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Les pathologies articulaires sont un problème majeur de santé publique dans les pays 

occidentaux car elles touchent un nombre croissant d’individus, en raison de l’allongement de 

l’espérance de vie de la population. Les deux rhumatismes les plus fréquemment observés 

sont l’arthrose et la polyarthrite rhumatoïde, qui sont deux pathologies fondamentalement 

différentes sur le plan de leurs mécanismes physiopathologiques et de leur prise en charge. 

Cependant, le développement d’une inflammation articulaire est un processus commun, bien 

qu’il ait des causes, une intensité et un mode d’évolution distincts. 

L’arthrose est la maladie rhumatismale la plus fréquente. Elle touchait environ 15 % 

de la population mondiale en 1990, et devrait toucher 18 % de personnes en 2020 (30 % des 

plus de 75 ans) [pour revue voir (Chevalier X., 1999)]. C’est une pathologie caractérisée par 

une dégénérescence des structures cartilagineuses articulaires, qui peut être due à un 

déséquilibre des forces mises en jeu sur l’articulation, à un microtraumatisme, à une 

malformation, à des facteurs génétiques ou encore à une hypersollicitation (pratique intensive 

du sport, surcharge pondérale).  

La polyarthrite rhumatoïde (PR), quant à elle, est le rhumatisme inflammatoire le plus 

fréquent, qui touche entre 1 ‰ et 1 % de la population française (Alamanos Y. et Drosos 

A.A., 2005). C’est une maladie systémique du tissu conjonctif d’origine mal connue, 

caractérisée par une inflammation articulaire chronique, évoluant par poussées. Cette 

pathologie résulte d’un dysfonctionnement du système immunitaire, qui conduit à une 

inflammation articulaire et systémique et à la destruction du cartilage et de l’os. 

Face aux rhumatismes, les rhumatologues ont longtemps dû se contenter de traiter les 

symptômes douloureux grâce à des antalgiques ou à des anti-inflammatoires [pour revue voir 

(Chevalier X., 1999)]. Puis, les corticoïdes ont révolutionné la prise en charge des patients 

polyarthritiques. Cependant, leur utilisation chronique et/ou à forte posologie est limitée par 

l’apparition de nombreux effets indésirables. Plus récemment, le perfectionnement des 

prothèses de hanche ou de genou a permis de redonner espoir et mobilité à des personnes dont 

les destructions articulaires s’avèrent trop sévères.  

Du fait du caractère dysimmunitaire de la PR, des traitements à visée immunologique 

ont pu être développés. Il s’agit, d’une part, d’une utilisation rationnalisée de molécules 

immunosuppressives comme le methothrexate, l’azathioprine, ou le léflunomide, qui ne sont 

cependant pas dénuées d’effets indésirables. D’autre part, l’identification du facteur nécrosant 

les tumeurs (TNF-α) en 1990, puis la démonstration de son rôle physiopathologique clé dans 

le PR (Maini R.N. et al., 1994) a ouvert la voie à une nouvelle stratégie thérapeutique. Ceci a 

conduit au développement d’anticorps monoclonaux chimériques (infliximab) ou humanisés 
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(adalimumab) ou de récepteurs solubles (étanercept) capables de neutraliser la cytokine dans 

le milieu extracellulaire (anticorps, récepteurs solubles) ou sous sa forme membranaire 

(anticorps). Une stratégie comparable vis-à-vis de l’interleukine (IL)-1 a conduit à la 

commercialisation de l’anakinra, forme recombinante de son antagoniste naturel. Ces 

traitements ont permis d’améliorer nettement la qualité de vie des patients, même si les effets 

indésirables de ces traitements ne sont pas négligeables, notamment pour les anti-TNF-α : 

risque accru d’infections graves et de cancers [pour revue voir (Bongartz T. et al., 2006)]. 

D’autres molécules immunomodulatrices sont déjà commercialisées, avec pour objectif de 

réduire le nombre de lymphocytes B (rituximab, anticorps monoclonal chimérique anti-CD20) 

ou de prévenir l’activation des lymphocytes T (abatacept, mimétique du CTL4 empêchant 

l’interaction avec les cellules présentatrices d’antigènes). 

En combinant ces différents traitements, il devient possible de traiter plus de 50 % des 

patients polyarthritiques. 

 Dans la prise en charge thérapeutique de l’arthrose, d’autres molécules prescrites en 

complément des antalgiques et des anti-inflammatoires, ont été regroupées dans une nouvelle 

classe thérapeutique sous le vocable d’anti-arthrosiques d’action lente. Parmi ces 

médicaments, les plus souvent prescrits sont le sulfate de chondroïtine, les extraits 

insaponifiables d’avocat et de soja, l’oxacéprol, la diacérhéine, ou le sulfate de glucosamine 

[pour revue voir (Clayton J.J., 2007)]. Malgré leur mécanisme d’action variable et parfois mal 

connu, ces produits ont en commun la capacité d’inhiber certaines métalloprotéases 

matricielles (MMPs), voire de stimuler la production de facteurs de croissance comme le 

facteur de croissance transformant (TGF)-β. Certaines études cliniques, parfois controversées, 

suggèrent que ces molécules pourraient avoir un effet chondroprotecteur (Clegg D.O. et al., 

2006, Dougados M. et al., 2001, Maheu E. et al., 1998). 

Ce travail de thèse s’inscrit dans la recherche de nouvelles approches 

pharmacologiques susceptibles de prévenir les processus inflammatoires et/ou cataboliques 

observés au cours des rhumatismes inflammatoires. En effet, au cours de la polyarthrite 

rhumatoïde (PR), la synoviale (tissu qui tapisse la capsule articulaire) est le premier tissu 

touché par la réaction inflammatoire. Elle va produire massivement des cytokines pro-

inflammatoires comme l’interleukine (IL)-1β, l’IL-6 ou le TNF-α (Williams R.O., 2006) et 

des enzymes aux propriétés cataboliques, les MMPs, qui sont relarguées dans le liquide 

synovial (Burrage P.S. et al., 2006). Cette inflammation se propage alors aux tissus 

environnants, à savoir le cartilage et l’os sous-chondral. Le cartilage s’érode jusqu’à mettre à 
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nu l’os chondral, qui va également subir des modifications (remodelage, résorption osseuse, 

déminéralisation). 

L’étude des potentialités pharmacologiques offertes par les récepteurs nucléaires dans 

les pathologies articulaires, et notamment celle des récepteurs aux glucocorticoïdes (Morand 

E.F., 2007) ou aux proliférateurs de peroxysomes (Fahmi H. et al., 2001, Francois M. et al., 

2004, Sabatini M. et al., 2002) a montré des résultats encourageants. Cependant, peu d’études 

ont concerné les récepteurs aux rétinoïdes, dont font partie les RAR (Retinoic Acid Receptor) 

et les RXR (Retinoid X Receptor). Ces récepteurs sont subdivisés en trois isotypes (α, β et γ), 

produits à partir de trois gènes différents (Chambon P., 1996, Giguere V. et al., 1987, 

Petkovich M. et al., 1987). Pour chaque isotype, plusieurs isoformes différentes par leur 

région N-terminale existent. Elles sont produites par épissage alternatif et par l’utilisation de 

deux promoteurs différents. Comme pour tous les autres récepteurs nucléaires, l’activation des 

récepteurs par la fixation du ligand entraîne la liaison du complexe au niveau de sites 

spécifiques de l’ADN (RARE, Retinoic Acid Response Element, et RXRE, Retinoid X 

Response Element). Cette liaison va moduler la transcription de gènes cibles. Un autre mode 

d’action possible est l’inhibition de certains facteurs de transcription comme AP-1 (Nagpal S. 

et al., 1995, Pfahl M., 1993), NF-κB (Austenaa L.M. et al., 2004), et NF-IL-6 (DiSepio D. et 

al., 1997), par interaction physique des récepteurs aux rétinoïdes avec les facteurs de 

transcription, ou par blocage de leurs sites de liaison sur l’ADN. 

Les ligands de ces récepteurs, appelés globalement « rétinoïdes », sont des molécules 

dérivées de la vitamine A. Ils peuvent être classés en 2 groupes : 

- les rétinoïdes naturels : le rétinol (Vitamine A) ainsi que ses dérivés 

métaboliques : l’acide tout-trans rétinoïque (ATRA ou trétinoïne, agoniste 

pan-RAR), l’acide 9-cis rétinoïque (9-cis RA ou alitrétinoïne, co-agoniste 

pan-RAR et pan-RXR), l’acide 13-cis rétinoïque (13-cis RA ou isotrétinoïne, 

agoniste pan-RAR), le rétinaldéhyde (précurseur de la vitamine A sans 

propriété de fixation sur les récepteurs), ou encore des dérivés esters (formes 

de stockage inactives) comme le palmitate de rétinyle. 

- Les rétinoïdes de synthèse, agonistes sélectifs d’un isotype ou d’une isoforme 

de RAR ou de RXR, ou non sélectifs, comme l’acitrétine (Ro-101670, 

agoniste pan-RAR), le BMS-649 (agoniste pan-RXR), le tazarotène (agoniste 

RAR-β/γ), le 4-HPR (4 hydroxyphénylrétinamide, agoniste RAR-α/β), le 
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bexarotène (agoniste pan-RXR), le BMS-453 (agoniste RAR-α), le BMS-961 

(agoniste RAR-β) ou encore le BMS-753 (agoniste RAR-γ).  

Les rétinoïdes participent à un grand nombre de processus biologiques tels que 

l’embryogénèse, la reproduction, la vision, la croissance, l’inflammation, la différenciation, la 

prolifération et l’apoptose (Ross S.A. et al., 2000). Leurs propriétés différenciatrices et anti-

prolifératrices ont permis de développer des médicaments pour traiter des pathologies 

cutanées tels que le psoriasis, l’acné ou d’autres manifestations moins courantes comme 

l’hyperkératose épidermolytique ou l’érythrodermie congénitale ichtyosiforme non bulleuse. 

Les rétinoïdes ont également considérablement amélioré le pronostic vital des patients atteints 

de leucémie aiguë promyélocytaire, pathologie qui s’accompagne d’un défaut de 

différenciation des promyélocytes en myélocytes matures [pour revue voir (Mantadakis E. et 

al., 2008)].  

Les potentialités anti-inflammatoires des rétinoïdes ont été peu étudiées dans le domaine de la 

rhumatologie. Dans quelques études cellulaires, l’ATRA s’est avéré capable d’inhiber 

l’expression de la collagénase (MMP-1) et la synthèse de PGE2 dans des fibroblastes 

synoviaux de lapin stimulés par un ester de phorbol (Brinckerhoff C.E. et Harris E.D., Jr., 

1981) ou des fibroblastes synoviaux issus de patients polyarthritiques (Brinckerhoff C.E. et 

al., 1980). Dans des chondrocytes provenant de patients arthrosiques stimulés par de l’IL-1β 

ou du TNF-α (Ho L.J. et al., 2005), l’ATRA, comme plusieurs autres rétinoïdes (9-cis RA, 

13-cis RA, 4-HPR) ont inhibé l’expression du TNF-α, ainsi que la production des MMP-1 et -

13.  

Cependant, dans des modèles animaux d’arthrite, l’administration de rétinoïdes a conduit à 

des résultats très variables. Par exemple, le traitement de rates immunisées contre le collagène 

de type II par du 13-cis RA ou du 4-HPR aggrave la sévérité de l’arthrite (Trentham D.E. et 

Brinckerhoff C.E., 1982). En revanche, chez des rats induits par l’adjuvant complet de Freund 

(ACF), le 13-cis RA diminue la sévérité des lésions cliniques (score, œdème des pattes 

postérieures) et radiographiques, et inhibe la production de collagénase (Brinckerhoff C.E. et 

al., 1983). Il en est de même chez des rats sensibilisés contre les parois de streptocoques pour 

lesquels le 4-HPR inhibe également de la synthèse de médiateurs inflammatoires comme la 

PGE2 ou les MMPs dans la synoviale (Haraoui B. et al., 1985). Ces résultats ont été confirmés 

par l’équipe de Hanglow sur des rats induits par l’ACF et traités par du Ro-23-6457 ou du Ro-

23-2895 (Hanglow A.C. et al., 1990, Hanglow A.C. et al., 1989). Paradoxalement, les travaux 

de Beehler en 2003 ont montré que l’utilisation d’un antagoniste de RAR, le BMS-189453, 
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diminue également la production des MMP-1, -3 et -13 (Beehler B.C. et al., 2003) chez des 

souris induites par le collagène ou des rats sensibilisés contre les parois de streptocoques. Il 

faut cependant souligner que cet antagoniste de RAR maintient une activité anti-AP-1 

commune avec d’autres rétinoïdes, par laquelle il diminue la production des MMPs. 

Si les potentialités anti-arthritiques des rétinoïdes semblent réelles, elles dépendent 

fortement de l’agent inducteur de l’arthrite, du sexe de l’animal et surtout de la nature du 

rétinoïde utilisé, ou de sa spécificité de liaison aux récepteurs RAR et RXR. Ceci est bien 

illustré par le fait que, dans un même modèle, des effets comparables ont été obtenus avec un 

agoniste ou un antagoniste de la même cible pharmacologique RAR (Beehler B.C. et al., 

2004). 

Cependant, le fort pouvoir différenciateur cellulaire des rétinoïdes, en particulier au cours 

de l’embryogénèse, est susceptible de limiter leur utilisation thérapeutique en rhumatologie. 

En effet, un apport maternel trop important en vitamine A pendant la grossesse provoque de 

graves malformations osseuses chez le fœtus (malformations crânio-faciales, non fermeture de 

la fente palatine…). De même, lorsque des dérivés de la vitamine A sont administrés à des 

enfants ou des adolescents souffrant de problèmes dermatologiques (Yamauchi P.S. et al., 

2004), des anomalies d’ossification ou des altérations du cartilage peuvent survenir (suture de 

l’épiphyse, raccourcissement de la longueur des membres, augmentation du risque de 

fractures, diminution de la densité minérale osseuse, …) (Nesher G. et Zuckner J., 1995). De 

plus, il a été montré que les rétinoïdes favorisent l’apparition d’un phénotype fibroblastique 

sur des chondrocytes en culture, avec une diminution de l’expression des collagènes de type II 

et IX, et une augmentation de celle des collagènes de type I et III (Hering T.M., 1999). Les 

rétinoïdes promeuvent également l’acquisition d’une activité phosphatase alcaline dans les 

chondrocytes matures et stimulent l’expression de gènes impliqués dans le processus de 

minéralisation (Hering T.M., 1999). Ces effets potentiellement délétères pour les tissus 

articulaires apparaissent principalement lorsque les rétinoïdes sont administrés lors des phases 

de croissance tissulaire, ce qui limite leur utilisation chez la femme en âge de procréer et chez 

les enfants. Cependant, ces effets indésirables ne sont pas à craindre si le processus de 

croissance est terminé, ce qui est le cas dans les pathologies articulaires affectant les adultes. 

De plus, certains effets indésirables de type tératogène sont acceptables si l’efficacité des 

produits est démontrée. En effet, le risque tératogène peut être prévenu par l’utilisation d’une 

méthode contraceptive efficace, comme ceci est déjà le cas pour plusieurs traitements de 

référence de la PR, que sont le méthotrexate ou le léflunomide. Enfin, les effets néfastes des 

rétinoïdes pourraient être majoritairement dépendants de l’isotype RAR-γ (Elmazar M.M. et 
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Nau H., 2004), ce qui suggère que l’utilisation d’agonistes sélectifs des autres isotypes RAR 

permettrait de diminuer leur incidence. Notons cependant que les études de toxicité des 

rétinoïdes ont été réalisées sur des animaux alors que leur métabolisme est fortement variable 

d’une espèce à l’autre (barrière placentaire, clairance, métabolites produits…) (Soprano D.R. 

et Soprano K.J., 1995), ce qui limite l’extrapolation des données même si cela justifie le 

principe de précaution chez l’Homme. 

Dans ce contexte, nous avons choisi d’étudier l’effet de plusieurs rétinoïdes, agonistes 

des récepteurs RAR et/ou RXR, ou d’un isotype RAR donné, sur plusieurs paramètres de 

l’inflammation, et ceci dans des cellules représentatives des deux principaux tissus de 

l’articulation : les fibroblastes synoviaux et les chondrocytes. Dans les fibroblastes synoviaux, 

nous avons étudié l’impact des rétinoïdes sur l’expression de trois cytokines pro-

inflammatoires fortement exprimées au cours de la PR, le TNF-α, l’IL-1β  et l’IL-6, en 

utilisant l’IL-1β comme stimulus inflammatoire. Dans les chondrocytes, nous nous sommes 

principalement intéressés à leur effet sur la voie inductible de la NO synthase, voie de 

production de ce médiateur pro-inflammatoire très active dans ce type cellulaire, et sur 

l’expression et l’activité des MMPs, enzymes impliquées dans la dégradation de la matrice 

cartilagineuse. Afin d’essayer de comprendre les mécanismes moléculaires impliqués, nous 

avons exploré certaines voies de signalisation dont celles des MAPKs (mitogen-activated 

protein kinase), et des facteurs de transcription NF-κB, AP-1 et NF-IL-6.  

Compte tenu des antécédents de spécificité d’espèces dans la réponse 

pharmacologique à certains agonistes des récepteurs nucléaires, et de la seule démonstration 

des propriétés anti-arthritiques des rétinoïdes chez les rongeurs, nous avons essayé, dans la 

mesure du possible, de comparer les effets des molécules dans les cellules humaines ou de rat. 

En effet, l’exemple le plus connu est celui des fibrates, agonistes de PPAR-α, qui provoquent 

des hépatocarcinomes chez le rongeur, alors qu’ils sont faiblement hépatotoxiques et non 

cancérigènes chez l’Homme ou le lapin (Lake B.G., 1995). Un autre exemple dans les cellules 

articulaires est celui de l’effet des agonistes PPAR sur l’expression de l’IL-1Ra (antagoniste 

du récepteur à l’IL-1). En effet, les fibrates induisent l’expression de l’IL-1Ra dans les 

chondrocytes de lapin stimulés par l’IL-1 par un mécanisme PPAR-α dépendant (Francois M. 

et al., 2006), alors que dans les fibroblastes synoviaux de rat stimulés par cette même 

cytokine, elle est induite par la rosiglitazone par un mécanisme PPAR-β/δ dépendant (Moulin 

D. et al., 2005). Enfin, dans les fibroblastes synoviaux humains, les fibrates et la rosiglitazone 

n’ont aucun effet sur l’expression de l’IL-1Ra (données du laboratoire). 
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Notre travail de thèse a donc pour objectifs d’étudier et de comparer les effets anti-

inflammatoires des rétinoïdes dans les fibroblastes synoviaux et les chondrocytes de rat et 

humains. 
 

Ce manuscrit rassemble, dans une première partie, une synthèse bibliographique 

consacrée à l’articulation saine ou pathologique, aux principaux acteurs de la réaction 

inflammatoire articulaire, et enfin aux rétinoïdes et à leurs récepteurs. Puis, dans une 

deuxième partie, le matériel et les méthodes qui ont été employées au cours de ce travail 

seront détaillées, ensuite les principaux résultats obtenus seront présentés, et enfin une 

dernière partie conclura et discutera ces résultats. 
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Chapitre 1. L’articulation normale et pathologique 
 

1 Présentation générale 
 

En anatomie, le terme « articulation » désigne l'ensemble des moyens d'union de deux 

pièces du squelette entre elles.  

Les diarthroses, comme les articulations du genou ou de la hanche, représentent le type le 

plus complexe d'articulations, ce qui cadre bien avec leurs capacités fonctionnelles très 

élaborées. Elles possèdent en commun toute une série de structures comparables : os sous-

chondral, cartilage, membrane synoviale, qui sont agencées de façon variable en fonction des 

contraintes mécaniques à assurer. 

2 Le cartilage  
 

Le cartilage est un tissu conjonctif spécialisé, de consistance dure, mais non minéralisé, 

contrairement au tissu osseux. En condition physiologique, ce tissu n’est ni innervé, ni 

vascularisé. Cependant, le cartilage lésé lors d’une pathologie peut présenter des zones de 

vascularisation. Un seul type cellulaire, le chondrocyte, est présent au sein d’une matrice 

extracellulaire (MEC) abondante et complexe. Les chondrocytes sont en partie responsables 

de la synthèse ainsi que de la dégradation de cette matrice. Chez l'Homme adulte, on distingue 

trois types de cartilage (Mallein-Gerin F. et Van der Rest M., 1996) selon la composition de la 

matrice extracellulaire : le cartilage fibreux, ou fibrocartilage, qui constitue par exemple les 

disques intervertébraux, le cartilage élastique, que l’on retrouve par exemple au niveau des 

oreilles, et le cartilage hyalin, qui recouvre les surfaces articulaires. 

2.1 Structure et composition 

2.1.1 Aspect macroscopique 

 

Le cartilage articulaire normal apparaît blanc, brillant et légèrement translucide. Sa 

richesse en protéoglycanes (PGs) lui confère un indice de réfraction élevé qui rend les fibres 

de collagène invisibles, d'où son qualificatif de « hyalin ». L'épaisseur du cartilage varie d'une 

articulation à l'autre, mais également d’une zone à une autre dans une même articulation : 

chez l’Homme, elle est de l'ordre de 1 à 2 mm pour le poignet, de 2 à 4 mm pour la hanche, et 
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de 6 à 7 mm pour le genou. L’épaisseur du cartilage est proportionnelle aux contraintes 

mécaniques subies.  

2.1.2 Histologie du cartilage articulaire 

 

Le cartilage est composé de 2 éléments : les chondrocytes, qui représentent moins de 5 % 

du tissu, et la MEC (Figure 1). Le principal composant de cette matrice est l'eau (environ 75 

% de son poids), retenue en son sein grâce au pouvoir hydrophile des PGs.  

 

Figure 1 : Représentation d’un cartilage hyalin (A) et aperçu en microscopie optique après une 
coloration à l’acide périodique-Schiff (B). 
Le cartilage hyalin est un cartilage dont la composition biochimique de la MEC lui confère des 
propriétés mécaniques lui offrant la capacité de transmettre, d'amortir et de distribuer des charges 
extrêmement importantes grâce à une forte pression osmotique. Il assure le glissement des pièces 
osseuses entre elles avec un coefficient de friction très bas. Les chondrocytes sont peu abondants, 
mais de taille importante. Ce type de cartilage est retrouvé principalement au niveau des 
articulations.  
MEC : matrice extracellulaire. Grossissement X 400. Coloration à l’acide périodique-Schiff qui 
colore en rose-rouge l’acide hyaluronique et les glycoprotéines. 
D’après http://people.emich.edu/pbogle/PHED_200/outlines/chapter_05/outline.htm. 

 

Les éléments du cartilage sont assemblés selon une organisation bien définie. La 

composition et donc les propriétés de la MEC varient suivant son positionnement par rapport 

à la surface articulaire. Les chondrocytes eux aussi se positionnent différemment et présentent 

des activités métaboliques variables selon la couche cartilagineuse étudiée (Aydelotte M.B. et 

al., 1988, Aydelotte M.B. et Kuettner K.E., 1988). On distingue en effet 4 zones distinctes 

(Figure 2) : 
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Figure 2 : Représentation schématique des différentes zones du cartilage articulaire adulte. 
Le cartilage articulaire adulte est divisé en quatre zones selon le type et l'orientation des fibres de 
collagène, la quantité de PGs et d'eau, ainsi que la forme et l'activité des chondrocytes. L’épaisseur de 
ces différentes couches est variable selon l’articulation et l’espèce animale considérée (Hunziker E.B., 
1992), elle est en moyenne de 2 à 3 mm chez l’Homme et de 200 à 300 µm chez le lapin ou le rat. 
D’après l’Atlas de l'arthrose, J-P. Pujol, 1995 et www.labrha.com. 

 

- la zone superficielle, ou tangentielle, très fine. Elle est en contact avec le liquide synovial, et 

sert donc de surface de « glissement », tout en étant la zone la plus exposée aux contraintes 

mécaniques. Cette couche représente environ 5 à 10 % de la hauteur totale du cartilage 

(Figure 2). Cette zone peut elle-même être divisée en deux couches : (1) la zone directement 

en contact avec le liquide synovial, qui est composée d'un film de microfibrilles avec peu de 

PGs et aucune cellule ; (2) une zone plus profonde qui contient des chondrocytes plats et 

ellipsoïdaux, disposés parallèlement à la surface articulaire. Ces chondrocytes, deux à trois 

fois plus nombreux que dans les autres zones, synthétisent une plus forte quantité de collagène 

et une plus faible quantité de PGs que les chondrocytes des autres zones. Les concentrations 

en fibronectine et en eau y sont plus élevées. Les chondrocytes synthétisent du collagène de 

type I et III dont les fibrilles sont orientées parallèlement à la surface articulaire.  

- la zone intermédiaire ou de transition : elle constitue la deuxième couche du cartilage, 

formée de fibres de collagène de type II, IX et XI qui s'entrecroisent obliquement en un réseau 

non orienté, moins dense que celui de la zone superficielle. L'épaisseur de cette zone, la plus 

riche en PGs, représente environ 40 à 45 % de l'épaisseur totale du cartilage (Figure 2). La 

quantité d'eau est plus faible que dans la zone superficielle. Les chondrocytes, de forme 

arrondie et souvent groupés par deux ou trois (cluster), sont entourés d’une matrice 
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abondante. Ils sont plus actifs dans cette zone que dans la zone supérieure, comme l'indique la 

taille de leur réticulum endoplasmique et de leur appareil de Golgi. 

- la zone radiale ou profonde : elle contient également des fibres de collagène de type II, IX et 

XI, mais celles-ci sont orientées de façon perpendiculaire à la surface du cartilage. Les 

chondrocytes de cette zone sont présents en faible densité, arrondis et moins volumineux, 

orientés en colonnes radiales par rapport à la surface. Cette couche représente également 40 à 

45 % de l'épaisseur totale du cartilage (Figure 2). Cette zone contient la plus grande quantité 

de PGs et la plus faible proportion en eau. 

- la zone calcifiée : elle est en contact avec la plaque osseuse sous-chondrale à laquelle elle 

ancre le cartilage et représente entre 5 et 10 % de l'épaisseur totale du cartilage (Figure 2). 

Elle correspond à une zone où le cartilage est en voie de calcification et où les chondrocytes 

sont hypertrophiques et emprisonnés dans des logettes non calcifiées. Cette zone est 

quasiment dépourvue de PGs. Elle est séparée de la zone profonde par une couche protéique 

basophile appelée "tide-mark" (Fawns H.T. et Landells J.W., 1953). Cette couche protéique 

correspond à un enchevêtrement extrêmement dense de fibres de collagène. Elle contient 

également des cristaux d’hydroxyapatite et des amas calciques. Des petits canaux permettent 

le passage des nutriments depuis l’os sous-chondral vers la zone profonde non calcifiée 

(Fawns H.T. et Landells J.W., 1953). 

2.1.3 Composition 

2.1.3.1 La matrice extracellulaire 

 

La MEC est principalement constituée d’eau (65 à 80 %), de collagènes (10 à 30 % du 

poids humide du cartilage), de PGs (5 à 10 % du poids humide du cartilage), de hyaluronate, 

et, en quantité moins importante, de protéines non-collagéniques et de lipides (Kuettner K.E. 

et al., 1991) (Figure 3). La composition, l’organisation, ainsi que les interactions des 

macromolécules de la MEC confèrent au cartilage ses propriétés biomécaniques.  
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Figure 3 : Le chondrocyte et sa matrice extracellulaire.  
Le cartilage est composé d'un seul type de cellule : le chondrocyte. Celui-ci produit une matrice 
cartilagineuse composée de fibres de collagène de type II, IX et XI, de protéoglycanes (agrécane, 
biglycane, décorine, fibromoduline), et diverses autres protéines. 
D’après (Mallein-Gerin F. et Van der Rest M., 1996). 

2.1.3.2 Les collagènes 

 

Parmi les collagènes du cartilage, on retrouve principalement le collagène de type II 

(environ 85 % du collagène total), et de façon accessoire les collagènes de type IX (3 %), X (4 

%), XI (5 %), et VI (4 %). Le réseau est formé de collagène de type fibrillaire (types II, VI et 

XI) ou non fibrillaire (types IX et X). Le collagène de type I est absent du cartilage hyalin, 

bien qu’il représente 90 % du collagène total d’un vertébré. 

Le collagène de type II est le collagène le plus représenté au sein du cartilage mature 

(Corvol M.T., 1996). Il forme un réseau dense dont les mailles emprisonnent les agrégats de 

PGs, ce qui limite l’entrée d’eau dans le tissu. C’est le principal responsable de la résistance 

aux forces de traction et de compression, ainsi que du maintien de la forme et de la structure 

tissulaire. 

Le collagène de type VI stabilise l’interaction collagène/PGs et interagit avec les 

molécules de hyaluronate (Ayad S. et al., 1989) pour favoriser les relations cellule/matrice. 

Le collagène de type IX stabilise l’interaction avec les PGs (Olsen B.R., 1997) et favorise 

la croissance latérale des fibres de collagène de type II.  
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Le collagène de type X est retrouvé en petites quantités dans le cartilage adulte normal 

(Robins S.P., 1988), et il est principalement localisé dans les zones hypertrophiques du 

cartilage, les métaphyses (région intermédiaire des os entre diaphyse et épiphyse) et les sites 

de fracture (Schmid T.M. et al., 1990). Son rôle est encore mal connu, mais il pourrait 

intervenir dans la croissance et la calcification du cartilage (Eyre D.R. et al., 1992, Mayne R. 

et Brewton R., 1993).  

Le collagène de type XI polymérise avec le collagène de type II, et interagit avec 

l’héparane et l’héparine sulfate pour réguler le diamètre des fibres de collagène II (Eyre D., 

2002). 

2.1.3.3 Les protéoglycanes (PGs) 

 
Les PGs contribuent à la répartition des contraintes mécaniques sur une surface maximale 

de l’os sous-chondral (Laasanen M.S. et al., 2003).  

Ils sont classés en deux catégories selon leur poids moléculaire : 

Les PGs de haut poids moléculaire, formant de larges agrégats, comme par exemple, 

l’ agrécane. Celui-ci représente environ 90 % des PGs. Il possède une protéine axiale 

d’environ 220 kDa, sur laquelle sont fixés, par des résidus sérine ou asparagine, plus d’une 

centaine de chondroïtines sulfate, une trentaine de kératanes sulfate, et quelques 

oligosaccharides, ce qui lui confère une masse totale d’environ 2200 kDa (Poole A.R., 1986, 

Watanabe H. et al., 1998). L’agrécane se lie aux acides hyaluronique de façon non covalente 

par l’extrémité N-terminale, et cette structure est stabilisée par la présence d’une protéine de 

liaison (Figure 3). Plus de 300 molécules d’agrécane peuvent s’associer autour du squelette 

d’acides hyaluroniques (HA), et l’ensemble peut atteindre 10 µm (Buckwalter J.A. et al., 

1985), maintenu grâce au réseau de fibres de collagène (Hardingham T.E. et Fosang A.J., 

1995). Ces PGs, du fait de leur fort poids moléculaire, jouent un rôle majeur dans les 

propriétés biomécaniques du cartilage (amortissement des chocs notamment). 

Les PGs de faible poids moléculaire, tels la décorine, le byglicane, ou la fibromoduline, 

représentent environ 3 % du tissu cartilagineux (Huber M. et al., 2000), mais ils ne sont pas 

spécifiques du cartilage.  

2.1.3.4 Les protéines non collagéniques 

 

Les protéines non collagéniques et non protéoglycaniques ont été plus particulièrement 

mises en évidence dans le cartilage hypertrophique. Elles jouent un rôle important dans les 
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interactions entre les chondrocytes et la matrice extra-cellulaire (Okimura A. et al., 1997) car 

elle possèdent  une séquence RGD (arginine, glycine, acide aspartique) commune, qui 

constitue un domaine de liaison aux intégrines (Heinegard D. et Oldberg A., 1989, Peyron J. 

et Stanescu V., 1994). Les plus abondantes sont la thrombospondine et la fibronectine, 

l’anchorine II [qui se comporte comme un mécanorécepteur (Mollenhauer J. et al., 1984)], la 

protéine de liaison de l’agrécane sur le hyaluronate, la chondrocalcine [impliquée dans la 

minéralisation du cartilage calcifié (Van der Rest M. et al., 1986)] et la COMP (cartilage 

oligomeric matrix protein). 

2.2 Rôles du cartilage 

 

Le cartilage soutient, de manière ferme et flexible à la fois, les pièces osseuses qui 

s’articulent entre elles. Les deux principaux rôles du cartilage sont de : 

- absorber les compressions qui s’exercent à l’intérieur des cavités articulaires et 

répartir les pressions. Ainsi, les contraintes mécaniques imposées à l’articulation 

sont diminuées. 

- permettre le glissement des pièces de l’articulation, en fournissant une surface 

articulaire lisse. 

L’orientation des fibres de collagène parallèlement à la surface articulaire contribue fortement 

aux propriétés mécaniques du tissu en apportant une plus grande résistance aux tensions et 

aux pressions qu’au niveau des zones plus profondes. Cette zone protège le cartilage profond 

des forces de déchirement générées lors de l'activité articulaire (Roth V. et Mow V.C., 1980). 

La suppression de cette zone, chez l'animal, augmente la perméabilité du tissu et la charge 

supportée par la MEC sous-jacente durant la compression. En outre, la surface articulaire 

limite l'accès du cartilage au système immunitaire, bloquant entre autre la pénétration des 

immunoglobulines. Une déchirure de cette zone peut donc libérer des constituants natifs ou 

dégradés du cartilage (néo-épitope), stimuler le système immunitaire et induire à plus ou 

moins long terme une dégradation du cartilage. 

2.3 Physiologie chondrocytaire 

2.3.1 Généralités 

 

Le chondrocyte tire son nom du grec : chondros (χουδρο), qui signifie « cartilage » et 

kytos (χντος), qui signifie « cellule ». Littéralement, le chondrocyte est donc la « cellule du 
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cartilage ». Ces cellules d’origine mésenchymateuse sont de forme sphérique et elles sont 

volumineuses. Elles sont hautement différenciées et spécialisées. Elles mesurent de 10 à 40 

µm de diamètre (Stockwell R.A. et Meachim G., 1973), et représentent environ 5 à 10 % du 

volume du tissu dans le cartilage articulaire adulte humain (Stockwell R.A., 1967). Elles sont 

agencées par une ou deux cellules au sein de logettes appelées « chondroplastes », au sein 

desquelles les chondroblastes, futurs chondrocytes, se différencient. Ces logettes sont situées 

à la base de la masse cartilagineuse dure, près de la tête de l’os.  

Les cellules sont entourées d’une membrane cytoplasmique très irrégulière, présentant de 

nombreuses microvacuoles, et de nombreux prolongements qui leur permettent de s’ancrer à 

la MEC (Figure 4). Leur noyau est volumineux, arrondi, et nucléolé dans la région centrale. 

Leur cytoplasme contient un réticulum endoplasmique rugueux et un appareil de Golgi de 

taille correspondant à leur activité métabolique (qui est fonction de leur localisation au sein du 

cartilage) (Horwitz A.L. et Dorfman A., 1968, Revell J.P. et Baldwin J.A.S., 1963). Ils 

renferment un nombre important de granules de glycogène, ainsi que des lysosomes capables 

de renouveler les composants de la MEC (Dingle J.T., 1975). Les mitochondries sont peu 

nombreuses, ce qui est cohérent avec la faible activité respiratoire de ces cellules qui sont 

localisées dans un environnement anaérobie.  

Les cellules présentent deux stades de prolifération : 1) lors de la phase de croissance du 

cartilage (chez l’enfant, dans certaines conditions pathologiques, ou lors de la mise en culture 

in vitro des chondrocytes), les cellules sont actives et prolifèrent en mode axial (ligne droite) 

ou coronaire (cercle) ; 2) à l’âge adulte, les cellules cessent de proliférer, puis le nombre de 

chondrocytes diminue avec l’âge. Les cellules passent alors du stade de cellule active, 

volumineuse, au stade de cellule de réserve et enfin au stade de dégénérescence ou de nécrose.  
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Figure 4 : Vue au microscope électronique d’un chondrocyte et représentation schématique d’un 
chondrocyte et de son contenu au sein de sa matrice extracellulaire.  
Le chondrocyte est l’unique type cellulaire présent dans le cartilage. C’est une cellule d’origine 
mésenchymateuse, volumineuse et sphérique. Elle est active et prolifère pendant la phase de 
croissance du cartilage, puis elle cesse de proliférer et entre finalement en phase de dégénérescence 
ou de nécrose. Cette cellule contient un noyau volumineux, un cytoplasme riche en granules de 
glycogène, des lysosomes capables de renouveler les composants de la MEC. Les mitochondries sont 
peu nombreuses, puisque le mode énergétique de ce type cellulaire est essentiellement anaérobie. Son 
environnement présente des particularités : pH acide, pression osmotique élevée, faible tension en 
oxygène, peu de contacts intercellulaires. 

2.3.2 Métabolisme chondrocytaire 

 

La particularité de ces cellules est de se trouver dans un environnement au pH acide, où la 

pression osmotique est élevée, et la tension en oxygène faible, ce qui est dû à l’absence de 

vascularisation du cartilage. Le gradient de pression partielle en oxygène diminue 

effectivement avec la profondeur du cartilage. Le métabolisme des chondrocytes est donc 

majoritairement anaérobie (Aydelotte M.B. et al., 1998, Muir H. et Hardingham T.E., 1986). 

Plus le chondrocyte est proche de la surface articulaire, plus son métabolisme est dit 

« mixte », c'est-à-dire un mélange entre glycolyse anaérobie et phosphorylation oxydative. Le 

substrat énergétique préférentiel du chondrocyte est donc le glucose (Goldring M.B., 2006). 

2.3.3 Nutrition du chondrocyte 

 

Le chondrocyte étant situé dans un environnement dépourvu de vascularisation et de 

vaisseau lymphatique, il se nourrit par imbibition par le liquide synovial. Celui-ci est diffusé 

grâce aux forces de compression engendrées par les mouvements. De même, les déchets 

métaboliques sont évacués par l’intermédiaire du liquide synovial.  
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2.3.4 Anabolisme et catabolisme de la MEC 

 

Le chondrocyte contient tous les éléments nécessaires à la synthèse des différents 

éléments qui constituent la MEC, mais également les protéases capables de les dégrader (van 

der Kraan P.M. et al., 2002). Il se crée alors un subtil équilibre entre la synthèse et la 

dégradation des éléments de la MEC, qui, s’il est détruit, engendre des modifications 

importantes de la structure même du cartilage. L’anabolisme de la MEC est assuré par la 

production de facteurs de croissance (Franchimont P. et Bassleer C., 1991) qui sont régulés de 

façon autocrine. Ces facteurs sont par exemple l’IGF I (insulin growth factor I), qui stimule la 

synthèse des PGs, le TGF-β (transforming growth factor beta) (Trippel S.B., 1995), qui induit 

également la synthèse des PGs, mais aussi de l’acide hyaluronique, ainsi que des TIMPs 

(tissue inhibitor metalloprotease), réduisant ainsi la teneur en MMPs (métalloprotéases 

matricielles). Le catabolisme est quant à lui assuré par des protéases à asparagine ou à 

cystéines (agissent à pH acide, au niveau cellulaire), des protéases à sérine et des MMPs 

(agissent à pH neutre, au niveau extracellulaire) (Martel-Pelletier J., 1998, Shlopov B.V. et 

al., 1997). Les MMPs présentes au sein du cartilage sont principalement des collagénases, des 

stromélysines, et des gélatinases. D’autres enzymes sont encore capables de digérer les 

éléments de la MEC, les MT-MMP (membrane type-MMP), associées à la membrane, elles 

permettent la maturation des cytokines ; les agrécanases et les hyaluronidases (Flannery C.R. 

et al., 1998) dont les ADAMTS (a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin 

motifs). Toutes ces protéines sont associées à la MEC (sauf les MT-MMP), qui sert de « lieu 

de stockage » pour ces molécules. 

2.3.5 Influence du stress mécanique 

 

Les chondrocytes supportent deux types de contraintes : la pression dynamique (mise en 

charge, marche), perpendiculaire à la surface, qui augmente l’activité de synthèse ; et la 

pression statique, qui, elle, diminue l’activité de synthèse de la cellule. L’activité est donc 

fortement liée aux contraintes mécaniques imposées (Hing W.A. et al., 2002, Lotz M. et al., 

1995), qui engendrent une modification morphologique de la cellule (hauteur et volume). Par 

exemple, lors d’une pathologie dégénérative du cartilage comme l’arthrose, le cartilage et 

dégradé, la matrice péricellulaire tend alors à augmenter. La cellule perçoit alors moins bien 

les signaux mécaniques et les réponses métaboliques sont donc anormales.  
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2.4 Le cartilage pathologique 

2.4.1 Rappels sur les principales pathologies articulaires 

 
Les pathologies articulaires sont caractérisées par une modification et une altération 

progressives de la structure de la membrane synoviale et du cartilage, et même des structures 

environnantes comme l’os ou les tendons (Figure 5). Ceci entraîne, avec le temps, une perte 

de la fonction articulaire. Il existe cent types de pathologies articulaires différentes, dont les 

deux formes les plus communes sont (Tableau 1) :  

 

�  Les arthropathies dites dégénératives, comme l’arthrose, pour lesquelles 

la destruction du cartilage est un phénomène clé. 

� Les arthropathies inflammatoires, telle que la polyarthrite rhumatoïde  

(PR), pour laquelle la destruction du cartilage n’est qu’un facteur 

secondaire par rapport à l’inflammation initiée dans la synoviale. 

 
Tableau 1 : Différences principales entre les deux pathologies articulaires les plus fréquentes, 
l’arthrose et la polyarthrite rhumatoïde. 
 

Affecte environ 2 millions de personnes 
aux USA, et 600.000 en France, 

principalement des femmes, d’âge moyen 
de 45 ans

Affecte environ 21 millions 
d’adultes aux USA, et 9 millions en 

France, plus fréquemment des 
femmes

Éventuellement symptômes extra-
articulaires (perte d’appétit, fièvre, baisse 
d’énergie, anémie, ou grosseurs sous la 

peau)

Cause majeure d’infirmité aux USA

Inflammation de toutes les articulations, 
douleurs sévères au niveau des poignets, 
des mains et des pieds, mais également 

au niveau du cou, des coudes, des 
épaules, des genoux, de la hanche ou des 

chevilles

Douleurs, rigidification des 
articulations des mains, des genoux, 

de la hanche, ou du dos

Premier acteur : le système immunitaire 
qui s’attaque à l’articulation

Premier acteur : le cartilage qui 
s’érode

Polyarthrite RhumatoïdeArthrose

Affecte environ 2 millions de personnes 
aux USA, et 600.000 en France, 

principalement des femmes, d’âge moyen 
de 45 ans

Affecte environ 21 millions 
d’adultes aux USA, et 9 millions en 

France, plus fréquemment des 
femmes

Éventuellement symptômes extra-
articulaires (perte d’appétit, fièvre, baisse 
d’énergie, anémie, ou grosseurs sous la 

peau)

Cause majeure d’infirmité aux USA

Inflammation de toutes les articulations, 
douleurs sévères au niveau des poignets, 
des mains et des pieds, mais également 

au niveau du cou, des coudes, des 
épaules, des genoux, de la hanche ou des 

chevilles

Douleurs, rigidification des 
articulations des mains, des genoux, 

de la hanche, ou du dos

Premier acteur : le système immunitaire 
qui s’attaque à l’articulation

Premier acteur : le cartilage qui 
s’érode

Polyarthrite RhumatoïdeArthrose
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Figure 5 : Schématisation d’une articulation de genou saine, arthritique ou arthrosique. 
Au cours d’une pathologie articulaire, toutes les structures de l’articulation sont atteintes : le 
cartilage, la synoviale, l’os et même les tendons. Lors du développement de l’arthrite, la synoviale 
s’hypertrophie et le cartilage s’amincit. Au cours de l’arthrose, le cartilage est dégradé et l’os sous-
chondral est mis à nu. 
D’après http://obnet.chez-alice.fr/p0465.htm. 

2.4.2 Le cartilage arthrosique 

 

Selon l’Organisation Mondiale de la Santé, l’arthrose est définie comme « la résultante de 

phénomènes dégénératifs mécaniques et biologiques qui déstabilisent l’équilibre entre la 

synthèse et la dégradation du cartilage et de l’os sous-chondral ». C’est une maladie 

dégénérative, multifactorielle, qui induit des modifications morphologiques, biochimiques, 

moléculaires, et biomécaniques du cartilage, qui entraînent la perte d’homéostasie du 

cartilage. Elle n’est pas considérée comme une arthropathie inflammatoire car peu de 

neutrophiles sont présents dans le liquide synovial et il n’y a pas de manifestation 

inflammatoire systémique (Attur M.G. et al., 2002). L’arthrose aboutit à une chondromalacie 

(« ramollissement »), un œdème, une fissuration, une ulcération, et une perte du cartilage, 

ainsi qu’à une sclérose de l’os sous-chondral avec production d’ostéophytes et de géodes 

sous-chondrales (Figure 6). 

 



Synthèse bibliographique
 

 - 54 - 

 

  a    b   c   d 
Figure 6 : Vue en microscopie optique de coupes d’articulations colorées au rouge congo.  
En fin de processus arthrosique, l’articulation devient non congruente par la perte du cartilage, par la 
production d’ostéophytes et par la dénaturation des structures de la synoviale et de la capsule 
articulaire (a). Sur ces coupes colorées au rouge congo (coloration des protéoglycanes), on observe 
une diminution de coloration qui correspond à la perte des agrécanes (b), des fissures du cartilage 
(c), et un processus de prolifération de chondrocytes anormaux (d). 
D’après (Tetib J.G., 2005). 
 
Les acteurs de la pathologie arthrosique sont le cartilage, l’os sous-chondral, le liquide 

synovial, mais aussi la structure ligamentaire. Cependant, la première structure touchée est le 

cartilage. Les autres structures atteintes sont les conséquences de la pathologie. D’ailleurs, 

lors de l'induction expérimentale d'une arthrose, la déchirure de la zone superficielle et son 

remodelage sont les premiers changements détectables (Guilak F. et al., 1994).  

Les premières cibles du cartilage touchées sont les PGs. Leur contenu diminue, ils sont moins 

agrégés, et leur longueur est également réduite (Mankin H.J. et Treadwell B.V., 1986). Aux 

stades précoces de la maladie, le collagène n’est pas touché. Cependant, par la suite, le réseau 

collagénique va être altéré, et le collagène libéré va induire une réaction inflammatoire de la 

membrane synoviale. Aux stades précoces, seule la couche transitionnelle est modifiée par 

l’œdème, puis des fissures apparaissent en superficie. Elles se propagent ensuite à la couche 

profonde, puis la couche calcifiée, jusqu’à atteindre la lame osseuse sous-chondrale. Dans les 

phases les plus avancées de la maladie, le cartilage disparaît et l’os est mis à nu. 

La perte des PGs du cartilage s’explique par le fait que les chondrocytes adultes sont 

incapables physiologiquement de combler le déficit en cartilage acquis au cours de la vie. La 

capacité d’amortissement du cartilage est alors dépassée. À la surface du chondrocyte, le 

nombre de récepteurs au bFGF (basic fibroblast growth factor) et à l’IGF diminue, ce qui 

restreint sa sensibilité vis à vis de ces deux facteurs, et induit l’arrêt de la croissance du 

cartilage. En revanche, les récepteurs à l’IL-1 de type I et le récepteur P55 au TNF-α 

augmentent. De plus, le chondrocyte produit des protéases (Flannery C.R. et al., 1998), qui 

aggravent les conséquences déjà destructrices des contraintes mécaniques induites par le 
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cartilage vieillissant. Les fragments de PG générés par ces enzymes se retrouvent dans la 

cavité articulaire où ils sont phagocytés par la synoviale. Cette dernière réagit en produisant 

de la collagénase, de la stromélysine et des cytokines. Ces molécules sont sécrétées dans le 

liquide synovial, et pénètrent dans le cartilage. À un premier cercle vicieux « intra-

cartilagineux » vient donc s’en ajouter un second, « cartilagino-synovial ». La conséquence de 

ces mécanismes est une inflammation douloureuse, ainsi que la sécrétion de médiateurs 

inflammatoires dans le liquide synovial : MMPs, radicaux libres, prostaglandines, cytokines, 

et facteurs de croissance (Westacott C.I. et Sharif M., 1996). La dernière phase de la maladie 

est une tentative de réparation du cartilage. En effet, les chondrocytes réagissent en 

s’hypertrophiant : ils se multiplient et leurs propriétés de synthèse augmentent. Ils tentent de 

re-synthétiser la trame matricielle par une sécrétion autocrine ou paracrine (de l’os sous-

chondral) de facteurs de croissance. Les chondrocytes prolifèrent, et induisent la formation de 

cartilage de novo qui se surajoute de manière anarchique au cartilage préexistant. Mais cette 

tentative échoue, car le chondrocyte est une cellule fortement différenciée qui se divise mal, 

sauf au prix d’une dédifférenciation qui le rend alors inapte à une synthèse de matrice 

efficace. Cette synthèse aboutit à la formation d’ostéophytes sur les régions non portantes du 

cartilage. Les ostéophytes (ou becs de perroquets) sont des néoformations d’une épiphyse 

articulaire, avec un os sous-chondral et un tissu cartilagineux de revêtement qui augmentent 

les surfaces articulaires et bloquent ainsi l’articulation. La régénération ayant avorté, les 

chondrocytes se dédifférencient (production de matrice mal adaptée) ou meurent par nécrose 

(Figure 7). 

À un stade avancé de la maladie, les modifications du cartilage sont structuralement 

significatives, elles vont des microfissures superficielles à de larges zones de rupture verticale 

jusqu’à l’os sous-chondral.  
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Figure 7 : Représentation schématique du processus de destruction du cartilage au cours de 
l’arthrose.  
Le processus de destruction du cartilage peut être représenté en cinq étapes, allant du cartilage sain, 
au cartilage sénescent, conduisant à la perte d’homéostasie de la MEC à cause de la perte du pouvoir 
osmotique des protéoglycanes, qui entraîne des traumatismes barométriques répétés. Ces conditions 
aboutissent à des lésions superficielles du cartilage, puis à une réaction hypertrophique des 
chondrocytes qui vont produire un cartilage de remplacement de qualité médiocre (ostéophytes). Puis 
les chondrocytes se dédifférencient ou entrent en apoptose, et la synoviale se fibrose. 
D’après (Tetib J.G., 2005). 

2.4.3 Le cartilage arthritique 

 

La polyarthrite rhumatoïde (PR) est un rhumatisme. On appelle rhumatisme toutes les 

maladies qui touchent à l’appareil locomoteur. Lorsque plusieurs articulations sont touchées, 

on parle de « polyarthrite ». La PR touche de nombreuses articulations, avec une prédilection 

pour la main, le poignet, le genou et le pied. Elle est caractérisée par une inflammation 

chronique de la membrane synoviale, un dysfonctionnement immunitaire et une érosion 

progressive du cartilage et de l’os. 

Contrairement à la pathologie arthrosique, pour laquelle le cartilage est la première 

structure touchée, la pathologie arthritique touche en premier lieu la synoviale. Celle-ci 

devient inflammatoire (étiologie méconnue) et produit de fortes quantités de médiateurs 

inflammatoires, qui vont agir sur le cartilage et engendrer à terme sa destruction. Comme pour 

l’arthrose, la production en masse de ces médiateurs induit un déséquilibre dans la balance des 

facteurs pro/anti-inflammatoires qui va conduire à la perte des PGs du cartilage et à 

l’affaiblissement du réseau collagénique. 
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3 La membrane synoviale 

3.1 Structure et organisation 

 

La membrane synoviale est un tissu conjonctif lâche hautement spécialisé d’une épaisseur 

de 50 à 60 µm. Ce tissu tapisse l’intérieur des articulations (Figure 8). Cette enveloppe 

fibreuse forme des replis également appelés « franges synoviales », qui assurent une très 

grande surface d’échange avec le liquide synovial. Elle est divisée en deux couches (Fell 

H.B., 1978) : 

- une couche qui délimite la cavité articulaire, elle-même divisée en deux sous-couches : 

• intima : couche bordante, composée d’une à deux assises de cellules. 

• sub-intima : couche profonde, contenant de nombreux capillaires sanguins, 

d’artérioles et de vaisseaux lymphatiques. 

- une couche de revêtement qui tapisse la capsule articulaire. Ce tissu n’est pas 

spécialisé, il est plus ou moins lâche, avec des vaisseaux sanguins de grande taille. 
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Figure 8 : Représentation schématique d’une articulation de genou et localisation de la membrane 
synoviale et de la cavité synoviale.  
La membrane synoviale est un tissu conjonctif lâche qui tapisse l’intérieur de l’articulation. Elle 
sécrète le liquide synovial qui lubrifie l’articulation grâce à son coefficient de friction très bas, et 
nourrit le cartilage grâce à la présence de nombreux vaisseaux sanguins.  
D’après http://www.mon-arthrose.com. 
 

La membrane synoviale est composée en majorité de fibres élastiques et de tissu adipeux. 

Elle est richement vascularisée et innervée, ce qui participe au phénomène douloureux dans 

un contexte de maladie articulaire de nature inflammatoire ou dégénérative. Elle est bordée 

par des cellules hautement spécialisées : les synoviocytes de type A et B (FitzGerald O. et 

Bresnihan B., 1995). De plus, un autre type cellulaire représente moins d’1 % des cellules de 

la membrane synoviale, les cellules « de type dendritique ». Leur rôle est encore mal connu 
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(Gadher S.J. et Woolley D.E., 1987). Elles sont également appelées mastocytes ou « mast 

cells ». 

3.2 Rôles de la membrane synoviale 

 

La membrane synoviale maintient les deux surfaces articulaires en contact. Elle sécrète le 

liquide synovial qui lubrifie et nourrit le cartilage. Elle possède trois types de fonctions : tout 

d’abord une fonction mécanique, de par la sécrétion du liquide synovial, une fonction de 

nutrition du cartilage, et enfin une fonction de défense contre les infections et l’inflammation. 

En effet, lors d’une agression mécanique, infectieuse ou inflammatoire, la membrane 

synoviale s’épaissit, sécrète en excès du liquide synovial, ce qui crée un épanchement. Elle 

régule également la pression partielle en oxygène, grâce à sa nature fortement vascularisée. 

Le liquide synovial, ou liquide articulaire, est un ultra-filtrat du plasma sanguin, dont la 

teneur en protéines est égale au dixième de celle du plasma, mais lorsque la perméabilité 

synoviale augmente, sa composition et sa concentration se rapprochent alors de celle du 

plasma. Dans une articulation saine, le liquide synovial est présent en très faible quantité : il 

forme un film qui tapisse le cartilage. C’est un liquide transparent ou jaune pâle, limpide, de 

très forte viscosité. Il est composé principalement d’eau, de sels minéraux, de protéines, 

d’électrolytes (chlorure, sodium, potassium) et d’urée. Il est riche en hyaluronates (mélange 

d’acide hyaluronique, de protéines, de polysaccharides, de N-acétylglucosamine et d’acide 

glucuronique), qui lui confèrent ses propriétés de viscosité. Les hyaluronates forment une 

sorte de « tamis » qui ne laisse passer que les petites protéines, ce qui explique pourquoi le 

liquide synovial est dépourvu de fibrinogène, d’immunoglobulines et de macroglobulines. Il 

est dépourvu de cellule en absence de pathologie.  

Le liquide synovial permet avant tout de diminuer les frottements grâce à son coefficient 

de friction très faible. Il favorise donc le glissement des structures cartilagineuses les unes sur 

les autres (Buckwalter J.A., 1997). Il évite également les échauffements locaux produits par 

l’exercice articulaire. De plus, il joue un rôle important dans la nutrition du cartilage. En effet, 

celui-ci n’étant pas innervé, les échanges avec le sang se font par l’intermédiaire des 

vaisseaux sanguins de la membrane synoviale.  

La lubrification résulte en fait de combinaisons de mécanismes hydrostatiques et de 

mécanismes de surface. 

� Mécanismes hydrostatiques : ils correspondent à des forces de compression élevées 

et/ou rapides. Si la pression mécanique appliquée sur le cartilage augmente, celui-ci 
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joue un rôle d’« éponge » : le liquide synovial jaillit hors de sa cavité. Quand la 

pression se relâche, le phénomène s’inverse et le liquide synovial rejoint la cavité 

articulaire par un phénomène d’imbibition.  

� Mécanismes de surface : ils correspondent à des forces de faible intensité et/ou de 

faible vitesse. Les protéines du liquide synovial se lient aux surfaces du cartilage et 

maintiennent entre elles l’écart nécessaire. 

3.3 La physiologie synoviocytaire 

 

Les synoviocytes sont les principales cellules de la membrane synoviale. Ils sont de deux 

types : les synoviocytes de type A et de type B (Figure 9). 

• Type A : ou de type macrophagique, ils dérivent de la mœlle osseuse, et plus 

précisément des monocytes. Ils ont une fonction phagocytaire, et permettent 

d’éliminer les débris contenus dans l’espace articulaire et synovial. 

• Type B : ou de type fibroblastique. Ils sont riches en réticulum endoplasmique 

granuleux, et possèdent de nombreuses dendrites permettant de former un réseau à la 

surface de la membrane. Ce sont eux qui synthétisent la majeure partie des 

constituants du liquide synovial, à savoir l’acide hyaluronique, le collagène, la 

fibronectine, etc. Ils sont également capables de synthétiser des enzymes de 

dégradation de la synoviale, du cartilage, mais aussi de l’os (collagénase, 

stromélysine, cathepsine, élastase) en réponse à divers stimuli. 

 

Figure 9 : Vue en microscope optique de synoviocytes de type B mis en culture en monocouche, et 
transfectés par un plasmide-GFP.  
Les synoviocytes de type B sont de type fibroblastiques et se présentent sous une forme étirée. Ce sont 
les cellules qui composent la membrane synoviale, et qui sont capables de synthétiser les composants 
du liquide synovial, ainsi que les enzymes de dégradation de la synoviale, du cartilage et de l’os. Sur 
la photo de droite, les synoviocytes ont été transfectés par un plasmide codant pour la GFP (green 
fluorescence protein), pmaxGFP, qui est intégré dans le cytoplasme des cellules. 
Grossissement : 100X ; filtre : 475 nm. 
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3.4 La synoviale pathologique 

3.4.1 La synoviale arthrosique 

 
Au cours de la maladie arthrosique, la synoviale est le siège d’une réaction inflammatoire 

modérée, comparée à celle très importante observée dans la PR. La siginification de cette 

inflammation reste controversée, et les hypothèses conduisant à la synovite sont diverses : des 

débris liés à l’usure du cartilage, des cristaux ou des cytokines pro-inflammatoires pourraient 

causer cette inflammation. Cette réaction intervient tardivement dans l’évolution de la 

maladie et représente un facteur aggravant. Trois aspects de la synoviale sont possibles au 

cours de l’arthrose : une synoviale normale, une synoviale réactionnelle (le nombre de 

villosités augmente et la synoviale devient opaque), ou une synoviale inflammatoire 

(hypervascularisation, prolifération des villosités, hypertrophie). Fréquemment, ces trois types 

de synoviales s’observent en différents endroits d’une même articulation. La réaction 

synoviale est modérée et l’hypertrophie des cellules synoviales bordantes est peu importante. 

Cependant, la synoviale est le siège d’une réaction fibrosante et d’une inflammation cellulaire 

non négligeable. Ainsi, les synoviocytes déversent dans le liquide synovial des composants 

qui vont être phagocytés et pourront activer une réaction inflammatoire locale. Ces 

composants sont notamment l’IL-1, le TNF-α ainsi que des enzymes protéolytiques 

(collagénase, stromélysine). Le liquide synovial contient un peu plus de cellules que le liquide 

synovial normal, et sa teneur en hyaluronates diminue avec la sévérité de la pathologie. 

3.4.2 La synoviale arthritique 

 
Pour ce qui est de la synoviale, l’évolution de la PR peut être décrite en cinq étapes : 

- La première étape est cliniquement « silencieuse », elle implique une anomalie de 

présentation d’un antigène à des lymphocytes T. 

- La deuxième étape est déjà symptomatique sur le plan clinique. Elle fait intervenir la 

prolifération des lymphocytes T et B qui sont associés au phénomène d’angiogenèse 

de la membrane synoviale. 

- La troisième étape est caractérisée par l’activation des synoviocytes résidents, puis des 

neutrophiles ayant migré dans le liquide synovial. Le cartilage est encore intact à cette 

étape. 

- La quatrième étape est déterminée par l’atteinte de la synoviale qui conduit à 

l’activation des chondrocytes, puis à la dégradation du cartilage. 
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- La cinquième et dernière étape est définie par la poursuite de la dégradation du 

cartilage, entraînant l’érosion de l’os sous-chondral, la prolifération des chondrocytes 

et l’altération des ligaments. 

L’évolution de la maladie peut se faire quelques fois vers la guérison, mais le plus souvent 

l’inflammation persiste. Il existe cependant des formes plus ou moins graves, qui vont de la 

PR peu sévère, non destructrice et localisée, à la PR très sévère et très invalidante. 

L’inflammation de la membrane synoviale, ou synovite, est responsable de la douleur et du 

gonflement articulaire. L’épaississement synovial est quant à lui responsable des lésions 

ostéocartilagineuses et tendineuses des structures avoisinantes. La membrane synoviale 

secrète abondamment du liquide synovial, qui s’accumule dans l’articulation pour créer un 

épanchement. Les cellules de la membrane synoviale se multiplient anormalement et les 

cellules circulantes s’infiltrent, ce qui conduit à l’épaississement et à la désorganisation de 

cette membrane : c’est le pannus synovial (Bouysset M. et al., 2005, Walker S.E. et 

Ranatunga S.K., 2006). Ce pannus est un épaississement de l’intima de la membrane 

synoviale, qui se prolonge dans la cavité articulaire, et qui en recouvre les surfaces (Schiff 

M.H., 2000, van den Berg W.B. et Bresnihan B., 1999). L’intima passe alors de une à deux 

couches de cellules à 6 à 8 couches cellulaires, suite à la prolifération des synoviocytes de 

type A et B (Figure 10).  

Les synoviocytes participent à la propagation de l’inflammation via des mécanismes 

autocrines et paracrines, grâce à la production de signaux comme les cytokines et les 

chémokines. Ce sont les cellules principalement responsables de la sécrétion de MMPs, 

déséquilibrant la balance TIMP/MMP, et de la résorption osseuse par stimulation de 

l’ostéoclastogénèse. De plus, ces cellules jouent un rôle dans la phase initiale de la synovite 

en relarguant des chémokines qui vont recruter des leucocytes sur le site de l’articulation, et 

des cytokines qui vont favoriser l’angiogénèse. Lors de la PR, les fibroblastes sont modifiés, 

et présentent des taux de prolifération très élevés, une perte d’inhibition de contact, et une 

expression constitutive de cytokines (Bucala R. et al., 1991, Lafyatis R. et al., 1989, Ritchlin 

C. et al., 1994). Les fibroblastes sécrètent donc toute une panoplie de molécules aux 

propriétés variées : des cytokines pro-angiogéniques (VEGF [Vascular endothelium growth 

factor]), des facteurs de croissance (TGF-β, PDGF [Platelet derived growth factor], FGF), des 

molécules attirant les macrophages (MIP-1α, Macrophage inflammatory protein-1α) 

(Szekanecz Z. et al., 1998) ou les monocytes (MCP-1, Monocyte Chimioattractant protein-1) 

(Smith R.S. et al., 1997), des MMPs (-1, -3) (Burger D. et al., 1998). Les conséquences de 

toutes ces manifestations sont une destruction progressive du cartilage, de l’os, une érosion, 
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un pincement des articulations, une synovite chronique, une infiltration de lymphocytes entre 

les surfaces articulaires et le pannus synovial.  

Arthrite Rhumatoïde établie

Os 
errodé

Pannus
Neutrophiles

Cellules 

plasmatiques

Villosités 

synoviales

Angiogénèse
extensive

Formation de 
capillaires

Membrane 
synoviale 

hyperplasique

Synoviocytes 
hypertrophiques

Membrane 

synoviale

Capsule

Capsule

Cartilage

Fémur

Synoviocytes
Tibia

Membrane 

synoviale

Articulation normale de genou

Arthrite Rhumatoïde précoce

Arthrite Rhumatoïde établie

Os 
errodé

Pannus
Neutrophiles

Cellules 

plasmatiques

Villosités 

synoviales

Angiogénèse
extensive

Formation de 
capillaires

Membrane 
synoviale 

hyperplasique

Synoviocytes 
hypertrophiques

Membrane 

synoviale

Capsule

Capsule

Cartilage

Fémur

Synoviocytes
Tibia

Membrane 

synoviale

Articulation normale de genou

Arthrite Rhumatoïde précoce

 

Figure 10 : Pathogenèse de la polyarthrite rhumatoïde. 
Dans l’articulation normale du genou, le synovium représente la membrane synoviale (une à deux 
couches cellulaires) et les tissus conjonctifs sous-jacents. Les cellules présentes au niveau de la 
synoviale sont les synoviocytes de type A (synoviocytes dits « macrophage-like ») et de type B 
(synoviocytes dits « fibroblast-like »). Lors de la phase précoce de l’arthrite rhumatoïde, la membrane 
synoviale s’épaissit du fait de l’hyperplasie et l’hypertrophie des cellules de la synoviale. Un réseau 
de nouveaux vaisseaux sanguins est formé dans le synovium. Les lymphocytes T (surtout CD4+) et les 
lymphocytes B s’infiltrent dans la membrane synoviale. Ces cellules sont retrouvées dans le liquide 
synovial, avec un grand nombre de neutrophiles. Puis la membrane synoviale commence à envahir le 
cartilage. Lorsque  l’arthrite rhumatoïde est établie, la membrane synoviale est transformée en tissu 
inflammatoire, le pannus. Ce tissu envahit et détruit le cartilage et l’os adjacents. Le pannus est 
constitué de synoviocytes de type A et B ainsi que de cellules plasmatiques. 
D’après (Choy E.H. et Panayi G.S., 2001). 
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Chapitre 2. Les principaux acteurs de la réaction 

inflammatoire articulaire 

1 Les cytokines 

1.1 Présentation 

 
La première cytokine a été identifiée en 1957. Il s'agissait de l’interféron (IFN), défini à 

l'époque par son activité anti-virale. Le terme « cytokine » (« cyto » : cellule et « kine » : 

facteur) fut introduit en 1974 par Stanley Cohen (Cohen S. et al., 1974). En quelques 

décennies, les cytokines ont connu une explosion d'intérêt dans les domaines de la recherche 

et de la médecine, qui ont mis en avant l’implication des cytokines dans les processus liés à 

l'embryogenèse, la reproduction, l'hématopoïèse, la réponse immunitaire, ou l'inflammation. 

