transfectéspar la séquence -1740/+85 du promoteur
XT-I ont été incubés avec un des inhibiteurs spécifiques des kinases PKC (GO9676), ERK1/2
(PD186161), p38 (SB203580), ou SAP/INK (SP600125) pendant 30min. Le DMSO a été
utilisé comme controle. Les chondrocytes sont ensuite traités par IL-14 (10 ng/ml) ou le PBS
(contrdle) pendant 12h. Le rapport d’induction est déterminé par le rapport de I’activité
luciférase relative dans les chondrocytes traités par IL-14 par rapport a I’activité luciférase
relative dans les chondrocytes traitées par PBS (contrdle). L’effet propre des inhibiteurs a été
également évalué sur I’activité basale du promoteur. Les données sont représentées sous la
forme de moyenne + écart-type de 3 expériences distinctes. La significativité statistique est
évaluée en utilisant le test t de Student. * = p<0.05. B. Les chondrocytes primaires ont été
traités par I’'lIL-15 (10 ng/ml) pendant 0 & 120 minutes, les protéines ont été préparées et
séparées par SDS-PAGE. La S-actine est utilisée pour normaliser la quantité des protéines
dans chaque échantillon. L’immunoblot est réalisé a I’aide d’anticorps qui reconnaissent soit
la forme phosphorylée soit les formes non phosphorylées pour chacune des kinases ERK1/2,
p38, SAP/INK et c-Jun.

IX. SplACTIVE ET Sp3 INHIBE L’ACTIVITE PROMOTRICE DE LA
XT-I

Spl et Sp3 sont des protéines transcriptionnelles ubiquitaires, elles sont hautement
homologues et présentent une concurrence pour les mémes sites sur I'ADN. Aprés avoir
démontré lI'importance des sites de liaison Spl (Sp-40 et Sp-125) dans l'activité du promoteur
XT-I, nous avons examiné les effets des facteurs Spl et Sp3 sur l'activité transcriptionnelle du
promoteur. Les chondrocytes ont été co-transfectés par la séquence -1740/+85 du promoteur
de la XT-I et les plasmides pSG5-Spl ou pSG5-Sp3 exprimant les facteurs de transcription
Spl et Sp3. pSG5 natif est utilisé comme contrble. Les résultats obtenus montrent que la
surexpression de Spl dans les chondrocytes induit de 1,6-fois I’activité du promoteur XT-I
(figure 16A). En revanche, la surexpression de Sp3 provoque une forte réduction (4,4 fois) de
I’activité promotrice (figure 16A) indiquant que Sp3 agit comme un répresseur
transcriptionnel du promoteur de la XT-I.
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X.  L'INHIBITION DE L’EXPRESSION DE LA XT-1 PAR L’IL-18
DURANT LA PHASE TARDIVE EST MEDIEE PAR Sp3

Sachant que Sp3 agit comme un répresseur de l'activité du promoteur XT-I, nous voulions
étudier son implication dans I’inhibition de la transcription du géne XT-I par I’IL-1p apres
traitement des chondrocyte par cette cytokine pendant 24h. Nous avons donc évalué la liaison
du facteur de transcription Sp3 aux sites Spl du promoteur de la XT-I par la technique du
“pulldown assay* en utilisant des sondes oligonucléotidiques biotynilées. Le “pull-down* a
été réalisé en utilisant des extraits nucléaires préparés a partir de cellules chondrocytaires
traitées ou non par I’IL-1p pendant 24h et avec des sondes biotinylées contenant les seéquences
des sites Sp-125 et Sp-40, respectivement. La révélation a été réalisée par des anticorps anti-
Spl et anti-Sp3, respectivement. Les résultats obtenus montrent que le facteur Sp3 se lie au
site Sp-40 dans les extraits de cellules non traitées par I’IL-1p, suggérant un rdle dans
I'atténuation de l'activité basale du promoteur précédemment démontré pour ce site (figure
16B).

De plus, les résultats montrent que le traitement par I’IL-1p conduit au recrutement de Sp3 sur
le site Sp-125 et augmente son activité de liaison sur le site Sp-40 (Figure 16B). Ceci indique
que l'inhibition de I’expression de la XT-I par IL-1p est médiée par la liaison du facteur
inhibiteur Sp3 sur les sites Sp-125 et Sp-40 du promoteur.

Nous avons ensuite analysé la présence potentielle d’interactions entre Sp3 et AP-1 par la
technique du “pulldown assay“‘ en utilisant une sonde biotinylé contenant la séquence du site
AP-1-640 et des extraits nucléaires de chondrocytes traités ou non avec I’IL-1p pendant 24h.
Les résultats obtenus montrent que Sp3 se fixe a la sonde AP-1-640 uniquement en présence
des extraits nucléaires des cellules traitées par I’IL-1pB, mais pas avec les extraits nucléaires
des cellules non traitées (Figure 16C) indiquant que Sp3 interagit avec AP-1 suite a au
traitement des cellules avec la cytokine, IL-1p. Ces résultats montrent que I'effet inhibiteur de
I’IL-1P sur I'expression des genes XT-I est médié par la liaison de Sp3 aux sites Spl et son
interaction avec le facteur de transcription AP-1.
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Figure 16 : Role des facteurs Spl et Sp3 dans la régulation du promoteur de la XT-I. A.
Les chondrocytes primaires sont co-transfectés par la séquence -1740/+85 du promoteur de
la XT-1 de et les vecteurs d’expression pSG5 natif (contréle), pSG-Spl, ou pSG-Sp3. Le taux
d’induction est calculé par rapport a I’activité luciférase des cellules transfectés par le
vecteur pSG5 natif. Les données sont représentées sous la forme de moyenne + écart-type de
3 expériences distinctes. La significativité statistique est évaluée en utilisant le test t de
Student. * = p<0.05. B. Les extraits nucléaires des chondrocytes primaires traités par IL-1 5
(10 ng/ml) ou par le PBS (contrdle) pendant 4h ont été incubés (B) avec les amorces
biotinylées Sp1-125 ou Sp1-40,C avec I’amorce AP-1-640. Une séquence non appariée a
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été utilisée comme contr6le. La réaction de pull-Down a été effectuée comme décrit dans la

partie Matériels et Méthodes en utilisant un anticorps anti-Sp3.
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Le syndécan 4 regule la voie de signalisation
non canonique de Wnt-3a et la

dedifférenciation chondrocytaire
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l. WNT-3A ACTIVE LES VOIES NON CANONIQUES VIA LE SDC4.

Il a été montré que I’expression du SDC4 est augmentée dans les chondrocytes
hypertrophiques et dans le cartilage arthrosique. En outre, les souris invalidées pour le géne
du SDC4 sont résistantes au développement de I’arthrose. D’autre part, les travaux sur
xenopus ont montré que le SDC4 joue un réle essentiel dans la signalisation de Wnt en
interagissant avec le récepteur FRZ et les protéines Dvl. Cependant, le role du SCD4 dans la
signalisation de Wnt-3a et dans le processus arthrosique dans le cartilage humain n’est pas
encore elucidé.

Afin d’étudier le role potentiel de SDC4 dans la régulation des voies de signalisation de Wnt
dans les chondrocytes primaires humains, son expression a été inhibée par la technique
d’ARN interférence. Dans un premier temps, I’efficacité des siRNA dirigés contre le SDC4
(siSDC4) a été testée. Les chondrocytes en culture ont été transfectés par les siSDC4 ou les si-
contréle, le taux d’expression des ARNm du SDC4 et de RPS29 a été quantifié 72h apres la
transfection par RT-PCR en temps réel. Les résultats obtenus montrent que le taux d’ARNm
du SDC4 est réduit de 85% aprés transfection des chondrocytes par les siSDC4, alors que la
transfection par les siRNA contrdle n’induit pas de changement significatif (Figure 17A). Ces
résultats montrent que les siSDC4 sont efficaces.

Nous avons ensuite analysé I’effet de I’inhibition du SDC4 sur les voies de signalisation
induites par Wnt-3a. Les chondrocytes non transfectésou transfectéspar le siSDC4 ou le si-
contrble ont été traités par Wnt-3a ou le PBS (contréle) pendant 2h et I’analyse des voies de
signalisation canoniques et non canoniques de wnt a été réalisée par immunoblot.

L’ analyse par Immuno-blot des extraits protéiques des cellules traitées par Wnt-3a montre une
induction de la phosphorylation de ERK1/2, de PKC et de SAPK/JNK par rapport aux
chondrocytes traités par le PBS contréle (figure 17B) indiquant I’activation de voies non
canoniques. Afin de vérifier si la voie canonique dépendante de la B-caténine est activée
parallelement a la voie non canonique, nous avons analysé par immunoblot la B-caténine
phosphorylée et non phosphorylée. Nous avons observé que le traitement par Wnt-3a inhibe la
phosphorylation de la B-caténine et induit son accumulation. Ces résultats montrent pour la
premiere fois que le traitement des chondrocytes primaires par Wnt-3a induit la
phosphorylation des protéines kinase C, des MAPK, ERK1/2 et de SAPK/JNK en plus de
I’activation de la -caténine.

De fagon intéressante, I’analyse de I’effet de I’inhibition de I’expression du SCD4 sur les
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voies de signalisation dans les chondrocytes montre que cette inhibition induit la disparition
des formes phosphorylées de PKC et de SAPK/INK dans les extraits protéiques des cellules
transfectées par le siSDC4 mais pas dans les extraits de cellules transféctées par le si-contrdle
(figure 17B). On note également une diminution significative des formes phosphorylées de
ERK1/2 et de Akt dans les extraits protéiques des cellules transfectées par le si-SDC4 (figure
17B). La quantité de B-caténine semble ne pas varier dans les extraits protéiques des
chondrocytes transfectées par le siSDC4 par rapport aux cellules transfectées par le sicontréle.
D’autre part, I’analyse des extraits protéiques apres traitement par Wnt-3a montre que ce
dernier n’est plus capable d’induire la phosphorylation de PKC et de SAPK/IJNK dans les
cellules transfectés par le siSDC4, et que I’activation de ERK1/2 et de Akt est diminuée d’une
facon significative dans ces cellules par rapport aux cellules transfectées par le sicontrdle
(figure 17B). D’autre part, le traitement par Wnt-3a induit I’accumulation de la B-caténine et
inhibe sa phosphorylation dans les cellules transfectées par le siSDC4 ou par le si-controle
(figure 17B). Ces résultats montrent que le SDC4 est indispensable a la phosphorylation de
PKC, de SAPK/JNK, de Akt et de ERK1/2 dans les chondrocytes. Nous pouvons en conclure
que I’inhibition du SDC4 dans les chondrocytes conduit a une dérégulation des voies de
signalisation dépendantes de PKC, de SAPK/INK, de Akt et de ERK1/2 et par la suite a une
dérégulation probable de I’expression des génes dépendants de ces voies de signalisation.
Nous avons montré que Wnt-3a induit la phosphorylation des kinases PKC, ERK1/2 et
SAPK/INK et que le SDC4 est indispensable pour cette activation. En effet, le SDC4 est
surexprimé dans les chondrocytes hypertrophiques et en réponse a des cytokines pro-
inflammatoires comme IL-1 et TNF-a.
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Figure 17: Wnt-3a induit les voies non canoniques via le SDC4. A. Les chondrocytes
transfectés par les siSDC4 ou si-contréle, Le taux d’expression d’ARNm de SDC4 est
déterminé par RT-PCR en temps réel. Les résultats sont normalisés par rapport au géne de
ménage RPS29 et sont présentés par rapport a I’expression des contrdles. Les données sont
représentées sous la forme de moyenne * écart-type de 3 expériences distinctes. La
significativité statistique est évaluée en utilisant le test t de Student. * = p<0.05. B. Les
chondrocytes en culture transfectés par siSDC4 ou si-contrble ont été traitées par Wnt-3a
(100uM) ou le PBS (contréle) pendant 2h, Les extraits protéiques ont été séparés par SDS-
PAGE et I'immunoblot a été réalisé avec les anticorps reconnaissant les formes
phosphorylées ou non phosphorylées de f-caténine, de ERK, de AKT, de PKC et de SAP/JNK.

p-actine est utilisée pour normaliser la quantité de protéines dans chaque échantillon.

II.  WNT-3A REGULE L’EXPRESSION DU COLLAGENE Il ET
D’AUTRES MARQUEURS CHONDROCYTAIRES VIA LE SDC4

Nous avons dans un premier temps analysé I’effet de Wnt-3a sur I’expression des génes
marqueurs du phénotype chondrocytaire en particulier le collagene de type Il, I’agrécane,
I’ADAMTSs4, la MMP13 et Sox9 dans les chondrocytes primaires et les explants de cartilage
humains en culture. Les résultats obtenus montrent que Wnt-3a inhibe I’expression de ces
génes de 49, 54, 78, 82 et de 50%, respectivement dans les chondrocytes (figure 18A). Le

90



traitement des explants de cartilage par Wnt-3a inhibe également I’expression de la MMP13,
du collagéne 11, de Sox9 et de ’ADAMTs4 de 42, 51, 54 et de 49%, respectivement (figure
18B).
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Figure 18 : Wnt-3a induit la dedifférenciation des chondrocytes en culture. A. Les
chondrocytes B. les explants en culture sont traitées par Wnt-3a (100uM) ou le PBS
(contrdle) pendant 24h, Le taux d’expression d’ARNm de MMP13, ADAMTs4, COL2A1,
Agrécane (AGC) et Sox9 est déterminé par RT-PCR en temps réel. Les résultats sont
normalisés par rapport au gene de ménage de la protéine ribosomale S29 et sont présentés
par rapport a I’expression obtenue dans les chondrocytes contréles. . Les données sont
représentées sous la forme de moyenne * écart-type de 3 expériences distinctes. La
significativité statistique est évaluée en utilisant le test t de Student. * = p<0.05.

Afin d’étudier I’effet de I’inhibition du SDC4 sur la dédifférentiation chondrocytaire induite
par Wnt-3a, les chondrocytes ont été transfectés par les siSDC4 ou si-contrdle et traitées 72h
aprés la transfection par Wnt-3a (100uM) ou le PBS (contr6le) pendant 24h. Nous avons
analysé par RT-RCR en temps réel I’expression des ARNm des marqueurs de différenciation
des chondrocytes comme le collagene |1, la MMP13 et de I’ADAMTSs4. Les résultats obtenus

montrent que la transfection par le siSDC4 induit une diminution de 45% de I’expression des
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ARNmM de collagene 1l et une augmentation de 3,5 et 2,8 fois de I’expression des ARNm de la
MMP13 et de I’ADAMTSs4, respectivement (figure 19). Le traitement des cellules transfectées
par le siSDC4 par Wnt-3a n’induit aucun changement dans I’expression des ARNm du
collagéne Il par rapport aux cellules traitées par le PBS (contréle) (figure 19). Cependant, il
réduit I’expression de la MMP13 et de I’ADAMTs4 de 2- et 3-fois, respectivement (figure
19). De fagon intéressante, I’inhibition du SDC4 entraine une augmentation de 2-fois de
I’expression du facteur de transcription chondrocytaire, le Sox9. Le traitement par Wnt-3a,
aprés inhibition du SDC4, réduit faiblement I’expression de Sox9 (0,25-fois) et le taux de son
expression reste élevé par rapport aux chondrocytes transfectés par les si-Controle et traités
par Wnt-3a (figure 19).

