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PMS : Para-méthylstyréne, catalyseur biochimique
PHOX : Phagocyte oxidase

PMA : Phorbol myristate acétate

PMSF : Phényl méthyl sulfonyl fluorure

p/v : Poids pour volume

RLU : Relative Luminescent Unit

ROS : Reactive Oxygen Species

SDS : Sodium dodécyl sulfate

SDS-PAGE : Electrophorese en gel polyacrylamide en présence de SDS
SOD : Superoxyde dismutase

SVF : Sérum de veau fecetal

TGS : Tris Glycine SDS

TIMP : Tissue Inhibitor of Metalloprotéinase

TNF-a : Tumor Necrosis Factor

TRIS : Tris (hydroxyméthyl) aminométhane

UV : Ultra-violet

VDAC : Voltage Dependant Anion Channel

WST1 : Water Soluble Tetrazolium, accepteur d’électron

WT : Wild type ou sauvage
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Le stress oxydant se définit par un déséquilibre entre la production de dérivés réactifs de I'oxygene
(ROS) et des capacités cellulaires antioxydantes. Les ROS ont longtemps été considérées comme
des sous-produits toxiques du métabolisme de I'oxygene et impliqués dans de nombreuses
pathologies. Cependant, depuis plusieurs années, la production contrélée de radicaux apparait
comme un mécanisme essentiel de la signalisation cellulaire qui participe au maintien de
I’'hnoméostasie de la cellule. Les effets des radicaux libres en biologie sont maintenant bien
documentés. Non seulement les organismes vivants se sont adaptés et coexistent en présence de
ROS mais ils ont également développé des mécanismes pour les utiliser a leur avantage.
Néanmoins, les sources de radicaux et leurs mécanismes d’action sont souvent mal définis. Nous
avons choisi dans cette étude deux protéines utilisant les fonctions oxydatives et réductrices des
ROS, la NADPH Oxydase et la Voltage Dependant Anion Channel (VDAC), nous permettant ainsi
d’étudier et de comprendre le réle de ces deux enzymes au pouvoir oxydo-réducteur, I'une dans un
contexte pathologique, I'arthrose, et I'autre dans une cellule largement présente chez 'Homme,

I’érythrocyte.
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I- Les ROS : intérét en biologie
A) Les ROS : Espéces Réactives de I'oxygéne

1) Role physiologique et pathologique

Les dérivés réactifs de I'oxygene sont nécessaires a la vie des organismes multicellulaires (Lalucque
H et al 2003). En contrélant I'expression de certains genes, les ROS jouent un role clé dans de
nombreux processus physiologiques, notamment dans le développement embryonnaire, la
différentiation cellulaire, la régulation de la prolifération, I'apoptose, ou encore le déclenchement
de la migration cellulaire (Bedard et Krauze review 2007). De fagon non exhaustive, dans la sphere
rhumatologique, les ROS seraient par exemple impliqués dans la chondrogenése a partir de cellules
souches mésenchymateuses ou encore |'ossification endochondrale, processus par lequel le
cartilage de croissance laisse place a I'os au cours de la croissance des organismes vertébrés
(Morita et al. 2007; Kim et al. 2010). Les ROS sont également nécessaires a la différentiation des
adipocytes, des cardiomyocytes et des ostéoblastes (Schroder et al. 2009; Crespo et al. 2010;
Mandal et al. 2012). IIs sont également impliqués dans le maintien de la pluripotence des cellules
souches de la moelle osseuse (a faible dose) ou leur différenciation (a plus forte dose) (Urao and
Ushio-Fukai 2012). Les voies de signalisation activées par les ROS permettent également la
migration et la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires ainsi que la synthése de
métalloprotéases matricielles (MMP) nécessaire au cours de I'angiogenese (Meng et al. 2008;
Rodriguez et al. 2009). L'homéostasie est ainsi régulée par une multitude de voies de signalisation
controblées par les ROS. Par exemple, en modulant I'activité du NFkB, du facteur de transcription AP-
1 et de HIF2a, les ROS entrainent une augmentation de I'expression d’un certain nombre de

métalloprotéases telles que la MMP-1, 3, 9, 12, 13 ou encore les ADAMTS 4 et 5.

La production des ROS reste un phénomene physiologique naturel lié a la vie aérobie. Leur
concentration peut croitre anormalement en période de stress (chaleur ou exposition aux
ultraviolets) et endommager les structures cellulaires, on parle alors de « stress oxydant » qui peut

conduire a la mort cellulaire, le vieillissement ou encore la cancérisation (Beckman et Ames 1998).

Les ROS possédent de nombreuses propriétés : en oxydant certaines molécules comme les acides
nucléiques, les protéines et les lipides, ils peuvent détruire des fonctions biologiques. Par exemple,

dans le cas de I'ADN, le radical hydroxyle réagit avec les bases en s'additionnant sur les doubles
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liaisons formant des radicaux peroxydes, issus de I'addition d’O, sur des radicaux libres carbonés,
pouvant aboutir a des mutations de ’ADN. Ce radical est au cceur du processus de peroxydation
lipidique qui dégrade les membranes biologiques. De méme, les acides aminés constitutifs des
protéines sont trés sensibles a |'attaque des radicaux hydroxyles. Lorsqu'une protéine posséde une
fonction enzymatique, les radicaux hydroxyles sont susceptibles d'inactiver le site actif et par

conséquent, leur efficacité (Tiku et al. 1998).

Le stress oxydatif est la cause essentielle du vieillissement, mais il est aussi impliqué dans de
nombreuses maladies. Effet, les cellules dysfonctionnent ou meurent prématurément
(dégénération) en partie a cause d’une production anormalement élevée de radicaux libres, comme
dans la maladie d'Alzheimer ou bien encore la maladie de Parkinson. Pour d'autres maladies
chroniques évolutives, le stress oxydatif important généré peut provoquer des maladies chroniques
inflammatoires de |'appareil digestif, des maladies cardiovasculaires, broncho-pulmonaires, la
fibrose hépatique conséquence d’affections virales chroniques, des cancers ou encore du diabete

(Kaneto et al. 2009).

Le stress oxydatif est une cause importante des processus pathologiques liés au vieillissement. Ce
stress est la conséquence de deux effets antagonistes : les défenses antioxydantes sont affaiblies et

les produits oxydés sont produits en trop grande quantité dans I'organisme.

2) Controle du stress oxydant

Pour combattre un stress oxydatif engendré par un taux élevé de ROS, les cellules ont développé
plusieurs mécanismes de défense, pour maintenir une homéostasie redox. Deux stratégies

différentes sont employées par les cellules :

Les molécules tampons : vitamine E, vitamine C, coenzyme Q, glutathion, acides aminés.

Ces composés sont réduits par les radicaux libres pour former des composés radicalaires stables qui

seront secondairement régénérés par une oxydation lors d’une réaction enzymatique.

Processus enzymatiques de détoxification des ROS : Superoxide Dismutase, catalase, glutathion

peroxydase, péroxyrédoxines.
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Les ROS produits sont rendus inactifs par une série d'enzymes. La dismutation de I'anion
superoxyde en peroxyde d'hydrogene est accélérée par I'enzyme superoxyde dismutase. Le
peroxyde d'hydrogéne est le substrat de la catalase qui produit de I'oxygene et de I'eau (Kirkman et
Gaetani, 2007). La suppression des H,0, cytosoliques est également réalisée par d'autres enzymes.
Les propriétés antioxydantes du groupement thiol sont trés importantes. Le glutathion et Ila
thiorédoxine, contenant des thiols, sont au cceur de la régulation du statut redox de la cellule. La
glutathion péroxydase catalyse la réduction du péroxyde d'hydrogéne en utilisant le glutathion
réduit comme substrat. Cette enzyme intervient avec la glutathion réductase dans le cycle redox du

glutathion permettant sa régénération.

Le H,O, est aussi éliminé par les péroxyrédoxines. Le cceur catalytique de ces protéines est
constitué de deux cystéines. Le surplus d'H,0, oxyde le groupement thiol de la cystéine des
péroxyrédoxines en groupement acide sulfénique en libérant une molécule d'eau. Les systémes des
thiorédoxines et glutarédoxines agissent comme des antioxydants en facilitant la réduction de
protéines oxydées (Holmgren, 1989). Ces protéines peuvent agir par exemple pour régénérer les

péroxyrédoxines oxydés.

L'attaque des radicaux libres sur les membranes cellulaires (lipopéroxydation) entraine ensuite une
cascade de réactions radicalaires des lipides (Halliwell et Chirico, 1993). Ceci a pour conséquence
de réduire la fluidité membranaire, d'augmenter la perméabilité des ions et d'altérer le
fonctionnement des protéines membranaires. La vitamine E est une molécule liposoluble capable
d'interrompre ce processus en s'intercalant dans la cascade de réactions radicalaires. La vitamine E

est régénérée par la vitamine C ou par le coenzyme Q.

L'attaque des ROS sur les protéines entraine également une modification de leur fonctionnement et
augmente leur susceptibilité a étre dégradées par le protéasome (Davies et al, 1987). L'oxydation
touche particulierement les acides aminés tryptophanes, tyrosine, histidine et cystéine mais tous
les acides aminés peuvent étre oxydés. La capacité antioxydante des acides aminés est faible mais

leur forte concentration leur confére un grand pouvoir tampon (Drége, 2002).

Ainsi, I'équilibre redox est finement régulé entre la production de ROS et leur élimination par toute
une batterie de systemes antioxydants. L'homéostasie préservée permet le fonctionnement normal

de la cellule. Un stress oxydatif avec ses conséquences désastreuses apparait lorsque la balance

17



redox est perturbée soit par une augmentation de la synthése des ROS, soit par un

dysfonctionnement du systéme antioxydant. (Figurel)

0, - "-'—1-'.':T _Pli]:]' H, (O, i HO* +HO
eld4H”

) &, H' (H')
2H,0=

TR

Figure 1 : Equation électronique des ROS

Dans les mitochondries, une quantité d'oxygene consommée inférieure a 10% est réduite via des voies successives a un
électron, ce qui entraine une conversion de I'oxygéne moléculaire en radical anionique superoxyde (02), suivie d'une
réduction d'un électron avec l'acceptation concomitante de deux protons pour produire du peroxyde d'hydrogéne
(H202).

3) Les sources de ROS
L'origine des ROS est multiple. Les ROS peuvent étre produits de maniére fortuite par le
cytochrome p450, la lipoxygénase, la cyclo-oxygénase, le gamma glutamyl transpeptidase, la chaine
respiratoire mitochondriale, la xanthine oxydoréductase ou par le fonctionnement détourné de
certaines enzymes comme la NO synthase. Les NADPH oxydases sont les seules enzymes dont la
fonction primaire et unique est de produire des ROS. C’est également la source principale de ROS

pouvant étre régulée.

a. ROS exogenes
lls peuvent étre produits a partir de polluants ou encore de radiations. Les
rayonnements ionisants peuvent générer des ROS par un processus appelé radiolyse. Ce
phénomeéne de radiolyse est notamment utilisé en radiothérapie afin de détruire les

cellules cancéreuses (Liou et al 2014)

b. ROS endogénes
Les ROS au niveau intracellulaire sont produits par des mécanismes multiples et
variables en fonction des types cellulaires, (Gottlieb, 2003; Harrison, 2004; Schrader et

al, 2004; Balaban et al, 2005; Gonzalez, 2005) les principales sources étant les NADPH
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oxydases membranaires, la chaine respiratoire des mitochondries, les peroxysomes et le
réticulum endoplasmique. La majeure partie de I'oxygéne que nous respirons subit une
réduction tétravalente conduisant a la production d'eau. Cette réaction est catalysée par
une oxydase, le complexe IV du cytochrome oxydase, accepteur terminal d’électrons
présents dans la chaine de transport des électrons située dans la membrane interne
mitochondriale. Cependant, cette chaine de transport peut parfois laisser « fuir »
certains électrons qui vont réduire I'oxygene. Environ 0,1 a 2% d'électrons traversant la
chaine, peuvent réduire l'oxygene et donner le radical superoxyde (0,°) (Genestra
2007). Par ailleurs, I'apparition d’anions superoxyde peut résulter de I'oxydation par
I'oxygéne de composés tels que I'adrénaline, la noradrénaline, des thiols (cystéine), des
coenzymes réduits (FADH2), mais aussi de la détoxification des médicaments par le
systeme des cytochromes P450 présents au niveau du réticulum endoplasmique des
hépatocytes. Le radical superoxyde est maintenu a un niveau de concentration assez bas
par les superoxydes dismutases (SOD) qui catalysent sa dismutation en peroxyde

d’hydrogéne.
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B) La famille des NADPH Oxydases

Les NADPH oxydase sont des enzymes membranaires dont le role unique est de produire des

dérivés réactifs de I'oxygéne

1) Présentation

Historiquement, il faut attendre 1970 pour que la premiére NADPH oxydase soit décrite par (Rossi
et Zatti 1970) il s’agit de la NADPH oxydase phagocytaire (NOX2). La découverte de p22phox, décrit
comme |'un des premiers partenaires de NOX2, remonte a 1978 (Segal and Coade, 1978). Puis celle
des facteurs cytosoliques régulateurs, p47phox, p67phox et p40phox quelque temps apres (Volpp
et al 1988, Wientjes et al 1993). Pendant longtemps, la production d’ion superoxyde par une
NADPH oxydase était considérée comme présente uniquement dans les phagocytes. Au cours des

guinze derniéres années, six homologues de la NADPH phagocytaires ont été trouvés.

Chez 'Homme, la famille des NADPH oxydases est composée de 7 membres : NOX1, NOX2, NOX3,
NOX4, NOX5, DUOX1 et DUOX2 (Bedard et Krauze review 2007). Ce sont des protéines
transmembranaires qui ont la capacité de transférer des électrons au travers des membranes
biologiques a partir du NADPH, pour former au final I'ion superoxyde. Bien que I'on retrouve une
certaine homologie dans leur structure, leur role, leur mécanisme d’activation ainsi que leur

distribution tissulaire et leurs fonctions physiologiques demeurent trés différentes.

Les NADPH Oxydases possedent toutes un site de fixation au NADPH au niveau de I'extrémité C-
terminale ainsi qu’un site de fixation au FAD. Elles sont également constituées de 6 ou 7 domaines
transmembranaires contenant 4 histidines impliquées dans la coordination de deux molécules
d’héme. Les parties N et C-terminales seraient a priori orientée vers le cytosol, sauf pour les Duox
ou la partie N-terminale serait extracellulaire, mais a défaut d’analyse par cristallisation, les

données topographiques des NADPH Oxydases ne sont pas encore connues. (Figure 2)
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Figure 2 : Famille des NAPDH Oxydases, DUOX et leurs partenaires

Les différentes isoformes de NOX possédent toutes 6 passages transmembranaires et sont capables de transférer des
électrons au travers des membranes biologiques a partir du NADPH vers I'oxygéne (d’aprés Bedard et Krauze, review
2007)

2) Isoformes et fonctions

a. La NAPDH Phagocytaire NOX 2
La NADPH Oxydase 2, également connu sous le nom de gp91phox, a été la premiére NAPDH
Oxydase décrite (Babior et al 2002, Cross AR et al 1990, Nauseef WM et al 2004). Ses
caractéristiques biochimiques ont été largement étudiées ainsi que ses particularités
topographiques qui ont permis, par homologie, d’en savoir plus sur la structure des autres

isoformes de NOX.

Les études actuelles suggérent six domaines transmembranaires pour NOX2. Des études de
cartographie a l'aide d'anticorps montrent une localisation cytoplasmique pour la partie C
terminale et des données de séquencage confirment que I'extrémité NH2-terminale est
cytoplasmique. Globalement, les données suggerent donc que NOX2 posséde six domaines
transmembranaires et que ses extrémités COOH et NH2 terminale sont orientées vers le
cytoplasme. La NOX2 humaine est une protéine hautement glycosylée qui possede une masse

moléculaire d’environ 70-90 kDa. (Figure 3)
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Figure 3 : Schéma d'activation de NOX2 avec ses sous-unités régulatrices

L'activation de NOX2 se produit a travers une série d'interactions protéiques, a I'origine d’'un complexe multi protéique
actif. L’activité de NOX2 nécessite la présence de son partenaire p22phox. En effet, en I'absence de p22phox, la
protéine devient instable. L'activation de NOX2 nécessite la translocation de facteurs cytosoliques au complexe NOX2-
P22phox. La phosphorylation de p47phox conduit a un changement de conformation permettant son interaction avec
p22phox. La sous-unité p47phox organise la translocation de facteurs cytosoliques, d'ou son appellation de sous-unité
organisatrice. Elle permet le contact de p67phox et de NOX2 et apporte également la sous-unité p40phox au complexe.
Enfin, la GTPase Rac interagit avec NOX2 par I'intermédiaire de p67phox. Une fois assemblé, le complexe est actif et
génere des ions superoxyde en transférant un électron du NADPH vers le FADH2, puis vers les deux hemes et enfin vers
I'oxygeéne accepteur final de I'électron dans I’espace extracellulaire. (D’aprés Bedard et Krauze review 2007)

b. La NOX1
La NOX1 a été le premier homologue de NOX2 découvert (Suh et al 1999). Au niveau protéique il
existe un degré élevé d'homologie de séquence avec NOX2 (60%). La plupart des études suggérent
gue la masse moléculaire de NOX1 se situe aux alentours des 55-60 kDa. Si ces valeurs sont
correctes, NOX1 n’est probablement pas N-glycosylée, malgré la présence de deux sites de N-

glycosylation dans les domaines extracellulaires.

NOX1 est fortement exprimée dans I'épithélium du colon, cependant, il est également exprimé
dans d’autres variétés de cellules, notamment les cellules musculaires lisses des vaisseaux, les
cellules endothéliales, utérines, placentaires, de la prostate, dans les ostéoclastes, ainsi que dans
plusieurs lignées cellulaires d’origine cancéreuse, telles que les lignées de cellules tumorales du
cOlon et du poumon. Les données sur la localisation subcellulaire des NOX1 sont rares,
principalement parce que la génération d'anticorps de haute qualité contre NOX1 s’est avérée tres

difficile.

22



La production d’ion superoxyde par NOX1 dépend également de sous-unités cytosoliques. Ces sous-
unités cytosoliques ont été nommées NOXO1 (NOX organisateur 1, un homologue de p47phox) et
NOXA1 (NOX activateur 1, un homologue de p67phox). En plus de cette dépendance pour ses sous-

unités cytosoliques, I'activité de NOX1 nécessite également la sous-unité membranaire p22phox.

c. LaNOX3

NOX3 a été décrite en 2007 (Nakano et al. 2007) grace a la similarité de séquence avec d'autres
isoformes de NOX mais les premieres études sur la fonction de la protéine ne sont pas apparues
avant 2004 (Banfi et al.). NOX3 posséde 56% de similarité avec NOX2. La structure globale de NOX3
pourrait étre tres similaire a celle de NOX1 et NOX2, en termes de domaines transmembranaires,

de la longueur des boucles extracellulaires ainsi que de la localisation des histidines.

Deux approches différentes ont conduit a la désignation de NOX3 comme étant la principale
NADPH oxydase de l'oreille interne (Rousset et al 2015). Par analyse en PCR temps réel et
hybridation in situ les auteurs ont montré une expression trés élevée de NOX3 dans l'oreille interne
Une étude de I'équilibre d’une souris mutante KO NOX3 a montré le role de NOX3 dans I'équilibre
géré par l'oreille interne. Par contre, on ne sait rien a propos de la localisation subcellulaire des

NOX3.

d. La NOX5

NOX5 a été découverte en 2001 (Cheng et al 2001). Elle se distingue des enzymes NOX 1-4 par la
présence d'une longue terminaison NH2 intracellulaire contenant quatre domaines « EF hand »
capables de fixer le calcium. Concernant sa masse moléculaire, NOX5 est décrit comme une
protéine de 85 kDa, égale au poids théorique calculé, ce qui suggere que la protéine ne serait pas
glycosylée.