Elles sont également impliquées dans des situations pathologiques comme les maladies 

inflammatoires chroniques (entérocolites, maladie de Crohn, PR, psoriasis), les hépatites 

virales, ou le cancer. Les cytokines peuvent aussi être considérées comme des agents 

thérapeutiques (par exemple le G-CSF [granulocyte-colony stimuling factor] est utilisé pour 

faciliter la reconstitution hématologique) ou comme des cibles (par exemple le TNF-α dans 

maladie de Crohn, ou la PR).  

Les cytokines sont des messagers chimiques solubles de communication intercellulaire 

(Fradelizi D., 1998) synthétisés par les cellules du système immunitaire ou par d'autres 

cellules ou tissus en réponse à un signal activateur. Elles agissent à de très faibles 

concentrations et à distance, sur de nombreuses cibles. Leur action, par l’intermédiaire de 

récepteurs spécifiques, peut être paracrine (cellules proches), endocrine (cellules ou tissus 

distants), juxtacrine (cellules en contact), ou autocrine (sur la cellule productrice ou une 

cellule proche du même type). Il s'agit de protéines ou de glycoprotéines de 8 à 50 kDa. Ces 

molécules agissent en réseaux, forment des boucles d’amplification et possèdent des 

propriétés redondantes et pléïotropiques. 

Parmi les premières cytokines pro-inflammatoires synthétisées lors du processus 

inflammatoire, l’IL-1 et le TNF-α jouent un rôle critique (Yoshimura A. et al., 2003). De 

nombreuses cellules stimulées par ces cytokines sont capables de produire en retour des 

médiateurs lipidiques de l’inflammation (prostaglandine E2 [PGE2] par exemple), des 

enzymes protéolytiques, des espèces activées de l’oxygène et des chémokines. Elles 

entretiennent ainsi le processus inflammatoire. 
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Il existe une trentaine de membres de la famille des cytokines. Les familles principales sont : 

� Les interleukines (IL) : les cytokines regroupées sous cette terminologie sont sans 

parenté biologique ni de fonction entre elles. 

� Les chémokines ou chimiokines : ce sont des cytokines de faible poids moléculaire (8 

à 10 kDa), ayant toutes en commun un pouvoir chémoattractant. Leur nomenclature 

est basée sur leur structure protéique, selon le nombre de cystéines conservées en N-

terminal, et le nombre d’acides aminés qui les séparent. Elles sont nommées de CCL1 

à CCL28, de CXCL1 à CXCL16, XCL1 et 2, et CX3CL1. Elles jouent un rôle clé dans 

le recrutement et l’activation de nombreuses cellules inflammatoires. 

� La famille du facteur nécrosant les tumeurs (TNF). 

� Les facteurs stimulant les colonies (CSF). 

� Les facteurs de croissance transformant (TGF). 

Les cytokines peuvent également être classées en trois catégories selon leurs effets et les 

cellules qui les activent : 

� Les cytokines Th1 : elles regroupent les cytokines produites par des lymphocytes T 

auxiliaires de type Th1, favorisant l’immunité cellulaire, l’inflammation chronique et 

la réaction d’hypersensibilité retardée : ce sont essentiellement l’IL-1, l’IL-2, le 

TNF-α et l’IFN. 

� Les cytokines Th2 : elles regroupent les cytokines produites par des lymphocytes T 

auxiliaires de type Th2, favorisant la production d’immunoglobulines notamment lors 

de la réaction allergique, comme l’IL-4, l’IL-13 et l’IL-10. 

� La cytokine Th17 : les lymphocytes de type Th17 sont induits par l’IL-23, et 

engendrent la production d’IL-17, ayant des propriétés pro-inflammatoires. 

Dans les pathologies ostéo-articulaires, les cytokines jouent un rôle important dans la genèse 

ou l’amplification des phénomènes inflammatoires, hyperalgiques, immunitaires, mais 

également dégénératifs. Du point de vue des arthropathies, les cytokines peuvent se répartir en 

trois catégories : 

� Les cytokines pro-inflammatoires ou cataboliques : l’IL-1, l’IL-2, l’IL-6, l’IL-15, 

l’IL-17, l’IL-18 ou le TNF-α. 

� Les cytokines anti-inflammatoires ou anti-cataboliques : l’IL-1Ra, l’IL-4, l’IL-10 ou 

l’IL-13. 

� Les cytokines immuno-modulatrices : l’IL-6, l’IL-11, l’IL-12, l’IL-13 ou l’IFN γ. 
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� Les cytokines anaboliques : l’IGF-1, le TGF-β ou les BMP (bone morphogenetic 

protein). 

1.2 Les balances des facteurs pro et anti-inflammatoires 

1.2.1 La balance cytokinique 

 

Dans l’articulation saine, il existe un équilibre entre les cytokines favorisant la 

dégradation des constituants matriciels (pro-cataboliques) ou limitant leur biosynthèse (anti-

anaboliques) et des cytokines favorisant la réparation du cartilage (pro-anaboliques ou anti-

cataboliques). Lorsqu’un déséquilibre s’installe entre la production des facteurs pro- et anti-

inflammatoires, une des deux populations prend le dessus sur l’autre (Figure 11). C’est le cas 

par exemple chez les patients atteints de PR, pour qui les biopsies ou l’analyse du liquide 

synovial montrent une production élevée de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1, 

l’IL-6, l’IL-18, le TNF- α ainsi que diverses chémokines (Feldmann M. et al., 1996). Des 

cytokines anti-inflammatoires sont également produites (boucle de rétrocontrôle), mais en 

quantité insuffisante pour pallier la surexpression des cytokines pro-inflammatoires (Katsikis 

P.D. et al., 1994, Wahl S.M. et al., 1990). 
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Figure 11 : Balance entre les médiateurs pro-inflammatoires et anti-inflammatoires au cours de la 
PR. 
Lors du développement de la PR, l’articulation est le siège d’un déséquilibre entre les facteurs pro- et 
anti-inflammatoires qui conduit à la répression des facteurs anti-inflammatoires et à l’induction des 
facteurs pro-inflammatoires. 
TGF : transforming growth factor, sTNF (tumor necrosis factor)-R : soluble receptor for TNF, (G)M-
CSF : (granulocyte)-macrophage colony-stimulatory factor, IL (interleukin)-1Ra : antagonist for the 
receptor IL-1, FGF : fibroblast growth factor, PDGF : plateled-derivated growth factor, VEGF : 
vascular-endothelium growth factor. 
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1.2.2 La balance Th1/Th2/Th17 

 

Les cytokines Th1 activent les macrophages, de concert avec l’IL-12 et l’IL-15. Les 

cytokines Th2 permettent la prolifération et la différenciation des lymhocytes B, elles inhibent 

la production de cytokines par les macrophages et jouent donc plutôt un rôle anti-

inflammatoire. Ces deux types de cytokines s’antagonisent. Au cours de la PR, les lésions 

évoquent une réaction d’hypersensibilité retardée, et les lymphocytes T CD4 + présents au 

sein des lésions sont plutôt de type Th1. La conséquence est donc une surproduction d’IL-1, 

de TNF-α et d’IL-6, et une production importante mais insuffisante d’IL-10 dans le liquide 

synovial (Llorente L. et al., 1994). Ce modèle Th1/Th2 est actuellement remis en question par 

la découverte d’un nouveau sous-type de lymphocytes T : les Th17. Ils induisent 

essentiellement la synthèse d’IL-17, et sont stimulés par l’IL-23. Ils favorisent la production 

de cytokines et de chémokines pro-inflammatoires. En effet, l’inhibition de la différenciation 

des Th17 supprime ou réduit fortement le développement des maladies auto-immunes comme 

l’encéphalite auto-immune expérimentale chez la souris (Suryani S. et Sutton I., 2007). 

1.3 L’ interleukine-1 (IL-1) 

1.3.1 Les cytokines de la famille et les récepteurs de l’IL-1  

 
Avec le TNF-α, l’IL-1 est l’une des deux cytokines les plus abondantes dans 

l’inflammation. Elle est principalement produite par les macrophages et les monocytes, mais 

aussi par les cellules dendritiques, les lymphocytes B et T, ou encore par les chondrocytes et 

les synoviocytes (Jouzeau J.Y. et al., 2002, Pacquelet S. et al., 2002, Simonin M.A. et al., 

2002).  

Les deux formes les plus courantes d’IL-1 sont l’IL-1α (IL-1F1) et l’IL-1β (IL-1F2). Il existe 

cependant d’autres formes d’IL-1 dont l’IL-18 (IL-1F4) et l’IL-1Ra (antagoniste du récepteur 

à l’IL-1, IL-1F3). De plus, d’autres formes d’IL-1 ont été plus récemment mises à jour grâce à 

la recherche d’homologues de l’IL-1 dans des bases de données (Lin H. et al., 2001, Mulero 

J.J. et al., 1999, Smith D.E. et al., 2003). Les fonctions de ces nouvelles isoformes sont 

encore peu connues (Bufler P. et al., 2002, Gao W. et al., 2003, Lin H. et al., 2001, Taylor 

S.L. et al., 2002). À l’heure actuelle, il existe sept autres isoformes d’IL-1 décrites, qui vont 

de l’IL-1F5 à l’IL-1F11 [pour revue voir (Boraschi D. et Tagliabue A., 2006)]. 

Les différentes formes d’IL-1 peuvent se lier à 10 types de récepteurs différents [pour revue 

voir (Boraschi D. et Tagliabue A., 2006)]. Les deux principaux récepteurs de surface sont 
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l’IL-1RI et l’IL-1RII (McMahan C.J. et al., 1991, Sims J.E. et al., 1988). Le récepteur de type 

I possède un domaine intra-cytoplasmique qui lui permet de générer un signal intracellulaire 

(Sims J.E. et al., 1993), alors que le récepteur de type II en est dépourvu, ce qui fait de lui un 

récepteur « leurre » qui va piéger l’IL-1 sans générer de signal (Dinarello C.A., 1996). Ces 

récepteurs lient l’IL-1α, l’IL-1β , l’IL-1Ra, et de façon moins affine l’IL-1F10. L’IL1Ra se 

fixe préférentiellement au récepteur de type I, cependant sans générer de signal. Ces 

récepteurs existent également sous une forme clivée et donc sécrétée, et dans ce cas ils jouent 

le rôle de « piège » à IL-1, puisqu’ils ne génèrent pas de signal (Figure 12). 

Il existe également des récepteurs plus spécifiques à l’IL-18 et à l’IL-1F7 : les co-récepteurs 

IL-18Rα et β. De plus, il existe d’autres protéines qui peuvent être associées à des récepteurs, 

comme la protéine de liaison à l’IL-18, qui sert de piège à l’IL-18 sans transduire de message, 

et d’autres récepteurs moins étudiés dont certains sont encore orphelins pour l’instant. 

 
 

Figure 12 : La famille de l’IL-1 et ses récepteurs : balance entre IL-1, IL-1Ra et sIL-1R. 
L’IL-1 est présente sous différentes isoformes, dont l’IL-1α, l’IL-1β ou l’antagoniste IL-1Ra. De plus 
les récepteurs à l’IL-1 sont de plusieurs types : les récepteurs IL-1RI ou IL-1RII existent sous forme 
membranaire ou soluble (s). L’IL-1RI transduit le signal intracellulaire, alors que l’IL-1RII est 
dépourvu de la partie intracellulaire et agit donc en récepteur leurre (« decoy R »). Lorsque les 
récepteurs sont sous forme soluble, ils agissent comme piège à IL-1. L’IL-1Ra, quant à elle, peut se 
lier aux différents récepteurs, mais ne permet jamais la transduction d’un signal. 
 
Lorsque l’IL-1 se fixe sur son récepteur, une protéine accessoire intervient, l’IL-1RacP 

(protéine accessoire du récepteur à l’IL-1). Celle-ci est indispensable à la transmission du 

signal (Wesche H. et al., 1997). Ce complexe de haute affinité recrute alors une autre protéine 

accessoire, MyD88, ainsi qu’une kinase associée à l’IL-1RI, IRAK (IL-1 receptor associated 

kinase). Cet ensemble de protéines va permettre la transduction du signal à l’intérieur de la 
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cellule par différentes voies de signalisation, dont l’activation des facteurs de transcription 

NF-κB (facteur nucléaire κB) ou AP-1 (protéine activatrice-1) (Figure 13).  

 
 

Figure 13 : Représentation des différents récepteurs à l’IL-1, de la transduction du signal et des 
voies de signalisation intra-cellulaires activées par l’IL-1. 
Lorsque l’IL-1 se fixe sur son récepteur, deux protéines accessoires sont recrutées : une protéine 
associée au récepteur, IL-1RAcP et une kinase, IRAK. Une autre protéine est alors recrutée : MyD88. 
Ce complexe fonctionnel va engendrer une cascade de signaux intra-cellulaires, et par exemple 
activer les facteurs de transcription AP-1 et NF-κB qui vont se fixer au niveau du promoteur de gènes 
cibles et ainsi activer leur transcription. (TAB : TAK-1-binding protein, TAK : TGF-β-activated 
kinase-1, MEKK : MAP ERK kinase kinase, MKK : MAP kinase kinase, NIK : NF-κB-inducing kinase, 
IKK : IκB kinase, IκB : inhibitor of κB, JNK : c-Jun N-terminal MAP kinase). 

1.3.2 Synthèse et principaux effets cellulaires de l’interleukine-1 

 
L’IL-1 α et l’IL-1β sont synthétisées sous forme d’une pré-protéine de 31 kDa, qui est 

ensuite clivée par protéolyse en protéine mature de 17 kDa, par l’enzyme de conversion de 

l’IL-1 (ICE, IL-1 converting enzyme ou caspase-1), qui permet également la maturation de 

l’IL-18. L’IL-1 α, quant à elle, est clivée par la calpaïne. 

L’IL-1 est la plus typique des cytokines pro-inflammatoires impliquées dans la PR ou 

l’arthrose. Elle induit la dégradation des tissus conjonctifs par le biais de l’induction de 
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protéases comme la stromélysine et la collagénase (Pelletier J.P. et al., 1993, Unemori E.N. et 

al., 1991) et de l’inhibition de la synthèse des éléments de la MEC : inhibion de l’expression 

du pro-collagène de type II (Goldring M.B. et al., 1994) et de la synthèse des PGs dans les 

chondrocytes (Taskiran D. et al., 1994). C’est également un puissant inhibiteur de la 

prolifération chondrocytaire (Guerne P.A. et al., 1995). Enfin, cette cytokine permet à elle 

seule d’induire un grand nombre d’autres facteurs pro-inflammatoires comme le TNF-α, l’IL-

6, les prostaglandines ou le NO. 

1.3.3 Rôles de l’IL-1 dans les pathologies articulaires 

1.3.3.1 Polyarthrite Rhumatoïde 

 
Le rôle pathogénique de l’IL-1 a été démontré dans de nombreuses maladies auto-

immunes comme la PR, les maladies inflammatoires intestinales, et les pathologies 

granulomateuses. L’élément primordial dans la pathogenèse de ces maladies est un 

déséquilibre entre la production d’IL-1 et de l’antagoniste de son récepteur, l’IL-1Ra (Dayer 

J.M., 2003, Seckinger P. et al., 1987).  

De nombreuses observations ont montré que, dans la PR, la destruction des tissus et les 

conséquences qui en découlent sont dues en partie à la dégradation de la MEC par des 

enzymes protéolytiques comme les MMPs, ainsi qu’à la synthèse de PGE2 par les 

prostaglandine E synthases (PGES). Ces deux groupes d’enzymes sont induits par l’IL-1 dans 

les chondrocytes (Campbell I.K. et al., 1990, Malfait A.M. et al., 1994, Martel-Pelletier J. et 

al., 1994, Pelletier J.P. et al., 1995). De plus, l’IL-1 est associée à l’activation des ostéoclastes 

et donc à l’augmentation de la résorption osseuse. En effet, plusieurs travaux ont montré que 

l’IL-1 induisait cette résorption osseuse in vitro, et que des taux élevés d’IL-1 dans le fluide 

gingival étaient corrélés à la sévérité de la résorption osseuse. L’implication de l’IL-1 dans la 

PR a été confirmée par des injections d’IL-1α ou d’IL-1β dans des articulations de genou de 

lapin. Au bout de quelques heures seulement, les auteurs ont pu mettre en évidence 

l’accumulation de leucocytes dans le liquide synovial et une perte des PGs dans le cartilage 

(Henderson B. et Pettipher E.R., 1988, Pettipher E.R. et al., 1988). La poursuite de l’injection 

d’IL-1α pendant deux semaines induit des modifications sévères de l’articulation (Feige U. et 

al., 1989). Ces résultats ont été confirmés chez le rat (Chandrasekhar S. et al., 1990). De plus, 

des souris déficientes en IL-1β, sensibilisées par des parois de streptocoques développent une 

arthrite beaucoup moins grave que les souris contrôles (van den Berg W.B. et al., 1999). 

Enfin, l’injection d’anticorps anti-IL-1 améliore l’arthrite chez la souris et diminue également 
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l’atteinte du cartilage (Joosten L.A. et al., 1996). L’importance de l’IL-1 au cours du 

développement de l’arthrite a également été mise en évidence par la tranfection d’un plasmide 

codant pour l’IL-1Ra chez des animaux arthritiques, avec pour résultat une amélioration des 

signes cliniques (Makarov S.S. et al., 1996). De la même manière, des animaux knock-out 

pour l’IL-1Ra développent une arthrite au collagène plus rapidement et de façon plus sévère 

que les animaux contrôles (Hirsch E. et al., 1996, Horai R. et al., 2000, Ma Y. et al., 1998). 

Enfin, des animaux transgéniques surexprimant l’IL-1Ra présentent une incidence et une 

sévérité de la PR réduites, et une destruction osseuse et cartilagineuse diminuée (Olivera D.L. 

et al., 1993, Rordorf-Adam C. et al., 1994). Des essais cliniques randomisés ont permis de 

tester l’efficacité de cette cytokine anti-inflammatoire, dont le nom pharmaceutique est 

l’Anakinra (kineret®). Le traitement par l’IL-1Ra a permis de diminuer la progression de la 

maladie, et de diminuer l’érosion mesurée par radiographie (Jiang Y., 1998). Ce traitement 

réduit également le nombre d’articulations sensibles (Lebsack M.E. et al., 1991), la 

sédimentation érythémateuse, la production de protéine C-réactive, le gonflement et la 

douleur articulaires, ainsi que la sévérité de la maladie de presque 50 %. 

1.3.3.2 Arthrose 

 

L’IL-1 a été détectée dans le liquide synovial des patients arthrosiques, bien qu’en 

concentration moins élevée que chez les patients arthritiques (Farahat M.N. et al., 1993, 

Melchiorri C. et al., 1998, Middleton J. et al., 1996, Moos V. et al., 1999, Myers S.L. et al., 

1990, Smith M.D. et al., 1997). Elle a également été détectée dans la membrane synoviale 

(Myers S.L. et al., 1990, Towle C.A. et al., 1997). Elle est produite in vitro par les 

chondrocytes et les synoviocytes (Au R.Y. et al., 2007, Morita Y. et al., 2001). 

Comme pour la PR, l’injection d’IL-1Ra a été testée dans des modèles animaux d’arthrose. 

Ces expérimentations ont mis en évidence un ralentissement de la progression de la 

pathologie, une protection du cartilage, ainsi qu’une diminution de la production de MMP-1 

dans le cartilage et enfin une réduction du nombre et de la taille des ostéophytes (Caron J.P. et 

al., 1996, Fernandes J.C. et al., 2002, Pelletier J.P. et al., 1997). De même, des essais de 

transfert du gène de l’IL-1Ra ont été effectués dans des modèles animaux d’arthrose, et ont 

montré que l’intégrité du cartilage des animaux était conservée. Cependant, l’inflammation de 

la synoviale n’a pas été réduite (Fernandes J. et al., 1999, Frisbie D.D. et al., 2002, Goupille 

P. et al., 2003, Pelletier J.P. et al., 1997). 
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Des essais cliniques ont également été menés sur des patients arthrosiques. Cependant, les 

résultats restent mitigés du fait du faible nombre de patients pour qui une amélioration a été 

rapportée (Chevalier X. et al., 2005).  

La stratégie anti-IL-1 montre de véritables effets thérapeutiques dans le traitement de la 

PR et des effets à confirmer dans le traitement de l’arthrose. Toutefois, la courte durée de vie 

de l’IL-1Ra dans le plasma oblige à un traitement journalier à des doses importantes 

(Campion G.V. et al., 1996). De plus, environ 30 % des patients ne répondent pas à ce 

traitement, et un nombre considérable de patients déclarent ne pas en être satisfaits (Cohen S. 

et al., 2002, Lipsky P.E. et al., 2000, Redlich K. et al., 2003, Weinblatt M.E. et al., 2003, 

Weinblatt M.E. et al., 1999). 

1.4 Le facteur nécrosant les tumeurs (TNF-α) 

1.4.1 Les cytokines de la famille et les récepteurs du TNF-α 

 

La famille du TNF comprend au total 19 membres, dont les plus connus sont le TNF-α, 

FasL, TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand), la lymphotoxine, ou encore RANKL 

(receptor activator of NF-κB ligand). Tous ces ligands ne vont pas conduire à la mort 

cellulaire, puisqu’au contraire certains participent à la survie des cellules (comme CD27L, 

CD30L ou CD40L). Ils sont principalement impliqués dans des activités biologiques au cœur 

du système immunitaire, en modulant les aspects spécifiques de l’immunité cellulaire et 

humorale. Les membres de la famille du TNF sont synthétisés sous forme d’un précurseur 

transmembranaire, dont la partie extra-cellulaire va être clivée par une protéase. La forme 

soluble du TNF va alors se trimériser pour se fixer à l’un des 29 membres de la famille des 

récepteurs au TNF, lui-même sous forme de trimère. 

1.4.2 Synthèse et principaux effets cellulaires du TNF-α 

 

Le TNF-α est produit sous la forme d’un précurseur de 26 kDa. Cette protéine, même 

immature et liée à la membrane plasmique, est biologiquement active. Elle possède un 

domaine extracellulaire qui peut être clivé par une enzyme, la TACE (TNF-α converting 

enzyme, ou ADAM [adisintegrin and metalloprotease]-17) (Black R.A. et al., 1997). Cette 

forme de 17 kDa est soluble (Jones E.Y. et al., 1989), mais nécessite, comme la forme 

membranaire, la formation d’un homotrimère pour être active.  
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Le TNF-α peut se lier avec une affinité élevée (Vilcek J. et Lee T.H., 1991) à deux 

récepteurs : le TNFR1 et le TNFR2 (Bazzoni F. et Beutler B., 1996, Brockhaus M. et al., 

1990). Ces deux récepteurs, assez semblables, possèdent des domaines cytoplasmiques très 

différents (Pfeffer K. et al., 1993), et donc des voies de signalisation distinctes. Le TNFR1 

(p60, p55, ou CD120a) serait plutôt responsable des propriétés pro-inflammatoires du TNF-α, 

et des réponses de défense contre le non-soi (Peschon J.J. et al., 1998, Tartaglia L.A. et al., 

1993). Cette fonction a été particulièrement bien étudiée lors du choc septique (Evans T.J. et 

al., 1994). Le TNFR2 (p80, p75 ou CD120b), quant à lui, présente une affinité moindre pour 

le TNF-α (Grell M. et al., 1998) et joue plutôt un rôle dans la stimulation de la prolifération. 

Comme pour les récepteurs membranaires à l’IL-1, les récepteurs membranaires au TNF-α 

peuvent être clivés pour produire une forme soluble. Ce clivage s’effectue par la même 

enzyme qui active le TNF-α : l’ADAM-17 ou TACE (Reddy P. et al., 2000), en réponse à un 

stimulus inflammatoire. Ceci génère un fragment extracellulaire soluble, qui va fixer le TNF-

α et ainsi inhiber son effet. De plus, le récepteur au TNF-α de type 1 peut également être 

clivé par une autre enzyme : ARTS-1 (aminopeptidase regulator of TNF-R1 shedding), qui 

appartient à la famille des MMPs à zinc (Cui X. et al., 2002). Le clivage du récepteur par 

ARTS-1 est associé à deux autres protéines : NUCB2 (nucleobindin 2) et NEFA (DNA 

binding, EF-hand, acidicaminoacid region) (Islam A. et al., 2006).  

Le récepteur TNFR1 possède un domaine dit de « mort cellulaire » (death domain, DD), 

dont est dépourvu le récepteur de type 2. Ce domaine de 70 acides aminés est essentiel aux 

propriétés apoptotiques du TNF-α. Il permet en effet la fixation de protéines accessoires 

comme FADD (Fas-associated DD containing protein), et TRADD (TNFR1-associated DD 

containing protein). TRADD et FADD activent des voies pro-apoptotiques et inflammatoires 

caractéristiques du TNFR1 (Figure 14). 

Le TNF-α est majoritairement produit par les phagocytes mononucléés, en particulier les 

macrophages, les monocytes, les fibroblastes et les lymphocytes B et T, ou encore les 

synoviocytes et les chondrocytes (Au R.Y. et al., 2007, Morita Y. et al., 2001). La plupart de 

ses effets pléïotropes seraient dus à des évènements précoces comme l’activation de facteurs 

de transcription (Flora G. et al., 2002, Schubert S.Y. et al., 2002), mais également à des 

évènements tardifs comme l’activation de la caspase-3 (Filippatos G. et al., 2004) et à une 

réponse anti-proliférative. Les conséquences de l’action du TNF-α sont le recrutement et 

l’activation de cellules inflammatoires par la production de médiateurs comme l’IL-1, l’IL-6, 

l’IL-8, le PDGF (platelet derived growth factor), le TGF-β, la PGE2, des prostacyclines ou le 
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GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony-stimulatory factor) (Butler D.M. et al., 1995, 

Haworth C. et al., 1991, Nawroth P.P. et al., 1986). Le TNF-α stimule également les 

fibroblastes afin qu’ils expriment des molécules d’adhésion, ce qui augmente l’affluence des 

leucocytes sur le site de l’inflammation, par exemple les articulations des patients atteints de 

PR. 

 

Figure 14 : Représentation des différents récepteurs au TNF-αααα, de la transduction du signal et des 
voies de signalisation intra-cellulaires activées par le TNF-αααα. 
Le TNF-α est présent sous forme trimérique et lié à la membrane plasmique. Il peut être clivé par une 
enzyme, la TACE (TNF-α converting enzyme) et ainsi se présenter sous une forme soluble. Le TNF-α 
peut alor se fixer sur deux récepteurs, le TNFR1 ou le TNFR2, qui existent tous deux sous une forme 
membranaire et une forme soluble (s). Seule la forme membranaire TNFR1, dotée d’un domaine de 
mort cellulaire (DD, death domain) est capable de transduire le signal apoptotique. Après la fixation 
du TNF-α, le système réceptoriel active les protéines accessoires TRADD (TNFR1-associated DD), 
FADD (Fas-associated DD containing protein) et RIP (receptor interacting protein). Une cascade de 
signaux intra-cellulaires est alors activée, aboutissant par exemple à l’activation des facteurs de 
transcription AP-1 et NF-κB qui vont se fixer au niveau du promoteur de gènes cibles et ainsi activer 
leur transcription. (MAPKK : MAP kinase kinase, NIK : NF-κB-inducing kinase, IKK : IκB kinase, 
IκB : inhibitor of κB, JNK : c-Jun N-terminal). 

1.4.3 Rôle du TNF-α dans les pathologies articulaires 

1.4.3.1 Polyarthrite Rhumatoïde 

 

L’effet pro-inflammatoire du TNF-α a été notamment détecté grâce à ses effets 

pyrogènes, liés à la libération de PGE2. Le TNF-α favorise également la résorption osseuse 
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ainsi que la dégradation du cartilage (Saklatvala J., 1986). De plus, il est capable d’augmenter 

la production de MMP-1 et de PGE2 dans les fibroblastes et les synoviocytes de patients 

atteints de PR (Dayer J.M. et al., 1985). Afin de préciser les effets du TNF-α, des études in 

vitro utilisant des anticorps anti-TNF-α ont prouvé que ceux-ci inhibaient la synthèse d’IL-1 

(Brennan F.M. et al., 1989), la production de GM-CSF, d’IL-6, d’IL-8 ainsi que celles de 

MCP et de VEGF (Alvaro-Gracia J.M. et al., 1991, Butler D.M. et al., 1995) dans des cellules 

articulaires. Ces effets ont été confirmés par des études cliniques chez des patients 

polyarthritiques (Charles P.J. et al., 2000, Kraan M.C. et al., 2001, Lorenz H.M. et al., 1996, 

Paleolog E.M. et al., 1998, Ulfgren A.K. et al., 2000). De façon cohérente, il a été récemment 

démontré que le TNF-α générait une destruction de l’articulation (résorption osseuse, atteinte 

du cartilage, inflammation de la synoviale) par le biais de l’induction de la synthèse de l’IL-1. 

En effet, des souris KO pour l’IL-1α et β développent une arthrite au TNF-α avec des 

symptômes atténués par rapport aux souris contrôles (pas de perte de poids, inflammation de 

la synoviale réduite, érosion de l’os restreinte, moins de perte des PGs…) (Zwerina J. et al., 

2007). 

De plus, des souris transgéniques exprimant le gène du TNF-α dérégulé développent une 

arthrite spontanée (Keffer J. et al., 1991), alors qu’un prétraitement avec un anticorps anti-

TNF-α ou un récepteur soluble au TNF-α améliore les symptômes de l’arthrite chez des 

souris induites au collagène (Williams R.O. et al., 1992, Wooley P.H. et al., 1993). 

Enfin, les niveaux de TNF-α dans les sera et les liquides synoviaux de patients atteints de PR 

sont très élevés, et quatre à cinq fois supérieurs sur le site même de l’inflammation 

(synoviale) par rapport au plasma (Chu C.Q. et al., 1991). 

Au vu de l’importance de cette cytokine dans le développement de la PR, des traitements ont 

d’ores et déjà été testés : l’Infliximab (Remicade®), un anticorps chimérique liant le TNF-α 

soluble et membranaire, l’Etanercept (Enbrel®), une protéine de fusion d’un récepteur soluble 

au TNF-α et de la partie Fc d’IgG1, ou encore l’adalimumab (Humira®), une protéine 

recombinante d’un IgG1 et d’un anticorps monoclonal dirigé contre le TNF-α.  

L’efficacité de ces antagonistes du TNF-α dans la PR a été établie par des essais cliniques 

randomisés (Gartlehner G. et al., 2006, Hochberg M.C. et al., 2005). Les antagonistes ont 

clairement démontré un ralentissement de la progression radiographique de la maladie, une 

amélioration de la qualité de vie des patients atteints de PR. Cependant, ces traitements ont 

mis en évidence des risques d’infection grave au niveau pulmonaire, dermal, ou gastro-

intestinal (Bongartz T. et al., 2006). De même, le risque de développer un lymphome est 
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multiplié par 30 (Baecklund E. et al., 1998, Baecklund E. et al., 2006, Silman A.J. et al., 

1988, Wolfe F. et Michaud K., 2004). Enfin, le risque de développer une pathologie 

cardiovasculaire est augmenté de deux fois environ [comme l’infarctus du myocarde 

(Solomon D.H. et al., 2003, Wolfe F. et al., 2003), ou l’athérosclérose (del Rincon I.D. et al., 

2001)] [pour revue voir (Lin J. et al., 2007, Nasir A. et Greenberg J.D., 2007)]. 

Le développement d’antagonistes synthétiques du TNF-α a certes permis une nette 

amélioration de la vie des patients atteints de PR, mais les effets indésirables engendrés ne 

sont pas négligeables et suggèrent de continuer à élargir la recherche à d’autres cibles aussi 

efficaces mais dont l’inhibition n’entraînerait pas d’effets secondaires aussi importants. De 

plus, tous les patients ne répondent pas de la même manière à une thérapie anti-TNF-α. En 

effet, certains patients y sont insensibles, et plus de 50 % des patients traités par ces thérapies 

déclarent ne ressentir que 50 % ou moins de bénéfice sur leur qualité de vie. C’est pourquoi 

d’autres cibles ont été étudiées pour tenter non seulement de freiner l’avancée de la maladie 

mais également d’obtenir une rémission clinique tout en limitant les effets indésirables. 

Des essais ont donc été menés sur le blocage simultané des récepteurs à l’IL-1 et au TNF-α 

(Infliximab et Anakinra). Ces études ont permis d’obtenir des résultats très encourageants 

dans un modèle expérimental d’arthrite chez la souris (Zwerina J. et al., 2004) : diminution de 

l’inflammation de la synoviale, de l’érosion osseuse, du nombre d’ostéoclastes et de la 

destruction du cartilage, supérieure à celle obtenue en monothérapie. Cependant ces résultats 

n’ont pas pu être reproduits lors d’études cliniques, les bénéfices n’étant pas supérieurs à la 

monothérapie, et les risques infectieux se trouvant amplifiés (Genovese M.C. et al., 2004). 

1.4.3.2 Arthrose 

 

 Comme l’IL-1, le TNF-α apparaît également comme un médiateur important dans 

l’induction de l’inflammation de la membrane synoviale et de la destruction du cartilage au 

cours de l’arthrose. Plusieurs observations le mettent en évidence. Ainsi, la TACE est 

surexprimée dans le cartilage de patients arthrosiques (Amin A.R., 1999). Il en est de même 

pour le récepteur TNFR1 (Alaaeddine N. et al., 1997). De même, les niveaux de TNF-α 

retrouvés dans les tissus articulaires de patients arthrosiques sont supérieurs à ceux retrouvés 

chez des individus sains (Farahat M.N. et al., 1993, Myers S.L. et al., 1990, Smith M.D. et 

al., 1997). Quelques essais préliminaires ont donc été effectués avec l’Infliximab et 

l’Etanercept, et ont montré la suppression de la production de NO dans des explants de 
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cartilage issus de patients arthrosiques (Vuolteenaho K. et al., 2002), ainsi que la diminution 

de la production de MMPs (Hui W. et al., 2001). 

Ces effets restent à confirmer par des essais cliniques. Mais comme pour l’IL-1, il est 

important de noter qu’au vu des effets secondaires engendrés par les stratégies anti-cytokines, 

il faudra évaluer les bénéfices par rapport aux effets indésirables potentiels de ces traitements. 

1.4.4 Les cytokines de la famille et les récepteurs de l’IL-6 

 

La famille de l’IL-6 compte 7 membres : l’IL-6, le LIF (leukemia inhibitory factor), 

l’OSM (oncostatin M), le CNTF (ciliary neutrophic factor), l’IL-11, la CT-1 (cardiotrophine-

1) et la CLC (cardiotrophine-like) [pour une revue voir (Rose-John S., 2003)]. Ces protéines 

se lient aux récepteurs de la famille de l’IL-6, qui sont présents sous forme de dimères 

comportant tous une chaîne β ou gp130. Le deuxième partenaire du dimère peut être la gp130 

elle-même (récepteur à l’IL-11), la chaîne α (récepteur à l’IL-6), le CNTF-R ou le LIF-R 

(récepteur au LIF, aux cardiotrophines et à l’OSM). L’activation de ces récepteurs entraîne 

l’activation du complexe JAK/STAT (Janus kinase/Signal transducer and activator of 

transcription), qui vont conduire à l’activation de la cascade des MAPK. 

Ces cytokines interviennent principalement dans la réponse inflammatoire lors de la phase 

aiguë ou lors d’une infection. Elles jouent également un rôle important dans l’hématopoïèse, 

la régénération neuronale et hépatique, ainsi que dans le développement embryonnaire ou la 

fertilité. La dérégulation des voies de signalisation qui les régule contribue au développement 

de pathologies comme la PR, l’ostéoporose, les scléroses multiples ou encore de différents 

cancers (notamment de la prostate). 

1.4.5 Synthèse et principaux effets cellulaires de l’IL-6 

 

Clonée pour la première fois en 1986, l’interleukine-6 est une glycoprotéine de 26 kDa 

possédant un peptide signal de 28 acides aminés. Elle fut tout d’abord étudiée pour son rôle 

dans la différenciation des lymphocytes B (Hirano T. et al., 1986, Teranishi T. et al., 1982). 

Puis des études complémentaires ont montré que l’IL-6 était une cytokine pléïotropique, 

possédant un large panel d’activités biologiques, et agissant sur un grand nombre de cellules 

cibles. Cette cytokine est principalement produite par les lymphocytes T, les monocytes, les 

macrophages, les fibroblastes synoviaux et les cellules vasculaires (Morand E.F. et Leech M., 
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2005, Privat S.J. et al., 2001, Van Snick J., 1990) ou encore les chondrocytes (Dombrecht E.J. 

et al., 2007, Tanabe B.K. et al., 1996).  

Le récepteur à l’IL-6 est une chaîne composée de deux polypeptides (Taga T. et al., 1989). La 

chaîne polypeptidique α, qui lie directement l’IL-6, de 80 kDa, existe sous forme 

membranaire et soluble. Le récepteur soluble n’est pas un piège à cytokine, mais permet au 

contraire la présentation de l’IL-6 aux cellules dépourvues de récepteur à l’IL-6 mais 

possédant la protéine gp130. Ce phénomène est appelé « transsignaling » (Kallen K.J., 2002). 

La deuxième chaîne polypeptidique composant le récepteur de l’IL-6 est la gp130. Cette 

chaîne de 130 kDa permet de transduire le signal à l’intérieur de la cellule après fixation de 

l’IL-6 sur la chaîne α. La voie des JAK est alors activée, puis elle va elle-même activer deux 

voies majeures, la voie des ERK (extracellularly regulated kinase) et de STAT-3 (Hirano T. et 

al., 2000, Hirano T. et al., 1997) (Figure 15). 

 

Figure 15 : Schématisation du système réceptoriel à l’IL-6 et des principales voies activées par la 
fixation de l’IL-6. 
L’IL-6 se fixe sur son récepteur composé de deux polypeptides. La transduction à l’intérieur de la 
cellule se fait par l’activation du complexe JAK/STAT (Janus kinase/Signal transducer and activator 
of transcription), qui conduit à l’activation des MAPK (mitogen-activated protein kinase). 
 

Les conséquences de l’activation de ces voies sont multiples : activation et induction des 

lymphocytes T, stimulation de la croissance et de la différenciation des cellules précurseurs de 

l’hématopoïèse, maturation des lymphocytes B, différenciation des macrophages et des 

mégacaryocytes (Yoshizaki K. et al., 1998), ou encore induction de la réponse de la phase 

aiguë. Elle stimule d’ailleurs la synthèse de certaines protéines composant le complexe 

protéique de phase aiguë (fibrinogène, protéine C réactive, protéines du complément, …). 

L’IL-6 possède également des rôles plus spécifiques dans les cellules articulaires, comme 

la prolifération des synoviocytes et des fibroblastes (Van Snick J., 1990). Elle joue donc un 
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rôle dans la formation du pannus synovial, mais elle induit également de la différenciation des 

ostéoclastes, ce qui conduit à la résorption osseuse (Tamura T. et al., 1993). De plus, l’IL-6 

diminue la production d’agrécane et de collagène de type II, deux constituants majeurs de la 

MEC spécifiques du cartilage (Legendre F. et al., 2003). Sa synthèse est d’ailleurs augmentée 

dans les chondrocytes humains par une stimulation à l’IL-1β ou au TNF-α (Nietfeld J.J. et al., 

1990, Tamura T. et al., 1993). 

1.4.6 Rôle de l’IL-6 dans les pathologies articulaires 

1.4.6.1 Polyarthrite Rhumatoïde 

 
Bien que retrouvée dans de nombreuses pathologies infectieuses, hématologiques et 

inflammatoires, l’IL-6 ne permet pas la survenue de symptômes inflammatoires lorsqu’elle est 

injectée, même à des doses 10000 fois supérieures à celles du TNF-α ou de l’IL-1. Le rôle de 

l’IL-6 est cependant ambigu, puisqu’en plus des propriétés décrites ci-dessus, elle entraîne 

une diminution de la dégradation des PGs grâce à l’augmentation de la synthèse de TIMPs 

(Lotz M. et Guerne P.A., 1991). De plus, l’IL-6 augmente également la production d’IL-1Ra 

et du récepteur soluble au TNF-α (Tilg H. et al., 1994) et inhibe la cyclooxygénase induite 

par l’IL-1 (Hauptmann B. et al., 1991) ainsi que d’autres cytokines (Aderka D. et al., 1989, 

Schindler R. et al., 1990). Ainsi, elle pourrait paradoxalement jouer un rôle dans la protection 

du cartilage (Silacci P. et al., 1998). Ces rôles ambivalents pourraient faire de l’IL-6 une 

cytokine impliquée dans le rétro-contrôle négatif de la pathologie, limitant les dommages 

protéolytiques appliqués au cartilage. 

Néanmoins, les preuves des rôles pro-inflammatoires de l’IL-6 sont indiscutables. Tout 

d’abord, des quantités élevées d’IL-6 ont été retrouvées dans l’articulation et le sérum de 

patients arthritiques, et il existe une bonne corrélation entre sa concentration dans les sera et la 

sévérité de la maladie (Dasgupta B. et al., 1992, Hirano T. et al., 1988, Houssiau F.A. et al., 

1988, Madhok R. et al., 1993, Sack U. et al., 1993). De plus, des souris déficientes en IL-6 

présentent une forte résistance à l’induction d’une arthrite au collagène (Alonzi T. et al., 

1998, Hata H. et al., 2004, Ohshima S. et al., 1998, Sasai M. et al., 1999), alors que le déficit 

en IL-1 ou en TNF-α ne le permet qu’en partie (retard du développement de l’arthrite et 

diminution de l’incidence et de la sévérité). Chez ces souris, l’injection d’IL-6 et de son 

récepteur réverse cette inhibition. De même, des mutations du récepteur de l’IL-6 chez des 

souris provoquent l’apparition d’une arthrite spontanée (Atsumi T. et al., 2002). 
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Toutes ces expérimentations ont montré que le blocage de l’IL-6 pouvait représenter une 

bonne approche thérapeutique contre la PR. Cependant, le traitement avec un anticorps anti-

IL-6 présente des effets indésirables engendrant notamment la production d’IL-6 elle-même. 

L’injection d’un anticorps humanisé dirigé contre le récepteur de l’IL-6 a donc été testée 

(Figure 16). Plusieurs essais cliniques sur des patients arthritiques [pour revue voir 

(Kishimoto T., 2006)] ont été réalisés avec le Tocilizumab, qui inhibe spécifiquement l’action 

de l’IL-6 (Ding C. et Jones G., 2003, Sato K. et al., 1993). Ces études ont conclu à une bonne 

efficacité du traitement et une toxicité relativement acceptable. En effet, ce traitement a 

permis de diminuer les manifestations histologiques, cliniques et radiographiques de la 

maladie, ainsi que la production de MMP-3, ou encore des niveaux d’hémoglobine (résolution 

de l’anémie engendrée par la maladie), de ceux du fibrinogène et du facteur rhumatoïde 

(autoanticorps dirigés contre le fragment cristallisable ou Fc des molécules d'IgG) (Nishimoto 

N. et al., 2004). De plus le métabolisme osseux a été réaugmenté (diminution de l’ostéoporose 

induite par la pathologie) (Mariette X., 2004). 

Quelques effets indésirables ont malgré tout été observés avec ce traitement : une 

augmentation du cholestérol, la réactivation éventuelle du virus d’Epstein-Barr, quelques 

allergies et des infections (Nishimoto N. et al., 2004). 
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Figure 16 : Concept du blocage de la voie de signalisation de l’IL-6 par le Tocilizumab. 
L’IL-6 se fixe sur son récepteur (représenté ici sous sa forme membranaire). Le récepteur est lié à une 
protéine transactivatrice, la gp130, qui va engendrer un signal intracellulaire après fixation. 
L’anticorps dirigé contre ce récepteur, le Tocilizumab, va inhiber la fixation de l’IL-6 sur son 
récepteur membranaire et ainsi inhiber la réponse intracellulaire à l’IL-6. De même, en bloquant 
l’accessibilité au récepteur soluble, le Tocilizumab inhibe la présentation de l’IL-6 à d’autres cellules. 
sIL-6R : récepteur soluble à l’IL-6. 
D’après (Kishimoto T., 2006). 
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1.4.6.2 Arthrose 

 

L’IL-6 est surexprimée dans tous les tissus articulaires des patients arthosiques, comme 

chez les patients arthritiques, bien qu’en quantité plus faible (Kaneko S. et al., 2000, Martel-

Pelletier J. et al., 1999). Elle contribue au processus pathologique de l’arthrose en : 

- augmentant le nombre de cellules inflammatoires dans le tissu synovial (Guerne P.A. et 

al., 1989), 

- stimulant la prolifération des synoviocytes,  

- induisant l’amplification des effets de l’IL-1 sur la synthèse des MMPs et l’inhibition de 

la synthèse des PGs (Nietfeld J.J. et al., 1990).  

Bien qu’étant considérée comme un important régulateur des MMPs dans les explants de 

cartilage issus de patients arthrosiques (Towle C.A. et al., 1997), aucune inhibition directe de 

cette cytokine n’a été testée à ce jour chez des patients arthrosiques. 

1.5 Voies de signalisation impliquées dans la synthèse des cytokines 

1.5.1 La cascade d’activation des kinases 

 

La famille des MAPK est constituée de protéines kinases régulées par un signal 

extracellulaire : les ERKs, p38 kinase et JNK (c-Jun N-terminal kinase) ou SAPK (stress-

activated protein kinase) (Chun J.S., 2004). Cette famille de kinases joue un rôle prédominant 

dans le phénomène de l’inflammation grâce à ses propriétés activatrices de facteurs de 

transcription comme NF-κB ou AP-1. Ces facteurs de transcription régulent à leur tour la 

transcription de nombreuses cytokines pro-inflammatoires (Berenbaum F., 2004). L’activation 

des MAPK est nécessaire à la phosphorylation de leurs protéines cibles (Figure 17). Les 

MAPK sont activées elles-mêmes par des protéines de la famille des MAPKK (MEK ou 

MKK), dont l’activité est régulée par des protéines de la famille des MAPKKK (MEKK ou 

MKKK), régulées par des protéines de la famille des MAPKKKK (MEKKK ou MKKKK). 

Ces protéines sont activées par des protéines G. Les stimuli qui initient la cascade des MAPK 

sont très variables : stress cellulaire, IL-1β, TNF-α, etc. 

L’inhibition d’un acteur de cette cascade bloque toute la cascade des MAPK, et inhibe 

ainsi la synthèse de cytokines pro-inflammatoires. Cette stratégie a donc été testée dans des 

modèles expérimentaux d’arthropathies [pour revue voir (Malemud C.J., 2006)]. Par exemple, 

le PD198306, qui est un inhibiteur des MEK1 et 2 supprime partiellement la progression de la 

pathologie dans un modèle d’arthrose chez le lapin, grâce à l’inhibition de l’activité ERK1/2 et 
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à la baisse de l’activité MMP (Pelletier J.P. et al., 2003). De même, dans un modèle murin 

d’arthrite au collagène, l’utilisation du PD184352, inhibiteur sélectif des MEK, a engendré 

une diminution de l’œdème des pattes, du score arthritique, et ce de façon dose-dépendante. 

Le traitement a également permis de diminuer la perte de poids, les dommages observés en 

histopathologie, ainsi que la perte des PGs (Thiel M.J. et al., 2007). 

 

Figure 17 : Schématisation de la cascade des MAPK. 
Un stimulus extra-cellulaire active une protéine G. Celle-ci va induire l’activité d’une protéine de la 
famille des MAPKKKK (MEKKK), qui va phosphoryler une protéine de la famille des MAPKKK 
(MEKK). Une protéine de la famille des MAPKK (MEK) est phosphorylée, et va elle-même activer une 
protéine de la famille des MAPK. Enfin, cette dernière phosphoryle une protéine cible. 

1.5.1.1 Les ERK 

 

Les ERK comprennent plusieurs membres, dont les formes majoritairement retrouvées 

sont p42 (ERK1) et p44 (ERK2). Les ERK sont activées par MEK1 (Boulton T.G. et al., 

1991). Ces protéines sont rapidement phosphorylées en réponse à un stimulus, et leur activité 

de phosphorylation est donc précoce. Une des cibles d’ERK est c-Fos. 

Des inhibiteurs d’ERK ont été testés dans des modèles d’arthropathie avec succès. En effet, 

l’uilisation du PD98059 a permis de diminuer la production de NO, l’apoptose chondrocytaire 

et aussi l’activation des PGE2 dans des chondrocytes de lapin (Notoya K. et al., 2000). De 

même, l’inhibiteur d’ERK FR180204 a été testé très récemment dans un modèle d’arthrite 

induite au collagène chez la souris, et ce traitement a permis de diminuer la perte de poids des 

animaux ainsi que les scores de l’arthrite (Ohori M. et al., 2007). 
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1.5.1.2 P38 kinase 

 

Des gènes distincts codent pour 4 kinases p38 chez l’Homme : p38α, β, γ et δ. Les 

membres de la famille kinase p38 sont activés par les MKK3, 4, et 6 (Johnston T.H. et 

Brotchie J.M., 2004). Le rôle de p38 est prédominant dans l’induction de l’expression de la 

cyclo-oxygénase (COX)-2 ou de la NO synthase inductible (iNOS) (Starkman B.G. et al., 

2005). Elle permet également l’activation des MMP-9 et -13, ainsi que de l’IL-1β et du 

TNF-α. 

L’utilisation d’inhibiteurs de la kinase p38, comme le SB203580 ou le SB202190 a permis 

d’améliorer les paramètres de l’inflammation, notamment une diminution de la production de 

NO et de PGE2, mais a également permis d’interférer avec la voie des caspases et ainsi de 

diminuer la mort cellulaire (Notoya K. et al., 2000, Sun X. et al., 2002). De même, plus 

récemment, l’inhibiteur de p38, le FR167653, a été utilisé pour traiter des rats arthritiques 

induits au collagène, et a permis de diminuer la production de TNF-α et d’IL-1, l’œdème, les 

scores radiographiques et histologiques, ainsi que le nombre d’ostéoclastes (Nishikawa M. et 

al., 2007). Certains inhibiteurs synthétiques sélectifs de p38 ont également été testés en phase 

clinique, comme le VX-745, le VX-702 ou le SCIO-469, avec à chaque fois une amélioration 

du score clinique, et parfois une réduction des taux circulants de CRP et d’IL-6 [pour revue 

voir (Schindler J.F. et al., 2007)]. 

1.5.1.3 SAPK/JNK 

 

Les SAPK/JNK sont activées par les MEKK4 et 7 (Foltz I.N. et al., 1998). Elles ont 

comme cible principale c-Jun. 

Cette cible a été validée par des expériences de souris KO pour SAPK/JNK induites au 

collagène. Ces souris développent une arthrite moins grave, avec des lésions cartilagineuses 

moins importantes, et des PGs moins dégradés (Han Z. et al., 2001). Des inhibiteurs de 

SAPK/JNK ont donc été utilisés, comme le SP600125, ce qui a permis de bloquer totalement 

la phosphorylation de Jun et l’induction de cette protéine dans des synoviocytes de souris. 

Cette inhibition supprime la liaison d’AP-1 sur l’ADN, et inhibe ainsi l’expression de la 

collagénase-3 (MMP-13) (Han Z. et al., 2001). 
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1.5.2 Facteurs de transcription 

1.5.2.1 NF-IL-6 

 

NF-IL-6 (nuclear factor of IL-6) est également appelé C/EBPβ, NFM, LAP, IL-6-DBP, 

AGP/EBP ou encore CRP2. Il fait partie de la famille C/EBP ou CCAAT/enhancer binding 

protein, une famille de facteurs de transcription fortement conservée entre les espèces. Cette 

famille clonée pour la première fois en 1988 (Landschulz W.H. et al., 1988) contient un 

domaine particulier, appelé bZip. En effet, le domaine de liaison à l’ADN est lié à un motif de 

dimérisation en « glissière à leucines » (leucin zipper) dans sa partie C-terminale, constitué de 

4 ou 5 résidus leucines configurées en hélice α. La famille C/EBP comporte six membres, 

notés C/EBPα, C/EBPβ, C/EBPγ, C/EBPδ, C/EBPε, et C/EBPζ. 

Le facteur NF-IL-6 (C/EBPβ) est présent sous la forme de trois transcrits, produisant trois 

protéines différentes : le « LAP » de 45 kDa, le LAP* de 38 kDa et le LIP de 20 kDa (Akira 

S. et al., 1990). Le transcrit LIP est particulier puisqu’il n’est constitué que du domaine de 

liaison à l’ADN et du domaine « leucin zipper ». Il représente donc un dominant négatif ou 

inhibiteur (Akira S. et al., 1990).  

Avant de se fixer à l’ADN sur son élément de réponse, le facteur NF-IL-6 se dimérise. Les 

hétérodimères peuvent se former à partir de différents isotypes de C/EBP. En revanche, la 

liaison avec le sous-type ζ ne permet pas la liaison aux éléments de réponse consensus : 

PuPuPuTGCAAT(A/C)CCC (Pu : Purine), et le sous-type LIP de C/EBPβ forme des dimères 

non fonctionnels (Descombes P. et Schibler U., 1991). 

NF-IL-6 est le facteur de transcription qui est principalement à l’origine de l’induction de 

l’expression de l’IL-6, même si celle-ci est également activée par d’autres facteurs de 

transcription tels qu’AP-1 et NF-κB. NF-IL-6 est exprimé principalement dans les monocytes 

et les macrophages. Mais il est également produit par les lignées myélocytaires, les 

hépatocytes, les adipocytes (Akira S. et al., 1990, Maytin E.V. et Habener J.F., 1998), et les 

lignées cellulaires fibroblastiques (Cao Z. et al., 1991), et est synthétisé dans les synoviocytes 

(Pope R.M. et al., 1999) et les chondrocytes (Berenbaum F., 2004). Il a également été mis en 

évidence dans des organes comme le foie, les intestins, les poumons, le tissu adipeux, la rate 

et les reins (Akira S. et al., 1990, Cao Z. et al., 1991, Chang C.J. et al., 1990, Descombes P. et 

al., 1990, Katz S. et al., 1993, Kousteni S. et al., 1998, Poli V. et al., 1990, Williams S.C. et 

al., 1991). Sa régulation et son activation dépendent des interactions avec d’autres facteurs de 

transcription comme NF-κB, c-Jun, CREB/ATF ou les récepteurs aux glucocorticoïdes (GR) 
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(Burk O. et al., 1993, Hsu W. et al., 1994, LeClair K.P. et al., 1992, Lekstrom-Himes J. et 

Xanthopoulos K.G., 1998, Ness S.A. et al., 1993, Nishio Y. et al., 1993, Stein B. et al., 1993, 

Vallejo M. et al., 1993, Wedel A. et Ziegler-Heitbrock H.W., 1995, Zagariya A. et al., 1998). 

Il interagit également avec différents facteurs comme l’AMPc, le glucagon, les hormones de 

croissance, l’IFN-γ, l’IL-6, le LPS (lipopolysaccharide), le TNF-α, le calcium, etc. Son 

activité est régulée par des agents inflammatoires comme le LPS, les cytokines, les agents 

mitogènes, les hormones ou le stress (Akira S. et al., 1990, Alam T. et al., 1992, Cardinaux 

J.R. et al., 2000, Granger R.L. et al., 2000, Kinoshita S. et al., 1992, Poli V., 1998, Poli V. et 

al., 1990, Ramji D.P. et al., 1993a, Ramji D.P. et al., 1993b, Tengku-Muhammad T.S. et al., 

2000). Il contribue à la régulation des médiateurs de l’inflammation comme le TNF-α, l’IL-1, 

l’IL-6, l’IL-8.  

NF-IL-6 joue un rôle important dans la différenciation cellulaire, la réponse inflammatoire, la 

régénération du foie, et le métabolisme cellulaire. Dans des cellules articulaires, NF-IL-6 a été 

dosé dans les synoviocytes humains en plus grande quantité que chez des patients arthritiques, 

que chez des patients arthrosiques, et que chez des patients sains. De même, la fréquence 

d’expression nucléaire de NF-IL-6 est corrélée avec l’épaississement de la synoviale et le 

score inflammatoire. L’expression et l’activation de NF-IL-6, ainsi que sa localisation sont 

des marqueurs de la progression de la maladie. De même, sa liaison à l’ADN est corrélée avec 

le taux de CRP (Nishioka K. et al., 2000). NF-IL-6 augmente également la production 

intracellulaire de COX-2 et de PLA2 dans les chondrocytes (Massaad C. et al., 2000, Thomas 

B. et al., 2000).  

L’implication de NF-IL-6 dans la pathogenèse de la PR a été démontrée grâce aux modèles 

animaux. En effet, des souris knock-out pour C/EBPβ démontrent des problèmes de secrétion 

des protéines amyloïdes A et P, des protéines du complément, et du TNF-α. Des expériences 

ont prouvé que l’inhibition spécifique de NF-IL-6 inhibait la secrétion du TNF-α dans les 

macrophages. De même, le salicylate, aux concentrations pharmacologiques, supprime 

l’expression de PGE2, grâce au blocage de la liaison de NF-IL-6 sur le promoteur de COX-2 

(Saunders M.A. et al., 2001). Ainsi, la régulation de la production ou de l’activité de NF-IL-6 

pourrait représenter une nouvelle approche pour inhiber l’expression des médiateurs de 

l’inflammation et donc pourrait présenter un effet thérapeutique dans les pathologies 

articulaires. 
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1.5.2.2 NF-κB  

1.5.2.2.1 Présentation générale 

 
Le facteur NF-κB a été découvert en 1986 par Shen et Baltimore, comme un facteur 

nucléaire pouvant se lier à l’activateur de la chaîne légère kappa des immunoglobulines dans 

les lymphocytes B (Sen R. et Baltimore D., 1986). NF-κB est activé en réponse au LPS, 

montrant ainsi son rôle dans la réponse immune. De plus, NF-κB interfère avec la balance 

prolifération/apoptose. Ses propriétés à moduler des processus aussi essentiels ont fait de lui 

un acteur majeur dans le développement de diverses pathologies. 

La plupart des effets physiopathologiques se produisant au cours des arthropathies peuvent 

être expliqués par l’activation d’un nombre limité de facteurs de transcription comme NF-κB 

et AP-1 (Feldmann M., 2001, Okamoto T. et al., 1997). En particulier, de nombreuses 

cytokines et molécules d’adhésion cellulaire activées lors de la PR sont sous le contrôle de 

NF-κB.  

NF-κB est un facteur de transcription qui régule l’expression d’environ 200 gènes impliqués 

dans des phénomènes aussi variés que l’immunité, l’inflammation (Sha W.C., 1998), la 

réactivation de certains virus ou encore l’apoptose (Baeuerle P.A. et Baltimore D., 1996, 

O'Neill L.A. et Kaltschmidt C., 1997). 

Ce facteur de transcription se présente sous la forme de dimères de protéines possédant un 

domaine Rel du côté N-terminal [pour revue voir (Okamoto T., 2006)]. Cette région de 300 

acides aminés permet la dimérisation, la translocation vers le noyau, et également la liaison à 

l’ADN. Ce dimère existe sous différentes formes, selon les protéines qui le composent. 

Celles-ci se regroupent en deux classes selon leurs caractéristiques structurelles et 

fonctionnelles (Baeuerle P.A. et Baltimore D., 1996, O'Neill L.A. et Kaltschmidt C., 1997). 

La classe I renferme les protéines p50 et p52. Ces protéines dérivent des précurseurs 

cytoplasmiques p100 (NF-κB2) et p105 (NF-κB1), qui sont clivés du côté N-terminal. La 

classe II renferme les protéines p65 (RelA), RelB et p75 (c-Rel). Le plus souvent, un dimère 

se forme à partir d’une protéine de la classe I et d’une protéine de la classe II. Cependant, des 

homodimères de p50 ou de p52 peuvent se former, mais ceux-ci sont inactifs. En effet, p65 est 

indispensable à la fonctionnalité de NF-κB, puisque c’est cette sous-unité qui contient le 

domaine de transactivation ainsi que la séquence d’adressage nucléaire (Phelps C.B. et al., 

2000a, Phelps C.B. et al., 2000b, Schmitz M.L. et Baeuerle P.A., 1991). Les protéines de la 

classe I, quant à elles, contiennent le domaine de liaison à l’ADN. 
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À l’état basal, le complexe NF-κB est localisé dans le cytoplasme, sous forme inactive car 

lié à sa protéine inhibitrice IκB (inhibitor of NF-κB) (Baldwin A.S., Jr., 1996). Le site de 

liaison de cet inhibiteur étant situé au niveau du domaine signal de localisation nucléaire de 

NF-κB, celui-ci ne peut pas être transloqué vers le noyau. IκB est en fait représenté par une 

famille de plusieurs protéines, IκB-α, -β, -γ, -δ, -ξ et Bcl3 (Whiteside S.T. et al., 1997, 

Yamazaki S. et al., 2001). Elles ont toutes en commun un domaine situé en C-terminal 

contenant une répétition de motifs ankyrines, cruciaux pour l’interaction avec NF-κB, et un 

domaine en N-terminal riche en leucines, utile pour son exportation vers le cytoplasme. 

NF-κB est activé par des substances variées, comme les cytokines pro-inflammatoires (IL-1, 

TNF-α) (Baeuerle P.A. et Henkel T., 1994), le stress oxydant (Shen Y. et al., 1996) ou encore 

les UV (Janssen Y.M. et al., 1995). La « voie canonique » impliquant la kinase d’IκB est 

alors activée. Cette voie agit par une cascade de kinases, comme MEKK1 (Karin M., 1999, 

Lee F.S. et al., 1998, Nakano H. et al., 1998), ERKK2 et 3 (Zhao Q. et Lee F.S., 1999), PKC 

(Protein kinase C) (Lallena M.J. et al., 1999), ou encore NAK (IκB kinase activating protein) 

(Tojima Y. et al., 2000). De plus, les sous-unités de NF-κB peuvent également être activées 

par phosphorylation (Hayashi T. et al., 1993, Naumann M. et Scheidereit C., 1994).  

En pratique, la première kinase à être activée est NIK (NF-κB-inducing kinase), qui va 

phosphoryler la kinase IKK (IκB kinase) (Ling L. et al., 1998, Nakano H. et al., 1998). Cette 

protéine est composée de trois sous-unités, IKK-α et IKK-β, qui sont des sous-unités 

catalytiques, et NEMO (NF-κB essential modulator) ou IKK-γ, la sous-unité régulatrice. Le 

complexe IKK/NIK forme le « signalosome », complexe de haut poids moléculaire qui va 

phosphoryler IκB-α (DiDonato J.A. et al., 1997, Regnier C.H. et al., 1997, Woronicz J.D. et 

al., 1997, Zandi E. et al., 1997). Cette phosphorylation induit le recrutement de l’ubiquitine 

ligase, qui va poly-ubiquitinyler IκB-α. Ce phénomène induit à son tour le recrutement du 

protéasome, qui va détruire IκB-α (Karin M., 1999).  

Le facteur NF-κB est alors libéré et peut entrer dans le noyau, se fixer sur des éléments de 

réponse sur le promoteur de gènes cibles (Figure 18). L’élément de réponse consensus est 

5’GGGPuNNPyPyCC-3’ (Pu : purine, Py : pyrimidine) (Baeuerle P.A. et Baltimore D., 

1996). L’affinité du dimère pour cet élément de réponse diffère selon le type de dimère 

impliqué (Perkins N.D. et al., 1992, Urban M.B. et Baeuerle P.A., 1991, Urban M.B. et al., 

1991). Les gènes contenant un élément de réponse à NF-κB sont nombreux : ce sont des gènes 

codant pour des cytokines (IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-2, IL-12, IFN-γ, GM-CSF), des molécules 

d’adhésion cellulaire, des chémokines (IL-8, MIP-1α, MCP-1), des récepteurs aux cytokines, 
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des enzymes inductibles (COX-2, iNOS), des gènes anti-apoptotiques ou pro-apoptotiques, 

des gènes de la prolifération, ou encore des gènes régulant l’expression des protéines de la 

famille de NF-κB, ou permettant son rétrocontrôle (IκB-α, IκB-β). Ainsi, la famille NF-

κB/IκB semble constituer un réseau de protéines autonomes et auto-régulatrices, bien que 

pouvant également être régulée par d’autres facteurs. 
 

 

Figure 18 : Schématisation des mécanismes d’activation du complexe NF-κB. 
Après activation par un signal (inflammation, stress, UV, …), une cascade de kinases permet la 
phosphorylation d’IκB-α (1), qui recrute alors l’ubiquitine ligase. L’accumulation de groupements 
ubiquitine sur cette protéine engendre le recrutement du système du protéasome qui la détruire (2), et 
ainsi libérer le dimère formant NF-κB (ici représenté sous sa forme p50/Rel) (3). Ce dimère va entrer 
dans le noyau (4) et se fixer au niveau d’éléments de réponse situés sur les promoteurs de gènes cibles 
(5). 
D’après (Yamamoto Y. et Gaynor R.B., 2004). 

1.5.2.2.2 Implication de NF-κB dans les pathologies 
articulaires 

 
Bien que NF-κB joue un rôle essentiel à la physiologie, une régulation inappropriée de 

son activité a été invoquée dans la pathogenèse de plusieurs pathologies, dont les maladies 

inflammatoires et rhumatoïdes (PR, arthrose, athérosclérose, asthme). En effet, les sous-unités 

de NF-κB p50 et p65 ont été retrouvées de façon abondante dans des synoviales de patients 

arthritiques, à des concentrations supérieures aux patients arthrosiques (Handel M.L. et al., 

1995). De plus, la quantité d’IKK est élevée dans les synoviocytes de patients arthritiques et 

arthrosiques. Les modèles animaux d’arthrite expérimentale ont permis de montrer 
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l’implication de NF-κB dans la pathogenèse de la maladie. En effet, des expériences ont 

montré que l’activation de NF-κB était antérieure aux manifestations cliniques de l’arthrite 

induite au collagène chez la souris ou à l’adjuvant de Freund chez le rat (Makarov S.S., 2001, 

Mor A. et al., 2005). De même, la corrélation entre NF-κB et MMP-3 ou MMP-13 est très 

bonne, et supérieure à celle observée pour AP-1. NF-κB et AP-1 sont tous deux activés avant 

les premiers signes d’arthrite clinique et avant l’augmentation d’expression des MMPs. Dans 

le même modèle d’arthrite au collagène chez la souris, NF-κB est localisé dans le noyau des 

chondrocytes (Eguchi J. et al., 2002) pendant les stades précoces de destruction du cartilage. 