COL2A1 MMP13
g 17 g 4,5 %
- * r— 3: T
3 E * w g E ’
bl r - = 3
8 T o ,¢
s 8 52 2]
x O g o l'i
3 2 | $
= 0 3 g . P
0 - B — -
o > N 2 < 2> N
il R o i N >
Q'é Q\& Q)o 0\ é‘b & a_,oo o":b
oo X @\ x$ Oo x$ ‘:,\ $
% b\o CP‘ ;o\o N ob‘x
¢ O & Q
N -9 N )
o % ) N
"’\0 XS )

93



ADAMTs4 ; Sox9

*
c
5 3 1 I S 2 T
2 E 25 g E .
g = 2 Z : =
o 2 S o
X o X
e iR 2 91
T o T o "
¥ © 1 T x © o
- :’ p | 4
= AN g I l
0 ..... 0 - -
F LTS ST
I\
o ,?‘\ ‘_’(o & & g}a" &
[ X o X X
& Q & P
& P & 2
X2 < Q\(P %

Figure 19 : Wnt-3a régule I’expression du collagene et des marqueurs chondrocytaires
via le SDC4. Les chondrocytes en culture transfectés par les siSDC4 ou si-contréle ont été
traités par Wnt-3a (100uM) ou le PBS contrdle pendant 24 heures, Le taux d’expression
d’ARNm de MMP13, ADAMTs4, COL2A1, et Sox9 est déterminé par RT-PCR en temps réel.
Les résultats sont normalisés par rapport au gene de ménage de la protéine ribosomale S29
et sont présentés par rapport a I’expression obtenue dans les chondrocytes contréles. Les
données sont représentées sous la forme de moyenne + écart-type de 3 expériences distinctes.
La significativité statistique est évaluée en utilisant le test t de Student. * = p<0.05.

Afin de confirmer ces résultats, un vecteur pCMV-SDC4 contenant le géne codant pour le
SDC4 en aval du promoteur CMV a été utilisé pour surexprimer le SDC4 dans les
chondrocytes en culture. L’efficacité de ce vecteur a été testée dans un premier temps; la
transfection des chondrocytes par le pPCMV-SDC4 induit de plus de 1000 fois I’expression
des ARNm du SDC4 dans les chondrocytes transfectés par ce vecteur par rapport a ceux
transfectéspar le vecteur contrble, pCMV-natif (figure 20). L’analyse de I’effet de la
surexpression du SDC4 dans les chondrocytes primaires humains sur les effets induits par
Whnt-3a, en particulier I’inhibition de I’expression du collagene Il et de I’ADAMTSs4, a permis
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de montrer que la surexpression du SCD4 abolit I’inhibition de I’expression de collagéne 11
par wnt-3a (figure 20). En revanche, I’expression de I’ADAMTSs4 est inhibée de 4-fois suite a
la surexpression du SDC4 et induite de 2-fois par Wnt-3a.
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Figure 20: Wnt-3a régule I’expression du collagéne via le SDC4. Les chondrocytes en
culture transfectées par pCMV-SDC4 ou pCMV comme contréle ont été traitées par Wnt-3a
(100uM) ou le PBS controle pendant 24h. Le taux d’expression d’ARNm ADAMTs4 et du
COL2A1 est déterminé par RT-PCR en temps réel. Les résultats sont normalisés par rapport
au gene de ménage de la protéine ribosomale S29 et sont présentés par rapport a I’expression
obtenue dans les chondrocytes contréles. . Les données sont représentées sous la forme de
moyenne * écart-type de 3 expériences distinctes. La significativité statistique est évaluée en
utilisant le test t de Student. * = p<0.05.

Les résultats précédents montrent que I’inhibition du SDC4 induit I’expression de la MMP13,
I’ADAMTSs4 et Sox9 qui sont des marqueurs du phénotype chondrocytaire alors que Wnt-3a
induit la dédifférentiation des chondrocytes en inhibant leur expression. Ceci suggére que
I’inhibition du SDC4 pourrait étre un mécanisme par lequel les chondrocytes s’opposeraient a
la dédifférentiation induite par la voie canonique.

Nous avons donc analysé I’expression du SCD4 dans les chondrocytes primaires et les
explants de cartilage humains traités ou non par Wnt-3a pendant 24h. Les résultats obtenus
montrent que Wnt-3a inhibe de 54% et 57% I’expression du SDC4 dans les chondrocytes et

les explants de cartilage, respectivement (figure 21).
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Figure 21 : Wnt-3a inhibe I’expression du SDC4 dans les chondrocytes en culture et
dans les explants de cartilage.

A. Les chondrocytes B. les explants en culture sont traités par Wnt-3a (100uM) ou le PBS
(contréle) pendant 24h, Le taux d’expression d’ARNm de SDC4 est déterminé par PCR en
temps réel. Les résultats sont normalisés par rapport au gene de ménage protéine ribosomale
S29 et sont présentés par rapport a I’expression obtenue dans les chondrocytes controles. .
Les données sont représentées sous la forme de moyenne * écart-type de 3 expériences
distinctes. La significativité statistique est évaluée en utilisant le test t de Student. * = p<0.05.

I1l. WNT-3A INHIBE L’ACTIVITE DU PROMOTEUR DU SDC4
DANS LES CHONDROCYTES HUMAINS.

Afin de déterminer si I’effet inhibiteur de Wnt-3a sur I’expression du géne du SDC4 provient
de I’inhibition de son promoteur, nous avons cloné la séquence -1500/+50 du promoteur du
géne du SDC4 humain et étudié sa régulation par Wnt-3a dans les chondrocytes primaires
humains. La séquence (-1500/+50) du promoteur du SDC4 a été sous-clonée en amont du
géne rapporteur luciférase dans le vecteur pGL3-basic. Les chondrocytes en culture ont été
transfectés par cette construction et traités par Wnt-3a (100uM) ou par le PBS (contrble)
pendant 24h. L’analyse de I’activité promotrice montre que le traitement par Wnt-3a inhibe de
45% I activité transcriptionnelle du promoteur du SDC4 (figure 22). Ces résultats montrent
pour la premiére fois que Wnt-3a inhibe I’activité transcriptionnelle du promoteur du géne du

SDCA4 et par la suite I’expression des ARNm du SDC4 dans les chondrocytes humains.
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Figure 22 : Wnt-3a inhibe I’activité du promoteur du SDC4. Les chondrocytes transfectés
par la séquence -1500/+50 du promoteur du gene du SDC4 ont été traités par Wnt-3a
(100uM) ou par le PBS (contréle) pendant 24h. L activité luciférase relative est le rapport de
I’activité du plasmide contenant le promoteur sur I’activité du vecteur pGL3-Basic apres
normalisation. Les données sont représentées sous la forme de moyenne * écart-type de 3
expériences distinctes. La significativité statistique est évaluée en utilisant le test t de Student.
* = p<0.05.

IV. L’INHIBITION DE LA MMP13 ET DE L’ADAMTS4 PAR WNT-3A
EST B-CATENINE-DEPENDANTE ALORS QUE L’INHIBITION DU
SDC4 ET DU COLLAGENE Il EST ERK1/2 DEPENDANTE.

Etant donnée I’importance du SDC4 dans la régulation des différentes voies de signalisation
dans les chondrocytes, nous avons recherché la voie de signalisation responsable de
I’inhibition de I’expression de cet HSPG par Wnt-3a. Pour cela, nous avons utilisé la méthode
d’ARN interférence et des inhibiteurs pharmacologiques de différentes voies de signalisation.
Les résultats obtenus montrent que I’inhibition de la voie canonique dans les chondrocytes par
des siRNA diriges contre la B-caténine (siCTNNBZ1) ou par I’inhibiteur biologique DKK-1
empéche la diminution de I’expression des ARNm de la MMP13 et de ’ADAMTs4 par Wnt-
3a (figure 23). En revanche, elle ne prévient pas I’inhibition de I’expression du SDC4 et du
collagéne Il par Wnt-3a (figure 23). L’efficacité des SiCTNNB1 a été analysee par
immunoblot qui montre une tres forte diminution de la protéine B-caténine dans les
chondocytes traités par les sSiCTNNBL par rapport aux chondrocytes traités par les sicontrole
(figure 23).
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Figure 23 : L’inhibition de la MMP13 et de ’ADAMTs4 par Wnt-3a est p-caténine-
dépendante. Les chondrocytes en culture ont été transfectés par le SiRNA siCTNNBL1 (B-
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caténine) ou pré-incubés avec I’inhibiteur de la voie canonique (DKK-1) avant le traitement
par Wnt-3a (100uM) ou le PBS (contréle) pendant 24h. L’expression de la S-caténine a été
analysée dans les extraits protéiques des cellules transféctées par sSiCTNNBL1 ou si-contrdle
par immunoblot en utilisant des anticorps anti-S-caténine. Le taux d’expression d’ARNm de
ADAMTs4, MMP13, COL2A1 et SDC4 est déterminé par RT-PCR en temps réel. Les résultats
sont normalisés par rapport au géne de ménage de la protéine ribosomale S29 et sont
présentés par rapport a I’expression obtenue dans les chondrocytes contréles. Les données
sont représentées sous la forme de moyenne * écart-type de 3 expériences distinctes. La

significativité statistique est évaluéee en utilisant le test t de Student. * = p<0.05.

Nous avons ensuite analysé I’effet de I’inhibition de ERK1/2 et de PKCa et & par SiRNA sur
I’inhibition de I’expression de ces genes par Wnt-3a. Dans un premier temps, nous avons
évalué I’efficacité des siRNA par I’analyse des protéines cibles par immunoblot en plus de la
RT-PCR. Les résultats montrent que les siRNA inhibent fortement I’expression des protéines
cibles (figure 24).

Lutilisation de ces siRNA montre que I’inhibition de MAPK1 (ERK?2) et de MAPK3 (ERK1)
par ARN interférence (SIMAPK1 et siMAPK3) empéche I’inhibition de I’expression des
ARNmM du SDC4 par Wnt-3a (figure 24). Alors que les siMAPK1 préviennent I’inhibition de
I’expression du collagéne Il par Wnt-3a. Ces résultats montrent que Wnt-3a inhibe
I’expression des MMPs par la voie canonique, tandis qu’il inhibe I’expression de SDC4 et du
collagéne 11 via la voie ERK1/2. Nous avons également observé que I’inhibition de PKCa et 8
et de MAPK1 et 3 par siRNA atténue fortement I’inhibition de I’expression de la MMP13 et
de I’ADAMTSs4 par Wnt-3a (figure 24).

MAPK3 (ERK1)
MAPK1 (ERK2)

B-actine | SE_—————
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Figure 24 : Wnt-3a inhibe le COL2Al et le SDC4 via ERK1/2. Les chondrocytes en
culture transfecteés par les siMAPK1, siMAPK3, siPKCa, SiPKCJ, ou si-contrle ont été
traitées par Wnt-3a (100uM) ou le PBS (contrdle) pendant 24h. L expression des MAPK1 et 3
et de PKC a été analysée dans les extraits protéiques des cellules transfectés par siMAPK1,
siMAPK3, siPKCa, siPKCd, ou si-contréle par immunoblot en utilisant des anticorps anti-
ERK1/2 et anti-PKCpan. Le taux d’expression d’ARNm de MMP13, SDC4, ADAMTs4 et
COL2AL1 est déterminé par RT-PCR en temps réel. Les résultats sont normalisés par rapport
au gene de ménage de la protéine ribosomale S29 et sont présentés par rapport a I’expression
obtenue dans les chondrocytes contrdles. Les données sont représentées sous la forme de
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moyenne * écart-type de 3 expériences distinctes. La significativité statistique est évaluée en
utilisant le test t de Student. * = p<0.05.

Afin de confirmer ces résultats, nous avons utilisé des inhibiteurs pharmacologiques des voies
de signalisation PKC (GO6976), ERK1/2 (PD184161) et de JNK (SP60012). Les
chondrocytes en culture ont été traités par ces différents inhibiteurs 30 min avant le traitement
par Wnt-3a et I’expression des ARNm a été analysée par RT-PCR en temps réel. Les résultats
obtenus montrent que I’expression du SDC4 et du collagéne Il n’est plus inhibée par Wnt-3a
en présence des inhibiteurs de ERK1/2 (PD184161) et de JNK (SP60012). Alors que,
I’inhibition de la MMP13 et ADAMTs4 par Wnt-3a est maintenue quel que soit I’inhibiteur
utilisé (figure 25). L’ensemble des résultats montre que I’inhibition de la MMP13 et de
I’ADAMTSs4 par Wnt-3a est B-caténine-dépendante tandis que I’inhibition de SDC4 et de
collagéne 1l est ERK1/2 dépendante.
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Figure 25: Wnt-3a inhibe le COL2Al et le SDC4 via ERK1/2. Les chondrocytes
primaires ont été pré-incubés pendant 30 min avec un les inhibiteurs GO6976, PD186161,
SB203580, SP600125 ou le DMSO (contréle) avant le traitement par Wnt-3a (100uM) ou le
PBS (contréle) pendant 24h. Le taux d’expression des ARNm de MMP13, SDC4, ADAMTs4 et
COL2A1 est déterminé par RT-PCR en temps réel. Les résultats sont normalisés par rapport
au gene de ménage de la protéine ribosomale S29 et sont présentés par rapport a I’expression
obtenue dans les chondrocytes contrdles. Les données sont représentées sous la forme de
moyenne * écart-type de 3 expériences distinctes. La significativité statistique est évaluée en
utilisant le test t de Student. * = p<0.05.