L'expression de ’ARNm de NOX5 est décrite dans les testicules, la rate, les ganglions lymphatiques,
le muscle lisse vasculaire, la moelle osseuse, le pancréas, le placenta, I'ovaire, I'utérus, I'estomac et
dans divers tissus du foetus.

L'activité de NOX5 ne nécessite pas le partenaire p22phox, comme démontré par la suppression de

p22phox par siRNA qui d’ordinaire diminue |'activité des NOX 1 a 4.
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NOX5 ne nécessite pas de sous-unités cytosoliques et a été démontrée fonctionnant dans un
systéme sans protéines cytosoliques. L'activation de NOX5 est médiée par une augmentation de la

concentration de Ca** cytoplasmique.

e. LesDUOXs1let2

Les DUOX, appelées a I'origine THOX pour « Thyroid Oxidase », ont été clonées a partir de glandes
thyroides humaines (Morand et al, 2009). Il a été récemment montré que la Duox-1 serait
exprimée dans |'épithélium pulmonaire et Duox-2 dans I'épithélium salivaire et digestif. Les Duox-1
et 2 possedent 83 % d’homologie entre elles, et contiennent un domaine transmembranaire

additionnel et deux domaines EF hand de liaison au Ca*".

f. La NAPDH Oxydase 4

NOX4 a été initialement identifiée comme une NADPH Oxydase fortement exprimée dans le rein
(Ambasta et al 2004, Martyn et al, 2005). Mais NOX4 reste I'isoforme exprimé de facon la plus
ubiquitaire. C'est I'isoforme qui partage le moins d’homologie avec les autres NOX. En effet, elle ne
possede que 39% d'homologie avec NOX2. Une étude de la masse moléculaire de NOX4 par
immunoblot révele deux bandes: I'une de 75 -80 kDa et I'autre de 65 kDa, que ce soit réalisé sur des
extraits de cellules exprimant NOX4 de facon endogéne ou apres surexpression exogéne (muscle

lisse et cellules Cos7).

En plus de son expression forte dans les reins, I’ARN messager de NOX4 est également trouvé dans
les ostéoclastes, les cellules endothéliales, les cellules de muscle lisse ainsi que de nombreux autres
types cellulaires. La NADPH oxydase Nox4 est en fait I'oxydase qui est exprimée de fagon la plus
ubiquitaire dans les tissus humain. L'induction de I'expression d’ARNm de NOX4 est observée en
réponse au stress du réticulum endoplasmique et en réponse a un stimulus TNF dans les muscles

lisses.

Dans les cellules primaires, NOX4 est principalement observée dans le réticulum endoplasmique
(RE). Bien qu'un role fonctionnel pour NOX4 dans le RE soit tout a fait possible, une telle localisation
peut également représenter une accumulation au niveau de son site de synthése. L'expression de
NOX4 dans le noyau est suggérée par plusieurs arguments (microscopie confocale, microscopie
électronique, des immunoblots sur des extraits nucléaires, et la génération de ROS nucléaires).
Cependant, il est difficle de comprendre comment une protéine qui possede 6 passages

24



transmembranaires peut se retrouver dans un espace libre sans membrane, tel que l'intérieur du
noyau. Sa localisation a la membrane plasmique, montré par un travail réalisé au laboratoire (Leilei
Zhang. Nox4 : structure/fonction protéomique recombinante et approche immunologique. 2011)
mais également par d’autres équipes (Chen et al 2009, Von Léhneysen et al 2010) pourrait designer
NOX4 comme faisant partie d’'une famille de réductases membranaires impliquées dans le transfert
d’électrons de l'intérieur vers |'extérieur de la cellule: le Plasma Membrane Oxydo Reductase
(PMOR), dont la fonction peut étre réalisée par des complexes enzymatiques dont la composition

peut étre variable.

II- La NOX4, cible thérapeutique dans I’arthrose

A- NOX4 et I’arthrose

Les maladies ostéoarticulaires représentent la cause la plus fréquente de douleurs chroniques et
d’invalidité. Des centaines de millions d’individus sont touchés a travers le monde. L'arthrose reste
la maladie ostéoarticulaire la plus fréquente, elle touche plus de la moitié de la population dgée en
France, entrainant des conséquences socio-économiques majeures. L'arthrose se caractérise dans
un premier temps par la destruction du cartilage avant de s’étendre ensuite a toutes les structures

de l'articulation, notamment I'os et le tissu synovial.

1) Epidémiologie de I'arthrose

En France, I'arthrose touche 17 % de la population, soit 9 a 10 millions de francais. Parmi les
personnes agées, 68 % des personnes atteintes d'arthrose ont plus de 50 ans, 50 % des personnes
ont de I'arthrose aprés 65 ans et 85 % des personnes sont touchées aprés 70 ans (Le Pen C. et al
2005, Yelin E. et al 1995). Concernant le sexe, les hommes et les femmes sont touchés de facon
identique jusqu'a la cinquantaine, ensuite, les femmes sont plus nombreuses a étre concernées,

sans doute pour des raisons hormonales.

L'arthrose est treés répandue dans les populations agées. Elle touche un grand nombre

d’articulations  différentes, notamment les articulations inter-phalangiennes, carpo-

25



métacarpiennes, colonne vertébrale, hanche, genou, lere métatarso-phalangienne et épargne le

plus souvent la cheville, le poignet ou le coude.

Cependant, il ne faut pas négliger le fait que I'arthrose peut aussi se retrouver chez des personnes

jeunes, en particulier I'arthrose des doigts ou du genou.

Il a été décrit que certains facteurs pouvaient augmenter le risque d’arthrose, comme I'obésité
pour le genou, ce qui explique en partie pourquoi I'arthrose touche des personnes de plus en plus
jeunes. Le diabéete a également été mentionné comme un facteur de risque. Pour les femmes, une
hypothése suggere que les cestrogenes pourraient jouer un réle protecteur contre I'arthrose, ce qui

expliquerait 'augmentation de fréquence de la maladie aprés la ménopause.

Le facteur héréditaire aurait également une importance notamment dans I'arthrose des doigts ou
I’on retrouve des atteintes de mére en fille. Des travaux récents de biologie moléculaire ont montré
gue certaines arthroses familiales touchant les hanches et les genoux étaient dues a une anomalie

du gene codant pour le procollagéne Il. (Figure 4)

Zones concernées Epidémiologie

Colonne vertébrale - 85% des hommes de plus de 50 ans
- 75 % des femmes de plus de 50 ans
- Peu de symptomes

Mains - Forme d’arthrose douloureuse la plus fréquente
- Les femmes sont les plus touchées
- Forte composante familiale

Genoux - 1/3 des personnes de plus de 60 ans
- Douloureuse chez 6,6 % des femmes et 4,7 % des hommes

Hanches - Invalidante
- Touche environ 3 % des adultes (sa prévalence varie de 1 a 3,9 % chez
les hommes et de 0,8 a 5,1 % chez les femmes).

Figure 4 : Localisation de I'arthrose et épidémiologie

(http://www.lesitedelarthrose.com)
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a- Physiopathologie de la maladie arthrosique et Structure du cartilage

Le cartilage est un tissu conjonctif souple, parfois élastique, qui recouvre les deux extrémités
épiphysaires des os. Le cartilage est composé d’un unique type cellulaire de forme arrondie, les
chondrocytes, inclus dans des logettes nommées chondroplastes, au sein d'une matrice
extracellulaire constituée de glycosaminoglycanes et de collagéne. Le role essentiel de cette
matrice, d0 a ses caractéristiques biomécaniques particulieres, est d'assurer un bon glissement
entre les pieces osseuses articulaires avec un coefficient de friction extrémement bas (inférieur a
celui d'un patin sur la glace) tout en amortissant et en répartissant les pressions, rendant les stress

de contact les plus faibles possibles (Vignon et al 1980).

De la surface articulaire, vers I'os sous chondral, le cartilage articulaire est composé de quatre
couches distinctes sur le plan histologique. La surface articulaire est acellulaire, elle est
essentiellement composée de fibrilles de collagéene. La composition, I'organisation et les propriétés
biomécaniques du tissu cartilagineux ainsi que la morphologie adoptée par le chondrocyte varie en

fonction de la profondeur du cartilage. Les différentes couches sont les suivantes (Figure 5) :

La zone superficielle (5 a 10%), sa fonction principale constitue le glissement entre les piéces

articulaires. En contact avec le liquide synovial, elle est composée de chondrocytes et de fibres de

collagene de type | et lll orientées parallelement a la surface articulaire.

La zone intermédiaire (40 a 45%) est riche en protéoglycanes, les chondrocytes sont arrondis, riches

en organelles de synthése et y sont plus actifs que dans la couche superficielle. lls synthétisent du

collagene de type Il, IX et Xl orienté obliquement a la surface.

La couche profonde (40 a 45%) est la plus riche en protéoglycanes et la plus pauvre en eau, les

chondrocytes, abondamment présents, sont les plus actifs et présentent un aspect prolifératif dans

la partie supérieure (en colonne). Les chondrocytes synthétisent du collagéne de type II, IX et XI,

La couche calcifiée (5 a 10%) constitue I'interface entre le cartilage et I'os sous chondral. Elle est

séparée de la couche profonde par un front de minéralisation. Les chondrocytes présentent un
phénotype hypertrophique et synthétisent du collagene de type X. Au contact des fibres de

collagéne, ces cristaux permettent un enchevétrement extrémement dense des fibres
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Couche superficielle

Fibres
de collagéne

Couche moyenne
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| Couche calcifiée
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Figure 5 : Structure du cartilage

b- Les acteurs du cartilage

1) Les chondrocytes :

Les chondrocytes sont les seules cellules représentées dans le cartilage hyalin. Elles sont d’origine
mésenchymateuses et sont enfermées dans des logettes appelées chondroplastes. Ces cellules sont

responsables de la synthése et de la dégradation de la matrice extra cellulaire (MEC).

En termes d’organites, on observe les éléments habituels en quantité variable selon ['état
fonctionnel du chondrocyte. Le chondrocyte jeune posseéde un noyau central nucléolé, un
Réticulum Endoplasmique Granuleux (REG), un appareil de Golgi juxta-nucléaire, des vésicules, des
mitochondries, des ribosomes libres, des inclusions lipidiques et de glycogene. Avec les temps, le
REG et I'appareil de Golgi diminueront de taille. Le fait que I'articulation soit trés peu vascularisée
entraine une faible pression partielle en oxygéne, ce qui oblige le chondrocyte a s’adapter a ce
mangque. C'est pour cela que le chondrocyte privilégie la glycolyse anaérobie dans la production

d’énergie. L'oxygene reste néanmoins indispensable pour sa fonction cellulaire.
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2) La matrice extracellulaire (MEC):

La matrice extracellulaire est majoritairement composée d’eau (70 a 80%) ce qui permet une forte
déformabilité du cartilage. Cette substance composée de fibres de collagene, de protéoglycanes et
de macromolécules de nature polysaccharidique a une apparence compacte et translucide avec des

reflets bleutés.

Le cartilage comporte en plus de l'eau, des sels, des glycosaminoglycanes, en particulier la
chondroitine-4-sulfate et la chondroitine-6-sulfate et des kératanes sulfate. lls sont liés a des

protéines pour former des protéoglycanes.

3) Physiopathologie du cartilage dans I'arthrose

Sur un plan macroscopique, cette pathologie dégénérative correspond a une dégradation du
cartilage. Progressivement apparaissent fissures, remaniements de l'os sous chondral et
développement d’ostéophytes sur les zones non portantes pour aboutir aux pincements puis a la

disparition de I'espace articulaire. Cette chronologie semble évoluer en trois stades :

Stade initial : le cartilage est cedématié. Cette réponse a I'agression initiale du tissu peut étre
assimilée a une tentative de réparation du cartilage sous l'effet de facteurs de croissance
chondrocytaires, qui va échouer pour des raisons encore mal comprises. Ainsi I'activation des
chondrocytes va augmenter leur activité anabolique et catabolique (Buckwalter et coll. 1998). |l y a
surproduction de protéoglycanes qui entrainent une hyperhydratation néfaste, aboutissant au

ramollissement du cartilage.

Stade intermédiaire : Apparition de fissures superficielles dues a une protéolyse matricielle

augmentée. Il existe a ce stade, une hyperactivité catabolique des chondrocytes qui libérent des
cytokines pro inflammatoires, IL-1RB, et le TNF-a. Sous l'influence de ces cytokines, les chondrocytes
liberent d’autres facteurs pro inflammatoires comme les dérivés radicalaires de I'oxygéne, le
monoxyde d’azote (NO), des enzymes protéolytiques (métalloprotéases et aggrecanases). En
paralléle, les chondrocytes articulaires humains ont aussi une activité anabolique forte mais qui,
progressivement, va s’épuiser aboutissant a la destruction du cartilage (destruction autocrine).
Destruction d’autant plus rapide, que les cytokines produites (IL-1 et TNF), commandent aussi
I'inhibition de la synthése des composants naturels du cartilage (protéoglycanes et collagene).

Finalement, défaut de réponse anabolique, déséquilibre entre enzymes et inhibiteurs, mort
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cellulaire par nécrose, ou par apoptose du chondrocyte (Loeser RF et al 2009), s’additionnent et

contribuent a la dégradation de la matrice extra cellulaire.

Stade final : La destruction gagne les couches profondes mettant a nu I'os sous chondral. Il persiste
des chondrocytes hypertrophiques, ou en voie d’apoptose, ainsi qu'un tissu fibrocartilagineux.
L’activation de la membrane synoviale, par les débris du cartilage libérés dans la cavité synoviale,
pourrait contribuer a la chondrolyse, avec libération de métalloprotéases (MMPs), de cytokines
telles que I'lL-1 et de dérivés radicalaires de I'oxygene. De méme les altérations de I'os sous-

chondral contribuent également a pérenniser la maladie. (Figure 6)
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Figure 6 : Processus de dégradation d'un cartilage arthrosique
1:Stade initial ; 2 et 3 : stades intermédiaires ; 4 : stade final

2) Le catabolisme matriciel : role des métalloprotéases

Plusieurs protéases peuvent étre a I'origine de la destruction du cartilage observée dans I'arthrose.

a- Les métalloprotéases (MMP)
Les métalloprotéases (MMPs) forment une famille d'enzymes qui sont sécrétées principalement par
les cellules participant a la réaction inflammatoire (pour revue Gaudin coll. 1998) mais aussi par
d'autres types de cellules résidentes (cellules tumorales, fibroblastes, chondrocytes...). Ces enzymes
sont synthétisées sous une forme latente inactive (pro enzyme) qui est activée in vivo par d'autres
protéases, des substances radicalaires et in vitro par des composés comme des détergents ou
encore la chaleur. L'activité de ces enzymes est contrélée par des inhibiteurs spécifiques tissulaires

les TIMPs (Gomez, et coll. 1997). || existe trois niveaux de régulation des MMPs. Tout d’abord lors

30



de I'expression du geéne (au niveau intracellulaire), ensuite dans le controle de leur activité par
synthése sous une forme inactive : le proenzyme (au niveau extracellulaire), et enfin par une
compartimentation subcellulaire précise, soit dans des granules de sécrétion, soit par une fixation a
la membrane plasmique ou aux constituants de la Matrice Extra Cellulaire (MEC). L'activation de ces
metalloprotéases se fait par protéolyse en détachant le propeptide a I'extrémité N-terminale de la
molécule et libere le site actif. Les peptidases activatrices sont nombreuses : plasmine, kalikréine,
élastase, ou encore les MMPs elles-mémes. Elles sont inhibées par I'a-macroglobuline et par des
protéines inhibitrices telles que TIMP3 « Tissue Inhibitors of Matrix Metalloprotease », ils forment
des complexes non covalents avec I'enzyme sous sa forme active. Les TIMP sont également des

facteurs de croissance pour de nombreux types cellulaires. (Figure 7)

Enzymes Poids moléculaire Principaux substrats matriciels

NA / A (kDa)

Collagénase :

Collagénase 1 MMP-1 52 42 Collagenes II, 111, 1, VII, VI, X
Collagénase 2 MMP-8 85 64 Collagenes I, 111, |
Collagénase 3 MMP-3 52 42 Collagenes I, IlI, I, gélatines
Collagénase 4 MMP-18 53 42

Gélatinase : Gélatines, collagénes IV, V, VII, X
Gélatinase A MMP-2 72 62 élastine, fibronectine
Gélatinase B MMP-9 85 67 Gélatines, collagénes IV, V, VII, XI
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élastine,

Stromélysine : Protéoglycannes, laminines,
Stromélysine 1 MMP-3 57 45 fibronectines, collagénes, I, llI, 1V,
Stromélysine 2 MMP-10 54 44 IX, gélatines
Stromélysine 3 MMP-11 64 46 Protéoglycannes, fibronectine,

collagenes lll, IV, V, gélatines

Type

membranaire :

MT1-MMP MMP-14 66 54 Pro-gélatinase A, pro-collagénase
MT2-MMP MMP-15 72 60 Pro-gélatinase A
MT3-MMP MMP-16 64 53

MT4-MMP MMP-17 57 53

Autres :

Matrilysine MMP-7 28 19 Elastine, collagéne IV, laminine,
Métalloélastase MMP-12 54 22 fibronectine, Amélogénine
Sans nom usuel MMP-19 57 45

Enamélysine MMP-20 54 43

Figure 7 : Les différentes familles de MMPs humaines

b- Les aggrecanases
Ces enzymes clivent la liaison Glu373- Ala374 de l'aggrécane et jouent un rbéle majeur dans la
dégradation de la matrice. Elles appartiennent a la famille des métalloprotéases et plus
spécifiguement des ADAMTS. Les ADAMTS sont des métallopeptidases sécrétées dans le milieu
extracellulaire ayant comme fonction le clivage de différents substrats de la matrice extracellulaire
tel le collagene, I'aggrécane, ainsi que le facteur de Willebrand retrouvé dans le plasma. Il existe
plusieurs mécanismes d'activation des ADAMTS : activation intracellulaire ou extracellulaire et
inactivation extracellulaire par les convertases. L'inhibition de [I'activation extracellulaire
d'ADAMTSS, I'enzyme responsable de la dégradation du cartilage, serait une clef intéressante dans

le traitement de I'arthrose.
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3) Les ROS et I'arthrose : role de NOX4

La lignée de chondrocytes humains immortalisés C-20/A4, a été développée et validée pour étudier
le réle des chondrocytes dans I'arthrose (Henrotin Y et al 2005, Rousset et al 2013, Grange et al.
2006). Les chondrocytes de cette lignée expriment NOX4 et son partenaire p22phox. Malgré la
présence d’ARNm en faible quantité codant pour NOX2, cette oxydase est totalement inactive dans
ces cellules. Les chondrocytes C-20/A4 augmentent leur production de ROS sous un stress
cytokinique de type IL-1B. Dans ces mémes cellules, et aprés surexpression des génes codant pour
NOX4 actif (NOX4A), ou NOX4 inactif (NOX4B), on observe une augmentation significative de la
production de ROS associée a une hausse de I'expression de la collagénase MMP1, uniquement
pour les cellules C-20/A4 surexprimant NOX4A comparativement aux cellules natives ou aux cellules
exprimant NOX4B. La surexpression de I'isoforme NOX4B ou de I'oxydase NOX2, est incapable de
produire des ROS, et n’a pas d’'impact sur la synthése de MMP1 (Grange et al.2006). Ces résultats
suggerent 'existence dans la lignée cellulaire C-20/A4, d’une voie de signalisation stimulée par
Iinterleukine 1I-1B, dépendante de la production de ROS par NOX4 et ayant comme conséquence
une protéolyse matricielle. On peut ainsi penser que dans l'arthrose, I'augmentation de la
transcription du géne de la collagénase MMP1 est sous la dépendance d’un déséquilibre redox en
faveur de la synthése des ROS produits par NOX4 stimulée.