Enfin, p65 a été retrouvé dans la couche synoviale de façon beaucoup plus importante au 

niveau de la patte injectée à l’ACF de l’animal que dans la patte contrôle non injectée (Tsao 

P.W. et al., 1997). De plus, le transfert intra-articulaire du gène d’IKK-β chez des rats sains 

induit une arthrite caractérisée par un gonflement sévère de la patte, un changement 

histologique, une activité IKK largement augmentée, ou encore la liaison de NF-κB sur 

l’ADN. Ceci prouve que l’activation d’IKK est cruciale pour l’initiation de la synovite. 

NF-κB est également impliqué dans la dégradation du cartilage articulaire. En effet, 

l’activation de NF-κB dans les chondrocytes articulaires stimule la production d’IL-1β et du 

TNF-α, qui jouent eux-mêmes un rôle prédominant dans le catabolisme du cartilage 

articulaire. De plus, des études ont montré que la co-stimulation avec de l’IL-1β et du TNF-α 

engendrait une potentialisation synergique de l’activité de NF-κB dans le cartilage. En outre, 

dans des chondrocytes de rat, l’activation de NF-κB réprime l’expression du collagène de 

type II (Liacini A. et al., 2002, Seguin C.A. et Bernier S.M., 2003), et dans les chondrocytes 

de patients arthrosiques, NF-κB augmente l’expression génique et protéique des MMP-1, -3 et 

-13. Ces résultats ont été confirmés par des expérimentations employant divers inhibiteurs des 

voies de NF-κB ou des MAPK. Ces études suggèrent que l’inhibition de la transduction du 

signal du TNF-α et de l’IL-1 grâce à ces agents pourrait être une stratégie thérapeutique pour 

diminuer la dégradation du cartilage articulaire au cours de la PR (Liacini A. et al., 2003, 

Vincenti M.P. et Brinckerhoff C.E., 2002). 

Partant de ces données, un nombre de plus en plus élevé d’inhibiteurs de NF-κB ont été testés. 

Ces inhibiteurs, notamment des médicaments anti-inflammatoires utilisés en clinique, sont 

représentés dans le Tableau 2. 
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Tableau 2 : Principaux agents thérapeutiques et stratégies étudiées pour bloquer la voie NF-κκκκB à 
différents niveaux. 
AINS : Anti-inflammatoires non stéroïdiens. 
D’après (Roman-Blas J.A. et Jimenez S.A., 2006). 
 

Glucocorticoïdes, morpholinos (De Bosscher K.et 
al., 2000b)

Liaison à l’ADN de NF-κB

Glucocorticoïdes (Auphan N.et al., 1995, Scheinman
R.I. et al., 1995)

Expression d’IκB

Glucocorticoïdes (Sheppard K.A.et al., 1999) Co-activateurs

FK-506, BMS-205820, super répresseur d’IκBTranslocation nucléaire des sous-unités de NF-κB

siARNTranscription des ARNm des sous-unités de NF-κB

Bortezomib, ciclosporine, lactacystine (Frantz B.et 
al., 1994, Meyer S.et al., 1997)

Activité protéase du complexe du protéasome 26S

AINS (Aspirine, salycilate, ibuprofène, sulindac) 
(Tegeder I.et al., 2001)

Phosphorylation d’IκB

Exemples de moléculesPrincipe d’action de la molécule

Glucocorticoïdes, morpholinos (De Bosscher K.et 
al., 2000b)

Liaison à l’ADN de NF-κB

Glucocorticoïdes (Auphan N.et al., 1995, Scheinman
R.I. et al., 1995)

Expression d’IκB

Glucocorticoïdes (Sheppard K.A.et al., 1999) Co-activateurs

FK-506, BMS-205820, super répresseur d’IκBTranslocation nucléaire des sous-unités de NF-κB

siARNTranscription des ARNm des sous-unités de NF-κB

Bortezomib, ciclosporine, lactacystine (Frantz B.et 
al., 1994, Meyer S.et al., 1997)

Activité protéase du complexe du protéasome 26S

AINS (Aspirine, salycilate, ibuprofène, sulindac) 
(Tegeder I.et al., 2001)

Phosphorylation d’IκB

Exemples de moléculesPrincipe d’action de la molécule

 
 

De plus, de nouvelles stratégies thérapeutiques ont tenté, ces dernières années, d’inhiber 

spécifiquement des éléments clés de la voie d’activation de NF-κB. Ces agents, testés sur des 

modèles animaux, sont des inhibiteurs des fonctions du protéasome, des oligonucléotides 

« leurres », ou des peptides qui inhibent la localisation nucléaire de NF-κB. Ces molécules 

inhibent par exemple l’activation de NF-κB dans un modèle d’arthrite aux parois de 

streptocoques chez le rat (Kawakami A. et al., 1999). Cette inhibition est accompagnée d’une 

chute de la production d’IL-1, d’IL-6 et de NO. D’autres molécules, comme les 

oligonucléotides « leurres », contenant une séquence de liaison consensus pour NF-κB qui 

entre en compétition avec la séquence cible native, ont été injectés dans l’articulation de rats 

immunisés au collagène de type II. Cette injection a permis de diminuer la sévérité de 

l’arthrite, notamment le gonflement des pattes, la production de TNF-α et d’IL-1 par la 

synoviale, et de ralentir la progression de la pathologie (Tomita T. et al., 1999). Ces résultats 

ont été confirmés dans un modèle d’arthrose de section du ligament croisé antérieur chez le 

rat (Hashimoto H. et al., 2003). De plus, l’administration d’un dominant négatif d’IKK-β à 

des rats induits à l’adjuvant de Freund a permis d’inhiber la translocation nucléaire de NF-κB, 

et par voie de conséquence la production d’IL-6 et d’IL-8. De même, des constructions 

génétiques surexprimant IκB ou l’expression de protéines IκB dépourvues du site de 

phosphorylation (« super répresseur d’IκB ») ont réduit l’infiltration cellulaire, favorisé 

l’apoptose des leucocytes au site de l’inflammation et diminué la production de TNF-α et 

d’IL-1 (modèle de pleurésie chez le rat) (Blackwell N.M. et al., 2004). Enfin, les nouvelles 

technologies d’ARN interférence visant la sous-unité p65 de NF-κB ont permis d’inhiber la 
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production et l’expression de COX-2, iNOS et MMP-9 dans des chondrocytes de rat stimulés 

à l’IL-1 ou au TNF-α (Lianxu C. et al., 2006). 

En conclusion, la famille des facteurs de transcription NF-κB joue un rôle crucial dans le 

processus inflammatoire caractéristique de certaines pathologies articulaires, comme la PR ou 

l’arthrose, conduisant à la destruction du cartilage. Il est donc d’un grand intérêt de trouver 

des molécules capables d’inhiber efficacement ce facteur.  

1.5.2.3 AP-1 

 

AP-1 est un dimère formé par un complexe de protéines codées par des proto-oncogènes 

de la famille de Jun, Fos et ATF (activating transcription factor). La famille « Jun » est 

constituée de c-Jun, Jun-B, Jun-D et v-Jun (Vogt P.K. et Bos T.J., 1990). La famille « Fos » 

comporte 5 membres, c-Fos, Fra (Fos related-Antigen)-1, Fra-2, Fos-B et v-Fos. La famille 

« ATF » inclut notamment ATF1, ATF2, ATF3 et B-ATF (Angel P. et Karin M., 1991). Le 

dimère formé est soit un homodimère de Jun ou d’ATF, soit un hétérodimère Jun/Fos ou 

Jun/ATF. Dans un dimère c-Fos/c-Jun, c-Fos génère l’initiation de la transcription, et c-Jun 

maintient l’activité du facteur AP-1 (Sen C.K. et Packer L., 1996). Les différents dimères qui 

peuvent se former possèdent des spécificités d’élément de réponse. En effet, les dimères 

Jun/Jun et Jun/Fos se lient à un TRE (TPA RE, élément de réponse au TPA, phorbol 12-O-

tétradécanoate-13-acétate). Cet élément de réponse sous sa forme consensus est TGACTCA 

(Hai T. et Curran T., 1991). Les dimères Jun/ATF et ATF/ATF se lient à l’élément de réponse 

CRE (cAMP RE) (Hai T. et Curran T., 1991). 

Une fois fixé sur son élément de réponse, AP-1 active la transcription de gènes cible 

contenant un élément de réponse à AP-1 dans leurs promoteurs. Ces gènes sont par exemple 

les MMPs, certaines cytokines (TNF-α, IL-1β, IL-6 par exemple), ou le TGF-β (Angel P. et 

Karin M., 1991, Firestein G.S. et Manning A.M., 1999). Ainsi, par l’activation de ces gènes, 

AP-1 régule des phénomènes aussi variés que la croissance, la différenciation, ou la 

prolifération cellulaire (Karin M. et al., 1997). La régulation de l’activité d’AP-1 se fait plutôt 

au niveau transcriptionnel ou post-transcriptionnel, qu’au niveau de sa translocation vers le 

noyau (Karin M. et al., 1997). Les facteurs qui régulent AP-1 sont variés : en effet, la sous-

unité c-Fos est activée par des MAPK comme p38, ERK, JNK, qui activent Elk-1 et c-Jun est 

autorégulée de façon positive (Angel P. et al., 1988) (Figure 19).  

AP-1 peut affecter la sévérité de l’inflammation articulaire par quatre mécanismes différents : 
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� Activation de la production de cytokines en coopération avec d’autres facteurs de 

transcription : 

AP-1 coopère avec une autre famille de facteurs de transcription, NFAT (Nuclear 

factor of activated T-cells) afin d’augmenter la transcription de gènes comme l’IL-1, 

l’IL-2, l’IL-3, le GM-CSF, l’IL-4, L’IL-5, l’IL-6, l’IL-13, l’IFN- γ, le TFN-α, le ligand 

CD40, le ligand Fas, CD5, CD25, l’IL-8, ou encore MIP-1α. Ces deux facteurs de 

transcription créent un complexe ternaire, associé au niveau du site de liaison à 

l’ADN. 

� Régulation de la différenciation des lymphocytes T naïfs : 

Lors de la PR, les lymphocytes T naïfs se différencient en lymphocytes Th1 ou Th2. 

Les Th1 participent à l’inflammation et sont influencés par l’IFN-γ, le TNF-α, ou 

l’IL-12. Les Th2 participent quant à eux à la réponse immune humorale et sont induits 

par l’IL-4, l’IL-5, l’IL-6, l’IL-10. Jun régule la différenciation des lymphocytes T naïfs 

en cellules effectrices, en influençant la réponse immune et les processus 

inflammatoires. 

� Interaction et transrépression du récepteur aux glucocorticoïdes : 

Des médiateurs comme l’IL-1, l’IL-2, ou l’IFN-γ sont activés par AP-1 mais sont 

réprimés par les GR (Karin M. et Chang L., 2001). Ce phénomène est appelé « trans-

répression », les deux partenaires de ce dimère sont mutuellement exclusifs. Leur 

association forme un complexe inactif qui est incapable de se lier à l’ADN. Les 

glucocorticoïdes sont donc des molécules à action anti-inflammatoire, qui, grâce 

notamment à leurs propriétés anti-AP-1, peuvent être utilisées pour le traitement des 

pathologies articulaires. Leur principal point négatif est la diminution de masse 

osseuse qu’ils engendrent, puisqu’AP-1 possède des effets importants sur la 

différenciation des ostéoclastes et des ostéoblastes. 

� Action sur l’immunité innée : 

Les dimères AP-1 activent les récepteurs de type « Toll » (Toll-like receptor), qui 

augmentent l’expression et la production de l’IL-1, du TNF-α, de l’IL-6 ou encore de 

l’IL-12. 
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Figure 19 : Schématisation de l’activation et de la régulation de la transcription des sous-unités c-
Jun et c-Fos 
Après activation par un stimulus (TNF-α, IL-1), une protéine G active une cascade de kinases 
(MEKK, MKK, MAPK), activant elles-même des protéines comme Jun, Elk-1 ou ATF-2. Ces facteurs 
de transcription vont se fixer sur l’ADN au niveau de promoteurs de gènes cibles, dont c-Jun et c-Fos. 
Après traduction, ces deux protéines se dimérisent pour former le complexe AP-1. 
D’après (Firestein G.S. et Manning A.M., 1999). 

1.6 Synthèse des stratégies thérapeutiques de modulation des cytokines 

 

Étant donné la complexité des interactions entre les cytokines, et la multiplicité des cibles, 

l’efficacité et la toxicité des expérimentations basées sur les cytokines sont difficilement 

prédictibles. Toute une variété de stratégies a été explorée pour le traitement des maladies 

inflammatoires. Elles incluent la neutralisation des cytokines (récepteur soluble, anticorps 

monoclonal), le blocage du récepteur, ou encore l’activation des voies anti-inflammatoires par 

des cytokines immunorégulatrices (Figure 20). 
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� Neutralisation des cytokines : les récepteurs solubles ont un rôle physiologique de 

neutralisation de nombreuses cytokines (sauf pour l’IL-6), comme le récepteur 

soluble au TNF-α ou à l’IL-1β. Par exemple, le TNF-α se lie au récepteur de 

surface de nombreuses cellules, comme les monocytes ou les macrophages, mais il 

peut également se lier à la forme soluble de ce récepteur. Cette forme permet un 

rétrocontrôle, modérant l’action inflammatoire du TNF-α.  

 

� Antagonisme du récepteur : une des stratégies visant à bloquer la fixation d’une 

cytokine sur son récepteur est d’interrompre la transduction du signal par un 

antagoniste naturel du récepteur, comme par exemple l’IL-1Ra, ou un antagoniste 

synthétique, comme l’anticorps anti-récepteur cytokinique (par exemple le 

Tocilizumab avec le récepteur à l’IL-6).  

 

� Activation des voies anti-inflammatoires : en plus des antagonistes naturels des 

cytokines et des récepteurs solubles, des cytokines immunomodulatrices comme 

l’IL-10 ou l’IL-4 peuvent supprimer l’inflammation (Isomaki P. et Punnonen J., 

1997, Sugiyama E. et al., 1995, van Roon J.A. et al., 1995). Des expériences ont 

été menées sur des animaux transfectés avec un vecteur viral codant pour des 

cytokines anti-inflammatoires (IL-4 et IL-10). Lors de l’induction de l’arthrite, ces 

animaux ont présenté une inflammation réduite, ainsi qu’une diminution de la 

destruction de l’articulation (Lubberts E. et al., 1999, Whalen J.D. et al., 1999). 

Cependant ces effets restent à l’heure actuelle relativement méconnus. 
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Interaction cytokine-récepteur Description Exemples

La liaison d’une cytokine 
pro-inflammatoire sur son 
récepteur conduit à la 
production de molécules 
effectrices inflammatoires.

TNF-α, IL-1, et IL-6.

La cytokine, fixée sur un 
récepteur soluble ou 
interceptée par un 
anticorps monoclonal, ne 
peut pas se lier à son 
récepteur de surface.

Protéine de fusion : 
récepteur soluble au TNF-
α, récepteur soluble à l’IL-
1, anticorps monoclonal 
dirigé contre le TNF-α
(infliximab, D2E7, 
nerelimomab) et anticorps 
monoclonal dirigé contre 
l’IL-6.

La cytokine est incapable 
de se lier à son récepteur 
qui est déjà lié à un 
antagoniste ou un anticorps 
monoclonal dirigé contre 
le récepteur.

L’antagoniste recombinant 
du récepteur à l’IL-1 et 
l’anticorps monoclonal 
dirigé contre le récepteur 
de l’IL-6 (Tocilizumab).

Les cytokines anti-
inflammatoires inhibent 
l’expression des cytokines 
pro-inflammatoires.

IL-4 et IL-10

Interaction normale

Récepteur 
cytokinique

Cytokine pro-
inflammatoire

Signal pro-inflammatoire

Neutralisation des cytokines

Récepteur 
soluble

Anticorps 
monoclonal

Pas de signal

Pas de signal

Antagoniste du 
récepteur

Anticorps 
monoclonal

Blocage du récepteur

Activation des voies anti-inflammatoires
Cytokine anti-
inflammatoire

Suppression des cytokines 
pro-inflammatoires
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Figure 20 : Principe de blocage de l’activité d’une cytokine pro-inflammatoire. 
Le mode d’action des cytokines est semblable quelque soit la cytokine étudiée : en se liant à un 
récepteur, celui-ci va pouvoir transmettre le message à l’intérieur de la cellule. Afin de bloquer la 
voie d’activaiton induite par la cytokine, plusieurs techniques sont possibles : bloquer la cytokine elle-
même (anticorps monoclonal), bloquer son récepteur (antagoniste, anticorps monoclonal), ou 
d’activer des voies anti-inflammatoires (IL-4 ou IL-10). 
D’après (Choy E.H. et Panayi G.S., 2001). 
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2 Les enzymes de dégradation de la MEC et leurs inhibiteurs naturels 

2.1 Présentation 

2.1.1 Les métalloprotéases matricielles (MMPs) 

 
Les métalloprotéases matricielles (MMPs) sont des enzymes  qui possèdent des 

caractéristiques semblables (Matrisian L.M., 1990). En effet, elles possèdent toutes deux sites 

catalytiques renfermant un atome de zinc associé au centre actif, nécessaire à leur activité, et 

un atome de calcium, nécessaire à leur stabilité. De plus, elles sont sécrétées sous forme 

latente (pro-enzyme ou zymogène) et sont activées par protéolyse de leur prodomaine par des 

protéases exogènes (plasmine, tryptase …) qui rendent possible des processus ultérieurs de 

clivage. L’activation des pro-MMPs en MMPs fonctionnelles est achevée par une autolyse ou 

par l’action d’autres MMPs. Ainsi, par exemple, l’activation de la pro-MMP-1 en MMP-1 

active requiert l’action de la MMP-3. Enfin, les MMPs sont inactivées par des inhibiteurs 

spécifiques, les TIMPs (Tissue inhibitor of MMPs). Les MMPs forment une famille dont les 

membres sont étroitement apparentés. En effet, ils dérivent tous d’un ancêtre commun et 

présentent de fortes analogies de structure, tout en différant par leur spécificité de substrat. 

Collectivement, ces protéases sont capables de dégrader la plupart sinon tous les constituants 

des matrices conjonctives (collagènes, PGs, élastine ou glycoprotéine de structure). Elles sont 

classées en quatre familles selon leur spécificité de substrat et/ou leur localisation cellulaire 

(Tableau 3) : les collagénases interstitielles, les gélatinases, les stromélysines et les 

métalloprotéases membranaires (MT-MMP) (Rannou F. et al., 2006). 

Tableau 3 : Classification des métalloprotéases. 
PG : protéoglycanes, GL : gélatine. 

Pro-gélatinase A, collagénase 3, collagène I, II, III, fibronectine, 
laminine, vitronectine, dermatane sulfate

MT-MMP-1 (MMP-14)

Non définiMT-MMP-2 (MMP-15)

ProgélatinaseMT-MMP-3 (MMP-16)

Collagène I, II, PG, agrécaneCollagénase interstitielle : MMP-13

Collagène I, II, III, IV, VI, VII et X, GL, fibronectine, et PGCollagénase interstitielle : MMP-1

MMPs de type 
membranaire

Stromélysine

Gélatinases

Collagénases

Famille

Collagénase-4MT-MMP-4 (MMP-17)

Elastine, fibronectineMetalloélastase : MMP-12

GL, fibronectine, laminine, collagène IV, PG, élastine, entactineMatrilysine : MMP-7

GL, fibronectine et PGStromélysine-3 : MMP-11

PG, fibronectine, laminine, élastine, GL, collagène II, IV, V, IX et XStromélysine-2 : MMP-10

PG, fibronectine, laminine, élastine, GL, collagène II, III, IV, V, VI, IX 
et X

Stromélysine : MMP-3

GL, collagène IV et V, élastine, fibronectine, agrécane, entactine et PGGélatinase B : MMP-9

GL, collagène de type IV, V, VII, X et XI, élastine, fibronectine, 
agrécane, entactine et PG

Gélatinase A : MMP-2

Collagène ICollagénase interstitielle : MMP-18

Collagène I, II, III, IV, VI et X, GL et PGCollagénase neutrophile : MMP-8

SubstratsMembres

Pro-gélatinase A, collagénase 3, collagène I, II, III, fibronectine, 
laminine, vitronectine, dermatane sulfate

MT-MMP-1 (MMP-14)

Non définiMT-MMP-2 (MMP-15)

ProgélatinaseMT-MMP-3 (MMP-16)

Collagène I, II, PG, agrécaneCollagénase interstitielle : MMP-13

Collagène I, II, III, IV, VI, VII et X, GL, fibronectine, et PGCollagénase interstitielle : MMP-1

MMPs de type 
membranaire

Stromélysine

Gélatinases

Collagénases

Famille

Collagénase-4MT-MMP-4 (MMP-17)

Elastine, fibronectineMetalloélastase : MMP-12

GL, fibronectine, laminine, collagène IV, PG, élastine, entactineMatrilysine : MMP-7

GL, fibronectine et PGStromélysine-3 : MMP-11

PG, fibronectine, laminine, élastine, GL, collagène II, IV, V, IX et XStromélysine-2 : MMP-10

PG, fibronectine, laminine, élastine, GL, collagène II, III, IV, V, VI, IX 
et X

Stromélysine : MMP-3

GL, collagène IV et V, élastine, fibronectine, agrécane, entactine et PGGélatinase B : MMP-9

GL, collagène de type IV, V, VII, X et XI, élastine, fibronectine, 
agrécane, entactine et PG

Gélatinase A : MMP-2

Collagène ICollagénase interstitielle : MMP-18

Collagène I, II, III, IV, VI et X, GL et PGCollagénase neutrophile : MMP-8

SubstratsMembres
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Les MMPs sont principalement synthétisées par les fibroblastes, les cellules musculaires 

lisses, les macrophages, mais également par les chondrocytes et les synoviocytes (Francois M. 

et al., 2006, Morand E.F. et Leech M., 2005). Leur activation est induite par des médiateurs 

inflammatoires (IL-1, TNF-α, prostanoïdes …), notamment par l’intermédiaire des facteurs 

de transcription NF-κB et AP-1 (Cohen S. et al., 2002), ce qui entraîne un déséquilibre dans la 

balance MMPs/TIMPs. Ces enzymes ont donc été impliquées dans plusieurs étapes de la 

réaction inflammatoire. Ainsi, les MMPs favorisent l’extravasation des leucocytes et leur 

migration vers les foyers inflammatoires en réponse à des gradients chimiotactiques, ainsi que 

des remaniements tissulaires accompagnant l’inflammation. De même, ces enzymes jouent un 

rôle clé dans le processus d’angiogenèse. 

Les collagénases (MMP-1 et -13 principalement) sont responsables de la dégradation des 

fibres de collagène de la MEC. L’IL-1 augmente fortement et rapidement l’expression et 

l’activation de la MMP-1 et de la MMP-13 dans des chondrocytes en culture, ce qui suggère 

leur intervention précoce dans la pathogenèse des arthropathies. Ces deux MMPs présentent 

des localisations différentes : la MMP-1 est plutôt située dans la zone superficielle alors que la 

MMP-13, qui présente une affinité plus forte pour le collagène II, est située dans la zone 

profonde. La MMP-3 (stromélysine) dégrade les PGs et le collagène de type IX, et intervient 

donc également dans les processus de destruction du cartilage (Hembry R.M. et al., 1995, 

Sirum K.L. et Brinckerhoff C.E., 1989). Le collagène dégradé par les MMPs génère des 

fragments qui vont servir de substrats à d’autres MMPs, comme les gélatinases (MMP-2 et 

MMP-9) ou la MMP-13 [pour revue voir (Rannou F. et al., 2006)]. Les PGs sont également 

métabolisés par les MMPs, dont les MMP-1, -3 et -13 (Pasceri V. et al., 2000). 

Ces enzymes sont largement impliquées dans la pathogenèse de la PR et de l’arthrose. En 

effet, la balance MMPs/TIMPs est en faveur des MMPs et il n’y a plus d’équilibre entre 

synthèse/dégradation de la MEC. D’une part, quasiment toutes les MMPs sont surexprimées 

suite aux stimulations par le TNF-α ou l’IL-1 (augmentation des MMP-1, -2, -3, -7, -8, -9, 

-10, 11, -13 et MMP-MT-1) dans les tissus articulaires de patients arthrosiques ou arthritiques 

(Mohtai M. et al., 1993, Smith R.L., 1999). D’autre part, les TIMPs sont moins exprimées 

dans le cartilage arthrosique que dans le cartilage sain (Dean D.D. et Woessner J.F., Jr., 

1984).  

 

 



Synthèse bibliographique
 

 - 97 - 

2.1.2 Les agrécanases (ADAMTS) 

 

D’autres enzymes relativement proches des MMPs détruisent notamment les agrécanes : 

les ADAMTS. Ces enzymes constituent un sous-groupe des ADAM (a disintegrin and 

metalloprotease), possèdant en plus des motifs thrombospondines (Tang B.L. et Hong W., 

1999). Il en existe 19 au total (Apte S.S., 2004). Les deux principales présentes au sein du 

cartilage et dégradant l’agrécane sont l’ADAMTS-4 (agrécanase-1) et l’ADAMTS-5 

(agrécanase-2). L’ADAMTS-4 est inductible, contrairement à l’ADAMTS-5 qui présente une 

expression constitutive. La perte de l’agrécane est considérée comme un évènement précoce 

et critique dans la destruction du cartilage, se produisant initialement à la surface articulaire, 

puis progressant vers les zones plus profondes. Cette étape est suivie par la dégradation des 

fibres de collagène. Elles ont toutes deux été retrouvées dans le cartilage de patients 

arthrosiques et arthritiques, et sont induites par l’IL-1 (Malfait A.M. et al., 2002, Tortorella 

M.D. et al., 1999). 

2.1.3 Les inhibiteurs des métalloprotéases matricielles (TIMPs) 

 

Les TIMPs, divisées en quatre groupes (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 et TIMP-4) répriment 

l’activité MMP en s’associant au site catalytique des MMPs activées. Elles forment ainsi des 

complexes non covalents pratiquement irréversibles (KD = 10-10M) empêchant les MMPs 

d’accéder à leur substrat. De plus, les TIMPs peuvent également réguler l’auto-activation des 

pro-MMPs. Elles sont toutes présentes au sein des tissus articulaires chez l’Homme (Apte S.S. 

et al., 1994, Martel-Pelletier J. et al., 1994). La TIMP-1, par exemple, se lie 

préférentiellement aux MMP-1, -3, -13 et -9, et elle est induite par l’IL-1. La TIMP-2, quant à 

elle, se lie à la MMP-2, et elle est réprimée par l’IL-1 pendant les stades précoces de 

l’inflammation, puis son expression est induite. La TIMP-4 est fonctionnellement redondante 

par rapport à la TIMP-2, et inhibe l’activité de la MMP-2 (Bigg H.F. et al., 1997). Elles sont 

synthétisées par les mêmes cellules qui synthétisent les MMPs.  

2.2 Rôles des MMPs et des ADAMTS dans les pathologies articulaires 

 

Les MMPs représentent donc une cible de choix pour le traitement des arthropathies. Des 

inhibiteurs ont été développés et testés en phase clinique (PR) ou dans des modèles 

expérimentaux (arthrose). En effet, le Trocade® (Ro-32-3555), inhibiteur des MMP-1, -8, -13, 
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-3, -2, -7 et -9, a été utilisé sur du cartilage bovin stimulé à l’IL-1. Cette étude a montré que la 

dégradation du cartilage était réduite par ce traitement. De plus, utilisé sur des rats induits à 

l’adjuvant ou dans un modèle murin d’arthrose, cet inhibiteur prévient la dégradation du 

cartilage et de l’os (Brewster M. et al., 1998). Un autre inhibiteur, le Ro 113-0830, inhibiteur 

des MMP-8, -13, -2 et -9, administré à des lapins arthrosiques a permis de diminuer les 

dommages cartilagieux.  

Cependant, lors des premiers essais cliniques, ces inhibiteurs n’ont pas été aussi efficaces que 

chez les animaux, et ont même présenté des effets indésirables importants pour une classe 

d’inhibiteurs de MMPs (peptidomimétiques) [pour revue voir (Milner J.M. et Cawston T.E., 

2005)]. Des études portant sur d’autres classes d’inhibiteurs (non peptidomimétiques) ont 

rapporté des résultats plus encourageants, et ces molécules sont actuellement en phase 

clinique I ou II [pour revue voir (Burrage P.S. et al., 2006)], comme le CPA-926 ou le DPC-

333. En conclusion, les inhibiteurs des MMPs n’ont pas été aussi efficaces que l’on aurait pu 

le croire au vu des résultats obtenus in vitro et in vivo. Il est important de noter que la 

synthèse d’inhibiteurs sélectifs de MMPs est délicate, au vu de la très forte redondance de 

substrats entre les MMPs. 

Comme nous l’avons décrit, les ADAMTS ont également un rôle important dans le 

développement des pathologies articulaires, de part leur activité aggrécanolytique. Les 

ADAMTS qui semblent le plus impliquées sont l’ADAMTS-1, -4 et -5. Cependant, 

l’importance de l’ADAMTS-4 a récemment été remise en cause, puisque des souris KO pour 

cette protéine possèdent une activité de clivage de l’aggrécane semblable aux souris contrôles 

et leur physiologie n’en est pas affectée (Glasson S.S. et al., 2004). En revanche, l’ADAMTS-

5 semble l’aggrécanase la plus importante dans le cartilage de souris et humain, et pourrait 

donc constituer une cible importante dans le domaine des arthropathies (Stanton H. et al., 

2005). D’ailleurs, l’industrie pharmaceutique développe actuellement des inhibiteurs sélectifs 

pour cette enzyme (Bursavich M.G. et al., 2007a, Bursavich M.G. et al., 2007b, Gilbert A.M. 

et al., 2007). Ces molécules n’ont cependant pas encore été testées dans des modèles 

expérimentaux d’arthrite ou d’arthrose. 
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3 Autres médiateurs 

3.1 Le monoxyde d’azote (NO) 

3.1.1 Synthèse et formes biologiquement actives 

 

Le monoxyde d’azote est synthétisé à partir de l’arginine et en présence d’oxygène, par 

l’action d’au moins trois formes de NO synthase (NOS) : la NOS neuronale (nNOS, NOS I), 

la NOS inductible (iNOS, NOS II) et la NOS endothéliale (eNOS, NOS III). À pH 

physiologique, le NO peut réagir avec l’anion superoxyde et former des peroxynitrites, qui 

sont des composés fortement pro-oxydants pouvant produire des radicaux hydroxyles. Le NO 

est produit par un grand nombre de cellules, dont les cellules endothéliales, les macrophages, 

les cellules du foie, les neurones, mais aussi les chondrocytes et les synoviocytes (Jouzeau 

J.Y. et al., 2002, Pacquelet S. et al., 2002, Simonin M.A. et al., 2002).  

3.1.2 Rôles physiopathologiques 

 

Les effets des radicaux libres, notamment le NO, sur les constituants matriciels sont 

multiples et complexes. En effet, le NO agit sur la vasodilatation, l’accroissement du débit 

sanguin, et la diminution de l’agrégation plaquettaire. Il possède également des propriétés 

microbicides, relaxantes pour les muscles lisses, et neurotransmettrices pour les cellules 

nerveuses.  

Dans les cellules articulaires, le NO est impliqué dans les phénomènes de prolifération, de 

mort cellulaire, de dégradation ou de synthèse de la matrice cartilagineuse. Il participe 

également aux effets anti-prolifératifs de l’IL-1 (Blanco F.J. et al., 1995a, Blanco F.J. et Lotz 

M., 1995, Blanco F.J. et al., 1995b). Il exerce des effets destructeurs sur les chondrocytes en 

culture en inhibant la synthèse de collagène et du pro-collagène, et en augmentant l’apoptose 

(Amin A.R. et Abramson S.B., 1998, Hashimoto H. et al., 2003, Hashimoto S. et al., 1998, 

Hashimoto S. et al., 1999). De plus, il induit l’expression des MMPs dont les collagénases et 

les stromélysines (Murrell G.A. et al., 1995). 

Chez les patients arthrosiques et arthritiques, la concentration en nitrites détectée dans le 

liquide synovial est importante (Farrell A.J. et al., 1992), avec un taux plus élevé dans la PR 

que dans l’arthrose (Renoux M. et al., 1996). Chez des patients sains, le cartilage et la 

membrane synoviale n’expriment pas la forme inductible de la NOS et ne produisent pas ou 

peu de NO. En revanche, ces mêmes tissus prélevés sur des patients arthrosiques ou 

arthritiques expriment fortement iNOS et produisent spontanément du NO lorqu’ils sont mis 
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en culture (Amin A.R. et al., 1995). Sous l’effet de l’utilisation d’un inhibiteur d’iNOS, la 

diminution de PGs induite par l’IL-1 est contrecarrée dans des chondrocytes cultivés in vitro 

et dans des explants de cartilage (Bird J.L. et al., 1997, Cipolletta C. et al., 1998, Hauselmann 

H.J. et al., 1994, Taskiran D. et al., 1994). De même, dans un modèle d’arthrose canin, 

l’administration d’un inhibiteur sélectif d’iNOS (N-iminoethyl-L-lysine, L-NIL) ralentit la 

progression des lésions cartilagineuses, diminue l’activité MMP, ainsi que la production 

d’IL-1, de PGE2, et du NO dans le liquide synovial. Ainsi, il en résulte un retard du 

développement des signes radiologiques et cliniques de la pathologie (Pelletier J.P. et al., 

1998). 

3.2 Les eicosanoïdes 

 

Les eicosanoïdes sont des médiateurs lipidiques. Ce sont des molécules à 20 atomes de 

carbone, dérivés d’acides gras insaturés dont le principal est l’acide arachidonique. Cette 

famille contient les prostanoïdes (groupe divisé en prostaglandines, prostacyclines et 

thromboxanes), les leucotriènes et les lipoxines (Figure 21). 

Deux voies enzymatiques permettent la production des différents eicosanoïdes : 

- La première voie conduit à la production des prostanoïdes, à partir du PGH2 synthétisé 

par les COX.  

Cette classe d’eicosanoïdes dérive des phospholipides membranaires convertis en acide 

arachidonique (AA) par la PLA2. L’acide arachidonique est transformé en PGG2 puis en 

PGH2 par les COX. Ce dernier est le substrat commun à la synthèse des PGE2, PGD2, PGF2, 

PGI2, thromboxane (TX)A2 et des prostacyclines.  

La PGE2 est le principal prostanoïde synthétisé dans les tissus articulaires en réponse aux 

cytokines pro-inflammatoires. Elle est impliquée dans les phénomènes douloureux, le 

gonflement, la dégradation du cartilage (inhibition de la synthèse des collagènes, 

augmentation de la production des MMPs, et de l’apoptose chondrocytaire), la résorption 

osseuse (augmentation de la différenciation des ostéoclastes), l’angiogenèse et la production 

des médiateurs pro-inflammatoires. Chez les patients arthritiques, elle est retrouvée en grande 

quantité dans le liquide synovial et dans les synoviocytes (Martel-Pelletier J. et al., 2003). 

L’inhibition de sa synthèse par inhibition de COX-2, une des enzymes principales de sa 

production, permet de réduire l’œdème, ainsi que l’infiltration cellulaire. Les principales 

molécules responsables de l’inhibition de COX-2 sont les AINS (anti-inflammatoires non 

stéroïdiens) ou les molécules synthétiques comme le SC-58125. COX-2 est une des enzymes 
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inductibles responsables de la synthèse de PGE2, et elle est surexprimée dans les synoviocytes 

issus de patients arthritiques stimulés par l’IL-1 ou le TNF-α (Anderson G.D. et al., 1996). De 

la même manière, cette enzyme est exprimée dans les pattes induites par ACF de rats 

arthritiques, mais pas dans les pattes contrôles (Mancini J.A. et al., 2001). 

Le principal eicosanoïde possédant des propriétés anti-inflammatoires est la 15dPGJ2. Cette 

prostaglandine fait partie de la famille des cyclopentones dérivant de PGH2 par l’action de la 

PGD synthase. Son rôle anti-inflammatoire a été démontré notamment par sa présence dans 

les liquides biologiques pendant la résolution de l’inflammation (Gilroy D.W. et al., 1999, 

Willoughby D.A. et al., 2000). Cette prostaglandine peut se lier aux PPARs, inhiber 

l’activation d’IKK (Boyault S. et al., 2004, Rossi A. et al., 2000), et permettre l’oxydation de 

p50/p65, ce qui inhibe sa fixation sur l’ADN. 

 

- La seconde voie amène notamment à la synthèse des leucotriènes et des lipoxines 

grâce aux lipoxygénases (LOX). 

Cette classe d’eicosanoïdes dérive également de la conversion des phospholipides 

membranaires en AA par la PLA2, qui sont ensuite pris en charge par les LOX. Parmis ces 

molécules, les leucotriènes sont les principales à posséder des propriétés pro-inflammatoires. 

Il en existe de cinq types, nommés de A à E, divisés en 2 classes. La première classe est 

consituée du LTB4, et la deuxième des LTC4, LTD4 et LTE4. Le leucotriène le plus impliqué 

dans les pathologies articulaires est donc le LTB4, par ses propriétés de chimiotactisme. 

Cependant, il pourrait également se lier au récepteur PPAR-α et permettre le rétro-contrôle de 

l’inflammation. Son rôle dans les pathologies articulaires reste donc à préciser. 
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Figure 21 : Schéma simplifié de la biosynthèse des eicosanoïdes. 
Les phospholipides membranaires sont transformés en acide arachidonique par les phospholipases. 
Plusieurs voies peuvent être activées à partir de l’acide arachidonique : la voie de synthèse des 
prostanoïdes (prostaglandines, protacyclines et thromboxanes), notamment via les cyclooxygénases 
(COX) et les peroxydases, et la voie des leucotriènes et la voie des lipoxines via les lipoxygénases 
(LOX). 
PLA2 : phospholipase A2 ; AA : acide arachidonique ; COX : cyclooxygénase ; PGH2 : prostaglandine 
H2 ; LOX : lipoxygénase. 

3.3 Les facteurs angiogéniques 

 

L’angiogénèse est définie comme la croissance de nouveaux capillaires sanguins créés à 

partir de vaisseaux préexistants. Bien que le cartilage ne soit pas vascularisé, les facteurs 

angiogéniques jouent un rôle important dans l’homéostasie du cartilage et de la synoviale. En 

effet, la croissance de nouveaux vaisseaux est nécessaire au développement du pannus 

rhumatoïde, qui conduit ensuite à l’extension de l’inflammation synoviale, ainsi qu’à la 

destruction de la structure cartilagineuse.  

Ces facteurs sont divisés en pro-angiogéniques et anti-angiogéniques : 

� les facteurs pro-angiogéniques sont en majorité représentés par des peptides, dont le 

VEGF, le bFGF, le TGF-β ou encore le PDGF. Quelques molécules non peptidiques 

dont l’adénosine ou les PGE1 et PGE2 présentent également des propriétés pro-

angiogéniques, 

� les facteurs anti-angiogéniques comprennent notamment la thrombospondine, 

l’angiostatine ou l’endostatine. 

Le facteur angiogénique majoritairement impliqué dans le développement et l’entretien de la 

synovite rhumatoïde ou du remodelage du cartilage lors des arthropathies est le VEGF. Il agit 
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sur la perméabilité vasculaire, joue un rôle central dans la régulation de la vasculogenèse, 

attire les cellules endothéliales, les monocytes et les polynucléaires, et augmente également la 

vasodilatation. Il est retrouvé dans les tissus articulaires de patients arthritiques ou 

arthrosiques, et a été identifié comme le médiateur pivot de l’angiogenèse dans la PR (Koch 

A.E. et al., 1994, Paleolog E.M., 1996).  

De récentes études ont suggéré que le VEGF était également impliqué dans la pathogenèse de 

l’arthrose. En effet, il est détecté, tout comme ses récepteurs, dans le cartilage et le liquide 

synovial de patients arthrosiques présentant des changements dégénératifs du cartilage (Pufe 

T. et al., 2005). Le cartilage ne présentant que de rares vaisseaux sanguins, les propriétés pro-

angiogéniques du VEGF ont été remises en cause. Ce facteur semble plutôt augmenter les 

voies cataboliques du chondrocyte. Ainsi, après s’être fixé sur son récepteur, le VEGF active 

les voies de signalisation intracellulaires dont les cascades de kinases aboutissant à 

l’activation d’ERK1/2 et à la voie AP-1. Cette voie conduit à la surproduction des MMPs 

(MMP-1, -3 et -13), des PGE1 et PGE2, de l’IL-1β, de l’IL-6 et du TNF-α, et à la répression 

de la synthèse des TIMPs (TIMP-1 et -2). Le VEGF participe ainsi aux phénomènes 

inflammatoires et dégénératifs se déroulant au cours de l’arthrose. 

Les molécules inhibitrices de l’angiogenèse sont testées depuis longtemps en 

cancérologie, mais n’ont jamais été testées chez l’Homme en rhumatologie. Cependant, 

certains traitements utilisés pour traiter la PR (comme le methotrexate, la pénicillamine 

[médicament anti-rhumatismal thiolé d’action lente] ou les anti-TNF) inhibent l’angiogenèse 

dans des systèmes expérimentaux, permettant de postuler que les inhibiteurs d’angiogenèse 

pourraient représenter une thérapie dans la PR et l’arthrose. 
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Chapitre 3. Les rétinoïdes et leurs récepteurs. 
Utilisation dans le traitement des 
arthropathies 

1 Les rétinoïdes 

1.1 Le métabolisme de la vitamine A 

 

Les rétinoïdes sont des substances dérivées de la vitamine A, qui est également appelée 

all-trans-rétinol ou rétinol. Le terme de « vitamine A » se réfère à tous les composés qui 

possèdent une activité biologique comparable à celle du rétinol. Ce groupe comporte 

notamment le rétinol lui même, le rétinal ou encore l’acide all-trans rétinoïque (ATRA). La 

vitamine A est apportée par la nutrition, l’Homme (et les animaux en général) étant incapable 

de la synthétiser. Elle se retrouve dans la fraction lipidique, la matière grasse du lait et du 

fromage, les œufs et dans le foie des animaux qui en est l’organe de stockage. La vitamine A 

peut également être synthétisée à partir de pro-vitamines A, les caroténoïdes, que l’on 

retrouve dans les végétaux. 

Le terme plus générique de « rétinoïdes » inclut les composés naturels dérivés de la 

vitamine A, ainsi que les analogues synthétiques du rétinol, quelque soit leur activité 

biologique. Plus d’un millier de ces nouveaux rétinoïdes ont été synthétisés par des chimistes 

organistes pour d’éventuelles applications thérapeutiques (Dicken C.H., 1984).  

1.2 Structure et formation des principaux rétinoïdes naturels 

 

Les rétinoïdes sont composés d’un cycle aromatique à longue chaîne polyène comportant 

un groupement polaire (alcool, ester, aldéhyde ou acide) (Figure 22). 
 

CH2OH

*
*

*

Cycle hydrocarboné Chaîne latérale 
hydrocarbonée

Groupement polaire 
terminal

CH2OH

*
*

*

Cycle hydrocarboné Chaîne latérale 
hydrocarbonée

Groupement polaire 
terminal

 

Figure 22 : Représentation schématique de la structure générale d’un rétinoïde. 
Les rétinoïdes comportent un cycle et une chaîne latérale hydrocarbonés, ainsi qu’un groupement 
polaire terminal. Cette structure peut être modifiée en plusieurs endroits (*). Lorsque cette structure 
n’est pas modifiée, elle représente le rétinol (vitamine A). Si le groupement CH2OH terminal est 
remplacé par un groupement CHO, c’est le rétinal, et s’il est substitué par un groupement COOH, 
c’est l’acide all-trans rétinoïque. 
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Trois générations de rétinoïdes ont vu le jour avec un index thérapeutique toujours plus 

élevé : 

- 1ère génération : dérivés naturels de la vitamine A, dont la trétinoïne (ou acide all-trans 

rétinoïque), l’isotrétinoïne (ou acide 13-cis rétinoïque), ou encore le rétinol. 

- 2ème génération : les rétinoïdes mono-aromatiques, dont l’étrétinate ou l’acitrétine. 

- 3ème génération : les rétinoïdes poly-aromatiques, dont les arotinoïdes. 

La majorité des rétinoïdes naturels sont synthétisés à partir du rétinol. La rétinol 

déshydrogénase transforme le rétinol en rétinaldéhyde all-trans, lui-même pris en charge par 

la rétinal déshydrogénase. L’acide all-trans rétinoïque (ATRA) est ainsi synthétisé. Celui-ci 

peut s’isomériser notamment en acide 9-cis rétinoïque (9-cis RA) ou en acide 13-cis 

rétinoïque (13-cis RA). Il peut également être métabolisé en acide all-trans 4-oxo rétinoïque 

par les cytochromes P450 (CYP26) (Figure 23). Chez l’Homme, la concentration sérique du 

rétinol, comme de l’ATRA ou du 9-cis RA est de l’ordre du nanomolaire (Tang G.W. et 

Russell R.M., 1990). 

All- transrétinol 
(Vitamine A)

Rétinol 
déshydrogénase

All- transrétinaldéhyde

Rétinal 
déshydrogénase

Acide all-transrétinoïque

Cytochrome 
P450

Acide all-trans4-oxo rétinoïque

Acide 9-cis rétinoïque

Acide 13-cis rétinoïque
All- transrétinol 

(Vitamine A)

Rétinol 
déshydrogénase

All- transrétinaldéhyde

Rétinal 
déshydrogénase

Acide all-transrétinoïque

Cytochrome 
P450

Acide all-trans4-oxo rétinoïque

Acide 9-cis rétinoïque

Acide 13-cis rétinoïque

 

Figure 23 : Schématisation de la voie métabolique du rétinol et de ses produits d’oxydation. 
Le rétinol all-trans est transformé en acide all-trans rétinoïque (ATRA) par plusieurs enzymes. 
L’ATRA peut s’isomériser en acide 9-cis rétinoïque ou en acide 13-cis rétinoïque, et être métabolisé 
par le cytochrome P450 CYP26. 
D’après (Ross S.A. et al., 2000). 

1.3 Transport des rétinoïdes dans l’organisme 

 

Dans l’estomac, les dérivés de la vitamine A et les caroténoïdes sont libérés des protéines 

alimentaires pour être hydrolysés dans l’intestin grêle sous l’action conjuguée de la bile et des 

enzymes pancréatiques (Figure 24). Le rétinol et les caroténoïdes sont alors incorporés aux 
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micelles et absorbés par un mécanisme de transport actif. Ils sont ensuite métabolisés à 

l’intérieur des cellules intestinales. Le rétinol est lié à un transporteur spécifique 

cytoplasmique, la retinol binding protein cytoplasmic (RBPc), qui le transporte vers le site de 

stockage : les globules lipidiques des hépatocytes et des lipocytes. Du foie, le rétinol est libéré 

dans le sang, où il est transporté par la RBP plasmatique (RBPp). Le rétinol lié à la RBPp se 

fixe sur l’albumine et le complexe ainsi formé constitue la principale forme circulante de la 

vitamine A. Dans la cellule, le rétinol est capté puis repris en charge par la RBPc. Il est alors 

transformé dans la cellule cible pour devenir actif. Le rétinal formé peut être oxydé en ATRA, 

qui se lie à des protéines spécifiques, les CRABP (cellular retinoic acid binding protein). 

 

Figure 24 : Schéma de l’absorption et de la distribution de la vitamine A dans l’organisme. 
 

Les CRABP sont de petites protéines intracellulaires qui appartiennent à une famille 

multigénique de protéines, incluant par exemple CRBP I (Petkovich M., 1992). Elles n’ont 

pas de structure commune avec les récepteurs aux rétinoïdes. Pourtant, elles lient l’ATRA 

avec une forte affinité, et le 9-cis RA avec une affinité plus faible. Les CRABP sont absentes 

de certains tissus cibles de la réponse à l’ATRA, ce qui fait penser qu’elles ne jouent pas de 

rôle dans les effets induits par l’ATRA (Busch C. et al., 1990, Stoner C.M. et Gudas L.J., 

1989), mais elles joueraient plutôt un rôle dans sa synthèse. En effet, ces protéines sont 

capables de lier le rétinol, et ainsi de le présenter à la rétinol déshydrogénase, elles peuvent 

également fixer le rétinaldéhyde et l’exposer à la rétinaldéhyde déshydrogénase. De plus, elles 

facilitent l’hydrolyse des esters de rétinide. Tout ceci favorise la synthèse de l’ATRA. Par 
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ailleurs, elles contribuent également au catabolisme de l’ATRA, puisque les enzymes le 

dégradent préférentiellement lorsqu’il est lié aux CRABP. Ces enzymes jouent un rôle dans la 

protection de l’organisme vis-à-vis des effets délétères des rétinoïdes, puisque des zones très 

sensibles à l’ATRA (comme le rhombencéphale) en sont fortement dotées (Mader S. et al., 

1989). Elles permettraient ainsi de contrôler le niveau d’ATRA disponible pour ses récepteurs 

en le « séquestrant ». Enfin, les CRABP joueraient un rôle dans le transport de l’ATRA 

jusqu’aux zones ne possédant pas les enzymes pour le synthétiser. Ainsi, le complexe 

CRABP/rétinoïdes circule dans le sang lié à une autre protéine, la transthyrétine. Ce complexe 

se lie à la membrane cellulaire, et seul le rétinoïde pénètre à l’intérieur de la cellule cible.  

Ces protéines ne sont cependant pas indispensables au transport de l’ATRA, puisque des 

souris génétiquement déficientes en CRABP sont viables (Lampron C. et al., 1995). 

1.4 Catabolisme des rétinoïdes 

 

Un grand nombre de voies de catabolisme des rétinoïdes a été décrit. Celles-ci peuvent 

être tissu et/ou espèce dépendantes [pour revue voir (Ross S.A. et al., 2000)]. Ces voies 

incluent les mécanismes d’oxydation (par l’intermédiaire du cytochrome P450 CYP26), ainsi 

que la formation de glucuronides et de conjugués taurine. 

1.5 Principales fonctions des rétinoïdes 

 

Les rétinoïdes interviennent dans une multitude de fonctions biologiques, dont 

l’embryogenèse (intervention dans le programme de formation de la peau, du système 

nerveux, ou des cellules sanguines), la prolifération cellulaire, la différenciation, 

l’inflammation, le métabolisme, la vision ou encore la reproduction [pour revue voir (Ross 

S.A. et al., 2000)] (Figure 25). Les rétinoïdes protègent les muqueuses de la bouche, du nez, 

de la gorge, des poumons et des voies digestives ou urinaires contre les infections.  

Le maintien de l’homéostasie des rétinoïdes est essentiel à une physiologie normale, et un 

excès ou un déficit en vitamine A entraîne de graves conséquences, notamment tératogènes 

pour l’embryon (membranolytiques, hépatotoxiques). Toutefois, l’effet tératogène des 

rétinoïdes dépend du stade de l’embryon, de la dose, de l’isomère ou encore de l’espèce 

étudiée (Ross S.A. et al., 2000). De la même manière, l’importance physiologique des 

rétinoïdes est illustrée par le fait que la carence en vitamine A est la première cause mondiale 

de mortalité infantile (Head K.A., 1999). 
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Figure 25 : Principales fonctions physiologiques des rétinoïdes. 
D’après (Ross S.A. et al., 2000). 

1.5.1 La vision 

 

La vision de nuit, ou l’adaptation à l’obscurité, est un phénomène physico-chimique lié à 

la présence d’un pigment photosensible dans les cellules en bâtonnets de la rétine : la 

rhodopsine (Figure 26). Sa synthèse s’effectue à partir d’un dérivé de la vitamine A, le 11-cis 

rétinal, et d’une protéine, l’opsine. Lorsque la rhodopsine est exposée à une lumière de faible 

intensité, le 11-cis rétinal est isomérisé en trans-rétinal, qui active une cascade de réactions 

dont la conséquence finale est la décomposition de la rhodopsine et la production d’un influx 

nerveux. La vision des formes et des couleurs fait appel aux mêmes mécanismes grâce à la 

présence dans les cellules en cônes de la rétine de trois pigments photosensibles également 

synthétisés à partir du 11-cis rétinal. Ces mécanismes permettent de comprendre pourquoi la 

carence en vitamine A est la première cause de cécité dans le monde (Head K.A., 1999). 
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Figure 26 : Rôle du rétinol dans le processus de la vision nocturne. 

1.5.2 La différenciation et la prolifération cellulaires 

 

L’ATRA est le rétinoïde principal qui agit sur la différenciation cellulaire. L’ATRA et ses 

isomères agissent comme des hormones pour réguler l’expression des gènes et ainsi 

influencer de nombreux processus physiologiques.  

En effet, les rétinoïdes interagissent avec des facteurs impliqués dans la régulation du cycle 

cellulaire ou de l’apoptose. Ainsi, les rétinoïdes augmentent l’expression de p21 ou de p27, 

des kinases phosphorylant d’autres kinases, ce qui induit un arrêt du cycle et l’induction de la 

différenciation cellulaire. Dans le cancer du sein, le traitement par l’ATRA entraîne 

l’inhibition de la cascade de kinases et notamment une diminution de la phosphorylation 

d’ERK (Nakagawa S. et al., 2003). Cependant, le processus d’inhibition de la prolifération 

cellulaire dépend fortement du type cellulaire. En effet, dans les cellules neuronales et 

myéloïdes, l’ATRA induit leur différenciation suite à la phosphorylation d’ERK (Singh U.S. 

et al., 2003, Yen A. et al., 1998). 

Chaque type cellulaire semble donc utiliser des mécanismes différents, mais qui aboutissent 

tous au même résultat : l’inhibition de la croissance cellulaire, et plus particulièrement de la 

croissance des cellules tumorales [pour revue (Niles R.M., 2004)]. 

De plus, les rétinoïdes modulent l’expression et l’activité des différents composants de la 

machinerie apoptotique. En effet, ils inhibent notamment l’expression de Bcl2 et induisent 

celle de Bax pendant la phase de différenciation qui précède l’apoptose des cellules, dans des 

expériences sur des lignées de cancer du sein, du pancréas et des mélanomes (Pettersson F. et 

al., 2002, Pratt M.A. et al., 2003, Zhang H. et Rosdahl I., 2004). 
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1.5.3 La reproduction et l’embryogenèse 

 

La vitamine A intervient dans le développement des spermatozoïdes, des ovaires et du 

placenta, la croissance de l’embryon, ainsi que dans la prolifération et la différenciation de 

l’épithélium. Un taux sérique en vitamine A important chez la mère est cependant associé à 

une mortalité et une morbidité infantile accentuées. Une déficience en vitamine A peut 

également entraîner des malformations embryonnaires notamment au niveau des reins, des 

yeux et des oreilles (Raz Y. et Kelley M.W., 1999). Les enfants souffrent d’un faible poids de 

naissance, d’un retard de croissance et/ou d’infections respiratoires. 

1.5.4 La chondrogenèse 

 

Le traitement par les rétinoïdes entraîne de nombreux effets indésirables, dont notamment 

des effets sur le squelette. De façon étonnante, un excès comme un déficit en acide rétinoïque 

ou en vitamine A entraîne de sérieuses complications notamment chez les femmes enceintes. 

En effet, les fœtus issus de femmes ayant consommé une quantité importante de vitamine A 

au cours de leur grossesse risquent l’absence de phalanges terminales, la non fermeture du 

palais, ou encore des malformations crânio-faciales. Ces observations ont suggéré que la 

vitamine A pouvait jouer un rôle dans la genèse du squelette. Les rétinoïdes inhibent en effet 

la différenciation des chondroblastes [pour revue voir (Hoffman L.M. et al., 2003)]. Cette 

inhibition entraîne l’absence de synthèse des protéoglycanes spécifiques du cartilage 

(Kochhar D.M., 1985). De plus, les chondrocytes issus de lésions tibiales ou du cartilage 

articulaire traités par de l’acide rétinoïque s’orientent vers un phénotype de cartilage de 

croissance, très différent du cartilage articulaire. La synthèse de PG diminue dans les 

chondrocytes de lapin (Benya P.D. et Padilla S.R., 1986) et de poulet (Horton W.E. et al., 

1987), comme celle du collagène de type II (Benya P.D. et Padilla S.R., 1986), alors que la 

synthèse du collagène de type I augmente (Horton W.E. et al., 1987). 

Il semble que ces effets hypochondrogéniques soient en partie dus à la régulation de la 

voie du TGF-β (Yu Z. et Xing Y., 2006). Des études ont donc été menées dans le but de 

bloquer la voie de l’acide rétinoïque grâce à des antagonistes de RAR, afin de stimuler la 

régénération du cartilage et de l’os (Underhill M., 2004).  
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1.5.5 La vascularisation 

 
Les rétinoïdes présentent des effets contraires sur l’angiogenèse en fonction du système 

étudié (Lansink M. et al., 1998, Oikawa T. et al., 1993). En effet, des agonistes RAR (Re-80, 

Am-580, Am-80 et Ch55) utilisés sur des embryons de poulet inhibent le développement de la 

vascularisation (Oikawa T. et al., 1993), alors que l’ATRA utilisé sur des cellules 

endothéliales de microvaisseaux augmente la formation de structures ressemblant à des 

capillaires (Lansink M. et al., 1998). Le mécanisme, ainsi que l’isoforme du récepteur RAR 

impliqué ne sont pas définis à ce jour. Cependant, la majorité des effets des rétinoïdes 

observés est une inhibition de l’angiogenèse. Par exemple, dans des kératinocytes humains, le 

traitement par l’ATRA, le 13-cis RA ou le rétinol all-trans inhibe l’expression et la 

production du VEGF de plus de 50 % (Weninger W. et al., 1998). Dans des lignées cellulaires 

de cancer thyroïdien, le traitement par le 13-cis RA réduit de 80 % la sécrétion de VEGF, et in 

vivo, lorsque l’ATRA est injecté à des souris ayant subi une xénogreffe, le volume de la 

tumeur est fortement diminué (Hoffmann S. et al., 2007). Ce phénomène pourrait expliquer 

en partie les effets thérapeutiques des rétinoïdes dans les affections telles que le psoriasis, qui 

se caractérise par la formation de nouveaux vaisseaux, la rosacée, qui comporte des œdèmes 

du visage, des érythèmes et une dilatation des vaisseaux sanguins superficiels, dans les 

tumeurs solides, ou encore les rétinopathies liées au diabète. 

Le phénomène de vascularisation est très important dans le développement des 

arthropathies, et plus particulièrement dans la PR, comme nous l’avons vu dans le chapitre 

précédent. En effet, le VEGF (principal acteur de l’angiogenèse), entraîne notamment une 

augmentation de la perméabilité vasculaire, ce qui facilite l’attirance des monocytes et des 

polynucléaires vers le site inflammatoire. Malgré leurs propriétés anti-angiogéniques dans 

d’autres modèles, les rétinoïdes n’ont pas été testés dans cette optique dans les modèles 

d’arthropathie. Il n’y a donc pas de données recensées dans la bibliographie concernant l’effet 

des rétinoïdes sur l’angiogenèse dans les modèles/études cliniques d’arthrose ou de PR. 

1.5.6 Réponse immunitaire et inflammation 

1.5.6.1 La réponse immune 

 

À ses débuts, la vitamine A était connue comme la « vitamine anti-infection », car elle est 

essentielle au bon fonctionnement du système immunitaire. Elle joue un rôle important dans 

le développement et la différenciation des lymphocytes B et T.  
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Les récepteurs RAR, ainsi que la vitamine A et ses dérivés, sont impliqués dans le 

mécanisme de la fonction immune. En effet, les rétinoïdes agissent notamment sur des gènes 

contrôlant l’activation des neutrophiles (Lawson N.D. et Berliner N., 1999). Par exemple, 

chez des rats déficients en vitamine A, le recrutement des neutrophiles du sang vers le site de 

l’inflammation est plus important que chez des rats contrôles, et ce phénomène est réversé 

lorsque les rats sont traités par de l’ATRA ou des rétinoïdes synthétiques (Ongsakul M. et al., 

1985). De même, l’ATRA diminue le nombre de monocytes de la moelle osseuse et de la rate 

de souris (Miller S.C. et Kearney S.L., 1998), et réprime la transcription d’IL-12 produite par 

les macrophages (Na S.Y. et al., 1999). Or, l’IL-12 favorise le développement des 

lymphocytes de type Th1, qui vont produire de l’IFN-γ en retour. L’IFN-γ active à son tour 

les macrophages. Les rétinoïdes, en inhibant la synthèse d’IL-12, répriment la réaction 

inflammatoire de type Th1. 

Ce changement de profil des lymphocytes T a également été observé dans des études in vivo 

sur des souris déficientes en vitamine A, pour lesquelles la production d’IFN-γ était fortement 

augmentée (Th1), alors que celles de l’IL-4, de l’IL-5 et de l’IL-10 (Th2) étaient réprimées 

(Cantorna M.T. et al., 1994, Carman J.A. et al., 1992). L’ATRA rétablit en partie le profil 

Th1/Th2, par un mécanisme encore méconnu. Cependant, il semblerait que l’effet serait plutôt 

dû à une inhibition des cytokines de type Th1, qui ne jouent plus leur rôle d’antagoniste vis à 

vis des cytokines de type Th2, qui sont alors induites. 

La supplémentation en vitamine A diminue les niveaux sériques de TNF-α et augmente ceux 

d’IL-10 chez des patients immunodéficients en vitamine A (concentration sérique en rétinol 

diminuée de 75 % par rapport à des individus sains) (Aukrust P. et al., 2000). De plus, dans 

des études in vitro, l’ATRA inhibe la production de nitrites, d’IL-1, de TNF-α et d’IL-6 dans 

différents types cellulaires [cellules musculaires de paroi aortique induite par l’IL-1 (Sirsjo A. 

et al., 2000), fibroblastes de cornée induits par du PMA (phorbol-12-myristate-13-acétate) 

(West-Mays J.A. et al., 1999), macrophages hépatiques de rat stimulés par du LPS 

(Motomura K. et al., 2001), fibroblastes pulmonaires (Zitnik R.J. et al., 1994)]. Le 9-cis RA 

permet également d’inhiber les mêmes médiateurs pro-inflammatoires notamment dans la 

microglie de souris stimulées par du LPS (Xu J. et Drew P.D., 2006). 
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1.5.6.2 Les facteurs de transcription pro-inflammatoires 

 

Les rétinoïdes inhibent, par l’intermédiaire des récepteurs RAR et RXR, certains facteurs 

pro-inflammatoires comme NF-κB (Austenaa L.M. et al., 2004), NF-IL-6 (DiSepio D. et al., 

1997) ou AP-1 (Nagpal S. et al., 1995, Pfahl M., 1993). Le mécanisme d’inhibition sera 

détaillé dans le chapitre ( 2.8). À travers cette régulation négative, la production de certaines 

MMPs, de cytokines pro-inflammatoires et d’autres gènes impliqués notamment dans la 

prolifération cellulaire et la réaction inflammatoire sont réprimés par les rétinoïdes. Ce 

mécanisme explique en partie les effets bénéfiques obtenus lors du traitement de l’arthrite 

expérimentale (Brinckerhoff C.E. et Harris E.D., Jr., 1981, Haraoui B. et al., 1985, Kuwabara 

K. et al., 1996), de l’acné ou de l’encéphalite. 

Cette inhibition résulte le plus souvent d’une interaction physique entre les récepteurs aux 

rétinoïdes et les facteurs de transcription. Cependant, certains rétinoïdes engendrent une 

inhibition de l’activité AP-1, sans pour autant activer les récepteurs RAR ou RXR (Fanjul A. 

et al., 1994, Nagpal S. et al., 1995). La relation entre les structures des rétinoïdes impliqués et 

l’inhibition de l’activité AP-1 n’est cependant pas toujours bien définie actuellement. De 

même, des auteurs ont montré que des antagonistes des récepteurs RAR (BMS-189453) 

possédaient les mêmes propriétés anti-inflammatoires dans un modèle d’arthrite au collagène 

chez la souris ou aux parois de streptocoques chez le rat que les agonistes de RAR. Cette 

inhibition est en fait due aux propriétés anti-AP-1 conservées par ces molécules, qui répriment 

la production de MMP-1, -3 et -13.  

L’ATRA inhibe donc l’activité AP-1, notamment par interaction physique avec c-Jun dans les 

cellules HeLa ou les cellules épithéliales de rein (Schule R. et al., 1991). Mais il inhibe 

également l’activité NF-IL-6 dans les cellules issues de carcinomes de Kaposi (Nagpal S. et 

al., 1997), comme le tazarotène ou TTNPB (agoniste RAR) dans les cellules HeLa stimulées 

par de l’IFN-γ (DiSepio D. et al., 1997). L’activité basale de NF-κB est également augmentée 

chez des souris déficientes en vitamine A, et cette activité est réprimée par un traitement à 

l’ATRA, alors qu’elle est encore plus augmentée par un traitement avec un antagoniste RAR 

(AGN 194310) (Austenaa L.M. et al., 2004). 

Les rétinoïdes inhibent donc efficacement ces trois facteurs de transcription pro-

inflammatoires, et ceci dans de nombreux types cellulaires très différents. 
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1.6 Principales applications thérapeutiques des rétinoïdes 

 

Les rétinoïdes sont actuellement utilisés principalement dans la thérapie en dermatologie 

et en cancérologie. Cependant, de nombreuses expérimentations ont testé les rétinoïdes dans 

d’autres domaines, comme l’ophtalmologie ou l’oto-rhino-laryngologie. 

1.6.1 Cancérologie 

 

Une relation forte entre le développement du cancer et la vitamine A et ses dérivés a été 

établie par de nombreux travaux ces dernières décennies. Ces observations ont conclu à 

l’hypothèse selon laquelle un niveau physiologique élevé en rétinoïdes protégeait l’organisme 

contre le développement de lésions pré-malignes ou malignes. Les récepteurs aux rétinoïdes 

étant les médiateurs directs de ces derniers, il est logique de constater que des variations de 

leur expression ou de leur activité sont associées au processus de transformation tumorale. 