V. WNT-3A INHIBE L’EXPRESSION DE LA MMP13 ET DE
L’ADAMTS4 VIA DVL1 ET DVL3 ET LE COLLAGENE Il VIADVL?2

Les protéines dishevelled (Dvl) sont des effecteurs intracellulaires de la voie Wnt et compte
parmi les rares intermédiaires de signalisation communs aux deux voies de signalisation Wnt,
la voie canoniques et non canoniques. Chez les mammiferes, il existe trois isoformes de Dvl,
Dvll, 2 et 3 qui sont des produits de genes paralogues. Etant donnée I’importance des
protéines Dvl dans la signalisation canonique et non canonique de Wnt, nous avons étudié le
role de ces protéines dans I’inhibition de I’expression du SDC4, du collagene II, de
I’ADAMTSs4 et de la MMP13 par Wnt-3a. L’efficacité des siRNA dirigés contre chacun des
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trois isoformes de Dvl a été testée dans un premier temps. L’analyse de I’expression des
ARNmM du SDC4, du collagene |1, de la MMP13 et de ’ADAMTSs4 par RT-PCR en temps réel
dans les chondrocytes transfectéspar les sSiRNA montre que I’inhibition de Dvl1 et de DvI3
prévient la diminution de I’expression de I’ADAMTs4 produite par Wnt-3a, qui est de 78%
dans les chondrocytes transfectés par le si-contréle. Dans le cas de la MMP13, si-Dvl1 et si-
DvI3 empéchent partiellement I’inhibition de ce géne par Wnt-3a. En effet, le taux
d’inhibition de I’expression de ce gene par Wnt-3a est de 66% et 71% en présence de siDvll
et DvI3, respectivement alors qu’il est de 82% dans les cellules transfectés par le si-controle.
En ce qui concerne I’inhibition de I’expression du SDC4 par Wnt-3a, celle-ci semble étre
indépendante des protéines Dvl puisque le taux d’inhibition ne varie pas dans les cellules
transfectés par les siDvl par rapport aux cellules transfectées par le si-contréle (figure 26). De
facon intéressante, I’inhibition de I’expression du collagéne Il par wnt-3a qui s’opere via la
voie non canonique ERK1/2 est complétement abolie par les siDvI2 et méme stimulée de 2-
fois (figure 26). Le fait que Dvll et DvI3 empéchent I’inhibition des genes ADAMTs4 et
MMP13 régulés via la voie canonique (/3 -caténine) et que DvI2 abolit I’inhibition du
collagéne 11 régulée par la voie non canonique (ERK1/2) suggere que Dvl1 et DvI3 régulent la

voie canonique alors que le DvI2 régule la voie non canonique de Wnt-3a.
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Figure 26 : Wnt-3a inhibe la MMP13 et ’ADAMTSs4 via Dvl1 et DvI3 et le collagéne 11
via DvI2. Les chondrocytes en culture transfectés par si-Dvl1, si-Dvl2, si-Dvl3, ou si-controle
ont été traités par Wnt-3a (100uM) ou le PBS (controle) pendant 24h. Le taux d’expression
d’ARNm de ADAMTs4, MMP13, COL2AL1 et SDC4 est déterminé par RT-PCR en temps réel.
Les résultats sont normalisés par rapport au gene de ménage de la protéine ribosomale S29
et sont présentés par rapport a I’expression obtenue dans les chondrocytes controles. . Les
données sont représentées sous la forme de moyenne + écart-type de 3 expériences distinctes.
La significativité statistique est évaluée en utilisant le test t de Student. * = p<0.05.

VI. WNT-3A ARRETE LA DEGRADATION DES PGS INDUITE PAR
IL-1p

Il est admis que le traitement des chondrocytes par la cytokine proinflammatoire IL-1f inhibe
la synthése des PGs matriciels et augmente leur dégradation suite a I’induction des MMPs en
particulier ’ADAMTs4 qui dégrade I’agrécane. Cependant, I’effet de cette cytokine sur
I’expression du SDC4 n’a pas été étudié. Nous avons donc analysé I’expression du SDC4
apres traitement des explants de cartilage et des chondrocytes primaires humains par I’IL-18.
Les résultats obtenus montrent que I’expression du SDC4 est induite de 3-fois et 4-fois (figure
27) dans les explants de cartilage et dans les chondrocytes traités par I’IL-1 par rapport aux

controdles traités par le PBS.
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Figure 27 : IL-1f induit I’expression du SDC4 dans les explants de cartilage et dans les
chondrocytes en culture. A. Les explants B. les chondrocytes en culture sont traités par IL-
18 (10ng/ml) ou le PBS (contréle) pendant 24h, Le taux d’expression d’ARNm de SDC4 est
déterminé par RT-PCR en temps réel. Les résultats sont normalisés par rapport au géne de
ménage de la protéine ribosomale S29 et sont présentés par rapport a I’expression obtenue
dans les contréles. Les données sont représentées sous la forme de moyenne + écart-type de 3
expériences distinctes. La significativité statistique est évaluée en utilisant le test t de Student.
* = p<0.05.

Afin de déterminer si Wnt-3a peut prévenir I’induction de I’expression de SDC4 et de
I’ADAMTSs4, des chondrocytes en culture ont été traités par Wnt-3a, IL-1B ou les deux
ensemble pendant 24h. L’analyse de I’expression des ARNm du SDC4 et de I’ADAMTSs4 par
RT-PCR en temps réel dans les chondrocytes traités et contrdles montre que Wnt-3a empéche
I’augmentation de I’expression des ARNm du SDC4 et de ’ADAMTSs4 induite par I’IL-1p
(figure 28). En effet, I’IL-1p induit de trois fois I’expression du SDC4 dans les chondrocytes
mais cette induction disparait en présence de Wnt-3a. De méme, I’IL-1B seule induit de six
fois I’expression de I’ADAMTs4 mais cette induction n’est plus que de deux fois seulement

en présence de Wnt-3a (figure 28).

105



Taux d’expression

SDC4 ADAMTS4

3 -
*
2,5 T 8
c *
2 - ° 7
-~ 15 £E£ 51
g X o 3
(7] 1 @ )
] T o 3
] * x ©
0,5 = 2]
©
b= 11 *
0 \Q ...... e Q ...... o - s P SS—— Ww .
L éé" T \V.'\ S = RN
oQ & X O O \\’ \\’
> ) x
¥) ‘:‘: < op
3 ¥

Figure 28 : Wnt-3a prévient I’induction de I’expression du SDC4 et de ’ADAMTSs4 par
IL-18. Les chondrocytes primaires ont été traités par Wnt-3a (100uM), IL-15 (10ng/ml),
Wnt-3a (100uM) plus IL-18 (10ng/ml) ou le PBS (contréle) pendant 24h. Le taux
d’expression des ARNm du SDC4, ADAMTs4 est déterminé par RT-PCR en temps réel. Les
résultats sont normalisés par rapport au géne de ménage de la protéine ribosomale S29 et
sont présentés par rapport a I’expression obtenue dans les chondrocytes contréles.

L’analyse de I’activité du promoteur du SDC4 dans les chondrocytes traités par Wnt-3a, IL-
1B ou les deux ensembles montre que Wnt-3a inhibe de 2-fois I’activité du promoteur, alors
que I’IL-1p8 induit de 2,5-fois I’activité promotrice. De fagon intéressante, Wnt-3a abolit
completement I’induction du promoteur par IL-1p (figure 29A).

Afin de déterminer si cet effet opposé de Wnt-3a a I’induction de ’ADAMTs4 et du SDC4
par I’IL-1p aurait des conséquences sur I’anabolisme des PGs, nous avons évalué la synthese
des PGs dans les chondrocytes traitées par Wnt-3a, IL-1B ou les deux ensemble par la
méthode de marquage des GAG au soufre radiomarqué. Les chondrocytes en culture ont été
cultivés pendant 24h dans un milieu de culture contenant du *S en présence de Wnt-3a, IL-1p
ou les deux ensembles. Aprés le traitement, les PGs du milieu extracellulaire ont été précipités
par la méthode du CPC et la quantité de **S a été évaluée. Les résultats obtenus montrent que
Whnt-3a inhibe de 20% I’anabolisme des PGs alors que I’ll-1f3 produit une forte inhibition
(75%) (figure 29B). En revanche, le traitement combiné par Wnt-3a et IL-1p produit une

inhibition de I’anabolisme des PGs d’environ 50% indiquant que Wnt-3a est capable de
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réduire I’inhibition de I’anabolisme des PGs induite par I’IL-18 probablement en réduisant

leur dégradation via sa capacité a inhiber I’ADAMTs4 responsable de la dégradation des PGs.
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Figure 29 : Wnt-3a prévient I’induction du promoteur du SDC4 et réduit I’inhibition de
I’anabolisme des PGs par IL-1f. A. Les chondrocytes transfectés par la séquence -
1500/+50 du promoteur du géne du SDC4 ont été traités par Wnt-3a (100uM), IL-1p
(10ng/ml), les deux ensembles ou par le PBS (contr6le) pendant 24h. L’activité luciférase
relative est le rapport de I’activité du plasmide contenant le promoteur sur I’activité du
vecteur pGL3-Basic apres normalisation. Les données sont représentées sous la forme de
moyenne * écart-type de 3 expériences distinctes. La significativité statistique est évaluée en
utilisant le test t de Student. * = p<0.05. B. L’anabolisme des PG est analysé par la méthode
d’incorporation du soufre radiomarqué. Les données sont représentées sous la forme de
moyenne * écart-type de 3 expériences distinctes. La significativité statistique est évaluée en
utilisant le test t de Student. * = p<0.05.
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Discussion

XT-I joue un réle clé dans la biosynthése des PGs en catalysant la premiére étape
d’assemblage des chaines de GAGs. Cette étape est supposée étre I’étape limitante et par
conséquent, elle contrdlerait la synthese des PGs : héparane - sulfate et chondroitine - sulfate.
Dans cette étude, nous avons analysé la régulation du gene XT-I dans les cellules
chondrocytaires primaires humaines par la cytokine pro-inflammatoire IL-1 3. Nous avons
montré, pour la premiére fois, que I'lL-1 3 module I'expression du géne de la XT-I d’une
maniere biphasique, une phase précoce d'induction et une phase tardive d’inhibition. Une
régulation biphasique similaire est observée au niveau de I’expression de I’agrécane suggérant
que les génes de la XT-1 et de I’agrécane sont régulés par les mémes facteurs de transcription.
En effet, le promoteur de I’agrécane contient plusieurs sites de liaison de Spl et AP-1
(Valhmu et al. 1998), de méme que le promoteur de la XT-I. Il faut noter que I’expression des
ARNmM de I’agrécane est inhibée par I'lL-1 3 a 12h alors que celle du géne de la XT-I est
inhibé a 24h, ce qui suggére que le gene de I’agrécane est plus sensible aux mécanismes de
répression que celui de la XT-I, ou qu’un inhibiteur spécifique de I’agrécane est activé
antérieurement par I’'lL-1 3. Des études supplémentaires sur la régulation du gene de
I’agrécane par I’'lL-1 3 seront nécessaires pour vérifier ces hypothéses. En revanche, la
synthese des PGs est augmentée a 6h et 12h, alors que I’expression des ARNm de I’agrécane
est élevée a 6h mais diminuée a 12h. Il faut noter que la synthese des PGs est mesurée
pendant les 6 derniéres heures du traitement (de 6h a 12h). Donc, il est raisonnable de
considérer que les différences trouvées entre la synthése des PGs et I’expression des ARNm
de I’agrécane sont dues au fait que I’expression des ARNm de I’agrécane est induite a 6h (la
syntheése des PG est mesurée de ce point jusqu’a 12h). Nous ne pouvons également pas
exclure que la surexpression des ARNm de la XT-1 observée a 6 et 12h peut induire une
augmentation du nombre de chaines de GAGSs sur la “core* protéine de I’agrécane. En effet, la
XT-1 catalyse I’étape limitante de la voie de synthése des PGs. En accord avec ces résultats,
nous avons récemment montré que la surexpression de la XT-I dans les explants de cartilage
et les chondrocytes induit une augmentation de la synthése des PGs. Inversement, I’inhibition
de I’expression de la XT-I par un siRNA produit une forte diminution de la synthése des PGs
(Venkatesan et al. 2012).
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En théorie, la surexpression de la XT-I et la stimulation de la synthése des PGs pendant la
phase précoce du traitement par I’'lL-13 des chondrocytes reflete une tentative par les
cellules de lutte contre la dégradation et la carence des PGs produites par la cytokine. De
méme, la surexpression des ARNm de la XT-I et de I’agrécane est observée dans le cartilage
arthrosique dans des zones proches des lésions caractérisées par une forte augmentation de la
synthese des PGs suggérant un effort effectué par les chondrocytes pour régénérer la matrice
extracellulaire au sein d’un environnement dégradé (Venkatesan et al. 2012). Cet effort peut
aussi expliquer le taux élevé de synthese des PGs mesuré dans l'arthrose précoce (Thompson
et al. 1990 ; Lafeber et al. 1992) ainsi que I'augmentation de I'expression de COL2A1 (Aigner
et al. 2006 ; ljiri et al. 2008).

Afin d’étudier le mécanisme moléculaire impliqué dans la régulation de I'expression du gene
de la XT -I par I'lL- 1 8 dans les chondrocytes, nous avons cloné 1,74 kb de la région 5’
promotrice du géne humain de la XT-1. L’analyse de la séquence en amont du site d'initiation
de la transcription a révélé que le promoteur de la XT-1 humain est riche en séquence CG, et
dépourvu de boites TATA et contient des sites de liaisons Sp1l.

Des promoteurs similaires sont trouvés dans un grand nombre de génes chez les mammifeéres
tels que ceux de la GICAT-I (Barre et al. 2006), de VIL2 (Gao et al. 2009) et des genes de
I'UDP-glucose déshydrogénase (Bontemps et al. 2003). L’analyse des délétions montre que
les 450 paires de bases a proximité de la région 5’ ne sont pas suffisantes pour conférer une
activité promotrice dans les cellules chondrocytaires. Cependant, cette séquence contient les
sites de liaison pour Spl (-125 a -40) indiquant que ces sites ne sont pas suffisants pour
induire une activité constitutive du promoteur et que les facteurs Spl peuvent interagir avec
d'autres facteurs pour induire I’activité. En effet, les promoteurs dépourvus de boites TATA
sont régulés par I’intervention des facteurs Spl. Ces derniers recrutent et interagissent avec
des facteurs de transcription généeraux pour initier I’activité promotrice (Barre et al. 2006 ;
Singh et al. 2012). Fait intéressant, la prolongation de la séquence du promoteur a -850 pb
pour contenir les sites de liaison pour le facteur AP-1 en position -590 et -640 confére une
forte activité promotrice suggérant que les sites AP-1 sont essentiels pour l'activité
constitutive du promoteur et qu’AP-1 coopére avec SP1 pour assurer une activité promotrice
optimale. L'analyse des réles respectifs des différents sites Sp1 sur I'activité du promoteur par
mutagenése dirigée montre que la perturbation du site de liaison Sp1-125 induit une forte
réduction de I’activité promotrice. De plus, la mutation du site Sp1-40 active le promoteur

suggérant que ce site agit en tant que répresseur du promoteur. La présence des sites de
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liaison Spl agissant comme activateurs et/ou répresseurs de l'activité du promoteur a été
récemment décrite pour le géne LEDGF/p75 (Singh et al. 2012).

Parmi la famille Sp, Sp1l et Sp3 sont exprimés d’une maniére ubiquitaire et ils peuvent se lier
a un élément similaire au niveau de I’ADN (Li et David J.R. 2010). La surexpression de Sp3
inhibe fortement I’activité du promoteur de la XT-1 et du promoteur muté au niveau du site
Sp1-40. En revanche, aucun effet inhibiteur de Sp3 n’est observé lorsque le promoteur est
muté au niveau du site Sp-125. Ceci suggére que les facteurs Spl et Sp3 se lient au méme site,
le site Sp1-125. Nous pouvons donc spéculer qu’il ya une compétition entre Spl et Sp3 pour
la liaison au niveau du site Spl-125 et que la surexpression de SP3 peut empécher le
recrutement de Sp1 sur ce site au niveau du promoteur. En effet, la précipitation des protéines
liées aux sites Spl du promoteur par la technique de pulldown en utilisant des sondes
biotinylées des sites Sp1 indique clairement que lorsque les chondrocytes sont traités par I’IL-
1 B pendant 24h, Sp3 se lie au site Sp1-125, probablement en déplagant le facteur Sp1l.
D’autre part, il a été montré que le traitement des cellules chondrocytaires par I’IL-1 3
pendant 24h induit une diminution de I’expression de Spl et une augmentation de celle de
Sp3 (Chadjichristos et al. 2003). Cette observation peut expliquer la répression du promoteur
de la XT-1 observée apres 24h du traitement par I’IL-1 3 . Ceci suggere que le ratio Sp3/Spl
détermine inhibition de la XT-I par I’'lL-1 3 & 24h et expliquerait également I’inhibition de
I’expression du gene de I’agrécane par cette cytokine. Un mécanisme similaire est décrit dans
le cas de la régulation du géne du COL2A1 par I’'IL-13 dans les chondrocytes
(Chadjichristos et al. 2003).