Dans les chondrocytes primaires, NOX4 semble étre la seule oxydase présente. Par des expériences
d’immunohistologie, une équipe japonaise a également montré la présence de NOX4 dans le
cartilage de souris, mais il n’a pas été vérifié que I'expression de cette derniére pouvait étre
augmentée dans 'arthrose. La sous-unité stabilisatrice, p22phox et Poldip2, le partenaire activateur
de Nox4, ont également été identifiés dans les chondrocytes ce qui suggererait I'existence d’un
complexe NADPH oxydase fonctionnel (Rousset et al 2005). Ainsi dans ces cellules, en réponse a I'll-
1B, une augmentation significative de la production de H,0, est observée de méme qu’une
augmentation de la synthése des MMP1, MMP13 et de '’ADAMTS4. Par ailleurs, les inhibiteurs de
NOX4, en réprimant la production de ROS, sont capables de diminuer la synthése de ces
métalloprotéases. Enfin, la stimulation des chondrocytes par I'll-1 a pour effet d’augmenter sa
propre synthese. Ce rétrocontrole positif favoriserait la persistance d’'une inflammation localisée au
sein du cartilage, et sa dégradation matricielle qui semble étre sous la dépendance de NOX4. En
effet, les inhibiteurs de NOX4 diminuent de maniére significative I'expression de la cytokine. Ces

résultats suggerent donc que les ROS générés par NOX4 serviraient de relai pour les voies de
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signalisation initiées par I'IL-1B conduisant a la protéolyse matricielle dans [Iarthrose.
L’hétérodimeére NOX4/p22phox pourrait également étre impliqué dans le maintien de

I’environnement micro-inflammatoire nécessaire au processus arthrosique (Rousset et al.2005).

III- L’activité réductase : role dans les érythrocytes

Les plasma membranes oxydo-réductases (PMORs) sont des systemes de transport d'électrons
transmembranaires présents dans toutes les membranes cellulaires (Figure 8) (Crane et al 1978).
Ces systemes ont été également décrits dans les érythrocytes humains (Kennett et Kuchel, 2006).
Leur role le plus important est d’activer la réponse cellulaire a des changements redox dans
I’environnement intra- et extracellulaire. Depuis toujours subsiste une certaine confusion sur la
composition enzymatique de ces nombreux systémes PMORs, certains de ces systemes présentant
des compositions variées incluant par exemple le cytochrome b ou bien le co-Enzyme Q10 (Lawen
et al. 2005). L'accepteur d'électrons utilisé principalement pour étudier I'activité des oxydo-
réductases membranaires est le ferricyanure qui est réduit en ferrocyanure. Une protéine en
particulier a été purifiée a partir de préparations de membranes plasmiques érythrocytaires
humaines et identifiée comme étant VDAC1 (Baker et al, 2004). Cette protéine est connue comme
ayant une fonction PMOR dans les mitochondries. Un double réle pour le VDAC1 a la membrane
plasmique a été proposé, a savoir le maintien d’'une homéostasie redox cellulaire et la régulation du
volume cellulaire. L'expression de VDAC a été induite par un stimulus apoptotique dans la
membrane plasmique de lignées de cellules neuronales, et le blocage de cette expression empéche

I’apoptose (Elinder et al, 2005, Sun et al. 1992)

NAD(P)H +H* —— NAD(P)

Figure 8 : Systeme Plasma Membrane Oxydoréductase
L’activité Plasma Membrane Oxydoréductase est portée par des enzymes ou des complexes multi protéiques pouvant

varier de composition d’une cellule a I'autre. Ce systéeme est responsable du transfert d’électrons de I'intérieur vers
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I'extérieur de la cellule. Cette activité de transfert d’électrons localisée au niveau de la membrane plasmique,
ubiquitaire, est impliquée dans de nombreux processus cellulaires; comme la phosphorylation des protéines
membranaires, le contrdle du pH interne, I'apoptose, la gestion du stress oxydant et le métabolisme énergétique.

1) Les Voltages Dependant Anion Channel (VDAC)

Les canaux anioniques voltages dépendants sont une classe de porine. Ces protéines majeures de la
membrane mitochondriale externe des cellules eucaryotes forment des canaux anioniques voltage
dépendants (VDAC) qui se comportent comme des pores de diffusion pour les petites molécules
hydrophiles d’une taille d’environ 10 kDa. Les canaux adoptent une conformation ouverte lorsque
le potentiel de membrane est faible ou nul et une conformation fermée lorsque ce dernier est au-
dessus des 30-40 mV. Les porines VDAC facilitent I'échange d'ions et molécules entre les

mitochondries et le cytosol.

D’un point de vue structural, VDAC est constituée de 280 acides aminés, et formée de 19 brins B et
posseéde une taille avoisinant les 30 kDa. L'homme exprime trois isoformes de VDAC; VDACI,

VDAC2 et VDAC3.

2) Structure

Les trois isoformes VDAC montrent des séquences, des structures similaires et la méme
organisation de génes. Chez I'homme, VDAC1, VDAC2 et VDAC3 ont respectivement 2, 9 et 6
cystéines dans leurs séquences protéiques. Ces acides aminés sont orientés vers |'espace inter
membranaire, ce qui fait d’eux une cible privilégiée pour |'oxydation par les ROS mitochondriaux.

Ces cystéines ont également une fonction importante dans la stabilisation de la structure du pore.

VDAC1 a été décrite il y a maintenant 25 ans a la membrane externe mitochondriale. Son gene chez
les cellules eucaryotes est bien connu, mais sa structure tertiaire n'a jamais été clairement
déterminée, et est toujours trés débattue (Raghavan et al 2011). |l semblerait qu'il y ait plusieurs

brins béta amphipathiques éventuellement organisés en un tonneau béta. (Figure 9)
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Figure 9 : Structure tri-dimensionnelle proposée de VDAC 1

(A) Vue latérale de la structure de VDAC1 murin apres cristallisation aux rayons X 5 dans une représentation en ruban.
Le tonneau B est formé par 19 brins B et I'hélice N-terminale est pliée a l'intérieur des pores. Les brins 8 1 et 19 sont
paralléles et de couleur bleue. Les extrémités C- et N-terminales sont annotées comme C et N. Les boucles et les
régions non structurées sont de couleur verte.

(B) Vue de dessus avec le VDAC1 N-terminale a l'intérieur du pore.

(C) Conformation VDAC1 proposée avec l'extrémité N-terminale a I'extérieur du canal ou elle peut interagir avec
d'autres protéines

VDAC1 a été récemment décrite comme étant une NADH réductase dans la membrane plasmique.
Elle affecte la régulation de la croissance cellulaire ainsi que sa mort par apoptose (Park et al.
2010). La présence de VDAC dans la membrane plasmique établirait ici un nouveau niveau de

régulation de I'apoptose par l'intermédiaire de I'activité redox de VDAC.

3) Fonction de VDAC a la membrane plasmique

La porine VDAC est non seulement exprimée a la membrane externe de la mitochondrie mais elle
est également retrouvée a la membrane plasmique. (Shimada et al 2009) ont démontré que VDAC
possédait également une fonction réductase, donc PMOR a la membrane plasmique.

Les érythrocytes quant a eux, sont impliqués en tant que médiateurs du calibre vasculaire en raison
de leur aptitude a libérer de I'ATP vasodilatatrice en réponse a des stimuli physiologiques ou bien
pharmacologiques. Cette libération de I'ATP nécessite l|'activation d'une voie de signalisation
impliquant les protéines G (Gi ou Gs), 'adénylcyclase ou encore la protéine kinase A. Bien que la
pannexine 1 reste le canal principal et reconnu dans la libération de I'"ATP dans le milieu
extracellulaire, il ne participe pas au transport de I'ATP dans les globules rouges, ce qui suggere

gu'une autre protéine pourrait étre impliquée. VDAC1 étant présente dans les membranes des
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globules rouges humains, elle pourrait avoir un réle dans le phénomeéne de libération d’ATP et donc

de régulation du tonus vasculaire (Backer et al. 2004).

IV- VDAC et activité PMOR dans les érythrocytes

1) VDAC dans les érythrocytes

L’érythrocyte représente un modele idéal afin d’étudier le réle du complexe PMOR. Outre son
abondance et son absence de mitochondries, cette cellule est soumise en permanence a un stress
oxydant. Cette activité réductase est facilement mesurable par réduction du ferricyanure ou par
réduction de dérivés du Tetrazolium (WST-1), mais la composition du complexe PMOR des

érythrocytes reste encore un mystere.

La porine Voltage Dépendant Anion Channel 1 (VDAC1) est exprimée dans la membrane externe de
la mitochondrie mais elle est également retrouvée a la membrane plasmique d’un grand nombre de
cellules. Dans la mitochondrie, la surexpression de VDAC1 augmente la production d’ions
superoxydes. En utilisant un inhibiteur de I'expression de VDAC, comme un SiRNA anti VDAC, la
production d’ion superoxyde par la mitochondrie diminue (Shimada et al 2009). VDAC, localisée a
la membrane plasmique posséde une fonction PMOR puisqu’elle est capable de réduire le
Ferricyanide (Backer et al 2004). Comme |’'ont montré Shimizu et al 2001, VDAC est exprimée a la
membrane des érythrocytes. Pour confirmer cette localisation, des essais consistant a ajouter les
protéines pro-apoptotiques Bax et Bak recombinants ont montré une augmentation de I’hémolyse
par le biais de VDAC.

Notre hypothése est que VDAC pourrait étre responsable de I'activité réductase (PMOR) dans les

érythrocytes.
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I- Partie I : NOX4, cible thérapeutique dans I'arthrose

Parmi la famille des NADPH Oxydases, la NADPH Oxydase 4 reste |'isoforme la plus ubiquitaire au
niveau tissulaire, et c’est par ce fait qu’elle se retrouve associée a de nombreuses pathologies liées
au vieillissement, notamment dans la cancérisation, I'athérosclérose, la fibrose hépatique liée a

I’'hépatite C, la néphropathie diabétique ou bien I'arthrose, comme proposé par notre laboratoire.

En France, I'arthrose touche plus de 10 millions de patients, avec un impact socio-économique
majeur. Malheureusement cette pathologie ne dispose pas d’outils thérapeutiques efficaces. Les
nombreuses thérapies utilisées, notamment I'acétaminopheéne, les AINS, les inhibiteurs de la cyclo-
oxygénase 2, I'acide hyaluronique, le chondroitine sulfate et la glucosamine, ont une action limitée.
Le défi actuel concernant I'arthrose est de découvrir et de développer des médicaments capables
d’agir sur les phénomeénes cellulaires et biochimiques a l'origine de I'atteinte articulaire, et

n’agissant pas seulement sur les symptomes.

L'arthrose est la résultante de phénomeénes mécaniques et biologiques qui déstabilisent I’équilibre
entre la synthese et la dégradation du cartilage. En cas de stress mécanique, les chondrocytes
articulaires augmentent la sécrétion d’interleukine-1B, la production de dérivés réactifs de
I'oxygéne (ROS) ainsi que la synthése de protéases matricielles : les métalloprotéases (MMPs).

Notre projet a pour but :

1- De vérifier I'’expression de I'isoforme Nox4 dans les chondrocytes primaires.

2- D’identifier Nox4 comme source majeure des réactifs dérivés de I'oxygéne dans les
chondrocytes primaires humains stimulés a l'interleukine 1 béta.

3- De confirmer I'augmentation de production de MIMPs 1 et 13 et ADAMTS4 par stimulation
a l'interleukine 1 béta sur les chondrocytes primaires.

4- D’observer des variations d’expression d’ARNm codant pour NOX4 dans les chondrocytes
primaires humains ostéoarthrosiques / sains.

5- De moduler la quantité de ROS produite in vivo, grace a un modéle murin ayant

développé de I'arthrose et d’évaluer I’effet sur le développement de la maladie.
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II- Partie Il : VDAC et activité PMOR dans les
érythrocytes

Les systemes de transport d'électrons existent dans les membranes plasmiques de toutes les
cellules. Bien que n'étant pas bien caractérisés, ils jouent un role dans la croissance cellulaire et la
prolifération, ainsi que dans les réponses hormonales. Le Plasma membrane oxydoréductase
system (PMOR) a comme réle principal, de réguler 'homéostasie redox. Le PMOR est capable de
réduire a la membrane des érythrocytes des accepteurs d’électrons tels que le Ferricyanide ou

WST-1.

Au laboratoire, la capacité de réduction du WST-1 par les érythrocytes humains a été mesurée et la
technique de mesure mise au point. Ce complexe aurait un réle dans la défense antioxydante des
érythrocytes, en réduisant le CoenzymeQ10 ainsi que les vitamines A et C. Mais la composition ainsi

qgue le réle exact du systeme PMOR des érythrocytes reste encore indéterminée.

Comme le montrent des résultats en Cytométrie et Western blot obtenus avec plusieurs anticorps
différents, VDAC est exprimé a la membrane des érythrocytes mais son role dans ces cellules est

totalement inconnu.
Nos objectifs sont les suivants :

1- Vérifier la fonction réductase de la porine VDAC.

2- Confirmer I'expression de VDAC dans les membranes érythrocytaires humaines
récupérées au sein notre laboratoire.

3- Observer et moduler I'activité réductase des érythrocytes humains.

4- Prouver le lien entre cette activité réductase et la présence de VDAC dans les membranes
érythrocytaires humaines.

5- Perfectionner une nouvelle technique d’enrichissement des érythrocytes avec la protéine

VDAC par fusion avec des protéoliposomes.
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MATERIELS ET METHODES
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I. Biologie cellulaire

A- Culture cellulaire

Toute les cellules quel que soit leur type sont mises en culture en atmosphére humide contenant

5% de CO2.

1) Entretien des cellules adhérentes
Apreés élimination du milieu de culture, les cellules adhérentes confluentes sont lavées en milieu
DMEM dépourvu de sérum de veau fecetal (SVF), d’antibiotiques et de glutamine a pH=7.3. Les
cellules sont ensuite traitées par trypsine EDTA (0.25%) jusqu’a leur décollement (controles
réguliers a I'aide du microscope), la trypsine est neutralisée par I'addition de 10 volumes pour 1 de
milieu DMEM complet (glucose, sodium pyruvate, 10% de SVF, antibiotiques). Les cellules peuvent
étre ensuite divisées en plusieurs boites de culture avec du milieu de culture complet dans des

dilutions allant de 1:3 a 1:10 (en fonction du type cellulaire).

2) Cellules primaires : les chondrocytes articulaires humains (HAC)

Une culture primaire est une culture de cellules directement prélevées sur un tissu. Les cellules
peuvent se diviser de facon trés lente. Cette division s’arréte le plus souvent aprés quelques
passages. Les chondrocytes primaires humains (HAC) sont dépourvus de capacités de migration et
leur prolifération est quasi-inexistante dans le cartilage normal (Chevalier et al 2005). s
consomment une quantité importante de glucose afin de le transformer en glucosamine, nécessaire
la synthése des protéoglycanes. Il faut compter environ 4 semaines pour que les HAC soit

confluents dans une plaque 6 puits.

3) Lalignée chondrocytaires C-20/A4

Une lignée cellulaire est une population homogéene de cellules, ayant une capacité illimitée de
division. Ces cellules sont rendues immortelles par traitement mutagene chimique ou physique ou

par utilisation de virus oncogénes.

Dans ce cas, les cellules chondrocytaires C-20/A4 immortalisés par le virus SV40 (Glodring et coll.
1994) sont cultivées en milieu DMEM complet a 37°C en atmosphére humide contenant 5% de CO2.

Les chondrocytes sont repiqués une fois par semaine apres décollement a la trypsine et cultivés en
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grande flasque (175 cm2). A chaque repiquage, les cellules sont divisées en 1 :3 dans une nouvelle

boite.

4) La lignée HEK 293 T-Rex NOX4

Les cellules HEK293 T-REx (Human Embryonic Kidney) sont des cellules issues de rein embryonnaire
humain. Initialement de type fibroblastique, les HEK293 ont subi des transformations par les génes

E1A et E1B de I’adénovirus de type 5 (Graham et al, 1977).

Les cellules HEK293 T-REx sauvages (WT) expriment de maniére stable la protéine « Tétracycline
répresseur » provenant du plasmide pcDNA6/TR. (Figure 10) L’addition dans le milieu de culture de
5 ug/ml de blasticidine permet le maintien du plasmide permettant I'expression de cette protéine
de facon stable. L'expression de Nox4 par les cellules HEK293 T-REx Nox4 se fait apres ajout de

tétracycline dans le milieu de culture, ce qui permet le retrait de I'inhibiteur (Serrander et al 2007).

Figure 10 : Induction de I’expression de Nox4 par tétracycline

Les cellules HEK 293 sont cultivées dans les mémes conditions que la lignée C-20/A4, dans du
DMEM complet en atmosphere humide contenant 5% de CO2 a 37°C. Leur entretien est

bihebdomadaire avec une réduction du volume cellulaire de 1 :10 aprés chaque repiquage.
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5) Conservation des cellules
Les différents types cellulaires sont dénombrés puis ajustés a 10’ cellules/ml dans du sérum de
veau feetal contenant 10% volume a volume de Diméthylsulfoxyde (DMSO), aliquotés par fraction
de 1 ml en cryotube et congelés a -80°C dans un récipient contenant de I'isopropanol. Apres 24h,

les cryotubes sont stockés dans des bombonnes d’azote liquide.

La décongélation des cryotubes se fait par passage du tube dans un bain marie a 37°C. Apreés
décongélation, les cellules sont immédiatement lavées 2 fois dans le milieu de culture adéquat
complet, puis les cellules sont reprises dans 10 ml du milieu et mises en culture dans des flasques
de 25 cm?. Le milieu est changé le lendemain puis les cellules sont cultivées selon les conditions

classiques.

B- Cytomeétrie en Flux
Les origines de la Cytométrie en flux sont anciennes puisque c’est en 1934 que Moldavan congut le
premier appareil avec lequel il réalisait des numérations cellulaires. Dans les années 70, les
chercheurs de Los Alamos et de Stanford associaient des méthodes de mesure individuelle du
volume ou de la fluorescence de cellules entrainées par un flux avec des méthodes électrostatiques
permettant le tri cellulaire dans des conditions vitales. La diffusion de la lumiére compléta

rapidement la liste des propriétés capables de discriminer plusieurs types cellulaires.

1) Principe
La Cytométrie en flux est définie comme |’étude de cellules isolées entrainées par un flux liquide.
C’est une technique de caractérisation individuelle, quantitative et qualitative de particules en
suspension dans un liquide. Elle consiste a analyser les signaux optiques émis par une particule

coupant le faisceau lumineux d’un laser.
Les signaux mesurés sont essentiellement relatifs:

- Aux propriétés optiques intrinséques des particules, a leur structure interne, ou a l'auto
fluorescence de certaines cellules comme les végétaux.
- Aux propriétés optiques de fluorescence induites par des marquages spécifiques de

structures ou de fonctions cellulaires.
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Ces signaux séparés par des filtres optiques sont collectés par des photomultiplicateurs, amplifiés,

numeérisés, traités et stockés par un ordinateur. (Figure 11)

Filtres dichroiques -

A Photomultiplicateurs

Filires Passe-bande

Photodiode

www.invitrogen.com

Figure 11 : Principe de Cytométrie en flux

2) Protocole d’analyse par Cytométrie en flux des érythrocytes

a. Fixation et perméabilisation
Les érythrocytes sont collectés le jour méme sur tube héparine sans gel séparateur, lavés deux fois
en PBS, puis ajustés a 10’ cellules/ml dans une solution de PBS albumine 2%, CaCl, 0.5 mM. Les
érythrocytes sont repris dans 2 ml de PBS Alb Calcium et le méme volume de paraformaldéhyde
(PFA) 4% (donc 2% final). lIs sont ensuite incubés 15 min dans de la glace, puis centrifugés 5 min a

400g, le surnageant est éliminé.