Les rétinoïdes utilisés en cancérologie agissent à tous les stades de la cancérogenèse : 

initiation, promotion et progression. 

Le traitement de la leucémie aiguë promyélocytaire (APL) par les rétinoïdes est la thérapie la 

plus marquante impliquant les rétinoïdes. L’APL est caractérisée par une accumulation dans 

la moelle osseuse et dans le sang de précurseurs myéloïdes immatures bloqués au stade 

promyélocytaire. Cette pathologie résulte quasiment toujours de la translocation 

chromosomique entre le gène du récepteur alpha à l’acide rétinoïque (RAR-α) et le gène 

codant pour la protéine de la leucémie promyélocytique (PML), situés sur les chromosomes 

15 et 17 (95 % des cas). La nouvelle protéine chimérique produite se comporte comme un 

dominant négatif des deux protéines originelles. L’action de RAR-αααα sur ses gènes cibles n’est 

alors plus assurée, ce qui conduit à une différenciation anormale des promyélocytes. Le 

traitement de cette pathologie par l’ATRA permet la différenciation des cellules leucémiques 

en granulocytes matures. Grâce à cette thérapie, une forte rémission (70 % des cas) et une 

augmentation de l’espérance de vie sont observées. Cependant, la rémission reste de courte 

durée car l’organisme développe une certaine résistance à l’ATRA, par un catabolisme et une 

clairance augmentés, ainsi qu’une surproduction des protéines CRABP. 

RAR-α n’est pas la seule isoforme de RAR participant clairement au processus de 

cancérogenèse. En effet, RAR-ββββ semble intervenir à différentes étapes de la formation des 

tumeurs solides. La perte d’expression de RAR-β2 est ainsi associée à la progression des 
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tumeurs chez l’Homme, alors que l’induction de son expression, notamment par un traitement 

à l’ATRA, est corrélée avec l’inhibition de la croissance des tumeurs solides [pour revue voir 

(Altucci L. et Gronemeyer H., 2001)]. Par exemple, dans des lignées cellulaires de cancer du 

sein, le promoteur de RAR-β2 est inhibé, et ce phénomène peut être réversé par la 

déméthylation de l’ADN ou l’inhibition des histones déacétylases, ou encore le traitement par 

des rétinoïdes, qui augmentent l’expression des récepteurs RAR (également un des gènes 

cibles des rétinoïdes) (Hansen L.A. et al., 2000). Cette chute d’expression de RAR-β2 a 

également été constatée au cours du processus de carcinogenèse dans d’autres types de 

tumeurs solides, dont les cancers du poumon, de la tête ou du cou (Wan H. et al., 1999, 

Widschwendter M. et al., 1997, Xu X.C. et al., 1997b, Xu X.C. et al., 1997a). La réexpression 

de RAR-β dans ces cellules cancéreuses réverse le processus tumorigénique (Houle B. et al., 

1993). De plus, des souris transgéniques exprimant un ARN antisens de RAR-β développent 

un plus grand nombre de tumeurs que les souris contrôles (Berard J. et al., 1996). RAR-β 

réprime AP-1 de façon constitutive, ce qui permet d’expliquer en partie ses effets anti-

cancéreux, notamment dans le cancer de la peau.  

Les rétinoïdes sont également utilisés dans le traitement d’autres cancers, comme celui de la 

peau, de la vessie, ou encore du foie [pour revue voir (Hill D.L. et Grubbs C.J., 1992)]. Ils 

agissent via un effet anti-promoteur et immunostimulant (activation des cellules NK et des 

cellules de la cytotoxicité). Ainsi, on peut noter par exemple que le traitement par l’ATRA est 

déjà utilisé pour traiter l’APL (Fenaux P. et al., 2001), ou le cancer de la thyroïde (Schmutzler 

C. et Kohrle J., 2000), le 9-cis RA est utilisé pour traiter le sarcome de Kaposi (Dezube B.J., 

2000) ou le cancer du sein (Lawrence J.A. et al., 2001). Enfin, le 13-cis RA est également 

utilisé en cancérologie pour traiter les cancers de la peau (Kraemer K.H. et al., 1988), de la 

tête ou du cou (Shin D.M. et al., 2001).  

Les récepteurs RXR semblent également impliqués dans l’inhibition de la cancérogenèse. En 

effet, des données ont montré que des souris knock-out pour RXR-α dans l’épiderme étaient 

plus sensibles à l’induction de tumeurs par un agent carcinogène (le DMBA, 

dimethylbenzanthracene) (Li M. et al., 2000). Ces souris développent plus fréquemment des 

papillomes (tumeur de la peau), qui progressent également plus rapidement (P. Chambon, 

données non publiées). La question non résolue est de savoir si cette perte d’expression des 

récepteurs RXR entraîne une perturbation de la voie RAR/RXR, une dysrégulation de voies 

spécifiques à RXR, ou une modification des voies d’autres récepteurs nucléaires se dimérisant 

avec RXR. Une hypothèse a été faite quant à l’action des réxinoïdes (rétinoïdes activant 
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uniquement les isotypes RXR) sur la voie de signalisation des protéines kinases (PK) A, 

permettant d’expliquer notamment la différenciation des promyélocytes lors de l’APL (Benoit 

G. et al., 1999). Il est important de noter que les premiers réxinoïdes testés sur des modèles 

animaux ont montré des résultats encourageants et des effets indésirables beaucoup plus 

faibles (Agarwal V.R. et al., 2000, Gamage S.D. et al., 2000, Gottardis M.M. et al., 1996). Le 

LGD1069 (agoniste RXR) a donc été testé en phase clinique sur deux types de cancers avec 

une bonne efficacité, le lymphome cutané à cellules T (Cohen M.H. et al., 2001) et le cancer 

du poumon « non à petites cellules » (Khuri F.R. et al., 2001). 

1.6.2 Dermatologie 

 

L’action de la vitamine A sur la prolifération et la différenciation des épithélia en fait une 

molécule de grand intérêt en dermatologie. Ses dérivés sont utilisés pour traiter les kératoses 

actiniques et séborrhéiques, les verrues de type viral, le carcinome de cellules basales, l’acné, 

les ichtyoses, le psoriasis, les lésions précancéreuses ou les mélanomes [pour revues voir 

(Dawson M.I., 2004, Thacher S.M. et al., 2000, Zouboulis C.C., 2001)]. 

L’action des rétinoïdes est encore à l’étude actuellement, mais leurs propriétés anti-

prolifératives sur les cellules épidermiques, ainsi que leur action sur la kératinisation et les 

phénomènes de desquamation en font des atouts majeurs en dermatologie (Fisher G.J. et 

Voorhees J.J., 1996, Torras H., 1996).  

Les rétinoïdes actuellement utilisés en dermatologie sont le 13-cis RA (Roaccutane®), 

l’ATRA (Renova®), l’adapalène (Différine®) pour le traitement de l’acné (Galvin S.A. et al., 

1998), ou encore l’étrétinate (Tigasone®) ou le tazarotène (Tazorac®) pour le traitement du 

psoriasis (Zhu X.J. et al., 2001). Toutes ces molécules sont des agonistes RAR, et les 

agonistes RXR ne reproduisent pas ces effets (Thacher S.M. et al., 1997). 

De même, les rétinoïdes sont utilisés afin d’atténuer le vieillissement photo-induit de la peau, 

qui se traduit par d’importantes atteintes de l’épiderme : mort prématurée des cellules, 

désorganisation de l’épiderme, diminution du nombre de couches cellulaires, cellules 

rétractées. Le traitement par l’ATRA restaure la qualité de l’épiderme, dont la couche cornée 

devient plus fine. Macroscopiquement, les rides profondes et l’aspect râpeux au toucher sont 

significativement améliorés (Montassier P., 1996). 
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1.6.3 Hyperglycémie et hyperinsulinémie 

 

Les agonistes RXR peuvent avoir une action thérapeutique dans le cadre du diabète, bien 

que ces effets impliquent l’activation de son hétéropartenaire PPAR. En effet, les effets des 

agonistes RXR sont reproduits par ceux des agonistes PPAR et l’addition des deux agonistes 

montre un effet synergique. Le traitement de souris ob/ob (souris obèses) par du LGD1069 ou 

du LG100268 (deux réxinoïdes) et du gemfibrozil (fibrate, agoniste PPAR-α) fait ainsi chuter 

plus efficacement les taux de triglycérides que lors du traitement par l’un des deux agonistes 

seul (Mukherjee R. et al., 1998). La suite de cette bibliographie sera restreinte aux effets des 

rétinoïdes ou réxinoïdes qui agissent via les dimères RAR et/ou RXR. 

1.7 Mode d’action des rétinoïdes 

1.7.1 Action dépendante des récepteurs nucléaires RAR et RXR 

 

La voie d’action des rétinoïdes la plus connue implique les récepteurs nucléaires RAR 

(Retinoic acid Receptor) et RXR (Retinoid X Receptor). Cette voie sera détaillée dans le 

chapitre traitant des récepteurs aux rétinoïdes. 

1.7.2 Action indépendante des récepteurs nucléaires RAR et RXR 

 

La voie d’action des rétinoïdes indépendante des récepteurs RAR et RXR est beaucoup 

moins explorée. Cependant, quelques publications rapportent des effets directs des rétinoïdes 

sans interagir avec la voie RAR/RXR. Ces effets ont été démontrés dans des études sur des 

lignées cancéreuses. Par exemple, l’ATRA active directement de petites protéines G Rac1, qui 

sont des protéines régulatrices en amont de p38 dans des lignées cellulaires de cancer du sein 

(Alsayed Y. et al., 2001), ce qui permettrait à l’ATRA de jouer un rôle crucial dans la 

différenciation cellulaire. De même, certains rétinoïdes (rétinol, 14-HRR) peuvent, selon leur 

structure, soit induire, soit réprimer l’activité de PKC en se fixant directement sur ces 

protéines (Imam A. et al., 2001). Le CD437 (agoniste RAR-γ) inhibe l’apoptose des cellules 

de lignée leucémique résistantes à l’acide rétinoïque à travers un mécanisme indépendant de 

RAR. En effet, cette lignée étant dépourvue des récepteurs RAR-β et RAR-γ, et présentant un 

récepteur RAR-α tronqué et non fonctionnel, elle mime le mécanisme de résistance observé 

lors du traitement de l’APL par les rétinoïdes. Malgré l’absence des récepteurs RAR, le 

traitement de ces cellules par le CD437 entraîne l’arrêt total de la prolifération et l’entrée en 
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apoptose. Ce phénomène serait lié à l’augmentation de deux inhibiteurs de kinases 

dépendantes des cyclines, p21waf1/cip1 et GADD45. Le mécanisme exact reste malgré tout à 

déterminer (Hsu C.A. et al., 1997). De la même façon, l’effet de ce même agoniste a été testé 

avec succès sur des cellules de carcinomes de la tête et du cou, et ces effets n’ont pas pu être 

inhibés par un antagoniste de RAR (AGN-193109) (Sun S.Y. et al., 2000).  

De façon similaire, dans d’autres types cellulaires, comme une lignée de cellules cancéreuses 

(Medkova M. et Cho W., 1999) ou des extraits de cerveaux de souris (Cope F.O. et al., 1984), 

l’ATRA inhibe la voie PKC et ceci de manière tout à fait indépendante de RAR. En effet, les 

auteurs ont pu démontrer une interaction physique entre l’ATRA et PKC (Ochoa W.F. et al., 

2003, Radominska-Pandya A. et al., 2000) (Figure 27 et Figure 28). Cette inhibition 

physique conduit cependant à une activation ou une inhibition de la protéine PKC, suivant le 

modèle cellulaire étudié (Radominska-Pandya A. et al., 2000). Les auteurs suggèrent qu’en 

plus de cette interaction, l’ATRA pourrait également interagir physiquement et ainsi inhiber 

d’autres molécules en amont dans la voie d’activation des MAPK. Ces interactions restent 

toutefois à déterminer. 

De plus, il a été montré que certains rétinoïdes étaient capables d’inhiber la voie d’activation 

de NF-κB de façon RAR-indépendante, puisque des agonistes sélectifs RAR-γ (MX3350-1 ou 

CD 2325) inhibent IKK, ce qui conduit à l’inactivation de NF-κB dans des lignées cellulaires 

tumorales (HeLa, procarcinomes prostatiques, cellules de carcinome de poumon). Ce 

mécanisme n’est pas réversé par l’utilisation d’antagonistes de RAR, grâce à quoi les auteurs 

ont conclu à un effet indépendant de RAR. Le mécanisme exact n’a cependant pas pu être 

défini (Bayon Y. et al., 2003).  

Domaine C2 de 
PKC

Ca2+

ATRA

Domaine C2 de 
PKC

Ca2+

ATRA

  
Figure 27 : Représentation de la structure du complexe domaine C2 de la PKC/ATRA/Ca2+. 

La PKC pourrait lier l’ATRA au niveau de son domaine C2. Les auteurs ne sont cependant pas en 
accord sur la conséquence de cette liaison, à savoir si elle active ou inhibe l’activité de la PKC. Cette 
activité semble dépendante des cellules étudiées. 
D’après (Ochoa W.F. et al., 2003). 
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Figure 28 : Hypothèse de la régulation de la PKC par l’ATRA et de l’implication des CRABP. 
La partie supérieure du schéma représente le transport de la PKC vers le cytoplasme (A), après avoir 
été phosphorylée au niveau de son domaine catalytique (B). Dans une situation normale, après avoir 
été phosphorylée et activée en présence de calcium (C), la PKC se lie à la membrane au niveau du 
diacylglycérol (DAG) par son domaine C1 et de la phosphatidylsérine (PS) par son domaine C2. Dans 
cette configuration, le pseudo-substrat ne masque plus le site de liaison du substrat, et la PKC peut 
donc lier son substrat et le phosphoryler (D). L’ATRA (noté ici RA) transporté par les CRABP 
pourrait se fixer sur les PKC au niveau de domaine C2 de la reconnaissance de la PS, et ainsi inhiber 
la fixation de la PKC au niveau de la membrane. La structure ainsi formée ne permet pas la 
reconnaissance du substrat car la structure en pseudo-substrat masque le domaine de liaison du 
ligand (E). L’activité de la PKC pourrait ainsi être inhibée par l’ATRA. 
D’après (Radominska-Pandya A. et al., 2000). 

 
Une autre hypothèse de mode de fonctionnement des rétinoïdes, cependant moins 

documentée, est le mécanisme de rétinoylation. Cette modification post-traductionnelle des 

protéines intervient dans la plupart des lignées cellulaires eucaryotes, et met en jeu la liaison 

covalente (pont thioester) de l’acide rétinoïque sur des protéines (acylation) (Miano J.M. et 

al., 1996). Ce phénomène semble impliquer la formation de rétinoyl-CoA, puis la partie 

rétinoyl serait transférée sur les protéines. Cette modification pourrait jouer un rôle sur la 

modulation de l’activité de certaines enzymes, et la régulation de protéines de signalisation 

(Wada M. et al., 2001). Cette réaction est également rendue possible par un traitement à 

l’ATRA, alors qu’elle est inhibée par le 13-cis RA ou le 9-cis RA (Cione E. et al., 2005). 

Cette réaction dépend donc des rétinoïdes, mais également du type cellulaire étudié. 
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2 Les récepteurs aux rétinoïdes 

2.1 Généralités sur les récepteurs nucléaires 

 

Les récepteurs nucléaires sont des activateurs transcriptionnels, parfois spécifiques d’un 

tissu ou d’un type cellulaire, qui régulent le programme d’expression de gènes cibles en se 

liant à des éléments de réponse (RE, response element) spécifiques, situés dans les régions 

promotrices de ces gènes. Ces facteurs de transcription transmettent les effets des hormones 

stéroïdiennes (œstrogène, progestérone, androgènes, glucocorticoïdes, minéralocorticoïdes), 

des hormones thyroïdiennes, des rétinoïdes, de la vitamine D3 et des proliférateurs de 

peroxysomes, sur des activités biologiques aussi variées que la prolifération cellulaire, la 

différenciation, le développement et l’homéostasie. 

La majorité des récepteurs nucléaires agit sous forme de dimère. Les récepteurs aux hormones 

stéroïdiennes (ER, pour estrogen receptor, AR, pour androgen receptor, PR, pour 

progesterone receptor, GR, pour glucocorticoid receptor, et MR, pour mineralocorticoid 

receptor) forment des homodimères. D’autres récepteurs nucléaires peuvent former soit des 

homodimères soit des hétérodimères, dont le partenaire le plus fréquent est RXR (récepteur 

aux rétinoïdes X) : RXR lui-même, RAR (récepteur à l’acide rétinoïque), TR (récepteur aux 

hormones thyroïdiennes), VDR (récepteur à la vitamine D3), PPAR (récepteur activés par les 

proliférateurs de peroxysomes), COUP-TF (facteur de transcription du promoteur de 

l’ovalbumine de poulet) ou LXR (récepteur aux oxystérols). 

2.2 Présentation des récepteurs RAR et RXR, isotypes, isoformes et 

structure générale 

 

Les rétinoïdes exercent leurs effets pléïotropiques à travers l’activation de deux types de 

récepteurs : RAR et RXR [pour revues voir (Germain P. et al., 2006b, Germain P. et al., 

2006a)]. Parmi les RARs, trois sous-types ont été identifiés : RAR-α (NR1B1) fut le premier 

identifié en 1987 par les groupes de Pierre Chambon et de Ron Evans, RAR-β (NR1B2), et 

RAR-γ (NR1B3). Ces trois isotypes sont produits à partir de trois gènes différents (Chambon 

P., 1996, Giguere V. et al., 1987, Petkovich M. et al., 1987). Pour chaque isotype de RAR, 

plusieurs isoformes existent, qui diffèrent au niveau de leur région N-terminale. Ces 

isoformes sont produites par épissage alternatif et par l’utilisation de deux promoteurs 

différents. Il existe deux isoformes majeures pour RAR-α (α1 et α2) et pour RAR-γ (γ1 et γ2) 
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et quatre isoformes pour RAR-β (β1, β2, β3 et β4). Les récepteurs RAR forment 

principalement des hétérodimères, bien que des homodimères RAR/RAR aient été détectés in 

vitro lors d’expériences de gel retard (Schrader M. et al., 1993). 

Les RXRs, comme les RARs, existent sous trois isotypes différents : RXR-α (NR2B1), 

RXR-β (NR2B2) et RXR-γ (NR2B3) (Kastner P. et al., 1997, Mangelsdorf D.J. et Evans 

R.M., 1995, Mark M. et al., 1999). Deux isoformes majeures ont été décrites pour chaque 

isotype, différant au niveau de leur partie N-terminale (Chambon 1996) : RXR-α1 et α2, 

RXR-β1 et β2 et RXR-γ1 et γ2 (Brocard J. et al., 1996, Fleischhauer K. et al., 1992, Liu Q. et 

Linney E., 1993, Nagata T. et al., 1994). RXR a d’abord été considéré comme un récepteur 

orphelin (Mangelsdorf D.J. et al., 1990), avant d’être décrit comme répondant à l’ATRA, 

cependant à des concentrations très élevées. Plus tard, il a été découvert que l’isomère de 

l’ATRA, le 9-cis RA représentait un agoniste de très forte affinité pour RXR (Heyman R.A. et 

al., 1992, Leid M. et al., 1992, Levin A.A. et al., 1992, Mangelsdorf D.J. et al., 1992, Rowe 

A. et al., 1991, Yu V.C. et al., 1991). En plus d’être capables de s’hétérodimériser avec les 

RARs, les RXRs peuvent également former des homodimères (Mader S. et al., 1993, 

Mangelsdorf D.J. et al., 1991), et ils ont de plus été identifiés comme des facteurs nécessaires 

à l’activation de nombreux autres récepteurs nucléaires (Glass C.K., 1994, Laudet V. et al., 

1992, Leid M. et al., 1992).  

 Les récepteurs RAR et RXR sont organisés structurellement de la même manière que la 

plupart des récepteurs nucléaires. Chaque domaine forme une interface de liaison 

protéine/protéine qui permet l’activité spécifique du récepteur (Figure 29). 

 

� Les domaines A et B, domaines d’activation de la transcription. 

Ce domaine, peu conservé entre les différents récepteurs nucléaires, se situe au niveau de la 

partie N-terminale des récepteurs RAR et RXR, et contient les domaines A et B. Ces 

domaines représentent le domaine d’activation de la transcription indépendante du ligand 

(AF-1) (Nagpal S. et al., 1993). 

� Le domaine C, domaine de liaison à l’ADN. 

Au contraire des domaines A et B, le domaine C est un domaine très structuré et fortement 

conservé entre les récepteurs nucléaires. Il représente en fait la « marque de fabrique » des 

récepteurs nucléaires. Cette séquence permet la reconnaissance d’une courte séquence d’ADN 

au niveau des promoteurs de gènes cibles des rétinoïdes. Le DBD (DNA binding domain) des 

RAR et des RXR est composé d’un domaine structural de deux doigts de zinc formé par huit 

cystéines (Katahira M. et al., 1992, Knegtel R.M. et al., 1993, Rastinejad F. et al., 2000).  
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Le rôle de ce domaine est de permettre la liaison spécifique de chaque monomère ou dimère 

sur l’ADN, mais il sert également d’interface de dimérisation pour chaque monomère. Les 

RAR et les RXR coopèrent pour se fixer sur les séquences hexamériques. 

� Le domaine D, domaine charnière. 

Ce domaine est une charnière entre les domaines C et E. Il peut être impliqué dans la fixation 

aux séquences d’ADN (pour RXR) (Lee M.S. et al., 1993), et dans la localisation nucléaire 

des récepteurs (Ylikomi T. et al., 1992). Contrairement aux autres récepteurs nucléaires, le 

domaine D des RAR semble relativement bien conservé, et a ainsi pu être divisé en trois 

domaines [D1, D2 et D3 (Zelent A. et al., 1989)]. 

� Le domaine E, domaine de liaison du ligand. 

Le LBD (ligand binding domain) des RAR et des RXR est construit autour d’une structure 

commune à tous les récepteurs nucléaires (Laudet V. et al., 1992). Ce domaine est composé 

de trois couches formées de 12 hélices alpha disposées antiparallèlement, au cœur desquelles 

se trouve un feuillet bêta composant en partie la poche où va se fixer le ligand. Toutefois, ce 

domaine varie selon les récepteurs, ce qui leur permet d’acquérir une spécificité de ligand 

[pour revues voir (Apfel C. et al., 1992, Benkoussa M. et al., 1997, Lefebvre B. et al., 1998)].  

Ce domaine comprend également une fonction activatrice de la transcription dépendante du 

ligand (AF-2) ainsi qu’une interface de dimérisation. Son rôle est également de recruter les 

co-régulateurs (co-activateurs ou co-répresseurs, selon la présence ou l’absence du ligand). 

� Le domaine F. 

Ce domaine est absent du récepteur RXR. Pour RAR, cette séquence semble utile à l’activité 

de la fonction AF-2 (Tate B.F. et al., 1996), et à la liaison avec des facteurs intermédiaires. 
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Figure 29 : Modélisation et comparaison des structures protéiques des récepteurs nucléaires RAR et 
RXR. 
Les RAR et les RXR possèdent une structure similaire à celle des autres récepteurs nucléaires : 
domaine A/B, C (DBD : DNA binding domain), D, E (LBD : ligand binding domain) et F. Les RXR 
sont dépourvus de ce dernier. Ces domaines présentent des variations qui définissent la spécificité des 
récepteurs. Les pourcentages d’homologie des deux domaines les plus conservés (C et E) sont 
représentés en fonction de l’isoforme α, et ceci pour les formes humaines des récepteurs RAR et RXR. 
D’après (Gronemeyer H. et al., 2004, Mangelsdorf D.J. et al., 1990). 

2.3 Les éléments de réponse aux RAR et aux RXR 

 

Les RAR et les RXR se fixent sur l’ADN sur des séquences appelées éléments de réponse 

(RE), les RARE ou les RXRE. 

Ces séquences régulatrices sont représentées par deux demi-sites, dont la séquence canonique 

est 5’-Pu (purine)G(G/A/T)(T/A)CA-3’ (Figure 30). Pour les récepteurs nucléaires, cette 

séquence peut être répétée de façon directe (DR pour direct repeat), de façon inverse (IR pour 

inverted repeat), de façon « retournée » (séquence 5’→3’ devient 3’→5’) (ER pour everted 

repeat) ou sous forme de palindrome (PAL) (Baniahmad A. et al., 1990, Bugge T.H. et al., 

1992, Graupner G. et al., 1989, Mader S. et al., 1993, Naar A.M. et al., 1991, Park H.Y. et al., 

1993, Tini M. et al., 1993, Umesono K. et al., 1988). Dans le cas spécifique des récepteurs 

aux rétinoïdes, la répétition de cette séquence se fait généralement de façon directe. Les deux 

demi-sites sont séparés par 1 (DR1), 2 (DR2) ou 5 (DR5) nucléotides (Leid M. et al., 1992, 

Mangelsdorf D.J. et Evans R.M., 1995), et chaque partenaire du dimère reconnaît une des 
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deux moitiés de la séquence de l’élément de réponse. L’espacement entre les deux moitiés du 

site de liaison est spécifique du dimère qui va se fixer. En effet, une séquence DR1 fixe plutôt 

les homodimères RXR/RXR, alors que les séquences DR2 et DR5 fixent plutôt les 

hétérodimères RAR/RXR (Naar A.M. et al., 1991, Umesono K. et al., 1991). Cependant des 

hétérodimères RAR/RXR peuvent également se fixer sur des séquences DR1, mais dans ce 

cas ils présenteront une activité inhibitrice. 

La fixation des hétérodimères se fait selon une polarité bien précise : le partenaire RXR se lie 

au niveau 5’ du demi-site DR5 ou DR2 alors que le partenaire RAR se fixe en 3’, et pour une 

séquence DR1 la polarité est inversée (Kurokawa R. et al., 1993, Perlmann T. et al., 1993, 

Zechel C. et al., 1994). 

Cependant, les variations qui existent entre les éléments de réponse ne suffisent pas à elles 

seules à déterminer quel dimère va s’y fixer, et, de plus, d’autres données sont nécessaires 

pour déterminer quelle isoforme de RAR ou de RXR se fixera sur l’élément de réponse. En 

effet, les différences du site de liaison à l’ADN des trois isoformes de RAR sont mineures. De 

plus, les constructions de promoteurs n’ont pas permis de définir la sélectivité réelle d’un 

isotype par rapport à un autre sur un élément de réponse (Rossant J. et al., 1991, Sucov H.M. 

et al., 1990). En réalité, la fixation d’un dimère sur un élément de réponse dépendrait plutôt 

des isoformes présentes dans le type cellulaire ou le tissu étudié, ainsi que des co-activateurs 

ou des co-répresseurs. 

De même, des éléments de réponse fortement dégénérés (dits « non consensus ») peuvent lier 

des dimères, ce qui serait dû à une puissante stabilisation de la fixation du dimère par des 

contacts protéine/protéine avec d’autres protéines liées à l’ADN (Petkovich M., 1992). 
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Figure 30 : Schématisation des différents types d’élément de réponse reconnus par les récepteurs 
nucléaires. 
Les récepteurs nucléaires reconnaissent des séquences ADN présentes sous forme de deux demi-sites 
de séquence consensus 5’-PuG(G/A/T)(T/A)CA-3’. Ces séquences sont soit répétées de façon directe 
(DR), soit de façon inversée (IR), soit de façon « retournée » (ER) ou sous forme de palindrome 
(PAL). L’arrangement de ces séquences (répétition et espacement entre les deux demi-sites) 
sélectionne le dimère qui va pouvoir s’y fixer. 
 

La particularité de l’hétérodimère RAR/RXR par rapport aux autres hétérodimères faisant 

intervenir RXR est d’être « non permissif ». En effet, pour les autres hétérodimères, la 

fixation d’un agoniste sur l’un des deux monomères peut suffire à induire la dimérisation, 

l’activation et la fixation du dimère sur l’ADN. La liaison de l’agoniste sur le deuxième 

partenaire peut donc en théorie potentialiser l’activation du dimère (Forman B.M. et al., 1995, 

Mukherjee R. et al., 1997). En ce qui concerne le dimère RAR/RXR, la liaison de l’agoniste 

au récepteur RAR est une condition nécessaire et suffisante à l’activation du dimère (Vivat V. 

et al., 1997). Cependant, la liaison du ligand au RXR peut potentialiser l’activation du dimère, 
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mais uniquement si celui-ci a été au préalable activé par un agoniste RAR. En fait, l’agoniste 

RAR induit des changements conformationnels permettant de libérer le domaine de liaison du 

ligand du RXR (Kurokawa R. et al., 1994), ce dont est incapable le récepteur RXR.  

2.4 Localisation des récepteurs RAR et RXR 

 

Les récepteurs nucléaires présentent des profils spatio-temporels bien particuliers. En 

effet, ces récepteurs sont retrouvés dans quasiment tous les tissus, mais leur profil est restreint 

selon les isotypes étudiés. Par exemple, alors que RAR-α1 est exprimé de façon ubiquitaire, 

RAR-α2 semble être localisé spécifiquement dans les intestins et les poumons, et être présent 

sous forme de traces dans les autres tissus (Leroy P. et al., 1991). De la même manière, 

RAR-β2 a été retrouvé principalement dans les reins, le cœur, les tissus épithéliaux (comme la 

trachée) et les muscles squelettiques, alors que RAR-β1 et -β3 sont plutôt localisés dans le 

cerveau, les poumons et la peau. RAR-γ1 est l’isoforme γ prédominante dans la peau, et les 

isoformes γ1 et γ2 sont plutôt exprimées au cours de l’embryogenèse (Kastner P. et al., 1990). 

L’isoforme γ a également été retrouvée dans des régions chondrogéniques (Petkovich P.M. et 

al., 1984, Ruberte E. et al., 1990). 

Les récepteurs RXR présentent quant à eux un profil d’expression différent de celui des 

RAR. L’isoforme RXR-α est fortement exprimée dans le foie (Mangelsdorf D.J. et al., 1990) 

et les intestins (Rowe A. et al., 1991). RXR-β est plutôt exprimé dans le système nerveux 

central (Hamada K. et al., 1989, Mangelsdorf D.J. et al., 1990). RXR-γ présente un profil 

beaucoup plus restreint : il est majoritairement exprimé dans certaines parties du cerveau ainsi 

que dans la glande pituitaire (Chiang M.Y. et al., 1998, Haugen B.R. et al., 1997). 

2.5 Mécanismes endogènes de régulation des récepteurs RAR et RXR 

2.5.1 Phosphorylation 

 
L’activité des récepteurs nucléaires est modulée par la fixation du ligand, mais aussi par 

l’intégration de différentes voies de signalisation par l’intermédiaire de modifications post-

traductionnelles, dont la phosphorylation, mais aussi l’acétylation et l’ubiquitinylation 

(Denner L.A. et al., 1990, Fu M. et al., 2004, Jones B.B. et al., 1991, Rochette-Egly C. et al., 

1991). La phosphorylation intervient essentiellement au niveau des domaines AF-1, AF-2 et 

du domaine de liaison à l’ADN, contenant plusieurs motifs de phosphorylation par des 

kinases. RAR et RXR sont donc les substrats d’une multitude de kinases, notamment les CDK 
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(cyclin dependant kinase), MAPK, PKA et PKC [pour revue voir (Rochette-Egly C., 2003)]. 

Ces modifications vont permettre de moduler très finement l’activité des récepteurs 

nucléaires, de manière positive ou négative. Elles régulent ainsi les phénomènes de liaison à 

l’ADN, la fixation du ligand, la dimérisation, ou le recrutement des co-facteurs. Ainsi, RAR-α 

et RAR-γ sont phosphorylés au niveau de leur domaine A/B par la sous-unité CDK7 du 

facteur général de transcription TFIIH (Bastien J. et al., 2000, Rochette-Egly C. et al., 1997). 

Cette étape de phosphorylation joue un rôle important dans l’activation de la transcription 

médiée par ces récepteurs (Keriel A. et al., 2002). Dans le cas de RAR-γ, la phosphorylation 

par TFIIH n’est pas suffisante et un second résidu situé dans la même région A/B doit être 

phosphorylé en réponse aux rétinoïdes par la MAPK p38 pour que cette isoforme soit 

transcriptionnellement active (Gianni M. et al., 2002a, Gianni M. et al., 2002b). Cette 

seconde phosphorylation constitue un signal de dégradation du récepteur par le protéasome, et 

est donc un moyen de régulation fine de la durée de la transcription. Ces phosphorylations 

semblent moduler l’activité du récepteur en contrôlant le recrutement et la dissociation de 

protéines et différents complexes (Bour G. et al., 2005). RAR-α, quant à lui, peut également 

être phosphorylé par la PKA au niveau de la sérine 369 située au niveau du LBD. Cette 

phosphorylation module également de manière positive l’activité transcriptionnelle du 

récepteur (Huggenvik J.I. et al., 1993, Rochette-Egly C. et al., 1995). RAR-β peut également 

être phosphorylé au niveau des résidus sérines mais les kinases qui en sont responsables ne 

sont pas déterminées. 

Les RXR sont également la cible de plusieurs kinases. Par exemple, RXR-α est phosphorylé 

au niveau de son domaine A/B (sérine 22), phosphorylation qui est nécessaire à l’effet anti-

prolifératif des rétinoïdes (Bastien J. et al., 2002). Il est également hyperphosphorylé par les 

JNK en réponse à un stress (Adam-Stitah S. et al., 1999, Tarrade A. et al., 2005). 

La phosphorylation peut conduire au contraire à l’inhibition de l’activation de certains 

récepteurs nucléaires, comme c’est le cas notamment de RXR-α lorsqu’il est phosphorylé par 

les MAPK. Cette phosphorylation bloque l’activité transcriptionnelle de l’hétérodimère 

RAR/RXR (Lee H.Y. et al., 2000, Matsushima-Nishiwaki R. et al., 2001). 

La phosphorylation peut également être réalisée sur les complexes co-activateurs ou co-

répresseurs, ce qui modifie l’activité transcriptionnelle des récepteurs (Hong S.H. et Privalsky 

M.L., 2000). 

Enfin, certains travaux indiquent que la phosphorylation des récepteurs pourrait jouer un rôle 

important dans le développement de certains cancers. En effet, dans la plupart des tumeurs, 
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les voies de signalisation des MAPK et Akt peuvent être constitutivement activées et conduire 

ainsi à l’hyperphosphorylation des récepteurs. Dans ce contexte, il a été effectivement montré 

que la phosphorylation de RXR par les MAPKs était corrélée à l’activation de la croissance 

de certains carcinomes hépatiques (Matsushima-Nishiwaki R. et al., 2001). L’acquisition de 

la résistance aux rétinoïdes dans certains cancers pourrait également résulter d’une 

dysrégulation des voies de phosphorylation. En effet, une activation forte et continue des JNK 

par la voie Ras dans les cellules cancéreuses pulmonaires contribue à une signalisation 

aberrante via la phosphorylation et la dégradation de RAR-α (Srinivas H. et al., 2005). 

L’inhibition sélective des JNK restaure dans ce cas l’effet anti-prolifératif des rétinoïdes.  

2.5.2 Ubiquitinylation et dégradation par le protéasome 

 

Dans les cellules eucaryotes, le système ubiquitine-protéasome est le mécanisme majeur 

permettant la dégradation de protéines ciblées. Les récepteurs RAR et RXR peuvent ainsi être 

dégradés (Kopf E. et al., 2000). En réponse à la fixation du ligand sur RAR, à la dimérisation 

et à la phosphorylation, les récepteurs, ainsi que leurs co-activateurs peuvent être 

ubiquitinylés et dégradés par le protéasome 26S (Gianni M. et al., 2002b, Gianni M. et al., 

2006, Kopf E. et al., 2000). 

Le rôle exact du protéasome dans la transcription régulée par les RAR n’est pas encore bien 

défini. Cependant, de plus en plus de preuves jouent en faveur de la nécessité de la fonction 

protéolytique du protéasome dans l’activité transcriptionnelle de RAR. En effet, ceci 

permettrait soit de limiter l’action des RAR, soit de faciliter l’induction d’un nouveau cycle 

d’initiation de la transcription, avec le recrutement de nouveaux récepteurs sur le promoteur 

des gènes cibles. De plus, le protéasome semble jouer un rôle dans le contrôle de la 

transcription, mais indépendamment de sa fonction protéolytique. En effet, les sous-unités 

ATPases du complexe régulateur 19S pourraient modifier la structure des composants du 

complexe transcriptionnel afin de faciliter leur fixation ou leur relarguage du promoteur. Par 

exemple, SUG-1, une des six ATPases de la sous-unité 19S du protéasome, interagit avec 

RAR et est un élément crucial pour la transcription des gènes cibles de RAR (Bour G. et al., 

2007, Gianni M. et al., 2002a). 
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2.6 Exemple d’un hétéropartenaire de RXR : les PPARs 

 

Les récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR) sont des facteurs de 

transcription activés par des ligands, et appartiennent à la superfamille des récepteurs aux 

hormones thyroïdiennes. PPAR-α (NR1C1) a été le premier isotype décrit en tant que 

récepteur activé par les activateurs de proliférateurs de peroxysomes, ce qui a donné son nom 

à cette famille de récepteurs (Issemann I. et Green S., 1990). Deux isoformes supplémentaires 

ont ensuite été caractérisées : PPAR-β/δ (NR1C2) et PPAR-γ (NR1C3) (Dreyer C. et al., 

1992). Les rôles de ces différents isotypes sont en relation avec leur localisation. En effet, 

PPAR-α, principalement localisé dans des tissus présentant un taux élevé de catabolisme des 

acides gras (dont le foie, les reins ou le cœur), intervient dans la régulation de l’homéostasie 

énergétique (Lefebvre P. et al., 2006). Cet isotype active le catabolisme des acides gras, 

stimule la gluconéogénèse et la synthèse de corps cétoniques et il est impliqué dans le 

contrôle de l’assemblage des lipoprotéines, principalement dans le foie (Kersten S. et al., 

1999, Reddy J.K. et Hashimoto T., 2001, Staels B. et al., 1995, Vu-Dac N. et al., 1995). 

PPAR-α stimule également le catabolisme du cholestérol. De plus, il atténue les réponses 

inflammatoires (Devchand P.R. et al., 1996, Kersten S. et al., 2001, Staels B. et al., 1998). 

Les fibrates, comme le gemfibrozil, le clofibrate et le fenofibrate qui sont utilisés pour traiter 

les hypertriglycémies, représentent des agonistes de PPAR-α. De plus, ces agonistes 

engendrent des activités anti-inflammatoires, qui pourraient expliquer leurs propriétés dans la 

protection du système cardiovasculaire (Berger J.P. et al., 2005). 

PPAR-β/δ est nécessaire au développement embryonnaire des intestins et du placenta, et il est 

également impliqué dans le contrôle de l’homéostasie énergétique grâce à la stimulation de 

gènes impliqués dans le catabolisme des acides gras et de la thermogenèse adaptative (Barak 

Y. et al., 2002, Nadra K. et al., 2006, Peters J.M. et al., 2000, Varnat F. et al., 2006, Wang 

Y.X. et al., 2003). De plus, PPAR-β/δ joue un rôle important dans le contrôle de la 

prolifération cellulaire, la différenciation, et la réparation tissulaire (Di-Poi N. et al., 2002, 

Letavernier E. et al., 2005, Michalik L. et Wahli W., 2006, Tan N.S. et al., 2001). 

PPAR-γ est l’acteur principal de la différenciation des tissus adipeux et permet le maintien des 

fonctions spécifiques des adipocytes, comme le stockage lipidique (He W. et al., 2003, 

Koutnikova H. et al., 2003, Rosen E.D. et al., 2000, Tontonoz P. et al., 1993). De plus, cet 

isotype est nécessaire à la survie des adipocytes différenciés (Imai T. et al., 2004). Enfin, 

PPAR-γ est impliqué dans le métabolisme glucidique via la sensibilisation de l’action de 
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l’insuline et intervient donc dans les métabolismes lipidique et glucidique (Rieusset J. et al., 

2002, Rosen E.D. et al., 1999, Savage D.B. et al., 2003, Wu Z. et al., 1999). Comme pour 

PPAR-α, l’activation de PPAR-γ limite l’inflammation, ce qui implique des  applications 

potentielles dans le domaine de l’athérosclérose et du diabète (Ricote M. et al., 1998). Parmi 

les composés synthétiques qui activent PPAR-γ, les thiazolinedinediones (TZDs) dont la 

rosiglitazone, la pioglitazone ou la troglitazone sont utilisés en tant que sensibilisateurs à 

l’insuline pour traiter l’hyperglycémie du diabète de type II (Bajaj M. et al., 2003, Bays H. et 

al., 2004, Mayerson A.B. et al., 2002). 

2.7 Régulation de la transcription de gènes cibles par les RAR et RXR 

2.7.1 Mécanisme 

 

Les agonistes des récepteurs RAR et RXR entrent librement dans la cellule par dissolution 

dans les couches phospholipidiques (diffusion passive). La fixation du ligand sur son 

récepteur aboutit à son activation, qui se traduit par la dimérisation du récepteur et sa fixation 

sur son élément de réponse. Ce mécanisme d’activation général n’est pas pour autant 

systématique, puisqu’il existe des dimères déjà fixés sur l’ADN, sans pour autant avoir été 

activés par un ligand. Ces dimères n’activent cependant pas la transcription, car les co-

répresseurs qui y sont fixés la répriment (Aranda A. et Pascual A., 2001, Glass C.K. et 

Rosenfeld M.G., 2000). La dimérisation et la fixation du dimère RAR/RXR sur l’ADN sont 

tout de même facilitées lorsqu’un agoniste est fixé sur son récepteur, ce qui permet d’obtenir 

la formation d’une interface dimérique stable (Depoix C. et al., 2001). 

Lorsque l’ADN n’est pas en phase de transcription, il est compacté en une structure fortement 

organisée. La structure RAR/RXR liée à des co-répresseurs recrute des complexes de haut 

poids moléculaires avec une activité HDAC (Histone Désacétylase), qui augmente 

l’interaction des parties N-terminales des histones avec l’ADN nucléosomal. Ainsi, pour 

activer la transcription d’un gène, les récepteurs doivent moduler la structure répressive de la 

chromatine, afin de recruter la machinerie transcriptionnelle. Ces changements sont permis 

grâce à la fixation du ligand sur son récepteur, qui induit la dissociation des co-répresseurs et 

le recrutement des co-activateurs. Ceci va permettre d’augmenter l’acétylation des 

nucléosomes (activité HAT, Histone Acétyltransférase). Ainsi, l’ADN va se retrouver 

décompacté, et le positionnement de la machinerie transcriptionnelle sera facilité. La 

molécule d’ARN est alors synthétisée par l’ARN polymérase (Figure 31). 
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Figure 31 : Activation de la transcription par les récepteurs aux rétinoïdes 
En absence de ligand, les dimères RAR/RXR peuvent se trouver liés à l’ADN au niveau du promoteur 
de gènes cibles, couplés à un système de co-répresseurs (A). Cette configuration active des enzymes 
qui compactent l’ADN et qui empêchent l’initiation de la transcription, les HDAC ou histones 
désacétylases (B). Lorsque le ligand se fixe sur le récepteur RAR, les changements de conformation du 
dimère entraînent le déplacement de l’ensemble des corépresseurs (NCoR/SMRT), et les co-
activateurs sont recrutés (kinases, P160, HMT/CARM-1…). Cette structure active les enzymes à 
activité acétyltransférase (HAT) ainsi que des kinases ou des complexes protéiques permettant la 
décompaction de l’ADN (SW1/SNF) (C). Dans un dernier temps, les co-activateurs se dissocient du 
complexe et la machinerie transcriptionnelle est recrutée (RNA pol II et facteurs généraux de la 
transcription : TFIIH, TAF…), ce qui permet d’initier la transcription des gènes cibles (D). 
D’après (Clarke N. et al., 2004). 
 

À l’échelle moléculaire, l’activation des récepteurs RAR et RXR, induite par la fixation du 

ligand au niveau du LBD, se caractérise par des modifications conformationnelles de ce 

domaine. Lorsque le ligand pénètre dans la poche hydrophobe du LBD, l’hélice H12 qui 

pointe vers l’extérieur en absence de ligand se replie et referme la cavité en établissant des 

ponts salins avec d’autres hélices (Bourguet W. et al., 1995, Renaud J.P. et al., 1995). Cette 

hélice H12 établit des contacts directs avec le ligand et, de façon imagée, scelle le couvercle 

de la poche à ligand, ce qui stabilise sa liaison. Ce réarrangement est accompagné d’une 

compaction générale du LBD, entraînant la stabilisation des dimères sur leurs éléments de 

réponse, et rend ainsi accessible certains sites de phosphorylation (Wurtz J.M. et al., 1996). 
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Enfin et surtout, ces modifications conformationnelles créent une nouvelle interface de 

fixation pour les co-activateurs après le relarguage des co-répresseurs. 

2.7.2 Gènes cibles de RAR et de RXR 

 

Des éléments de réponse RARE ont été identifiés au niveau des promoteurs d’un grand 

nombre de gènes cibles des rétinoïdes, impliqués dans une multitude de fonctions. Le RARE 

« classique », ou DR5, a été détecté au niveau du gène RAR-β lui-même (de The H. et al., 

1990), de CYP26 (Loudig O. et al., 2000) et de plusieurs gènes à homéodomaine (Dupe V. et 

al., 1997, Qian A. et al., 2000). Des éléments de réponse DR2 ont été localisés dans le 

promoteur des CRABP (Durand B. et al., 1992, Smith W.C. et al., 1991). Le seul élément de 

réponse DR1 liant des homodimères RXR a été identifié au niveau du promoteur de CRBPII 

de rat (Mangelsdorf D.J. et al., 1991). 

2.8 Effets non génomiques des récepteurs RAR et RXR  

2.8.1 Inhibition des facteurs de transcription pro-inflammatoires 

 
Comme nous l’avons vu précédemment, les dimères RAR/RXR sont capables de moduler 

la fréquence de l’initiation de la transcription de gènes cibles grâce à leur liaison sur un 

élément de réponse spécifique. Mais ces dimères peuvent également affecter l’efficacité 

d’autres voies de signalisation, de manière positive ou négative, par des mécanismes qui ne 

sont pas entièrement connus à ce jour. L’exemple le plus connu est celui de la répression de la 

voie AP-1 par les rétinoïdes. Comme les glucocorticoïdes le font par l’intermédiaire des GR, 

les rétinoïdes diminuent l’activation de la transcription induite par c-Jun par l’intermédiaire de 

RAR (Schule R. et al., 1991). Bien que Schule ait initialement montré que seul RAR était 

capable d’inhiber l’activité d’AP-1, d’autres études ont clairement prouvé que les réxinoïdes 

en étaient également capables (Guerin E. et al., 1997, Lee H.Y. et al., 1996, Schroen D.J. et 

Brinckerhoff C.E., 1996, Zacheis D. et al., 1999). D’autres auteurs ont également montré que 

l’expression des deux récepteurs, RAR et RXR, était nécessaire à l’inhibition d’AP-1 (Li Y. et 

al., 1999). Les bases moléculaires de cet antagonisme réciproque n’ont cependant pas encore 

été élucidées [pour revue voir (Altucci L. et Gronemeyer H., 2001)]. De même, les isoformes 

de RAR ou RXR impliquées semblent dépendre du type cellulaire étudié, puisque par 

exemple dans des kérotinocytes, l’effet anti-AP-1 est imputable à RAR-γ (Goyette P. et al., 

2000), alors que dans les cellules HeLa, ce serait plutôt RAR-α ou RXR-α (Agadir A. et al., 
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1997), et que l’inhibition de la croissance cellulaire par les rétinoïdes dans les cancers du cou, 

de la tête ou du poumon serait due à l’isotype RAR-β (Li Y. et al., 1998, Seewaldt V.L. et al., 

1995, Sheikh M.S. et al., 1994, Wan H. et al., 1999). De plus, comme nous l’avons vu 

précédemment, certains rétinoïdes synthétiques pouvant inhiber sélectivement l’activité AP-1 

sans stimuler la transcription, ou même en inhibant l’activité RAR-dépendante ont été 

caractérisés (Chen J.Y. et al., 1995, Young M.R. et al., 1999). 

Certains effets anti-tumoraux des rétinoïdes ont été montrés comme reposant uniquement sur 

l’activité anti-AP-1. C’est notamment le cas dans certains modèles de carcinogenèse induite 

chimiquement (Huang C. et al., 1997). 

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer l’inhibition d’AP-1 par les 

rétinoïdes (Figure 32).  

- La première est l’interférence de RAR avec la liaison d’AP-1 sur l’ADN (Figure 32a). 

En effet, la fixation des dimères c-Jun est inhibée par RAR-α in vitro, via une 

interaction physique directe entre RAR et c-Jun (Schule R. et al., 1991).  

- Le deuxième mécanisme implique la compétition pour les co-activateurs (Figure 

32b). En effet, certains co-activateurs sont communs à RAR et à AP-1, comme par 

exemple CBP (Kamei Y. et al., 1996) ou SRC-1 (Lee H.Y. et al., 1998). Ce 

phénomène est appelé « squelching ».  

- Le troisième mécanisme est l’interférence avec les voies activant AP-1 (Figure 32c). 

Ainsi, JNK, protéine qui active la phosphorylation et l’activation d’AP-1, est une cible 

potentielle de RAR (Caelles C. et al., 1997), bien que cet effet anti-AP-1 semble 

dépendre du potentiel transactivateur de RAR (Lee H.Y. et al., 1999). Ainsi, l’ATRA 

inhibe l’activité JNK dans les cellules de la crête neurale (Li J. et al., 2001). De même, 

les rétinoïdes semblent capables d’activer MKP-1 (MAP kinase phosphatase-1), qui 

joue un rôle crucial dans l’activation de plusieurs kinases, dont JNK ou p38. Ce 

mécanisme a été démontré dans les cellules mésangiales (Xu Q. et al., 2002) et les 

cellules endothéliales (Gonzales M. et al., 1999).  

- Le quatrième mécanisme possible est l’interférence avec l’expression des composants 

d’AP-1. En effet, Perez et all. ont rapporté l’inhibition de l’expression de c-Fos par 

l’ATRA dans les cellules pituitaires (Perez P. et al., 1993).  

- Enfin, RAR peut également interagir sur la dimérisation entre c-Jun et c-Fos (Figure 

32d), comme il l’a été montré dans les cellules HeLa, mais pas les cellules COS. Le 

mécanisme exact de cette inhibition n’est pas encore élucidé (Zhou X.F. et al., 1999).  
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Figure 32 : Transrépression des facteurs de transcription pro-inflammatoires par les récepteurs aux 
rétinoïdes : exemple avec AP-1. 
Ce schéma représente plusieurs hypothèses pouvant expliquer la transrépression des dimères AP-1 
par les récepteurs aux rétinoïdes. Ces différents mécanismes ne sont pas exclusifs et dépendent du type 
cellulaire, de l’agoniste impliqué, de la composition du dimère AP-1, ainsi que de la structure du 
promoteur. 
a/ interaction directe entre RAR ou RXR et les composants formant AP-1. 
b/ compétition pour les co-activateurs en commun. 
c/ inhibition de la voie des MAPK aboutissant à l’activation d’AP-1. 
d/ inhibition de la dimérisation des composants formant AP-1. 
D’après (Altucci L. et Gronemeyer H., 2001). 

 

Le mécanisme d’inhibition d’AP-1 par les récepteurs aux rétinoïdes ou les récepteurs 

nucléaires a été très bien documenté. Cependant, ce n’est pas le seul facteur de transcription 

pro-inflammatoire à être inhibé par les rétinoïdes, puisque NF-κB et NF-IL-6 le sont 

également, comme nous l’avons vu dans le chapitre ( 1.5.6.2). Les rétinoïdes peuvent inhiber 

NF-κB de plusieurs manières, bien que les mécanismes employés soient moins bien définis. 

Ainsi, dans les lignées cellulaires de procarcinome (PC3) ou les cellules HeLa, qui sont toutes 

deux des lignées cellulaires surexprimant NF-κB, le traitement par des rétinoïdes (MX3350-1 

ou CD2325, deux agonistes synthétiques de RAR-γ) inhibe l’activité transcriptionnelle de 

NF-κB par une inhibition du facteur IKK (Bayon Y. et al., 2003). L’inhibition de NF-κB ainsi 

que le mécanisme employé semble dépendre fortement du type cellulaire étudié. D’autre part, 

il a été démontré que le facteur NF-IL-6 pouvait également être inhibé par RAR. Par exemple, 

dans des kératinocytes humains, le TTNPB et le tazarotène diminuent l’activation de MRP-8 

(Migration inhibitory factor-related protein-8) sous le contrôle de NF-IL-6 par une interaction 

entre ce dernier et RAR. 
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2.8.2 Activation d’autres facteurs de transcription 

 

L’augmentation de la transcription de certains gènes peut également être due à la 

formation d’« enhanceosomes », c'est-à-dire de complexes multiprotéiques regroupant des 

facteurs de transcription, des protéines co-activatrices et structurales, dont l’intégrité est 

nécessaire à l’obtention d’une réponse optimale. Des effets synergiques avec d’autres facteurs 

de transcription ont notamment été obtenus avec SF-1 au niveau du promoteur d’oct-3/4 

(Barnea E. et Bergman Y., 2000) ou avec GABP et Sp1 au niveau de celui de CD18 dans les 

cellules myéloïdes (Bush T.S. et al., 2003). Ces effets résultent a priori du recrutement 

coopératif de co-régulateurs, de complexes de remodelage de la chromatine ou de la 

machinerie transcriptionnelle au niveau du promoteur. Ainsi, différentes voies de signalisation 

peuvent coopérer afin d’aboutir à l’activation d’un même gène cible. 

2.9 Synthèse sur l’apport thérapeutique des rétinoïdes 

 
Les effets transcriptionnels des rétinoïdes et de leurs récepteurs sont multiples. Ils peuvent 

ainsi contrôler le taux de transcription en initiant l’assemblage de complexes macro-

moléculaires, ce qui facilite l’initiation de la transcription. Plusieurs questions restent 

cependant à élucider, concernant notamment celle de la contribution de l’activité 

transrépressive des rétinoïdes ou de leurs récepteurs dans les activités anti-inflammatoires des 

rétinoïdes. 

Les rétinoïdes sont des molécules très prometteuses, tant en thérapie, qu’en prévention, 

notamment des cancers. Cependant, il reste de nombreuses barrières à franchir avant de 

généraliser leur utilisation, en commençant par la résolution des problèmes de toxicité et de 

résistance. Ainsi, afin de limiter leur toxicité, de nouveaux rétinoïdes synthétiques avec des 

sélectivités plus restreintes pour les récepteurs ont été développés et doivent être testés. Des 

résultats encourageants ont déjà été obtenus avec le LGD1069, agoniste sélectif de RXR. 

Celui-ci présente en effet une toxicité moindre, et des propriétés anti-tumorales élevées dans 

plusieurs types de cancers. Il serait également possible de combiner les rétinoïdes avec 

d’autres thérapies, afin de diminuer les doses de chaque médicament et donc leurs effets 

secondaires. Enfin, la possibilité de cibler l’apport des molécules de rétinoïdes dans les tissus 

à traiter permettrait de délivrer une quantité appropriée de rétinoïdes dans ces tissus sans 

toucher aux tissus environnants, diminuant ainsi la toxicité générale. De plus, au vu des effets 

destructeurs des rétinoïdes notamment sur le cartilage ou l’os, il est important de cibler ces 
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molécules dans l’organisme. Des études ont ainsi montré que l’inhalation de 13-cis RA 

inhibait efficacement l’apparition de cancers du poumon chez le rat (Dahl A.R. et al., 2000). 

L’encapsulation des rétinoïdes en liposomes est également en cours d’essai et semble conférer 

aux agonistes une plus forte stabilité et une plus faible toxicité. L’idée de cibler sélectivement 

un tissu en utilisant des immunoliposomes portant des anticorps dirigés contre des marqueurs 

de surface cellulaire est également testée. Quelques études ciblant le traitement des 

mélanomes par du fenrétinide encapsulé ont ainsi montré des effets anti-tumoraux intéressants 

(Pagnan G. et al., 1999, Raffaghello L. et al., 2003). 

3 Effet des rétinoïdes en physiopathologie articulaire 
 

Les rétinoïdes ont été testés avec succès dans plusieurs modèles expérimentaux de 

polyarthrite. Cependant, d’autres auteurs ont apporté des résultats contradictoires dans les 

mêmes modèles animaux.  

3.1 Études cellulaires 

Les premiers résultats in vitro publiés sur les effets des rétinoïdes dans les cellules 

articulaires ont montré que l’ATRA diminue la production de collagénase dans des 

fibroblastes synoviaux et des explants de cartilage articulaire de lapin induits par du PMA 

(Brinckerhoff C.E. et al., 1982). De même, dans des fibroblastes synoviaux issus de patients 

arthritiques, l’ATRA diminue la production de collagénase et de PGE2 (Brinckerhoff C.E. et 

al., 1980). 

Dernièrement, des auteurs ont également testé l’action de plusieurs rétinoïdes (ATRA, 9-cis 

RA, 13-cis RA, 4-HPR) sur des chondrocytes humains provenant de patients arthrosiques (Ho 

L.J. et al., 2005). Les auteurs ont ainsi montré que les rétinoïdes inhibent efficacement 

l’expression et la production du TNF-α, ainsi que la production des MMP-1 et -13. Cette 

inhibition pourrait être consécutive à la répression de la voie AP-1, ainsi qu’à l’inhibition des 

kinases p38 et JNK.  

3.2 Arthropathies expérimentales 

 

Des études expérimentales ont été effectuées sur des rates sensibilisées au collagène de 

type II ou de l’adjuvant complet de Freund (ACF) en présence de 13-cis RA (agoniste RAR) 

ou de 4-HPR (4 hydroxyphénylrétinamide, agoniste RAR-α/β) (Trentham D.E. et 
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Brinckerhoff C.E., 1982). Les résultats sont variables suivant le rétinoïde concerné : le 13-cis 

RA aggrave l’incidence et la sévérité de l’arthrite et ne modifie pas les productions de PGE2 

et de la collagénase. En revanche, le 4-HPR inhibe la production de PGE2, et plus faiblement 

celle de la collagénase, bien qu’il aggrave les autres paramètres liés à l’arthrite (diamètre du 

genou, score radiographique, diminution du poids). D’autres expérimentations ont été menées 

par la même équipe sur des rats immunisés à l’ACF et traités avec du 13-cis RA. Ce 

traitement diminue la sévérité de la maladie, les lésions secondaires, ainsi que la production 

de collagénase (Brinckerhoff C.E. et al., 1983). Ces derniers travaux ont été confirmés sur des 

rats sensibilisés aux parois de streptocoques et traités par du 4-HPR, (Haraoui B. et al., 1985). 

Ce traitement a en effet permis l’inhibition de la production de MMPs et de PGE2 dans la 

synoviale avec une efficacité variable suivant qu’il était administré avant, en même temps, ou 

après l’induction de l’arthrite. De même, l’équipe de Hanglow a confirmé ces résultats sur des 

rats induits à l’ACF et traités par du Ro-23-6457 et du Ro-23-2895 (Hanglow A.C. et al., 

1990, Hanglow A.C. et al., 1989). Dans ces modèles, les taux d’IL-1 dans les surnageants de 

culture de cellules spléniques sont fortement diminués, ainsi que l’œdème des pattes des 

animaux. 

Par la suite, d’autres auteurs ont testé des rétinoïdes plus sélectifs, dans le but de réduire les 

effets indésirables des rétinoïdes. Ils ont ainsi utilisé l’Am-80, agoniste de RAR-α et de 

RAR-β sur des rats induits au collagène ou à l’ACF (Kuwabara K. et al., 1996, Nagai H. et 

al., 1999). Cet agoniste semble plus efficace que le 13-cis RA sur l’arthrite induite au 

collagène (diminution de la production d’IL-6, ainsi que de la production d’anticorps anti-

collagène II), alors qu’il aggrave la pathologie induite à l’ACF. Un autre agoniste de RAR-α 

et RAR-β, le TAC-101 (Miyagawa N. et al., 2003) a confirmé les résultats encourageants 

chez les souris immunisées au collagène, alors qu’un agoniste RAR-γ, le BMS-189961, n’a 

pas montré d’effet probant sur ce même modèle (Beehler B, résultats non publiés). 

Paradoxalement, les travaux de Beehler en 2003 ont montré quant à eux que l’utilisation d’un 

antagoniste de RAR, le BMS-189453, diminuerait également la production de MMP-1, ainsi 

que celles des MMP-3 et -13 (Beehler B.C. et al., 2003) chez des souris induites au collagène 

ou des rats sensibilisés aux parois de streptocoques. Cependant, l’antagoniste de RAR utilisé 

maintient une activité anti-AP-1, comme d’autres rétinoïdes, par laquelle il diminue la 

production des MMPs. 

Enfin, plus récemment, l’équipe de Nozaki a testé l’action de l’ATRA sur des souris 

immunisées au collagène, avec des résultats très positifs (Nozaki Y. et al., 2006). En effet, les 
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auteurs ont montré que le traitement par les rétinoïdes diminue le score histopathologique des 

animaux, l’incidence de la pathologie, l’infiltration des macrophages ainsi que la production 

de cytokines (IL-6, TNF-α), sans pour autant en expliquer le mécanisme. 

L’utilisation de différents rétinoïdes engendre donc des résultats très variables, qui dépendent 

de nombreux paramètres, dont le moment d’administration de la molécule, le sexe des 

animaux, la molécule elle-même, sa sélectivité pour une isoforme ou un isotype donné, mais 

également la dose injectée et l’agent utilisé pour induire l’arthrite. 

En résumé (Tableau 4), dans trois modèles d’arthrite chez le rat (CIA, arthrite induite au 

collagène, ACF, arthrite induite à l’adjuvant complet de Freund, SCWA, arthrite induite aux 

parois de streptocoques) pour lesquels les animaux ont été traités par du 4-HPR ou du 13-cis 

RA, la production de collagénase est clairement inhibée (Brinckerhoff C.E. et al., 1983, 

Haraoui B. et al., 1985, Trentham D.E. et Brinckerhoff C.E., 1982). Dans deux de ces 

modèles (ACF et SCWA), les rétinoïdes diminuent également les symptômes de la maladie 

(Brinckerhoff C.E. et al., 1983, Haraoui B. et al., 1985). Cependant, des résultats 

contradictoires ont été obtenus sur des de rats immunisés au collagène et traités par du 4-HPR 

ou du 13-cis RA, pour lesquels le traitement n’a pas engendré d’effet bénéfique (Trentham 

D.E. et Brinckerhoff C.E., 1982). L’explication de cette variation de réponse aux rétinoïdes 

pourrait s’expliquer par le profil variable des agents inducteurs de l’arthrite utilisés dans les 

différents modèles de la pathologie. En effet, selon l’agent utilisé, la réponse immunitaire peut 

varier. Par exemple, l’arthrite induite au collagène est un modèle de synovite chronique 

développée en association avec une réponse cellulaire immune et une production d’anticorps 

anti-collagène (Trentham D.E., 1984). En revanche, l’arthrite induite à l’adjuvant ou aux 

parois de streptocoques est caractérisée par une invasion chronique de lymphocytes T, 

probablement indépendante de la réactivité du collagène de type II (Kayashima K. et al., 

1978). Elle est également caractérisée par une prolifération des fibroblastes synoviaux, ainsi 

qu’une invasion de l’os et du cartilage adjacent. Puisque les rétinoïdes sont connus pour 

augmenter l’immuno-réactivité et inhiber l’inflammation, il est envisageable qu’ils agissent 

différemment selon chaque modèle expérimental d’arthrite, à cause des différences qui 

existent au cours du développement de la pathologie. 

Néanmoins, la plupart de ces expérimentations, confirmées par les derniers essais chez la 

souris, apporte des preuves de l’intérêt de l’utilisation des rétinoïdes sur les mécanismes 

pathologiques impliqués au cours de l’inflammation chronique. 
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Tableau 4 : Récapitulatif des essais de traitement menés sur les arthropathies par des rétinoïdes. 
CIA : arthrite induite au collagène ; ACF : arthrite induite à l’adjuvant complet de Freund ; SCWA : 
arthrite induite aux parois de streptocoques ; CRP : protéine C réactive. 
 

Rétinoïde utilisé Modèle expérimental Résultats obtenus Référence 

Agonistes peu/pas sélectifs 

13-cis RA (pan RAR) et 4-
HPR (RAR-β/γ) Rats, CIA Aggravation de l’arthrite, ↓ MMP 

(Trentham D.E. et Brinckerhoff 
C.E., 1982) 

13-cis RA (pan RAR) Rats, ACF ↓ MMP, ↓ symptômes maladie (Brinckerhoff C.E. et al., 1983) 

4-HPR (RAR-β/γ) Rats, SCWA ↓ MMP, ↓ symptômes maladie (Haraoui B. et al., 1985) 

Ro-23-6457 
Ro-23-2895 

Rats, ACF ↓ taux d’IL-1, ↓ œdème des pattes 
(Hanglow A.C. et al., 1990, 
Hanglow A.C. et al., 1989) 

4-HPR (RAR-β/γ) Essai clinique de phase II Légère ↓ de la CRP (Gravallese E.M. et al., 1996) 

13-cis RA (pan RAR) Rats, CIA 
Légère ↓ IL-6, incidence de l’arthrite, 

œdème  
(Kuwabara K. et al., 1996) 

ATRA (pan RAR) Souris, CIA 
↓ incidence arthrite, scores histologiques, 
infiltration macrophagique, production IL-

6, IL-12, TNF-α 
(Nozaki Y. et al., 2006) 

Agonistes sélectifs 

Am-80 (RAR-α/[β]) Rats, CIA ↓ taux d’IL-6, ↓ antigènes anti-coll II (Kuwabara K. et al., 1996) 

Am-80 (RAR-α/[β]) Souris, CIA 
↓ sévérité de l’arthrite, développement 
maladie, altération histopathologiques 

(Nagai H. et al., 1999) 

TAC-101 (RAR-α/β) Souris, CIA 
↓ antigènes anti-coll II, ↓ destruction 

osseuse, œdème  
(Miyagawa N. et al., 2003) 

BMS-189-961 (RAR-γ) Souris, CIA Pas d’effet Beehler, résultats non publiés 

Antagoniste RAR 

BMS-189-453 (antagoniste 
RAR) 

Souris, CIA  
Rats, SCWA 

↓ score clinique, ↓ destruction articulation, 
↓ MMP 

(Beehler B.C. et al., 2003) 

3.3 Études cliniques 

 

À ce jour, une seule étude clinique a été menée sur des patients arthritiques (Gravallese 

E.M. et al., 1996). Ces derniers ont reçu une dose de 300 mg par jour de 4-HPR, avec des 

résultats très mitigés. En effet, de nombreux effets indésirables ont été observés, et les 

bénéfices étaient modérés. Après traitement, les patients ont subi une biopsie de la synoviale, 

à partir de laquelle les taux de MMPs ont été étudiés. Seule une modeste diminution de la 

protéine C réactive sérique a été observée, et les expressions de la collagénase et de la 

stromélysine induites par l’inflammation n’ont pas été réduites. Ce manque de résultat 

pourrait être expliqué par l’état avancé de la pathologie dont souffraient les patients au 

moment de l’inclusion dans l’étude clinique. En effet, les études expérimentales sont réalisées 

sur des animaux présentant des symptômes correspondant à une arthrite en cours de 

développement, alors que les patients sont déjà très atteints, avec des taux de médiateurs pro-

inflammatoires très élevés, ainsi qu’une perte de l’intégrité des articulations. 
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1 Origine des prélèvements articulaires 
 

Les fibroblastes synoviaux de rat sont obtenus stérilement à partir du paquet 

cellulograisseux infrapatellaire et les chondrocytes à partir de têtes fémorales délogées de la 

capsule fémorale, provenant de rats Wistar mâles sains (130-150 grammes ; Charles River, 

L’Arbresle, France) euthanasiés selon les normes d’expérimentation animale en vigueur 

(dislocation cervicale sous anesthésie générale : kétamine [Rhône-Mérieux, Lyon, France] et 

acépromazine [Sanofi Santé Animale, Paris, France]) approuvées par notre comité éthique 

local.  