Nos résultats montrent que les deux sites de liaison du facteur AP-1 (AP-1-590 et AP-1-640)
et le site de liaison de Spl (Spl-125) sont essentiels pour I’activité basale du promoteur,
suggérant que les interactions entre les facteurs AP-1 et SP1 peuvent avoir lieu pour
accomplir une activité promotrice optimale. Il a été montré que la coopération entre Spl et
AP-1 est essentielle pour I’activité promotrice des genes codant pour I’Ezrine (Gao et al.
2009), les intégrines leucocytaires, le CD11c (Noti et al. 1996), et la loricrine (Jang et al.
2002). Cependant, le réle des éléments de réponse a AP-1 ne se limite pas a l'activité basale
du promoteur XT-1, mais il est également essentiel pour l'activité d’induction du promoteur
par I’lL-1 3. En effet, la mutagenese des sites de liaison AP-1 du promoteur de la XT-I
montre que les sites de liaison AP-1-640 et AP-1-1020, mais pas AP-1-590, sont importants
pour I’induction de I’activité promotrice par I’IL-1 3. De plus, la surexpression du facteur de

transcription AP-1 stimule fortement (50 fois) I'activité du promoteur de la XT-I.

111



En accord avec les résultats obtenus, les expériences de ChlP montrent que le recrutement du
facteur AP-1 (c-Jun) au niveau du promoteur de la XT-I augmente lors du traitement par I’IL-
1 3, indiquant que la cytokine stimule I'activité promotrice de la XT-1 en favorisant la liaison
du facteur AP-1. Nous avons montré que ce processus est médié par l'activation des voies
SAP/INK et p38, ainsi que le montrent leur phosphorylation suite a un traitement par I’IL-1 3
et apres utilisation des inhibiteurs spécifiques. L'analyse de la toxicité potentielle des
inhibiteurs des MAPK sur les chondrocytes par un test MTT montre que les inhibiteurs de
JNK, p38, et SP1 n’affectent pas de fagon significative la viabilité des cellules, ce qui indique
que les effets produits résultent de I’inhibition des voies de signalisation. L'activation du
promoteur de la XT-l1 par la voie de signalisation p38 est probablement due a la
phosphorylation de c-Fos par la MAPKp38. En effet, il a été démontré que p38 est capable
d'activer c-Fos (Monje et al. 2003, Tanos et al. 2005). Ainsi, cette voie agirait de fagon
concomitante avec l'activation de c-Jun par JNK.

Nos données montrent, pour la premiére fois, que la XT-I est une cible de la cytokine pro-
inflammatoire IL-13 et que les effets de cette cytokine son médiés par les voies de
signalisation JNK et p38 et par les facteurs AP-1 et Sp3 dans les chondrocytes primaires
humaines.

Dans les figures suivantes nous proposons un mécanisme pour I’induction et la répression de

I’expression du géne de la XT-I par I’IL-1 3 .
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Le traitement des chondrocytes a I'IL-1B conduit A Pactivation du facteur de transcription AP-1
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Le traitement des chondrocytes a I'IL-1B pendant 24 heures conduit a I'induction de ['expression
du facteur de transcription SP3 et a l'inhibition de I'expression de SP1

La fixation du facteur de transcription SP3 sur le site SP1-125 & [a place de SP1 et son
interaction avec AP-1 conduit a I'inhibition de I'activité du promoteur XT-I

113



Whnt-3a est un activateur bien caractérisé de la voie canonique dépendante de la B-caténine
(Shimizu et al. 1997). Wnt-3a est exprimé dans le cartilage articulaire et a un role établi dans
I’arthrose (Nakamura et al. 2005). Etant donnée I’importance de I’activité de Wnt-3a dans
I’arthrose et dans les mécanismes de différenciation et de dédifférenciation des chondrocytes,
nous avons étudié les voies de signalisation activées par Wnt-3a dans des chondrocytes
primaires en culture. Nous avons montré pour la premiére fois que le traitement des
chondrocytes humains primaires par Wnt-3a induit la phosphorylation des protéines kinase C,
des MAPK1 et 3 (ERK1/2) et de SAPK/INK en plus de I’activation de la p-caténine. Ce qui
est en accord avec une étude récente qui a montré que Wnt-3a est capable d’induire a la fois la
voie canonique induisant la prolifération chondrocytaire et les voies non canoniques
responsables de la dédifférenciation des chondrocytes (Nalesso et al. 2011).

Dans le cartilage, I’expression du SDC4 est augmentée dans les chondrocytes hypertrophiques
et son expression est élevée dans le cartilage arthrosique humain et dans des modéles animaux
d’arthrose (Barre et al. 2000 ; Echtermeyer et al. 2009). De plus, I’expression du SDC4 est
augmentée dans les chondrocytes traités par les cytokines inflammatoires IL-1B et TNF-a
(nos résultats), via I’activation du facteur de transcription NFxB.

Le SDC4 est impliqué dans la régulation de plusieurs voies de signalisation, dont la voie la
plus caractérisée est la voie de PKC, grace a son role de co-récepteur membranaire. Le rdle du
SDC4 est bien établi dans le développement et la différenciation chondrocytaire et son
implication dans les changements pathologiques du cartilage a été rapportée (Tkachenko et al.
2005).

Au cours de ce travail, nous avons étudié I’effet de Wnt-3a sur I’expression du SDC4 dans
des explants de cartilage et dans des chondrocytes primaires humains en culture. Nous avons
observé que le traitement des explants de cartilage et des chondrocytes et par Wnt-3a pendant
24h inhibe I’expression du SDC4 de 57% et 54%, respectivement. Nous avons également
montré que le traitement des chondrocytes par wnt-3a inhibe de 45% I’activité du promoteur
du géne SDC4 humain. Afin d’étudier le réle potentiel du SDC4 dans la régulation la voie de
signalisation de Wnt-3a dans les chondrocytes humains, son expression a été inhibée par la
technique d’ARN interférence. Nous avons montré que le SDC4 est indispensable a la
phosphorylation des kinases PKC, SAPK/INK, ERK1/2 et Akt. En effet, I’inhibition de
I’expression du SDC4 induit une disparition des formes phosphorylées de PKC et de
SAPK/JNK et une diminution significative des formes phosphorylées de ERK1/2 et de Akt
dans les extraits protéiques des chondrocytes transfectés par le siSDC4 par rapport aux
cellules transféctées par le si-contréle. La quantité de pB-caténine semble inchangée dans les
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extraits protéiques des chondrocytes transfectés par le siSDC4 par rapport aux cellules
transfectées par le si-contrdle. Nos résultats montrent également que Wnt-3a est incapable
d’activer les voies non canoniques dans les chondrocytes transfectéspar le siSDC4. La
phosphorylation de PKC, SAPK/JNK, ERK1/2 et Akt n’est pas induite par Wnt-3a dans les
cellules transfectées par le siSDC4 alors qu’elle est induite dans les chondrocytes transfectés
par le si-contr6le. En revanche, le traitement par Wnt-3a induit I’accumulation de la B-
caténine et inhibe sa phosphorylation dans les chondrocytes transfectés par le siSDC4 ou par
le si-contr6le. Ces résultats montrent clairement que le SDC4 est indispensable pour la
phosphorylation de PKC, SAPK/INK, Akt et ERK1/2 dans les chondrocytes. Nous pouvons
en conclure que I’'inhibition du SDC4 dans les chondrocytes pourrait conduire a une
dérégulation des voies de signalisation dépendantes de PKC, SAPK/INK, Akt et ERK1/2 et
par la suite a une dérégulation de I’expression des genes dépendants de ces voies de
signalisation.

Nous avons ensuite étudié I’effet de [I’inhibition du SDC4 sur la dedifférenciation
chondrocytaire induite par Wnt-3a, nous avons analysé I’expression des marqueurs de
différenciation des chondrocytes en particulier le collagene 11, la MMP13 et ’ADAMTs4
dans les chondrocytes transfectéspar les siSDC4 et si-controle, respectivement. Les résultats
obtenus montrent que I’inhibition du SDC4 induit une diminution de 50% de I’expression des
ARNmM du collagene 11 et augmente de 3,5 et 3 fois I’expression des ARNm de la MMP13 et
de ’ADAMTSs4, respectivement. Le traitement des chondrocytes transfectés par le siSDC4
par Wnt-3a n’induit aucun changement sur I’expression des ARNm du collagéne Il par
rapport aux cellules contréles. Au contraire, I’inhibition de SDC4 réduit I’effet inhibiteur de
Whnt-3a sur I’expression de la MMP13 et de ’ADAMTSs4.

Afin de confirmer I’importance du SDC4 dans les effets induits par Wnt-3a, nous avons
surexprimé le SDC4 par transfection des chondrocytes par un vecteur d’expression du SDC4,
le pCMV-SDC4. Nous avons observé que la transfection des chondrocytes par le pCMV-
SDC4 prévient I’inhibition par Wnt-3a de I’expression du collagene 11, alors qu’il est toujours
inhibé dans les chondrocytes transfectés par le pCMV-natif (controle).

Ces résultats montrent que Wnt-3a inhibe I’expression du collagéne Il via I’inhibition du
SDCA4. D’autre part, le fait que I’inhibition du SDC4 induit I’expression de MMP13 et de
I’ADAMTSs4 nous a poussé a nous demander si I’inhibition du SDC4 est un mécanisme par
lequel les chondrocytes s’opposent au déséquilibre entre voies canoniques et non canoniques
induit par Wnt-3a.
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L’activation et I’inhibition de la voie canonique de Wnt conduisent a une chondrodysplasie
avec une maturation retardée des chondrocytes (Enomoto-lwamoto et al. 2002 ; Akiyama et
al. 2004) et également & une dégenération du cartilage adulte (Chen et al. 2008 ; Koyama et
al. 2008 ; Zhu et al. 2008). 1l a été montré que la surexpression et la mutation de Wnt-5a, qui
active la voie Ca”*/CaMKII chez le poisson zébre et le xénope (Slusarski et al. 1997b ; Kiihl
et al. 2000), induisent une chondrodysplasie avec une prolifération réduite et une maturation
hypertrophique des chondrocytes chez I'embryon de souris (Yamaguchi et al. 1999; Yang et
al. 2003.). En outre, le traitement des chondrocytes par DKK-1, un inhibiteur de la voie
canonique de Whnt, induit une diminution drastique dans I’expression des génes du collagéne
Il, de I’agrécane, de SOX9, de la MMP13, et de ’ADAMTs4 dans les chondrocytes primaires
en culture (Nalesso et al. 2011), ce qui montre que la voie canonique est déja activée dans les
chondrocytes. Il a été suggéré que les voies canoniques et non canoniques s’inhibent
réciproquement I’une l'autre (Nalesso et al. 2011). Par conséquent, le blocage de la voie
canonique peut entrainer une dédifférenciation des chondrocytes en réprimant les voies non
canoniques. Des stimuli comme I'IL-1 et les charges biomécaniques qui régulent la voie
Ca®*/CaMKII peuvent influencer la signalisation de Wnt en changeant I'équilibre entre p-
caténine et CaMKI|I (Pritchard et al. 2006 ; Shimazaki et al. 2006). En raison de la complexité
des voies activées par la famille Wnt et les fonctions diverses que ces voies peuvent jouer, des
thérapies ciblées devraient étre développées. Afin de mieux comprendre les mécanismes
impliqués, nous avons cherché les voies responsables de I’inhibition du SDC4, de la MMP13,
du collagéne 1l et de ’ADAMTSs4 dans les chondrocytes primaires humains. Pour cela, nous
avons utilisé la méthode d’ARN interférence et des inhibiteurs pharmacologiques des
différentes voies de signalisation. L’inhibition de la voie canonique par des siRNA dirigées
contre la B-caténine (SICTNNB1) ou par I’inhibiteur biologique DKK-1, prévient I’inhibition
de la MMP13 et de I’ADAMTSs4 par Wnt-3a mais sans effet sur I’inhibition du SDC4 et du
collagéne 1l dans les chondrocytes. D’autre part, I’inhibition de MAPK1 (ERK2) et de
MAPK3 (ERK1) par ARN interférence (SiMAPK1 et siMAPK3) empéche I’inhibition de
I’expression du SDC4 par Wnt-3a. Ces resultats montrent que Wnt-3a inhibe I’expression des
MMPs par la voie canonique, alors qu’il inhibe I’expression du SDC4 via la voie ERK1/2,
Nous avons également remarqué que I’inhibition de PKCa et & et de MAPKL1 et 3 réduit
I’effet inhibiteur de Wnt-3a sur I’expression de la MMP13 et de I’ ADAMTSs4.

Afin de confirmer ces résultats, nous avons utilisé des inhibiteurs pharmacologiques des voies
de signalisation PKC (GO6976), ERK1/2 (PD184161) et JNK (SP60012). Les chondrocytes
en culture ont été traités par ces différents inhibiteurs avant le traitement par Wnt-3a. Les
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résultats montrent que I’inhibition du SDC4 et du collagéne Il par Wnt-3a est aboli en
présence des inhibiteurs des voies ERK1/2 (PD184161) et de JNK (SP60012). En ce qui
concerne MMP13 et ADAMTSs4, aucun de ces inhibiteurs n’empéche leur inhibition par Wnt-
3a. Ces résultats montrent que I’inhibition de la MMP13 et de I’ADAMTSs4 par Wnt-3a est f-
caténine-dépendante tandis que I’inhibition du SDC4 et du collagene Il est ERK1/2
dépendante.

Les protéines dishevelled (Dvl) sont des effecteurs intracellulaires de la voie Wnt et sont
parmi les rares intermédiaires de signalisation communs aux deux voies de signalisation Wnt,
canoniques et non canoniques. Les protéines Dvl ont aussi une capacité a former des
complexes multimériques, et cela peut étre induit par la signalisation Wnt (Schwarz-Romond
et al. 2005 ; Schwarz-Romond et al. 2007). Dans la voie canonique, ces multiméres sont
recrutés vers les récepteurs Wnt pour former des signalosomes, qui, a leurs tour, recrutent
I’ Axine et d'autres protéines qui inactivent le complexe de destruction de la B-caténine (Bilic
et al. 2007 ; Taelman et al. 2010). En outre, plusieurs études ont montré que Dvl est
phosphorylée non seulement en réponse a Wnt, qui stimule la voie canonique, mais aussi en
réponse a ceux qui, comme Whnt-5a, ne stabilise pas la p-caténine (Schulte et al. 2005 ; Bryja
et al. 2007). La phosphorylation de Dvl par Wnt peut se produire en I’absence d’une
stabilisation de la B-caténine et est indépendant des composants du récepteur LRP5/6
indispensable a la signalisation canonique de Wnt. Etant donnée I’importance des protéines
Dvl dans la signalisation canonique et non canonique de Wnt, nous avons étudié le rdle de ces
protéines sur I’inhibition de I’expression du SDC4, du collagene |1, de ’ADAMTs4 et de la
MMP13 par Wnt-3a. Nous avons observé que Wnt-3a inhibe MMP13 et ADAMTSs4 via Dvll
et DvI3 et le collagéne Il via DvI2. Ce qui montre que DvI2 régule la voie non canonique
dépendante du SDC4, probablement en interagissant avec ce dernier.