Afin de perméabiliser les cellules, le culot cellulaire préalablement fixé est repris dans 2 ml de PBS
Albumine Calcium contenant 0.01% (vol/vol) de Saponine. Les cellules sont laissées 10 minutes sur

la glace, centrifugées 5 min a 400g, puis lavées avec du PBS Albumine Calcium + 0.01% de Saponine.

b. Préparation et Immunomarquage des érythrocytes
Le marquage est effectué en deux étapes. Un anticorps primaire monoclonal de souris, anti-VDAC1
(Abcam ab14734), est ajouté aux érythrocytes a marquer a raison de 5 pg d’anticorps pour 2.10°

cellules pendant 30 minutes dans la glace. Les cellules sont lavées 3 fois avec du PBS albumine
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calcium. Intervient un second marquage avec l'anticorps secondaire anti-souris conjugué a un
fluorochrome, ici I’Alexa Fluor 488 (abcam) pendant 30 minutes dans la glace. Les cellules sont a
nouveau lavées deux fois avec du PBS albumine afin d’éliminer le marquage non spécifique, puis
transférées dans un tube Falcon 5 ml (Becton Dickinson) avant acquisition au cytométre en flux

FACS Canto Il et les résultats sont traités sur le logiciel FACS Diva VI.

Tubes controles :

- Erythrocytes seuls non marqués

- Erythrocytes fixés perméabilisés non marqués

- Erythrocytes + Ac secondaire fixés perméabilisés

- Erythrocytes + Ac secondaire fixés non perméabilisés

Conditions échantillons :

- Erythrocytes fixés marqués VDAC + Ac secondaire
- Erythrocytes fixés perméabilisés marqués VDAC + Ac secondaire

C- Fusion des protéoliposomes
Les liposomes sont de plus en plus développés dans la recherche comme vecteurs. lls peuvent
véhiculer plusieurs types de composés qu’ils soient hydrosolubles (encapsulés dans la phase
aqueuse), liposolubles ou amphiphiles (empaquetés dans la bicouche lipidique). Ills ont une
structure trés proche de celle des membranes cellulaires, ce qui leur permet de fusionner avec elles
en libérant le ou les principes actifs qu'ils contiennent. Nous avons choisi cette méthode grace a sa

simplicité d’exécution et son efficacité.

La transfection par protéoliposomes est I'un des moyens de transférer une protéine. Il s'agit d'une
fusion de liposomes porteurs de la protéine, ici VDAC, a transférer dans la cellule cible. Cette
technique est utilisée avec succés pour de nombreux type de cellules eucaryotes. Mais il n’existe
que trés peu de résultats publiés montrant une fusion de liposomes avec des érythrocytes (Stoll C.

et al 2011), et aucun avec des protéoliposomes. La fusion se déroule en plusieurs étapes :

1) Les différents types de liposomes et protéoliposomes utilisés

SYNTHELIS est une société de biotechnologie offrant des services spécialisés dans le domaine des
protéines membranaires : production, purification, caractérisation et vectorisation. Sa technologie

d’expression permet de produire ces protéines rapidement avec un haut niveau d’activité et en
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grande quantité (plusieurs mg) et sous deux formats possibles : en protéoliposomes ou solubilisés

par des détergents.

La méthode établie par la société Synthelis met en présence 12ul de lysat de E. coli, 10 pl de
mélange réactionnel, 12ul d'acides aminés, 1 ul de méthionine, 5 pi de tampon de reconstitution, et
de 1pg de matrice d'ADN a été ajusté a 50ul avec de la RNase et de I'eau exempte de DNase. La
réaction a été effectuée pendant 4 heures dans un agitateur a 30°C. La quantité de protéine
synthétisée a été déterminée aprés la séparation des protéines sur des gels de polyacrylamide-SDS

et coloration au bleu de Coomassie.

Nous testerons la fonction de ces différents liposomes en présence de WST-1 (10 Mm) et de NADH

(1mM), afin de mesurer leur activité réductase. Nous les fusionnerons par la suite aux érythrocytes.

Dans le cadre de nos recherches, SYNTHELIS a synthétisé pour nous différents types de
protéoliposomes :
- Liposomes vides : Il s’agit de simples liposomes, des vésicules artificielles formées par deux
bicouches lipidiques, délimitant un compartiment aqueux.
- Protéoliposomes VDAC: Liposomes exprimant la protéine VDAC dans la bicouche lipidique.
- Liposomes VDAC C -: Liposomes ayant était traité comme les protéoliposome VDAC
(contenant le matériel nécessaire a la I'expression de la protéine VDAC) mais n’ayant pas le

plasmide pour la produire. Contréle négatif des protéoliposomes VDAC.

2) Préparation des globules rouges

Du sang prélevé du jour sur tube hépariné est lavé 3 fois au PBS et séparé de ses globules blancs
ainsi que de ses plaquettes. Cette purification est vérifiée par une formule sanguine sur cytométre
en flux. Le culot, a 100% d’hématocrite, est dilué pour obtenir un hématocrite de 10%. Par exemple,

500ul de culot de GR sont mélangés avec 4.5 ml de PBS.

Certains de nos essais nécessitant uniquement les membranes érythrocytaires, le culot de globules
rouges est lysé par exposition alternée au froid (-80°C) et au chaud (60°C). Le culot lysé est ensuite
lavé abondamment au PBS, puis centrifugé pendant 10 min a 500g, jusqu’a ce que toute

I’'hémoglobine soit éliminée.
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Figure 12 : Fusion d'un liposome a la membrane érythrocytaire

3) Fusion des différents échantillons

Les échantillons sont préparés en tubes Eppendorf de 500ul a raison de 3 essais chacun. Pour cela,
200ul de GR a 10% d’hématocrite sont mis en présence d’une quantité de 30ug de liposomes par
milieu réactionnel. Les essais sont ensuite incubés pendant 4 heures a 37°C sous légere agitation du

bain marie. (Figure 12)

4) Séparation des liposomes par gradient de Ficoll
Une fois la fusion effectuée, il est nécessaire d’éliminer les liposomes libres non fusionnés aux GR.
Ces liposomes pouvant fausser les résultats d’activité réductase par le WST1. Les échantillons
subissent alors 3 séparations successives par gradient de Ficoll. La séparation en gradient de
densité est basée sur les différences de densité existant entre les liposomes et les autres cellules
plus denses telles que les érythrocytes. Ce principe est appliqué pour isoler la majorité des

liposomes des globules rouges fusionnés.

Est ajouté pour cela 2 volumes de GR fusionnés sur 3 volumes de Ficoll. Le Ficoll est un
polysaccharide hydrophile neutre trés ramifié, de masse élevée qui se dissout facilement dans des
solutions aqueuses. |l est préparé par réaction du polysaccharide avec de I'épichlorhydrine. Le Ficoll
est utilisé dans les laboratoires de biologie pour séparer le sang de ses composants (érythrocytes,
leucocytes) Ici les 200ul de GR+Liposomes sont déposés sur 300ul de Ficoll. On effectue ensuite une

centrifugation a 400g/30min avec accélération et décélération faible (de force 1). Les globules
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rouge se retrouvent au fond du tube, contrairement aux protéoliposomes non fusionnés, qui eux se

retrouve dans la partie supérieure du Ficoll.
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II. Biologie moléculaire

A) Construction de plasmides
Le but de cette construction de plasmide est d’intégrer une séquence codante pour une protéine
d’intérét, ici NOX4, dans le plasmide pLNHX qui servira par la suite a produire un rétrovirus capable
de faire produire a la cellule cible la protéine d’intérét (Nox4). Le plasmide pLNHX posséde un géne
de résistance a I'ampicilline, 2 sites de restrictions Bgl Il et Cla Il et un gene nécessaire a la
production du rétrovirus, ainsi que deux séquences d’intégrations (5’LTR et 3’LTR) dans le génome

de la cellule cible. (Figure 13)
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Figure 13 : Carte du plasmide pLNHX

1) Coupure plasmidique
Afin de sortir la séquence codant NOX4 du vecteur pCDNA, le plasmide pLNHX vide ainsi que le

plasmide pCDNA contenant Nox4 sont digérés par deux enzymes de restrictions Cla | et Bgl Il a,
37°C pendant 2h afin d’obtenir des extrémités cohésives. Une migration des produits de digestion
sur gel d’agarose contenant du Bromure d’éthidium a été effectuée afin d’en confirmer la bonne
taille. Les bandes correspondant au géne d’intérét et au plasmide pLNHX coupé sont récupérées
sous UV. L’ADN piégé dans agarose est extrait a I'aide du kit QlAquick Gel Extraction (Qiagen). Pour

cela, il est placé dans un tampon de dissolution pendant 10 min a 50°C selon les recommandations

50



du fabricant puis purifié sur mini colonne. L’ADN purifié est repris dans un volume de 30uL d’eau

stérile distillée.

2) Ligation
La séquence Nox4 a ensuite été insérée dans le plasmide pLNHX par une ligation effectuée a I'aide
de la T4 DNA Ligase (Promega). L'insert est placé en concentration trois fois plus importante que le
plasmide dans un milieu réactionnel contenant 20uL de tampon de ligation contenant de I’ATP ainsi
qgue I'enzyme T4 DNA Ligase, a 14°C sur la nuit. Un controle est également réalisé sans insert pour

vérifier que le plasmide pLNHX digéré ne se referme pas sur lui-méme.

3) Transformation bactérienne
Pour I'amplification du plasmide, nous utilisons des souches bactériennes d’Escherichia Coli
compétentes DH5a et TOP10 (Invitrogen). Ces souches permettent aprés transformation
I'amplification du plasmide d’intérét. La sélection des bactéries ayant intégré le plasmide se fait par
I’acquisition d’'un phénotype de résistance a I'ampicilline conféré par le plasmide. Pour cela, 50 pL

de bactéries DH5a ou TOP10 conservées a -80°C sont mises en contact avec le produit de ligation

Les bactéries subissent alors un premier choc thermique de 45 secondes a 42°C puis sont replacées
dans la glace. Ce choc thermique permet I'entrée du plasmide dans les bactéries compétentes qui
sont ensuite diluées dans 500 pL de milieu SOC (Sulfo-Oxidizing bacteria + 20 mM de glucose) et
incubées pendant 45 min a 37°C sous légére agitation. Les bactéries sont ensuite étalées sur un
milieu de culture solide, le LB Agar, un mélange de peptones, de levures et de NaCl (100g de Luria
Broth pour 1L de solution finale), contenant un antibiotique de sélection comme I’Ampicilline (100
pug.mL-1) qui permettra la sélection des bactéries ayant intégré le plasmide. Les milieux sont

incubés une nuit a 37°C, puis les colonies contenant le vecteur seront prélevées.

4) Mini-préparations d’ADN

Une miniprep est une technique permettant d'extraire une petite quantité (100ng a 20ug) d'ADN
sous forme de plasmide provenant de bactéries ayant subi une transformation, le plus souvent

effectué sur Escherichia coli.

Un milieu de culture Luria Broth supplémenté d’Ampicilline (100ug.mL-1) est ensemencé avec une
colonie s’étant développée sur le milieu LB-agar antibiotique, provenant d’une bactérie

transformée avec le plasmide. Aprés la croissance en milieux liquide, la culture est centrifugée a
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13 000 g pendant 1 min. Le culot bactérien récupéré est ensuite traité selon les recommandations
du fabricant du kit d’extraction plasmidique (QlAprep Spin Miniprep Kit de Qiagen). Ce protocole
comprend une lyse bactérienne suivie d’une purification du plasmide sur colonne de silice. Grace a
ce kit nous pouvons récupérer jusqu’a 20ug d’ADN dans 50uL d’eau distillée stérile. La quantité de

plasmide élué est ensuite dosée par utilisation du NanoDrop et peut étre conservée a -20°C.

B) Transfection de rétrovirus permettant I’expression de NOX4
La transfection permet l'introduction délibérée d'acides nucléiques dans les cellules. Le mot
transfection est un mélange de « transmission » et « d'infection ». Différents matériaux génétiques

(tels que des plasmides ou siRNA), ou encore des protéines (anticorps), peuvent étre transfectées.

La transfection de cellules animales implique généralement |'ouverture de pores transitoires dans la
membrane cellulaire pour permettre I'absorption du matériel génétique. La transfection peut étre
effectuée en utilisant du phosphate de calcium, par électroporation, par pressage de la cellule ou
par mélange d'un lipide cationique avec la substance a transfecter pour produire des liposomes qui

fusionnent avec la membrane cellulaire et déposent leur cargaison a l'intérieur.

Les rétrovirus représentent lI'une des meilleures approches en thérapie génique. Les rétrovirus
recombinants tels que le virus de la leucémie de Moloney ont la capacité d'intégrer les informations
génétiques dans le génome de I'hote de fagon stable. Ils contiennent une transcriptase inverse qui
permet cette intégration. En fonction du vecteur viral, la longueur maximale d'un ADN admissible
pour la réplication est habituellement d'environ 8 a 10 kb. Bien que cela limite l'introduction de

nombreuses séquences génomiques, la plupart des séquences d'ADNc peuvent y étre logées.

Les virus sont créés a partir de cellules HEK GP2, qui sont optimisées pour cette production grace
aux genes gag et pol gu’elles contiennent. Les cellules sont co-transfectées avec un plasmide qui
contient le gene rétroviral d’intérét, pLNHX NOX4 ou pLNHX GFP, et un plasmide d’enveloppe
(pVSVg). Les GP2 vont alors produire des rétrovirus, qui contiennent le géne d’intérét, dans le
surnageant. Celui -ci est récupéré pour ensuite infecter les cellules cibles avec les virus qui

permettent d’exprimer la GFP ou NOX4.
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C) Quantification d’ARN par RT-PCR quantitative

1) Extraction d’ARN

L’ARN total a été extrait a partir de culots dont le nombre de cellules est inférieur a 100 000 cellules

pour RT-gPCR a I'aide du kit Nucleospin RNA XS (Macherey Nagel).

Dans chaque tube échantillon est ajouté un mix de TCEP (tris 2—carboxyéthyl phosphine) qui est un
agent réducteur fréguemment utilisé dans la biochimie et des applications de biologie moléculaire
ainsi que du tampon de lyse. Le tube est alors vigoureusement vortexé pour que I’ARN puisse étre
récupéré. On ajoute ensuite 5ul de Carrier RNA (4ng/ul) qui sera centrifugé quelques secondes
avec une centrifugeuse de paillasse dans le but de réduire le pKa de la membrane de silice et la

répulsion électrostatique entre I'ARN et la colonne, en augmentant ainsi I'adsorption de I'ARN.

Aprés centrifugation de quelques secondes a la centrifugeuse de paillasse, 100uL d’éthanol a 70%
sont ajouté dans la colonne en homogénéisant par pipetage afin de nettoyer le matériel génétique,
I’éluat contenant I’ARN extrait est ensuite transféré dans une colonne de silice placée sur un tube

collecteur. L’échantillon est centrifugé 30 secondes a 11000g.

L’échantillon est ensuite digéré avec une solution de rDNase au 1/100 (solution meére de 10
units/pl) pendant 15 min a température ambiante. La colonne est lavée 3 fois avec un tampon de
lavage et I’ARN total extrait est élué dans de I'eau DEPC (diethylpyrocarbonate) (permettant

I'inactivation des RNases). L’échantillon est conservé a -80°C.

2) Dosage des acides nucléiques

Afin de doser les acides nucléiques ainsi que leur pureté, nous utilisons le spectrophotomeétre
« NanoDrop 2000c » Thermoscientific. Le NanoDrop 2000c est un spectrophotometre UV-visible
permettant de quantifier et d’évaluer la pureté des échantillons tels que les acides nucléiques a

partir de volumes inférieurs a 1pl.

Les acides nucléiques ont la propriété d’absorber a 260 nm. Cette propriété permet de les doser par
spectrophotométrie : 4 ul de la solution de plasmide est diluée dans 996 ul d’eau distillée dans une
cuve en quartz et un spectre d’absorbance est effectué entre 240 et 340nm. La quantité d’ADN est
calculée en appliquant les formules suivantes : D.O 260nm = 1 pour [ARN] = 40ug/ml et D.O 260nm

= 1 pour [ADN] = 50 pg/ml. La pureté de la préparation est évaluée en calculant le rapport
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d’absorbance a 260nm / absorbance a 280nm caractéristique des protéines. Celui-ci doit étre

supérieur a 1 pour une bonne pureté.

3) Transcription inverse

La transcriptase inverse ou rétrotranscriptase (en anglais reverse transcriptase) est a I'origine une
enzyme utilisée par les rétrovirus et les rétrotransposons qui transcrit I'information génétique des
virus a3 ARN en ADNc, pouvant s’intégrer dans le génome de I'hbte. La transcriptase inverse est
utilisée dans le cadre d’'une RT-PCR, pour quantifier ’'ADNc proportionnel a la quantité d’ARN

produit par la cellule dans un contexte donné.