Les fibroblastes synoviaux et les chondrocytes humains sont obtenus à partir de pièces 

opératoires prélevées lors d’interventions chirurgicales (arthroplastie de la hanche ou du 

genou) chez des patients arthrosiques. Le cartilage est pelé afin de prélever uniquement la 

couche supérieure de cartilage, visuellement intacte. La synoviale, quant à elle, est séparée 

des tissus fibreux et graisseux. Les parties prélevées sont alors fragmentées afin de faciliter la 

digestion enzymatique. 

2 Isolement et culture des fibroblastes synoviaux et des chondrocytes 
 

Après plusieurs rinçages avec une solution stérile de NaCl à 0,9 % contenant 1 % 

d’antibiotiques (pénicilline G Sodium [100 unités/ml] et streptomycine sulfate [100 µg/ml], 

Invitrogen, Cergy-Pontoise, France), les fragments de synoviale sont digérés une nuit à 37°C 

dans une solution stérile à 1,5 mg/ml de collagénase B (Roche Molecular Biochemicals, 

Meylan, France) et 1,5 mg/ml de dispase (Invitrogen) pour l’obtention des fibroblastes 

synoviaux. Les copeaux de cartilage (Homme) ou les têtes fémorales entières (rat) sont 

digérés pendant 2 heures à 37°C dans une solution à 2 mg/ml de pronase (Sigma, St Quentin 

Fallavier, France) puis une nuit à 37°C dans une solution à 1,5 mg/ml de collagénase B 

(Roche Molecular) pour l’obtention des chondrocytes. 

Le lendemain, les culots cellulaires sont recueillis par centrifugation à 240g pendant 5 

minutes, puis remis en suspension et en culture dans du milieu de culture Dulbecco’s 

modified Eagle (DMEM)/NUT MIX F12, (Sigma) supplémenté avec 2 mM de L-glutamine 

(Invitrogen), 100 unités/ml de pénicilline, 100 µg/ml de streptomycine, 250 ng/ml 

d’amphotéricine B (Invitrogen) et 10 % (v/v) de sérum de veau fœtal inactivé (SVF ; 

Invitrogen). Pour l’ensemble des expériences, la concentration en SVF dans le milieu de 
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culture complet a été abaissée à 1 %. Les cellules sont cultivées en normoxie dans des flacons 

de culture de 75 cm² à 37°C en atmosphère humide contenant 5 % de CO2. 

Les cellules humaines utilisées pour les expériences proviennent de pools de 3 patients, 

afin de limiter l’effet de la variabilité interindividuelle. Les caractéristiques principales des 

patients ainsi que l’origine anatomique du cartilage sont résumées dans le Tableau 5. 

 

Tableau 5 : Composition des pools de cellules humaines utilisées lors de nos expérimentations. 
 

Synoviocytes

GenouF61

HancheH60

GenouF76

Pool 3

GenouF79

HancheH81

GenouH53

Pool 2

GenouF81

GenouF73

GenouF56

Pool 1

Chondrocytes

GenouH77

GenouF77

GenouF79

Pool 1

Genou/HancheSexeÂge

Synoviocytes

GenouF61

HancheH60

GenouF76

Pool 3

GenouF79

HancheH81

GenouH53

Pool 2

GenouF81

GenouF73

GenouF56

Pool 1

Chondrocytes

GenouH77

GenouF77

GenouF79

Pool 1

Genou/HancheSexeÂge

 
 

Afin que le phénotype chondrocytaire soit conservé, toutes les expériences sont réalisées 

sur des chondrocytes en passage 1 ou 2. Les fibroblastes synoviaux, quant à eux, sont utilisés 

en passage 4, afin de sélectionner uniquement les cellules de type B, fibroblastiques, par 

rapport aux cellules de type A, macrophagiques, qui sont éliminées lors des premiers 

passages. Les phénotypes des cellules ont été caractérisés à l’aide de marqueurs des 

chondrocytes différenciés [collagène IIA1 (Gouttenoire J. et al., 2004)] et de chondrocytes 

dédifférenciés ou hypertrophiques [respectivement collagène IA2 et XA1 (Gouttenoire J. et 

al., 2004)], ainsi que de marqueurs des fibroblastes synoviaux [synovioline (Gao B. et al., 

2006) et cadhérine-11 (Rosengren S. et al., 2007)), ou des synoviocytes macrophagiques [CD-

14 (Schutt C., 1999)]. Des synoviales non inflammatoires de rat ont également été utilisées 

comme étant représentatives de la coexistence des deux populations cellulaires. 

Lorsque le tapis cellulaire atteint 90 % de confluence, les cellules sont soit trypsinées pour 

être multipliées, soit directement mises en expérimentation dans des plaques ou des flacons de 

culture lorsque les analyses nécessitent une population cellulaire importante. 
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3 Plan expérimental 

3.1 Modèle cellulaire 

 
Afin de reproduire une réponse pro-inflammatoire, les chondrocytes ou les fibroblastes 

synoviaux sont stimulés par une concentration de 10 ng/ml d’IL-1β recombinante de rat ou 

humaine (R&D Systems, Lille, France) pendant des temps allant de 5 minutes à 24 heures.  

3.2 Molécules étudiées 

 

Dans ces conditions expérimentales, l’effet des rétinoïdes sur la réponse des cellules à 

l’IL-1β  est mesuré en utilisant les molécules suivantes : un agoniste naturel de RAR, l’acide 

all-trans rétinoïque (ATRA, Sigma), à des concentrations allant de 1 nM à 10 µM, un agoniste 

naturel de RXR, l’acide 9-cis-rétinoïque (9-cis-RA, Sigma) à 1 µM, et un agoniste synthétique 

de RXR, le BMS-649 (gracieusement fourni par Bristol-Myers Squibb, Wallingford, 

Connecticut, USA, par l’intermédiaire de C. Rochette-Egly, Institut de Génétique et Biologie 

Moléculaire et Cellulaire, Illkirch, France) à 0,3 µM. De plus, l’effet d’agonistes synthétiques 

sélectifs des isotypes de RAR a été évalué par l’utilisation des composés suivants : le BMS-

753 pour RAR-α, le BMS-453 pour RAR-β, et le BMS-961 pour RAR-γ à des concentrations 

de 0,1 et 1 µM (gracieusement fournis par Bristol-Myers Squibb, par l’intermédiaire de C. 

Rochette-Egly). Toutes ces molécules sont préalablement diluées dans du dimétylsulfoxide 

(DMSO, Sigma), et utilisées à l’abri de la lumière, afin de limiter leur isomérisation. Les 

témoins correspondants ont été mis en présence de 0,1 % de DMSO. 

3.3 Études de régulation 

 
L’actinomycine D (ACTD, Sigma), inhibiteur de la transcription, a permis d’évaluer 

l’impact de l’ATRA sur la stabilité des transcrits. Pour ceci, les cellules stimulées par l’IL-1β 

ont été mises en présence des rétinoïdes pendant 4 heures, puis 3 µM d’actinomycine ont été 

ajoutés dans le milieu de culture. Le traitement a été arrêté après 3 heures supplémentaires 

d’incubation. Les témoins correspondants ont été mis en présence de 0,2 % de DMSO. 
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3.4 Études de modulation de la voie des MAPKs 

 

Afin d’étudier l’effet de l’ATRA sur l’activation de la voie des MAPKs, les cellules ont 

été stimulées par 10 ng/ml d’IL-1β en présence ou non d’1 µM d’ATRA, et la 

phosphorylation de p38-MAPK, SAPK/JNK et ERK1/2 a été évaluée par western-blot après 5, 

15 ou 30 minutes respectivement. La contribution possible d’ERK1/2 dans l’activation d’AP-1 

a été étudiée par une expérience de TransAm® sur des extraits nucléaires de cellules pré-

incubées pendant une heure avec 10 µM de PD-98059 (inhibiteur d’ERK1/2), puis stimulées 

pendant 30 minutes par de l’IL-1β. 

4 Contrôle de la viabilité cellulaire 

4.1 Principe 

 

La cytotoxicité des traitements est évaluée par le test au MTT (méthyl-thiazol-tétrazolium) 

qui reflète l’activité déshydrogénase mitochondriale optimale (Hansen M.B. et al., 1989). 

Ainsi, le bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium (Sigma) pénètre 

dans les cellules avant d’être réduit par la succinate déshydrogénase en cristaux pourpres de 

formazan que l’on peut quantifier, après solubilisation, par la lecture de l’absorbance à 580 

nm. Cette coloration pourpre est donc proportionnelle à l’activité des déshydrogénases 

mitochondriales de sorte que la réduction des sels de tétrazolium est un bon indicateur de la 

viabilité cellulaire. 

4.2 Réalisation 

 

La solution de MTT (5 mg/ml) est préparée dans du PBS avant d’être stérilisée. Le test est 

réalisé sur des cellules cultivées en plaques 96 puits. Les cellules stimulées 6 heures ou 24 

heures par l’IL-1β, en présence ou non des agonistes RAR ou RXR, sont incubées avec 10 µl 

de solution de MTT dans 100 µl de milieu de culture par puits, pendant 4 heures à 37°C. Le 

milieu est alors éliminé, puis les cellules sont lysées pendant 24 heures à 37°C par ajout de 

100 µl d’une solution à 20 % de SDS dans le N,N'-diméthylformamide (DMF), afin de 

solubiliser les cristaux de formazan formés. L’absorbance est lue à 580 nm sur un lecteur de 

microplaques Multiskan® (Labsystems, Montigny-le-Bretonneux, France) par comparaison à 

un blanc réactif contenant le milieu de culture additionné de MTT et de DMSO.  
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5 Étude de l’expression des ARNm d’intérêt 

5.1 Préparation des ARNs totaux 

 

Au moment optimal de chaque expérience, les plaques de culture cellulaire sont rincées au 

PBS puis conservées à -80°C. L’extraction des ARNs totaux est effectuée sur colonnes grâce 

au kit d’extraction RNeasy® (Qiagen, Courtabœuf, France), selon les recommandations du 

constructeur. Le principe est basé sur la fixation sélective de l’ARN sur un gel de silice. 

Brièvement, les cellules sont lysées dans un tampon (350 µl de tampon RLT additionné d’1 % 

de β-mercaptoéthanol, par puits de plaque 12 puits) riche en sels et en isothiocyanate de 

guanidine, fortement dénaturant, ce qui inactive également les ribonucléases et permet de 

conserver les ARNs. Après ajout de 350 µl d’éthanol 70 % (v/v), le lysat est homogénéisé par 

pipetages successifs, puis transféré sur la colonne de silice. L’ensemble est alors centrifugé 15 

secondes à 8000g, puis les ARNs fixés sur la colonne sont lavés successivement par 700 µl de 

tampon RW1, riche en sels, puis deux fois par 500 µl de tampon RPE, afin d’éliminer au 

mieux les sels, les protéines et les éventuels contaminants. Entre chaque étape de lavage, une 

centrifugation de 15 secondes à 8000g est réalisée. Enfin, l’élution des ARNs est effectuée par 

l’ajout de 25 µl d’eau ultra pure, exempte de RNAse. 

 Les ARNs sont alors dosés par spectrophotométrie aux longueurs d’onde de 260 et 280 

nm grâce à un spectrophotomètre Shimadzu™ UV-1601 (Sciences Tec, Les Ulis, France). La 

quantité d’acide nucléique, exprimée en ng/µl, est déterminée suivant la formule : 

 

A260 : absorbance à 260 nm 
Vt : volume total de l’échantillon en µl 
Ve : volume dosé en µl 
ε : coefficient d’extinction molaire en ng/µl, spécifique de chaque type d’acide nucléique.  

ε (ADNs monocaténaires) : 33  
ε (ADNs bicaténaires) : 50 
ε (ARNs) : 40 
 

La pureté des ARNs est estimée par le calcul du rapport A260 / A280. Ce rapport doit être 

idéalement compris entre 1,8 et 2.  

 La qualité des ARNs est également contrôlée par migration électrophorétique d’un 

microgramme de chaque échantillon sur un gel d’agarose à 1 % (p/v) (Figure 33). Le gel est 

préparé dans du tampon TBE 1X (90 mM Tris, 90 mM Borate [pH 8], 2 mM EDTA 
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[Éthylène-diamine-tétra-acétate]) contenant 0,5 µg/ml de bromure d’éthidium (agent 

intercalant de l’ADN). Avant d’être déposés, les échantillons sont dilués dans du tampon de 

charge (50 % de glycérol, 50 % de TBE) contenant 0,002 % de bleu de bromophénol. La 

migration est réalisée à un voltage constant de 80 volts pendant 30 minutes environ. Les 

ARNs sont visualisés sous rayonnement ultraviolet grâce à un transilluminateur GelDoc2000 

(Biorad, Marnes-la-Coquette, France). Ceci permet de vérifier que les ARNs ne sont pas 

dégradés (absence de traînées ou « smear ») et qu’ils sont tous dilués de la même manière 

(même intensité des bandes entre tous les échantillons). Les ARNs totaux sont conservés à 

-80°C jusqu’à utilisation. 

28 S (5025 bases, 1,7 103 kDa)
18 S (1868 bases, 635 kDa)
28 S (5025 bases, 1,7 103 kDa)
18 S (1868 bases, 635 kDa)  

Figure 33 : Gel d’agarose à 1 % montrant les bandes correspondant aux sous-unités 18S et 28S des 
ARNs ribosomiques. 

5.2 Transcription inverse (RT) 

 

 Elle a pour but de transcrire l’ARN messager (ARNm) en ADN complémentaire (ADNc), 

grâce à la transcriptase inverse, enzyme utilisant des désoxyribonucléotides triphosphates 

(dNTP) pour former la chaîne d’ADN complémentaire à celle d’ARNm servant de matrice. 

Cette enzyme va ajouter des dNTP à l’extrémité 3’ d’une amorce déjà appariée à la matrice. 

Dans nos expériences, nous utilisons des hexanucléotides, qui sont des amorces aléatoires. 

Les ARNs sont d’abord chauffés 5 minutes à 65°C afin de faciliter l'accessibilité des amorces 

par une dénaturation préalable de l'ARN. Puis ils sont refroidis rapidement en les mettant dans 

la glace, afin d’empêcher la renaturation des ARNs. Enfin, la synthèse d’ADNc est réalisée à 

partir d’ARNs totaux dans un milieu réactionnel de 20 µl. La quantité d’ARNs totaux 

idéalement utilisée est de 2 µg. Cependant, certaines expériences n’ont pas permis d’extraire 

autant d’ARNs (notamment les expériences utilisant des tissus humains ou de rat). Dans ce 

cas, la quantité d’ARN utilisée a été ramenée à celle correspondant à l’échantillon le moins 

concentré de l’expérimentation, avec un minimum de 500 ng. Le milieu réactionnel comprend 

le tampon d’incubation de RT (tampon Tris/HCl 250 mM à pH 8,3, contenant 375 mM de 

KCl et 15 mM de MgCl2, Invitrogen), le mélange de dNTP (5 mM), des amorces aléatoires 

(0,2 µg/µl), du DTT (100 mM) et 200 unités de transcriptase inverse M-MLV (Moloney 

Murine Leukæmia Virus reverse transcriptase, Invitrogen). Les tubes contenant le mélange 

réactionnel sont incubés pendant 90 minutes à 37°C (transcription des ARNs totaux en 
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ADNc) puis 5 minutes à 95°C (arrêt de la réaction par inactivation de l’enzyme). Les ADNc 

obtenus sont conservés à -20°C jusqu’à utilisation. 

5.3 Choix des amorces 

 

Le choix des amorces spécifiques d’un gène s’effectue à partir des séquences d’ADNc 

mises à disposition dans les bases de données nucléotidiques mondiales disponibles sur le site 

internet : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Les amorces ont une longueur d’environ 20 

nucléotides et sont choisies pour amplifier une zone de la séquence codante d’une centaine de 

paires de bases. Le choix des amorces (longueur, pourcentage en guanosines et cytosines, 

température de fusion) est réalisé grâce au logiciel Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3.cgi) et la qualité des amorces (spécificité des amorces, taille du fragment 

obtenu) est testée grâce au logiciel BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Dans la mesure du possible, les couples d’amorces 

sont choisis de part et d’autre d’un intron, afin de pouvoir distinguer une éventuelle co-

amplification d’ADN génomique contaminant. Pour chaque couple d’amorces, la température 

d’hybridation est optimisée. Les caractéristiques des amorces et les conditions de PCR 

utilisées pour les cellules humaines ou de rat sont respectivement indiquées dans le Tableau 6 

et le Tableau 7. 
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Tableau 6 : Caractéristiques des différents couples d’amorces utilisés dans les expériences sur les 
cellules humaines : séquences, températures d’hybridation et numéros d’accession GenBank.  
 

57111NM_002421
S : 5’-AGG TCT CTG AGG GTC AAG CA-3’

MMP-1
AS : -5’CTG GTT GAA AAG CAT GAG CA-3’

59213NM_002422
S: 5’-GCA GTT TGC TCA GCC TAT CC-3’

MMP-3
AS: 5’-GAG TGT CGG AGT CCA GCT TC-3’

58140NM_004994
S: 5’-CAT CGT CAT CCA GTT TGG TG-3’

MMP-9
AS: 5’-AGG GAC CAC AAC TCG TCA TC-3’

57161NM_002427
S: 5’-TGG TGG TGA TGA AGA TGA TTT G-3’

MMP-13
AS: 5’-TCT AAG CCG AAG AAA GAC TGC-3’

59141NM_000600
S: 5’-GGC TGA AAA AGA TGG ATG CT-3'

IL-6
AS: 5’-GCT CTG GCT TGT TCC TCA CT-3'

57120NM_000576
S: 5’-GGA CAA GCT GAG GAA GAT CG-3'

IL-1β
AS: 5’- TCG TTA TCC CAT GTG TCG AA-3’

59157NM_000625
S: 5’-ACA AGC CTA CCC CTC CAG AT-3'

iNOS
AS: 5’-TCC CGT CAG TTG GTA GGT TC-3'

59105NM_000089
S: 5’-GGC AAC AGC AGG TTC CAC TTA-3'

Collagène IA2
AS: 5’-GGC GTG ATG GCT TAT TTG TT-3'

6253NM_001844
S: 5’-ACA CTG GGA CTG TCC TCT GC-3'

Collagène IIA1
AS: 5’-GGC AGT CTT TCA CGT CTT CA-3'

60186NM_000493
S: 5’-AAT GCC CAC AGG CAT AAA AG-3'

Collagène XA1
AS: 5’-AGG ACT TCC GTA GCC TGG TT-3'

60138NM_000591
S: 5’-AGC CTA GAC GTC AGC CAC AA-3'

CD14
AS: 5’-CTT GGC TGG CAG TCC TTT AG-3'

59134NM_001797
S: 5’-GTG CCT GAG AGG TCC AAT GT-3'

Cadhérine-11
AS: 5’-TGC TTC CAC CGA AAA ATA GG-3'

6665AF_059312
S: 5’-CTG CAC CGG GCA GGG TGG AAT-3’

RXR-γ
AS: 5’-CTG GAC GGA AAC CGA GCG GTG-3’

62142NM_0324131
S: 5’-TGG CTC ACG CCT ACT ACC TC-3'

Synovioline
AS: 5’-CAC TCC CGT TCC ACA AGA A-3'

59151NM_000594
S: 5’-CTC CTC ACC CAC ACC ATG-3'

TNF-α
AS: 5’-GGA AGA CCC CTC CCA GAT AG-3'

AS: 5’-TTC ACC TGG GTG GAG AAA TC-3’
6157BD391691

S: 5’-TAG TCG CAG ACA TGG ACA CC-3’
RXR-α

AS: 5’-TCA ATG GAT CGG TGT GAA AA-3’
5899NM_021976

S: 5’- TCC CAC ACT TTT CCT CCT TG-3’
RXR-β

6070NM_000966
S: 5’-TGG CTA CCA AGT GCA TCA TC-3’

RAR-γ
AS: 5’-AAT GCT GAG CCC TGT AAA GC-3’

5881NM_000965
S: 5’-TCT TAA TGA AAA TCA CAG ATC TCC GC-3’

RAR-β
AS: 5’-CCA GGA ATT TCC ATT TTC AAG G-3’

5864NM_000964
S: 5’-ACC AGA TTA CCC TTC TCA AGG-3’

RAR-α
AS: 5’-GGT ACC GCG TGC AGA TT-3’

AS: 5'-AGA CGC GGC AAG AGC GAG AA-3'
59107NM_001032

S: 5'- AAG ATG GGT CAC CAG CAG CTC TAC TG-3'
RP29

Tm (°C)Taille de l’amplicon (pb)Numéro d’accession GenBankSéquences (5’-3’)Gènes étudiés 
(humain)

57111NM_002421
S : 5’-AGG TCT CTG AGG GTC AAG CA-3’

MMP-1
AS : -5’CTG GTT GAA AAG CAT GAG CA-3’

59213NM_002422
S: 5’-GCA GTT TGC TCA GCC TAT CC-3’

MMP-3
AS: 5’-GAG TGT CGG AGT CCA GCT TC-3’

58140NM_004994
S: 5’-CAT CGT CAT CCA GTT TGG TG-3’

MMP-9
AS: 5’-AGG GAC CAC AAC TCG TCA TC-3’

57161NM_002427
S: 5’-TGG TGG TGA TGA AGA TGA TTT G-3’

MMP-13
AS: 5’-TCT AAG CCG AAG AAA GAC TGC-3’

59141NM_000600
S: 5’-GGC TGA AAA AGA TGG ATG CT-3'

IL-6
AS: 5’-GCT CTG GCT TGT TCC TCA CT-3'

57120NM_000576
S: 5’-GGA CAA GCT GAG GAA GAT CG-3'

IL-1β
AS: 5’- TCG TTA TCC CAT GTG TCG AA-3’

59157NM_000625
S: 5’-ACA AGC CTA CCC CTC CAG AT-3'

iNOS
AS: 5’-TCC CGT CAG TTG GTA GGT TC-3'

59105NM_000089
S: 5’-GGC AAC AGC AGG TTC CAC TTA-3'

Collagène IA2
AS: 5’-GGC GTG ATG GCT TAT TTG TT-3'

6253NM_001844
S: 5’-ACA CTG GGA CTG TCC TCT GC-3'

Collagène IIA1
AS: 5’-GGC AGT CTT TCA CGT CTT CA-3'

60186NM_000493
S: 5’-AAT GCC CAC AGG CAT AAA AG-3'

Collagène XA1
AS: 5’-AGG ACT TCC GTA GCC TGG TT-3'

60138NM_000591
S: 5’-AGC CTA GAC GTC AGC CAC AA-3'

CD14
AS: 5’-CTT GGC TGG CAG TCC TTT AG-3'

59134NM_001797
S: 5’-GTG CCT GAG AGG TCC AAT GT-3'

Cadhérine-11
AS: 5’-TGC TTC CAC CGA AAA ATA GG-3'

6665AF_059312
S: 5’-CTG CAC CGG GCA GGG TGG AAT-3’

RXR-γ
AS: 5’-CTG GAC GGA AAC CGA GCG GTG-3’

62142NM_0324131
S: 5’-TGG CTC ACG CCT ACT ACC TC-3'

Synovioline
AS: 5’-CAC TCC CGT TCC ACA AGA A-3'

59151NM_000594
S: 5’-CTC CTC ACC CAC ACC ATG-3'

TNF-α
AS: 5’-GGA AGA CCC CTC CCA GAT AG-3'

AS: 5’-TTC ACC TGG GTG GAG AAA TC-3’
6157BD391691

S: 5’-TAG TCG CAG ACA TGG ACA CC-3’
RXR-α

AS: 5’-TCA ATG GAT CGG TGT GAA AA-3’
5899NM_021976

S: 5’- TCC CAC ACT TTT CCT CCT TG-3’
RXR-β

6070NM_000966
S: 5’-TGG CTA CCA AGT GCA TCA TC-3’

RAR-γ
AS: 5’-AAT GCT GAG CCC TGT AAA GC-3’

5881NM_000965
S: 5’-TCT TAA TGA AAA TCA CAG ATC TCC GC-3’

RAR-β
AS: 5’-CCA GGA ATT TCC ATT TTC AAG G-3’

5864NM_000964
S: 5’-ACC AGA TTA CCC TTC TCA AGG-3’

RAR-α
AS: 5’-GGT ACC GCG TGC AGA TT-3’

AS: 5'-AGA CGC GGC AAG AGC GAG AA-3'
59107NM_001032

S: 5'- AAG ATG GGT CAC CAG CAG CTC TAC TG-3'
RP29

Tm (°C)Taille de l’amplicon (pb)Numéro d’accession GenBankSéquences (5’-3’)Gènes étudiés 
(humain)
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Tableau 7 : Caractéristiques des différents couples d’amorces utilisés dans les expériences sur les 
cellules de rat : séquences, températures d’hybridation et numéros d’accession GenBank. 
 

6066NM_012611
S: 5’- AAT GCG GAA GGT CAT GGC-3’

iNOS
AS: 5’- CGA CTT TCC TGT CTC AGT AGC AAA-3’

59161NM_012589
S: 5’-CCG GAG AGG AGA CTT CAC AG-3’

IL-6
AS: 5'-ACA GTG CAT CAT CGC TGT TC-3’

6063NM_031512
S: 5’-CTT CCC CAG GAC ATG CTA GG-3’

IL-1β
AS: 5’-CAA AGG CTT CCC CTG GAG AC-3’

6074XM_001075008
S: 5’-GTC TGC GCA ACA TAC ACA CA-3’

Synovioline
AS: 5’-GAG GCCAGG ACA GTG AGG TA-3’

60139NM_021744
S: 5’-CCG GGA ACT GAC TCT TGA AA-3’

CD14
AS: 5’-CAG TTC TGC GAG CCA GGT AT-3’

5856XM_341639
S: 5’-TTG GCA GCA AGT ATC CAA TG-3’

Cadhérine-11
AS: 5’-GGG TTG TTC TCT TCC CCA GT-3’

5865 NM_031528
S: 5’- ACC AGA TTA CCC TTC TCA AGG -3’

RAR-α
AS: 5'-GGT ACC GCG TGC AGA TT-3’

5881XM_223843 
S: 5’- TCT TAA TGA AAA TCA CAG ATC TCC GC-3’

RAR-β
AS: 5’-CCA GGA ATT TCC ATT TTC AAG G-3’

5762XM_001062412 
S: 5’- AGT GCT ATC TGC CTC ATC T-3’

RAR-γ
AS: 5’-TTG TCC ACC TTC TCG GGT TC-3’

6266NM_012805 
S: 5’-GAA GCG TAC TGC AAA CAC AAG-3’

RXR-α
AS: 5’-CAG CCG GAG CAG CAG CTT GG-3’

5568NM_206849
S: 5’-CTT CAT GTG CAC AGA AAC T-3’

RXR-β
AS: 5’-TCT GTC AGC ACC CGA TCA AA-3’

6665NM_031765
S: 5’-CTG CAC CGG GCA GGG TGG AAT-3’

RXR-γ
AS: 5’-CTG GAC GGA AAC CGA GCG GTG-3’

59161L_48440
S: 5’-TCC CTC TGG TTC TGA TGG TC-3’

Collagène IIA1
AS: 5’-CTC TGT CTC CAG ATG CAC CA-3’

58197AF_121217
S: 5’-TTG ACC CTA ACC AAG GAT GC-3’

Collagène IA2
AS: 5’-CAC CCC TTC TGC GTT GTA TT-3’

59241AJ_131848
S: 5’-ATA TCC TGG GGA TCC AGG TC-3’

Collagène XA1
AS: 5’-TGG GTC ACC CTT AGA TCC AG-3’

59107NM_012675
S: 5'-AGC CCT GGT ATG AGC CCA TGT A-3'

TNF-α
AS: 5'-CCG GAC TCC GTG ATG TCT AAG T-3'

AS: 5’-GAG CTG CTT GTC CAG GTT TC-3’
58226XM_343345

S: 5’- AGG CCT TCA GAA AAG CCT TC-3’
MMP-13

AS: 5’- GCT TGT GCA TCA GCT CCA TA-3’
58219NM_133523

S: 5’- GCT CAT CCT ACC CAT TGC AT-3’
MMP-3

AS: 5’-GTC CGG TTT CAG CAT GTT TT-3’
58159NM_031055

S: 5’-CCA CCG AGC TAT CCA CTC AT-3’
MMP-9

AS: 5'-AGA CGC GGC AAG AGC GAG AA-3'
59107NM_012876

S: 5'- AAG ATG GGT CAC CAG CAG CTC TAC TG-3'
RP29

Tm (°C)
Taille de l’amplicon

(pb)
Numéro d’accession GenBankSéquences (5’-3’)Gènes étudiés (rat)

6066NM_012611
S: 5’- AAT GCG GAA GGT CAT GGC-3’

iNOS
AS: 5’- CGA CTT TCC TGT CTC AGT AGC AAA-3’

59161NM_012589
S: 5’-CCG GAG AGG AGA CTT CAC AG-3’

IL-6
AS: 5'-ACA GTG CAT CAT CGC TGT TC-3’

6063NM_031512
S: 5’-CTT CCC CAG GAC ATG CTA GG-3’

IL-1β
AS: 5’-CAA AGG CTT CCC CTG GAG AC-3’

6074XM_001075008
S: 5’-GTC TGC GCA ACA TAC ACA CA-3’

Synovioline
AS: 5’-GAG GCCAGG ACA GTG AGG TA-3’

60139NM_021744
S: 5’-CCG GGA ACT GAC TCT TGA AA-3’

CD14
AS: 5’-CAG TTC TGC GAG CCA GGT AT-3’

5856XM_341639
S: 5’-TTG GCA GCA AGT ATC CAA TG-3’

Cadhérine-11
AS: 5’-GGG TTG TTC TCT TCC CCA GT-3’

5865 NM_031528
S: 5’- ACC AGA TTA CCC TTC TCA AGG -3’

RAR-α
AS: 5'-GGT ACC GCG TGC AGA TT-3’

5881XM_223843 
S: 5’- TCT TAA TGA AAA TCA CAG ATC TCC GC-3’

RAR-β
AS: 5’-CCA GGA ATT TCC ATT TTC AAG G-3’

5762XM_001062412 
S: 5’- AGT GCT ATC TGC CTC ATC T-3’

RAR-γ
AS: 5’-TTG TCC ACC TTC TCG GGT TC-3’

6266NM_012805 
S: 5’-GAA GCG TAC TGC AAA CAC AAG-3’

RXR-α
AS: 5’-CAG CCG GAG CAG CAG CTT GG-3’

5568NM_206849
S: 5’-CTT CAT GTG CAC AGA AAC T-3’

RXR-β
AS: 5’-TCT GTC AGC ACC CGA TCA AA-3’

6665NM_031765
S: 5’-CTG CAC CGG GCA GGG TGG AAT-3’

RXR-γ
AS: 5’-CTG GAC GGA AAC CGA GCG GTG-3’

59161L_48440
S: 5’-TCC CTC TGG TTC TGA TGG TC-3’

Collagène IIA1
AS: 5’-CTC TGT CTC CAG ATG CAC CA-3’

58197AF_121217
S: 5’-TTG ACC CTA ACC AAG GAT GC-3’

Collagène IA2
AS: 5’-CAC CCC TTC TGC GTT GTA TT-3’

59241AJ_131848
S: 5’-ATA TCC TGG GGA TCC AGG TC-3’

Collagène XA1
AS: 5’-TGG GTC ACC CTT AGA TCC AG-3’

59107NM_012675
S: 5'-AGC CCT GGT ATG AGC CCA TGT A-3'

TNF-α
AS: 5'-CCG GAC TCC GTG ATG TCT AAG T-3'

AS: 5’-GAG CTG CTT GTC CAG GTT TC-3’
58226XM_343345

S: 5’- AGG CCT TCA GAA AAG CCT TC-3’
MMP-13

AS: 5’- GCT TGT GCA TCA GCT CCA TA-3’
58219NM_133523

S: 5’- GCT CAT CCT ACC CAT TGC AT-3’
MMP-3

AS: 5’-GTC CGG TTT CAG CAT GTT TT-3’
58159NM_031055

S: 5’-CCA CCG AGC TAT CCA CTC AT-3’
MMP-9

AS: 5'-AGA CGC GGC AAG AGC GAG AA-3'
59107NM_012876

S: 5'- AAG ATG GGT CAC CAG CAG CTC TAC TG-3'
RP29

Tm (°C)
Taille de l’amplicon

(pb)
Numéro d’accession GenBankSéquences (5’-3’)Gènes étudiés (rat)

 

5.4 Réaction de polymérisation en chaîne : PCR quantitative en temps 

réel 

5.4.1 Principe 

 
 Il s’agit d’une méthode d’amplification des ADNc par polymérisation en chaîne 

permettant de quantifier les amplicons au fur et à mesure de leur formation grâce à 

l’incorporation d’un agent intercalant fluorescent (Figure 34). Les ADNc sont soumis à 

différentes phases de température et de durée déterminées, représentées sur la Figure 35. Tout 

d’abord, la polymérase est activée lors d’un cycle de 15 minutes à 95°C (I ), puis 

l’amplification des ADNc est rendue possible par la succession de plusieurs phases : la phase 
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IIa, de dénaturation des ADNs double brins (10 secondes à 95°C), la phase IIb , d’hybridation 

des amorces (20 secondes à la température optimale d’hybridation spécifique au couple 

d’amorces utilisé), et la phase IIc , d’élongation (1 seconde pour 20 paires de bases, avec un 

minimum de 10 secondes, à 72°C). La phase II est répétée 40 fois. Enfin, les échantillons sont 

soumis à une augmentation constante de 0,1°C par seconde à partir de 5°C au dessus de la 

température d’hybridation et jusqu’à 95°C, afin d’établir la courbe de fusion. Cette courbe 

permet de déterminer la température de fusion (Tm) de chaque produit de PCR, définie 

comme étant la température à partir de laquelle 50 % de l’ADN est sous forme double brin et 

50 % sous forme simple brin. La température de fusion est obtenue en traçant la dérivée 

première de la fluorescence en fonction de la température, et en choisissant le point maximum 

de la courbe. Le pic obtenu doit être unique, afin de garantir qu’il n’y a pas eu de 

contamination génomique, et pour s’assurer que les amorces utilisées sont spécifiques du gène 

que l’on souhaite amplifier. 

 En suivant en temps réel l’émission de fluorescence, corrélée à la fixation du fluorophore 

sur l’ADN double brin, en fonction du nombre de cycles de PCR, on obtient une sigmoïde. Le 

logiciel de pilotage de l’appareil (Light Cycler 3 Front Screen Version 3.5, Idaho Technology 

Inc., Salt Lake City, Utah, USA) calcule alors le Ct, défini comme le nombre de cycles 

(«point de sortie»), correspondant au moment à partir duquel la fluorescence devient 

détectable à la fin de la phase d’élongation de la PCR. Chaque expérience inclut des contrôles 

positif et négatif de la réaction, et les Ct sont convertis en nanogrammes d’ADN grâce à des 

courbes de calibration réalisées sur des dilutions en série de quantités connues de produits de 

PCR du gène étudié. Le niveau du transcrit du gène de ménage choisi, la protéine ribosomale 

S29 (RP29) est déterminé en parallèle pour chaque échantillon et les données sont exprimées 

en tant que rapport du niveau de l’ARNm de chaque gène d’intérêt sur celui du gène RP29. 

De plus, l’efficacité de PCR est calculée pour chaque expérience, grâce à la formule E=10-1/pente. 

Celle ci doit idéalement être comprise entre 1,8 et 2 (E=2 pour une pente de -3,32), ce qui 

reflète le bon déroulement de la PCR, et en particulier un doublement de la quantité de 

matériel à chaque cycle. 

Les résultats de PCR ont également été calculés avec une autre méthode, permettant de 

s’assurer de la validité de nos résultats. Cette deuxième méthode est la méthode des delta 

delta Ct (∆∆Ct) avec correction de Pfaffl (Pfaffl M.W., 2001). L’avantage de cette méthode, 

par rapport à la méthode des ∆∆Ct sans correction [ou méthode de Livak, (Livak K.J. et 

Schmittgen T.D., 2001)], est de prendre en compte l’efficacité de chaque PCR, et d’être plus 

exacte notamment lorsque les efficacités de PCR sont éloignées, ou lorsque les différences 
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entre échantillons traités et témoins sont faibles (Fleige S. et al., 2006). La comparaison de 

ces deux méthodes de calcul est présentée en addendum de ce manuscrit avec pour exemple 

trois graphiques de résultats. 

Le calcul est le suivant :  

      (Egène cible)
∆Ct (témoin-traité) 

R= ---------------------------- 

      (Egène de réf.)
∆Ct (témoin-traité) 

Avec E représentant l’efficacité de chaque PCR.  

L’allure de la courbe de suivi de la fluorescence et de la courbe de fusion sont représentées 

sur la Figure 36. 

 

Amorce
Syber Green

Amorce
Syber Green

 

PolymérasePolymérase  

Figure 34 : Principe de la PCR quantitative en temps réel utilisant comme agent intercalant le 
Syber Green. 
Le fluorophore s’insère au niveau de l’ADN s’il est sous forme double brin, et fluoresce une fois fixé à 
l’ADN. L’intensité de la fluorescence recueillie est proportionnelle à la quantité de fluorophore 
insérée au niveau de l’ADN.  
D’après http://www.thaiscience.com 
 

 

 

Lumière émiseLumière émise
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c

95°C

72°C

Tm

Tm + 5°C

Température

15 min 10 sec

20 sec

15 sec

0,1°C/sec

40 cycles

I II III

a b c

95°C

72°C

Tm

Tm + 5°C

Température

15 min 10 sec

20 sec

15 sec

0,1°C/sec

40 cycles

I II III

a b

 

Figure 35 : Programmation des cycles thermiques pour la PCR quantitative en temps réel. 
La phase I  correspond à la phase d’activation de l’enzyme, la phase II  correspond à la phase 
d’amplification et la phase III  correspond à la courbe de fusion. La phase II  est subdivisée en phase 
de dénaturation de l’ADN (a), en phase d’hybridation des amorces (b), et en phase d’élongation (c). 
Les valeurs données en exemple correspondent à un 
amplicon de 125 paires de bases. 

Gamme

Échantillons

Témoin négatif

Seuil de détection

Gamme

Échantillons

Témoin négatif

Seuil de détection

 
   a       b  

Figure 36 : Vues du logiciel d’analyse de qPCR Thermocycler. 
a : Émission de fluorescence en fonction du nombre de cycles effectués. Les échantillons, la gamme, 
ainsi que le témoin négatif sont soumis à 40 cycles de PCR. Le point de sortie est mesuré comme étant 
le nombre de cycles à partir duquel le seuil de fluorescence devient détectable par le logiciel. Ce seuil 
est représenté ici par une ligne rouge. 
b : Courbe de fusion : dérivée de la fluorescence en fonction de la température. Le Tm correspond à la 
température à laquelle 50 % de l’ADN est sous forme double brin et 50 % sous forme simple brin. Il 
est spécifique du couple d’amorces utilisé. 

5.4.2 Réalisation 

 
 Le fluorophore utilisé dans nos expériences est le SYBR Green I (Qiagen). La réaction de 

PCR est réalisée en tubes capillaires dans un thermocycleur Lightcycler™ 1.5 (technologie 

LightCycler Roche Molecular Diagnostics™, Figure 37). Le mélange réactionnel est composé 

Tm
Témoin négatif

Échantillons

Tm

Tm
Témoin négatif

Échantillons

Tm
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de 10 µl de Master mix system® 2X (Quantitect SYBR Green PCR Buffer™ [Qiagen]) 

contenant du Tris-Cl, du KCl, du (NH4)2SO4, 15 mM de MgCl2, 200 µM de dNTP, la 

HotStarTaq™ ADN Polymérase et le SYBR Green I), 0,5 µM de chacune des 2 amorces et 2 

µl d’ADNc préalablement dilué (ou d’eau exempte de RNase pour le témoin négatif). 

 

Figure 37 : Thermocycleur Ligthcycler™ à capillaires (Roche Molecular Diagnostics) permettant le 
suivi en temps réel de l’amplification des ADNc. 

5.5 Analyse des fragments amplifiés 

 
Afin de vérifier la taille des produits d’amplification obtenus, les amplicons sont analysés 

par électrophorèse en gel d’agarose à 2 % (p/v) préparé dans du tampon TBE 1X (cf.  5.1). Les 

fragments d’ADN amplifiés sont visualisés sous rayonnement ultraviolet, et la taille des 

fragments est comparée à un marqueur de taille connue (100 paires de bases, Invitrogen, 

Figure 38).  

 
 

Figure 38 : Gel d’agarose à 2 % montrant le résultat d’une migration électrophorétique d’ADNc 
préalablement amplifiés par PCR quantitative en temps réel. La visualisation d’une bande unique à la 
taille déterminée grâce au marqueur de taille permet de vérifier que le fragment amplifié est celui 
désiré. 

6 Étude de l’expression des protéines d’intérêt 

6.1 Extraction de protéines totales 

 

Au moment indiqué dans les expériences, le tapis cellulaire est rincé avec du PBS ne 

contenant ni Ca2+ ni Mg2+, puis gratté dans du bleu de Laemmli (tampon de lyse, Sigma) 

(Laemmli U.K., 1970) à raison de 300 µl par puits pour une plaque 6 puits. Ce tampon 62,5 

mM Tris-HCl (pH 6,8) contient 2 % de SDS (Sodium Dodécyl Sulfate, détergent anionique), 

10 % de glycérol (augmente les tensions de surface et stabilise les interactions protéine-
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protéine), 5 % de β-mercaptoéthanol et 0,002 % de bleu de bromophénol (colorant). Le lysat 

ainsi obtenu est soumis aux ultrasons pendant 5 secondes avec une intensité ne dépassant pas 

30 % du signal maximum de la sonde GM70 (Bandelin Sonopuls, Strasbourg, France), afin de 

réduire la viscosité des échantillons, de rompre les membranes des cellules, et de diminuer les 

interactions protéines/ADN. Puis les extraits protéiques sont centrifugés une minute à 10000g 

et chauffés 5 minutes à 95°C avant d’être déposés sur gel, ce qui dénature les protéines en 

brisant les liaisons faibles intramoléculaires et élimine donc les structures tertiaires. Le SDS 

procure un environnement riche en charges négatives afin de les solvater et prévenir la 

précipitation, et également afin de permettre la migration des protéines uniquement selon leur 

taille, et le composant sulfhydryle empêche la reformation de ponts disulfure. Le glycérol, 

quant à lui, augmente la densité de l'échantillon par rapport au tampon dans la partie 

supérieure du réservoir du gel, facilitant ainsi le dépôt des échantillons. 

6.2 Électrophorèse 

 

La séparation des protéines est réalisée par électrophorèse en conditions dénaturantes 

selon la méthode de Laemmli (Laemmli U.K., 1970) dans un gel de polyacrylamide en 

présence de SDS. Le gel est divisé en 2 parties, le gel supérieur, dit d’isotachophorèse ou de 

concentration, est composé d’un mélange de 5 % d’acrylamide-bis-acrylamide, dilué dans un 

tampon composé de 0,1 % de SDS, de tampon 0,5 M Tris-HCl (pH 6,8), de persulfate 

d’ammonium (APS) et de TEMED (NNN’N’-tétraméthyléthylènediamine). Le TEMED 

catalyse la décomposition des ions persulfates pour donner un radical libre qui va pouvoir 

relier les monomères d’acrylamide. Le gel inférieur, dit monophasique ou gel de séparation, 

est composé d’un mélange d’acrylamide-bis-acrylamide en proportion variable, correspondant 

à la réticulation désirée, qui dépend de la taille des protéines à étudier. Ce mélange 

d’acrylamide-bis-acrylamide est dilué dans un tampon composé de 0,1 % de SDS, de tampon 

0,75 M Tris-HCl à pH 8,8, d’APS et de TEMED. Le gel de concentration pallie aux 

problèmes liés aux faibles quantités de protéines et au volume non négligeable déposé dans 

les puits en concentrant le dépôt en des bandes protéiques très fines qui migreront dans le gel 

de séparation. Ce dernier contient une proportion d’acrylamide de 5 %. Le fait que le SDS 

rende les protéines uniformément chargées négativement permet leur migration uniquement 

selon la taille, donc leur masse moléculaire. L’intensité constante du champ électrique à 

laquelle sont soumises les protéines est de 30 mA par gel de 100 cm2, dans un tampon de 

migration contenant un tampon 25 mM Tris-HCl, 3,5 mM SDS et 0,192 M glycine. La 
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migration est réalisée jusqu’à ce que le front de migration atteigne le bord inférieur du gel. 

Pour chaque électrophorèse effectuée, un marqueur biotinylé (Cell Signaling, Beverly, MA, 

USA) est déposé afin de vérifier la taille des protéines détectées. 

6.3 Électrotransfert en phase semi-liquide 

 

Après séparation en gel, les protéines sont transférées sur un support immobilisant, une 

membrane de Fluorure de PolyVinyliDene (PVDF, Millipore, Molsheim, France), 

préalablement activée une minute dans du méthanol. La membrane et le gel sont placés entre 

plusieurs feuilles de papier Whatman préalablement imbibées dans du tampon de transfert 25 

mM Tris-HCl, 100 mM glycine et 20 % méthanol (Towbin H. et al., 1979). Le transfert est 

effectué pendant une heure à une intensité constante de 80 mA par gel (0,8 mA/cm2) (Biorad). 

6.4 Immunorévélation 

 

Afin de limiter les interactions non spécifiques, la membrane de PVDF est incubée 

quelques heures dans du tampon de blocage, composé de 5 % (p/v) de lait en poudre écrémé 

dilué dans du tampon TBST (Tris Buffered Saline Tween : 50 mM Tris-HCl, 140 mM NaCl 

(pH 7,6) et 0,1 % Tween 20). Les protéines du lait vont saturer les sites de fixation non 

spécifiques et favoriser la fixation des anticorps sur les protéines d’intérêt. Après 3 lavages de 

5 minutes dans du TBST, ayant pour objectif de réduire le bruit de fond, l’anticorps primaire 

(IgG) dilué dans du TBST contenant 5 % (p/v) d’albumine bovine sérique (BSA) est ajouté 

pendant une nuit à 4°C. Pour chaque anticorps, la dilution choisie a été optimisée, à savoir 

1:4000 pour la β-actine (Stressgen Biotechnology Corporation, Michigan, USA), 1:2000 pour 

RAR-α, -β et -γ, RXR-α, -β et -γ (Santa Cruz Biotechnologies, Tebu, Le Perray en Yvelines, 

France), 1:1000 pour P-p38 (Cell Signaling), 1:500 pour p42/44 et P-p42/44 (Cell Signaling), 

c-Jun et P-c-Jun (Cell Signaling), et pour P-SAPK/JNK (Cell Signaling). Les anticorps anti-

RAR, RXR, p42/44, P-SAPK/JNK, P-p38, β-actine et P-c-Jun sont des anticorps polyclonaux 

obtenus chez le lapin, l’anticorps anti-P-p42/44 est un anticorps monoclonal obtenu chez le 

lapin, et l’anticorps anti-c-Jun est un anticorps monoclonal obtenu chez la souris. 

Le lendemain, après 3 lavages dans du TBST, la membrane est incubée une heure à 

température ambiante avec l’anticorps secondaire anti-IgG de lapin ou de souris couplé à la 

peroxydase du raifort (HRP, Horse-radish peroxidase, Cell Signaling) dilué au 1:2000 dans du 

TBST contenant 5 % de lait en poudre écrémé, ainsi qu’un anticorps anti-biotine couplé à la 
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HRP dilué au 1:1000 qui va se fixer sur les protéines du marqueur de taille biotinylé. Après 3 

lavages dans du TBST et 3 rinçages à l’eau distillée, l’activité de la peroxydase est révélée par 

un substrat chimioluminescent dérivé du luminol à l’aide du kit Lumiglo® (Lumiglo®, Cell 

Signaling). En présence de peroxyde d’hydrogène, l’HRP convertit le luminol en dianion 

intermédiaire excité qui émet secondairement de la lumière en retournant à son état basal. Le 

signal lumineux est quantifié grâce à un analyseur de chimioluminescence GeneGnome 

(Syngene, Saint Quentin-en-Yvelines, France), qui comprend une caméra CCD pour la 

capture d’images et un système d’analyse d’images GeneTools (Syngene) pour l’analyse 

densitométrique. Les intensités lumineuses des protéines d’intérêt sont rapportées aux 

intensités correspondant à la β-actine, protéine de référence d’expression stable dans toutes 

les expériences effectuées au sein du laboratoire. 

7 Étude de la production des médiateurs de l’inflammation 

7.1 Dosage des nitrites 

7.1.1 Principe 
 

La production de NO est évaluée indirectement par le dosage colorimétrique des ions 

nitrites dans les surnageants de culture selon la méthode de Griess (Green L.C. et al., 1982) 

adaptée en microplaques. En milieu acide, les nitrites réagissent avec une amine aromatique, 

le sulfanilamide pour former l’ion diazonium. En présence de dihydrochlorhydrate de N-(1-

naphtyl) éthylène diamine (α-naphtylamine), il se forme un composé diazoïque de couleur 

rose dont l’intensité est évaluée par la mesure de l’absorbance à 550 nm (Figure 39). 
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Figure 39 : Réaction biochimique mise en œuvre lors du dosage des nitrites par la méthode de 
Griess. 
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7.1.2 Réalisation 

 
Brièvement, 100 µl de surnageant des échantillons à analyser sont mélangés à 100 µl de 

solution de Griess (mélange v/v d’une solution aqueuse à 0,1 % [p/v] de dichlorhydrate de 

naphthyléthylène diamine et d’une solution à 1 % [p/v] de sulfanilamide dans de l’H3PO4 à 

5 %). La coloration rose est lue à 550 nm à l’aide d’un lecteur de microplaques Multiskan™ 

(Labsystems). Les concentrations en nitrites sont calculées à partir d’une gamme étalon de 0 à 

50 µM de nitrites de sodium, réalisée à partir d’une solution mère à 50 mM. La limite de 

quantification de cette méthode a été déterminée à 1 µM dans nos conditions expérimentales. 

7.2 Dosages immuno-enzymatiques de la production du TNF-α et de 

l’IL-6  

 

Les productions de TNF-α ou d’IL-6 ont été mesurées par une méthode immuno-

enzymatique de type « ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) sandwich » (R&D 

Systems™, Abingdon, Angleterre). Ces coffrets réactifs utilisent respectivement des anticorps 

monoclonaux anti-TNF-α ou anti-IL-6, fixés au fond des puits d’une plaque 96 puits. Les 

échantillons contenant les cytokines à doser, de rat ou humaines suivant l’expérience, sont 

ajoutés dans les puits, puis, après un temps d’incubation d’une heure permettant le contact 

anticorps-antigène, un anticorps secondaire polyclonal marqué à la peroxydase de Raifort est 

ajouté. La coloration finale est lue à 450 nm sur le lecteur Multiskan™ après addition d’un 

mélange de 3,3’,5,5’ tétraméthylbenzidine et de peroxyde d’hydrogène, utilisé comme 

substrat chromogène. Les absorbances obtenues sont comparées à celles de gammes 

d’étalonnage préparées par dilutions en série de cytokines recombinantes homologues 

fournies dans le kit. La limite de détection est de 1,6 pg/ml pour le TNF-α humain, 5 pg/ml 

pour le TNF-α de rat, 0,7 pg/ml pour l’IL-6 humaine, et 21 pg/ml pour l’IL-6 de rat.  

7.3 Étude de la production des médiateurs de l’inflammation par la 

technique de « cytokine array » 

7.3.1 Principe 

 

La technique des puces à cytokines fait appel à des membranes de nitrocellulose sur lesquelles 

sont immobilisés des anticorps dirigés contre un grand nombre de médiateurs (RayBio Human 

Cytokine Array VI et VII, RayBiotech®, fournis par Tebu). Chaque médiateur est identifiable 
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par sa position sur la membrane, conçue pour détecter simultanément 60 protéines, incluant 

des cytokines, des chémokines, des facteurs de transcription et des facteurs angiogéniques. La 

liste des médiateurs détectés sur chacune des membranes est indiquée dans le Tableau 8. La 

sensibilité de cette méthode de type sandwich est augmentée par l’utilisation d’un système 

d’amplification de type streptavidine-biotine (conjugué biotinylé et HRP couplée à la 

streptavidine, Figure 41). Les limites de détection sont également indiquées dans le Tableau 

8 (données fabricant).  

 

 

Tableau 8 : Nature et localisation des protéines détectables sur les puces à cytokines Raybiotech®. 
Les limites de détection correspondantes sont indiquées en pg/ml entre parenthèses. 
POS : emplacement des témoins positifs 
NEG : emplacement des témoins négatifs 
 

Membrane VI 
 

PARC
(1000)

NT-3
(20)

NAP-2
(100)

MIP-3a
(100)

MIP-1δ
(100)

MIG
(1)

MDC
(1000)

M-CSF
(1)

MCP-4
(100)

MCP-3
(1000)

MCP-2
(100)

MCP-1
(3)

LIGHT
(1)

Leptine
(100)

IL-7
(100)

IL-6
(1)

IL-5
(1)

IL-4
(1)

IL-3
(100)

IL-2
(25)

IL-1Ra
(10)

IL-1β
(100)

IL-1α
(1000)

IL-16
(1)

IL-15
(100)

IL-13
(100)

IL-10
(10)

IGF-1
(10)

IGFBP-4
(1000)

IGFBP-2
(10)

IGFBP-1
(1)

IFN-γ
(100)

I-309
(1000)

GM-CSF
(100)

GDNF
(100)

GCP-2
(100)

Fractaline
(1600)

Fit-3 Ligand
(1)

FGF-7
(1)

FGF-6
(1000)

Eotaxine 3
(320)

Eotaxine 2
(1)

PARC
(1000)

NT-3
(20)

NAP-2
(100)

MIP-3a
(100)

MIP-1δ
(100)

MIG
(1)

MDC
(1000)

M-CSF
(1)

MCP-4
(100)

MCP-3
(1000)

MCP-2
(100)

MCP-1
(3)

LIGHT
(1)

Leptine
(100)

POSBlancBlancBlancBlancTNF-β
(1000)

TNF-α
(10)

TGF-β3
(100)

TGF-β1
(200)

TARC
(100)

SDF-1
(2000)

SCF
(10)

RANTES
(2000)

PDGF-BB
(1000)

POSBlancBlancBlancBlancTNF-β
(1000)

TNF-α
(10)

TGF-β3
(100)

TGF-β1
(200)

TARC
(100)

SDF-1
(2000)

SCF
(10)

RANTES
(2000)

PDGF-BB
(1000)

IL-7
(100)

IL-6
(1)

IL-5
(1)

IL-4
(1)

IL-3
(100)

IL-2
(25)

IL-1Ra
(10)

IL-1β
(100)

IL-1α
(1000)

IL-16
(1)

IL-15
(100)

IL-13
(100)

IL-10
(10)

IGF-1
(10)

IGFBP-4
(1000)

IGFBP-2
(10)

IGFBP-1
(1)

IFN-γ
(100)

I-309
(1000)

GM-CSF
(100)

GDNF
(100)

GCP-2
(100)

Fractaline
(1600)

Fit-3 Ligand
(1)

FGF-7
(1)

FGF-6
(1000)

Eotaxine 3
(320)

Eotaxine 2
(1)

Eotaxine
(1)

EGF 
(1)

CNTF 
(320)

CK-β8-1
(1000)

BMP-6 
(10000)

BMP-4 
(100000)

BLC
(10)

BDNF 
(100)

angiogénine
(10)BlancNEGNEGPOSPOS

Eotaxine
(1)

EGF 
(1)

CNTF 
(320)

CK-β8-1
(1000)

BMP-6 
(10000)

BMP-4 
(100000)

BLC
(10)

BDNF 
(100)

angiogénine
(10)BlancNEGNEGPOSPOS

PARC
(1000)

NT-3
(20)

NAP-2
(100)

MIP-3a
(100)

MIP-1δ
(100)

MIG
(1)

MDC
(1000)

M-CSF
(1)

MCP-4
(100)

MCP-3
(1000)

MCP-2
(100)

MCP-1
(3)

LIGHT
(1)

Leptine
(100)

IL-7
(100)

IL-6
(1)

IL-5
(1)

IL-4
(1)

IL-3
(100)

IL-2
(25)

IL-1Ra
(10)

IL-1β
(100)

IL-1α
(1000)

IL-16
(1)

IL-15
(100)

IL-13
(100)

IL-10
(10)

IGF-1
(10)

IGFBP-4
(1000)

IGFBP-2
(10)

IGFBP-1
(1)

IFN-γ
(100)

I-309
(1000)

GM-CSF
(100)

GDNF
(100)

GCP-2
(100)

Fractaline
(1600)

Fit-3 Ligand
(1)

FGF-7
(1)

FGF-6
(1000)

Eotaxine 3
(320)

Eotaxine 2
(1)

PARC
(1000)

NT-3
(20)

NAP-2
(100)

MIP-3a
(100)

MIP-1δ
(100)

MIG
(1)

MDC
(1000)

M-CSF
(1)

MCP-4
(100)

MCP-3
(1000)

MCP-2
(100)

MCP-1
(3)

LIGHT
(1)

Leptine
(100)

POSBlancBlancBlancBlancTNF-β
(1000)

TNF-α
(10)

TGF-β3
(100)

TGF-β1
(200)

TARC
(100)

SDF-1
(2000)

SCF
(10)

RANTES
(2000)

PDGF-BB
(1000)

POSBlancBlancBlancBlancTNF-β
(1000)

TNF-α
(10)

TGF-β3
(100)

TGF-β1
(200)

TARC
(100)

SDF-1
(2000)

SCF
(10)

RANTES
(2000)

PDGF-BB
(1000)

IL-7
(100)

IL-6
(1)

IL-5
(1)

IL-4
(1)

IL-3
(100)

IL-2
(25)

IL-1Ra
(10)

IL-1β
(100)

IL-1α
(1000)

IL-16
(1)

IL-15
(100)

IL-13
(100)

IL-10
(10)

IGF-1
(10)

IGFBP-4
(1000)

IGFBP-2
(10)

IGFBP-1
(1)

IFN-γ
(100)

I-309
(1000)

GM-CSF
(100)

GDNF
(100)

GCP-2
(100)

Fractaline
(1600)

Fit-3 Ligand
(1)

FGF-7
(1)

FGF-6
(1000)

Eotaxine 3
(320)

Eotaxine 2
(1)

Eotaxine
(1)

EGF 
(1)

CNTF 
(320)

CK-β8-1
(1000)

BMP-6 
(10000)

BMP-4 
(100000)

BLC
(10)

BDNF 
(100)

angiogénine
(10)BlancNEGNEGPOSPOS

Eotaxine
(1)

EGF 
(1)

CNTF 
(320)

CK-β8-1
(1000)

BMP-6 
(10000)

BMP-4 
(100000)

BLC
(10)

BDNF 
(100)

angiogénine
(10)BlancNEGNEGPOSPOS

 
 

Membrane VII 

sTNF-RI
(100)

sTNF-RII
(10)

Sgp130
(100)

PIGF
(100)

OncostatineM
(100)

Ostéoprotégérine
(100)

NT-4
(2)

MIP-α
(10000)

MIP-3β
(1000)

MIP-1β
(10)

MIP-1α
(20)

MIF
(100)

Lymphotactine
(100000)

I-TAC
(10000)

IL-8
(1)

IL-6R
(10)

IL-2Rα
(10)

IL-17
(1000)

IL-12 p70
(100)

IL-12 p40
(1000)

IL-11
(100000)

IL-1 RI
(1000)

IL-1 R4/ST2
(1000)

IGF-ISR
(10000)

IGFBP-6
(1000)

IGFBP-3
(1000)

ICAM-3
(10000)

ICAM-1
(100000)

HGF
(200)

hCC-4
(1000)

GRO-α
(1000)

GRO
(1000)

GITR
(1000)

GITR-Ligand
(100000)

GCSF
(2000)

FGF-9
(100)

FGF-4
(1000)

Fas/TNFRSF6
(100000)

ENA-78
(1)

EGFR
(10000)

Dtk
(10000)

CTACK
(100)

sTNF-RI
(100)

sTNF-RII
(10)

Sgp130
(100)

PIGF
(100)

OncostatineM
(100)

Ostéoprotégérine
(100)

NT-4
(2)

MIP-α
(10000)

MIP-3β
(1000)

MIP-1β
(10)

MIP-1α
(20)

MIF
(100)

Lymphotactine
(100000)

I-TAC
(10000)

POSBlancBlancBlancBlancVEGF-D
(10000)

VEGF
(100)uPARTRAIL-R4

(1000)
TRAIL-R3

(100)
Thrombopoïétine

(100)
TIMP-2

(1)
TIMP-1
(100)

TECK
(10000)

POSBlancBlancBlancBlancVEGF-D
(10000)

VEGF
(100)uPARTRAIL-R4

(1000)
TRAIL-R3

(100)
Thrombopoïétine

(100)
TIMP-2

(1)
TIMP-1
(100)

TECK
(10000)

IL-8
(1)

IL-6R
(10)

IL-2Rα
(10)

IL-17
(1000)

IL-12 p70
(100)

IL-12 p40
(1000)

IL-11
(100000)

IL-1 RI
(1000)

IL-1 R4/ST2
(1000)

IGF-ISR
(10000)

IGFBP-6
(1000)

IGFBP-3
(1000)

ICAM-3
(10000)

ICAM-1
(100000)

HGF
(200)

hCC-4
(1000)

GRO-α
(1000)

GRO
(1000)

GITR
(1000)

GITR-Ligand
(100000)

GCSF
(2000)

FGF-9
(100)

FGF-4
(1000)

Fas/TNFRSF6
(100000)

ENA-78
(1)

EGFR
(10000)

Dtk
(10000)

CTACK
(100)

CCL-28
(100000)

BTC
(1000)

B-NGF
(10000)

b-FGF
(10000)

Axl
(10000)

Amphiréguline
(100)

Angiopoïétine-2
(10000)

AgRP
(10000)

Adiponectine
(10000)BlancNEGNEGPOSPOS

CCL-28
(100000)

BTC
(1000)

B-NGF
(10000)

b-FGF
(10000)

Axl
(10000)

Amphiréguline
(100)

Angiopoïétine-2
(10000)

AgRP
(10000)

Adiponectine
(10000)BlancNEGNEGPOSPOS

sTNF-RI
(100)

sTNF-RII
(10)

Sgp130
(100)

PIGF
(100)

OncostatineM
(100)

Ostéoprotégérine
(100)

NT-4
(2)

MIP-α
(10000)

MIP-3β
(1000)

MIP-1β
(10)

MIP-1α
(20)

MIF
(100)

Lymphotactine
(100000)

I-TAC
(10000)

IL-8
(1)

IL-6R
(10)

IL-2Rα
(10)

IL-17
(1000)

IL-12 p70
(100)

IL-12 p40
(1000)

IL-11
(100000)

IL-1 RI
(1000)

IL-1 R4/ST2
(1000)

IGF-ISR
(10000)

IGFBP-6
(1000)

IGFBP-3
(1000)

ICAM-3
(10000)

ICAM-1
(100000)

HGF
(200)

hCC-4
(1000)

GRO-α
(1000)

GRO
(1000)

GITR
(1000)

GITR-Ligand
(100000)

GCSF
(2000)

FGF-9
(100)

FGF-4
(1000)

Fas/TNFRSF6
(100000)

ENA-78
(1)

EGFR
(10000)

Dtk
(10000)

CTACK
(100)

sTNF-RI
(100)

sTNF-RII
(10)

Sgp130
(100)

PIGF
(100)

OncostatineM
(100)

Ostéoprotégérine
(100)

NT-4
(2)

MIP-α
(10000)

MIP-3β
(1000)

MIP-1β
(10)

MIP-1α
(20)

MIF
(100)

Lymphotactine
(100000)

I-TAC
(10000)

POSBlancBlancBlancBlancVEGF-D
(10000)

VEGF
(100)uPARTRAIL-R4

(1000)
TRAIL-R3

(100)
Thrombopoïétine

(100)
TIMP-2

(1)
TIMP-1
(100)

TECK
(10000)

POSBlancBlancBlancBlancVEGF-D
(10000)

VEGF
(100)uPARTRAIL-R4

(1000)
TRAIL-R3

(100)
Thrombopoïétine

(100)
TIMP-2

(1)
TIMP-1
(100)

TECK
(10000)

IL-8
(1)

IL-6R
(10)

IL-2Rα
(10)

IL-17
(1000)

IL-12 p70
(100)

IL-12 p40
(1000)

IL-11
(100000)

IL-1 RI
(1000)

IL-1 R4/ST2
(1000)

IGF-ISR
(10000)

IGFBP-6
(1000)

IGFBP-3
(1000)

ICAM-3
(10000)

ICAM-1
(100000)

HGF
(200)

hCC-4
(1000)

GRO-α
(1000)

GRO
(1000)

GITR
(1000)

GITR-Ligand
(100000)

GCSF
(2000)

FGF-9
(100)

FGF-4
(1000)

Fas/TNFRSF6
(100000)

ENA-78
(1)

EGFR
(10000)

Dtk
(10000)

CTACK
(100)

CCL-28
(100000)

BTC
(1000)

B-NGF
(10000)

b-FGF
(10000)

Axl
(10000)

Amphiréguline
(100)

Angiopoïétine-2
(10000)

AgRP
(10000)

Adiponectine
(10000)BlancNEGNEGPOSPOS

CCL-28
(100000)

BTC
(1000)

B-NGF
(10000)

b-FGF
(10000)

Axl
(10000)

Amphiréguline
(100)

Angiopoïétine-2
(10000)

AgRP
(10000)

Adiponectine
(10000)BlancNEGNEGPOSPOS
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7.3.2 Réalisation 

 

La détection des cytokines sur les membranes est réalisée à partir des surnageants de 

culture de fibroblastes synoviaux humains, selon les recommandations du fournisseur. Les 

membranes sont tout d’abord incubées avec 2 ml de tampon de blocage durant 30 minutes à 

température ambiante. Puis, après élimination du tampon de blocage, 1,2 ml de surnageant 

sont ajoutés sur chaque membrane, pour une incubation d’une heure à température ambiante. 