Nous avons montré que I’IL-1B induit I’expression du SDC4 et de ’ADAMTs4 (génes
régulés par la voie non canonique de Wnt-3a). Afin de déterminer si le traitement des
chondrocytes par Wnt-3a peut arréter I’induction de ces genes par IL-1p, des chondrocytes en
culture ont été traités par Wnt-3a, I’IL-1p ou les deux ensembles. L’analyse de I’expression
du SDC4 et de ’ADAMTs4 montre que Wnt-3a arréte I’augmentation par I’IL-1p de
I’expression du SDC4 et réduit fortement celle de ’ADAMTSs 4. L’IL-1B induit de trois fois
I’expression du SDC4 dans les chondrocytes mais cette induction disparait en présence de
Wnt-3a. De méme, I’IL-1f seul induit de six fois I’expression de ’ADAMTs4 mais de deux

fois seulement en présence de Wnt-3a. L’analyse de I’activité du promoteur du SDC4 dans les
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chondrocytes traités par I’'lL-1p et Wnt-3a montre que Wnt-3a est capable d’arréter
I’induction par IL-1f de I’activité du promoteur.

Nous avons ensuite montré que Wnt-3a est capable de réduire I’effet inhibiteur de I’IL-1f sur
I’anabolisme des PGs probablement en réduisant leur dégradation via sa capacité a inhiber
I’ADAMTSs4 responsable de leur dégradation.

Dans la figure suivante nous proposons un mécanisme des voies de signalisation activées par

Wnt-3adans les chondrocytes primaires humains.

SDC4 Dvi1

_pPKC | pERK12) B-caténine
\ ADAMTs4 "\
\ MMP13
\ SDC4
\ COL2A1

Au niveau des chondrocytes Wnt-3a induit I’activation de la voie canonique via Dvl1 et
DvI3 conduisant a I’inhibition de I’ADAMTs4 et de la MMP13. L’activation de la voie
non canonique via DvI2 et SDC4 conduit la phosphorylation des kinase PKC et ERK1/2
entrainant I’inhibition de I’expression du SDC4 et du Collagéne Il. L’inhibition du
SDC4 conduit par un mécanisme de feed back a la supression des effet de la voie non
canonique et a Il'augmentation de [I’expression de I’ADMTs4 et MMP13.
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Background: Xylosyltransferase I plays a critical role in proteoglycan synthesis.
Results: IL-1f3 cytokine regulates xylosyltranserase I expression into an early phase of induction and a late phase of repression

through AP-1 and Sp3, respectively.

Conclusion: AP-1 and Sp3 are key regulators of IL-13-mediated modulation of xylosyltransferase I expression.
Significance: Sp3 may be a putative target to prevent IL-13-mediated inhibition of proteoglycan synthesis during osteoarthritis.

Xylosyltransferase I (XT-I) is an essential enzyme of pro-
teoglycan (PG) biosynthesis pathway catalyzing the initial and
rate-limiting step in glycosaminoglycan chain assembly. It plays
a critical role in the regulation of PG synthesis in cartilage; how-
ever, little is known about underlying mechanism. Here, we pro-
vide evidence that, in human primary chondrocytes, IL-1( reg-
ulates XT-I gene expression into an early phase of induction and
a late phase of down-regulation. Based on promoter deletions,
the region up to —850 bp was defined as a major element of XT-I
gene displaying both constitutive and IL-1B-regulated pro-
moter activity. Point mutation and signaling analyses revealed
that IL-1B-induced promoter activity is achieved through AP-1
response elements and mediated by SAP/JNK and p38 signaling
pathways. Transactivation and chromatin immunoprecipita-
tion assays indicated that AP-1 is a potent transactivator of XT-I
promoter and that IL-13-induced activity is mediated through
increased recruitment of AP-1 to the promoter. Finally, we show
that Sp3 is a repressor of XT-I promoter and bring evidence that
the repressive effect of IL-13 during the late phase is mediated
through Sp3 recruitment to the promoter. This suggests that
modulation of Sp3 in cartilage could prevent IL-1 inhibition of
PG synthesis and limit tissue degradation.

Proteoglycans (PGs)? are a family of complex macromole-
cules present in the extracellular matrix and on the cell surface.
They are characterized by the presence of one or multiple gly-
cosaminoglycan (GAG) side chains covalently linked to a core
protein. The ability of GAGs to bind a wide range of ligands
such as cytokines, chemokines, growth factors, and enzymes
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confer to PGs a critical role in the regulatory network of the cell
(1). Thus, PGs are implicated in various physiological functions,
including cell signaling and morphogenesis, cell proliferation,
normal development, cellular cross-talk, and organization of
the extracellular matrix (2—4). It is noteworthy that the biolog-
ical activity of PGs is intimately related to the makeup of their
polysaccharide GAG chains. Indeed, defects in the assembly of
GAGs resulting from genetic mutations in glycosyltransferases,
which are involved in the biosynthesis process have severe bio-
logical consequences in both vertebrates and invertebrates
(5-9). In addition to genetic disorders, strong evidence sup-
ports the involvement of GAG defects in the pathogenesis of
several diseases, including arthropathies (10), atherosclerosis
(11), Alzheimer disease (12), and cancer (13, 14). In these path-
ological conditions, biosynthesis of GAGs is markedly affected
as a result of the altered function and/or regulation of synthetic
enzymes.

Synthesis of GAG chains of PGs is initiated by xylosyltrans-
ferase I (XT-I; EC 2.4.2.26), a glycosyltransferase that catalyzes
the transfer of xylose from UDP-xylose to specific serine resi-
dues in PG core proteins, forming the xylose 31-O-Ser struc-
ture which then gives rise to the linkage tetrasaccharidic
sequence GlcAB1,3GalB1,3Galp1,4XylB1-O-Ser. This oligo-
saccharide serves as a primer for chain elongation, forming
either heparan sulfate or chondroitin sulfate, depending upon
the addition of an GIcNAc or GalNAc residue, respectively. The
chains then polymerize by the alternating addition of GlcA and
GlcNAc or GalNAc residues and undergo modifications by
the cooperative action of multiple sulfotransferases and epi-
merases, thus generating binding sites for various ligands (15).
The XT-I enzyme has received much attention because it plays
a central role in GAG synthesis. Indeed, this enzyme catalyzes
the first and rate-limiting step in the biosynthesis pathway (16,
17) and is therefore considered as a regulatory factor of GAG
biosynthesis process. Accordingly, it has been shown that loss
of XT-I expression was associated with strong decrease in GAG
synthesis during arthritis development in rats, whereas high
expression of XT-I was associated with high rate of GAG syn-
thesis during cartilage repair in a rat model of cartilage regen-
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eration, suggesting that XT-I regulates GAG synthesis during
cartilage destruction and repair (18).

A hallmark of osteoarthritis (OA) is the marked increase in
proinflammatory cytokines mainly interleukin-1p (IL-10) that
inhibit PG synthesis and enhance degradation leading to carti-
lage depletion and erosion (19), and it has been shown that in
the earliest stages of OA, there is an increase in the rate of GAG
synthesis (20). However, in the later stages of the disease, the
GAG synthesis process progressively decreased leading to
increased loss of PGs and to cartilage degeneration. Of note, we
recently found that the level of XT-I expression in human OA
cartilage is correlated with the rate of PG synthesis and the
severity of tissue degeneration, suggesting that the quantitative
changes in XT-I expression might dictate the disease-related
variations in PG synthesis (21).

OA disease develops in the context of chondrocytes respond-
ing to a stress-associated, proinflammatory environment. Thus,
itis of particular importance to explore whether the expression
of XT-I, that regulates PG synthesis in cartilage, is affected by
the proinflammatory cytokine IL-1(, the main cytokine impli-
cated in OA disease and to determine the molecular mecha-
nism involved. Our results presented here reveal for the first
time that XT-I gene expression is regulated by IL-1f into an
early phase of induction and a late phase of down-regulation in
human primary chondrocytes. We cloned the human XT-I
gene promoter sequence and present evidence that both AP-1
and Sp1 transcription factors are required for basal promoter
activity and demonstrate that stimulation of XT-I promoter
activity by IL-1p is mediated through AP-1 response elements
and SAP/JNK and p38 signaling pathways. Furthermore, we
show that AP-1 transcription factor is a potent transactivator
of the promoter and provide evidence that IL-18 stimulation of
XT-I expression is mediated through increased recruitment of
AP-1 transcription factor to the AP-1 response elements of the
promoter. Moreover, we show that Sp3 transcription factor is a
repressor of XT-I promoter and provide evidence that the
repressive effect of IL-13 during the late phase results from
recruitment of Sp3 to a critical Sp1 binding site.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Chondrocyte Isolation and Culture—Primary chondrocyte
cells were isolated from cartilage samples taken from macro-
scopically normal areas of cartilage knee obtained from 13 indi-
vidual OA patients (mean age 65 * 9 years) undergoing total
knee replacement as described previously (22). This study was
approved by our local research institution (Commission de la
Recherche Clinique; registration no. UF 9757, CPRC 2004, Cel-
lules souches et chondrogéneése). The protocol conforms to the
ethical guidelines of the Declaration of Helsinki, and written
informed consent has been obtained from each patient. Cells
were maintained in DMEM-F12 medium supplemented with 2
mM glutamine, 100 wg/ml streptomycin, 100 IU/ml penicillin,
and 10% (v/v) fetal calf serum (Invitrogen) at 37 °C in a humid-
ified atmosphere supplemented with 5% CO,. Each of the indi-
vidual cultures was tested for its responsiveness to IL-18 and
TGEB by measuring the rate of PG synthesis before and after
cytokine treatment. Eight of the 13 chondrocyte cultures were
responsive to both cytokines. Three of them were selected and
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used in this study based on their high responsiveness to the
cytokines.

Cytokine Treatments—Human primary chondrocyte cells
were seeded onto six-well plates at 5 X 10° cells/ml in DMEM
F12 and allowed to grow to 80% confluence over 24 h. Cells
were then serum-starved for 24 h and treated either with IL-13
(10 ng/ml) or vehicle for 6 h, 12 h, and 24 h prior to PG synthesis
and XT-I expression analyses.

Proteoglycan Synthesis—Proteoglycan synthesis, as meas-
ured by ?*S-sulfate incorporation, was performed essentially as
described (23). Briefly, chondrocytes were cultured in six-well
plates in DMEM F-12 until 80% confluence and then radiola-
beled with 10 wCi/ml 3*S-sulfate (PerkinElmer Life Sciences)
for 6 h. Culture medium was collected and digested with papain
(1 mg/ml), and aliquots of *>*S-labeled GAGs were precipitated
by cetylpyridinium chloride and dissolved in scintillation fluid
(Ultima Gold, PerkinElmer Life Science). The radioactivity
associated with GAGs was measured by liquid scintillation
counting (Packard, Rungis, France).

Real-time Quantitative RT-PCR—Total RNA from chondro-
cyte cells treated or not with IL-13 was isolated using the
RNeasy kit (Qiagen, Hilden, Germany). The first strand cDNA
synthesis reaction was performed using 500 ng of total RNA
with oligo(dT) primer and Super Script Reverse Transcriptase
(Clontech, Mountain View, CA). Quantitative PCR was carried
out using SYBR Green Master Mix (Qiagen) and validated RT>
PCR primer set for human XT-I, aggrecan, sox9, COL2Al,
COL1A1, and ribosomal protein S29 (SuperArray Bioscience
Corp., Frederick, MD) with the use of LightCycler detection
system (Roche Applied Science). Cycling parameters were 15
min at 95 °C; 40 cycles of 15 s at 95 °C, 25 s at 55 °C, and 20 s at
72 °C. The specificity of PCR amplifications was examined by
agarose gel electrophoresis. Gene expression was determined in
triplicate in three separate experiments and normalized using
the housekeeping gene ribosomal protein S29. Analyses and
fold differences were determined using the comparative C,
method. Fold change was calculated from the AAC, values with
the formula 27 #4<%) and data are relative to control values.

Cloning of XT-I Promoter and Reporter Gene Constructs—
The human XT-I promoter region —1740 to +85 was amplified
from human genomic DNA by PCR using 5'-TAGATGG-
AGTCTTGCTCTGTAACCCAGGCTGG-3" (forward) and
5'-CTTCGGAGCGCGGCCGGCGAGCGAGGC-3' (reverse)
primers and Advantage GC 2 Polymerase Mix (Clontech). Var-
ious 5'-deletion fragments of the XT-I promoter were gener-
ated by PCR using sense and antisense primers containing an
adaptor with Nhel and HindlIII restriction sites at the 5'- and
3'-ends, respectively. Complete and truncated forms of XT-I
promoter were subcloned into the Nhel-HindIII sites of the
pGL3basic vector (Promega, Madison, WI).

Site-directed Mutagenesis—Site-directed mutagenesis of the
AP-1 and Spl1 sites in the pGL3(—1740/+85) XT-I promoter
reporter constructs were generated by site-directed mutagene-
sis using the QuikChange mutagenesis kit (Stratagene, La Jolla,
CA). The forward (F) and reverse (R) primers used for mutation
of AP-1 sites were as follows: AP-1 at —590 (mAP-1-590; 5'-
ACCGGGGATTGTGTGTGGTTCAGGAGTCACTCAC-3’
(F) and 5'-GTGAGTGACTCCTGAACCACACACAATCCC-
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CGGT-3' (R)), AP-1 at —640 (mAP-1-640; 5'-GGACCAGA-
GAAGTGGTTCAGTGAACACTTAG-3' (F) and 5'-CTAAG-
TGTTCACTGAACCACTTCTCTGGTCC-3" (R)), AP-1 at
1020 (mAP-1-1020; 5'-ATCCCGAGCCTTCTCTGAACCA-
GTCTTTCTGGT-3' (F) and 5'-ACCAGAAAGACTGGTTC-
AGAGAAGGCT-3' (R)), Sp1 at —125 (mSp1-125; 5'-TCCC-
CCAGGCCCCCAACTCTCCGCCTCGGCCCG-3" (F) and
5'-CGGGCCGAGGCGGAGAGTTGGGGGCCTGGGGGA-
3’ (R)) and Sp1 at —40 (mSp1-40; 5'GGTGTGGGGAGGGG-
TTGGGCGGCGGCGGCCCG-3' (F) and 5'-CGGGCCGCC-
GCCGCCCAACCCCTCCCCACACC-3" (R)). Final vector
constructs were sequenced to verify that no errors had been
introduced.