Pour cela, 5ug d’ARN préalablement extrait et quantifié, 1.6ug d’amorce oligonucléotidique
poly(dT), 20 unités de transcriptase inverse et 20 U d’inhibiteur de RNases sont placés dans un
volume final de 20ul complété avec du tampon de réaction (Tris 20mM, KCL 50 mM, MgCl2 5mM,
dNTP 1 mM, pH = 8.3). Le milieu réactionnel est placé dans un thermocycleur et suit le programme

suivant :

RT Etape 1 RT Etape 2
10 min a 25°C
30 min a 50°C Ajout de 1L de RNase H
5 min a 85°C 20 min a 37°C
+00 3 4°C

En fin de cycle, 'ADNc est récupéré a une concentration de 50ng/uL et dilué dans de I'eau PPi (eau
pour préparation injectable) afin d’obtenir une concentration finale de 2ng/uL, concentration

optimale pour effectuer la qPCR. L’ADNCc est ensuite stocké a -20°C

4) PCR quantitative

La PCR quantitative permet de quantifier les transcrits produits par la cellule dans un contexte
particulier. Cette quantification est normalisée par I'expression d’au moins 3 génes de ménage (ici
GAPDH, RPL27 et RPL22) et elle est relative a un témoin possédant le transcrit recherché. (Figure

14)
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HUGO names Forward sequence Reverse sequence ‘ Tm (°C) ‘ Concentration nM
Genes of interest
ADAMTS4 GAGGAGGAGATCGTGTTTCCA CCAGCTCTAGTAGCAGCGTC 60 400,00
COL2A1 TGGACGCCATGAAGGTTTTCT GCTGCGGATGCTCTCAATCT 60 400,00
CYBA CCCAGTGGTACTTTGGTGCC GCGGTCATGTACTTCTGTCCC 60 400,00
CYBB ACCGGGTTTATGATATTCCACCT | GATTTCGACAGACTGGCAAGA 60 600,00
EPAS1 GGACTTACACAGGTGGAGCTA |TCTCACGAATCTCCTCCTCATGGT 60 400,00
HMOX1 AGACTGCGTTCCTGCTCAACAT | GGGGCAGAATCTTGCACTTTGT 60 600,00
IL1b ATGATGGCTTATTACAGTGGCAA GTCGGAGATTCGTAGCTGGA 59 400,00
MMP1 GCTTACGAATTTGCCGACAGAG | TTCCTCAGAAAGAGCAGCATCG 57 400,00
MMP13 CCAGACTTCACGATGGCATTG GGCATCTCCTCCATAATTTGGC 60 400,00
NOX4 CATTTACCCTCACAATGTGTCCA GCAGAGGCTGACCTCATAGTT 60 600,00
TIMP1 AGAGTGTCTGCGGATACTTCC CCAACAGTGTAGGTCTTGGTG 60 400,00
House keeping genes
GAPDH CATGAGAAGTATGACAACAGCCT | AGTCCTTCCACGATACCAAAGT 60 400,00
RPL27 TGGCTGGAATTGAC????? CCTTGTGGGCATTAGGTGATTG 60 400,00
RPL32 TTAAGCGTAACTGGCGGAAAC GAGCGATCTCGGCACAGTAA 60 400,00

Figure 14
Le principe de la PCR en temps réel

: Amorces utilisées en qRT-PCR
repose sur la possibilité de suivre la quantité d’ADN par

I’émission de fluorescence de sonde se fixant soit sur I’ADN double brin (technologie SYBR) ol sur

une séquence d’ADN précise (technologie Tagman et Beacon). Un seuil minimal de fluorescence est

établi par le programme de la machine de PCR en temps réel. Une fois que la quantité d’ADN

permet aux sondes fluorescentes de dépasser ce seuil, le « Cycle Threshold » ou « Cycle seuil » est

donné par I'automate Stratagene MxPro3005. C’est cette valeur qui est a la base des calculs pour

guantifier 'ADN de facon absolue ou relative. (Figure 15)
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Figure 15 : Principe de la PCR quantitative
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Dans un tube Eppendorf RNase Free, 23uL du mix du Kit SYBR Green (Qiagen) est réparti dans des
micros tubes PCR (barrettes de 8 micro tubes MX3000P-5p Stratagéne) et 2uL d’ADNc a 2ng/ulL

sont ajoutés pour avoir une concentration finale de 4ng. (Figure 16)

Mix pour 9 réactions Ci cf Vi (uL) Vi (uL) dans le mix '
‘Master Mix  2X 1X 125 1125

Amorce Forward 100uM 0.4 uM 1 9

Amorce Reverse 10uM 0.4 uM 1 9

RNase Free Water 8.5 76.5

Le milieu réactionnel est placé dans un thermocycleur et suit le programme suivant :

Profil Thermique
Activation enzyme 15 min 95°C 1X
Denaturation 15 sec 94°C 40X
hybridationExtension 30 sec 60°C 40X
Denaturation 30 sec 72°C 40X

1 min 95°C 1X

Phase plateau

Phase exponentielle

- Ligne de base

Intensité du signal fluorescent émis

Phase d'initiation

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
' ‘ ' Nombre de cycles PCR

Figure 16 : Le suivi en temps réel d’'une réaction PCR.
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III. Biochimie

A- Méthodes d’analyse des protéines

1) Western Blot
Un western blot, ou immunoblot, est une méthode de biochimie qui permet la détection de

protéines spécifiques sur une membrane.

a- Solubilisation et dénaturation des protéines a analyser
Un volume de variable en fonction de la nature de chacun des échantillons est ajouté dans des
tubes eppendorf de 500ul. 2ul de détergent Triton a 1% y sont ajouté afin de solubiliser les
protéines, on ajoute ensuite du SDS dans le but de les charger négativement pour permettre la
migration différentielle des protéines en fonction de leurs tailles. Ces protéines sont ensuite mises
en présence de 20ul de Sample Buffer 10X et de 2ul de B-mercaptoéthanol ce qui, couplé a une
incubation d’une demi-heure a 60°C, les dénaturera afin de les dérouler complétement. Voici

comment ont été traités les différents échantillons :

- Membranes érythrocytaires: 200 upl de membranes reconstituées dans du PBS
(concentration variable selon efficacité d’extraction)

- Chondrocytes primaires / C-20/ A4 : 50 ul de lysat cellulaire reconstituées dans du PBS (150
pg de protéines totales)

- Surnageant cellulaire : 200 pl du surnageant des chondrocytes primaires dénaturé. (10 ug de

protéines totales)

b- Préparation du gel polyacrylamide
Les différentes protéines de |’échantillon seront séparées en fonction de leur taille. Le gel
confectionné ici est un des plus fréquemment utilisés ; le gel polyacrylamide. En fonction de la taille

de la protéine recherchée, nous choisirons le pourcentage d’acrylamide approprié.

On utilise d'ordinaire un gel discontinu: c'est a dire qu'en haut du gel de migration (ou « running
gel »), se trouve une bande plus petite d'acrylamide de composition différente, le gel de
concentration ou « stacking gel ». Le stacking gel est un gel dit de « concentration », ses pores sont
plus petits que ceux du gel de migration. Lorsque les protéines sont soumises au courant électrique,

elles migrent dans le stacking gel et s'organisent en fonction de leur mobilité. Ce gel est composé

57



de 12% Acrylamide, 0.8% Bis, dH20, 0.5M Tris pH 6.8, 10% SDS, de I’APS et 10ul TEMED our la

polymérisation.

La distance de migration dans le stacking est relativement courte. On ne peut pas parler de
séparation des différentes espéces chimiques. Ces espéces ont juste le temps de s'organiser en trois
bandes tres proches, sous la forme d'un empilement. Le but du stacking gel est donc de concentrer
les protéines en une bande fine. S’en suivra ensuite la migration proprement dite dans le « running
gel » dans un tampon de migration Tris-Glycine 1X (Ultrapure Tris 25M, pH 8.6, 1.92M glycine et
1.0% SDS).

c- Electrophoreése sur gel
Un volume spécifique a chacun des échantillons est déposé dans chaque puits du gel a I'aide d’une
pipette. Les protéines des différents échantillons seront séparées selon leur taille. Dans ce gel
polyacrylamide de 12%, les grosses protéines migreront relativement facilement a travers les
mailles du gel et devraient étre bien séparées. Un couloir est réservé a un « marqueur » ou
« échelle standard », une mixture de protéines possédant des poids moléculaires avec des marques
de taille de séparation définis permettant par la suite de situer la taille de la protéine d’intérét

recherchée. La migration dure 2h30.

d- Transfert sur membrane
Une fois la migration effectuée, le gel est récupéré et la partie « stacking » est éliminée. Trois
feuilles de papier Wattman imbibées de tampon de transfert (700mL d'eau distillée, 100mL de
tampon Tris-Glycine 10X et 200mL d'éthanol 100%), le gel, une feuille de nitrocellulose et 3 autres
papiers Wattman imbibés sont ensuite déposés dans un appareil de transfert électrophorétique.

Cet ensemble est recouvert de tampon de transfert. (Figure 17)

Curren!
1

.

:

Figure 17 : Organisation du transfert sur membrane de nitrocellulose

58



La fixation des protéines a la membrane se fait grace a des interactions hydrophobes et ioniques
entre la membrane et les protéines. La membrane de nitrocellulose est « collante », c'est-a-dire
gu'elle lie toutes les protéines présentes dans |'échantillon de la méme fagon. L’étape de transfert a

une durée de 2h30.

e- Blocage et révélation
La membrane de nitrocellulose ayant des propriétés de liaisons non spécifiques, il est important de
saturer tous les sites de fixation. La membrane de nitrocellulose est pour cela trempée dans une
solution de PBS Tween 1% a laquelle on ajoute 1% de lait sans matiere grasse. Ainsi lors de |'ajout
des anticorps primaires et secondaires, ces derniers pourront se lier uniguement aux épitopes de

la protéine cible.

Aprés la saturation, 3 lavages de 5 min sont effectués dans du PBS Tween 1% afin d’éliminer tout
excédent de protéines non liées. Les anticorps primaires sont dilués au 5000éme, ajoutés a la
membrane de nitrocellulose et laissés en contact pendant une durée allant de 1h a 3h, selon

I'anticorps. Les membranes sont lavés 3 fois au PBS Tween afin d’éliminer les Ac non fixés.

Une fois la membrane lavée, elle est incubée avec la solution d’ECL Enhanced Chemiuminescence)
durant 3 min. En effet, les anticorps secondaires sont couplés a de la peroxydase, qui va réagir avec
I’'ECL et provoquer I’émission de lumiere. Celle-ci est détectée par des caméras CCD qui restitueront
une image numérique des bandes protéiques sur lesquelles se sont fixés les anticorps. L'image est
analysée par densitométrie sur automate de lecture BioRad, permettant d’évaluer le taux relatif de
marquage de la protéine d’intérét, et la quantification des résultats en terme de densité optique.

(Figure 18)
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Figure 18 : Principe de révélation ECL
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2) Quantification par méthode ELISA

La méthode immuno-enzymatique ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) correspond a un
dosage immuno-enzymatique sur support solide. Cette méthode est principalement utilisée en

immunologie pour détecter la présence d’un anticorps ou d’un antigéne dans un échantillon.

L’ELISA est une technique biochimique utilisant un ou deux anticorps. L'un de ceux-ci est spécifique
de I'antigéne, tandis que I'autre réagit avec les complexes antigéne-anticorps et est couplé a une
enzyme. Cet anticorps secondaire permet, en présence d’un substrat chromogene, I'émission d’un

signal par la production d’un produit coloré quantifiable.

Nous utilisons ici la méthode ELISA de type « sandwich ». Cette méthode présente de nombreux
avantages comme une haute spécificité du fait que 2 anticorps sont utilisés pour capturer et
détecter spécifiquement I'antigene. Cette méthode est appropriée pour les échantillons complexes,
sans purification préalable. Enfin, elle permet une haute flexibilité et sensibilité car a la fois les

méthodes de détection directe et indirecte peuvent étre utilisées.

a- Récupération des membranes
Le lysat de membranes érythrocytaires est récupéré comme décrit dans le matériel et méthode. Le
lavage est répété plusieurs fois afin d’éliminer toute trace d’hémoglobine dans le surnageant. Par
précaution, de l'anti protéase EDTA Free (Sigma-Aldrich cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease
Inhibitor Cocktail) est ajouté au PBS et au culot de membrane afin d’éviter toute destruction des

protéines d’intérét présentes a leur surface.

b- Protocole de marquage
L’anticorps de capture anti-VDAC1 ab 28777 (Abcam) polyclonal est incubé toute la nuit a 4°C sous
légére agitation dans une plaque 96 puits (Nunc 96-well plates Thermo Scientific) dans un volume
de 100ul a 4ug/ml de PBS-Tween. Le lendemain, trois lavages de chaque puit avec 300uL PBS tween
1% sont effectués. Les sites non spécifiques sont saturés pendant 1h avec 300uL de Bovine Serum
Albumine 1% (poids/volume) a température ambiante. Les puits sont de nouveau lavés 3 fois de

suite au PBS tween.

Les protéoliposomes purifiés (gamme allant de 0 a 30ug) et les échantillons membranaires sont
déposes dans la plaque et incubés 1 heure a température ambiante. Apres trois nouveaux lavages,

un premier anticorps primaire anti-VDAC1 ab 14734 (Abcam) monoclonal dilué au 1/1000éme est
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incubé 1 heure a température ambiante, puis lavé 3 fois au PBS-Tween. Le lavage est suivi d’un
second marquage d’'une heure a température ambiante, a I'aide d’un anticorps secondaire anti-

mouse couplé HRP (Goat anti-Mouse HRP - Thermo Fisher).

On incube a température ambiante et a I'obscurité pendant 10 minutes, une solution révélatrice
contenant le substrat pour l'enzyme. L'apparition d'une coloration dans le substrat indique la
présence de l'anticorps a doser. L'intensité de celle-ci est proportionnelle a la quantité d'enzyme

présent et donc a la concentration d'anticorps dirigé contre la protéine recherchée. (Figure 19)

Substrat

ELISA Sandwich
ol

Anticorps secondaire
conjugué

Anticorps
primaire
Antigéne .
Anticorps de
capture

Figure 19 : Principe de I'ELISA type "sandwich"

B- Mesure de I'activité oxydoréductase

a- Amplex Red
Cette technique de dosage en fluorescence permet de mesurer la production de peroxyde

d’hydrogéne par des cellules ayant une activité oxydase

La NADPH Oxydase 4 possede une activité constitutive et peut former des dérivés toxiques de
I’oxygene (ROS). Le produit de réduction de I'oxygéne par cet enzyme est |I'anion superoxyde O, qui
peut se dismuter spontanément en peroxyde d’hydrogéne H,0, ou par l'intermédiaire de la

superoxyde dismutase SOD.

En présence de peroxydase (HRP), ’Amplex Red (10 acétyl 3,7 dihydroxyphenoxazine) réagit avec

les H,0, formés avec une stoechiométrie de 1 :1 pour produire la résorufine, produit d’oxydation
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fluorescent rouge, d’absorption maximum a 571 nm et émission maximum a 585nm. La
fluorescence émise a 590nm aprés excitation a 530nm est proportionnelle a la quantité d’ H,0,
totale formé par les cellules. On mesure ainsi la production d’ H,0, des cellules par rapport a une
gamme d’étalonnage de H,0,. 5x10° cellules dans 20ul de PBS sont mises en présence de 100ul de
milieu comun contenant 0.1U/ml de HRP et 50uM d’AmplexRed dans du PBS. La cinétique de
fluorescence est suivie a raison d’une lecture par minute pendant 50 min par |'appareil

FluoOmegaStar.

b- Chimioluminescence
Les ROS sont détectés a l'aide d'un dosage a base de luminol, qui permet la détection par

chimioluminescence. Le dosage a été décrit a I'origine par Keppler et al. (1989) (Albert et al, 2013).

La réaction se déroulant en milieu basique, les dérivés réactifs de I'oxygene (ici le H202) oxyde le
luminol (3-aminophtalhydrazide). Le produit formé, le 3-aminophtalate, se trouve dans un niveau
d’énergie excité et transfére cette énergie a un accepteur (porteur de luminescence). Ce dernier,

afin de revenir a son état fondamental, libére un photon, d'ou la luminescence.

Les cellules entiéres sont utilisées a 5x10° dans 50 L de PBS 1X. 200 uL de milieu réactionnel sont
ajoutés au culot cellulaire (Glucose 0.8M, Luminol 2mM, HRPO 500U/ml, PBS+ avec MgClI2 et

CaCl2 500 mM). Les échantillons sont incubés 1 minute a 37°C.

L’émission des photons est suivie pendant 1h30 avec une mesure toute les 30 secondes (500

itérations par mesure) par le luminometre (Luminoscan Labsystem).

c- Activité réductase par réduction du WST-1
Les GR sont utilisés pour une mesure d’activité réductase avec le Water Soluble Tetrazolium-1
comme substrat. Le culot de GR est reconstitué dans 200 pl de tampon PBS afin d’obtenir une
suspension d’érythrocytes a 10% d’hématocrite. 200 pl de WST1 a 10 mM, 1 ul de Para Méthyl
Sulfamide (PMS) 0.25mM et 2 pl de glucose 500 mM sont ajouté a ces 200ul. Des controles
négatifs en absence de GR, seulement avec 200 ul WST1 a 10 mM et 200 pl de tampon pour

obtenir un volume final de 400 pl sont également effectués.

Aprés une incubation de 30 min a 37°C, le mélange réactionnel est centrifugé a 2000g/5min. 200 pl

de surnageant sont récupéré et dilués au demi dans 200 pl de PBS en cuve spectrophotométrique
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de 1ml pour une lecture optimale a 438 nm. Le témoin « blanc » est constitué du milieu réactionnel

est traité comme un échantillon sans I'apport de globules rouges.

Ce méme test a été réalisé en utilisant seulement les membranes de 5x10° érythrocytes afin

d’éliminer leur contenu, qui pourraient interférer dans le dosage des ROS.

IV. Expérimentation animale

Les modeles animaux sont des outils indispensables dans la recherche biomédicale. lls ont été
utilisés depuis les débuts de la découverte scientifique et aujourd'hui encore, contribuent
grandement a notre compréhension de la fonction des genes individuels, les mécanismes de
différentes maladies, ainsi que l'efficacité et la toxicité de divers médicaments et produits
chimiques. Les génomes de plusieurs organismes modeles ont été séquencés, et de nombreux

génes sont conservés entre organismes modeéles et humains.

A- La souris C57/BL6

La lignée C57BL/6, également appelée "C57Black 6", a l'avantage d’étre une lignée stable et a
reproduction facile. C'est aussi la premiere lignée de souris dont le génome a été entiérement

séquencé en 2005. Les souris C57BL/6 sont utilisées dans trois domaines principaux :

- Le plus commun est de servir de modeéles physiologiques ou pathologiques pour des
expériences in vivo.

- Elles sont souvent utilisées pour construire des modeles de souris transgéniques.
Les souris C57BL/6 sont utilisées comme lignée de référence pour la génération de lignées

congéniques avec des mutations spontanées ou induites.

Les souris C57/BL6 KO Nox4 ont été quant a elles créées au sein du laboratoire du Dr Karl Heinz

Krauze.
B- Objectifs scientifiques
1) Le projet

La modulation de I'activité oxydase de Nox4 pourrait étre un outil thérapeutique prometteur dans

I'arthrose. Dans ce projet, nous prévoyons d’induire une arthrose par injection intra articulaire
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bilatérale du genou d’iodo-acétate mono-sodium (MIA) ou d’interleukine 1 béta, de souris C57BI/6
et C57BI/6-Nox4 KO. Deux groupes de huit souris C57BL/6 seront traitées per os tous les jours par

un inhibiteur spécifique de Nox4, pendant 8 semaines.

En fin de protocole, soit 8 semaines apres l'injection de MIA, les souris seront euthanasiées par

dislocation cérébrale.

2) Les animaux
Nous utiliserons des souris adultes entre 4 et 6 semaines au début de I'expérience afin que I'age
n‘interfere avec la maladie. Dans une étude récemment publiée (Ambe K et al 2014), les auteurs
ont mis en évidence une expression importante de Nox4 dans les chondrocytes de souris agées de 3
a 4 semaines par rapport aux souris dgées de 18 semaines. Ainsi, notre étude sera menée sur des
souris adulte jeunes. L'utilisation de souris femelles pour le modéle d’arthrose permet de facon
confortable I'élevage de 4-8 souris par cage donc dans un environnement social satisfaisant pour

les animaux.

3) Points limites
D’une maniere générale, tout animal blessé ou souffrant est euthanasié. La durée des
expérimentations est fixée a 8 semaines aprés l'injection pour toutes les souris. Cette durée limitée
permet aux souris développant une arthrose de vivre avec un faible niveau de douleur ou de

contrainte.

Une surveillance quotidienne des souris est réalisée et un index de souffrance est calculé selon les
critéres listés dans le tableau ci-dessous avec un score cumulatif limite de 3 au-dela duquel les
souris sont sacrifiées de maniere précoce comme indiquée. Les pesées sont hebdomadaires a partir
du début de I'expérience, ainsi que le test du Rotarod, qui servira ainsi a estimer le degré de géne

fonctionnelle. (Tableau 1)

Tableau 1 : Points limites adaptés

Modification physique Perte de poids de 10% 1
Modification physique Perte de poids de 15% 2
Modification physique Perte de poids de 20% 3
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Etat général Animal isolé 1
Etat général Prostration 3
Etat général Mobilité réduite 1
Etat général Réduction des activités alimentaires et de |1
toilettage
Etat général Plaie de léchage de la région douloureuse 2
Phénotype arthrosique Temps sur le Rotarod <50% des controles 1
Phénotype arthrosique Raideur du genou 2
Phénotype arthrosique Paralysie des membres postérieurs 3

4) Déclenchement de I'arthrose par injection bilatérale

Afin d’anesthésier les souris, nous utilisons des injections i.p de kétamine 100mg/kg, et xylazine

10mg/kg, avant d’injecter les solutions de MIA et d’ll-1B dans les deux genoux.