Les membranes sont alors lavées trois fois 5 minutes avec 2 ml de tampon de lavage I, puis 2 

fois 5 minutes avec 2 ml de tampon de lavage II. Le cocktail de 60 anticorps conjugués et 

biotinylés, dilué 250 fois, est alors ajouté sur chaque membrane pendant une heure à 

température ambiante. Après une deuxième série de lavages, les membranes sont incubées 

avec une solution contenant la streptavidine conjuguée à l’HRP, diluée au 1:1000 pendant 2 

heures. L’étape de détection est réalisée après une dernière série de lavages grâce à l’addition 

du substrat chimioluminescent de la peroxydase, puis les membranes sont placées entre 2 

feuilles plastiques, dans une cassette à fond noir, et en présence d’un film photosensible 

(Kodak, Sigma). Après une période d’exposition de durée variable, permettant la détection de 

tous les spots tout en minimisant le bruit de fond, le film autoradiographique est plongé dans 

un bain de révélation (Kodak), un bain de lavage (eau) puis dans une solution fixatrice 

(Kodak). L’analyse densitométrique de chaque spot est réalisée à l’aide du logiciel d’analyse 

d’image GeneTools (Syngene) sur l’appareil d’acquisition d’images G:Box (Syngene), et les 

niveaux protéiques sont estimés par la normalisation de l’intensité de chaque spot par rapport 

à celle des témoins positifs fixés sur les membranes (Figure 40). Le principe de cette 

technique est illustré par la Figure 41. 

 

 

Figure 40 : Exemple de révélation par film autoradiographique d’une puce à cytokines. 
Les témoins positifs sont situés en haut à gauche (4 spots) et en bas à droite (2 spots) et sont entourés 
de témoins négatifs où aucun anticorps n’a été préfixé. Membrane VI à gauche et membrane VII à 
droite. 
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Puce à cytokines
Échantillon

Incubation de l’échantillon 
sur la membrane, 1 heure

Incubation avec un 
cocktail d’anticorps 
biotinylés, 1 heure

Incubation avec la 
streptavidine marquée,    
2 heures

Analyse des données

Détection du signal

Puce à cytokines
Échantillon

Incubation de l’échantillon 
sur la membrane, 1 heure

Incubation avec un 
cocktail d’anticorps 
biotinylés, 1 heure

Incubation avec la 
streptavidine marquée,    
2 heures

Analyse des données

Détection du signal

 

Figure 41 : Principe du déroulement de la réaction immunoenzymatique sur une puce à cytokines. 
Les anticorps spécifiques des molécules recherchées sont pré-hybridés sur la membrane. L’échantillon 
est ajouté sur chaque membrane, et chaque molécule considérée comme un antigène se lie 
spécifiquement à l’anticorps immobilisé. Un cocktail d’anticorps secondaires bitotinylés est ajouté, 
ceux-ci se fixent au second épitope de l’antigène formant un complexe anticorps-antigène. Après 
l’ajout de streptavidine marquée, la détection du signal lumineux est réalisée sur un film 
autoradiographique, puis l’intensité des spots lumineux est mesurée et rapportée à celle des témoins 
positifs. 
http://www.raybiotech.com. 

7.4 Dosage de l’activité métalloprotéase totale 

 

Après stimulation des chondrocytes de rat ou humains pendant 24 heures à 37°C par 10 

ng/ml d’IL-1β recombinante homologue, en présence ou non d’ATRA (1 µM), l’activité 

totale MMP est quantifiée dans le surnageant de culture par une méthode 

spectrofluorométrique (Knight C.G. et al., 1992). Les expériences sont réalisées dans des 

plaques 96 puits à bords noirs, afin d’éviter la diffraction dans les puits voisins (BD Falcon™, 

Becton Dickinson, Le Pont De Claix, France). Brièvement, les MMPs sous forme latente sont 

activées par l’ajout de 50 µl de 4-aminophénylmercurique acétate (APMA [Sigma] 1,5 mM 

dans du tampon 50 mM Tris-HCl [pH 7,5], et du tampon de réaction contenant 15 mM de 

NaCl et 5 mM de CaCl2) aux 50 µl de surnageant de culture. Ensuite, 50 µl du substrat MMP 

fluorogénique DNP-Pro-Leu-Gly-Leu-Trp-Ala-D-Arg-NH2 (Calbiochem, Nottingham, 

Angleterre) sont ajoutés, à une concentration finale de 30 µM. Après 4 heures d’incubation à 

37°C dans l’obscurité, le clivage du substrat par les MMPs est mesuré grâce à un 

spectrofluorimètre FLUOstar Optima™ (BMG Labtechnologies, Champigny-sur-Marne, 

France) en mesurant l’intensité de fluorescence à 360 nm après excitation à 280 nm. Le 
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substrat MMP fluorogénique utilisé est clivé majoritairement par les MMP-2, -1, -3 et -13. 

Les résultats sont exprimés en unités arbitraires de fluorescence. 

8 Analyse de l’activité de facteurs de transcription 

8.1 Les puces à facteurs de transcription 

 

La technique des puces à facteurs de transcription fait appel à des membranes de 

nitrocellulose sur lesquelles sont immobilisées des séquences oligonucléotidiques (séquences 

consensus) complémentaires des éléments de réponse à ces facteurs sur l’ADN. Elles 

permettent donc de mesurer simultanément l’activation de plusieurs facteurs à partir d’un 

même extrait de protéines nucléaires. 

8.1.1 Extraction des protéines nucléaires 

 

L’extraction des protéines nucléaires est réalisée grâce au kit commercial TransAm® 

(Active Motif Europe, Rixensart, Belgique), selon les recommandations du fournisseur. 

Brièvement, après une stimulation par l’IL-1β pendant 30 minutes, en présence ou non 

d’ATRA (1 µM), les fibroblastes synoviaux de rat cultivés en flacons de 75 cm2 sont rincés 

avec du PBS froid additionné d’inhibiteurs de phosphatases (PIB). Ensuite, les cellules sont 

grattées sur un lit de glace dans du PBS/PIB (afin de limiter les modifications protéiques de 

type expression, protéolyse, déphosphorylation, …), puis transférées dans des tubes froids, et 

centrifugées pendant 5 minutes à 300g et à 4°C. Le culot cellulaire est repris dans un tampon 

hypotonique afin de libérer le contenu cellulaire et un détergent est ajouté pour faciliter la 

solubilisation des protéines cytoplasmiques. Après centrifugation pendant 30 secondes à 

14000g et à 4°C, le culot, contenant les noyaux, est dissout dans un tampon de lyse 

hypertonique contenant 1 µM de DTT et des inhibiteurs de protéases. Le surnageant, 

contenant, les protéines nucléaires solubles est recueilli après centrifugation pendant 10 

minutes à 14000g et à 4°C, puis il est aliquoté et conservé à -80°C jusqu’à utilisation.  

8.1.2 Quantification des protéines nucléaires 

 

La concentration protéique de chaque extrait nucléaire est déterminée grâce à un kit 

commercial utilisant de l’acide bicinchoninique comme réactif (BCA™ protein assay kit, 

Sigma). Brièvement, les échantillons sont dilués 5 fois dans de l’eau distillée, puis 10 µl sont 
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déposés par puits de plaque 96 puits. Ensuite, 200 µl d’un mélange de 50 volumes de réactif 

A (carbonate de sodium - bicarbonate de sodium -BCA- tartrate de sodium -NaOH 0,1 M, 

Sigma) et d’un volume de réactif B (CuSO4-5 H2O-4 %, Sigma) sont ajoutés dans chaque 

puits, et la plaque est alors agitée 5 secondes avant d’être mise à incuber 30 minutes à 37°C. 

La formation de complexes BCA-cuivre-protéines de couleur violette est quantifiée par la 

mesure de l’absorbance à 550 nm à l’aide d’un lecteur de microplaques Multiskan™ 

(Labsystems). Les concentrations des échantillons sont calculées grâce à une courbe de 

calibration allant de 0 à 1 mg/ml, utilisant comme standard l’albumine sérique bovine (BSA, 

Sigma). Le dosage BCA est linéaire entre 0,2 et 1 mg/ml (données fabricant). 

8.1.3 Principe des puces à facteurs de transcription 

 

Les membranes utilisées (TranSignal Protein/DNA Array I, Panomics, Vignate-Milano, 

Italie) permettent de détecter 56 facteurs de transcription différents, listés dans le Tableau 9. 

Pour ce faire, 56 séquences d’ADN, complémentaires des sites de fixation des facteurs de 

transcription sur l’ADN, sont hybridées sur la membrane (Figure 42). Les extraits nucléaires 

sont mélangés à une solution contenant les séquences consensus des éléments de réponse aux 

facteurs de transcription marquées par la biotine. Les facteurs de transcription présents dans 

les échantillons se fixent aux séquences d’ADN marquées correspondantes, et les sondes 

restées libres sont éliminées. Puis l’ADN marqué est séparé des protéines par dénaturation de 

ces dernières à la chaleur, et est déposé sur les membranes. Les séquences complémentaires 

appariées sont ensuite détectées grâce à l’addition d’un conjugué marqué à la streptavidine-

HRP. La solution de détection engendre un signal lumineux, détecté sur un film 

photosensible, et l’intensité des spots obtenus est mesurée sur l’appareil G:Box et analysée 

grâce au logiciel GeneTools (Syngene). Les intensités lumineuses des spots d’intérêt sont 

normalisées par celle des spots correspondant aux témoins positifs, et les différences entre les 

échantillons sont considérées comme significatives dès lors que leur induction ou leur 

inhibition dépasse un facteur 2. 
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Tableau 9 : Nature et localisation des facteurs de transcription détectés sur la membrane I 
Panomics®. 
Les cases grisées représentent les témoins positifs et les cases laissées blanches les témoins négatifs 
de l’expérience. 
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1. Mélange des sondes pré-marquées

2. Incubation avec les extraits nucléaires

3. Séparation des complexes protéine/ADN

Liaison

Lavage

Élution

4. Hybridation

1. Mélange des sondes pré-marquées

2. Incubation avec les extraits nucléaires

3. Séparation des complexes protéine/ADN

Liaison

Lavage

Élution

4. Hybridation

  

Figure 42 : Représentation schématique de l’expérience de « puces à facteurs de transcription». 
Les sondes, séquences ADN consensus correspondant aux éléments de réponse des facteurs de 
transcription à étudier, sont préalablement marquées à la biotine, puis sont mises en contact avec les 
extraits nucléaires. Les complexes ADN/protéines se forment, puis l’ensemble est déposé sur une 
colonne permettant d’éliminer par lavage les sondes non hybridées. L’élution permet de récupérer les 
complexes ADN/protéines, puis ceux-ci sont dissociés. Enfin, les sondes marquées libérées des 
protéines sont ajoutées sur une membrane où sont disposées des séquences ADN complémentaires aux 
séquences des sondes.  
D’après http://www.panomics.com 
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8.1.4 Réalisation 

 

Dans un premier temps, les membranes sont conditionnées par ajout de 25 ml de tampon 

de prétraitement I à 45°C pendant 5 minutes, puis de 25 ml de tampon de prétraitement II à 

45°C pendant 10 minutes. Les membranes sont ensuite lavées 3 fois 30 secondes avec de 

l’eau distillée, puis incubées pendant 2 heures à 42°C avec du tampon d’hybridation. Les 

extraits nucléaires (5 µg) sont mis en contact avec les sondes marquées pendant 30 minutes à 

15°C. Afin d’éliminer les sondes qui n’ont pas fixé de protéines, les échantillons sont placés 

sur une colonne préalablement conditionnée avec du tampon d’incubation. Les colonnes sont 

incubées 30 minutes dans la glace, puis différents lavages permettent d’éliminer les sondes 

restées libres. Enfin, un tampon d’élution est ajouté, et une centrifugation d’une minute à 

9700g permet de recueillir les sondes marquées liées aux facteurs de transcription. Les sondes 

marquées sont dénaturées par chauffage à 95°C pendant 3 minutes, puis sont déposées 2 

minutes dans la glace. La dernière étape, l’hybridation, met en contact les sondes marquées et 

les séquences ADN complémentaires fixées sur la membrane pendant une nuit à 42°C. Le 

lendemain, après plusieurs lavages, les membranes sont incubées pendant 15 minutes avec du 

tampon de blocage à température ambiante, puis 20 µl de conjugué streptavidine-HRP sont 

ajoutés sur chaque membrane pendant 15 minutes à température ambiante. Après 3 lavages 

successifs de 8 minutes à température ambiante avec du tampon de lavage, 20 ml de tampon 

de détection sont ajoutés, et les membranes sont incubées 5 minutes à température ambiante. 

Enfin, 250 µl de solution I, 250 µl de solution II, et 2 ml de solution III sont ajoutés sur les 

membranes. Celles-ci sont placées entre 2 feuilles plastiques, dans une cassette à fond noir, 

avec un film autoradiographique. Le temps d’exposition est ajusté afin que les spots 

correspondant aux contrôles positifs présentent un signal d’intensité égale tout en minimisant 

le bruit de fond. Un exemple de résultat d’une puce à facteurs de transcription est présenté sur 

la Figure 43. 

 

Figure 43 : Exemple de révélation par film autoradiographique d’une puce à facteurs de 
transcription (TranSignal Protein/DNA Array I). 
Les témoins positifs sont situés au niveau de la dernière colonne et de la dernière ligne. 
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8.2 Mesure de l’activation de facteurs de transcription par méthode 

immunoenzymatique (TransAm®) 

 

L’étude des effets des rétinoïdes sur l’activation des facteurs de transcription AP-1, 

NF-κB et NF-IL-6 a été réalisée par une méthode ELISA (TransAm®, Active Motif Europe, 

Rixensart, Belgique), à partir de protéines nucléaires extraites de chondrocytes de rat ou 

humains, ou de fibroblastes synoviaux de rat. Cette méthode fait appel à la technologie 

« sandwich » dans laquelle le facteur de transcription se lie à un oligonucléotide 

correspondant à la séquence consensus de son élément de réponse, immobilisé au fond d’un 

puits de plaque de microtitration, puis est révélé à l’aide d’un anticorps primaire et d’un 

conjugué marqué à la peroxydase du raifort (HRP). 

Brièvement, entre 2 et 10 µg de protéines nucléaires extraites et dosées par les techniques 

mentionnées précédemment (cf.  8.1.1 et  8.1.2), contenant les facteurs de transcription AP-1, 

NF-κB et NF-IL-6 sont ajoutés dans un volume de 20 µl dans un puits d’une plaque 96 puits, 

où sont fixés des oligonucléotides correspondant à l’élément de réponse à AP-1 TRE (TPA-

response element, 5’-TGAGTCA-3’), à l’élément de réponse à NF-κB (5’- GGGACTTTCC-

3’) et à l’élément de réponse à NF-IL-6 (5’-GCAAT-3’). Après une heure d’incubation à 

température ambiante sous légère agitation, les puits sont lavés trois fois avec du tampon de 

lavage (100 mM PBS à pH 7,5, 500 mM de NaCl et 1 % de Tween 20), puis sont incubés 

pendant une heure à température ambiante avec un anticorps primaire dirigé contre c-Jun 

(1:500ème), c-Fos (1:1000ème), p65 (NF-κB) (1:1000ème) ou contre NF-IL-6 (1:1500ème). Après 

3 autres lavages, la présence des complexes éléments de réponse / NF-κB ou NF-IL-6 ou 

AP-1 est révélée par une incubation d’une heure à température ambiante avec un anticorps 

secondaire conjugué à l’HRP. Après 4 derniers lavages, 100 µl de solution de développement 

(solution du substrat 3,3’,5,5’-tétraméthylbenzidine dilué dans du DMSO à 1 %) sont ajoutés 

à chaque puits et la réaction est stoppée après 5 minutes d’incubation dans l’obscurité par 

l’ajout de 100 µl d’H2SO4 à 0,5 M. La quantité de protéines NF-κB (p65), NF-IL-6 ou AP-1 

(c-Jun ou c-Fos) contenue dans les extraits nucléaires est quantifiée par la mesure de 

l’absorbance à 450 nm sur le lecteur de microplaques Multiskan™ (Labsystems). La 

spécificité de cette expérience est contrôlée par la démonstration que l’addition d’un excès de 

sonde native (20 pmol/puits) inhibe la liaison des facteurs de transcription au fond des puits, 

alors qu’un excès de sonde mutée est inactif sur la fixation des facteurs de transcription dans 

les puits.  
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9 Mesure de l’activité Histone Désacétylase 
 

L’activité Histone Désacétylase (HDAC) a été étudiée dans des protéines nucléaires 

extraites de fibroblastes synoviaux de rat par une méthode colorimétrique (BioVision, 

Mountain View, Californie, USA), selon les recommandations du fournisseur. Dans ce kit, les 

échantillons sont incubés avec un substrat chromogénique comportant une chaîne latérale de 

lysines acétylées. La désacétylation de ce substrat génère un chromophore qui réagit avec la 

solution de développement (« Lysine Developer ») pour produire une coloration jaune dont 

l’intensité est mesurée par spectrophotométrie.  

Brièvement, 10 µg d’extraits de protéines nucléaires ou totales sont dilués dans 85 µl d’eau et 

sont déposés dans un puits de plaque 96 puits. Des contrôles positifs (extraits nucléaires de 

cellules HeLa fournis dans le kit, connus pour développer une forte activité HDAC), ainsi que 

des contrôles négatifs (échantillon de l’expérimentation auquel est ajouté de la trichostatine, 

inhibiteur d’activité HDAC) sont également déposés dans les puits voisins. Après avoir ajouté 

le tampon de réaction contenant le substrat acétylé, la plaque est incubée pendant une heure à 

37°C. Ensuite, la réaction de désacétylation est stoppée par ajout de 10 µl de lysine developer. 

Après une incubation supplémentaire de 30 minutes à 37°C, l’intensité de la coloration est 

mesurée sur un lecteur de microplaques à 405 nm. L’activité HDAC (µM de produit 

formé/mg de protéines nucléaires/minute) est calculée grâce à une gamme de standard 

désacétylé réalisée dans les mêmes conditions que l’expérience.  

10 Invalidation de l’expression des isotypes RAR par la technique des  
siRNA 

10.1 Dessin des siRNAs 

 
Les siRNAs, ARNs double brins de 19 paires de bases, ont été dessinés par la société 

Eurogentech (Seraing, Belgique), et les séquences utilisées sont les suivantes (5’-3’) : 

 

-RAR-α : GCA-GUU-UCG-GAA-GAG-AUA-G / ACU-AUC-UCU-UCC-GAA-CUG-C 

-RAR-β : CUA-GCU-ACU-GGC-UUC-AAG-A / UCU-UGA-AGC-CAG-UAG-CUA-G 

-RAR-γ : GCC-UUC-UUC-CUU-UAC-CUC-C / GGA-GGU-AAA-GGA-AGA-AGG-C 

Ils sont conservés à -20°C, aliquotés à 0,2 µg/ml, soit 10 µM. 
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10.2 Transfection transitoire 

 

Lorsque les fibroblastes synoviaux de rat atteignent 50 % de confluence, ils sont 

transfectés avec de l’X-tremeGENE (Roche Molecular). Ce polymère possède une très grande 

densité de charge cationique et permet une complexation de l’ARN par formation de liaisons 

ioniques. Lorsqu’un excès de polymère est ajouté à l’ARN, des complexes macromoléculaires 

chargés positivement sont formés et ces lipoplexes sont alors capables d’interagir avec les 

membranes plasmiques des cellules, avant d’être endocytés. 

La transfection est réalisée avec des siRNA-RAR-α, -β et -γ à une concentration finale de 

40 nM, dans du milieu de culture dépourvu de SVF, d’antibiotiques et d’antifongique. Le 

réactif X-tremeGENE est dilué dans ce milieu de culture, puis il est ajouté au tube contenant 

les siRNAs également dilués dans du milieu de culture sans SVF. Le mélange est incubé 15 

minutes avant d’être réparti dans les plaques de culture préalablement lavées au PBS. Deux 

heures plus tard, le surnageant est éliminé et remplacé par du milieu de culture à 2 % de SVF. 

24 heures plus tard, les cellules sont stimulées par IL-1β en présence ou non d’ATRA pendant 

6 heures. 

11 Étude statistique 
 

Les données sont exprimées par la moyenne ± écart-type pour trois expériences 

indépendantes. Les comparaisons entre les échantillons ont été réalisées par l’analyse de la 

variance (ANOVA), suivie d’un test post-hoc de Fischer PLSD (protected least-square 

difference), grâce au logiciel Statview® 5.0 (SAS Institue Inc., USA). Une valeur de P 

inférieure à 0,05 est considérée comme statistiquement significative. 
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Chapitre 1 : Études préliminaires 

1 Caractérisation des populations cellulaires 

1.1 Population synoviocytaire 

 

Dans un premier temps, nous avons caractérisé les phénotypes des cellules en culture, afin 

de nous assurer qu’il s’agissait de fibroblastes synoviaux et que la culture n’était pas 

contaminée par des macrophages. Nous avons donc mesuré les niveaux d’ARNm de la 

synovioline et de la cadhérine-11 (marqueurs des synoviocytes) et du CD14 (marqueur des 

macrophages) (Figure 44). Les fibroblastes synoviaux de rat (Figure 44A) ou humains 

(Figure 44C) en passage P4 expriment de façon importante la synovioline et la cadhérine-11, 

mais très peu le marqueur macrophagique CD14. Dans les synoviales de rat, choisies comme 

représentatives des cellules synoviales résidentes (macrophages et synoviocytes), l’expression 

de CD14 est importante, comme celles de la synovioline et de la cadhérine-11 (Figure 44B). 

Ces résultats confirment que notre population cellulaire est représentative de fibroblastes 

synoviaux, ce qui est cohérent avec le pourcentage très faible de cellules de type 

macrophagique rapporté après plusieurs repiquages successifs de cellules par digestion 

enzymatique de tissu synovial (Bonnet C. et al., 1995, Fahmi H. et al., 2002). 
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Figure 44 : Caractérisation de la population cellulaire synoviocytaire. 
Les ARN totaux ont été extraits à partir de cellules synoviales (CS) de rat (A), de synoviales de rat (B) 
ou de cellules synoviales humaines (C) en 4ème passage ou de synoviales de rat non inflammatoires, 
puis ont été mesurés par RT-PCR en temps réel. Les résultats sont exprimés par la moyenne ± écart-
type des niveaux d’ARNm de trois points expérimentaux indépendants de la synovioline et de la 
cadhérine-11 (marqueurs des synoviocytes) ou du CD-14 (marqueur cellulaire de surface des cellules 
macrophagiques) normalisés sur celui de la protéine ribosomale RP29. 
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1.2 Population chondrocytaire 

 

Nous avons également étudié le phénotype des populations chondrocytaires en mesurant 

les niveaux d’ARNm des collagènes de type IIA1 (marqueur des chondrocytes), IA2 

(marqueur des chondrocytes dédifférenciés) et XA1 (marqueur des chondrocytes 

hypertrophiques). Les chondrocytes de rat en passage P2 expriment de façon importante le 

collagène de type II, très peu le collagène de type I et pas du tout le collagène de type X 

(Figure 45A). Ceci démontre que cette population cellulaire est exempte de chondrocytes 

hypertrophiques ou dédifférenciés. Dans les chondrocytes humains, le collagène de type II est 

également exprimé de façon importante, alors que le collagène de type X n’a pas été détecté 

(Figure 45B). Cependant, nous avons également observé une forte expression du collagène de 

type I (Figure 45B). Ces résultats suggèrent que la population humaine comprend des cellules 

dédifférenciées, ce qui peut s’expliquer par l’origine arthrosique des prélèvements. 
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Figure 45 : Caractérisation de la population cellulaire chondrocytaire. 
Les ARN totaux ont été extraits à partir de chondrocytes de rat (A) ou humains (B) en 2ème passage 
puis ont été mesurés par RT-PCR en temps réel. Les résultats sont exprimés par la moyenne ± écart-
type des niveaux d’ARNm de trois points expérimentaux indépendants des collagènes de type IA2, IIA1 
et XA1 (respectivement marqueurs des chondrocytes dédifférenciés, « normaux » et hypertrophiques) 
normalisés sur celui de la protéine ribosomale RP29. ND : non détectable. 

2 Vérification de la fonctionnalité de l’ATRA et du 9-cis RA dans 
notre système expérimental 

 

Dans un second temps, nous avons vérifié la fonctionnalité des principaux rétinoïdes 

utilisés, par la mesure de leur capacité à induire l’expression de gènes cibles. Les fibroblastes 

synoviaux de rat ont été incubés pendant 6 heures en présence d’1 µM d’ATRA ou de 9-cis 

RA, concentrations utilisées par la suite dans nos expériences. Comme le montre la Figure 

46, le 9-cis RA et l’ATRA induisent fortement l’expression du gène cible de RAR, RAR-β, 

par rapport au témoin (respectivement 25 et 35 fois). Ces résultats démontrent que, aux 
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concentrations utilisées, l’ATRA et le 9-cis RA sont bien capables de déclencher des 

évènements RAR dépendants. 
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Figure 46 : Effet des rétinoïdes sur l’expression de RAR-ββββ (gène cible RAR). 
Les cellules sont incubées pendant 6 heures en présence d’1 µM d’ATRA ou de 9-cis RA. Le niveau 
d’ARNm de RAR-β est mesuré par RT-PCR en temps réel et normalisé sur celui de la protéine 
ribosomale RP29. Les résultats sont exprimés par la moyenne ± écart-type de trois valeurs. Les 
différences statistiquement significatives par rapport aux témoins sont indiquées par le symbole * : 
P<0,05. 

3 Tests de viabilité cellulaire 
 

Comme le montre la Figure 47, ni l’ATRA, ni le 9-cis RA, ni le BMS-649 n’induisent de 

mortalité significative aux concentrations choisies dans les différents types cellulaires : 

fibroblastes synoviaux de rat (Figure 47A) ou humains (Figure 47B), chondrocytes de rat 

(Figure 47C) ou humains (Figure 47D). 
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Figure 47 : Effet des rétinoïdes sur la viabilité de cellules articulaires stimulées par de l’IL-1 
recombinante homologue.  
(A) fibroblastes synoviaux de rat, (B) fibroblastes synoviaux humains, (C) chondrocytes de rat, (D) 
chondrocytes humains. 
Les cellules sont stimulées pendant 24 heures par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue, en 
présence ou non d’1 µM d’ATRA, d’1 µM de 9-cis RA ou de 0,3 µM de BMS-649. Puis le réactif MTT 
est ajouté pendant 4 heures supplémentaires, et la lecture de l’absorbance à 580 nm est effectuée 
après 24 heures de dissolution des cristaux de formazan dans du SDS/DMF. Les résultats sont 
représentés en pourcentage de survie des cellules par rapport aux cellules témoins.
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Chapitre 2 : Étude des potentialités anti-cytokines des 
rétinoïdes dans les fibroblastes synoviaux de 
rat 

1 Expression basale et effet de l’IL-1ββββ sur l’expression des 
récepteurs RAR et RXR  

1.1 Récepteurs RAR 

 
Comme présenté dans la Figure 48, tous les isotypes de RAR sont exprimés sous forme 

de transcrits (ARNm) (Figure 48A) et de protéines (Figure 48B) dans les fibroblastes 

synoviaux de rat, en conditions basales. En réponse à une stimulation de 6 à 24 heures par 10 

ng/ml d’IL-1β recombinante homologue, leur expression est diminuée de 30 à 55 % pour 

l’isotype -α, de 15 à 60 % pour l’isotype -β et de 10 à 25 % pour l’isotype -γ.  
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Figure 48 : Expression basale et effet de l’IL-1ββββ sur l’expression des isotypes RAR dans les 
fibroblastes synoviaux de rat. 
Les cellules sont stimulées par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue pendant 6, 12 ou 24 heures 
pour l’expression génique (A) et pendant 24 heures (C pour contrôle) pour l’expression protéique (B). 
Les résultats sont exprimés par la moyenne ± écart-type des niveaux d’ARNm quantifiés par RT-PCR 
en temps réel de trois points expérimentaux indépendants, normalisés sur celui de la protéine 
ribosomale RP29. Les différences statistiquement significatives par rapport aux témoins sont 
indiquées par le symbole * : P<0,05. Les histogrammes représentent l’analyse densitométrique de 
l’expression des protéines RAR-α, RAR-β et RAR-γ normalisée sur celle de la β-actine (B). 

1.2 Récepteurs RXR 

 

Les récepteurs RXR-α et RXR-β sont également exprimés en conditions basales dans les 

fibroblastes synoviaux de rat sous forme de transcrits (ARNm) (Figure 49A) et de protéines 

(Figure 49C). L’expression de RXR-α et RXR-β n’est pas affectée par la stimulation par 

l’IL-1β . En revanche, l’isotype RXR-γ n’a pu être mis en évidence par aucune des techniques 
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employées (Figure 49B). Les amorces utilisées pour étudier l’expression de RXR-γ par PCR 

ont été testées avec succès sur des tissus (cortex, tissus adipeux, de cœur) connus pour 

exprimer l’isoforme -γ (Figure 49B) ce qui démontre que l’absence d’expression 

synoviocytaire de RXR-γ n’est pas due à un manque de spécificité des amorces.  
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Figure 49: Expression basale et effet de l’IL-1ββββ sur l’expression des isotypes RXR dans les 
fibroblastes synoviaux de rat. 
Les cellules sont stimulées par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue pendant 6, 12 ou 24 heures 
pour l’expression génique (A) et pendant 24 heures (C pour contrôle) pour l’expression protéique (C). 
Les résultats sont exprimés par la moyenne ± écart-type des niveaux d’ARNm quantifiés par RT-PCR 
en temps réel de trois points expérimentaux indépendants, normalisés sur celui de la protéine 
ribosomale RP29. Les histogrammes représentent l’analyse densitométrique de l’expression des 
protéines RXR-α et RXR-β normalisée sur celle de la β-actine (C). (B) Contrôle de l’expression 
génique de RXR-γ dans des tissus cibles chez le rat, et absence d’expression dans les cellules 
synoviales (non détectable : ND). 

2 Effet des rétinoïdes sur l’expression des cytokines pro-
inflammatoires 

2.1 Effet de l’acide 9-cis rétinoïque (9-cis RA, co-agoniste RAR/RXR) 

 

Dans un premier temps, nous avons testé l’effet du rétinoïde activant à la fois les 

récepteurs RAR et RXR, le 9-cis RA, dans notre système. Les fibroblastes synoviaux de rat 

ont été stimulés pendant 6 ou 24 heures par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue en 

présence ou non d’1 µM de 9-cis RA (Figure 50). Les niveaux d’ARNm correspondant à 
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l’IL-1β , au TNF-α, et à l’IL-6, ainsi que les médiateurs correspondants ne sont pas détectés en 

conditions basales, mais sont fortement exprimés en réponse à l’IL-1β. Bien que les niveaux 

d’ARN stimulés par l’IL-1β du TNF-α, de l’IL-1β et de l’IL-6 semblent comparables, le taux 

d’induction de ces gènes par l’IL-1β est cependant 11 fois supérieur pour l’IL-6 que pour le 

TNF-α, et 55 fois plus élevé pour l’IL-6 que pour l’IL-1β. De plus, en réponse à l’IL-1, la 

production de cytokines est 1000 fois supérieure pour l’IL-6 que pour le TNF-α.  

Le 9-cis RA n’affecte ni le niveau basal des ARNm des gènes d’intérêt (Figure 50A) ni de la 

production des médiateurs correspondants (Figure 50B). En revanche, dans les fibroblastes 

synoviaux stimulés par l’IL-1β, le 9-cis RA diminue l’expression du TNF-α, de l’IL-6 ou de 

l’IL-1β  de 70 à 80 %, et la production de TNF-α ou d’IL-6 de 30 à 80 % par rapport aux 

contrôles. Dans notre système expérimental, la production d’IL-1β n’a pas pu être mesurée à 

cause du stimulus utilisé (IL-1β recombinante homologue). 
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Figure 50 : Effet de l’acide 9-cis rétinoïque sur les cytokines induites par l’IL-1ββββ dans les 
fibroblastes synoviaux de rat. 
Les cellules sont stimulées par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue pendant 6 heures 
(expression génique) ou 24 heures (production des médiateurs), en présence ou non d’1 µM de 9-cis 
RA (co-agoniste RAR/RXR). Le niveau d’ARNm du TNF-α, de l’IL-6 et de l’IL-1β  est mesuré par RT-
PCR en temps réel et normalisé sur celui de la protéine ribosomale RP29 (A), et la production de 
TNF-α (pg/ml) et d’IL-6 (ng/ml) est étudiée par dosage ELISA dans les surnageants de culture (B). 
Les résultats sont exprimés par la moyenne ± écart-type des niveaux d’ARNm de trois points 
expérimentaux indépendants. Les différences statistiquement significatives par rapport aux témoins 
sont indiquées par le symbole * : P<0,05, et par rapport aux cellules stimulées par de l’IL-1β par le 
symbole # : P<0,05. 
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2.2 Effet d’une co-stimulation par l’acide 9-cis rétinoïque (9-cis RA) et 

un agoniste PPAR-γ (Rosi) 

 
Comme PPAR est l’hétéropartenaire de RXR, nous avons recherché si un agoniste 

PPAR-γ (rosiglitazone ou Rosi) pouvait potentialiser les effets anti-cytokines du 9-cis RA. 

Les fibroblastes synoviaux de rat ont été stimulés pendant 6 heures par 10 ng/ml d’IL-1β 

recombinante homologue en présence ou non de 10 µM de Rosi et/ou 1 µM de 9-cis RA 

(Figure 51). La concentration de 10 µM de rosiglitazone (Rosi) a déjà été démontrée au 

laboratoire comme étant susceptible d’activer les PPARs dans les cellules articulaires de rat 

(Bianchi A. et al., 2005, Moulin D. et al., 2005). La stimulation des cellules par l’IL-1β induit 

l’expression des deux cytokines pro-inflammatoires étudiées (TNF-α et IL-6). La Rosi seule 

n’a pas d’effet sur l’expression induite du TNF-α (Figure 51A), alors qu’elle augmente 

l’expression induite de l’IL-6 d’environ deux fois (Figure 51B). Le 9-cis RA seul inhibe 

l’expression induite des deux cytokines, de 30 à 50 % (Figure 51A et B), mais le co-

traitement par la Rosi et le 9-cis RA ne potentialise pas son effet inhibiteur sur l’expression du 

TNF-α et antagonise même son effet sur l’expression de l’IL-6. Cette expérience démontre 

que le 9-cis RA et la Rosi n’agissent pas de façon synergique sur l’expression des cytokines 

pro-inflammatoires et qu’ils peuvent même exercer des effets contraires. Ceci suggère que 

l’action anti-cytokine du 9-cis RA serait indépendante de PPAR. 
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Figure 51 : Effet du co-traitement par la rosiglitazone (Rosi) et l’acide 9-cis rétinoïque (9-cis RA) 
sur l’expression des cytokines induites par l’IL-1ββββ dans des fibroblastes synoviaux de rat. 
Les cellules sont stimulées par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue pendant 6 heures en 
présence ou non de 10 µM de Rosi (agoniste PPAR-γ) et/ou d’1 µM de 9-cis RA (co-agoniste 
RAR/RXR). Les niveaux d’ARNm du TNF-α (A) et de l’IL-6 (B) sont mesurés par RT-PCR en temps 
réel et normalisés sur celui de la protéine ribosomale RP29. Les résultats sont exprimés par la 
moyenne ± écart-type des valeurs issues de trois points expérimentaux indépendants. Les différences 
statistiquement significatives par rapport aux témoins sont indiquées par le symbole * : P<0,05, et par 
rapport aux cellules stimulées par l’IL-1β par le symbole # : P<0,05. 
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2.3 Effet de l’acide tout-trans rétinoïque (ATRA, agoniste RAR) et du 
BMS-649 (agoniste RXR)  

 

Les résultats précédents ayant démontré que le 9-cis RA diminuait la production induite 

de cytokines pro-inflammatoires indépendamment de PPAR, nous avons étudié la 

contribution respective des récepteurs RAR et RXR dans cet effet. 

Les fibroblastes synoviaux de rat ont été stimulés pendant 6 ou 24 heures par 10 ng/ml 

d’IL-1β  recombinante homologue, en présence ou non d’un agoniste RAR, l’ATRA, et/ou 

d’un agoniste RXR, le BMS-649. L’ATRA et/ou le BMS-649 ne modifient pas l’expression 

basale des gènes d’intérêt (Figure 52A et A’), ni la production des médiateurs correspondants 

(Figure 52B et B’). Dans les fibroblastes synoviaux stimulés par IL-1β, l’ATRA (agoniste 

RAR) diminue l’expression (ARNm) des trois cytokines de 70 à 80 % (Figure 52A et A’) 

ainsi que la production des médiateurs correspondants de 30 à 80 % (Figure 52B et B’). Le 

BMS-649 (agoniste RXR) n’induit qu’un effet inhibiteur faible sur l’expression et la 

production du TNF-α (25 %) et sur l’expression de l’IL-1β (35 %), et ne modifie ni 

l’expression ni la production d’IL-6. Une co-incubation par l’ATRA et le BMS-649 amène à 

des résultats identiques par rapport à une stimulation par l’ATRA seul sur l’expression des 

cytokines, ou même augmente la production d’IL-6 (Figure 52A, A’, B et B’). Ces résultats 

suggèrent que l’effet anti-cytokine du 9-cis RA ne serait pas secondaire à l’activation du 

dimère PPAR/RXR, car dans ce cas le BMS-649 aurait dû reproduire ces effets. Il semble 

également que l’effet inhibiteur du 9-cis RA ne soit pas dû au dimère RAR/RXR, auquel cas 

la co-stimulation par l’ATRA et le BMS-649 aurait potentialisé l’effet inhibiteur de l’ATRA. 
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Figure 52 : Effet des rétinoïdes sur les cytokines induites par l’IL-1ββββ dans les fibroblastes 
synoviaux de rat. 
Les cellules sont stimulées par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue pendant 6 heures 
(expression génique) ou 24 heures (production des médiateurs), en présence ou non d’1 µM d’ATRA 
(agoniste RAR) et/ou de 0,3 µM de BMS-649 (agoniste RXR). Les niveaux d’ARNm du TNF-α, de 
l’IL-1 β (A) et de l’IL-6 (A’ ) sont mesurés par RT-PCR en temps réel et normalisés sur celui de la 
protéine ribosomale RP29 et les productions de l’IL-6 (ng/ml) (B) et du TNF-α (pg/ml) (B’ ) sont 
étudiées par dosage ELISA dans les surnageants de culture. Les résultats sont exprimés par la 
moyenne ± écart-type des valeurs issues de trois points expérimentaux indépendants. Les différences 
statistiquement significatives par rapport aux témoins sont indiquées par le symbole * : P<0,05, et par 
rapport aux cellules stimulées par de l’IL-1β par le symbole # : P<0,05. 

2.4 Effet dose de l’ATRA 

 

L’effet inhibiteur de l’ATRA étant comparable à celui du 9-cis RA, nous avons exploré 

les potentialités pharmacologiques liées à l’activation des récepteurs RAR. Les fibroblastes 

synoviaux de rat ont été stimulés pendant 6 ou 24 heures par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante 

homologue en présence ou non de concentrations croissantes d’ATRA (Figure 53). L’IL-1β 

induit l’expression du TNF-α (Figure 53A), de l’IL-6 (Figure 53B) et de l’IL-1β (Figure 

53C), dont ni les transcrits ni les médiateurs ne sont détectés en conditions basales. L’ATRA 

exerce un effet inhibiteur dose-dépendant sur l’expression induite des transcrits des cytokines, 

mais également, à partir d’1 µM, sur la production des médiateurs correspondants.  
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Pour la suite des expériences, nous avons choisi la dose d’1 µM, qui permet d’obtenir un effet 

inhibiteur significatif sur l’expression et la production des cytokines étudiées, tout en limitant 

la probabilité d’apparition d’effets non spécifiques (indépendants d’une cytotoxicité, cf. 

Figure 47) associés aux fortes concentrations de ligands. 
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Figure 53 : Effet-dose de l’ATRA sur l’expression des cytokines induites par l’IL-1ββββ dans des 
fibroblastes synoviaux de rat. 
Les cellules sont stimulées par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue pendant 6 heures 
(expression génique) ou 24 heures (production des médiateurs) en présence ou non d’ATRA (0,001 à 
10 µM). Les niveaux d’ARNm du TNF-α (A), de l’IL-6 (B) et de l’IL-1β (C) sont quantifiés par RT-
PCR en temps réel et normalisés sur celui de la protéine ribosomale RP29. La production de TNF-α 
et d’IL-6 est mesurée par dosage ELISA dans les surnageants de culture (A et B). Les résultats sont 
exprimés par la moyenne ± écart-type des niveaux d’ARNm ou des médiateurs de trois points 
expérimentaux indépendants. Les différences statistiquement significatives par rapport aux témoins 
sont indiquées par le symbole * : P<0,05, et par rapport aux cellules stimulées par de l’IL-1β par le 
symbole # : P<0,05. 
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3 Effet de l’ATRA sur la régulation des cytokines pro-inflammatoires 
induites l’IL-1ββββ 

3.1 Effet de l’ATRA sur la régulation transcriptionnelle 

 

Nous avons ensuite cherché à savoir si les effets inhibiteurs de l’ATRA pouvaient être dus 

à une modification de la stabilité des ARNm du TNF-α, de l’IL-6 et de l’IL-1β. Le Tableau 

10 confirme l’effet inducteur de l’IL-1β et l’effet inhibiteur de l’ATRA sur les expressions du 

TNF-α, de l’IL-6 et de l’IL-1β au temps 0 (T0). Après 3 heures d’incubation (T3) avec de 

l’actinomycine (ACTD), tous les niveaux d’ARNm sont diminués par rapport à ceux mesurés 

à T0, ce qui correspond à la dégradation naturelle des ARNm au cours du temps. Cependant, 

le pourcentage de décroissance des ARNm est comparable  que les échantillons stimulés par 

l’IL-1 aient été ou non incubés avec l’ATRA (environ 97 % pour le TNF-α, 63 % pour l’IL-

1β et 20 % pour l’IL-6). Ceci indique que l’inhibition de l’expression induite du TNF-α, de 

l’IL-6 et de l’IL-1β  par l’ATRA ne résulte pas d’une diminution de la stabilité des ARNm 

correspondants. 

 

Tableau 10 : Effet de l’ATRA sur la régulation transcriptionnelle impliquée dans la répression des 
cytokines pro-inflammatoires induites par l’IL-1ββββ dans des fibroblastes synoviaux de rat. 
Les cellules sont pré-stimulées pendant 4 heures par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue en 
présence ou non d’1 µM d’ATRA. La transcription est alors stoppée au temps 0 (T0) par l’addition de 
3 µM d’actinomycine D (ACTD), et les niveaux d’ARNm du TNF-α, de l’IL-6 et de l’IL-1β sont 
évalués au temps 0 (T0) et après 3 heures (T3) par RT-PCR en temps réel et normalisés sur celui de la 
protéine ribosomale RP29. Les résultats sont exprimés par la moyenne ± écart-type des niveaux 
d’ARN de trois points expérimentaux indépendants.  

 

0,16 ± 0,00

0,72 ± 0,18

24 10-5 ± 4 10-5

T 0 

IL-6 ARNm / RP29

0,12 ± 0,02

0,59 ± 0,05

8 10-5 ± 1 10-5

T 3

0,12 ± 0,02 0,32 ± 0,050,06 ± 0,002,37 ± 0,01ATRA + IL-1β

0,50 ± 0,08 1,40 ± 0,490,14 ± 0,025,61 ± 1,17IL-1β

0,02 ± 0,010,07 ± 0,040,02 ± 0,010,32 ± 0,02 Témoin

T 3 T 0T 3T 0 

IL-1 ββββ ARNm / RP29TNF-α α α α ARNm / RP29
ACTD

0,16 ± 0,00

0,72 ± 0,18

24 10-5 ± 4 10-5

T 0 

IL-6 ARNm / RP29

0,12 ± 0,02

0,59 ± 0,05

8 10-5 ± 1 10-5

T 3

0,12 ± 0,02 0,32 ± 0,050,06 ± 0,002,37 ± 0,01ATRA + IL-1β

0,50 ± 0,08 1,40 ± 0,490,14 ± 0,025,61 ± 1,17IL-1β

0,02 ± 0,010,07 ± 0,040,02 ± 0,010,32 ± 0,02 Témoin

T 3 T 0T 3T 0 

IL-1 ββββ ARNm / RP29TNF-α α α α ARNm / RP29
ACTD

 

3.2 Effet de l’ATRA sur la régulation traductionnelle 

 

Afin d’examiner si l’effet suppresseur de l’ATRA sur les expressions induites du TNF-α, 

de l’IL-6 et de l’IL-1β est dépendante ou non d’une synthèse protéique de novo, les 

fibroblastes synoviaux ont été stimulés pendant 6 heures par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante 
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homologue, en présence ou non d’1 µM d’ATRA et de 30 µM de cycloheximide (CHX, 

inhibiteur de l’étape de traduction). Le Tableau 11 confirme les effets opposés de l’IL-1β et 

de l’ATRA sur l’expression du TNF-α, de l’IL-6 et de l’IL-1β, mais démontre également que 

l’effet stimulant de l’IL-1β est inhibé par le CHX, et requiert donc une néo-synthèse 

protéique. Par conséquent, il n’est pas possible d’interpréter les résultats de l’ATRA en 

présence du CHX, puisque le stimulus cytokinique n’est plus efficace. 

 

Tableau 11 : Effet de l’ATRA sur la régulation traductionnelle des cytokines pro-inflammatoires 
induites par l’IL-1ββββ. 
Les fibroblastes synoviaux sont stimulés pendant 6 heures (T6) par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante 
homologue en présence ou non d’1 µM d’ATRA et 30 µM de cycloheximide (CHX). Les niveaux 
d’ARNm du TNF-α, de l’IL-6 et de l’IL-1β sont évalués par RT-PCR en temps réel et normalisés par 
celui de la protéine ribosomale RP29. Les résultats sont exprimés par la moyenne ± écart-type des 
niveaux d’ARN de trois points expérimentaux indépendants. Les différences statistiquement 
significatives par rapport aux témoins sont indiquées par * : P<0,05, par rapport aux cellules 
stimulées par IL-1β, par # : P<0,05, par rapport aux cellules non stimulées par IL-1β et traitées par 
CHX, par † : P<0,05. 
 

0,30 ± 0,04 #

0,01 ± 0,01

0,74 ± 0,01 *

0,01 ± 0,01

T 6 (sans CHX)

IL-6 ARNm / RP29

0,02 ± 0,04 

0,01 ± 0,01

0,03 ± 0,01 †

0,01 ± 0,01

T 6 (avec CHX)

0,23 ± 0,02 #

0,03 ± 0,03

1,26 ± 0,10 *

0,01 ± 0,01

T 6 (sans CHX)

IL-1 ββββ ARNm / RP29

0,03 ± 0,01 

0,01 ± 0,01

0,03 ± 0,01 †

0,01 ± 0,01

T 6 (avec CHX)

0,01 ± 0,010,01 ± 0,01ATRA

0,31 ± 0,010,29 ± 0,03 #ATRA + IL-1β

0,35± 0,01 †1,32 ± 0,12 *IL-1β
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4 Effet de l’ATRA sur l’ensemble des facteurs de transcription 
activés par l’IL-1ββββ 

 

La capacité de l’ATRA à supprimer les effets activateurs de l’IL-1β sur de nombreux 

facteurs de transcription a été étudiée par la technique des puces à oligonucléotides. Les 

fibroblastes synoviaux de rat sont stimulés pendant 30 minutes par 10 ng/ml d’IL-1β 

recombinante homologue en présence ou non d’1 µM d’ATRA. L’analyse des extraits 

nucléaires montre qu’un grand nombre de facteurs de transcription est activé par l’IL-1β, dont 

les facteurs pro-inflammatoires AP-1 et NF-κB, mais également des facteurs intervenant dans 

la prolifération cellulaire, comme myc-max ou ETS-1 (E26 Transformation-specific 

Sequence), dans la médiation des effets de l’interféron, comme STAT-3 et -4 (signal 

transducer and activator of transcription), ou dans les métabolismes glucidique et lipidique, 

comme USF-1 (upstream stimulatory factor-1) (Figure 54 et Tableau 12A). 
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Figure 54 : Effet de l’ATRA sur l’activation de nombreux facteurs de transcription dans des 
fibroblastes synoviaux de rat. 
Les cellules sont stimulées pendant 30 minutes par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue en 
présence ou non d’1 µM d’ATRA. L’activation des facteurs de transcription est étudiée sur des extraits 
nucléaires par la technique des puces à facteurs de transcription (Panomics). 
 

L’effet de l’ATRA sur les cellules stimulées par l’IL-1β diffère suivant les facteurs de 

transcription étudiés. En effet, l’activité de quelques facteurs de transcription est induite par 

l’ATRA, comme celle de facteurs intervenant dans la différenciation ou la prolifération 

cellulaire (respectivement MRE [Myb regulatory element] et CDP [CCAAT displacement 

protein]) (Figure 54 et Tableau 12A). Cependant, l’ATRA réprime également l’activité d’un 

grand nombre de facteurs de transcription (Figure 54 et Tableau 12B). Ces facteurs sont 

notamment AP-1 et NF-κB, mais également des facteurs impliqués dans la prolifération 

cellulaire, comme ETS-1 et CREB (cAMP response element binding protein), ou encore dans 

les métabolismes glucidique et lipidique, comme HNF-4 (hepatocyte nuclear factor 4) ou 

USF-1. Le mécanisme par lequel l’ATRA inhibe les cytokines pro-inflammatoires pourrait 

donc notamment être lié à l’inhibition des deux facteurs de transcription AP-1 et NF-κB. 
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Tableau 12 : Facteurs de transcription dont l’activité est au moins doublée ou diminuée de moitié 
par la stimulation par l’IL-1ββββ ou sous l’effet de l’ATRA. 
n. d. : non déterminable : les valeurs de densitométrie n’ont pas pu être mesurées à cause du bruit de 
fond non homogène sur la membrane.  
CDP : CCAAT displacement protein ; CREB : cAMP response element binding protein ; ETS-1 : E26 
Transformation-specific Sequence ; GAS/ISRE : gamma-interferon activation site/alpha-interferon-
stimulated response element ; HNF4 : hepatocyte nuclear factor 4 ; MRE : Myb regulatory element ; 
Pax-5 : paired box ; STAT : signal transducer and activator of transcription ; USF-1 : upstream 
stimulatory factor-1. 
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5 Contribution des isotypes RAR aux effets anti-cytokines des 
rétinoïdes 

 
Les résultats précédents suggèrent que les effets inhibiteurs des rétinoïdes (ATRA et 9-cis 

RA) ne sont pas dépendants de l’activation du récepteur RXR, puisque l’agoniste RXR ne 

potentialise pas leurs effets et est inefficace lorsqu’il est utilisé seul. Nous avons donc essayé 

de démontrer la contribution d’un ou plusieurs isotypes RAR dans les effets de l’ATRA, par 
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l’utilisation d’agonistes sélectifs de RAR : le BMS-753, agoniste RAR-α, le BMS-453, 

agoniste RAR-β et le BMS-961, agoniste RAR-γ.  

5.1 Effet d’agonistes sélectifs de RAR sur l’expression d’un gène cible : 

RAR-β 

 

Afin de vérifier la fonctionnalité des agonistes RAR sélectifs dans notre système 

expérimental, nous avons testé leur capacité à induire l’expression d’un gène cible dépendant 

de RAR : RAR-β. 

Les fibroblastes synoviaux de rat ont été incubés pendant 6 heures en présence de 0,1 µM de 

chacun des agonistes sélectifs RAR. L’expression de RAR-β est augmentée de 2 à 20 fois 

sous l’effet de l’un ou l’autre des agonistes sélectifs RAR, avec un effet maximal pour 

l’agoniste RAR-γ (Figure 55). Ce résultat démontre que, aux concentrations utilisées, les 

agonistes sont capables de déclencher des évènements RAR dépendants, même si leur pouvoir 

transactivateur semble variable d’un isotype à l’autre. 
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Figure 55 : Effet des agonistes sélectifs de RAR sur l’expression de RAR-ββββ (gène cible RAR). 
Les cellules sont incubées pendant 6 heures en présence de 0,1 µM d’agonistes sélectifs de RAR : le 
BMS-753, agoniste RAR-α, le BMS-453, agoniste RAR-β et le BMS-961, agoniste RAR-γ. Le niveau 
d’ARNm de RAR-β est évalué par RT-PCR en temps réel et normalisé sur celui de la protéine 
ribosomale RP-29. Les résultats sont exprimés par la moyenne ± écart-type des niveaux d’ARNm de 
trois points expérimentaux indépendants. Les différences statistiquement significatives par rapport au 
témoin sont indiquées par * : P<0,05. 

5.2 Effet des agonistes sélectifs de RAR sur l’expression des cytokines 

induites par l’IL-1β 

 

Aux concentrations efficaces sur l’expression de RAR-β, nous avons étudié l’effet des 

agonistes RAR sur l’expression des trois cytokines pro-inflammatoires induites par l’IL-1β. 
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Les fibroblastes synoviaux ont été stimulés pendant 6 heures par 10 ng/ml d’IL-1β 

recombinante homologue en présence d’1 µM d’ATRA, ou de 0,1 ou 1 µM d’agonistes 

sélectifs RAR (Figure 56). À l’instar des expériences précédentes, les effets stimulants de 

l’IL-1β  et inhibiteurs de l’ATRA s’opposent sur l’expression des trois cytokines. Comme le 

montre la Figure 56, aucun des agonistes sélectifs de RAR ne reproduit les effets inhibiteurs 

de l’ATRA à des concentrations de 0,1 ou 1 µM.  

Ces résultats suggèrent indirectement que les isotypes RAR-α, RAR-β et RAR-γ ne 

contribuent pas aux effets inhibiteurs de l’ATRA sur l’expression des cytokines induites par 

l’IL-1β , dans les fibroblastes synoviaux de rat. 
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Figure 56 : Effet d’agonistes sélectifs de RAR sur les expressions du TNF-αααα, de l’IL-6 et de l’IL-1ββββ 
induites par l’IL-1ββββ dans les fibroblastes synoviaux de rat. 
Les cellules sont stimulées pendant 6 heures par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue en 
présence ou non d’1 µM d’ATRA ou de 0,1 ou 1 µM des agonistes sélectifs RAR (BMS-753, agoniste 
RAR-α, BMS-453, agoniste RAR-β, BMS-961, agoniste RAR-γ). Les niveaux d’ARNm du TNF-α (A), 
de l’IL-6 (B) et de l’IL-1β (C) sont évalués par RT-PCR en temps réel et normalisés sur celui de la 
protéine ribosomale RP29. Les résultats sont exprimés par la moyenne ± écart-type des niveaux 
d’ARN de trois points expérimentaux indépendants. Les différences statistiquement significatives par 
rapport aux témoins sont indiquées par * : P<0,05 et par rapport aux cellules stimulées par IL-1β par 
# : P<0,05. 
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5.3 Effet de l’invalidation de l’expression des isotypes RAR sur 

l’expression d’un gène cible RAR 

 

Afin de compléter l’étude de la contribution des isotypes RAR dans les effets de l’ATRA, 

nous avons utilisé une stratégie d’ARN interférence. Avant de tester les siRNA spécifiques 

d’isotypes sur l’expression des cytokines pro-inflammatoires, nous avons contrôlé leur 

efficacité et leur spécificité sur l’expression des isotypes de RAR dans les fibroblastes 

synoviaux de rat. Dans cette expérience, les cellules sont transfectées pendant 24 heures avec 

50 nM de chacun des siRNA, puis l’expression de RAR-α, RAR-β et RAR-γ est étudiée après 

6 heures de stimulation par l’ATRA. La transfection de chaque siRNA inhibe l’expression de 

l’isotype RAR correspondant (Figure 57).  
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Figure 57 : Effet de l’invalidation de l’expression des isotypes de RAR sur l’expression de l’isotype 
RAR correspondant dans les fibroblastes synoviaux de rat. 
Les cellules sont transfectées pendant 24 heures par 50 nM de chaque siRNA sélectif d’un isotype 
RAR, puis incubées pendant 6 heures avec 1 µM d’ATRA. Les niveaux d’ARNm de RAR-α, RAR-β et 
RAR-γ sont évalués par RT-PCR en temps réel et normalisés sur celui de la protéine ribosomale RP29. 
Les résultats sont exprimés par la moyenne ± écart-type des niveaux d’ARNm de trois points 
expérimentaux indépendants. Les différences statistiquement significatives par rapport à l’ATRA sont 
indiquées par * : P<0,05. 

5.4 Effet de l’invalidation de l’expression des isotypes RAR sur l’effet 

inhibiteur l’ATRA sur les cytokines pro-inflammatoires 

 

Les fibroblastes synoviaux sont transfectés avec 50 nM de siRNA dirigés contre chacun 

des isotypes RAR, puis stimulés pendant 6 heures par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante 

homologue en présence d’1 µM d’ATRA (Figure 58). En présence des siRNA, l’effet 

stimulant de l’IL-1β est moins important sur l’induction du TNF-α (Figure 58B), mais il reste 

aussi efficace sur l’expression de l’IL-6 et de l’IL-1β (Figure 58A et B) qu’en l’absence de 

transfection de siRNA. Cependant, quel que soit le siRNA RAR utilisé, l’ATRA réprime aussi 
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efficacement l’expression des cytokines pro-inflammatoires induites par l’IL-1β (Figure 58). 

Ces résultats renforcent l’idée que l’effet inhibiteur de l’ATRA sur les expressions stimulées 

du TNF-α, de l’IL-6 et de l’IL-1β est indépendant de RAR. 
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Figure 58 : Effet de l’invalidation de l’expression des isotypes RAR sur l’effet inhibiteur de l’ATRA 
sur les cytokines pro-inflammatoires induites par l’IL-1 dans les fibroblastes synoviaux de rat. 
Les cellules sont transfectées pendant 24 heures par 50 nM de chaque siRNA sélectif d’un isotype RAR 
ou 50 nM d’un fragment d’ADN, puis stimulées pendant 6 heures par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante 
homologue en présence ou non d’1 µM d’ATRA. Les niveaux d’ARNm de l’IL-6 (A), du TNF-α, et de 
l’IL-1 β (B) sont évalués par RT-PCR en temps réel et normalisés sur celui de la protéine ribosomale 
RP29. Les résultats sont exprimés par la moyenne ± écart-type des niveaux d’ARNm de trois points 
expérimentaux indépendants. Les différences statistiquement significatives par rapport aux témoins 
sont indiquées par * : P<0,05 et par rapport aux cellules stimulées par IL-1β par # : P<0,05. 

6 Effet de l’ATRA sur l’activation de la cascade des MAPK induite 
par l’IL-1 ββββ 

 

Nous avons recherché l’effet de l’ATRA sur des MAPK potentiellement activées par 

l’IL-1β , qui pourraient être responsables de l’activation de l’expression des cytokines pro-

inflammatoires étudiées. 
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6.1 Effet de l’ATRA sur la phosphorylation de P38 MAPK induite par 

l’IL-1 β 

 

Comme le montre la Figure 59, la phosphorylation de P38 MAPK est maximale après 5 à 

15 minutes de stimulation par l’IL-1β, puis l’intensité du signal décroît, pour augmenter de 

nouveau après 6 heures de stimulation. Cependant, l’ATRA ne diminue pas la 

phosphorylation de P38 MAPK au moment où elle est maximale (5 minutes de stimulation 

par l’IL-1β) (Figure 60). Des résultats similaires ont été obtenus pour d’autres durées de 

stimulation par l’IL-1β (données personnelles). Ces résultats démontrent que, si la voie P38 

MAPK est activée efficacement par l’IL-1β dans les fibroblastes synoviaux de rat, elle ne 

semble pas impliquée dans l’effet suppresseur de l’ATRA sur l’expression induite des 

cytokines pro-inflammatoires. 
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Figure 59 : Cinétique de phosphorylation de la P38 MAPK dans les fibroblastes synoviaux de rat 
stimulés par l’IL-1ββββ. 
Les cellules sont stimulées par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue (C pour contrôle) pendant 
5 minutes à 6 heures. L’expression protéique de P38 MAPK sous sa forme phosphorylée, ainsi que 
celle de la β-actine sont déterminées aux temps indiqués par western blot. 
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Figure 60 : Effet de l’ATRA sur la phosphorylation de la P38 MAPK induite par l’IL-1ββββ dans des 
fibroblastes synoviaux de rat. 
Les cellules sont stimulées par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue pendant 5 minutes en 
présence ou non d’1 µM d’ATRA. L’expression protéique de la protéine P38 MAPK phosphorylée ou 
non phosphorylée et celle de la β-actine sont évaluées par western blot. Les histogrammes 
représentent l’analyse densitométrique de l’expression de la protéine phospho-P38 normalisée par 
celle de la β-actine. 
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6.2 Effet de l’ATRA sur la phosphorylation de JNK induite par l’IL-1β 

 

Comme le montre la Figure 61, la phosphorylation de SAPK/JNK est également 

maximale après 5 à 15 minutes de stimulation par l’IL-1β. Cependant, contrairement à P38 

MAPK, il n’existe pas d’activation « retardée » de cette voie de signalisation. Au moment où 

la phosphorylation de SAPK/JNK est maximale (15 minutes de stimulation par l’IL-1β), 

l’ATRA n’a aucun effet inhibiteur sur cette voie de signalisation (Figure 62). Des résultats 

similaires ont été obtenus pour d’autres durées de stimulation par l’IL-1β (données 

personnelles). Comme précédemment, ces résultats suggèrent que la voie SAPK/JNK n’est 

pas impliquée dans l’effet inhibiteur de l’ATRA sur l’expression induite des cytokines pro-

inflammatoires. 
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Figure 61 : Cinétique de phosphorylation de SAPK/JNK dans les fibroblastes synoviaux de rat 
stimulés par l’IL-1ββββ. 
Les cellules sont stimulées par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue (C pour contrôle) pendant 
5 minutes à 2 heures. L’expression protéique de JNK sous ses formes phosphorylées de 46 ou 54 kDa, 
ainsi que celle la β-actine, sont déterminées aux temps indiqués par western blot. 
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Figure 62 : Effet de l’ATRA sur la phosphorylation de JNK induite par l’IL-1ββββ dans les fibroblastes 
synoviaux de rat. 
Les cellules sont stimulées par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue pendant 15 minutes en 
présence ou non d’1 µM d’ATRA. L’expression protéique des formes phosphorylées de 46 ou 54 kDa 
de SAPK/JNK et celle de la β-actine sont évaluées par western blot (A). Les histogrammes 
représentent l’analyse densitométrique de l’expression des protéines phospho-JNK1 et phospho-JNK2 
normalisée sur celle de la β-actine (B). 
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6.3 Effet de l’ATRA sur la phosphorylation d’ERK1/2 induite par l’IL-1β 

 

Comme le montre la Figure 63, la phosphorylation d’ERK1/2 est maximale après 5 à 30 

minutes de stimulation par l’IL-1β. Comme pour SAPK/JNK, il n’existe pas d’activation 

retardée de cette voie de signalisation (Figure 63). Après 5 ou 15 minutes de stimulation par 

l’IL-1β , l’ATRA n’a pas d’effet sur la phosphorylation d’ERK1/2 (données personnelles). 

Cependant, après 30 minutes de stimulation, l’ATRA diminue significativement la 

phosphorylation des sous-unités p42 et p44 alors qu’il est sans effet sur l’expression des 

formes non phosphorylées correspondantes (Figure 64). L’ATRA pourrait donc réguler la 

voie ERK en inhibant sa phosphorylation. Les facteurs de transcription régulés par la voie 

ERK pourraient ainsi être inhibés, tout comme les cytokines pro-inflammatoires sous leur 

contrôle. 
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Figure 63 : Cinétique de phosphorylation d’ERK1/2 dans les fibroblastes synoviaux de rat stimulés 
par l’IL-1 ββββ. 
Les cellules sont stimulées par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue (C pour contrôle), pendant 
5 minutes à 6 heures. L’expression protéique d’ERK1/2 sous sa forme phosphorylée, ainsi que celle de 
la β-actine, sont déterminées aux temps indiqués par western blot. 
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Figure 64 : Effet de l’ATRA sur la phosphorylation d’ERK1/2 induite par l’IL-1ββββ dans les 
fibroblastes synoviaux de rat. 
Les cellules sont stimulées par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue pendant 30 minutes en 
présence ou non d’1 µM d’ATRA. L’expression protéique des formes phosphorylées ou non de p42 et 
de p44 et celle de la β-actine sont évaluées par western blot (A). Les histogrammes représentent 
l’analyse densitométrique de l’expression des protéines phospho-ERK1 et phospho-ERK2 normalisée 
sur celle de la β-actine (B). Les résultats sont exprimés par la moyenne ± écart-type de valeurs issues 
de trois points expérimentaux indépendants. Les différences statistiquement significatives par rapport 
au témoin sont indiquées par * : P<0,05 et par rapport aux cellules stimulées par # : P<0,05. 