Expression Vectors—Vectors coding for the transcription fac-
tors c-Fos (pCMV-c-Fos) and ¢-Jun (pCMV-c-Jun) were kindly
provided by Dr. Bianchi (University of Lorraine). pSG-Sp1 and
pSG-Sp3 were constructed by the insertion of Sp1 and Sp3 cod-
ing sequence into pSG5 vector (Stratagene) and were described
elsewhere (24). pAP-1-Luc was from Stratagene and designed
to measure the activation of the AP-1 pathway.

Transient Transfection and Promoter Activity Assays—Hu-
man primary chondrocyte cells were seeded in 24-well plates at
the density of 4 X 10* cells/ml and grown under an atmosphere
ofat 37 °Cin 5% CO, to 80% confluence. Cells were then trans-
fected with 2 ug of XT-I promoter construct and 100 ng of
pRL-TK vector (Promega) using Exgen 500 reagent (Eurome-
dex, Souffelweihersheim, France) according to the manufactur-
er’s instructions. An additional 100 ng of vector expressing dif-
ferent factors was used when specified. The corresponding
empty vectors were used as control. Twenty-four hours after
transfection, firefly and Renilla luciferase activities in cells of
each well were measured with the Dual-Luciferase Assay
System (Promega) using a Berthold (Bad Wildbad, Germany)
luminometer. Luciferase activities were normalized to
pRL-TK vector activity and were expressed relative to the
basal activity of empty pGL3Basic vector. The data presented
were mean values (£ S.D.) of triplicates repeated in three
independent experiments.

To study the effect of IL-18 on promoter activity, cells were
transfected with promoter constructs then serum-starved over-
night and stimulated with IL-18 (10 ng/ml) for 12 h. When
indicated, cells were pretreated for 30 min with 10 um of MEK
(PD186161), 10 um of SAP/JNK (SP600125), 20 um of p38
(SB203580), 1 uM of Sp1 (WP 631), or 5 um of PKC (GO6976)
inhibitors (Merck Chemicals, Ltd, NG, UK). After treatment,
luciferase activities were measured as described above.

Chondrocyte Phenotypic Marker Analysis—Human primary
chondrocytes and fibroblasts were seeded in 24-well plates at
the density of 4 X 10* cells/well and grown at 37 °C under an
atmosphere of 5% CO, to 80% confluence. Expression of chon-
drocyte phenotypic markers, i.e. COL2A1, COL1A1, aggrecan,
and sox9 was analyzed by quantitative RT-PCR as described
above. Data expressed are relative to fibroblasts values.

Cell Viability—Cell viability was examined using a colori-
metric assay based on the methylthiazol tetrazolium (MTT)
labeling reagent. Cells (4 X 10*/well) were seeded in 24-well
plates in DMEM-F12 medium and cultured at 37 °C for 24 h.
Assays were performed according to the instructions and pro-
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tocol provided by the manufacturer (Sigma-Aldrich). Briefly,
culture medium was replaced by FBS-free DMEM-F12 contain-
ing 10 um MEK (PD186161), 10 um SAP/JNK (SP600125), 20
M p38 (SB203580), 1 um Spl (WP 631) or 5 um PKC (GO6976)
inhibitors. Dimethyl sulfoxide (vehicle) was used as a control.
Cells were incubated for 24 h at 37 °C, and then medium-con-
taining inhibitors were removed from each well, and 100 ul of
MTT solution was added. Cells were incubated at 37 °C for 4 h,
and MTT solution was aspirated, and 100 wl per well of
dimethyl sulfoxide was added to each well. Subsequently, the
cell viability was assessed by measuring the absorbance at 550
nm with the microplate reader Varioskan Flash Multimode
reader (Fisher Scientific). Results were compared with vehicle-
treated cells and expressed as percentage inhibition.

Western Blot Analysis—Total protein from chondrocytes
was extracted and quantified using the Bradford method (25).
Proteins (30 ug/lane) were separated on 10% SDS-PAGE gels,
transferred to a PVDF membrane (Millipore, Eschborn, Ger-
many), and subsequently blocked in PBS-Tween 20 containing
5% nonfat milk. Membranes were then incubated overnight
with primary antibodies directed against p44/42 MAPK, phos-
pho-p44/42, MAPK p38, phospho-p38, MEK1/2, phospho-
MEK1/2, SAPK/JNK, phospho-SAPK/JNK, c-Jun, phospho-
c-jun (Cell Signaling), Sp1, or Sp3 (Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg, Germany) followed by incubation with horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibodies. The blots were
then developed using LumiGLO™ according to the instruc-
tions of the manufacturer (Cell Signaling). B-Actin was used to
demonstrate equal protein load on gels.

ChiIP Assay—Human primary chondrocyte cells were grown
to 80% confluence in 15-cm plates and treated with IL-13 or
vehicle for 4 h. Cells were cross-linked, lysed, and enzymatically
sheared using the ChiP-IT Express kit according to the manu-
facturer’s instructions (Active Motif, La Hulpe, Belgium).
Chromatin immunoprecipitations were conducted with 7 ug of
sheared DNA and 3 ug of rabbit polyclonal anti-c-Jun antibod-
ies (Active Motif). Normal rabbit IgG antibodies were added in
the control conditions. The DNA in immunoprecipitates was
analyzed by PCR. The set of PCR primers used for the analysis
of the AP-1-590 site and the neighboring AP-1-640 site were
5'-CGGGGCCAGCCTTTGGGGCTTGCATCC-3' for sense
and 5-AGACCGGTTGGCAGGTGGACACGTGAG-3" for
antisense that recognize the —774 to —447 bp region. Primers
sets for the analysis of the AP-1-1020 were 5'-AAAGCACA
GCAGACAAGATGCGAAGCA-3' for sense and 5'-TCCTG-
AAGTCCCCCTTCCTGTCTGCAC-3' for antisense that rec-
ognize the —1185 to —805 bp region. PCR amplification prod-
ucts were analyzed on GelRed-stained 2% (w/v) agarose gels.

Pulldown Assay—Nuclear proteins (50 ng) from chondro-
cyte cells treated or not with IL-18 for 24 h were incubated with
100 pmol of biotinylated Sp1-125 probe (oligonucleotide —137
to —107), Sp1-40 probe (oligonucleotide —55 to —24), AP-1-
640 (oligonucleotide —654 to —624) or unrelated probe (con-
trol) in reaction buffer containing 0.05 mg/ml of poly(dI-dC),
10 mm Tris-HCI, pH 7.5, 0.5 mm dithiothreitol, 1 mm MgCl,, 0.5
mM EDTA, 4% glycerol, 50 mm NaCl. After 1 h of incubation at
room temperature, 100 ul of 4% streptavidin-agarose beads
(Sigma) were added to the mixture and then placed under rotat-
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FIGURE 1. IL-1B cytokine regulates XT-l and aggrecan mRNA expression
and PG synthesis. Human chondrocyte cells were treated with 10 ng/ml of
IL-1B for 6, 12, and 24 h, respectively, and XT-I (A) and aggrecan (B) mRNA
levels were determined by real time PCR as described under “Experimental
Procedures.” Results were normalized using the housekeeping gene ribo-
somal protein S29 and are expressed as relative expression compared with
that obtained with control cells. C, PG synthesis studied by [**S]sulfate incor-
poration in primary human chondrocytes treated with IL-18 for 6, 12, and
24 h. Data are expressed as mean = S.D. of three separate experiments. Sta-
tistical significance was evaluated using Student’s t test (¥, p < 0.05).

ing agitation overnight at 4 °C. Beads were then recovered by
centrifugation at 12,000 X g for 5 min at 4 °C and washed with
100 ul of PBS containing 0.5% Triton X-100 and 5 mm EDTA.
Proteins bound to the DNA probe were recovered after boiling
the beads for 5 min in 30 ul of Laemmli buffer. Protein identi-
fication was performed by Western blot using anti-Sp3 and
anti-c-Jun antibodies, respectively.

RESULTS

XT-I Gene Expression Is Regulated by IL-18 in Human Pri-
mary Chondrocyte Cells—Accumulating evidence indicates
that XT-I catalyzes a rate-limiting step in PG synthesis pathway
and plays a central role in the regulation of the PG synthesis
process both in physiological and physiopathological condi-
tions (18, 21, 26, 27). To understand the mechanism of IL-13-
mediated alteration of PG synthesis in OA disease and particu-
larly the role of XT-I in this process, we investigated the effect
of the cytokine on the expression of XT-I gene in human pri-
mary chondrocytes. Interestingly, the results revealed that
treatment of chondrocytes with IL-18 for 6 and 12 h increased
by 1.8- and 3-fold, respectively, the mRNA expression level of
XT-I gene, whereas a decrease of 50% was produced by the
cytokine when the cells were treated for 24 h (Fig. 14), indicat-
ing that IL-1p regulates the expression of XT-I into an early
phase of induction and a late phase of down-regulation. Like-
wise, aggrecan gene expression showed a similar biphasic reg-
ulation. Indeed, treatment of chondrocytes with IL-13 for 6 h
increased by 1.5-fold the aggrecan mRNA expression level,
whereas a decrease of ~20% was observed at 12 h, suggesting a
premature inhibition of aggrecan expression compared with
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that of XT-I, followed by a further decrease of 63% at 24 h of the
treatment (Fig. 1B). Analysis of the rate of PG synthesis during
IL-1B treatment of chondrocyte cells showed an increase of 1.6-
and 2.6-fold at 6 and 12 h, respectively, and a decrease of 55% at
24 h of treatment (Fig. 1C). Conceivably, the increased expres-
sion of both XT-I and aggrecan and of the rate of PG synthesis
at early phase of IL-18 treatment could be explained by the
efforts of chondrocytes to counteract loss of PG produced by
degradation.

To determine whether chondrocyte cells retained their phe-
notype in the culture conditions used, we analyzed the expres-
sion levels of chondrocyte phenotypic markers, i.e. COL2A1,
s0x9, and aggrecan in chondrocytes seeded at 4 X 10* cells/well
in a 24-well plate and grown to 80% confluency and compared
them with that found in human primary fibroblasts. The results
showed that chondrocytes expressed high level of aggrecan
(180-fold) and sox9 (140-fold) mRNA and exhibited high ratio
of COL2A1/COL1A1 mRNA (128) compared with fibroblasts
(0.2) (supplemental Fig. 1), indicating that these cells retained a
characteristic chondrocyte phenotype.

Functional Characterization of the Human XT-I Promoter—
To define the mechanism of IL-1f action, we investigated the
regulation of the XT-I gene promoter in human primary chon-
drocyte cells. For these purposes, the sequence of the XT-I pro-
moter region —1740 to +85 was cloned from human genomic
DNA by PCR as indicated in the “Experimental Procedures.” In
silico analysis of the promoter sequence using TFSEARCH soft-
ware revealed the presence of canonical Spl and AP-1 tran-
scription factor binding sites (Fig. 2) that might be potential
regulators of constitutive and induced expression of XT-I in
chondrocyte cells.

The —1740/+85 promoter sequence and a series of 5'-dele-
tion mutants were cloned upstream a firefly luciferase reporter
gene in pGL3 basic vector, and the constructs were transfected
into human primary chondrocyte cells cultured. The results of
Dual-Luciferase assays are shown in Fig. 3. The shorted con-
structs —100/+85, —270/+85, and —450/+85 showed a very
low promoter activity. However, when the length of the pro-
moter sequence was extended to —850 bp, a high promoter
activity was observed, suggesting that the sequence between
—850 and —450 bp contains elements that are essential for
basal activity of the XT-I gene promoter (Fig. 34). Similarly,
high promoter activity was observed for the —1230/+85 con-
struct; however, the sequence further away from —1230 exhib-
ited less promoter activity and contains possible negative regu-
latory elements (Fig. 3A). Interestingly, treatment with IL-18
for 12 h significantly increased (3 = 0.2-fold) the transcrip-
tional activity of the promoter construct —1740/+85 (Fig. 3B),
indicating that XT-I promoter activity is regulated by IL-1.
The stimulatory effect of IL-13 was also observed for the pro-
moter constructs —1230/+85 (2.2 = 0.2-fold) and —850/+85
(3 = 0.3-fold), whereas it was absent for the —450/+85 pro-
moter construct, indicating that deletion of the 5'-end to —450
completely abolished IL-1B-induced activity (Fig. 3B). Thus,
these results revealed that a sequence from —850 to —450 bp in
the promoter mediates IL-13-induced stimulation of XT-I gene
transcription.
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AGCCTCTGCCTCCTGGGTTCAAGAGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGATCAGGGGTGT
GTGCCACCATGCCCGGCTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGACGGGGTTTCACCATGTTGGCARGGCTG
ATCTCGAACTTCTGACCTCAGGTGATCCTCCTGTCTTGGCCTCCCAAAGTGCTGCGATTACAGGCATG
AGCCACCGCGCCCAGGCCTATCTCACTATATTTTAATGATTAACATCCACATCAGGCTTCTCTAGACC
TCAGGCTTGCTGAAGATGAGATTARACCTCATTCACCTTTGGATGCGTGCACCTGGCCCAGTGTCTGA
CACAAGCTTTGTATTCACGGATGCTTGTGGAGTGGATGAAACAATCTCTTCCCACTCCCTGCCTCATT
GTCTGATGAGCCTTCATTACACTCCACTTTCTTCTCTTTGTAAATTAGGATGAGGTGARARAGCACAG
CAGACAAGATGCGAAGCATTCACGCCAAGTCCTCAATTCACARACTGATTTGATCTGCTGTTGTATTC
CCAGAGTGCTAGGTCCCGTATGGGACACCAACGCCATCCCATATGCTCACTGTTCTGCGCTGCTGTGT
ATARAGCCCTGGGCAAGAGGACRAGGGAGGGAARAACCAGAAAGACTGAGTCAGAGAAGGCTCGGGAT
GAAATTTGAGTCCATTGGGATCATTCTGCCTAAACGACAGAGGAGAA%EE%%%EGCTCAGGGAGGAGT
CCTCCTCCTCCTGGCTCARGGTCACCGGGACAGACCAGTCAGGATGGGARAGRACTCCACTTTCARAGA
GCAAGACCTGTTTCCCCAGGACCTGGGCCCTGTGCAGACAGGAAGGGGGACTTCAGGATGGATGGGGA
AAAGGACACGCTGGGAGGCTGCGGGGCCAGCCTTTGGGGCTTGCATCCTGCGAAGGTTGAGTAACTCC
ACGGGTCTCCCTTTTGCCGCTATACCACTTGCCAACTGGGTTTGGAGTCTCTTGGCTTGTGAGTCCTC
AGGGACCAGAGRAGTGACTCAGTGAACACTTAGTACATCGTTGGCACCGGGGATTGTGTGTGATTCAG
GAGTCACTCACAGAG%%%@%%CTGATTARCTCCAGAAACTCACCCAAAGCCTCCTCCCCACS%E;?SA
AGCCCAGGATGAAGGGATCAGACTGTGGCTCTGACACTCCTGAAATGTTTCTCACGTGTCCACCTGCC
RAACCGGTCTGGTACCGACAGARGATCCCTGGACCGCGAACTCCGGGGCTAGGAGCTTCCTCCACGCAC
TGCCTCCTTCCAGCGGCCCACAGGGAAARCAGGACCTCGGGACCCCCTCTCTTCCTGACCTCCCCTGG
ATTCTGAGCGGGCCCACCCTCAACCAAAGGTCCCCTGTTTCGCGGCCCCTGCCTCTCTTTTTCCGCCT
TGGGAATTGTCCCCCTCGCCCCCCATCCTACTCCCACTACGTCCTGAGGGGTGTCTGTCTTCTCTGAT
CGCCCCCACCCCCTTCCTTTCCCTCCTCCTTTTCCTCCCTCGGCTCCTCCCCACGGCCCCGCCCTCTC
CGCCTCGGCCCGCGTCCCCCCGGCGCCTTCCCCATCACCCTCCCé?EEXéEGGGGACAGGGGTGTGGG
GAGGGGGGCGGCGGCGGCGGCCCGAGCGGGAGCCCGAGCGGCAGCCGE%E&%CGCGGGAGCTGCGGGG
AGCGCGGG&EE%ESCCGGAGCGTGCCGGGGTCCCCGCGCCTCGCTCGCCGGCCGCGCTCCGAAdi:]

FIGURE 2. Nucleotide sequence of the 5’-flanking region of the human XT-1 gene. The 5’-flanking region of the XT-I gene was cloned from human genomic
DNA as described under “Experimental Prcedures” and sequenced. The putative start site of transcription (+1) is indicated by an arrow. The translation
initiation ATG codon is boxed. Sp1 and AP-1 core sequences are underlined and in boldface type.