Dans le cadre d’une étude pilote, nous utilisons 2 souris C57BI/6 n’ayant subi aucune injection, afin

d’obtenir la courbe normale de progrés sur le Rotarod, 2 animaux injectés avec du PBS pour vérifier

I'innocuité de cette injection sous anesthésie générale et 4 animaux injectés MIA 600ug dans 10ul,

ou IL1beta 2ng dans 10pl.

L’étude principale est organisée de maniere a obtenir différents groupes de 8 souris :

- G1:
- G2:
- G3:
- G5:

- G6

- G7:

injectées avec le véhicule
injectées avec le MIA 600ug, 10ul
injectée avec I'lL1beta, 2ng, 10ul

idem G3 et traitées per os comme G4 (IL1beta+traitement)

: Nox4 KO injectées avec le véhicule

Nox4 KO malades (injectées avec le MIA ou IL1beta selon résultats de G5 et G5.
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5) Surveillance des animaux

La durée des expérimentations est fixée a 8 semaines. Une semaine avant injection, les souris

seront pesées et passées au Rotarod deux fois. Durant chaque semaine (8 semaines) il y aura pesée

et passage au Rotarod pour suivre l'installation de la géne fonctionnelle. Les groupes G3 et G5

passeront 3 fois par semaine en raison de I'évolution rapide probable de la maladie. (Figure 20)
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Figure 20 : Chronogramme
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6) Test de motricité : le Rotarod
La coordination motrice est traditionnellement évaluée chez la souris et le rat par le test de la tige
tournante. L'animal est placé sur une tige horizontale qui tourne autour de son axe longitudinal;
I'animal doit rester en équilibre. Avant I'exécution de notre test, les souris ont été entrainées
pendant plusieurs semaines deux a trois fois par semaine, afin qu’elles s’habituent a leur nouvel
environnement et au Rotarod. Lors des tests finaux, 3 passages par souris ont été réalisés, et les

moyennes de leurs performances (Vitesse et temps) ont été comparées. (Figure 21)

Figure 21 : Test de motricité, le Rotarod
Jusqu’a 5 animaux (rats ou souris) sont placés sur un barreau dont la vitesse et le temps de rotation est

déterminé dans un programme progressif par I'expérimentateur. Le temps que met I'animal a tomber du
barreau est un indice d’évaluation de I'équilibre, de la coordination sensori-motrice et d’endurance. Ce test
est souvent utilisé pour mettre en évidence les effets d’'une drogue ou d’une modification génétique sur la
coordination motrice.

7) Histologie

Les prélevements, quels qu'ils soient doivent étre effectués avec le plus grand soin, car leur qualité
conditionne directement les possibilités d'étude. Tout comme le cartilage humain, le cartilage
murin sera détartré (Decalcifier SAKURA TDE 30, Bayer-teck Tissue), rincé dans de I'eau distillée et
intégré dans de la paraffine. Des sections seront ensuite posées sur des lames de polylysine et
déparaffinées par traitement au xyléne. Les lames seront ensuite incubées pendant 40 min a 98 °C
dans une solution d'EDTA a un pH de 8, traitées avec du peroxyde d'hydrogene a 3 % pendant 10
min a et incubées pendant une nuit avec un Anticorps mAb NOX48E9 (1/1250). Apres 3 ringcages

dans PBS du 1X, les lames seront incubées pendant 45 min avec un second anticorps conjugué a de
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la péroxydase avant révélation. Le noyau sera coloré par I'hématoxyline. Sur le cartilage humain
pour nos premiers résultats, cette étape a été réalisée en collaboration avec le Dr Corine Dupuy de

I'institut Gustave Roussy.

La suite de notre projet concernant I'étude de NOX4 sur modele murin consistera a une étude
histologique de NOX4 dans les articulations des différents groupes et selon leur traitement. Les

genoux des différents groupes ont d’ores et déja été prélevés et fixés.

V. Analyses statistiques

Toutes les données quantitatives ont été générées en utilisant des répliques biologiques en triple,
sauf indication contraire, et sont exprimées en moyenne plus un intervalle de confiance de 95%. La
normalité des données a été testée par un test Shapiroe-Wilk. Pour chaque expérience, les valeurs
de P ont été déterminées en utilisant un test de Student apparié. Toutes les analyses ont été

réalisées a I'aide de StatView (institut SAS, Etats-Unis).
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RESULTATS : NOX4, CIBLE
THERAPEUTIQUE DANS LARTHROSE
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I- NOX4 etles chondrocytes primaires

A- Expression de I'isoforme Nox4 dans les chondrocytes primaires
La famille des NOX, enzyme dédiées a la production de ROS, peut jouer un role majeur dans
réponse a la stimulation par I'lL-1B, comme le suggere les résultats du laboratoire obtenus sur la
lignée chondrocytaire C-20/A4. Pour confirmer cette hypothése chez les patients, des chondrocytes
articulaires humains (HAC) ont été isolés et cultivés aprés prélevement sur tétes fémorales.
L'expression de I'ARNm des différentes NADPH oxydases (NOX1 a NOX5) et de leur partenaire
p22phox a été évaluée par RT-PCR. Conformément a nos données précédentes menées sur la lignée
chondrocytaire C-20/A4, nous observons une expression de I'ARNm de NOX4 et de son partenaire
p22phox dans les chondrocytes primaires humains. En revanche, I'ARNm des autres isoformes de
NOX n’est pas détecté, désignant NOX4 comme la seule isoforme de NOX exprimée dans les HAC

(Figure 22). L'absence de NOX2 a également été vérifiée par RT-PCR en temps réel.

—T 1 = B
Nox 1 2 3 4 5

p22enox

Figure 22 : Nox4 est la seule isoforme présente dans les chondrocytes primaires.
L’ARN des HAC a été extrait (n = 3) et retro transcrit en ADNc comme décrit dans la section Matériels et Méthodes. Des
amorces spécifiques ont été utilisées pour amplifier 'ADNc codant pour les NOX de 1 a 5 et leur partenaire p22phox.
Des ADNc codant pour les NOX de 1 a 5 ainsi que pour p22phox ont été utilisés comme témoins positifs.

Pour confirmer I'expression de NOX4 au niveau protéique, des essais immunohistochimiques ont
été réalisés sur des sections de cartilage humain de la hanche. Les résultats montrent un gradient
d’expression de NOX4, faible en partant de l'os sous-chondral et plus important a la surface
articulaire du cartilage (Figure 23). De plus, NOX4 a également été détectée ex vivo dans les

chondrocytes primaires humains par Western Blot.
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Figure 23 : Expression graduelle de NOX4 in vivo dans les HAC.
Marquage immunohistochimique de I'isoforme NOX4 sur des sections de cartilage humain par des anticorps mAb8E9
purifiés et des Ig non spécifiques. Photographié et imprimé a un grossissement final de x500 pour les images
supérieures, et x1000 pour les images inférieures. NOX4 est exprimé progressivement dans le cartilage humain a partir
du c6té de I'os a la surface articulaire. Ce résultat est représentatif de n = 3 sections de cartilage.

Pour finir, la forte expression de NOX4 a été confirmée par microscopie confocale, notamment dans

la région péri nucléaire et a c6té de la membrane plasmique des HAC (Figure 24).

Nox4

Irrelevant Ig 8E9

5
&
o

Figure 24 : Expression protéique de NOX4 dans les HAC.
(A) L'expression et la localisation de NOX4 a été évaluée par immunoblot sur 150 pg de protéines totales humaines
solubilisées dans 1% (v / v) de Triton X-100 (n = 3 patients). Le contréle positif, a été obtenu a partir de cellules C-20/A4
NOX4. (B) Les chondrocytes primaires humains ont été cultivés ex vivo (passage 1) et fixés avec de la
ParaFormAldéhyde, perméabilisées et ont été respectivement marquées s avec des IgM non spécifiques ou bien par des
anticorps NOX4 8E9 (rouge). Le noyau est coloré avec du Hoechst 33256 (bleu). Ce résultat est représentatif de n = 3
patients.
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Ces résultats de RT-PCR, de Western blot, d'immuno histochimie et de microscopie confocale
montrent pour la premiere fois que NADPH Oxydase 4 est exprimée dans les chondrocytes
primaires humains. Contrairement a la lignée de chondrocytes humains C-20/A4, NOX4 est la seule
isoforme de NADPH oxydase a étre exprimée. Dans le cartilage, NOX4 semble étre plus exprimée
vers la surface du cartilage. Au niveau de sa localisation sub-cellulaire NOX4 semble étre plutot

exprimée de fagon intracellulaire.

II- L’Interleukine 1 Béta et les ROS

A- L’IL-18 module la production de ROS dans les chondrocytes humains
L'interleukine 1B est I'une des principales cytokines impliquée dans I'arthrose et la plupart de ses
effets biologiques sont médiés par la génération de ROS (Poole et Howell 2001, Grange et al.
2006). Le stress oxydatif ayant un réle central dans I'arthrose, nous avons donc décidé d'étudier le
role des ROS dans les chondrocytes primaires humains. Ces cellules ont été extraites de tétes
fémorales apres chirurgie. Nous avons d'abord évalué l'impact de I'lL-1B sur la production de ROS.
Apres 24h de stimulation par I'IL-1B, nous avons observé une augmentation significative de la
production de ROS par les chondrocytes primaires humains avec une valeur optimale de 2 ng/ml

d'IL-1B. (Figure 25)
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Figure 25 : Nox4 est une source majeure de ROS lors d’une stimulation par I'lL-1B dans les HAC.
Les chondrocytes primaires humains ont été cultivés en I'absence de sérum de veau foetal et traités par I'IlL-1B en
quantité croissante (de 0 a 10 ng/ml) pendant 24h. Les cellules ont ensuite été recueillies et la production de H,0,
totale a été évaluée par la méthode Amplex Red avec 5x10° cellules par puits. Les résultats sont exprimés en unités de
fluorescence relative (RFU) et ont été acquis toutes les minutes pendant 60 min. Les valeurs représentent la moyenne
+/- E.T. de trois déterminations obtenu le méme jour et qui sont représentatives d'au moins deux expériences
indépendantes

Ces résultats permettent de confirmer que non seulement I'll-1B stimule la production de ROS dans
les chondrocytes primaires humains, mais ils nous ont également permis, grace a une gamme de
concentration, d’établir le dosage optimal de 2 ng/ml d’interleukine pour laquelle la production de

ROS est la plus importante.

B- Modulation d’expression de Nox4 par I'IL1-8
Nous avons ensuite étudié I'impact fonctionnel de NOX4 sur la production de ROS induite par I'IL-13
dans les chondrocytes primaires humains. Aprés 24h de stimulation par I'lL-1B a 2 ng/ml, nous
avons observé une augmentation significative du peroxyde d'hydrogene (H,0,) produit par les HAC
(Figure 26). Dans ces conditions expérimentales, nous constatons que l'addition de DPI, un
inhibiteur des NADPH oxydases, entraine une inhibition significative de la production de ROS
provoquée par la stimulation par d'IL-1B, ce qui suggére un réle des NOX dans la synthése de ROS

par les chondrocytes primaires humains. Sachant dorénavant que seule la NOX4 est exprimée dans
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les HAC, ce résultat désigne NOX4 comme ayant un role dans la synthése des ROS médiée par I'lL-1

B.

p=0,0057

RFU

p=0,0019 p=0,0016

DMS0 0,1% DPI GKT

IL-1B

Figure 26 : Etude de la production de ROS dans les HAC
Les chondrocytes primaires humains ont été cultivés en I'absence de SVF pendant 24h et stimulés avec de I'IL1R
pendant 24 heures. La production totale de H202 a été évaluée par la méthode Amplex Red en utilisant 5x10° cellules
par puits. Des inhibiteurs de NOX4: DPI, GKT 136 901 ainsi que leur vecteur, le DMSO (0,1%) ont été ajoutés dans les
puits, 20 min avant de commencer I'expérience. Les résultats sont exprimés en unités relatives de fluorescence (RFU) et
ont été acquis toutes les minutes pendant 60 min. Les valeurs représentent un intervalle de confiance de 95% et la
moyenne de trois expériences (n = 3 patients).

En outre, I'utilisation de GKT 136901, un inhibiteur pharmacologique spécifique de NOX4, a montré
un effet similaire. Le traitement avec des inhibiteurs de la NO synthase (L195 NOM) et de la chaine
respiratoire mitochondriale (comme |'azide ou encore la roténone), dans les chondrocytes
primaires humains, n'a pas affecté la production de ROS mesurée détectée par la méthode de
I’AmplexRed (résultats non montrés). Ces données renforcent I'idée que NOX4 serait la source

principale de ROS lors d’une stimulation par I'lL-1 dans les HAC.

Pour confirmer cette hypothése, nous avons évalué l'impact de I'lL-1B sur I'expression de NOX4
ainsi que de son partenaire p22phox. Les résultats montrent une augmentation significative des

deux partenaires comme constaté par Western Blot (Figure 27).

75



NOX4 e D
+IL-1B

300
250 ~
200 ~
150 -
100 A

p22ph°x ————

Actin —

Nox4 p22 / Actin
(fold change)

NS IL-1B 0 A
Control Nox4 p22

Figure 27 : Augmentation de Nox4 et de son partenaire p22phox lors d’une stimulation a I'll18
Western Blot révélant Nox4 et p22, réalisé a partir de 50 pug de de protéines d’un lysat en tampon RIPA et anti-
protéases issu de chondrocytes primaires. Nox4 et p22phox sont mis en évidence par des anticorps primaires
monoclonaux de lapin et de souris dirigés contre Nox4 et p22 et des anticorps secondaires anti Ig de lapin et de souris
utilisés au 1/5000&éme et couplé a de la peroxydase (A). L'immunodétection des bandes est issue de 5 min d’exposition
a la caméra Bio-Rad avec le kit ECL. Nox4 p22 sont mis en évidence a 22 kDa et 65 KDa. Ce résultat est représentatif de

n = 3 patients. (B)

Les différentes mesures d’activités ainsi que I'utilisation d’inhibiteurs spécifiques des NADPH
oxydases, de NOX4 ou d’autres sources potentielles de ROS désignent NOX4 comme étant la source
principale de ROS médiée par I'lL-1b dans les HAC. Les résultats de western blot montrent une
augmentation de I'expression du complexe NOX4/p22phox, ce qui suggere que le mécanisme
conduisant a I'augmentation de la production de ROS par I'lL-1B dans les cellules HAC implique le

complexe NOX4/p22.
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III- Conséquences de I'IL-1f8 sur I'expression des

métalloprotéases

A- Production de MMP lors d’une stimulation a I'IL-18
Nous avons précédemment montré que les ROS générés par Nox4 régulaient la voie de synthése de
la metalloprotéase MMP-1 dans la lignée chondrocytaire C-20/A4 (Rousset et al, 2013). Dans cette
lignée cellulaire, I'addition d’IL-1B par voie exogéne conduit a une augmentation significative de la
sécrétion de MMP-1 et MMP-13, sous la dépendance des ROS produits par NOX4. Nous avons donc
voulu évaluer lI'impact des ROS générés en réponse a I'lL-1B sur la synthése et la libération de MMP
cette fois-ci sur les chondrocytes primaires humains par deux techniques différentes, d’abord en

Western blot (Figure 28) puis en RT-PCR (Figure 29).
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Figure 28 : Quantification de I'expression de MMP-1 et MMMP-13 par les chondrocytes primaires

suite a une stimulation a I'lL-1b.
Les chondrocytes primaires humains ont été cultivés en I'absence de sérum de veau foetal. Aprés un traitement de 24
heures avec de I'lL-1B et avec différents inhibiteurs (Tiron, DPI, COPP et GKT), les protéines ont été extraites a partir du
surnageant ce culture des chondrocytes (n = 3) et une analyse par Western Blot des métalloprotéases MMP-1 (A) et
MMP-13 (B) a été réalisées.

D’une part, les résultats montrent une augmentation de I'expression des MMP-1 et MMP-13
significative dans les 3 patients différents analysés.

D’autre part, une forte induction de la transcription de ’ARNm de MMP-1, MMP-13 et ADAMTS4 a
également été détectée par RT-PCR quantitative (Figure 29). Afin de déterminer le role de NOX4,

nous avons traité les cellules avec différents inhibiteurs pendant 24 heures, le CoPP, le Tiron, le DPI
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(inhibiteur des flavoprotéines)

ou encore le GKT136901 (inhibiteur spécifique de NOX4) afin

d’inhiber son activité. Nous avons pu constater que l'ajout de l'inhibiteur de NOX4, le CoPP

diminuait considérablement la synthese de MMP-1, MMP-13 stimulée par I'IlL-1b. N’ayant pas

I’anticorps dirigé contre ADAMTS4 au sein de notre laboratoire, nous n’avons pas pu vérifier son

expression par western blot.
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Figure 29 : Quantification des ARN de MMP-1 ADAMTS4 et MMP-13 par les HAC suite a une

stimulation a I'lL-1b
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Les chondrocytes primaires humains ont été cultivés en I'absence de sérum de veau foetal. Aprés un traitement de 24
heures avec de I'lL-1B et avec différents inhibiteurs (Tiron, DPI, COPP et GKT), I'ARN total a été extrait a partir d’"HAC (n
= 14) et une analyse par RT-Q-PCR de I’ARN de MMP-1 (A) et MMP-13 (B) et ADAMTS4 (C) et ont été réalisées.

Comme pour la lignée C-20/A4, les inhibiteurs de NOX4 ont comme conséquence une diminution
d’expression de MMP-1. En dépit des résultats non statistiguement significatifs, nous avons
observé une tendance similaire avec le traitement par le DPI et le GKT pour MMP-13 et ADAMTSA4.
Cette tendance est confirmée au niveau protéique sur les chondrocytes primaires humains sur 3
patients. Cependant, alors que la transcription d’ADAMTS4 semble étre diminuée par les autres
inhibiteurs, aucun effet du GKT n’a été observé, ce qui suggére qu’ADAMTS4 n’est pas modulé par

NOX4. Ces résultats sont a confirmer sur un plus grand nombre de patients.

Ces résultats montrent une forte augmentation du niveau d’expression de MMP-1 et MMP-13
libérées dans le surnageant de culture des HAC apres 24 heures de stimulation par I'IL-1B. Ce qui
confirme I'effet de I'll-1B sur 'augmentation de la production de métalloprotéases, elles-mémes

responsables de la dégradation cartilagineuse.

Nos données démontrent que la synthése des métalloprotéases médiée par I'lL-1B est déclenchée
par une production de ROS. Ces données, utilisant des inhibiteurs de NOX4, suggérent un role

significatif de NOX4 dans cette voie pro catabolique.

B- Les ROS dans la boucle autocrine IL-18 / p22phox-

Il est connu que le processus inflammatoire joue un réle important I'arthrose. L'interleukine 1
interviendrait dans une boucle paracrine/autocrine et induirait sa propre néosynthése dans les
chondrocytes primaires humains, ce qui maintiendrait les voies pro-cataboliques menant a la

dégradation du cartilage.

Nous avons voulu savoir si l'inhibition de NOX4 pouvait avoir un impact sur la synthése d'IL-1 en
guantifiant la production d’ARN codant pour I'll-1B en RT-PCR et son expression protéique par les
HAC par méthode quantitative ELISA. Nous avons également étudié la production d’ARN du
partenaire de NOX4, p22phox afin de constater I'effet de I'lL-1 et des inhibiteurs sur sa synthése

d’ARN.
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Figure 30 : L’activité de NOX4 maintien la boucle autocrine / paracrine de I'lL-1b et la
surexpression de p22phox.