7 Étude de l’implication de la voie ERK1/2 dans les effets anti-
inflammatoires de l’ATRA 

7.1 Validation de l’inhibition de la phosphorylation d’ERK1/2 par le 

PD-98059 

 

Une expérience contrôle a permis de montrer que, à la concentration testée, le PD-98059 

prévient efficacement la phosphorylation d’ERK1/2 induite par l’IL-1β dans nos conditions 

expérimentales (Figure 65).  
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Figure 65 : Inhibition de la phosphorylation d’ERK1/2 par le PD-98059 dans les fibroblastes 
synoviaux de rat. 
Les cellules sont pré-incubées avec 10 µM de PD-98059 (inhibiteur de la voie ERK) pendant une 
heure, puis stimulées avec 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue pendant 30 minutes. 
L’expression protéique des formes phosphorylées p42 et p44 et celle de la β-actine sont évaluées par 
western blot. 
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7.2 Contribution de la voie ERK1/2 aux effets anti-TNF-a et anti-IL-6 de 

l’ATRA  

 
Nous avons ensuite recherché si l’inhibition de l’expression des cytokines pro-

inflammatoires par l’ATRA pouvait être liée à l’inhibition de la voie ERK1/2. Les fibroblastes 

synoviaux sont pré-traités pendant une heure par 10 µM de PD-98059, un inhibiteur de la voie 

ERK1/2, puis stimulés pendant 24 heures par 10 ng/ml d’IL-1 en présence ou non d’1 µM 

d’ATRA. Le dosage de TNF-α et d’IL-6 a été réalisé dans les surnageants de culture. La 

stimulation par l’IL-1β pendant 24 heures induit fortement la production de TNF-α et d’IL-6 

(Figure 66). L’ATRA réduit significativement la production des deux cytokines, ce qui 

confirme les résultats précédents. Le PD-98059, quant à lui, inhibe de la même manière que 

l’ATRA la production d’IL-6 (Figure 66A), mais, au contraire, augmente fortement celle du 

TNF-α (Figure 66B). La baisse de la production d’IL-6 pourrait donc s’expliquer par 

l’inhibition de la voie ERK1/2, contrairement à la chute de production de TNF-α, qui en est 

indépendante. 
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Figure 66 : Contribution de la voie ERK1/2 à l’inhibition de la production de TNF-αααα et d’IL-6 
induite par l’ATRA dans les fibroblastes synoviaux de rat stimulés par l’IL-1. 
Les cellules sont pré-stimulées pendant 1 heure par 10 µM de PD-98059, puis stimulées pendant 24 
heures par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue en présence ou non d’1 µM d’ATRA. La 
production d’IL-6 en ng/ml (A) et de TNF-α (B) est mesurée par dosage ELISA dans les surnageants 
de culture. Les résultats sont exprimés par la moyenne ± écart-type des A450 issues de trois points 
expérimentaux indépendants. Les différences statistiquement significatives par rapport au témoin sont 
indiquées par * : P<0,05 et par rapport aux cellules stimulées par # : P<0,05. 

7.3 Contribution de la voie ERK1/2 aux effets inhibiteurs de l’ATRA sur 

les facteurs de transcription induits par l’IL-1 

 
Les trois cytokines pro-inflammatoires étudiées ici sont fortement réprimées par l’ATRA, 

et elles sont principalement activées par des facteurs de transcription pro-inflammatoires 

comme NF-κB, AP-1 et NF-IL-6. Nous avons donc étudié l’effet de l’ATRA sur ces derniers, 

et étudié l’impact de l’inhibition de la voie ERK1/2 sur l’activation de ces facteurs. Les 
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fibroblastes synoviaux ont été pré-incubés pendant une heure avec un inhibiteur de la voie 

ERK1/2 (PD-98059), puis ont été stimulés pendant 30 minutes (NF-κB) ou 4 heures (NF-IL-6, 

AP-1) par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue, en présence ou non d’1 µM d’ATRA. 

7.3.1 Contribution d’ERK1/2 à l’effet inhibiteur de l’ATRA sur l’activation 
d’AP-1 

 

La stimulation par l’IL-1β pendant 4 heures induit l’activation de c-Jun et c-Fos de 10 et 2 

fois respectivement (Figure 67) par rapport aux contrôles respectifs. En présence d’ATRA, 

comme de PD-98059, l’effet stimulant de l’IL-1β sur c-Jun est réduit de 40 à 60 %, alors que 

l’activation de c-Fos n’est affectée que par le pré-traitement par 10 µM de PD-98059, et non 

par l’ATRA (Figure 67).  
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Figure 67 : Contribution de la voie ERK1/2 à l’effet inhibiteur de l’ATRA sur l’activation d’AP-1 
induite par l’IL-1ββββ dans les fibroblastes synoviaux de rat. 
L’activation de c-Jun et de c-Fos est mesurée dans les extraits nucléaires de fibroblastes synoviaux de 
rat par un dosage ELISA basé sur le kit TransAm®. Les cellules ont été pré-traitées par 10 µg/ml de 
PD-98059 pendant une heure, puis stimulées pendant 4 heures en présence ou non d’1 µM d’ATRA. 
Les résultats sont exprimés par la moyenne ± écart-type des A450 issues de trois points expérimentaux 
indépendants. Les différences statistiquement significatives par rapport au témoin sont indiquées par 
* : P<0,05 et par rapport aux cellules stimulées par # : P<0,05. 

7.3.2 Contribution d’ERK1/2 à l’effet de l’ATRA sur l’activation de NF-κB 

 

La stimulation par l’IL-1β pendant 30 minutes induit l’activation de NF-κB (p65) par 1,6 

fois (Figure 68) par rapport au contrôle. En présence de PD-98059 ou d’ATRA, l’effet 

stimulant de l’IL-1β sur NF-κB (p65) n’est pas modifié (Figure 68). Une stimulation plus 

longue par l’IL-1β n’engendre pas d’augmentation significative de l’activité de NF-κB, ni de 

variation par le PD-98059 ou l’ATRA. On peut noter que, contrairement à AP-1, l’activation 

de NF-κB est transitoire, puisqu’après 4 heures de stimulation par l’IL-1, il n’y a quasiment 
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plus de différence entre l’activation de NF-κB induite par l’IL-1 et le contrôle (résultats non 

présentés). 
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Figure 68 : Contribution de la voie ERK1/2 et effet de l’ATRA sur l’activation de NF-κκκκB induite par 
l’IL-1 ββββ dans les fibroblastes synoviaux de rat. 
L’activation de NF-κB (p65) est mesurée dans les extraits nucléaires nucléaires de fibroblastes 
synoviaux de rat par un dosage ELISA basé sur le kit TransAm®. Les cellules ont été pré-traitées par 
10 µg/ml de PD-98059 pendant une heure, puis stimulées pendant 4 heures en présence ou non d’1 
µM d’ATRA. Les résultats sont exprimés par la moyenne ± écart-type des A450 issues de trois points 
expérimentaux indépendants. Les différences statistiquement significatives par rapport au témoin sont 
indiquées par * : P<0,05 et par rapport aux cellules stimulées par # : P<0,05. 

7.3.3 Contribution d’ERK1/2 à l’effet inhibiteur de l’ATRA sur 
l’activation de NF-IL-6 

 

La stimulation par l’IL-1β pendant 4 heures induit l’activation de NF-IL-6 par 5,6 fois 

(Figure 69) par rapport au contrôle. En présence de PD-98059 ou d’ATRA, l’effet stimulant 

de l’IL-1β  sur NF-IL-6 est réduit de 30 % et de 45 % respectivement, indiquant que 

l’inhibition d’ERK1/2 induit la répression de NF-IL-6 (Figure 69). 
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Figure 69 : Contribution de la voie ERK1/2 à l’effet inhibiteur de l’ATRA sur l’activation de 
NF-IL-6 induite par l’IL-1 ββββ dans les fibroblastes synoviaux de rat. 
L’activation de NF-IL-6 est mesurée dans les extraits nucléaires nucléaires de fibroblastes synoviaux 
de rat par un dosage ELISA basé sur le kit TransAm®. Les cellules ont été pré-traitées par 10 µg/ml de 
PD-98059 pendant une heure, puis stimulées pendant 4 heures en présence ou non d’1 µM d’ATRA. 
Les résultats sont exprimés par la moyenne ± écart-type des A450 issues de trois points expérimentaux 
indépendants. Les différences statistiquement significatives par rapport au témoin sont indiquées par 
* : P<0,05 et par rapport aux cellules stimulées par # : P<0,05. 
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8 Effet de l’ATRA sur l’inhibition de l’activité histone désacétylase 
induite par l’IL-1ββββ : résultats préliminaires 

 

Nous avons ensuite étudié l’effet de l’ATRA sur la modulation de l’activité HDAC par 

l’IL-1β  dans les fibroblastes synoviaux de rat. Pour ceci, les protéines nucléaires ont été 

extraites à partir de cellules stimulées pendant 6 heures par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante 

homologue en présence ou non d’1 µM d’ATRA. Les premières expériences n’ont cependant 

pas permis d’obtenir de résultats reproductibles (Figure 70). En effet, une expérience a 

suggéré que l’ATRA à 1 µM augmentait fortement (environ 7 fois) l’activité basale HDAC 

(Figure 70A). Or, dans une seconde expérience une activité HDAC basale beaucoup plus 

élevée a été mesurée (25 contre 0,5 µM/mg de protéines/minute dans la première expérience) 

(Figure 70B), sans aucun effet de l’ATRA. Dans cette seconde expérience, aucune variation 

de l’activité HDAC n’a été observée en réponse à l’IL-1β. Des études complémentaires seront 

donc nécessaires afin de comprendre les causes de cette variation de l’activité basale HDAC, 

avant de pouvoir déterminer si l’ATRA a un effet sur ce processus biologique. Des témoins 

(positif : extrait nucléaire de cellules HeLa, négatif : échantillon de l’expérimentation 

additionné de trichostatine, inhibiteur d’HDAC) fournis dans le kit nous ont permis de nous 

assurer du bon fonctionnement du dosage. 

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0

ATRA (1 µM) - +

A
ct

iv
ité

H
D

A
C

 (
µ

M
 / 

m
g 

pr
ot

éi
ne

s 
/ 

m
in

ut
es

)

A

Témoin - Témoin +

0

5

10

15

20

25

30

ATRA (1 µM) - -

A
ct

iv
ité

H
D

A
C

 (
µ

M
 / 

m
g 

pr
ot

éi
ne

s 
/ 

m
in

ut
e)

+ +

IL-1β (10 µg/ml - + - +

B

Témoin - Témoin +

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0

ATRA (1 µM) - +

A
ct

iv
ité

H
D

A
C

 (
µ

M
 / 

m
g 

pr
ot

éi
ne

s 
/ 

m
in

ut
es

)

A

Témoin - Témoin +

0

5

10

15

20

25

30

ATRA (1 µM) - -

A
ct

iv
ité

H
D

A
C

 (
µ

M
 / 

m
g 

pr
ot

éi
ne

s 
/ 

m
in

ut
e)

+ +

IL-1β (10 µg/ml - + - +

B

Témoin - Témoin +

 

Figure 70 : Effet de l’ATRA sur l’inhibition de l’activité HDAC induite par l’IL-1ββββ dans les 
fibroblastes synoviaux de rat. 
Les cellules sont stimulées ou non pendant 6 heures par 10 ng/ml d’IL-1β en présence d’1 µM 
d’ATRA. L’activité HDAC est mesurée dans les extraits de protéines nucléaires par une méthode de 
dosage colorimétrique (Biovision). Les résultats sont exprimés par la moyenne ± écart-type des 
activités HDAC de trois points expérimentaux indépendants. Les témoins de l’expérimentation sont 
réalisés avec un échantillon de l’expérience additionné de trichostatine (1 mM, témoin négatif), ou 
avec un extrait nucléaire de cellules HeLa (5 mg/ml, témoin positif). 
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Chapitre 3 : Étude préliminaire des potentialités anti-
cytokines des rétinoïdes dans les fibroblastes 
synoviaux humains 

1 Expression basale et effet de l’IL-1 sur l’expression des récepteurs 
RAR et RXR dans les fibroblastes synoviaux humains 

 
Comme présenté dans la Figure 71, tous les isotypes de RAR et RXR sont exprimés sous 

forme d’ARNm dans les conditions basales, sauf l’isotype RXR-γ (non détectable : ND). En 

réponse à une stimulation de 6 heures par 10 ng/ml d’IL-1β, comme pour les fibroblastes 

synoviaux de rat, l’expression de RAR-α et de RAR-γ est diminuée respectivement de 80 et 

45 % (Figure 71A). Cependant, l’expression de RAR-β n’est pas modifiée par l’IL-1β dans 

les fibroblastes synoviaux humains. 

Contrairement aux fibroblastes synoviaux de rat, pour lesquels la stimulation par l’IL-1β ne 

modifie pas l’expression des récepteurs RXR, l’expression de RXR-α est fortement réprimée 

(70 %) en conditions pro-inflammatoires (Figure 71B), alors que l’expression de RXR-β reste 

inchangée. 
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Figure 71 : Expression basale et effet de l’IL-1ββββ sur l’expression des isotypes RAR et RXR dans les 
fibroblastes synoviaux humains. 
Les cellules sont stimulées par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue pendant 6 heures. Les 
niveaux d’ARNm de RAR-α, -β, -γ (A) et de RXR-α et -β (B) sont évalués par RT-PCR en temps réel et 
normalisés sur celui de la protéine ribosomale RP29. Les résultats sont exprimés par la moyenne ± 
écart-type des niveaux d’ARN de trois points expérimentaux indépendants. Les différences 
statistiquement significatives par rapport aux témoins sont indiquées par * : P<0,05.  
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2 Effet de l’ATRA et du 9-cis RA sur l’expression des cytokines 
induites par l’IL-1ββββ 
 

Pour vérifier si les résultats obtenus dans les fibroblastes synoviaux de rat sont 

extrapolables aux fibroblastes synoviaux humains, nous avons testé l’effet des deux rétinoïdes 

pour lesquels nous avons observé des effets anti-cytokines importants, l’ATRA et le 9-cis RA.  

Les fibroblastes synoviaux humains ont donc été stimulés pendant 6 ou 24 heures par 10 

ng/ml d’IL-1β recombinante homologue en présence ou non d’1 µM d’ATRA ou de 9-cis RA. 

L’expression de trois cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-6 et IL-1β) et la production 

du TNF-α et de l’IL-6 ont été étudiées.  

Les transcrits correspondant à l’IL-1β et à l’IL-6 ne sont pas détectables dans les conditions 

basales, mais sont fortement induits par l’IL-1β. Celui du TNF-α est, quant à lui, faiblement 

exprimé dans les cellules non stimulées, mais il est également induit sous l’effet de l’IL-1β. 

Les deux rétinoïdes étudiés inhibent l’expression du TNF-α et de l’IL-6 induite par l’IL-1β 

(Figure 72A), mais, à l’inverse des résultats obtenus sur les cellules de rat, ils potentialisent 

l’expression de l’IL-1β induite par l’IL-1 (Figure 72B). L’effet stimulant des rétinoïdes sur 

l’IL-1β  n’a pas pu être vérifié sur la production du médiateur puisque l’utilisation de cette 

cytokine humaine recombinante comme agent de stimulation perturberait le dosage. 

En revanche, de façon cohérente avec leurs effets inhibiteurs sur le niveau d’ARNm de l’IL-6, 

l’ATRA et le 9-cis RA diminuent la sécrétion d’IL-6 induite par l’IL-1β. Cependant, les deux 

rétinoïdes ont tendance à augmenter la production de TNF-α induite par l’IL-1β, 

contrairement aux effets inhibiteurs obtenus sur l’expression du messager correspondant. 
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Figure 72 : Effet des rétinoïdes sur les cytokines induites par l’IL-1ββββ dans les fibroblastes 
synoviaux humains. 
Les cellules sont stimulées par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue pendant 6 heures 
(expression génique) ou 24 heures (production des médiateurs) en présence ou non d’1 µM d’ATRA 
(agoniste RAR) ou d’1 µM de 9-cis RA (co-agoniste RAR/RXR). Les niveaux d’ARNm du TNF-α, de 
l’IL-6 (A) et de l’IL-1β (B) sont évalués par RT-PCR en temps réel et normalisés sur celui de la 
protéine ribosomale RP29. Les résultats sont exprimés par la moyenne du pourcentage de variation, 
étant donné que la stimulation par l’IL-1β correspondant à 100 %, ± écart-type des valeurs issues de 
trois points expérimentaux indépendants. La production du TNF-α (C) et de l’IL-6 (D) est étudiée par 
dosage ELISA dans les surnageants de culture. Les résultats sont exprimés par la moyenne ± écart-
type des valeurs issues de trois points expérimentaux indépendants. Les différences statistiquement 
significatives par rapport aux témoins sont indiquées par le symbole * : P<0,05, et par rapport aux 
cellules stimulées par de l’IL-1β par le symbole # : P<0,05. 

3 Analyse par puces à protéines des effets de l’ATRA et du 9-cis RA 
sur la production de médiateurs synoviocytaires induits par l’IL-1ββββ  

 

Afin d’étudier simultanément l’effet des agonistes RAR sur un grand nombre de 

médiateurs, nous avons utilisé la technique des puces à protéines. Les fibroblastes synoviaux 

humains ont été stimulés pendant 24 heures par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue, 

en présence ou non d’1 µM d’ATRA ou de 9-cis RA. Comme le montre la Figure 73, parmi 

les médiateurs dont la sécrétion est fortement stimulée par l’IL-1β, on retrouve l’IL-6 (Figure 

73). L’expression de l’IL-1β est difficilement interprétable en raison de son utilisation comme 

agent de stimulation, mais la production stimulée de TNF-α n’est pas retrouvée (Figure 73). 
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Cette discordance pourrait être due à la sensibilité des anticorps immobilisés sur la membrane 

aux récepteurs solubles capables de masquer le TNF-α, puisque des résultats similaires ont été 

rapportés pour des chondrocytes humains stimulés par de l’IL-1α recombinante humaine [(De 

Ceuninck F. et al., 2004, Deffaud J. et al., 2008 (sous presse))].  
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Figure 73 : Effet des rétinoïdes sur la production de médiateurs induits par la stimulation par 
l’IL-1 ββββ dans les fibroblastes synoviaux humains. 
Les cellules sont stimulées pendant 24 heures par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue en 
présence ou non d’1 µM d’ATRA ou de 9-cis RA. La production des médiateurs est évaluée dans les 
surnageants de culture par la technique des puces à protéines (Ray Biotech®), après analyse 
densitométrique de l’intensité de chaque spot. Les niveaux protéiques sont estimés par normalisation 
de l’intensité de chaque spot par rapport aux contrôles positifs. Les résultats sont représentés en 
pourcentage d’augmentation ou de diminution induits par l’IL-1 par rapport au témoin ou par l’ATRA 
et l’IL-1 par rapport à l’IL-1. 
 

Beaucoup d’autres médiateurs sont produits en réponse à la stimulation par l’IL-1β, dont 

des cytokines anti-inflammatoires comme l’IL-1Ra (IL-1 Receptor antagonist), des facteurs 

de croissance, comme le GM-CSF (granulocyte macrophage-colony stimulating factor), des 

facteurs pro-apoptotiques, comme Fas, ou des chimiokines, comme ENA-78 (epithelial 
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neutrophil activating protein-78) ou l’IL-8, GRO (growth related oncogene) ou GRO-α 

(Tableau 13A). Seule l’IL-10, cytokine anti-inflammatoire, a une production diminuée par 

l’IL-1 ( Tableau 13A). L’analyse des résultats obtenus en présence des rétinoïdes met en 

évidence les points suivants (Tableau 13B et C) : 

- l’ATRA et le 9-cis RA contrecarrent l’effet inhibiteur de l’IL-1β sur la production de 

l’IL-10 ; 

- l’ATRA et le 9-cis RA diminuent l’effet stimulant de l’IL-1β sur la production de 

GM-CSF ; 

- l’ATRA et le 9-cis RA potentialisent l’effet stimulant de l’IL-1β sur la production de 

nombreuses chimiokines (IL-8 et MIP-3α en particulier) à l’exception d’ENA-78 pour 

laquelle un effet inhibiteur modéré est observé ; 

- l’ATRA et le 9-cis RA stimulent la production de leptine, même si cette dernière n’est 

pas affectée par l’IL-1β. 

En revanche, l’effet inhibiteur modéré de l’ATRA sur la production d’IL-6 induite par 

l’IL-1β  n’est pas retrouvé, ce qui pourrait s’expliquer, au moins en partie, par l’intensité des 

spots correspondant à l’IL-6 sur la membrane, dont le signal semble saturé. Les variations 

modérées qui sont induites par l’ATRA ne seraient alors plus visibles. 
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Tableau 13 : Principaux médiateurs dont la production est modulée par l’IL-1ββββ (A), l’ATRA (B) ou 
le 9-cis RA (C) dans les fibroblastes synoviaux humains. 
ENA-78 : epithelial neutrophil activating protein-78 ; GCP2 : granulocyte chemotactic protein-2 ; 
GDNF : glial cell-line-derived neurotrophic factor ; GM-CSF : granulocyte macrophage-colony 
stimulating factor ; GRO : growth related oncogene ; LIGHT : lymphotoxin, inducible expression, 
competes with HSV glycoprotein D for HVEM, a receptor expressed on T-lymphocytes ; MCP : 
monocyte chemotactic protein ; MIP : macrophage inflammatory protein ; NAP2 : neutrophil-
activating protein2 ; RANTES : regulated upon activation, normal T cell expressed secreted ; TRAIL : 
TNF-related apoptosis inducing ligand ; VEGF : vascular endothelial growth factor. 
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Chapitre 4 : Étude comparative des potentialités anti-
cataboliques et anti-inflammatoires de 
l’ATRA dans les chondrocytes de rat ou 
humains 

1 Expression basale et effet de l’IL-1ββββ sur l’expression des 
récepteurs RAR et RXR dans les chondrocytes  

 

Afin d’étudier l’expression basale des récepteurs RAR et RXR et de déterminer l’effet de 

l’IL-1β  sur celle-ci, les chondrocytes de rat et humains sont stimulés pendant 6 heures par 10 

ng/ml d’IL-1β recombinante homologue. 

Comme présenté dans la Figure 74, les ARNm correspondant à tous les isotypes de RAR et 

aux isoformes RXR-α et -β sont détectés dans les chondrocytes de rat (Figure 74A et B) et 

humains (Figure 74A’ et B’), en condition basale, alors que l’isotype RXR-γ est absent. Dans 

les chondrocytes de rat, en réponse à une stimulation de 6 heures par 10 ng/ml d’IL-1β 

recombinante homologue, les niveaux d’ARNm des isotypes RAR sont diminués de 25 % 

pour les isotypes -α et -γ, et de 55 % pour l’isotype -β (Figure 74A). Dans les cellules 

humaines, les niveaux des ARNm de RAR-α et de RAR-γ ne sont pas affectés par la 

stimulation par IL-1β, alors que l’expression de RAR-β est diminuée de 30 % (Figure 74A’). 

Pour les deux espèces, les niveaux d’ARNm de RXR-α et RXR-β ne sont pas affectés par la 

stimulation par l'IL-1β (Figure 74B et B’). 
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Figure 74 : Effet de l’IL-1ββββ sur l’expression des isotypes RAR et RXR dans les chondrocytes de rat 
ou humains. 
Les cellules sont stimulées par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue pendant 6 heures. Les 
niveaux d’ARNm des isotypes RAR de rat (A) et humains (A’ ) et RXR de rat (B) et humains (B’ ) sont 
quantifiés par RT-PCR en temps réel et normalisés sur celui de la protéine ribosomale RP29. Les 
résultats sont exprimés par la moyenne ± écart-type des niveaux d’ARN de trois points expérimentaux 
indépendants. Les différences statistiquement significatives par rapport aux témoins sont indiquées 
par le symbole * : P<0,05. 

2 Effet de l’ATRA sur la voie du NO inductible dans des 
chondrocytes stimulés par IL-1ββββ 

 

Nous avons étudié l’effet des rétinoïdes sur la voie du NO induite par l’IL-1β, choisie 

comme étant représentative d’une réponse pro-inflammatoire dans les chondrocytes. Nous 

avons testé l’effet du rétinoïde le plus efficace sur l’inhibition des cytokines dans les 

fibroblastes synoviaux de rat, l’ATRA (agoniste RAR). Les chondrocytes ont donc été 

stimulés pendant 6 heures par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue en présence ou non 

de 0,3 ou 1 µM d’ATRA. 

Comme présenté dans la Figure 75, le transcrit d’iNOS n’est pas détecté en condition basale 

mais est fortement induit par la stimulation à l’IL-1β pour les deux espèces (Figure 75A et 

A’ ). De manière cohérente, la production de nitrites dans les surnageants de culture est faible 

(2,5 ± 0,4 µM pour les cellules de rat) ou indétectable (cellules humaines) en condition basale, 

mais elle est fortement augmentée par la stimulation par l’IL-1β dans les chondrocytes de rat 

(23,5 ± 0,5 µM) (Figure 75B) et devient détectable (2,5 ± 0,3 µM) dans les chondrocytes 

humains (Figure 75B’). Ces résultats démontrent que l’IL-1β stimule la voie du NO plus 

activement dans les cellules de rat que dans les cellules humaines. Dans les chondrocytes 
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stimulés par l’IL-1β, l’ATRA diminue l’expression d’iNOS de 60 à 65 % dans les cellules de 

rat (Figure 75A’), et de 20 à 45 % dans les cellules humaines (Figure 75A’), alors que la 

production de nitrite diminue de 20 à 30 % pour les cellules de rat (Figure 75B), et devient 

même inférieure aux témoins dans les cellules humaines (Figure 75B’). Ces effets inhibiteurs 

sont du même ordre pour les deux concentrations testées.  
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Figure 75 : Effet de l’ATRA sur la voie du NO inductible dans des chondrocytes de rat ou humains 
stimulés par l’IL-1ββββ. 
Les cellules sont stimulées par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue en présence ou non de 0,3 
ou 1 µM d’ATRA (agoniste RAR). Le niveau d’ARNm d’iNOS dans les cellules de rat (A) ou humaines 
(A’ ) est évalué après 6 heures de stimulation par l’IL-1β par RT-PCR en temps réel et normalisé sur 
celui de la protéine ribosomale RP29. La production de nitrites dans les cellules de rat (B) ou 
humaines (B’ ) est évaluée dans les surnageants de culture après 24 heures de stimulation par l’IL-1β 
par la méthode de Griess. Les résultats sont exprimés par la moyenne ± écart-type des valeurs issues 
de trois points expérimentaux indépendants. Les différences statistiquement significatives par rapport 
aux témoins sont indiquées par le symbole * : P<0,05, et par rapport aux cellules stimulées par de 
l’IL-1 β par le symbole # : P<0,05. LD : Limite de détection. 

3 Effet de l’ATRA sur l’expression et l’activité des MMPs induites 
par l’IL-1 ββββ 

 

Afin de déterminer l’effet des rétinoïdes sur l’expression et l’activité des MMPs induites 

par l’IL-1β, les chondrocytes ont été stimulés pendant 6 ou 24 heures par 10 ng/ml d’IL-1β 

recombinante homologue en présence ou non de 0,3 ou 1 µM d’ATRA. 
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Comme présenté dans la Figure 76, les ARNm correspondant aux MMP-3 (Figure 76A et 

A’ ), -9 (Figure 76B et B’) et -13 (Figure 76C et C’) ne sont pas détectés en condition basale 

pour les deux espèces, mais sont induits suite à la stimulation par l’IL-1β recombinante 

homologue. Dans les chondrocytes de rat stimulés par l’IL-1β, l’induction par l’ATRA de 

l’expression des MMPs est de 1,4 fois pour MMP-3 (Figure 76A), de 2,2 fois pour MMP-13 

(Figure 76C) et de 5,5 fois pour MMP-9 (Figure 76B) par rapport à une stimulation par 

l’IL-1β  seule. Au contraire, dans les cellules humaines stimulées par l’IL-1β, l’ATRA ne 

modifie pas les niveaux d’expression de la MMP-3 (Figure 76A’) ou de la MMP-13 (Figure 

76C’), et diminue même le niveau d’expression de la MMP-9 (Figure 76B’). Pour les deux 

espèces, l’effet de l’ATRA est du même ordre pour les deux concentrations testées. Ces 

résultats démontrent que les effets de l’ATRA sur la réponse à l’IL-1β sont différents, voire 

opposés selon l’espèce étudiée pour les trois MMPs étudiées. En ce qui concerne l’expression 

de MMP-1, celle-ci n’a pu être mesurée que dans les cellules humaines, puisque les cellules 

de rat expriment une unique collagénase interstitielle partageant 86 % d’homologie avec la 

MMP-13 (Freije J.M. et al., 1994, Henriet P. et al., 1992, Schorpp M. et al., 1995) mais pas 

avec la MMP-1 (Schorpp M. et al., 1995). Dans les chondrocytes humains, le niveau 

d’ARNm de la MMP-1 n’est pas détectable en condition basale (Figure 76E’) mais est 

fortement induit par l’IL-1β. Dans les chondrocytes humains stimulés par l’IL-1β, 

l’expression de MMP-1 est diminuée de moitié en présence de 0,3 ou 1 µM d’ATRA.  

L’activation des MMPs est mesurée, comme indiqué dans la partie « Matériel et Méthodes », 

après l’activation des pro-enzymes, et représente donc l’ensemble des enzymes sous forme 

activée et sous forme latente. Comme présenté dans la Figure 76D et D’ , la stimulation par 

l’IL-1β  des chondrocytes de rat et humains augmente l’activité des MMPs de trois fois. Dans 

les cellules stimulées par l’IL-1β, l’ATRA ne modifie pas l’activité MMP dans les 

chondrocytes de rat (Figure 76D), alors qu’il inhibe l’activité MMP dans les cellules 

humaines de façon dose-dépendante (Figure 76D’). Tous ces résultats suggèrent que les 

potentialités de l’ATRA sur les cellules humaines ne peuvent pas être extrapolées à partir des 

données obtenues chez le rat. 
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Figure 76 : Effet de l’ATRA sur l’expression et l’activité des MMPs induites par l’IL-1ββββ dans les 
chondrocytes de rat ou humains. 
Les cellules sont stimulées pendant 6 ou 24 heures par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante homologue en 
présence ou non de 0,3 ou 1 µM d’ATRA. Les niveaux d’ARNm des MMP-3 (A et A’), -9 (B et B’), -13 
(C et C’) et -1 (E’ ) sont évalués par RT-PCR en temps réel et normalisés sur celui de la protéine 
ribosomale RP29. L’activité totale des MMPs est analysée par une technique fluorométrique, grâce au 
substrat DNP-Pro-Leu-Gly-Leu-Trp-Ala-D-Arg-NH2 (λex = 280 nm, λem = 360 nm) (D et D’). Les 
résultats sont exprimés par la moyenne ± écart-type des valeurs issues de trois points expérimentaux 
indépendants. Les différences statistiquement significatives par rapport aux témoins sont indiquées 
par le symbole * : P<0,05, et par rapport aux cellules stimulées par de l’IL-1β par le symbole # : 
P<0,05. 
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4 Effet de l’ATRA sur l’activation d’AP-1 induite par l’IL-1ββββ dans 
les chondrocytes 

 
Nous avons vu que l’ATRA exerçait des effets différents sur l’activité MMP totale selon 

l’espèce choisie, puisque l’ATRA inhibe fortement l’activité MMP induite par l’IL-1β dans 

les chondrocytes humains, alors qu’il ne la modifie pas dans les cellules de rat. L’activation 

des MMPs pouvant être induite via le facteur de transcription AP-1, et ce facteur de 

transcription étant modulable dans d’autres types cellulaires par les rétinoïdes (dont les 

fibroblastes synoviaux de rat), nous avons voulu vérifier l’effet de l’ATRA sur AP-1 dans les 

chondrocytes. 

Les chondrocytes ont été stimulés pendant 30 minutes par 10 ng/ml d’IL-1β recombinante 

homologue en présence ou non d’1 µM d’ATRA. Comme présenté dans la Figure 77, la 

stimulation par l’IL-1β permet de multiplier par deux la quantité de protéines c-Jun présentes 

dans les extraits nucléaires de chondrocytes de rat (Figure 77A) ou humains (Figure 77B). 

Ces résultats nous permettent de conclure que l’IL-1β active efficacement la voie AP-1 dans 

les deux systèmes expérimentaux. L’ATRA (à 1 µM) ne permet pas d’inhiber l’activation de 

c-Jun basale ou induite par l’IL-1β dans les chondrocytes, et ceci quelque soit l’espèce. La 

différence de résultats entre l’activité MMP totale des chondrocytes de rat et des chondrocytes 

humains ne peut donc pas s’expliquer par une inhibition de l’activation d’AP-1 dans les 

chondrocytes humains. 
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Figure 77 : Effet de l’ATRA sur l’activation d’AP-1 dans les chondrocytes de rat ou humains. 
Les chondrocytes de rat (A) et humains (B) sont stimulés pendant 30 minutes par 10 ng/ml d’IL-1β 
recombinante homologue en présence ou non d’1 µM d’ATRA. L’activation de c-Jun est mesurée dans 
des extraits nucléaires par un dosage ELISA basé sur le kit TransAm®. Les résultats sont exprimés par 
la moyenne ± écart-type pour trois expériences indépendantes. Les différences statistiquement 
significatives par rapport aux témoins sont indiquées par le symbole * : P<0,05. 
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1 Expression des récepteurs RAR et RXR dans les fibroblastes 
synoviaux et les chondrocytes stimulés par l’IL-1ββββ 

 

Au cours de ce travail, nous avons démontré que tous les isotypes RAR et RXR, excepté 

l’isotype RXR-γ, sont exprimés dans les fibroblastes synoviaux et des chondrocytes de rat ou 

humains. L’expression d’autres récepteurs nucléaires a d’ailleurs déjà été montrée dans les 

fibroblastes synoviaux ou les chondrocytes de rat ou humains, comme PPAR-α (Bordji K. et 

al., 2000, Boyault S. et al., 2001, Okamoto H. et al., 2005, Simonin M.A. et al., 2002), 

PPAR-β (Moulin D. et al., 2005), PPAR-γ (Afif H. et al., 2007, Bordji K. et al., 2000, 

Boyault S. et al., 2001, Simonin M.A. et al., 2002) ou ROR-α (Bordji K. et al., 2000). Ceci 

est cohérent avec le fait que ces mêmes récepteurs ont été détectés dans des chondrocytes 

humains issus de patients arthrosiques (Chaturvedi P. et al., 2006), comme 42 autres 

récepteurs nucléaires. 

RAR-α est considéré comme l’isotype le plus ubiquitaire (Germain P. et al., 2006a). RAR-β 

est détecté de façon plus restreinte, notamment dans le tissu cardiaque, pulmonaire, ou 

hépatique, et RAR-γ est surtout exprimé dans l’épiderme (Germain P. et al., 2006a). 

Cependant ce dernier a également été mis en évidence dans des lignées cellulaires 

mésenchymateuses et cartilagineuses chez des embryons de souris (Ruberte E. et al., 1990), 

ce qui suggère que cet isotype pourrait être exprimé non seulement au cours du 

développement, mais également dans les tissus articulaires matures.  

Concernant les isotypes RXR, nos résultats confirment les études montrant que RXR-β est 

présent dans tous les tissus de l’organisme, et complètent les données disponibles sur la 

localisation de RXR-α, jusqu’à présent limitée au foie, à l’intestin, aux reins et à l’épiderme 

(Germain P. et al., 2006b). RXR-γ, fortement exprimé dans la peau et les tissus d’origine 

mésenchymateuse, n’a cependant pas été mis en évidence dans les fibroblastes synoviaux ou 

les chondrocytes. Cette absence d’expression a déjà été rapportée dans les cellules de Küpffer 

(Ohata M. et al., 1997), les chondrocytes humains (Chaturvedi P. et al., 2006) ainsi que les 

cellules musculaires lisses bronchiques (Day R.M. et al., 2006), suggérant ainsi que RXR-γ 

présente un profil d’expression plus restreint que les autres isotypes. 

En réponse à une stimulation par l’IL-1β, l’expression des isotypes varie selon le type 

cellulaire et l’espèce étudiés. En effet, dans les cellules de rat stimulées par l’IL-1β, 

l’expression de tous les isotypes RAR est réprimée. En revanche, dans les fibroblastes 

synoviaux humains, les expressions de RAR-α et -γ sont diminuées, alors que dans les 
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chondrocytes humains, seule l’expression de RAR-β est inhibée. L’expression des isotypes 

RXR-α et -β reste inchangée dans tous les types cellulaires, à l’exception des fibroblastes 

synoviaux humains dans lesquels l’expression de RXR-β est fortement inhibée par l’IL-1.  

Ces résultats ne sont pas en contradiction avec les données de la littérature, suggérant que 

l’IL-1β  modulerait l’expression de ces récepteurs nucléaires de façon variable suivant le 

modèle expérimental étudié. Ainsi, des souris transgéniques surexprimant le gène de l’IL-1β 

expriment plus faiblement le transcrit de RAR-γ que les animaux contrôles, sans modification 

des autres isotypes RAR (Bry K. et Lappalainen U., 2006). À l’inverse, la stimulation par 

l’IL-1β  augmente les expressions de RAR-β et RXR-β induites par l’ATRA dans des cellules 

intestinales de rat (Nikawa T. et al., 2001). Ceci suggère que l’IL-1 ββββ régule l’expression des 

isotypes RAR et RXR de façon tissu et/ou espèce dépendante. L’inhibition de l’expression de 

RAR par l’IL-1 pourrait être consécutive à l’activation de p38MAPK ou de JNK, deux 

MAPKs connues pour accroître la phosphorylation de RAR, et le catabolisme de RAR qui en 

découle, et ceci par la voie du système ubiquitine/protéasome (Gianni M. et al., 2002a, 

Srinivas H. et al., 2005). 

Dans notre système expérimental, on peut donc supposer que l’expression de RAR (et donc 

des gènes sous son contrôle) serait défavorisée par rapport à celle de RXR, ce qui pourrait 

influencer la réponse aux agonistes de ces récepteurs. La potentialité de l’IL-1β à inhiber 

l’expression des récepteurs nucléaires n’est pas propre à RAR, puisque par exemple 

l’expression de PPAR-γ est également inhibée par l’IL-1β dans les chondrocytes de rat 

(Bordji K. et al., 2000) ou humains (Afif H. et al., 2007), tout comme l’expression du 

récepteur LXR-α dans les cellules rénales de souris (Wang Y. et al., 2005). Cependant, les 

agonistes PPAR-γ restent actifs en conditions inflammatoires, notamment parce que 

l’expression de PPAR-γ est augmentée par ces agonistes (données du laboratoire). Il est 

important de souligner que l’expression des récepteurs RAR est fortement induite par les 

rétinoïdes, puisque les trois isotypes RAR possèdent un élément de réponse RARE dans leurs 

promoteurs (de The H. et al., 1990). Ainsi, dans nos conditions expérimentales, l’expression 

du récepteur RAR-β est, par exemple, multipliée plus de 20 fois par l’ATRA ou le 9-cis RA. 

Ceci suggère que, malgré l’effet inhibiteur de l’IL-1 sur leur expression, il reste suffisamment 

de récepteurs RAR exprimés lors d’une co-stimulation par un de leurs agonistes, pour 

déclencher des réponses pharmacologiques. 
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Les récepteurs RAR et RXR-αααα et -ββββ étant détectés dans les cellules articulaires de rat ou 

humaines, il est envisageable d’étudier les potentialités anti-inflammatoires des rétinoïdes 

et/ ou des réxinoïdes dans notre système. 

Les concentrations des principales molécules qui ont été testées, l’ATRA, le 9-cis RA et le 

BMS-649, sont de l’ordre de la micromole. Ces concentrations sont plus élevées que les 

constantes d’affinité pour RAR (Allenby G. et al., 1993) ou pour RXR (Egea P.F. et al., 

2002). Cependant, il est important de souligner qu’il existe un écart entre les capacités de 

liaison des agonistes sur des récepteurs nucléaires purifiés et leurs capacités à transactiver les 

récepteurs chimériques GAL-4 (Allegretto E.A. et al., 1993). De plus, les concentrations de 

rétinoïdes utilisées ont été sélectionnées en considérant que des doses plus importantes de 

rétinoïdes sont nécessaires pour activer la machinerie cellulaire que pour transactiver des 

construits chimériques. Ces concentrations (1 µM pour l’ATRA et le 9-cis RA et 0,3 µM pour 

le BMS-649) sont relativement proches de celles qui ont été rapportées comme 

biologiquement actives dans les cellules d’origine articulaire (Ohata M. et al., 1997) ou non 

(Idres N. et al., 2005), alors que des doses plus faibles se sont avérées sans effet sur la 

production des médiateurs dans notre système expérimental. 

2 Potentialités anti-cytokines des rétinoïdes dans les fibroblastes 
synoviaux 

 

Dans les fibroblastes synoviaux, nous avons choisi d’étudier trois cytokines pro-

inflammatoires, l’IL-1β, l’IL-6 et le TNF-α, qui sont représentatives parce qu’elles jouent un 

rôle clé dans la physiopathologie de la polyarthrite rhumatoïde et sont induites par un stimulus 

cytokinique [pour revue voir (Connell L. et McInnes I.B., 2006)]. 

En effet, la synoviale est une source importante de cytokines dans l’articulation, et les 

fibroblastes synoviaux issus de patients poly-arthritiques sont caractérisés par un déséquilibre 

entre la production de cytokines pro- et anti-inflammatoires (Firestein G.S. et al., 1994). Dans 

notre système expérimental, nous avons étudié l’impact de trois rétinoïdes, l’ATRA (agoniste 

RAR), le 9-cis RA (co-agoniste RAR/RXR) et le BMS-649 (agoniste RXR). Dans les 

fibroblastes synoviaux de rat stimulés par l’IL-1β, nous avons démontré que l’ATRA et le 

9-cis RA ont des propriétés anti-cytokines importantes, alors que le BMS-649, utilisé seul ou 

en co-stimulation avec l’ATRA, s’avère inefficace. Ces données sont comparables à celles 

obtenues dans les cellules fibroblastiques avec de l’ATRA (Lafyatis R. et al., 1990, West-

Mays J.A. et al., 1999, Zitnik R.J. et al., 1994), ou dans les macrophages stimulés par du 
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PMA, du LPS ou de l’IL-1β en présence d’ATRA ou de 9-cis RA (Motomura K. et al., 2001, 

Xu J. et Drew P.D., 2006). À l’inverse, des agonistes RXR ont montré leur capacité à réduire 

la production de médiateurs de l’inflammation, en potentialisant les effets d’agonistes PPAR 

(Desreumaux P. et al., 2001, Uchimura K. et al., 2001) ou RAR (Kurokawa R. et al., 1995) 

dans des systèmes expérimentaux variés. De plus, il a été récemment démontré qu’un agoniste 

RXR pouvait augmenter l’acétylation des histones H4, et que ceci contribuerait à la régulation 

des promoteurs des MMP-1 et -13 dans des lignées de chondrosarcome (Nagpal S. et al., 

1997). Dans notre système expérimental, nous n’avons démontré aucune synergie sur la 

suppression des cytokines par la co-stimulation par l’ATRA et le BMS-649, alors qu’un co-

agoniste RAR/RXR (9-cis RA) était aussi efficace qu’un agoniste RAR (ATRA). 

Ces résultats suggèrent que l’inhibition de l’expression des cytokines pro-inflammatoires 

induite par l’IL-1ββββ n’est pas dépendante de l’activation du récepteur RXR, et que la liaison 

des agonistes sur RAR pourrait représenter un évènement clé dans la régulation de 

l’expression de ces cytokines. Bien qu’étant plus rarement observée que celle des dimères 

RAR/RXR, l’existence des homodimères RAR/RAR a été démontrée par des expériences de 

gel retard (Schrader M. et al., 1993). Il est donc théoriquement possible d’observer des 

réponses biologiques ne dépendant que de l’activation de RAR. 

Les résultats obtenus dans les fibroblastes synoviaux de rat ont pu être confirmés en partie 

dans les fibroblastes synoviaux humains. En effet, les expressions du TNF-α et de l’IL-6 

induites par l’IL-1β sont réprimées par l’ATRA ou le 9-cis RA. En revanche, l’expression de 

l’IL-1β  est fortement induite par les deux rétinoïdes. Ces résultats ne sont pas surprenants, 

puisqu’il a été montré que l’ATRA pouvait réprimer l’expression de l’IL-1β dans certains 

types cellulaires, comme dans les fibroblastes (Zitnik R.J. et al., 1994) ou les macrophages 

(Motomura K. et al., 2001), ou l’induire dans d’autres types cellulaires, comme les 

kératinocytes ou les monocytes (Blanton R.A. et al., 1989, Matikainen S. et al., 1991, 

Trechsel U. et al., 1985). D’après certains auteurs, l’induction de l’expression de l’IL-1β 

pourrait être due à la présence d’un élément de réponse RARE dans son promoteur (de The H. 

et al., 1990, Largman C. et al., 1989). Cependant, d’autres auteurs considèrent qu’aucune 

séquence consensus n’a pu réellement être mise en évidence dans le promoteur de l’IL-1 et 

impliquent plutôt la formation d’un complexe ternaire entre RAR, sp1 (un autre facteur de 

transcription ubiquitaire chez les mammifères), et une séquence riche en GC du promoteur 

pour expliquer l’effet inducteur de l’ATRA (Husmann M. et al., 2000). Le promoteur de 
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l’IL-1 ββββ semble donc être régulé différemment par l’ATRA selon le type cellulaire et/ou 

l’espèce étudié. 

Les résultats obtenus sur l’expression du TNF-α n’ont cependant pas pu être confirmés par le 

dosage du médiateur correspondant par ELISA. Cette incohérence entre l’effet de l’ATRA sur 

l’expression et la production du TNF-α pourrait indiquer que les rétinoïdes régulent cette 

cytokine de façon post-transcriptionnelle. En effet, il a déjà été démontré que l’ATRA 

augmentait l’expression (Flannery C.R. et al., 1999) et la production (Holback S. et al., 2008) 

de la TACE, enzyme qui clive le pro-TNF-α en protéine mature qui est ensuite sécrétée. Cette 

induction serait en partie dépendante de l’activation de PKC, mais l’existence d’un tel 

mécanisme reste à démontrer dans notre système.  

L’effet de l’ATRA sur la production du TNF-α n’a pas pu être confirmé par la technique des 

puces à protéines, dans laquelle la stimulation par l’IL-1β n’a pas provoqué d’augmentation 

de la production de cette cytokine. Plusieurs hypothèses sont envisageables pour expliquer 

cette discordance entre les deux techniques : tout d’abord, la réponse aux cytokines pro-

inflammatoires varie suivant les patients (De Ceuninck F. et al., 2004). Or les 

expérimentations ont été effectuées sur deux pools différents de trois patients (un pool pour 

les dosages ELISA et un pool pour les puces à protéines), qui peuvent ne pas répondre de la 

même manière aux stimuli inflammatoires. Ensuite, il est important de noter que des cellules 

issues d’articulations de patients arthrosiques peuvent avoir une réponse à un stimulus 

catabolique plus faible que celles issues de patients sains (Fan Z. et al., 2005). Cependant, sur 

la puce à protéines, plusieurs protéines pro-inflammatoires, dont des chémokines ou l’IL-6, 

qui sont généralement induites en même temps que le TNF-α, ont été détectées en réponse à 

la stimulation par l’IL-1β. Une diminution de réponse des cellules semble donc peu probable 

et incite à poser l’hypothèse que le TNF-α a bien été produit et excrété par les cellules, mais 

qu’il n’a pas été détecté par la méthode. Une explication possible est que le TNF-α pourrait se 

combiner avec des récepteurs solubles dans les surnageants de culture, ce qui le rendrait 

indétectable par les anticorps immobilisés sur la membrane (Levine S.J., 2004). Ces résultats 

suggèrent soit que les puces à protéines possèdent une capacité de détection de certaines 

cytokines pro-inflammatoires limitée (la puce est 10 fois moins sensible au TNF-α que la 

méthode ELISA), soit qu’elles sont plus sensibles aux inhibiteurs endogènes des cytokines 

que d’autres méthodes de dosage, en particulier pour le TNF-α. La discordance entre les deux 

techniques a également été observée pour le dosage de l’IL-6. En effet, l’inhibition médiée 

par l’ATRA observée par la méthode ELISA n’a pas été retrouvée par la technique des puces 
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à protéines. Ceci pourrait être dû à la réponse explosive à l’IL-1, qui, à cause de la technique 

utilisant une révélation sur film photosensible, conduirait à la saturation de l’intensité 

lumineuse des spots de la membrane, en défaveur d’une détection de faibles variations. 

Nous avons ensuite étudié plus particulièrement les mécanismes d’action de l’ATRA, le 

rétinoïde qui s’est révélé le plus efficace dans les fibroblastes synoviaux de rat, sur la 

régulation transcriptionnelle des cytokines. Dans les cellules stimulées par l’IL-1β, 

l’exposition à l’actinomycine D ne change pas le taux de décroissance des ARNm des 

cytokines en présence d’ATRA. Ces résultats montrent que l’ATRA n’inhibe pas 

l’expression des cytokines par une diminution de la stabilité des transcrits. Ces résultats 

sont cependant en contradiction avec ceux obtenus dans les macrophages de rat stimulés par 

du LPS (Motomura K. et al., 2001), ce qui démontre bien que les mécanismes mis en jeu par 

l’ATRA dépendent des conditions expérimentales (type cellulaire, agent stimulateur…).  

En utilisant la technique TransAm®, nous avons ensuite démontré que l’ATRA réduit 

l’activité transcriptionnelle de NF-IL-6 et AP-1 dans les fibroblastes synoviaux de rat, mais 

pas celle de NF-κB (p65). Les facteurs de transcription AP-1 et NF-κB jouent un rôle clé dans 

la régulation de l’expression du TNF-α et de l’IL-1β (Firestein G.S. et Manning A.M., 1999), 

alors que NF-IL-6 participe de façon majeure à celle de l’IL-6 (Wedel A. et Ziegler-Heitbrock 

H.W., 1995) (Figure 78). L’inhibition de l’activité transcriptionnelle de NF-IL-6 par l’ATRA 

a déjà été montrée dans les cellules de sarcomes de Kaposi (Nagpal S. et al., 1997), comme 

c’est également le cas pour d’autres agonistes RAR, comme le TTNPB ou le tazarotène, dans 

les cellules HeLa stimulées par de l’IFN-γ (DiSepio D. et al., 1997). Dans tous les cas, 

l’inhibition du facteur NF-IL-6 engendre l’inhibition de la production d’IL-6, comme dans 

notre système.  
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Figure 78 : Induction de l’expression du TNF-αααα, de l’IL-1ββββ et de l’IL-6 dans les fibroblastes 
synoviaux de rat stimulés par l’IL-1ββββ.  
La cascade d’activation fait intervenir des MAPKs, qui vont elles-mêmes activer des facteurs de 
transcription comme AP-1, NF-κB et NF-IL-6. 

 

Les rétinoïdes induisent également des effets anti-prolifératifs ou anti-inflammatoires par 

une réduction de l’activation de la voie AP-1 [pour revue voir (Pfahl M., 1993)]. Ainsi, le 

récepteur RAR peut, après fixation de l’ATRA, inhiber l’expression de MMP-1 en 

interagissant physiquement avec c-Jun, un composant majeur du dimère AP-1, dans les 

fibroblastes synoviaux de lapin (Schroen D.J. et Brinckerhoff C.E., 1996). D’autre part, 

l’ATRA, comme d’autres rétinoïdes, peut interagir avec la liaison d’AP-1 sur son élément de 

réponse (Ho L.J. et al., 2005, Pfahl M., 1993, Schule R. et al., 1990). Les rétinoïdes peuvent 

également inhiber la voie NF-κB, in vivo chez des souris déficientes en vitamine A (Austenaa 

L.M. et al., 2004) ou dans des cellules THP1 (Chen Q. et al., 2002), par une interaction 

physique du facteur de transcription avec le récepteur RAR ligandé. Lors de nos expériences, 

nous avons obtenu des effets contradictoires de l’ATRA sur NF-κB suivant la technique 

employée, pour les mêmes temps de stimulation. En effet, pour les expériences de puces à 

facteurs de transcription, l’activation de NF-κB était augmentée de 800 % par la stimulation 

par l’IL-1β, et réduite de 80 % par l’action de l’ATRA. En revanche, pour les expériences de 

TransAm®, nous avons démontré une activation de NF-κB par l’IL-1β de 80 %, et une 

absence d’effet de l’ATRA. Cette différence pourrait s’expliquer par le fait que les éléments 

de réponse à NF-κB fixés sur la membrane des puces à facteurs de transcription reconnaissent 

tous les dimères NF-κB (p50/p65, p50/p50, p65/c-Rel, …), alors que les anticorps utilisés lors 

des expériences de TransAm® ne reconnaissent que les dimères contenant la sous-unité p65. 

L’inhibition de NF-κB par l’ATRA observée sur les puces à protéines pourrait donc être due à 



Discussion 
 

 - 221 - 

un dimère autre que p50/p65, plus conventionnel. Cette hypothèse pourrait être vérifiée, par 

exemple avec des expériences de TransAm® contenant des anticorps spécifiques d’autres 

sous-unités de NF-κB, ou avec des expériences de gel retard. Il sera également nécessaire de 

vérifier si ces résultats sont applicables aux cellules humaines. 

Les potentialités inhibitrices de l’ATRA sur AP-1 et NF-IL-6 observées dans nos conditions 

expérimentales pourraient donc fournir une explication plausible de ses effets suppresseurs 

sur l’expression du TNF-αααα, de l’IL-6 et de l’IL-1β (β (β (β (Figure 79).).).).    

Il est important de noter que les effets inhibiteurs de l’ATRA sur les trois facteurs de 

transcription ne sont pas reproduits par le BMS-649 (données personnelles), ce qui suggère 

que cette inhibition serait soit dépendante de RAR, soit secondaire à une interaction directe de 

l’ATRA avec les facteurs de transcription. 

 

Figure 79 : Effet inhibiteur de l’ATRA sur l’activation de l’expression du TNF-αααα, de l’IL-1ββββ et de 
l’IL-6 dans les fibroblastes synoviaux de rat stimulés par l’IL-1ββββ. 

 

Afin d’examiner si les effets anti-cytokines de l’ATRA dépendent ou non de l’activation 

du récepteur RAR, nous avons ensuite développé deux stratégies complémentaires :  

- nous avons essayé de reproduire les effets de l’ATRA en utilisant des agonistes 

sélectifs des isotypes RAR : le BMS-753 pour RAR-α, le BMS-453 pour RAR-β, et le 

BMS-961 pour RAR-γ. 

- nous avons évalué les conséquences de l’invalidation des récepteurs RAR-α, -β et -γ 

par ARN interférence sur les effets de l’ATRA.  
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De façon inattendue, les agonistes RAR ne sont pas capables de reproduire les effets de 

l’ATRA, et l’inhibition des isotypes RAR s’avère sans incidence sur l’action suppressive de 

l’ATRA.  

L’ensemble de ces résultats est en faveur d’un effet anti-cytokine de l’ATRA indépendant 

de l’activation de RAR dans les fibroblastes synoviaux de rat. 

Enfin, nous avons déterminé l’implication des MAP kinases dans les effets inhibiteurs de 

l’ATRA sur les facteurs de transcription et les cytokines pro-inflammatoires. Comme prévu 

pour notre type cellulaire fibroblastique, nous avons montré que la phosphorylation des 

différentes MAP kinases étudiées (SAPK/JNK, p38, ERK1/2) était induite par une stimulation 

à l’IL-1β  dans notre système expérimental. Cependant, l’ATRA n’affecte ni la 

phosphorylation de p38 ni celle de JNK. En revanche, il inhibe significativement la 

phosphorylation d’ERK1/2 après 30 minutes de stimulation par l’IL-1β, ce qui diffère des 

résultats rapportés dans les chondrocytes humains. En effet, dans ce type cellulaire, il a été 

montré que l’ATRA inhibait la production d’IL-1β et de TNF-α par une diminution de la 

phosphorylation de p38 et une inhibition de c-Jun (Ho L.J. et al., 2005). Ceci confirme 

l’importance du type cellulaire pour l’interprétation des résultats. 

Dans les fibroblastes synoviaux, l’activation d’ERK1/2 est un évènement précoce induit par 

l’IL-1β  (Lu H.T. et al., 2007, Thiel M.J. et al., 2007), et un niveau élevé de P-ERK a été 

rapporté dans la synoviale de patients arthritiques par rapport à des individus sains (Meyer 

L.H. et Pap T., 2005). De plus, l’administration d’inhibiteurs sélectifs de la voie des MAPK 

MEK/ERK a récemment montré une diminution des taux de P-ERK dans les tissus 

articulaires, et une réduction de la sévérité des lésions dans une arthrite expérimentale (Thiel 

M.J. et al., 2007). 

Dans notre système expérimental, l’inhibiteur de MEK1 (le PD-98059) reproduit les effets 

suppresseurs de l’ATRA sur l’IL-6, à des concentrations inhibant fortement la 

phosphorylation d’ERK1/2. Ces résultats suggèrent donc que l’inhibition importante de la voie 

ERK1/2 par l’ATRA pourrait participer à ses effets suppresseurs sur la production d’IL-6 

induite par l’IL-1. En revanche, l’inhibiteur de MEK1 ne reproduit pas les effets anti-TNF-α 

de l’ATRA, ce qui laisse supposer que cette inhibition ne serait pas dépendante de la voie 

ERK1/2. 

Les facteurs de transcription NF-IL-6, AP-1 et NF-κB possèdent des sites de liaison sur le 

promoteur de l’IL-6, mais leur contribution respective aux effets stimulateurs de l’IL-1 sur 

l’expression de l’IL-6 semble variable dans les fibroblastes synoviaux (Georganas C. et al., 
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2000, Miyazawa K. et al., 1998). En effet, dans notre système expérimental, nous avons 

démontré que l’activation des voies de NF-IL-6, AP-1 et NF-κB par l’IL-1 était maximale à 

différents temps (4 heures ou 30 minutes). Ces cinétiques d’activation pourraient expliquer les 

résultats discordants trouvés dans la littérature sur les cellules humaines. En effet, dans nos 

expériences nous confirmons l’absence d’activation de NF-IL-6 ou de c-Jun après 30 minutes 

de stimulation par l’IL-1 (Georganas C. et al., 2000), mais une forte activation de ces deux 

voies après 4 heures de stimulation (Miyazawa K. et al., 1998). Aux temps optimaux 

d’activation, nous avons démontré que l’ATRA supprimait l’activation des voies NF-IL-6 et 

AP-1, mais non celle de NF-κB (p65), et que cet effet était reproduit par l’inhibiteur d’ERK1/2 

(PD-98059). Ces résultats démontrent que la voie NF-κB (p65) n’est pas la cible de l’ATRA 

ni d’ERK1/2 dans notre type cellulaire. Au contraire, les effets inhibiteurs du PD-98059 

montrent qu’en plus de la voie de régulation classique par JNK (Hall J.P. et al., 2007, Han Z. 

et al., 2001), AP-1 est également activable par ERK dans les fibroblastes synoviaux 

(Barchowsky A. et al., 2000, Han Z. et al., 2001, Morel J.C. et al., 2002) et pourrait 

contribuer à la production d’IL-6 induite en réponse à l’IL-1 (Miyazawa K. et al., 1998). Ce 

résultat est cohérent avec la régulation de MMP-1 par l’IL-1 dans les fibroblasts synoviaux de 

lapin, où un effet suppresseur du PD-98059, mais pas de l’inhibiteur de p38 (SB203580), 

suggère que la voie ERK1/2 intervient dans la phosphorylation et l’activation de c-Jun 

(Barchowsky A. et al., 2000). Le troisième facteur de transcription, NF-IL-6, peut être activé 

par de nombreux signaux biologiques, mais contient également un site de phosphorylation par 

les MAP kinases fortement conservé (Nakajima T. et al., 1993), qui régule sa translocation 

nucléaire en réponse à des facteurs de croissance (Piwien-Pilipuk G. et al., 2002). Nos 

résultats démontrent que l’activation de NF-IL-6 dépend de l’activation d’ERK1/2, ce qui a 

déjà été décrit dans la littérature avec les effets différenciateurs de l’adiponectine sur des 

fibroblastes pré-adipocytaires (Park B.H. et al., 2004). Une telle répression de NF-IL-6 

pourrait contribuer aux effets inhibiteurs du PD-98059 sur l’expression de l’IL-6, puisque le 

blocage de NF-IL-6 dans les cellules de sarcome de Kaposi diminue la production d’IL-6 

(Nagpal S. et al., 1997). Ainsi, nos résultats démontrent qu’ERK1/2 contribue à l’activation 

d’AP-1 et de NF-IL-6 induite par l’IL-1 dans les fibroblastes synoviaux. De plus, nos 

expériences suggèrent que les effets suppresseurs de l’ATRA sur ces facteurs de 

transcription pourraient impliquer l’inhibition de la phosphorylation d’ERK1/2 (Figure 80). 

Ce mécanisme est cohérent avec les capacités des rétinoïdes à induire la plupart de leurs effets 

anti-inflammatoires par la réduction de l’activation des voies AP-1 [pour revue voir (Pfahl M., 
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1993)] ou NF-IL-6 (Nagpal S. et al., 1997), même si ces résultats restent à confirmer dans 

d’autres types cellulaires. 

 

 

Figure 80 : Contribution d’ERK1/2 dans l’effet inhibiteur de l’ATRA sur l’activation d’AP-1 et de 
NF-IL-6 dans les fibroblastes synoviaux de rat stimulés par l’IL-1ββββ. 
 

En conclusion, nous avons démontré que l’ATRA, mais ni les agonistes sélectifs de RAR, 

ni l’agoniste de RXR, possède des effets inhibiteurs puissants sur la production de trois 

cytokines pro-inflammatoires fortement impliquées dans la physiopathologie de la 

polyarthrite rhumatoïde. 

Malgré l’expression de tous les isotypes RAR et RXR (mis à part RXR-γ) dans les 

fibroblastes synoviaux, les effets inhibiteurs de l’ATRA sur deux des facteurs de transcription 

étudiés (AP-1 et NF-IL-6) sont indépendants de RAR. De plus, l’ATRA inhibe la 

phosphorylation d’ERK1/2 sans affecter celles des voies p38 MAPK et SAPK/JNK, ce qui 

pourrait expliquer l’inactivation de la voie AP-1 et NF-IL-6. Nos résultats ouvrent de 

nouvelles perspectives sur les potentialités anti-arthritiques de ce composé, d’autant que nous 

ne pouvons pas exclure un effet additionnel de l’ATRA sur l’activité histone désacétylase, qui 

est réduite dans le tissu synovial de patients arthrosiques ou arthritiques (Huber L.C. et al., 

2007).  

Ces effets anti-inflammatoires de l’ATRA obtenus indépendamment des récepteurs 

RAR pourraient être intéressants du point de vue thérapeutique, au vu des effets 
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indésirables associés à l’activation de ces récepteurs et plus particulièrement de RAR-γγγγ. 

Cependant, ils sont également une limite à son utilisation car il serait très difficile de 

démontrer qu’il ne s’agit pas d’effets non spécifiques, susceptibles d’atteindre des cibles 

cellulaires non souhaitées. De façon surprenante, nous n’avons pas démontré d’efficacité des 

agonistes RAR-α et RAR-β, alors qu’ils étaient fonctionnels dans notre système 

expérimental, même s’il reste à démontrer que les effets observés dans les cellules de rat sont 

extrapolables aux cellules humaines. Les résultats préliminaires démontrent, en effet, que 

l’action de l’ATRA sur la production stimulée d’IL-1 est très différente dans les cellules 

humaines, ce qui souligne les limites de notre travail mais obère également la portée des 

potentialités anti-arthritiques rapportées dans les modèles animaux (rat principalement). 

3 Propriétés anti-cataboliques et anti-inflammatoires de l’ATRA dans 
les chondrocytes 

 

Lors de ce travail, nous avons choisi d’étudier la voie inductible du NO dans les 

chondrocytes. Cette voie est considérée comme très représentative de la réponse 

inflammatoire chondrocytaire, car les chondrocytes produisent plus de NO que les 

macrophages en réponse à un stimulus inflammatoire (Evans C.H. et al., 1996). Cette 

surproduction de NO contribue à l’inhibition de la synthèse des composants matriciels, et des 

inhibiteurs de la NO synthase réduisent les lésions cartilagineuses au cours d’arthrites ou 

d’arthroses expérimentales (Jouzeau J.Y. et al., 1999).  

Dans notre système expérimental, l’IL-1β a stimulé de façon importante l’expression d’iNOS 

dans les chondrocytes des deux espèces, bien que la production correspondante de nitrites ait 

été plus importante dans les cellules de rat que dans les cellules humaines. Sur la base des 

données publiées, la modulation de la voie du NO par les rétinoïdes est très variable et conduit 

parfois à des résultats contradictoires. En effet, l’ATRA inhibe l’expression d’iNOS et/ou la 

production de NO dans plusieurs types cellulaires exposés à des stimuli inflammatoires très 

variés (Becherel P.A. et al., 1996, Datta P.K. et Lianos E.A., 1999, Dheen S.T. et al., 2005, 

Hirokawa K. et al., 1994, Kang M.K. et al., 2004, Mehta K. et al., 1994, Motomura K. et al., 

1997, Oh G.S. et al., 2001, Yang J.Y. et al., 2002). De plus, l’ATRA réprime la voie 

inductible du NO chez des souris développant une arthrite (Nozaki Y. et al., 2006) ou des rats 

développant des glomérulonéphrites d’origine immune (Datta P.K. et al., 2001). À l’inverse, 

l’ATRA induit la synthèse d’iNOS dans des lignées monocytaires (Austenaa L.M. et Ross 

A.C., 2001, Dugas N. et al., 1996) ou cancéreuses (Ghigo D. et al., 1998, Martin J.H. et al., 

2000). D’autre part, il stimule la voie inductible du NO chez des rats développant un choc 
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septique (Devaux Y. et al., 2000), ce qui participerait d’ailleurs à l’augmentation de la 

mortalité chez les animaux traités. Même si l’origine de ces différences demeure inconnue, 

l’effet inhibiteur de l’ATRA sur l’expression induite d’iNOS dans les chondrocytes est 

cohérent avec ses propriétés anti-arthritiques dans les modèles animaux. 