Spl1 Transcription Factor Regulates Human XT-I Basal Pro-
moter Activity—The —1740/+85 XT-I promoter fragment
contains Spl core motifs located at —125 bp (Sp1-125) and
—40 bp (Sp1-40) (see Fig. 2), all of which could potentially
interact with the Sp1 transcription factor. To investigate the
potential role of Sp1 in the function of the XT-I promoter, we
used bisanthracycline (WP631), a potent Spl inhibitor (35).
The presence of WP631 at a concentration of 1 uMm significantly
inhibited (90%) the basal promoter activity (Fig. 44), suggesting
an important role for Sp1 in basal promoter activity. Mutants of
each of Sp1 sites were generated by site-directed mutagenesis,
and the effect of the mutations on promoter activity was deter-
mined. Fig. 4B showed that disruption of Spl1-125 core
sequence resulted in a >80% loss of promoter activity, indicat-
ing that Sp1-125 site is critical for basal promoter activity. In
contrast, mutation of Sp1—-40 stimulated XT-I promoter activ-
ity by 66%, suggesting that this site may be essential for repres-
sion or attenuation of the XT-I gene expression (Fig. 4B).

IL-1B-induced XT-I Promoter Activity Did Not Involve Spl
Response Elements—To examine whether Spl regulatory ele-
ments in the human XT-I promoter are directly involved in
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IL-1B-induced promoter activity, chondrocyte cells were trans-
fected with —1740/+85 XT-I promoter construct harboring
Sp1-125 and Sp1-40 disrupted sites, respectively. The results
clearly showed that none of the Spl mutations prevented the
stimulatory effect of the cytokine (Fig. 4B). Indeed, Spl-mu-
tated promoter constructs exhibited similar induction levels
(3-fold) as wild-type promoter following IL-13 stimulation (Fig.
4B). Thus, these results provide evidence that Sp1 regulatory
elements are not required for IL-1B-induced promoter activity.

Both Basal and IL-1B-induced XT-I Promoter Activity Are
Mediated through AP-1—It is well known that IL-1p activates
the AP-1 signaling pathway in chondrocytes cells (28, 29). This
was confirmed in our study by using the pAP-1-Luc luciferase
reporter plasmid containing multiple copies of typical AP-1
binding sequence. Indeed, this reporter construct was activated
by ~3-fold upon treatment of transfected chondrocytes with
IL-18 (Fig. 5A). Interestingly, the —1740/+85 XT-I promoter
sequence contains three potential binding sites for the AP-1
transcription factor, which are located at positions —1020 (AP-
1-1020), —640 (AP-1-640), and —590 (AP-1-590), respec-
tively (see Fig. 2). Their implication in basal transcription
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FIGURE 3. Defining the human XT-I proximal promoter for constitutive
and IL-1B-induced activity. A, left, diagrams showing the 5’-deletion con-
structs of XT-I promoter linked to firefly luciferase reporter gene used for
transient transfections. Right, relative luciferase activity of XT-l promoter dele-
tion constructs and empty pGL3-Basic vector in human primary chondrocyte
cells. Relative luciferase activity is calculated as fold activation over that of
pGL3-Basic after normalization. B, human chondrocytes transfected with
5'-deletion constructs and pRL-TK vector were treated with IL-18 (10 ng/ml)
or vehicle for 12 h, and relative luciferase activity was determined as
described above. Relative luciferase activity is calculated as fold activation
over that of untreated cells. Data are expressed as mean = S.D. of three sep-
arate experiments (¥, p < 0.05).

and/or in the response of the promoter to IL-13 was investi-
gated by site directed mutagenesis. Mutation of AP-1-590
(mAP-1-590) or AP-1-640 (mAP-1-640) dramatically
reduced (81 and 90%, respectively) the basal promoter activity,
whereas mutation of AP-1-1020 (mAP-1-1020) produced
moderate (36%) inhibition compared with the two proximal
AP-1 sites (Fig. 5B). These results suggest that AP-1-590 and
AP-1-640 are critical for basal activity of human XT-I gene
promoter.

As a further step toward understanding the role of AP-1 in
the regulation of XT-I promoter activity, we investigated
whether it is involved in stimulation of promoter activity by
IL-1B. The results clearly showed that mutation of the AP-1-
590 did not prevent stimulatory effect of IL-18 on XT-I pro-
moter (Fig. 5B). Despite major reduction of the basal activity,
IL-1B significantly (~2-fold) induced the promoter activity.
However, mutation of AP-1-640 or AP-1-1020 completely
suppressed the stimulatory effect of IL-18 (Fig. 5B). These
results strongly suggest that IL-1B-induced XT-I promoter
activity is mediated through AP-1-640 and AP-1-1020
response elements.

AP-1 Transcription Factor Is a Transactivator of XT-I
Promoter—To obtain further evidence to support the impor-
tance of the AP-1 transcription factor in the activation of XT-I
promoter activity, we co-transfected the —1740/+ 85 promoter
construct with pCMV-c-Jun, pCMV-c-Fos and both vectors,
respectively, and analyzed the effect on the activity of the pro-
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FIGURE 4. Identification of functional Sp1 sites within human XT-I pro-
moter. A, chondrocyte cells were transfected with pGL-XT-I (—1740/+85)
reporter construct and then treated or not with 1 um WP631 (Sp1 binding
inhibitor). Twenty four hours later, cell extracts were assayed for luciferase
activity. Relative luciferase activity is calculated as fold change over that of
untreated cells. Data are expressed as mean =+ S.D. of three separate experi-
ments (¥, p < 0.05). B, point mutation analysis showing Sp1 site-dependent
transcriptional activity of the XT-l promoter in chondrocytes. Luciferase activ-
ity of the wild-type (WT) and its mutant construct (mSp1-125 and mSp1-40)
was measured in chondrocytes treated (12 h) with IL-18 or vehicle. Relative
luciferase activity is calculated as fold change over that of WT in untreated
cells. In IL-1B-treated cells, relative luciferase activity was determined as fold
activation over that of untreated cells. Data are expressed as mean = S.D. of
three separate experiments (¥, p < 0.05).

moter. pCMV empty plasmid was used as a control. Fig. 64
clearly showed that overexpression of c-Fos and c-Jun in pri-
mary chondrocytes enhanced the promoter activity by 11- and
10-fold, respectively. Interestingly, overexpression of both
c-Fos and c-Jun produced a strong activation (47-fold) of the
human XT-I promoter (Fig. 64). These results demonstrated
that the AP-1¢7""/<F° transcription factor is a potent activator
of the human XT-I promoter.

Endogenous AP-1 Directly Binds to the Cognate AP-1 Binding
Sites in the Human XT-I Gene Promoter in Vivo—Based on the
results above, we investigated whether AP-1 directly binds to
the promoter region of XT-I and whether treatment with IL-13
affects its DNA binding activity in vivo. Therefore, we examined
physical binding of AP-1 to the endogenous XT-I promoter
with endogenous c-Jun proteins by using ChIP assays. As
shown in Fig. 6B, the 327-bp (—774 to —447) of the XT-I pro-
moter fragment harboring AP-1-640 and AP-1-590 response
elements was detected from chromatin precipitated with
endogenous c-Jun antibody but not with control IgG. Similar
results were obtained for the 380 bp (—1185 to —805) of XT-I
promoter fragment encompassing the AP-1-1020 site (Fig. 6B),
indicating that AP-1 directly binds to the promoter region of
XT-I in vivo. Interestingly, the binding of c-Jun to the 327-bp
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FIGURE 5. AP-1 regulates both basal and IL-13-induced promoter activ-
ity. A, human chondrocyte cells were transfected with pAP-1-Luc (pCMV-(AP-
1);) and treated with IL-18 or vehicle for 12 h. Relative luciferase activity is
calculated as fold change over that of empty vector (pCMV). B, point mutation
analysis showing AP-1 site-dependent transcriptional activity of the XT-I pro-
moter in chondrocytes. Luciferase activity of the wild-type (WT) and its
mutant constructs (mAP-1-1020, mAP-1-640, and mAP-1-590) were meas-
ured in chondrocytes treated (12 h) with IL-18 or vehicle. Relative luciferase
activity is calculated as fold change over that of WT in untreated cells. Data are
expressed as mean = S.D. of three separate experiments (¥, p < 0.05; #, p <
0.05).

XT-I promoter fragment harboring the AP-1-640 and AP-1-
590 response elements was significantly increased in IL-1-
treated cells (Fig. 6B), indicating that the DNA binding activity
of AP-1 to the promoter is enhanced upon treatment with
IL-1p.

IL-1B-induced Activation of XT-I Promoter Is Mediated by
JNK and p38 MAPK—To investigate the signaling pathway that
regulates activation of the XT-1 promoter by IL-13, we analyzed
the phosphorylation status of JNK, ERK and p38 in human pri-
mary chondrocytes by Western blot. Fig. 7A showed that IL-13
treatment increased the levels of phosphorylated ERK and p38
within 5 min of treatment, reached a peak at 15 min, and was
evident until 2 h. Phosphorylation of JNK was prominent at 15
min, peaked at 30 min, and was strongly attenuated after 1 h of
treatment. The cytokine increased phosphorylation of c-Jun
within 15 min of the treatment and was evident until 2 h.

To determine whether MAPK pathways were involved in
IL-1B-induced XT-I activity, pharmacological inhibitors were
added 30 min prior to IL-1f treatment. Fig. 7B showed that the
PKC inhibitor (GO6976) and ERK 1/2 inhibitor (PD184161) did
not affect the stimulatory effect of IL-13 on the XT-I promoter.
In contrast, the JNK inhibitor (SP60012) and the p38 inhibitor
(SB203580) suppressed the activation of the promoter by IL-1f.
The results also showed that inhibition of MEK1/2 and of JNK
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FIGURE 6. c-Jun and c-Fos transactivate the XT-I promoter, and IL-1j
increases the AP-1 recruitment to endogenous XT-I promoter in chon-
drocyte cells. A, cells were transfected with the pGL-XT-I (—1740/+85)
reporter construct (2 ug) with 200 ng each of pCMV (empty vector), pCMV-c-
Jun, or pCMV-c-Fos or pCMV-c-Jun + pCMV-c-Fos expression plasmids. Rela-
tive luciferase activity is calculated as fold activation over that of pCMV empty
vector after normalization for Renilla luciferase activity. Values are expressed
as mean * S.D. of three separate experiments (¥, p < 0.05). B, chondrocytes
were treated with IL-18 (10 ng/ml) or vehicle for 4 h. ChIP with antibodies to
c-Jun or with rabbit preimmune serum (IgG) was performed with primers
specific to the region described under “Experimental Procedures.” The quan-
tity of each input DNA was initially measured equalized by O.D. A represent-
ative gel of three independent experiments stained by GelRed is shown.

reduced the basal activity of the promoter by 40 and 25%,
respectively (Fig. 7B). Together, these data indicated that JNK
and p38 MAPK, but not PKC and ERK plays an important role
inIL-1B-induced XT-I promoter activity. They also showed the
importance of MEK1/2 and of JNK in basal promoter activity.
Noteworthy, analysis of potential cell toxicity of MAPK inhib-
itors using a MTT assay showed that the PKC inhibitor
G0O6976 produced 25% lethality whereas, JNK, ERK, p38, and
Spl inhibitors did not significantly affect cell viability at the
concentrations used (supplemental Fig. 2).

Spl1 Activates and Sp3 Inhibits XT-1 Promoter Activity—Sp1
and Sp3 are ubiquitous transcriptional proteins that are highly
homologous and compete for the same DNA elements. Having
demonstrated the importance of Sp1 binding sites (Sp-40 and
Sp-125) in XT-I promoter activity, we next examined the effects
of Spl and Sp3 factors on the transcriptional activity of the
promoter. Therefore, chondrocyte cells were transfected with
the —1740/+85 XT-I promoter reporter construct along with
Spl or Sp3 expression plasmids. Empty pSG5 vector was used
as a control. As shown in Fig. 84, overexpression of Spl in
chondrocyte cells induced XT-I promoter activity by ~1.6-fold.
In contrast, overexpression of Sp3 caused a strong reduction
(4.4-fold = 0.2) in promoter activity, indicating that Sp3 acts as
a transcriptional repressor of the XT-I promoter.

IL-1B-induced Inhibition of XT-I Expression during the Late
Phase Is Mediated through Sp3 Recruitment to the Promoter—
The observation that Sp3 acts as a repressor of XT-I promoter
activity prompted us to investigate whether it is involved in
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FIGURE 7. IL-1B-stimulation of the XT-I promoter is dependent on activa-
tion of the SAP/JNK and p38 signaling pathways. A, chondrocyte cells
were stimulated with IL-18 (10 ng/ml) for 0-120 min, and protein lysates were
prepared and probed with the indicated antibodies. A representative immu-
noblot of three independent experiments is shown. B, chondrocyte cells were
transfected with the pGL-XT-l (—1740/+85) reporter promoter construct,
starved, and preincubated with dimethyl sulfoxide (Control) or specific inhib-
itors GO6976, PD186161, SB203580, and SP600125, respectively, for 30 min
before stimulation with IL-18 (10 ng/ml), or exposure to vehicle, for 12 h.
Relative luciferase activity is calculated as fold change over that of control in
untreated cells. Data are expressed as mean = S.D. of three separate experi-
ments (¥, p < 0.05; #, p < 0.05).