Les chondrocytes primaires humains ont été cultivés en I'absence de sérum de veau foetal. Aprées un traitement de 24 h
par I'lL-1B et ajout d’inhibiteurs de NOX4 (DPI et Tiron), I'ARN total a été extrait des chondrocytes (n = 14 patients) pour
I'analyse par RT-PCR quantitative de ’ARN de [I'IL-1B (A) et p22phox (C). La lignée chondrocytaire C-20 / A4 a été
traitée ou non par lI'lL-1b et des inhibiteurs de NOX4 (Tiron et COPP). Aprés 24 h, les cellules sont lavées 3 fois pour
éliminer I'IL-1B exogéne. Apres 24 h supplémentaires, I'IL-1f néo-synthétisé est évalué par méthode ELISA dans le
surnageant de culture cellulaire. (B)

Evalué par RT-PCR quantitative, le traitement par I'IL-1p augmente de maniére significative la

production d’ARNm de I'lL-1B. L'utilisation du DPI ainsi que du CoPP (activateur de la synthése de
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HO-1) diminue de maniere significative I'expression de 'ARNm de [I'IL-1B, ce qui conduit a une
réduction de libération d’IL-13 évalué par test ELISA dans le surnageant de culture des cellules de la
lignée chondrocytaire C-20/A4. En outre, la stimulation de la transcription de p22phox par I'lL-1B
semble également réduite par le traitement au DPI et au CoPP. De maniére étrange, I’ARNm de son
partenaire NOX4 diminue. Ce résultat peut paraitre incohérent, sachant que I'expression de la
protéine est augmentée, mais peut étre expliqué par une stabilisation au niveau de la membrane

par p22phox. (Figure 30)

Augmentation de la production de
peroxyde d’hydrogéne

- 7 ET
L’IL-18 augmente 'TARNm de inhibiteurs

NOX4/p22phox D
Nox4/p22 7
Boucle de régulation redox I-1B MMP
de Nox4/p22 et IL-16 Régule 'expression de MMP-1,

MMP-13 et ADAMTS4

Figure 31 : La voie de signalisation de NOX4 permet la médiation du catabolisme chondrocytaire.

Apreés interprétation de nos résultats, nous pouvons proposer un modele de systeme de boucle
autocrine/paracrine de I'lL-1B. Le traitement des chondrocytes primaires par I'lL-1B conduit a une
augmentation de synthése de I'IL-1B dans les HAC. (Figure 31) Dans un premier temps, la
surexpression de I'ARNm de p22phox augmente la stabilisation de NOX4 au niveau protéique et
augmente la production du peroxyde d'hydrogene qui agit comme un médiateur de I'expression de
MMP-1, MMP-13 et ADAMTS4, elles-mémes responsables du catabolisme de la matrice
extracellulaire des chondrocytes. Ces mémes ROS viendront a leur tour augmenter la synthése
d’ARN de p22phox et ainsi alimenter cette boucle délétere qui fini par dégrader le cartilage et

provoquer I'arthrose.
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Ensemble, nos résultats démontrent pour la premiére fois que la boucle autocrine/paracrine de I'lL-
1B dans les chondrocytes primaires humains dépend d'une production de ROS. Nos données
utilisant les inhibiteurs DPI et CoPP, confirment également que NOX4 et p22phox pourrait étre des

médiateurs de cette boucle, augmentant la néosynthése d’IL-1pB ainsi que les voies cataboliques.
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IV- Nox4 dans les chondrocytes primaires

arthrosiques
A- Modéle de surexpression de Nox4 et p22phox par rétrovirus
Dans le but d’étudier les conséquences d’une surexpression de NOX4 au niveau cellulaire, la

transfection par rétrovirus est le moyen que nous avons choisi afin de surexprimer NOX4 dans

notre lignée chondrocytaire C-20/A4 (Figure 32).
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Figure 32 : Création d'outil de surexpression de NOX4, les rétrovirus.

Aprés création du plasmide pLNHX NOX4, ce dernier est cotransfecté avec le plasmide d’enveloppe viral pVSV-G dans
les cellules HEK-GP2 293 afin de produire des rétrovirus NOX4. Les cellules de la lignée chondrocytaire C-20/A4 sont
ensuite infectées par les rétrovirus NOX4.

Nous avons tout d’abord vérifié 'augmentation d’expression de la protéine dans les cellules. Nos
résultats montrent une augmentation significative de I'expression de NOX4 par western blot dans
les cellules infectées par le rétrovirus. L'augmentation de 'ARNm de NOX4 ainsi que de son
partenaire p22phox a également été démontrée par Q-RT PCR (Figure 33). Notre outil de
surexpression est donc validé, tant au niveau de I'expression de Nox4 que de sa production

d’ARNm.
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Figure 33 : Validation du modeéle de surexpression de NOX4

Les cellules de la lignée chondrocytaire C-20/A4 ont été cultivées en I'absence de serum de veau foetal aprés infection
par les rétrovirus NOX4. Les protéines totales ont été extraites puis dosée par méthode de Bradford avant d’étre
déposées sur gel SDS PAGE. L'expression protéique de Nox4 a été quantifiée (A). L'ARN total a été extrait des
chondrocytes (n = 3) pour l'analyse par RT-PCR quantitative de ’ARN de NOX4 et p22phox (B).

Afin d’étudier la fonctionnalité de NOX4 surexprimé, des tests de production de ROS par la
méthode AmplexRed et Luminol ont été menés au sein du laboratoire. L'utilisation de ces deux test
nous ont permis de vérifier I'activité de NOX4 surexprimée d’une part, ainsi que de caractériser les
ROS produits. En effet, la méthode de quantification au Luminol ne cible que les ROS

extracellulaires tandis que la méthode AmplexRed cible les H,0, totaux (Figure 34).
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Les résultats montrent une augmentation de la production de ROS par méthode AmplexRed
contrairement a la méthode au Luminol ce qui suggéere que la localisation de NOX4 serait

intracellulaire. (cf. Matériel et Méthodes)
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Figure 34 : Dosage des ROS produits par les C-20/A4 RV NOX4 par AmplexRed et Luminol

Les cellules C-20/A4 RV NOX4 ont été cultivées en I'absence de sérum de veau foetal et traitées par I'IL-1B pendant 24 h.
Les cellules ont ensuite été recueillies et la production de H,0, totale a été évaluée par la méthode AmplexRed et
Luminol a raison de 5x10° cellules par puits. Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules non stimulées dans
les unités de luminosité ou fluorescence relative (RLU / RFU) et ont été acquis toutes les minutes pendant 60 min (100%
=250 000 RFU). Les valeurs représentent la moyenne +/- E.T. de trois déterminations obtenu le méme jour et qui sont
représentatives d'au moins deux expériences indépendantes
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Nous avons réussi a produire un rétrovirus capable d’exprimer NOX4 dans les cellules cibles. La
mesure de ROS produit par les chondrocytes C-20/A4 infectés par le rétrovirus permettant de
surexprimer NOX4 montre une augmentation de la production de ROS. Les deux techniques
utilisées pour mesurer les ROS produits ne donnent pas les mémes résultats. Ce qui suggere que
NOX4 surexprimé ne se trouverait pas a la membrane plasmique mais plutot dans le réticulum
endoplasmique qui est la localisation subcellulaire principale de Nox4 comme décrit par de

nombreux auteurs dans la bibliographie.

B- Nox4 est surexprimé dans les chondrocytes primaires arthrosiques
Les différents résultats obtenus au laboratoire sur les chondrocytes primaires humains suggérent
gue NOX4 est un médiateur des voies cataboliques de la cellule induite par I'lL-1B. Pour confirmer
un éventuel réle pathologique de NOX4 dans l'arthrose, nous avons décidé de comparer le niveau
d’ARNm de NOX4 dans des chondrocytes prélevés sur les parties saines et arthrosiques du cartilage
dans une cohorte de 14 patients. Afin de distinguer au mieux les caractéristiques arthrosiques du
cartilage, les parties prélevées ont été évaluées macroscopiquement par des pathologistes. (Figure

35)
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Figure 35 : NOX4 est surexprimé dans les chondrocytes primaires arthrosiques

Les chondrocytes primaires humains ont été récoltés et les parties endommagées et saines du cartilage articulaire ont
été mises en culture dans des plaques séparées. (n= 14 patients). L'ARN total a été extrait pour l'analyse par RT-PCR
quantitative de 'ARN de NOX4. L’histogramme montre la comparaison du niveau d'ARNm de NOX4 (A) entre les
chondrocytes arthrosiques et sains. En parallele, la production de ROS a été évaluée par la méthode AmplexRed sur 3

patients (B).

Ces résultats ont révélé une surexpression significative de I’ARNm de NOX4 dans les chondrocytes
ostéoarthrosiques par rapport aux chondrocytes issus des parties saines. La production de ROS
guant a elle, est également significativement augmentée dans les chondrocytes arthrosiques par

rapport aux chondrocytes issus de partie non arthrosique.

Ces résultats nous confortent dans I’"hypothése que NOX4 aurai un réle pro arthrosique. Ce qui n’a
encore jamais été décrit a ce jour. En effet, pour la premiére fois, une augmentation significative de
NOX4 dans les chondrocytes primaires arthrosiques est prouvée sur un pool d’échantillons
différents de 14 patients, désignant cette NADPH Oxydase comme une potentielle cible

thérapeutique dans I'arthrose.
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V- Etude de Nox4 sur modele in vivo

Parmi les modeéles animaux de I'arthrose, se trouve ceux qui la développe spontanément, apres
intervention chirurgicale (traumatisme ou méniscectomie) ou induite chimiquement, ce qui peut
donner un apercu de |'évolution moléculaire, pathologique ou biochimique des changements dans
I'articulation durant l'arthrose, ainsi que permettre I'essai de nouvelles solutions thérapeutiques.
Ces différents modeles portent non seulement sur le handicap mais aussi sur la douleur chronique
caractéristique de l'arthrose. La douleur est difficile a évaluer objectivement en raison de la

variabilité inhérente a I'animal.

Notre projet d’expérimentation animale a débuté par une phase d’adaptation. Pendant plusieurs
jours consécutifs, les souris ont été acclimatées a la piece de test, aux manipulateurs, ainsi qu’au
Rotarod. Ce dernier est nettoyé entre chaque test afin qu’aucune odeur ne puisse venir perturber
les performances de I'animal. Un premier groupe test de souris C57/Bl6 a été entrainé sur le
Rotarod afin de mettre au point les différents parameétres du test (durée, vitesse et intensité). En
définitive, le test peut durer au maximum 5 min avec une augmentation de 1 rotation par minute

(rpm) toute les 10 secondes.

Des souris C57/BI6, et KO NOX4 acclimatées au test ont ensuite été opérées par microchirurgie afin
d’injecter dans leur genou une solution de PBS stérile (groupe contréle), du MIA (inhibiteur de la
glycolyse, déclencheur d’arthrose en 4 semaines), connu pour ses propriété pro-cataboliques.
L'expérience n’étant qu’a ses débuts, nous ne pouvons présenter ici que les premiéres tendances.
L’évolution de leur performance en termes de vitesse et de temps a été évaluée. On peut observer
gue les groupes ayant subi une injection de MIA ont tendance a obtenir des performances moins
satisfaisantes que le groupe contréle. Cependant, il ne semble y avoir aucune différence entre le

groupe de souris WT et KO NOX4. (Figure 36)
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Figure 36 : Performance des modéles murins arthrosiques : test ROTAROD
Les souris BL6 et BL6 NOX4 sont placées sur un barreau dont la vitesse de rotation est controlée par I'expérimentateur.

Le temps que met I'animal a tomber du barreau est un indice d’évaluation de I'équilibre, de la coordination sensori-
motrice et d’endurance. Test effectué sur 3 mois a raison de 3 mesures/semaine. La figure (A) présente la moyenne de
vitesse en rpm de performances obtenues dans chaque condition de groupes pendant 3 mois. La figure (B) présente la
différence des moyennes de vitesse en rpm de performances obtenues en comparatif de I'effet du MIA sur les groupes
NOX4 et WT pendant 3 mois.
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Le traitement des données récoltées indique que I'ajout de MIA permet de produire une arthrose
significative en terme de handicap dans la locomotion. Par contre, nous pouvons constater que la
pente de dégradation des performances est identique pour les souris traitées par MIA qu’elles
soient WT ou n’exprimant pas NOX4. Ainsi le modele d’induction de I'arthrose par le MIA ne met
pas en évidence un rbole de NOX4 dans l'arthrose. En ce qui concerne l'avenir de cette
expérimentation, notre projet est d’infecter les souris avec des rétrovirus produisant de I'lL-1 de
maniere constante dans I'articulation. Ce nouveau modele d’arthrose sera on I'espéere plus a méme

de mettre en évidence le réle de NOX4. Les virus sont en cours de production.
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RESULTATS : VDAC ET ACTIVITE PMOR
DANS LES ERYTHROCYTES
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I- VDAC est présent a la membrane des érythrocytes

A- Mise en évidence de VDAC endogéne

Seulement deux articles dans la littérature décrivent VDAC comme présent dans la membrane
plasmique des érythrocytes. Nous avons voulu confirmer ce fait au sein de notre laboratoire en
vérifiant sont expression par Western Blot a partir de membranes érythrocytaires humaines. Les
membranes ont été traitées comme décrit dans le chapitre Matériel et méthodes avant d’étre
déposées dans un gel SDS-PAGE. La présence de la porine dans les globules rouges est confirmée
sur trois patients, d’age et de sexes différents. Le contréle utilisé est un extrait de protéoliposomes

contenant la protéine VDAC fournis par la société Synthelis. (Figure 37)

M PP

Figure 37 : Expression de VDAC dans la membrane érythrocytaire par Western Blot
Les membranes érythrocytaires humaines ont été lysées et traitées avec des anti-protéases. Les protéines ont été
extraites a partir de la solution de membranes érythrocytaires issues de trois patients P4, P5, P6 (n = 3) et une analyse
par Western Blot de la protéine VDAC a été réalisée. Le contrOle positif est réalisé a partir d’un lysat de
protéoliposomes enrichis en VDAC1 produits par la société Synthelis.

Ce résultat obtenu par Western Blot, nous permet de confirmer |'expression de VDAC dans les
membranes érythrocytaires, mais nous permet également de constater que son expression est

variable selon les patients.

B- Lien entre VDAC et ’activité PMOR

Le Water Soluble Tetrazolium (WST-1) est réduit par les électrons générés par la cellule ce qui
modifie la couleur du complexe et le rend détectable par spectrophotométrie. Toutefois le WST-1
n'est pas capable de réagir directement avec les électrons. Il faut un composé intermédiaire faisant
office de transporteur d'électrons, le PMS. Dans un premier temps nous avons mesuré ['activité

réductase du WST-1.
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VDAC ayant été décrit comme possédant le pouvoir de réduire le Ferricyanide par Backer et al
2004, la suite de notre étude consiste a confirmer cette activité sur les mémes patients que ceux
testés précédemment. Nous avons donc réalisé un test de réduction du WST-1 comme décrit dans
le chapitre Matériel et méthodes. Le résultat nous montre effectivement une activité réductase
mesurable avec des activités qui semblent proportionnelles a la quantité de VDAC déterminée par

western blot. (Figure 38)

Activité réductase patients

Abs 438 nm)
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Figure 38 : Activité réductase des érythrocytes
Réalisation d’'une mesure d’activité réductase sur 3 prélevements de sangs différents dans les mémes conditions, avec

des érythrocytes a 10% d'hématocrite incubés avec une solution de WST-1 (10 mM) pendant 30 min a 37°C. Les
données représentent trois expériences indépendantes, issues de trois patients P4, P5, P6. Les valeurs sont comparées
a un témoin, les globules rouges sans WST-1. Les globules rouges présentent une forte activité réductase par WST-1,
variable selon les individus. Lecture effectuée au spectrophotometre a 438nm.

Apres avoir confirmé la présence de VDAC dans les érythrocytes humains ainsi que la capacité de
ceux-ci a posséder une activité réductase, notre but est de relier cette activité a la présence de
VDAC. Pour cela, nous avons utilisé un inhibiteur pharmacologique de VDAC : du PCMB (para chloro
mercuri benzoic acid) ainsi que de I'albumine pour le témoin. Nous avons également utilisé un

anticorps monoclonal anti-VDAC afin de tester d’éventuelles vertus inhibitrices. (Figure 39)
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Figure 39 : Inhibition de I'activité réductase des érythrocytes humains
Réalisation d’'une mesure d’activité réductase sur prélevements de sangs provenant de 3 patients différents, P7, P8, et
P9, dans les mémes conditions, avec des érythrocytes a 10% d'hématocrite incubés avec une solution de WST-1 (10
mM) pendant 30 min a 37°C. L’ajout de d’anticorps anti VDAC (A) et de PCMB (B) a concentration variable ainsi qu’un
contrble négatif, I'albumine, permet de déterminer le degré d’inhibition d’activité. Les données représentent trois
expériences indépendantes. Les globules rouges présentent une forte activité réductase par WST-1, variable selon les

individus. Lecture effectué au spectrophotomeétre a 438nm.

L’effet des inhibiteurs se traduit par une diminution de I'activité réductase, ce qui suggere que
VDAC soit principalement a I'origine de cette activité. Afin de le désigner comme étant la cause la
plus importante de I'activité réductase des globules rouges, nous avons relié sa quantité endogene
a l'activité réductase par méthode ELISA. Une méthode plus sensible et plus reproductible pour
cette quantification que le Western blot.
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Les membranes érythrocytaires provenant de patients d’dge et de sexe différents ont été préparées
selon le chapitre Matériel et méthodes. La quantification de VDAC endogene montre une quantité
variable de VDAC d’un patient a I'autre, que nous arrivons a corréler avec leur activité de réduction
du WST-1. Cette quantification de protéine membranaire est standardisée par une gamme de

protéoliposomes contenant VDAC. (Figure 40)
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Figure 40 : Quantification de VDAC endogéne et corrélation avec l'activité réductase
Les érythrocytes humains sont prélevés le jour méme sur tube héparine sur quatre patients P1, P2, P3 et P4. Les
protéines membranaires sont extraites et dosées par méthode de Bradford avant d’étre déposés sur plague ELISA 96
PUITS(A). L'expression protéique de VDAC endogéne a été quantifiée. La mesure d’activité réductase de ces mémes

patients a été mesurée (n = 3) (B).

Ces résultats démontrent pour la premiere fois un lien entre la quantité endogéene de VDAC et
I'activité réductase de la membrane plasmique des érythrocytes (PMOR). Cette méthode de dosage
guantitatif ELISA, pourra nous permettre par la suite de quantifier cette protéine chez différents

patients et pathologies, afin d’en définir le réle ainsi que I'impact ou son activité réductase.
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II- Conséquences de la surexpression de VDAC dans les

érythrocytes.

A- Augmentation de I'activité réductase par fusion de protéoliposomes
Une stratégie possible pour prouver que VDAC dans les globules rouges présente une activité de
transfert d’électrons au travers de la membrane plasmique (PMOR), est d’enrichir ces érythrocytes

avec la protéine VDAC et de mesurer une augmentation significative de I’activité PMOR.

Afin d’enrichir les érythrocytes avec la protéine VDAC, nous avons choisi d’effectuer une
vectorisation par liposomes. En partenariat avec la société Synthelis, entreprise spécialisée en
production de protéoliposomes, nous avons pu obtenir des préparations de liposomes controles (C-

RTS) ainsi que de protéoliposomes contenant VDAC.

Dans le but de vérifier la qualité et la capacité a réduire le WST-1 de ces préparations, nous avons
soumis chaque type d’échantillon a une mesure d’activité réductase. Nous avons également inhibé
cette activité avec un inhibiteur de VDAC afin de vérifier que cette protéine est bien a I'origine de

I'activité réductase des protéoliposomes.
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Figure 41 : Activité réductase des différents types de protéoliposomes fournis par Synthelis
Réalisation d’'une mesure d’activité réductase sur 3 différents types de protéoliposomes dans les mémes conditions,
incubés avec une solution de WST-1 (10 mM) pendant 30min a 37°C. Les données représentent trois expériences
indépendantes. Les valeurs sont comparées a un témoin, le milieu réactionnel sans liposomes. Les protéoliposomes
VDAC présentent une forte activité réductase par WST-1. Lecture effectuée au spectrophotométre a 438nm

Ces mesures d’activité montrent que les protéoliposomes fournis par Synthelis possedent une
activité réductase. On peut également observer que les contaminants du contréle négatif

présentent une activité résiduelle.