Nous avons également étudié l’effet de l’ATRA sur l’expression des MMP-1, -3, -9 et -13, 

ainsi que sur l’activité MMP totale. Dans nos conditions, les chondrocytes de rat et humains 

expriment les ARNm des MMP-3, -9 et -13 en réponse à une stimulation par l’IL-1β, ce qui 

confirme l’effet inducteur bien connu de cette cytokine sur les MMPs (Borden P. et al., 1996, 

Flannery C.R. et al., 1999, Gouze J.N. et al., 2006, Kubota T. et al., 1998, Madhavan S. et al., 

2006, Nguyen Q. et al., 1992, Reboul P. et al., 1996). L’expression de MMP-1 n’a pu être 

étudiée que dans les chondrocytes humains, car les chondrocytes de rat expriment une 

collagénase interstitielle partageant 86 % d’homologie avec MMP-13 (Feige U. et al., 1989, 

Henriet P. et al., 1992, Schorpp M. et al., 1995), mais pas avec MMP-1 (Schorpp M. et al., 

1995). L’expression de MMP-1 dans les chondrocytes humains est également stimulée par 

l’IL-1β . 

Dans les cellules de rat, l’ATRA potentialise les effets de l’IL-1 sur les MMP-3 et -13, et 

ce dès la plus faible concentration testée, alors qu’il reste inefficace sur les cellules humaines. 

Ces résultats sont cohérents avec la capacité de l’ATRA à stimuler l’expression basale des 

MMPs, qui est sous le contrôle d’AP-1, dans des chondrocytes d’épiphyse de rat (Ballock 

R.T. et al., 1994). Ces données sont plus surprenantes pour les cellules humaines, puisqu’il a 

été montré que l’ATRA induisait l’expression de MMP-3 dans les chondrocytes non stimulés 

(Flannery C.R. et al., 1999), alors qu’il inhibait la production et l’activation de MMP-3 

induite par des cytokines dans une lignée cellulaires de fibroblastes pulmonaires (Ho L.J. et 

al., 2005). D’un autre côté, l’ATRA a été rapporté comme supprimant l’expression et 

l’activité de la MMP-13 induite par l’IL-1β dans les chondrocytes humains (Ho L.J. et al., 

2005), dans le cartilage bovin (Shingleton W.D. et al., 2000) ainsi que dans du cartilage de 

lapin stimulé par du PMA (Brinckerhoff C.E. et al., 1982). Il faut souligner cependant que les 

effets inhibiteurs de l’ATRA sur l’expression de MMP-13 peuvent se transformer en des 

effets inducteurs, selon le temps d’incubation (Shingleton W.D. et al., 2000), ce qui suggère 

que le rôle régulateur de l’ATRA sur les MMPs est fortement dépendant des conditions 

expérimentales. 

L’effet le plus marqué de l’ATRA a été observé sur l’expression de MMP-9, qui est induite 

dans les cellules de rat, tout en étant très fortement réprimée dans les cellules humaines. Cet 
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effet inducteur sur MMP-9 a été rapporté dans la littérature dans des chondrocytes de poulet 

(Tong A. et al., 2003), bien que l’ATRA ait également été montré comme étant inefficace sur 

l’expression de MMP-9 dans les macrophages hépatiques de rat (Motomura K. et al., 2001). 

Encore une fois, ces résultats suggèrent que la régulation de l’expression de MMP-9 par 

l’ATRA est largement influencée par le type cellulaire ou l’espèce.  

Enfin, l’ATRA a réduit fortement l’expression de MMP-1 dans les chondrocytes humains. 

Ces résultats confirment ceux de Ho et al., qui ont montré que l’ATRA inhibait l’expression, 

la production et l’activité de MMP-1 grâce au blocage des voies p38 et JNK dans ce type 

cellulaire (Ho L.J. et al., 2005). De même, l’activité collagénase est inhibée par l’ATRA dans 

du cartilage de lapin stimulé par du PMA (Brinckerhoff C.E. et al., 1982). 

Les MMP-1 et -9, qui sont fortement réprimées par l’ATRA dans les chondrocytes humains, 

sont des enzymes contribuant activement au catabolisme des constituants du cartilage, dont le 

collagène de type II, l’agrécane, les protéoglycanes ou encore la fibronectine. La répression 

de ces enzymes est donc intéressante en termes de physiopathologie articulaire et pourrait 

s’accompagner d’effets chondroprotecteurs. 

L’ensemble de ces résultats souligne que les potentialités pharmacologiques de l’ATRA sur 

les cellules humaines ne peuvent pas être extrapolées à partir des données obtenues chez le 

rat. Ceci est bien illustré par l’effet de l’ATRA sur MMP-9, fortement inducteur sur les 

cellules de rat et inhibiteur sur les cellules humaines. Ceci suggère que les potentialités 

thérapeutiques de l’ATRA pourraient êtres supérieures à ce qui peut être attendu à partir 

des cellules animales. 

Il est également important de souligner que nous avons mis en évidence des différences 

flagrantes lors de la caractérisation des chondrocytes de rat et humains. En effet, l’expression 

de collagène de type II était importante dans les cellules des deux espèces, alors que celle du 

collagène de type X n’était pas détectable. En revanche, les chondrocytes de rat n’exprimaient 

pas du tout de collagène de type I, alors que les chondrocytes humains expriment fortement ce 

marqueur de dédifférenciation chondrocytaire. Cette différence est sûrement due au fait que 

les chondrocytes humains proviennent de patients arthrosiques. Les différences de réponse à 

l’ATRA selon l’espèce pourraient donc également provenir du fait que les cellules 

humaines sont déjà engagées sur la voie de la dédifférenciation, contrairement aux cellules 

de rat.  
 

Dans les chondrocytes des deux espèces, l’IL-1β a stimulé l’activité MMP totale dans les 

surnageants de culture, confirmant ainsi que l’effet inducteur sur l’expression des MMPs est 
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bien traduit en des enzymes fonctionnelles. Dans nos conditions expérimentales, l’ATRA 

montre une différence évidente entre les deux espèces, car il n’a pas d’effet sur l’activité 

MMP dans les cellules de rat, alors qu’il l’inhibe significativement dans les cellules humaines. 

Il est important de noter que le substrat fluorogénique utilisé est surtout sensible à l’activité de 

clivage par MMP-2, et à un degré moindre par MMP-1, -3 et -13, et est donc surtout 

représentatif des gélatinases (Knight C.G. et al., 1992). Ce résultat est cohérent avec 

l’important effet inhibiteur de l’ATRA sur MMP-9 dans les chondrocytes humains, et avec sa 

capacité à inhiber l’expression des MMP-2 et -9 induites par le PMA dans les lignées 

cellulaires de carcinome rénal (Roomi M.W. et al., 2006). Comme l’ATRA inhibe également 

les activités MMP-1 et -13 dans les chondrocytes humains (Ho L.J. et al., 2005), nos résultats 

suggèrent que l’ATRA pourrait être efficace pour réduire la dégradation du cartilage lors des 

arthropathies. 

 

Figure 81 : La production du NO, ainsi que l’activation des MMPs peuvent être stimulées par 
l’IL-1 ββββ.  
Après avoir engendré l’activation de la cascade des MAPKs, cette stimulation peut activer des 
facteurs de transcription pro-inflammatoires comme AP-1 ou NF-κB, qui vont induire l’expression 
d’iNOS ou des MMPs. 
 

Les effets anti-inflammatoires des rétinoïdes ont souvent été reliés à une inhibition de la voie 

AP-1, comme nous l’avons déjà vu (Figure 81). Cependant cette interaction dépend du type 

cellulaire étudié (Zhou X.F. et al., 1999). De plus, certains antagonistes de RAR ont 

paradoxalement démontré des propriétés anti-AP-1 (Chen J.Y. et al., 1995) qui se sont 

accompagnées d’effets anti-inflammatoires dans l’arthrite expérimentale (Beehler B.C. et al., 

2003). Dans les chondrocytes humains, les effets anti-AP-1 de l’ATRA co-existent avec 
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l’inhibition des activités p38 et JNK induites par l’IL-1β, ce qui suggère que l’effet 

suppresseur de l’ATRA peut impliquer d’autres cibles en amont d’AP-1 (Ho L.J. et al., 2005). 

Dans nos conditions expérimentales, nous n’avons montré que l’IL-1β augmente la 

translocation d’AP-1 vers le noyau dans les deux espèces, mais nous n’avons pas pu mettre en 

évidence d’effet inhibiteur de l’ATRA sur ce paramètre, même après des temps d’incubation 

plus longs. Ces résultats ont été confirmés sur l’activation de c-Fos, ainsi que par des 

expériences de Western-Blot sur la phosphorylation de c-Jun (données personnelles). Nos 

résultats sont donc en faveur d’une régulation de l’expression d’iNOS et des MMPs par 

l’ATRA via des mécanismes n’impliquant pas la voie AP-1. D’autres voies de régulation 

sont donc à envisager. Il a été montré récemment que l’activation d’ERK1/2, ainsi que de 

NF-κB était primordiale dans l’induction de l’expression des MMP-1 et -13 dans des 

chondrocytes humains stimulés par de l’IL-1 (Fan Z. et al., 2006). D’autres études ont 

également montré que cette activation pouvait également dépendre de p38 et de JNK. L’étude 

de la voie d’activation des MAPK ainsi que de NF-κB pourrait donc permettre d’expliquer les 

différences obtenues entre les cellules de rat et humaines. 

En résumé, ce travail sur les chondrocytes a mis en évidence des effets très différents de 

l’ATRA entre les cellules de rat et les cellules humaines, surtout pour ce qui concerne la 

modulation de l’expression de MMP-9 ou de l’activité MMP totale. Ces résultats montrent 

que l’ATRA agit de façon espèce/spécifique, et que l’extrapolation de ces propriétés 

pharmacologiques à partir de cellules de rongeurs n’a que peu de pertinence en situation 

clinique.  

 

Au cours de ce travail, nous avons mis en évidence des propriétés anti-inflammatoires 

intéressantes dans les fibroblastes synoviaux (anti-cytokine) et dans les chondrocytes 

(diminution du NO et de l’activité MMP). Cependant, nous avons également démontré de 

fortes variations dans la régulation de ces paramètres suivant l’espèce étudiée (rat/Homme), 

qui ne permettent pas de rapporter les résultats observés chez le rat aux cellules humaines. De 

même, la toxicité qui peut être observée chez les animaux ne peut pas être extrapolée chez 

l’Homme, puisque par exemple l’Homme est plus sensible à l’acide 13-cis rétinoïque que les 

singes et les lapins, tandis que les rongeurs y sont insensibles (Soprano D.R. et Soprano K.J., 

1995). Ces différences peuvent s’expliquer, au mois en partie, par des variations 

pharmacocinétiques (clairance du produit, absorption par le placenta, production variable des 

métabolites…), mais cette remarque n’est pas applicable aux systèmes expérimentaux que 

nous avons utilisés. 
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Au cours de cette étude, nous avons montré que tous les isotypes de RAR et de RXR, 

excepté l’isotype RXR-γ, étaient présents dans les fibroblastes synoviaux et les chondrocytes, 

de rat ou humains. La stimulation par l’IL-1β entraînait plutôt une chute de l’expression des 

récepteurs RAR, et ne modifiait que peu l’expression des récepteurs RXR.  

 Concernant les fibroblastes synoviaux, nous avons montré que l’ATRA (agoniste 

RAR) et le 9-cis RA (co-agoniste RAR/RXR), contrairement au BMS-649 (agoniste RXR), 

inhibaient efficacement l’expression et la production des trois cytokines inflammatoires 

stimulées par l’IL-1β (TNF-α, IL-1β et IL-6) dans les cellules de rat. Les agonistes sélectifs 

des isotypes RAR n’ont pas permis de reproduire ces effets. Ceci suggère donc que i) les 

effets de ces rétinoïdes sont indépendants de l’isotype RXR, car les effets ne sont pas 

potentialisés par un agoniste RXR ; ii) ces effets sont également indépendants de l’isotype 

RAR, car non reproduits par les agonistes sélectifs de RAR. 

Nous avons également démontré que l’ATRA inhibait l’activité transcriptionnelle de deux 

facteurs de transcription, AP-1 et NF-IL-6, ce qui pourrait participer à l’inhibition des 

cytokines étudiées.  

Enfin, nous avons démontré que la phosphorylation d’ERK1/2, MAPK qui régule l’activation 

de facteurs de transcription pro-inflammatoires, était en partie inhibée par l’ATRA. De plus, 

l’utilisation d’un inhibiteur de la voie ERK1/2 reproduisait les effets inhibiteurs de l’ATRA sur 

l’activation d’AP-1 et de NF-IL-6, ainsi que sur la production d’IL-6. 

� Il reste cependant à s’assurer de la nature des dimères NF-κB inhibés par l’ATRA 

dans les expériences de puces à protéines. Pour cela, il serait important d’utiliser 

d’autres anticorps spécifiques des différentes sous-unités de NF-κB existantes. 

� De plus, la régulation de l’expression du TNF-α par l’ATRA reste également à 

étudier, puisqu’elle ne semble pas dépendante de la voie ERK. 

 

Comme nous avons vu que l’ATRA inhibait la phosphorylation d’ERK1/2 d’environ 30 à 

50 % seulement, nous avons conclu que l’inhibition d’ERK1/2 participait en partie à la 

diminution de l’expression des cytokines pro-inflammatoire. Un autre mécanisme susceptible 

d’expliquer les effets de l’ATRA indépendamment de RAR et d’ERK1/2 serait la modulation 

de l’activité histone désacétylase (HDAC). En effet, ces enzymes participent à la régulation de 

la transcription de gènes cibles en modifiant l’état d’acétylation de l’ADN (Gallinari P. et al., 

2007). Plus les histones sont désacétylés, plus l’ADN est compacté, et moins la machinerie 

transcriptionnelle a accès à l’ADN (Figure 82). Par exemple, dans des cellules embryonnaires 
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de souris, l’ATRA induit la compaction de la chromatine par une augmentation de l’activité 

HDAC, ce qui entraîne l’inhibition de la transcription du récepteur opioïde kappa (Park S.W. 

et al., 2005). Il est donc théoriquement envisageable que l’ATRA puisse en faire de même 

dans notre type cellulaire sur le promoteur de gènes cibles des facteurs de transcription. 

Malheureusement, dans notre système expérimental, nous n’avons pas obtenu de résultats 

reproductibles sur l’effet de l’ATRA sur l’activité HDAC : 

� Il serait donc intéressant d’étudier l’effet de l’ATRA sur l’activité HDAC à d’autres 

temps de stimulation par l’IL-1β et/ou en utilisant d’autres techniques plus sensibles, 

et de le comparer avec ceux engendrés par un activateur d’HDAC (théophylline), puis 

éventuellement de tester sa sensibilité à un inhibiteur d’HDAC (trichostatine). 

� Il serait également intéressant de vérifier cette hypothèse directement sur les 

promoteurs des gènes cibles par immunoprécipitation de la chromatine avec des 

anticorps dirigés contre les histones H4. 

 

Figure 82 : Schématisation de la conséquence de l’état d’acétylation de la chromatine par les 
histones désacétylases (HDAC) et les histones acétyltransférases (HAT) sur la transcription des 
gènes cibles. 
 

Une autre hypothèse possible pour expliquer les effets de l’ATRA serait que cet agoniste 

active les récepteurs ROR (retinoid-related orphan receptor). En effet, il a été montré que 

l’ATRA, en plus d’activer les récepteurs RAR, pouvait également être un agoniste de ROR-β 

(Stehlin-Gaon C. et al., 2003). La famille des récepteurs ROR participe notamment à la 

répression de la réponse inflammatoire, puisqu’il inhibe des facteurs pro-inflammatoires 



Conclusions et Perspectives 
 

 - 234 - 

comme l’IL-6, l’IL-8 ou la cyclo-oxygénase-2 dans les cellules musculaires lisses humaines 

(Delerive P. et al., 2001). De plus, la surexpression de ROR-α inhibe la réponse 

inflammatoire dans les cellules vasculaires notamment par le biais d’une interférence négative 

avec la voie NF-κB. En effet, ROR-α réduit la translocation de p65 dans les cellules 

musculaires lisses humaines (Delerive P. et al., 2001). 

� Il serait donc intéressant d’étudier l’effet d’un agoniste ROR (par exemple le CGP 

52608) dans notre système expérimental, mais également d’étudier les conséquences 

d’une invalidation ou au contraire d’une surexpression de ce récepteur sur l’effet de 

l’ATRA. 

 

De plus, grâce à la technique des puces à facteurs de transcription, nous avions mis en 

évidence la modulation d’activation d’une dizaine de facteurs de transcription par l’ATRA, en 

plus de l’inhibition de NF-κB et AP-1. Ainsi, des facteurs de transcription impliqués dans la 

prolifération étaient inhibés par l’ATRA, comme myc-max, E2F1 ou encore Pax-5. D’autres, 

impliqués dans les phénomènes d’angiogenèse, étaient également inhibés par l’ATRA, 

comme ETS-1. Nous avons vu précédemment que la synoviale inflammatoire était le siège 

d’une forte prolifération cellulaire ainsi que d’une augmentation de la néo-angiogenèse, il 

serait donc important de confirmer ces résultats dans notre système expérimental et surtout 

d’étudier les effets des rétinoïdes en général sur ce paramètre dans l’arthrite expérimentale. 

 

Nous avons ensuite comparé les résultats obtenus sur les fibroblastes synoviaux de rat à 

ceux obtenus avec les fibroblastes synoviaux humains. Les résultats concernant les cellules de 

rat n’ont pas tous été confirmés dans les cellules humaines. En effet, alors que l’ATRA 

conserve ses propriétés inhibitrices sur l’expression et la production d’IL-6, il réduit 

uniquement l’expression du TNF-α sans affecter sa production, et induit fortement 

l’expression de l’IL-1β. Il serait important d’essayer de comprendre cette variation inter-

espèce : 

� La modulation de l’activité de la TACE, l’enzyme de conversion du TNF-α en une 

protéine mature et sécrétée, par l’ATRA pourrait expliquer les différences observées 

entre l’expression et la production du TNF-α. Nous pourrions également comparer ces 

résultats chez le rat. 

� Afin de s’assurer que, comme dans les cellules de rat, l’inhibition de l’expression du 

TNF-α et de l’IL-6 est indépendant des récepteurs RAR et RXR, il serait également 
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important de tester l’effet d’agonistes sélectifs de RAR et de RXR, ainsi que 

l’invalidation des isotypes dans ce système expérimental. 

� Pour comparer les résultats obtenus dans les deux espèces, nous pourrions également 

nous intéresser à la régulation de l’activation des facteurs de transcription par l’ATRA, 

importante dans les cellules de rat. Une régulation différente pourrait en partie 

expliquer les résultats divergents entre les cellules de rat et les cellules humaines sur 

l’expression de l’IL-1β. 

� De plus, nous avons également étudié la modulation de la production de dizaines de 

protéines par l’ATRA par la technique des puces à protéines. Il serait important de 

confirmer ces résultats sur les protéines qui semblent intéressantes dans notre système 

expérimental. Par exemple, l’ATRA induit la production de médiateurs anti-

inflammatoires (IL-10 ou TIMP-2), pro-apoptotiques (IL-7 ou LIGHT), et inhibe celle 

de facteurs de croissance (GM-CSF).  

 

Concernant les chondrocytes, notre étude a permis de mettre en évidence des variations 

d’effet de l’ATRA suivant l’espèce étudiée. 

En effet, l’ATRA inhibait l’expression des MMP-1 et -9 ainsi que l’activité MMP totale dans 

les chondrocytes humains, alors qu’il induisait l’expression des MMP-3 et -13 dans les 

chondrocytes de rat, sans avoir d’effet sur l’activité MMP totale. Nous avons vu que cette 

variabilité ne pouvait pas être expliquée par une action différente de l’ATRA sur l’activation 

d’AP-1. Afin d’explorer les mécanismes mis en jeu par l’ATRA, il serait important de : 

� Vérifier si les effets de l’ATRA sont dus ou non à l’activation de RAR ou de RXR 

dans ce type cellulaire. Nous pourrions donc tester l’effet d’agonistes sélectifs de RAR 

ou de RXR ainsi que l’inactivation de l’expression des isotypes de RAR ou de RXR. 

� Explorer si les effets de l’ATRA pourraient être dus à l’interférence de l’ATRA avec 

la liaison d’AP-1 sur l’ADN plutôt qu’avec sa translocation vers le noyau. En effet, 

certains réxinoïdes ont démontré une capacité à induire l’activité HDAC, qui 

conduirait à la répression des expressions des MMP-1 et -13 dans des cellules SW-

1353 issues de chondrosarcome (Burrage P.S. et al., 2007). Cette induction de 

l’activité HDAC empêcherait la liaison d’AP-1 sur son promoteur. 

� Comparer l’effet d’un inhibiteur et d’un activateur de l’activité HDAC dans les 

chondrocytes de rat ou humains. 

� Étudier d’autres voies de signalisation que celle d’AP-1. Ainsi, l’activation de NF-κB 

est impliquée dans les effets inducteurs de l’IL-1β sur l’expression des MMP-1 (Fan 
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Z. et al., 2006, Raymond L. et al., 2007), -3 (Liacini A. et al., 2002), -9 (Shakibaei M. 

et al., 2007) ou -13 (Fan Z. et al., 2006, Liacini A. et al., 2002) dans les chondrocytes 

humains, alors que l’ATRA pourrait inhiber la voie NF-κB dans d’autres types 

cellulaires (Li A. et al., 2007). 

 

En conclusion, nous avons mis en évidence des effets importants de l’ATRA sur les 

différents paramètres pro-inflammatoires étudiés (MMP, cytokines, NO) dans les fibroblastes 

et les chondrocytes. Cependant, nous avons démontré que ces effets diffèrent suivant l’espèce, 

et que ces effets semblent dus à l’activation de plusieurs cibles, dont les facteurs de 

transcription, et en amont la MAPK ERK1/2.  

 

Un paramètre important est l’absence d’effet des agonistes RAR sélectifs dans notre système 

expérimental, alors que des rétinoïdes sélectifs comparables avaient montré d’importants 

effets anti-arthritiques dans les modèles animaux (diminution des taux d’IL-6, de l’IL-1, des 

MMPs, de l’œdème des pattes, de la destruction osseuse…). Cependant, l’agoniste RAR-γ 

testé dans nos conditions expérimentales (BMS-189) n’avait pas permis d’améliorer les 

paramètres de l’inflammation dans un modèle de souris induites au collagène (Beehler, 

données non publiées). Les agonistes sélectifs de RAR efficaces contre l’inflammation sont 

rarement sélectifs d’un seul isotype, et il aurait donc pu être intéressant d’utiliser 

simultanément plusieurs agonistes sélectifs. Il faut cependant souligner que les rétinoïdes 

pourraient également exercer des effets anti-inflammatoires par le biais d’une modulation du 

système immunitaire (diminution du recrutement des neutrophiles, inhibition de l’apoptose 

induite par les lymphocytes T, diminution de la réponse aux IgG, …) qui ne peuvent pas être 

reproduits dans les fibroblastes synoviaux en culture. 

De plus, l’étude de l’implication des isotypes RAR ou RXR dans les effets des rétinoïdes in 

vivo est délicate. En effet, du fait de leur rôle primordial au cours de l’embryogénèse, 

l’inhibition des récepteurs RAR ou RXR chez les souris engendre d’importants problèmes de 

viabilité des fœtus (Ross S.A. et al., 2000). De plus, l’inhibition d’un isotype donné n’induit 

pas de phénotype différent, à cause du haut degré de redondance fonctionnelle entre les 

différents isotypes (Mark M. et al., 1999, Ross S.A. et al., 2000). L’embryogénèse 

(notamment) est donc bien protégée par un système qui autorise l’absence d’un récepteur, 

grâce à la substitution de ses fonctions par un autre isotype. Il est donc difficile de connaître 

exactement le rôle de chaque isotype in vivo. Afin d’étudier l’implication des récepteurs RAR 

et RXR dans les effets des rétinoïdes au cours des arthropathies expérimentales, il serait 
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nécessaire de créer des animaux knock-out pour RAR ou RXR de façon conditionnelle, afin 

de ne pas perturber l’embryogénèse. De plus, il serait intéressant d’inhiber l’expression de ces 

récepteurs uniquement dans l’articulation. Ceci pourrait être envisageable par croisement 

d’animaux génétiquement modifiés pour les isotypes RAR avec des animaux exprimant le 

gène de la Cre recombinase sous le contrôle du promoteur du collagène de type II 

(Ovchinnikov D.A. et al., 2000), ce dernier étant spécifiquement exprimé dans les 

chondrocytes. Ces animaux pourraient faciliter la compréhension de l’implication des 

récepteurs au cours de l’arthrite expérimentale. 

Le mode d’action des rétinoïdes en rhumatologie est donc difficilement analysable dans des 

systèmes complets (in vivo, variabilité selon le modèle d’arthrite ou difficulté d’obtenir des 

animaux KO par exemple) comme dans des systèmes plus simplifiés (in vitro, un seul type 

cellulaire). 
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Abstract 

Introduction. IL-6 is thought to play a pathogenic role in RA and synovium is a major source 

of IL-6 release. We investigated the ability of retinoids to suppress IL-6 expression in IL-1-

stimulated synovial fibroblasts, with special care to the contribution of RAR (retinoic acid 

receptor) and RXR (retinoid X receptor) subtypes, and the implication of the MAPK pathway.  

Methods. RAR-α, -β, -γ and RXR-α, -β, -γ levels were determined by RT-qPCR or western-

blot in rat synovial fibroblasts stimulated with 10ng/ml of IL-1β. Stimulated levels of IL-6 

were assessed by RT-qPCR or immuno-assays in the presence or absence of 1µM of all-trans 

retinoic acid, ATRA [RAR agonist] or 0.3µM of BMS-649 [RXR agonist]. The contribution 

of RAR subtypes was checked with selective agonists or siRNAs. The effect of ATRA on 

upstream MAPK (p38 MAPK, JNK and ERK1/2) was assessed by western blot, and the 

contribution of ERK1/2 pathway to the activation of pro-inflammatory transcription factors was 

studied by TransAmTM assays. 

Results. Synovial fibroblasts expressed all RAR and RXR subtypes except RXR-γ. In IL-1-

stimulated cells, ATRA, but not BMS-649, reduced IL-6 expression whereas selective RAR 

agonists were inactive. The inhibitory effect of ATRA on IL-6 was not affected by the 

silencing of RAR subtypes. ATRA also reduced the phosphorylation of ERK1/2, but neither of 

p38 MAPK nor of JNK. The suppressive effect of ATRA on activation of AP-1 and NF-IL-6, 

was reproduced by the MEK1 inhibitor PD-98059, whereas ATRA and PD-98059 had no 

effect on NF-κB activation.  

Conclusions. Amongst RAR and RXR agonists, only ATRA inhibited IL-1-induced IL-6 

expression in rat synovial fibroblasts by inhibiting ERK1/2 pathway and subsequent activation 

of AP-1 and NF-IL-6 independently RAR.  
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Introduction  

 

 Retinoids are natural or synthetic analogues of vitamin A, including all-trans retinoic 

acid (ATRA) and its 9-cis isomer (9-cis RA). ATRA and other retinoids play a major role in a 

wide range of physiological pathways such as cell proliferation, embryogenesis, 

differentiation, morphogenesis, and inflammation (for a review see [1]). Retinoids exert their 

functions through their binding to the retinoic acid receptor (RAR) and the retinoid X receptor 

(RXR), which belong to the sub-family B (respectively NR1B and NR2B) of the nuclear 

hormone receptors. Each receptor is divided into three subtypes referred as RAR-α, -β or -γ 

and RXR-α, -β or -γ, which are encoded by separate genes [6]. After binding of retinoids, 

RAR and RXR form a homo or a heterodimer and activate the cellular machinery for an 

increased transcription rate. But RAR and RXR can alternatively induce gene transrepression 

by sequestering transcription factors such as activator protein 1 (AP-1) or nuclear factor-

interleukin (NF-IL)-6, without binding to DNA [6]. Based on the regulatory role of these 

transcription factors in the control of many inflammatory mediators, liganded RAR 

complexes can repress a broad spectrum of genes including inflammatory proteins, cytokines 

or matrix metalloproteases [7]. 

 Rheumatoid arthritis (RA) is an immune-mediated inflammatory disease characterized 

by a chronic inflammation of the synovial membrane which organizes into an aggressive front 

of tissue able to invade and destroy local articular structures [8]. Although the cause of 

rheumatoid arthritis remains unknown, it has been established that cytokine networks play a 

pivotal role in the immuno-inflammatory and destructive response of RA [9]. Besides tumor 

necrosis factor (TNF)-α or interleukin (IL)-1, the pro-inflammatory and pleiotropic cytokine 

interleukin-6 (IL-6) could have important activities in the context of pathogenesis of RA [10]. 

Hence, huge amounts are found in the synovial fluid and tissue, and in the sera of arthritic 

patients [11], and IL-6 serum levels have been correlated with the activity of the disease [10]. 

IL-6 is synthesized, then secreted extensively by fibroblast-like synoviocytes from RA 

patients [12, 13]. The synthesis is mainly regulated by the transcription factors NF-IL-6, or 

CAAT-enhancer binding protein (C/EBP)-β, AP-1 and NF-κB [12, 14, 15] which are 

constitutively activated in RA synovial tissue (for a review see [16]) and have binding sites in 

the promoter region of the IL-6 gene. Amongst possible pathogenic roles, IL-6 activates T 

cells and macrophages, induces osteoclasts differentiation, causes systemic inflammatory 

manifestations and could promote angiogenesis [10]. As a consequence, the blockade of IL-6 
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effects has emerged as a new therapeutic approach to RA and tocilizumab, a humanized 

antihuman IL-6 receptor monoclonal antibody, has successfully entered the clinics (for a 

review see [17]). These clinical data have confirmed the pathological role of IL-6 in RA (for a 

review [17]) and suggests that this second generation of anticytokine therapy may have 

therapeutical relevance in patients which have a limited response to disease modifying 

antirheumatic drugs or biological agents, such as inhibitors of TNF-α [9].  

 Beside their successful use in the treatment of skin diseases or cancer, retinoids were 

shown to be anti-inflammatory in several animal models of RA. Thus, a decrease of cartilage 

lesions, associated with a reduction of matrix metalloprotease (MMP)-1 expression was 

reported in the paws of adjuvant arthritic (AA) rats treated with 13-cis RA [18]. In the rodent 

collagen-induced arthritis (CIA) model, ATRA improves the course of the disease and 

reduces the production of inflammatory cytokines [19], and Am-80 (RAR agonist) decreases 

anti-collagen II antibody levels and improves joint swelling and bone destruction [32]. 

However, in contrast to its efficacy in the AA model, 13-cis RA remained poorly effective in 

the rat CIA model [32]. Apart from differences in the pathogenic mechanisms of animal 

models of RA [20] or in the binding activity of retinoids to RAR subtypes [1], these 

experimental data strongly suggest that the anti-arthritic effect of RAR agonists are supported 

mainly by their ability to reduce the immune response. The inflamed synovial tissue is a 

major source of IL-6 production [21] and the blockade of IL-6 [22] or its deficiency [23] 

reduced the severity of experimental arthritis by impairing the T-cell response. These data led 

us to postulate that the ability of retinoids to inhibit IL-6 production by activated synovial 

fibroblasts could have a major role in their anti-arthritic potency. Therefore, we compared the 

suppressive properties of the RAR agonist ATRA, and of the RXR agonist, BMS-649, on IL-

1-induced expression of IL-6 in rat synovial fibroblasts and tried to elucidate the 

corresponding molecular events with respect to contribution of RAR/RXR subtypes and 

signalling pathways.  

 Firstly, we used compounds acting either on RAR or RXR, alone or in combination, to 

demonstrate that any suppressive effect on IL-6 expression was supported by RXR activation. 

Using mRNA silencing of RAR subtypes and selective agonists of RAR-α, -β or -γ, we 

showed that the inhibitory potency of ATRA on IL-6 was independent of RAR activation. 

Finally, we demonstrated that the MEK1 inhibitor PD-98059 reproduced the ability of ATRA 

to reduce the IL-1-induced phosphorylation of ERK1/2 and activation of AP-1 and of NF-IL-6, 

but not of NF-κB. These data demonstrate that ATRA suppressed the IL-1-induced 
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production of IL-6 in a RAR independent manner, by inhibiting ERK1/2 pathway and 

subsequent activation of AP-1 and NF-IL-6 in synovial fibroblasts.  
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MATERIALS and METHODS 

 

Synovial fibroblasts isolation and culture.  

Rat synovial fibroblasts were obtained from synovium collected aseptically from healthy 

Wistar male rats (130-150 grams; Charles River, L’Arbresle, France), killed under 

dissociative anesthesia (ketamine [Rhône-Mérieux, Lyon, France] and acepromazine [Sanofi 

Santé Animale, Paris, France]) in accordance with national animal care guidelines, after 

approval by our internal ethics committee, as described before [24]. Cells were cultured as 

monolayers, in 75 cm2 flasks at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% of CO2, until 

the 4th passage, in order to prevent any strong contamination by macrophage-like cells, and to 

obtain a homogenous population of synovial fibroblasts. The cell phenotype was controlled by 

measuring the mRNA level of the fibroblast-like markers synoviolin and cadherin-11 [25] and 

of the macrophage-like marker CD14 [26].  

Study design. 

The expression of IL-6 was studied in rat synovial fibroblasts cultured under low fetal calf 

serum conditions and stimulated with 10 ng/ml of rat recombinant IL-1β (R&D Systems, 

Lille, France), in the presence or absence of a RAR agonist, ATRA (Sigma), used at 1 µM, 

and/or a RXR agonist, BMS-649 (kindly provided by Bristol-Myers Squibb, Wallingford, 

Connecticut, USA) used at 0.3 µM. Selective agonists (kindly provided by Bristol-Myers 

Squibb) of RAR-α (BMS-753), RAR-β (BMS-453) or RAR-γ (BMS-961) were used at 0.1 or 

1 µM. All drugs were maintained in the darkness before addition to the culture medium, at a 

final concentration of 0.1% of dimethylsulphoxide (DMSO), at the same time as IL-1 

stimulation.  

The contribution of RAR subtypes to the effect of ATRA was investigated using the ARN 

interference technology. 

The effect of ATRA on activation of MAPK pathways was studied in IL-1-stimulated cells by 

measuring the phosphorylation of p38-MAPK, SAPK/JNK or ERK1/2 by western-blot after 5, 

15 or 30 minutes respectively. The effect of ATRA and the possible contribution of ERK1/2 on 

IL-1β-induced activation of NF-κB, NF-IL-6 or AP-1 were studied by TransAm™ assays.  

Assay for synovial fibroblasts viability 

Cell viability was assessed by the mitochondrial-dependent reduction of 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT, Sigma) as described 

before [27]. 
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Gene silencing experiment 

For experiments of RAR subtypes silencing, double stranded siRNA corresponding to a 

region of RAR-α (GCAGUUCGGAAGAGAUAGU), RAR-β (CUAGCUACUGGCUUCAA 

GA) or RAR-γ (GCCUUCUUCCUUUACCUCC) mRNA were synthesized by Eurogentec 

(Liege, Belgium). Transfection of synovial fibroblasts with 50 nM of siRNA was performed 

during 24 hours using X-TremeGENE reagent® (Roche Molecular Biochemicals) according to 

the manufacturer’s recommendations. Cells were then stimulated with IL-1β for 6 hours in the 

presence or absence (DMSO alone) of ATRA.  

RNA extraction and reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis 

After stimulation with IL-1β, in the presence or absence (DMSO alone) of RAR or RXR 

agonists, total RNA was extracted from cell layers using RNeasy extraction kit, according to 

the manufacturer’s recommendations (Qiagen, Courtabœuf, France), as described before [24]. 

The mRNA levels for RAR-α, -β or -γ, RXR-α, -β or -γ, IL-6 and RP29 were quantified by 

real time qPCR in capillaries with the Lightcycler™ technology (Roche Molecular 

Biochemicals). The reaction mixture was composed of cDNAs, SYBR green master mix 

system® (Qiagen), and primers pairs specific for the DNA fragments to be amplified. The 

sequences of the primers used were IL-6 (S: 5’-CCGGAGAGGAGACTTCACAG-3’, AS: 5’-

CCGGAGAGGAGACTTCACAG-3’, NM 012589, 161bp, 59°C), RAR-α (S: 5’-ACCAGAT 

TACCCTTCTCAAGG-3’, AS:5’-GGTACCGCGTGCAGATT-3’, NM 031528, 65bp, 58°C), 

RAR-β (5’-TCTTAATGAAAATCACAGATCTCCGC-3’, AS: 5’-CCAGGAATTTCCATTT 

TCAAGG-3’, XM 223843, 62bp, 57°C), RAR-γ (S: 5’-AGTGCTATCTGCCTCATCT-3’, AS 

: 5’-TTGTCCACCTTCACCTTCTCGGGTTC-3’, NM 001062412, 66bp, 62°C), RXR-α (5’: 

GAAGCGTACTGCAAACACAAG-3’, AS: 5’-CAGCCGGAGCAGCAGCTTGG-3’, NM 

012805, 65bp, 66°C), RXR-β (S: 5’-CTTCATGTGCACAGAAACT-3’, AS: 5’-TCTGTCAG 

CACCCGATCAAA-3’, NM 206849, 68bp, 55°C), RXR-γ (S: 5’-CTGCACCGGGCAGGGT 

GGAAT-3’, AS: 5’-CTGGACGGAAACCGAGCGGTG-3’, NM 031765, 65bp, 66 °C) and 

RP-29 (S: AAGATGGGTCACCAGCAGCTCTACTG-3’, AS: 5’-AGACGCGGCAAGAGC 

GAGAA-3’, NM 012876, 70bp, 59°C). 

The quantity of each cDNA was estimated by Ct, defined as the number of cycles 

corresponding to the moment where the fluorescence, secondary to SYBR green incorporation 

into double-stranded DNA, became detectable at the end of the PCR elongation phase. At 

completion of PCR cycling, a melting curve was performed in order to control the specificity 

of each amplified product. Each experiment included positive and negative reaction controls, 
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and Ct were converted into nanograms of DNA using calibration curves made of serial 

dilutions of known amounts of corresponding purified PCR products. The transcript level of 

the housekeeping gene ribosomal protein S29 (RP29) was determined in parallel for each 

sample and data were expressed as the normalized ratio of mRNA level of each gene of 

interest over the RP29 gene.  

Measurement of IL-6 production. 

IL-6 secreted in culture supernatant after 24 hours of incubation was measured in ng/ml with 

commercially available rat immuno-enzymatic assay (ELISA) (R&D Systems™, Abingdon, 

UK), with a limit of detection of 21 pg/ml. The assay was not sensitive to soluble receptors 

and no cross-reactivity was reported with other cytokines (manufacturer’s data). Positive 

controls were used in each experiment.  

Western blot analysis 

For protein study, experiments were performed from 5 minutes to 24 hours after IL-1β 

challenge. Cellular proteins were extracted with 1X Laemmli blue (Sigma), as described 

before [27] and electroblotted with RAR-α, RAR-β, RAR-γ, RXR-α, RXR-β or RXR-

γ (1:2000, [Santa Cruz Biotechnology, Le Perray en Yvelines, France]), phospho-ERK1/2 (P-

ERK1/2 ), phospho-p38 MAPK (P-p38 MAPK) (1:1000 [Cell Signaling Beverly, MA, USA]), 

phospho-SAPK/JNK (P-JNK) (1:500, [Cell Signaling]) or β-actin (1:4000 [Sigma]). 

Detection of protein bands was done by chemiluminescence, with the Phototope Detection 

system according to the manufacturer’s recommendations (Cell Signaling). Results were 

expressed as the ratio of each protein of interest over β-actin, used as internal control. 

ELISA-based TransAmTM kit for NF-IL-6, NF-κB (p65) and AP-1 (c-Jun) 

Synovial fibroblasts were pre-incubated for 1 hour with 10 µM of PD-98059 (inhibitor of 

ERK1/2, Sigma) or incubated with 1µM of ATRA before stimulation for 30 min or 4 hours 

with IL-1β. At corresponding times, nuclear extracts were prepared with a commercially 

available kit according to the manufacturer’s recommendations (Active Motif, Rixensart, 

Belgium), as described before [27]. After protein quantification with a bicinchoninic acid 

assay kit (BCA™ protein assay kit, Sigma), nuclear extracts were checked for NF-IL-6, NF-

κB (p65) and AP-1 (c-Jun) activation using ELISA-based kits (TransAM™, Active Motif 

Europe, Rixensart, Belgium). Briefly, 2 µg of nuclear proteins were added in a volume of 20 

µl to a well plate pre-coated either with oligonucleotides (5’-GGGACTTTCC-3’) 

corresponding to NF-κB responsive element (RE), or (5’-GCAAT-3’) corresponding to NF-
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IL-6 RE, or (5’-TGAGTCA-3’) corresponding to AP-1 RE. Wells were then incubated with a 

primary antibody against phosphorylated NF-κB (p65) (1:1000), phosphorylated NF-IL-6 

(1:1500), or phosphorylated AP-1 (c-Jun) (1:500). The RE / NF-κB, NF-IL-6 or AP-1 

antibody complex was revealed by incubation with a secondary horseradish peroxidase-

conjugated antibody. The amounts of NF-κB (p65), NF-IL-6 or AP-1 (c-Jun) proteins in 

nuclear extracts were quantified by measuring A450 on a Multiskan™ microplate reader 

(Labsystems). The specificity of the assay was controlled by demonstrating that the addition 

of an excess of wild-type consensus RE (20 pmol/well) prevented transcription factor binding 

onto the well whereas an excess of mutated consensus RE remained ineffective.  

Statistical analysis 

Data are expressed as the mean ± standard deviation (S.D.) of at least 3 independent assays. 

Comparisons were made by analysis of variance (ANOVA), followed by Fisher’s protected 

least-squares difference (PLSD) post-hoc test, using Statview™ version 5.0 software (SAS 

Institute Inc., USA). A value of p less than 0.05 was considered significant (* p<0.05 vs 

control, # p<0.05 vs IL-1β).  
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Results 

 

1. Effect of IL-1β on the expression of RAR and RXR subtypes. 

Preliminary experiments using MTT assay showed no loss of cell viability in rat synovial 

fibroblasts stimulated with IL-1β (10 ng/ml) in the presence or absence of RAR or RXR 

agonists at the concentrations used (data not shown). 

As shown in figure 1, the mRNAs and the proteins for all RAR subtypes (fig. 1a, 1b) and for 

RXR-α and -β (fig 1c, 1d) were detected in synovial fibroblasts under basal conditions. The 

mRNA of RXR-γ was not detected in our cell population, but a control experiment showed 

that it was highly expressed in rat adipose tissue, cortex and heart (data not shown), therefore 

confirming its restricted expression profile. In response to a stimulation of 6 to 24 hours with 

IL-1β, the mRNA level of RAR decreased from 30 to 55% for the -α, from 15 to 60% for the 

-β, and from 10 to 25% for the -γ subtype (fig. 1a). Levels of mRNA of RXR-α or -β were not 

affected by IL-1β stimulation (fig. 2c). Western blotting confirmed these expression profiles 

at the protein level (fig. 2b, 2d). 

 

2. Effect of retinoids on IL-1β-induced expression of IL-6. 

As shown in figure 2, IL-6 mRNA level (fig. 2a) and corresponding mediator (fig. 2b) were 

not detected in basal conditions, but were strongly expressed in response to IL-1β. In IL-1-

stimulated synovial fibroblasts, ATRA (RAR agonist) decreased IL-6 gene expression from 

70% (fig. 2a), and IL-6 level from 30% (fig. 2b) compared to IL-1β controls. This inhibition 

was dose-dependent for ATRA between 1 nM and 10 µM (data not shown). In contrast, BMS-

649 (RXR agonist) was ineffective on IL-6 expression or production (fig. 2a and 2b). A co-

stimulation with ATRA and BMS-649 inhibited pro-inflammatory cytokines expression to the 

same extent as ATRA alone.  

 

3. Effect of RAR selective agonists on IL-1-induced expression of IL-6.  

As the RXR agonist (BMS-649) was inactive on IL-1-induced expression of IL-6 whereas the 

RAR agonist (ATRA) was inhibitory, we next investigated the contribution of the different 

RAR subtypes. At the concentration used, the three selective RAR agonists (BMS-753 for 

RAR-α, BMS-453 for RAR-β and BMS-961 for RAR-γ) increased the mRNA level of RAR-

β, chosen as a RAR-dependent target gene, from 2 to 20 fold (fig. 3a). This demonstrated that 

the RAR-selective agonists were active in our experimental system. A subsequent dose 
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ranging study demonstrated that none of the three agonists reproduced the inhibitory effect of 

1 µM of ATRA on IL-6 (fig. 3b). These data were not in favour of a major contribution of 

RAR subtypes activation in the inhibitory effects of ATRA. 

 

4. Effect of RAR silencing on the IL-6 suppressive effect of ATRA. 

SiRNAs designed against RAR-α, RAR-β or RAR-γ were used to confirm whether the 

cytokines suppressive effect of ATRA on IL-6 was RAR independent. As shown in figure 4a, 

the transfection of synovial fibroblasts with each siRNA reduced significantly the mRNA 

level of the targeted RAR subtype, whereas the transfection of an oligomeric sequence (OS) 

has no effect (fig. 4a). After 24 hours of incubation, transfected synovial fibroblasts remained 

responsive to IL-1β although the extent of IL-6 induction was slightly lower than in non 

transfected cells (fig. 4b). However, whatever the RAR siRNA used, ATRA still inhibited IL-

1-induced expression of IL-6 with a similar efficacy as in non-transfected cells (around 70%) 

(fig. 4b). These data indicated that the suppressive effect of ATRA on IL-1-induced responses 

was likely RAR-independent. 

 

5. Effect of ATRA on IL-1β-induced activation of MAPK pathways 

In our experimental system, p38 MAPK, JNK and ERK1/2 pathways were activated by IL-1β, 

with the phosphorylation of JNK and p38 MAPK being obvious from 5 to 15 minutes and of 

ERK1/2 from 5 to 30 minutes after IL-1β challenge (data not shown). In these experimental 

conditions, ATRA did neither affect the early phosphorylation of p38 MAPK (fig. 5a) nor of 

JNK (fig. 5b) induced by IL-1β. In contrast, ATRA reduced the level of ERK1/2 

phosphoproteins from 30 to 50% (fig. 5c). These data demonstrated that amongst IL-1-

activated MAPK pathways, ATRA was inhibitory only on ERK1/2 in rat synovial fibroblasts.  

 

6. Contribution of ERK1/2 to the activation of AP-1 and NF-IL-6 but not of NF-κB 

A control experiment showed that, at the concentration used, PD-98059 prevented efficiently 

the IL-1β-induced phosphorylation of ERK1/2 in our experimental system (fig. 6a). In these 

conditions, the stimulating effect of IL-1β on IL-6 release was reduced to the same extent (40 

to 50%) by PD-98059 and ATRA (figure 6b). In preliminary experiments, activation of 

transcriptions factors by IL-1β was shown to be significant after 30 min of stimulation for 

NF-κB (1.6 fold) and after 4 hours of stimulation for NF-IL-6 (5 fold) or AP-1 (c-Jun) (7 

fold) (data not shown). In IL-1β stimulated cells, neither PD-98059 nor ATRA reduced the 
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activation of NF-κB pathway (fig. 6c), whereas a comparable inhibition (40 to 55%) of NF-

IL-6 (fig. 6d) or AP-1 (c-Jun) (fig. 6e) was observed with both molecules. These data 

suggested that inhibition of ERK1/2 pathway by ATRA contributed to its inhibitory effect on 

IL-1-induced activation of NF-IL-6 and AP-1 and subsequent production of IL-6. 
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Discussion 

 

In the present work, we demonstrated for the first time that RAR and RXR subtypes 

were expressed in rat synovial fibroblasts either at the mRNA or the protein level. All 

receptor subtypes, except RXR-γ, were detected and this was consistent with the recent 

demonstration that their mRNAs, except of the RXR-γ mRNA, were expressed in human 

osteoarthritic chondrocytes [28]. In response to IL-1 stimulation, the expression of all RAR 

subtypes decreased in synovial fibroblasts, whereas those of RXR-α and RXR-β remained 

unaffected. However, such inhibitory effect of IL-1 may be counterbalanced in the presence 

of RAR agonist since all RAR subtypes contain a RARE in their promoter region [29], which 

renders them highly inducible by these agonists. In our experimental conditions, we observed 

that ATRA induced a three-fold increase in RAR mRNA levels in IL-1-stimulated cells (data 

not shown), therefore suggesting that our biological system was suitable to study the 

pharmacological properties of agonists of RAR or RXR subtypes. 

In IL-1-stimulated synovial fibroblasts, we demonstrated that ATRA reduced the IL-1-

induced expression and release of IL-6 whereas the RXR agonist, BMS-649, was ineffective. 

For the RAR agonist, this result was consistent with its ability to reduce cytokines production 

by fibroblastic cells [30] or macrophages [31] challenged with various inflammatory stimulus. 

In the case of RXR agonist, the lack of efficacy of BMS-649 was not unexpected even if RXR 

agonists are well known to act as co-stimulators and were rather shown to potentiate the effect 

of PPAR [32] or RAR [33] agonists than to display intrinsic anti-inflammatory properties. 

However, we also failed to demonstrate any potentiation of the suppressive effect of ATRA 

on IL-6 when it was used in combination with BMS-649, suggesting that activation of RXR 

played a minor role. As a consequence, ATRA could reduce IL-6 expression by activating 

RAR/RAR homodimers exist although being less abundant than RAR/RXR heterodimers 

[34], or by RAR-independent mechanisms. Complementary experiments with selective 

agonists of each RAR subtype (BMS-753 for RAR-α, BMS-453 for RAR-β and BMS-961 for 

RAR-γ), or with RAR designed against siRNA, demonstrated that the suppressive effect of 

ATRA on IL-6 was RAR-independent in our cell type.  

To search for signalling events able to drive the suppressive effect of ATRA on IL-6, 

we investigated the possible contribution of upstream MAP kinases thought to be responsive 

to IL-1. As expected from the fibroblastic phenotype of our cell type, we demonstrated that 

p38 MAPK [35] and JNK [36] were activated in response to IL-1 challenge. However, we 
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showed further that activation of neither of these pathways was inhibited by ATRA. As a 

reduced phosphorylation of p38 was thought to contribute to the inhibitory effect of ATRA on 

IL-1-induced expression of cytokines in chondrocytes [37], these data highlight that ATRA 

may act in a cell-dependent manner. In contrast, we showed that phosphorylation of ERK1/2 

was an early IL-1-mediated event in rat synovial fibroblasts, and demonstrated that it was 

reduced significantly by ATRA. Activation of ERK1/2 was also reported in mouse [38] and 

RA [39] synovial fibroblasts challenged with IL-1 and this was shown to contribute to the 

production of IL-6 in response to inflammatory stimuli. In our experimental system, the 

MEK1 inhibitor PD-98059 reproduced the suppressive effect of ATRA on IL-6, at a 

concentration preventing actively the phosphorylation of ERK1/2. Taken together, these data 

suggested strongly that the inhibition of ERK1/2 pathway by ATRA supported its suppressive 

effect on IL-1-induced production of IL-6.  

The transcription factors NF-IL-6, AP-1 and NF-κB possess binding sites in the 

promoter of IL-6 but their respective contribution to the stimulating effect of IL-1 on IL-6 

expression seems to be variable in RA synovial fibroblasts [43, 44]. In our system, we 

demonstrated that IL-1 activated NF-IL-6, AP-1 and NF-κB pathways although with a 

different kinetics. Kinetics may explain some discrepancy between the published data with 

human cells since we confirmed a lack of activation of NF-IL-6 or c-Jun after 30 minutes of 

stimulation with IL-1 [43] but a strong activation of both pathways after 4 hours of 

stimulation [44]. At the time of their optimal activation, we demonstrated that ATRA 

suppressed NF-IL-6 and AP-1 pathways but not NF-κB pathway, and this effect was 

reproduced by the ERK1/2 inhibitor PD-98059. In contrast, the inhibitory effect of PD-98059 

showed that AP-1 was activated by ERK1/2 in synovial fibroblasts [45, 46] and could 

contribute to the enhanced production of IL-6 in response to IL-1 [44]. This result was highly 

consistent with the regulation of MMP-1 by IL-1 in rabbit synovial fibroblasts, where ERK1/2, 

but not p38 pathway accounted for the phosphorylation and activation of c-Jun [45]. The third 

transcription factor NF-IL-6 can be activated by a lot of biological signals but contains a 

highly conserved phosphorylation site for MAP kinases [47] which regulates its nuclear 

translocation in response to growth factors [48]. Our data demonstrated that activation of NF-

IL-6 depended on activation of ERK1/2, as was reported for the differentiating effect of 

adiponectin on pre-adipocytes fibroblasts [49]. Such blockade of NF-IL-6 by PD-98059 

inducing the inhibition of IL-6 levelswas shown in Kaposi’s sarcoma cells [50]. Thus, we 

provide evidence that ERK1/2 contributed to the IL-1-induced activation of AP-1 and NF-IL-6 
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in synovial fibroblasts. In addition, our data suggest that the suppressive effect of ATRA of on 

these transcription factors may be supported by inhibition of ERK1/2 phosphorylation. This 

mechanism is consistent with the ability of retinoids to mediate most of their anti-

inflammatory effects by reducing activation of the AP-1 (for a review see [51]) or NF-IL-6 

[50] pathways, although it remains to be confirmed in other cell types.  

 

Conclusion 

The present work demonstrated that ATRA, but several selective RAR agonists, 

displayed a powerful inhibitory potency on IL-1-induced expression and release of IL-6 by 

synovial fibroblasts. Despite the presence of all RAR and RXR subtypes, except RXR-γ, this 

suppressive effect was RAR-independent and not sensitive to RXR activation. Amongst MAP 

kinases, ATRA reduced the phosphorylation of ERK1/2 and the activation of AP-1 and NF-IL-

6 pathways, but not of NF-κB. These effects were reproduced by the MEK1 inhibitor PD-

98059, suggesting that inhibition of ERK1/2 pathway supported the suppressive potency of 

ATRA on transcription factors and IL-6 release. The present data underline that a decreased 

synthesis of IL-6 by synovial fibroblasts can contribute to the anti-arthritic potency of ATRA 

in animal models, as was suggested for the inhibitory effect of Am-80 in human osteoblast-

like cells [52]. Nonetheless, this cytokine suppressive potency was independent of RAR, 

indicating that alternative mechanisms, such as modulation of histone deacetylase activity 

[45], or retinoylation of kinases upstream ERK1/2 pathway [53, 54] could support the anti-

inflammatory effect of other retinoids.  
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LIST OF ABBREVIATIONS 

AA: Adjuvant arthritis, AP-1: Activator Protein-1, ATRA: All-trans retinoic acid, BCA: 

Bicinchoninic acid, CIA: Collagen-induced arthritis, DMSO: Dimethylsulfoxide, ELISA: 

Enzyme-linked immunosorbent assay, ERK: Extracellularly regulated kinase, IL: Interleukin, 

LPS: Lipopolysaccharide, MAPK: Mitogen-activated protein kinase, MEK: MAP ERK 

kinase, MMP: Metalloprotease, NF-IL-6: Nuclear factor of IL-6, NF-κB: Nuclear factor-κ B, 

PCR: Polymerase chain reaction, RA: Rheumatoid arthritis, RAR: Retinoic acid receptor, RE: 

Responsive element, RXR: Retinoid X receptor, SAPK/JNK: Stress-activated protein 

kinase/c-Jun N-terminal kinase, TBST: Tween buffer saline, TNF-α: Tumor necrosis factor-α 
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FIGURE LEGENDS 

 

FIGURE 1. 

Effect of IL-1β on the expression of RAR or RXR subtypes in synovial fibroblasts. Rat cells were 

stimulated with 10 ng/ml of IL-1β for 6, 12 or 24 hours for RAR or RXR gene expression and for 24 

hours (C for control) for RAR or RXR protein expression. Level of mRNA of RAR (α, β, γ) (a) or 

RXR (α, β, γ) (c) quantified by real-time PCR and normalized to RP29. Data are expressed as mean ± 

S.D. from three independent experiments; Protein expression of RAR-(α, β, γ) (b) or RXR-(α, β) (d) 

normalized to β-actin. Statistically significant differences from the control are indicated as *: P<0.05. 

FIGURE 2. 

Effect of retinoids on IL-1β-induced expression of IL-6 in synovial fibroblasts. Rat cells were 

stimulated with 10 ng/ml of IL-1β for 6 hours (IL-6 expression) or 24 hours (IL-6 production) in the 

presence or absence of 1 µM ATRA (RAR agonist) or 0.3 µM BMS-649 (RXR agonist). (a) IL-6 

mRNA levels quantified by real-time PCR and normalized to RP29; (b) IL-6 level (ng/ml) in culture 

supernatant by ELISA. Data are expressed as mean ± S.D. of values from at least three independent 

experiments. Statistically significant differences from the control are indicated as *: P<0.05, and from 

IL-1β stimulated cells as #: P<0.05. 

FIGURE 3. 

Effect of selective RAR agonists on IL-1-induced expression of IL-6. (a) To control the ability of the 

selective agonists to trigger RAR-dependent responses, rat synovial fibroblasts were stimulated for 6 

hours with 0.1 µM of either RAR agonists (BMS-753 for RAR-α, BMS-453 for RAR-β, BMS-961 for 

RAR-γ), and the mRNA level of the target gene RAR-β normalized to RP29 was studied by real-time 

PCR. (b) Their suppressive effect on the IL-6 mRNA level normalized to RP29 was studied by real-

time PCR in cells stimulated with 10 ng/ml of IL-1β in the presence or absence of 0.1 or 1 µM of 

either RAR agonists. Data are expressed as mean ± S.D. of values from at least three independent 

experiments. Statistically significant differences from the control are indicated as *: P<0.05, and from 

IL-1β stimulated cells as #: P<0.05.  

FIGURE 4. 

Effect of RAR silencing on the suppressive effect of ATRA on IL-6 expression. (a) Normalized 

mRNA level of RAR-α, -β or -γ in rat synovial fibroblasts transfected for 24 hours with 50 nM of 

siRNA against the corresponding RAR subtype or with 50 nM of an oligonucleotidic sequence (OM), 

before stimulation with 1 µM of ATRA for 6 hours; (b) Normalized mRNA level of IL-6  in synovial 

fibroblasts transfected for 24 hours with 50 nM of each RAR siRNA, then stimulated for 6 hours with 

10 ng/ml of IL-1β in the presence or absence of 1 µM of ATRA. Data are expressed as mean ± S.D. of 
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values from at least three independent experiments. Statistically significant differences from the 

control are indicated as *: P<0.05, and from IL-1β stimulated cells as #: P<0.05.  

FIGURE 5. 

Effect of ATRA on IL-1β-induced activation of MAPK pathways in rat synovial fibroblasts. (a) 

phospho-p38 MAPK (P-p38 MAPK) level after 5 minutes of stimulation with 10 ng/ml of IL-1β in the 

presence or absence of 1 µM of ATRA. (b) phospho-JNK (P-JNK) level after 15 minutes of 

stimulation with 10 ng/ml of IL-1β in the presence or absence of 1 µM of ATRA. (c) phospho-ERK1/2 

(P-ERK1/2, or P-p42/44) levels after 30 minutes of stimulation with 10 ng/ml of IL-1β in the presence 

or absence of 1 µM of ATRA. Data are expressed in arbitrary units (AU) as mean ± S.D. of protein 

levels normalized to β-actin collected from at least three independent experiments. Statistically 

significant differences from the control are indicated as *: P<0.05, and from IL-1β stimulated cells as 

#: P<0.05.  

FIGURE 6. 

Contribution of ERK1/2 pathway to the inhibitory effect of ATRA. Rat synovial fibroblasts were 

stimulated with 10 ng/ml of IL-1β in the presence or absence of the ERK1/2 inhibitor PD-98059 or 

ATRA. (a) western blotting of phosphorylated ERK1/2 after 15 minutes of stimulation, in the presence 

or absence of 10 µM of PD-98059; (b) production of IL-6 (ng/ml by ELISA) in culture supernatant 

after 24 hours of stimulation, in the presence or absence of 10 µM of PD-98059 or 1 µM of ATRA; (c) 

nuclear content of NF-κB by ELISA-based TransAmTM kit after30 minutes of stimulation, in the 

presence or absence of 10 µM of PD-98059 or 1 µM of ATRA; nuclear content of NF-IL-6 (d) or AP-

1 (c-Jun) (e) by ELISA-based TransAmTM kit after 4 hours of stimulation, in the presence or absence 

of 10 µM of PD-98059 or 1 µM of ATRA. Data are expressed as mean ± SD of IL-6 levels or A450 

values from at least three independent experiments. Statistically significant differences from the 

control are indicated as *: p < 0.05, and from IL-1β-stimulated cells as #: P<0.05.  
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Figure correspondant à la Figure 48 du manuscrit (p.173). 
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Méthode de calcul : comparaison à une gamme de 
produits de PCR purifiés et de concentration connue

Méthode de calcul : méthode de Pfaffl

 
 
Figure correspondant à la Figure 52 du manuscrit (p.178).  
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Méthode de calcul : comparaison à une gamme de 
produits de PCR purifiés et de concentration connue

Méthode de calcul : méthode de Pfaffl

 
 
 
Figure correspondant à la Figure 55 du manuscrit (p.184), avec ajout de l’effet de l’ATRA 

sur l’expression génique de RAR-β. 
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Méthode de calcul : comparaison à une gamme de 
produits de PCR purifiés et de concentration connue

Méthode de calcul : méthode de Pfaffl
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Les résultats obtenus à partir des deux méthodes utilisées sont donc comparables, les profils 

obtenus sont similaires, seule l’échelle varie, puisque les résultats obtenus d’après la 

méthode de Pfaffl sont rapportés au témoin, qui vaut donc arbitrairement 1. Ces calculs ont 

également été refaits pour les autres résultats du manuscrit, mais ne sont pas détaillés. 
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RÉSUMÉ 
 

Les rétinoïdes (dérivés de la vitamine A) ont montré des propriétés anti-arthritiques intéressantes 
dans des modèles expérimentaux d’arthropathie. Nous avons étudié leur effet sur l’inhibition de 
cytokines pro-inflammatoires et de métalloprotéases matricielles (MMP) induites par l’IL-1β dans les 
fibroblastes synoviaux et les chondrocytes humains et de rat. En conditions inflammatoires, les 
fibroblastes synoviaux produisent de fortes quantités de cytokines inflammatoires dans l’articulation 
(TNF-α, IL-1β, IL-6). L’acide all-trans rétinoïque (ATRA, agoniste RAR), et l’acide 9-cis rétinoïque 
(co-agoniste RAR/RXR) inhibent l’expression de ces cytokines dans les fibroblastes synoviaux de rat 
stimulés par l’IL-1. L’ATRA inhibe également la phosphorylation d’ERK1/2 induite par l’IL-1, sans 
affecter celles de p38 ou de JNK, et diminue l’activation des facteurs de transcription AP-1 et NF-IL-6 
induits par l’IL-1. L’effet de l’ATRA sur les cytokines inflammatoires n’est pas potentialisé par un 
agoniste RXR, ni reproduit par des agonistes sélectifs des isotypes RAR, et n’est pas antagonisé par la 
répression des isotypes RAR, démontrant ainsi des effets indépendants de RAR ou RXR. En revanche, 
l’effet inhibiteur de l’ATRA sur AP-1, sur NF-IL-6 et sur la production d’IL-6 est reproduit par un 
antagoniste d’ERK1/2. 

En conditions inflammatoires, les chondrocytes produisent de grandes quantités de MMP et de 
nitrites. L’ATRA inhibe l’expression d’iNOS et la production de nitrites induites par l’IL-1 dans les 
chondrocytes de rat et humains. Cependant, l’activité MMP totale est réduite uniquement dans les 
chondrocytes humains, et cette différence n’est pas due à une modulation variable de l’activation 
d’AP-1. 

Ceci démontre que les rétinoïdes ont un impact important sur les paramètres inflammatoires des 
cellules articulaires, mais qu’il varie suivant l’espèce, suggérant que l’extrapolation des résultats 
obtenus à partir des cellules de rat est délicate. 
 

ABSTRACT 
 

Retinoids (molecules derivated from vitamin A) used in experimental models of arthropathies, 
have shown interesting anti-arthritic properties. We have studied retinoid effects on the inhibition of 
pro-inflammatory cytokines and matrix metalloproteases (MMP) induced by IL-1β in rat and human 
synovial fibroblasts and chondrocytes. In pro-inflammatory conditions, synovial fibroblasts produce 
large quantities of inflammatory cytokines in the joint (TNF-α, IL-1β, IL-6). Both all-trans retinoic 
acid (ATRA, agonist of RAR) and 9-cis retinoic acid (9-cis RA, co-agonist of RAR and RXR) inhibit 
the expression of these cytokines in rat synovial fibroblasts stimulated by IL-1. ATRA also inhibit the 
phosphorylation of ERK1/2 induced by IL-1, without affecting that of p38 or JNK, and decrease 
activation of transcription factors AP-1, NF-κB and NF-IL-6 induced by IL-1. The effect of ATRA on 
inflammatory cytokines expression is not potentiated by RXR agonist, nor reproduces by selective 
RAR agonists, and is not antagonized by RAR isotypes silencing, showing that the effects of ATRA 
are independent of RAR or RXR. However, the inhibitory effect of ATRA on AP-1 and on NF-IL-6 is 
reproduced by a ERK1/2 antagonist. 

In pro-inflammatory conditions, chondrocytes produce large amounts of MMP and nitrites. ATRA 
inhibits iNOS expression and nitrites production induced by IL-1 in rat and human chondrocytes. 
However, total MMP activity is only inhibited in human chondrocytes, and this difference is not the 
consequence of a variable modulation of AP-1 activation. 

These results showed that retinoids have an important impact on inflammatory parameters on 
articular cells, but they varied regarding to the species, suggesting that extrapolation of results 
obtained from rat cells to human is difficult. 
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