Control

IL-1B-induced inhibition of XT-I gene transcription observed
when chondrocytes were treated for 24 h with the cytokine. For
this purpose, we evaluated the binding of the Sp3 transcription
factor to Sp1 sites by biotin pulldown assay, as ChIP would not
be able to dissect out Sp3 binding to each Sp1 site (Sp-40 and
Sp-125) because DNA fragments obtained are limited to 200 to
300 bp. Pull-down was performed using nuclear extracts pre-
pared from chondrocyte cells treated or not with IL-13 for 24 h
together with Sp-125 and Sp-40 probes. Interestingly, the data
revealed that Sp3 binds to a Sp-40 site in non-treated cells sug-
gesting a role in the attenuation of basal promoter activity pre-
viously shown for this site (Fig. 8B). More particularly, the
results showed that IL-1p treatment led to recruitment of Sp3
to Sp-125 site and to an enhanced binding to the Sp-40 site (Fig.
8B), thereby indicating that IL-1B-induced inhibition of XT-I
expression is mediated through Sp3 occupancy of Sp-125 and
Sp-40 sites of the proximal promoter.

Next, we asked whether Sp3 interacts with AP-1, a major
transcriptional regulator of XT-I gene expression. We per-
formed biotin pulldown assays using AP-1-640 probes, con-
taining the AP-1-640 binding site, which is essential for pro-
moter activity and interacting with AP-1, together with nuclear
extract from chondrocytes treated or not with IL-1 for 24 h.
Interestingly, this showed that Sp3 was pulled down with the
AP-1 probe when nuclear extract from IL-13-treated cells was
used but not with nuclear extract from untreated cells (Fig. 8C),
indicating that Sp3 interacts with AP-1 following IL-1f treat-
ment. Collectively, these results convincingly demonstrated
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FIGURE 8. Antagonist role of Sp1 and Sp3 in the regulation of human XT-I
promoter activity. A, chondrocyte cells were transiently transfected with
pGI-XT-I (—1740/+85) reporter promoter construct with pSG5 (empty vec-
tor), pSG-Sp1, or pSG-Sp3 expression vectors. Relative luciferase activity is
calculated as fold change over that of pSG5 vector after normalization for
Renilla luciferase activity. Values are expressed as mean = S.D. of three sepa-
rate experiments (¥, p < 0.05). B, nuclear extracts (50 ug) prepared from cells
treated with IL-18 (10 ng/ml) or vehicle for 4 h were incubated with Sp1-125,
Sp1-40, or unrelated biotinylated probe (control) for 1 h at room tempera-
ture. C, nuclear extracts were incubated with AP-1-640 biotinylated probe or
unrelated probe (control) for 1 h at room temperature. The Sp1 and AP-1
probe-protein complex was then precipitated by addition of streptavidin-
agarose beads. Sp3 protein bound to the probe was determined by Western
blot using an anti-Sp3 antibody.

that the inhibitory effect of IL-183 on XT-I gene expression is
mediated through Sp3 occupancy of Sp1 sites and interaction
with the AP-1 transcription factor.

DISCUSSION

XT-I plays a key role in the biosynthesis of PGs by catalyzing
the first steps of GAG chain assembly. This step is suggested to
be rate-limiting and, therefore, may control synthesis of hepa-
ran sulfate and chondroitin sulfate PGs. In the present study, we
investigated the regulation of XT-I gene in human primary
chondrocyte cells by the proinflammatory cytokine IL-13 and
showed for the first time that IL-13 modulates the expression of
the XT-I gene in chondrocytes into an early phase of up-regu-
lation and a late phase of down-regulation. Similar biphasic
regulation was observed for aggrecan expression suggesting
that XT-I and aggrecan genes may be coordinately regulated by
the same transcription factors. Accordingly, aggrecan gene pro-
moter sequence contains several putative binding sites for Sp1
and AP-1 in its proximal region (36), as found in the XT-I gene
promoter. Noteworthy, expression of aggrecan was down-reg-
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ulated prematurely (12 h) compared with that of XT-I gene,
suggesting it may be more sensitive than XT-I gene to a similar
repression mechanism, or that specific aggrecan gene repressor
was induced earlier by IL-1. Extensive investigation of aggre-
can gene regulation by IL-13 would be required to test these
hypotheses. On the other hand, PG synthesis was increased at 6
and 12 h, whereas aggrecan expression was up-regulated at 6 h
but down-regulated at 12 h. Of note, PG synthesis was meas-
ured during the last 6 h of the treatment (spanning from 6 to
12 h), whereas aggrecan gene expression was measured at the
end of the treatment (12 h). Therefore, it can be reasonably
assumed that the differences exhibited between PG synthesis
and aggrecan gene expression could originate from the fact that
aggrecan expression was induced at 6 h (PG synthesis was
measured from this time point until 12 h). Also, we cannot rule
out that up-regulation of XT-I observed at 6 and 12 h may lead
toanincrease in the number of GAG chains that are initiated on
aggrecan core protein. Indeed, XT-I catalyzes a rate-limiting
step of PG synthesis pathway. Accordingly, we recently showed
that overexpression of XT-I in chondrocytes and cartilage
explants increased the level of PG-GAG synthesis. Conversely,
down-regulation of XT-I gene expression by siRNA produced a
strong decrease in PG-GAG synthesis (21).

Conceivably, the up-regulation of XT-I gene expression and
stimulation of PG-GAG synthesis during early phase of IL-13
treatment of human chondrocyte cells may reflect an attempt
by the cells to counteract PG degradation and depletion pro-
duced by the cytokine. Similarly, up-regulation of XT-I and
aggrecan expression was observed in OA cartilage in areas next
to lesions characterized by high increase in PG synthesis, sug-
gesting an effort from chondrocytes to regenerate extracellular
matrix within the degradative environment (21). This effort
could also explain the high rate of PG synthesis measured in
early OA (20) and in OA (30) cartilage as well as the increased
expression of COL2A1 (31, 32). To investigate the molecular
mechanism involved in the regulation of XT-I gene expression
by IL-18 in chondrocytes, the 1.74-kb 5'-flanking DNA of the
human XT-I gene was cloned and expressed as a functional
promoter in human primary chondrocyte cells. Analysis of
sequence directly upstream of the transcriptional initiation site
revealed that the human XT-I promoter is a GC-rich TATA-
less promoter containing proximal Spl-binding sites as
reported previously (24). Similar promoters are found in many
mammalian genes such as GIcAT-I (24), VIL2 (33), and UDP-
glucose dehydrogenase genes (34). Deletion analysis demon-
strated that the —450 bp of the immediate 5’-flank is not suffi-
cient to confer promoter activity in chondrocyte cells.
However, this sequence contains the proximal Sp1 binding sites
(—125 and —40) indicating that these sites per se were not suf-
ficient to achieve a constitutive promoter activity and suggests
that Spl may interact with other factors to promote activity.
Indeed, TATA-less promoters are regulated by the involve-
ment of Sp factors, which recruit and interact with specific
transcription factors to achieve promoter activity (24, 35).
Interestingly, extending the promoter sequence to —850 bp to
contain the two AP-1 binding sites at position —590 and —640
conferred high promoter activity suggesting that AP-1 sites are
critical for constitutive promoter activity and that AP-1 may
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cooperate with Spl to achieve normal promoter activity.
Accordingly, the AP-1-640 binding site was shown important
for constitutive promoter activity in chondrosarcoma (37).
Analysis of the respective roles of different Spl sites on pro-
moter activity by site-directed mutagenesis revealed that dis-
ruption of the Sp1-125 binding site resulted in strong reduc-
tion of promoter activity. Interestingly, mutation of the Sp1—40
site released the promoter activity showing that this site acted
as a repressor and suggesting that Sp1-40 and Sp1-125 bind-
ing sites within the XT-I promoter may recruit different factors
or co-factors. The presence of Sp1 binding sites, which act as
activators and/or repressors of promoter activity, was
described recently for the LEDGF/p75 gene (35).

Within the Sp family, Spl and Sp3 are ubiquitously
expressed, and both can bind to the same cognate DNA ele-
ment (38). Interestingly, overexpression of Sp3 strongly inhib-
ited XT-I promoter activity and a similar effect was observed
for the promoter construct mutated in the Sp1—-40. In contrast,
no inhibitory effect of Sp3 was observed when Sp-125 mutated
promoter was used, therefore suggesting that Sp1 and Sp3 fac-
tors bind to the same Sp1 site, Sp1-125. We can therefore spec-
ulate that competition between Sp1 and Sp3 for the binding at
the Sp1-125 site may occur and overexpression of Sp3 may
prevent Spl recruitment to the promoter. Importantly, it has
been shown that treatment of chondrocyte cells with IL-1f for
24 h led to down-regulation of Spl and up-regulation of Sp3
expression (39). This observation may account for repression of
XT-I promoter activity observed at 24 h of IL-13 treatment and
suggest that the Sp3/Spl ratio may mediate IL-1f3 inhibitory
effect on XT-I expression and could also account for IL-183
inhibition of aggrecan gene expression. Such a mechanism was
previously demonstrated for IL-1B-induced COL2A1 gene
transcription in chondrocytes (39). Interestingly, pulldown
assay analyses clearly indicated that when chondrocytes were
treated with IL-1 for 24 h, Sp3 binds to the Sp1-125 site prob-
ably by displacing Sp1 factor and represses the promoter.

Notably, our data revealed that the two AP-1 binding sites
(AP-1-590 and AP-1-640) and the Sp1 binding site (Sp1-125)
are essential for basal promoter activity, suggesting that syner-
gistic interactions between AP-1 and Sp1 factors may occur to
achieve promoter activity. Accordingly, cooperativity between
Spl and AP-1 is essential for genes encoding Ezrin (33), leuko-
cyte integrin gene, CD11c (40), and loricrin (41). However, the
role of AP-1 response elements is not restricted to basal pro-
moter activity but is essential for IL-1B-induced promoter
activity. Indeed, mutagenesis within AP-1 binding sites of the
XT-I promoter revealed that the AP-1-640 and AP-1-1020
binding sites, but not AP-1-590, are critically required for
IL-1B-mediated effects on XT-I promoter activity, demonstrat-
ing that these sites play a critical role in the activation of XT-I
promoter transcription via the IL-1B-induced pathway. Fur-
thermore, overexpression of the AP-1 transcription factor
strongly stimulated (50-fold) XT-I promoter activity.

Consistent with the results obtained by our reporter assays,
ChIP assays demonstrated that AP-1 recruitment to the XT-I
promoter is enhanced upon IL-1 treatment, indicating that
the cytokine stimulates XT-I promoter activity by promoting
the binding of AP-1 to the promoter. This process is mediated
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through activation of SAP/JNK and p38 pathways as demon-
strated by their phosphorylation following IL-1 treatment and
by using specific inhibitors. Interestingly, analysis of potential
toxicity of the MAPK inhibitors on chondrocyte cells by a MTT
assay showed that JNK, p38, and Sp1 inhibitors did not signifi-
cantly affect cell viability, indicating that the effects produced
were a result of signaling pathways inhibition. Activation of
XT-I promoter by p38 signaling pathways is probably due to
phosphorylation of c-Fos by p38 MAPKSs. Indeed, it has been
shown that p38 MAPKs are able to activate c-Fos (42, 43). Thus,
this pathway acts concomitantly with the activation of c-Jun by
JNK/MAPK, thereby contributing to the complexity of AP-1
driven XT-I gene transcription regulation. Our data identify,
for the first time, XT-I as a target of IL-1f3 signaling pathway
and evidenced the critical role for AP-1 transcription factor in
the induction and that of Sp3 in the repression of XT-I expres-
sion in human primary chondrocyte cells.
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Resumé : L'arthrose est caractérisée par une dégénérescence progressive du cartilage
articulaire. Elle est caractérisée par I’augmentation des cytokines pro-inflammatoires en
particulier Il'interleukine-1p (IL-1R) qui inhibe la synthése des protéoglycanes (PGs) et
augmente leur dégradation conduisant a I’érosion du cartilage. Cependant, les mecanismes
moléculaires de cette inhibition ne sont pas encore élucidés. Nous avons étudié I’effet de
I’IL-1R sur I’expression du gene de la xylosyltransférase | (XT-1), enzyme qui joue un rdle
essentiel dans la régulation de la synthése des PGs au niveau du cartilage. Nous avons
montré que I’IL-1R est capable de réguler I’expression de la XT-1 en deux phases : une
phase précoce d’induction et une phase tardive d’inhibition. L’étude de la régulation du
promoteur du géne humain de la XT-1 par I’lL-18 a permis de montrer que la phase précoce
d’induction est médiée par le facteur AP-1 alors que la phase d’inhibition implique le
facteur de transcription Sp3. Nous avons également étudié les mécanismes moléculaires
impliqués dans [I’inhibition de [I’anabolisme des PGs et de [I’induction de la
dédifférenciation chondrocytaire par Wnt3a. Nous avons montré que Wnt-3a inhibe
I’expression du PG, syndécan 4 dans le cartilage et dans les chondrocytes humain en
culture via la voie de signalisation non canonique, ERK1/2. Nous avons montré que
I’inhibition de I’expression du collagene Il par Wnt-3a est médiée par le syndécan 4 et que
ce dernier est essentiel a I’activation des voies non canoniques par Wnt-3a probablement
via une interaction avec la protéine régulatrice Dishevelled. Enfin, nous avons montré que
les effets délétéres de I’IL-1f sur les PGs et le collagéne Il sont atténués par Wnt-3a en
inhibant I’expression de I’ADMTS4 et de la MMP13.

Mots clés : Arthrose, Xylosyltransférase I, Wnt-3a, Syndécan 4, Cartilage.

Summary: Osteoarthritis is characterized by progressive degeneration of articular cartilage. It
is characterized by the increase in pro-inflammatory cytokines, in particular interleukin 1p
(IL- 1R ) which inhibits the synthesis of proteoglycans (PGs ) and increases their degradation
leading to erosion of cartilage. However, the molecular mechanism of this inhibition is not yet
elucidated. We studied the effect of IL-1B on gene expression of the xylosyltransferase | (
XT- 1), an enzyme which plays an essential role in regulating the synthesis of PGs in the
cartilage. We showed that IL-1R8 regulates the expression of the XT-I gene into two phases: an
early phase of induction and a late phase of inhibition. The study of the regulation of the
promoter of the human XT-I gene showed that the early induction phase by IL-18 is mediated
by AP-1 while the late inhibition phase involves the Sp3 transcription factor. We also
investigated the molecular mechanisms involved in the inhibition of PG anabolism and
induction of chondrocyte dedifferentiation by Wnt-3a. We showed that Wnt-3a inhibits
expression of the PG syndecan 4 in human cartilage and in cultured chondrocytes via the non-
canonical signaling pathway involving the kinase ERK1/2. We also showed that inhibition of
the expression of collagen Il by Wnt-3a is mediated by syndecan 4, probably via interaction
with a regulatory protein Dishevelled and that syndecan 4 is essential for non-canonical Wnt
pathway signaling. Finally, we demonstrated that the deleterious effects of IL-18 on PGs and
collagen Il are reduced by Wnt-3a by inhibiting the expression of ADMTS4 and MMP13.

Keywords : Osteoarthritis , Xylosyltransferase I, Wnt-3a, Syndecan 4, Cartilage
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