B- Recherche d’un marqueur positif de fusion dans les érythrocytes
Le but ici est de prouver, grace aux protéoliposomes remplis de Crystal violet, que la fusion est

optimale entre les protéoliposomes et les érythrocytes humains.

L'objectif secondaire est d’écarter toute possibilité que d’éventuels protéoliposomes puissent

rester « accrochés » aux érythrocytes ou bien seulement non fusionnés dans le milieu réactionnel.

Apres I'étape de de fusion entre les protéoliposomes et les érythrocytes (GR), une séparation par
gradient de Ficoll a également été réalisée sur un témoin de fusion contenant des GR fusionnés

avec des liposomes vides contenant du colorant Crystal violet. En effet, le colorant n’entrant pas
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spontanément dans un globule rouge non fusionné (résultats non montrés), la présence de crystal
violet apres lyse des membranes de globules rouges indiquera la bonne fusion des liposomes a ces

derniers.

Les globules rouges (plus denses que le Ficoll) passent a travers le gradient de Ficoll et sédimentent
au fond du tube alors que les liposomes libres, qui ont une densité plus faible que le Ficoll, restent a
I'interface du milieu et du Ficoll. Aprés 3 séparations successives, on obtient un culot de GR

fusionnés sans liposomes libres. (Figure 42)

Figure 42 : Séparation des liposomes non fusionnés par gradient de Ficoll
Les globules rouges a 10% Ht sont fusionnés avec des liposomes contenant du Crystal violet pendant 4h a 37°C sous
Iégére agitation. Les érythrocytes fusionnés sont lavés successivement avec du PBS, puis ils sont séparés des éventuels
liposomes non fusionnés par gradient Ficoll.

Apres avoir fusionnés les érythrocytes humains avec les liposomes colorés au Crystal violet, ces
derniers sont lysés par choc thermique, qui consiste en un refroidissement dans de la carboglace
pendant 15 min, suivi d’'une incubation a 60°C pendant 15min. Une fois les membranes lysées, le
lysat le lysat est récupéré par centrifugation. Ce contenu est ensuite lu au spectrophotométre a
605nm. Nous avons pu observer une augmentation de l'absorbance dans le surnageant des
érythrocytes fusionnés. Les éventuels liposomes colorés non fusionnés ayant été éliminés par
gradient de Ficoll, cette mesure d’absorbance permet de confirmer le bon fonctionnement de la

méthode de fusion des liposomes aux érythrocytes. (Figure 43)
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Figure 43 : Mesure d'absorbance du Crystal violet

Absorbance du Crystal violet apres fusion 4h a 37°C des liposomes colorés apres lyse des globules rouges a 10%
d’hématocrite par 100ul de liposomes. Les essais sont lus au spectrophotomeétre a 605nm. n=3

Le laboratoire a pour projet d’effectuer des essais en microscopie confocale sur globules rouges
fusionnés afin d’en savoir plus sur le fonctionnement de la fusion de liposomes et de permettre de

mieux comprendre le mécanisme d’intégration de protéines a la membrane érythrocytaire.

L’élaboration de liposomes contenant du Crystal violet nous a permis de valider notre méthode de
fusion. Effectivement, le crystal violet étant retrouvé dans le surnageant de lysat cellulaire, cela
nous permet d’affirmer que la fusion entre érythrocytes et liposomes est non seulement possible,

mais que la transmission de matériel est efficace.

C- Augmentation de VDAC His-Tag par Western Blot
L’étape suivante est de savoir si VDAC exogéne peut étre retrouvé a la membrane plasmique des
érythrocytes apres fusion. Aprés avoir fusionnés les érythrocytes humains avec les protéoliposomes
VDAC, ces derniers sont lysés par choc thermique et les protéines membranaires sont déposées sur
un gel SDS PAGE. VDAC synthétique présente a sa partie N terminal une « étiquette » poly-histidine
(His-Tag) qui peut étre marqué avec un Ac anti-histidine. Nous pouvons ainsi observer une

augmentation de la protéine VDAC apres fusion avec les protéoliposomes. Nous avons effectué au
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préalable une séparation par gradient Ficoll afin d’éliminer tous éventuels protéoliposomes non

fusionnés. (Figure 44).

Nous avons ensuite soumis les différents produits a une mesure d’activité réductase et avons
constaté que les érythrocytes fusionnés avec les protéoliposomes VDAC présentaient une activité

deux fois plus importante que les érythrocytes non fusionnés. (Figure 45)
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Figure 44 : Augmentation de VDAC His-Tag et endogéne aprés fusion dans les
érythrocytes

Révélation de VDAC des protéoliposomes avec des Ac anti-VDAC (A) et anti-histidine. (B). Ac VDAC monoclonal
de souris et anticorps secondaire anti-souris couplé a la peroxydase. Le contréle négatif est composé de
liposomes sans protéine VDAC, le contrble positif de protéoliposomes VDAC, E1 et E2 étant deux types
d’érythrocytes provenant de deux patients différents.
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Figure 45 : Activité réductase des érythrocytes enrichis en VDAC
Les globules rouges a 10% Ht sont fusionnés avec différents types de liposomes fournis par Synthelis pendant 4h a 37°C
sous légere agitation. Les culots globulaires fusionnés sont ensuite soumis a une mesure d’activité réductase. Des
contréles sont également réalisés dans les mémes conditions que les essais avec les différents types de liposomes non

fusionnés.

Pris dans leur ensemble, ces résultats valident non seulement le protocole de fusion de
protéoliposomes dans les érythrocytes mais que la protéine intégrée, ici VDAC, présente bien un
pouvoir réductase. Ceci montre pour la premiére fois que VDAC est bien I'enzyme responsable de

I'activité PMOR des érythrocytes.
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DISCUSSION
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I- NOX4, cible thérapeutique dans I'arthrose

La NADPH Oxydase 4 a été décrite pour la toute premiere fois comme senseur de I'oxygéne dans le
rein (Geiszt et al 2000). Depuis cette premiére description, son expression a été trouvée dans de
nombreux organes la caractérisant comme une protéine assez ubiquitaire (Bédard et Krauze 2007).
Dans des travaux précédents effectués au sein de notre laboratoire, le Dr Laurent Grange et son
équipe ont démontré la présence du transcrit codant pour NOX4 dans une lignée de chondrocytes
humains C-20/A4 (Grange et al. 2006). Grace a ces travaux nous avons pu démontrer par la suite

I’expression de NOX4 pour la premiere fois dans cette méme lignée.

Le but de notre étude était d'évaluer la fonctionnalité de ces observations in vitro dans des

conditions pathologiques, ici dans I'arthrose.

Effet et sources des ROS : Les sources potentielles de ROS ont été identifiées dans les chondrocytes
(Henrotin et al. 2005). Parmi eux, la NO synthase, les mitochondries ou les NADPH oxydase pourrait
en influer le comportement des chondrocytes ainsi que ’homéostasie de la matrice extracellulaire.
En fait, le role physiologique des ROS dans les chondrocytes reste encore un mystere. (Selon Martin
et al.) La génération des ROS par les mitochondries serait nécessaire pour maintenir la production
d'ATP par les chondrocytes. Les ROS générés par NOX2 et NOX4 pourraient également agir en tant
gue médiateur dans la chondrogeneése au cours du développement du squelette (Kim et al. 2010).
Des études montrent également que les ROS sont impliqués dans la différenciation des
chondrocytes hypertrophiques, phénomeéne se produisant dans I'ossification endochondrale (Drissi
et al 2005; Morita et al. 2007). Ces études suggérent que la génération de ROS pourrait étre
nécessaire pour |I’homéostasie des chondrocytes, ainsi que pour leurs fonctions et leur
différenciation. La production en excés de ROS a 'origine d’un stress oxydatif peut-étre la cause de
pathologies dégénératives et en particulier de I'arthrose (Kaneto et al. 2009). Par contre, la source
des ROS produit par les chondrocytes a I'origine de la dégradation du cartilage au cours de

I'arthrose reste a I’heure actuel inconnu.

Expression de NOX4 : Dans la littérature internationale seuls deux études décrivent la présence de
NOX dans chondrocytes primaires de souris adulte (Ambasta et al 2004, Martyn et al, 2005). Les
études précédemment citées montrent la présence de NOX lors de la maturation osseuse chez le
foetus ou le nouveau née (Drissi et al 2005; Morita et al. 2007). Notre étude démontre pour la

premiére fois la présence de NOX4 et de son partenaire P22phox dans les chondrocytes articulaires
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primaires humains. Nos résultats montrent également que NOX4 est la seule isoforme de NADPH
oxydase présente dans ce type cellulaire, contrairement aux résultats trouvés pour la lignée C-
20/A4 qui exprime en plus NOX2. L’expression de NOX4 dans les chondrocytes articulaires humains
a été confirmée par différentes techniques: quantification par western blot, marquage par
fluorescence en microscopie confocale ainsi qu’un marquage par immuno histochimie. Ces résultats
nous ont permis d’observer la localisation subcellulaire de Nox4 ainsi que sa distribution au sein des
HAC. En effet, nous avons pu observer un gradient d’expression de NOX4 de I'os sous-chondral a la

surface osseuse.

Activité de Nox4 : La stimulation des chondrocytes primaires lors d'un traitement par I'IL-1B a
concentration de 2ng/ml pendant 24 heures montre une augmentation de I'expression de NOX4
par western blot. Cette augmentation d’expression est corrélée a une augmentation de la
production de dérivés réactifs de I'oxygéne, vérifié par technique AmplexRed. Les résultats obtenus
ont également été observés avec la lignée chondrocytaire C-20 A/4, ce qui consolide I’hypothése
gue Nox4, aurait une localisation intracellulaire. L'utilisation des inhibiteurs spécifiques de NOX4
corrélée a une baisse de son activité nous permet de confirmer que cette NADPH Oxydase est la

source principale des ROS produits dans ces cellules.

La pertinence de ces données dans la physiopathologie de I'arthrose est étayée par des données
cliniques sur 14 patients montrant pour la premiére fois une augmentation significative de
I’expression de NOX4 dans les chondrocytes issus de cartilage arthrosique par rapport aux cartilage
non arthrosique. En effet, la stimulation par I'll1-B, provoquant la production de ROS par les HAC

via Nox4, ces résultats désignent cette interleukine comme un élément clef de cette pathologie.

Role de NOX4 dans le phénomeéne arthrosique : Ces études suggérent que la génération de ROS
pourrait étre nécessaire pour I’homéostasie des chondrocytes, ainsi que pour leurs fonctions et leur
différenciation. L'immunomarquage de NOX4 sur des cartilages humains a montré un gradient
d'expression de NOX4 allant de l'os jusqu’a la surface articulaire ou l'oxygéne y est le plus
abondant. Ce gradient est particulierement pertinent étant donné la fonction catalytique des NOX,
dont accepteur d'électron final est l'oxygéne moléculaire. Fait intéressant, I'IL-1B serait un

inducteur critique de I’hypertrophie et de I'apoptose des chondrocytes

Nos résultats ont montré une nette diminution de 'ARNm de NOX4 lors d'un traitement par IL-1

en dépit d'une augmentation significative de son expression. Ces données suggérent que NOX4
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pourrait étre un médiateur de la différenciation des chondrocytes hypertrophiques en cas d'une

stimulation de I'lL-1B au cours de I'arthrose.

Cependant, dans le contexte de notre étude des effets de I'IL-1p sur les chondrocytes primaires
humains, les ROS pourraient jouer une fonction pro-catabolique. En effet, nos données montrent
gue les ROS générés par l'activité de NOX4 sont des médiateurs essentiels de la synthése de MMP-
1, MMP-13 et ADAMTS4, qui sont les principales métalloprotéases responsables de la dégradation
de la matrice extra cellulaire dans I'arthrose. L'utilisation d'inhibiteurs de NOX4 tels que le DPI ou
encore le CoPP empéche la synthése et la libération de ces métalloprotéases dans le milieu extra

cellulaire.

Il est déja connu que I'IL-IR induit sa propre néosynthése par les chondrocytes (Poole et al. 1997).
Nos résultats montrent en effet une induction de 'ARNm de I'IL-1B aprés traitement par cette
méme interleukine des chondrocytes. Les données démontrent que cette boucle est soumise a une
régulation rédox. En fait, I'augmentation de 'ARNm de p22phox lors d'une stimulation a I'IL-1B
pourrait stabiliser la production de ROS par NOX4, qui est nécessaire pour servir a son tour de
médiateur de la néosynthese d’IL-1B. Les antioxydants (Tiron), les inhibiteurs de NOX (DPI ou HO-1)
et I'inhibiteur pharmacologique de NOX4 (GKT) abolissent I'augmentation de ’ARNm del’IL-18, ce
qui démontre l'importance du complexe Nox4-p22phox dans le maintien de voies cataboliques

dans HAC.

Nos résultats démontrent pour la premiére fois le role central de NOX4/p22phox dans les
chondrocytes articulaires humains dans la médiation de I'expression de MMP et de la boucle
autocrine de I'IL-1B. Ces résultats sont soutenus par la corrélation observée entre I'lL-1B, p22phox
et I'expression de I’ARNm de MMP dans les chondrocytes ostéoarthrosiques. Cette étude suggére
également que les inhibiteurs de NOX4 pourraient ouvrir de nouvelles stratégies thérapeutiques

dans l'arthrose.

Perspectives : Nous démontrons également pour la premiére fois I'augmentation de I'expression de
NOX4 dans des chondrocytes primaires arthrosiques, la désignant comme une cible thérapeutique

potentielle dans I'arthrose.

La suite de notre projet porte sur une étude in vivo sur modéle murin KO NOX4. En effet, les

premiers résultats utilisant le mono iodo acétate en injection intra articulaire ne nous ont pas
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encore permis d’affirmer ce role clef de NOX4 dans l'arthrose. Le mécanisme d’action du MIA
consiste a tuer les chondrocytes en bloquant la glycolyse, dont résulte I'essentielle de I'énergie du
chondrocyte, ce dernier étant trés peu exposé a l'oxygene. Plusieurs hypothéses pourraient
expliquer I'absence d’effet du MIA in vivo, notamment la destruction des chondrocytes, entrainant
par conséquent la destruction de NOX4. La solution pourrait résider dans le développement d’un

modele sans apoptose chondrocytaire.

Nos perspectives s’orientent donc vers la réalisation d’une étude in vivo utilisant cette fois une
infection des souris par rétrovirus IL-1B. La mise au point d’une infection continue des modeéles
murins par des rétrovirus libérant de I'lL-1B nous permettrait de nous rapprocher au mieux des

conditions pathologiques, afin d’obtenir des résultats plus probants.
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II-VDAC et activité PMOR dans les érythrocytes

Depuis sa découverte, la fonction réductase PMOR mesurée a la membrane plasmique a été mise
en évidence non seulement dans les cellules nucléées végétales et animales, mais également dans
les érythrocytes. De nombreuses études ont prouvé I'implication de cette fonction dans différents
mécanismes essentiels au métabolisme cellulaire et plus particulierement au métabolisme
énergétique ou encore dans la lutte contre le stress oxydant. Nos premiers résultats ont permis de
confirmer la présence de cette fonction dans les érythrocytes par la mesure de son activité
réductase. Cette activité réductase est facilement mesurable par réduction de dérivés du
Tetrazolium (WST-1), (Backer et al 2004). Cependant I'enzyme ou le complexe enzymatique

responsable de cette activité dans les érythrocytes n’a pour l'instant pas été décrit.

La porine VDAC1 est exprimée dans la membrane externe de la mitochondrie, mais elle est
également retrouvée a la membrane plasmique d’'un grand nombre de cellules. Dans la
mitochondrie, la surexpression de VDAC1 augmente la production d’ions superoxydes. VDAC,
posseéde une fonction PMOR puisqu’elle est capable de réduire le Ferricyanide. Comme |'ont

montré Shimizu et al 2001, VDAC est exprimée a la membrane des érythrocytes.

Notre travail au sein du laboratoire a pour objectif de confirmer la présence de VDAC dans les
membranes érythrocytaires humaines, et de chercher a savoir si sa fonction réductase jusqu’a
présent uniquement observée dans les mitochondries est également mesurable dans les

érythrocytes.

Par technique de western blot, nos résultats montrent I'expression de VDAC sur les membranes
érythrocytaires de différents patients. Nous avons constaté que I'expression de VDAC pouvait varier
du simple au double d’un patient a un autre, montrant ainsi que la mesure de VDAC pourrait étre

un biomarqueur potentiel dans certaines pathologies.

L'intérét de notre travail était de pouvoir prouver le lien entre I'expression de VDAC et la fonction
PMOR des érythrocytes. Nous avons donc mesuré |'activité réductase des membranes
érythrocytaires de ces mémes patients et avons constaté la encore une grande variabilité d’activité
réductase. Lors de nos premiers essais, le western blot restant une méthode semi-quantitative, les
résultats ne nous ont pas permis de relier de maniere efficace la variabilité d’expression de VDAC

avec celle des activités réductases. Par contre, nous pouvons néanmoins observer une tendance
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encourageante qui semble nous orienter vers une corrélation entre la quantité de VDAC et I'activité

PMOR des érythrocytes.

Pour conclure sur une possible corrélation entre quantité de VDAC et activit¢é PMOR des
érythrocytes, il fallait mettre au point une technique quantitative et beaucoup plus sensible. Notre
choix s’est alors porté sur la technique ELISA, qui n’avait jusqu’alors jamais été utilisée pour
guantifier VDAC dans les globules rouges. Grace a une standardisation effectuée a l'aide des
protéoliposomes VDAC fournis par la société Synthelis, nous avons pu montrer une corrélation
entre les variations d’activité réductase avec les niveaux d’expression de VDAC a la membrane

érythrocytaire.

Afin de démontrer que VDAC représente la source principale de I'activité réductase dans les
érythrocytes, nous avons mesuré leur activité en présence de différents inhibiteurs spécifiques (Ac
anti VDAC) et pharmacologique (PCMB). L’utilisation de ces inhibiteurs diminuant fortement
I'activité réductase, nous avons pu en conclure que VDAC semble bien a I'origine de cette activité.
Ces résultats nous ont permis de mettre en évidence le réle inhibiteur de notre Ac monoclonal anti-

VDAC, nous donnant ainsi un indice sur le site catalytique de cette protéine.

Afin de consolider la démonstration qu’il existe un lien entre VDAC et I'activité réductase, et afin
d’écarter tout autre source potentielle de cette activité, nous avons fait le choix de mettre au point
une technique permettant d’enrichir les globules rouge avec la protéine VDAC, et de constater par
cette occasion, les effets de cette surexpression sur I'activité PMOR. Nous avons pour cela fait
appel a la société Synthelis, afin d’obtenir des protéoliposomes exprimant la protéine VDAC a leur

surface.

Une partie de la validation de méthode de fusion entre les érythrocytes et les protéoliposomes
consistait a s’assurer que les protéoliposomes VDAC mis au point pas Synthelis exprimaient bien
VDAC et que cette derniére était fonctionnelle. L'expression de VDAC a été vérifiée par western
blot (a I'aide de I'anticorps anti-His). Pour I'activité enzymatique, nous avons mesuré |'activité
réductase par réduction du WST-1 des différents types de protéoliposomes. La protéine VDAC
synthétisée présente une activité réductase en présence de NADH, montrant ainsi pour la premiére

fois cette activité sur un systeme purifié.
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La démonstration qu’une fusion entre un protéoliposome et un érythrocyte était possible, a été
faite en fusionnant des liposomes contenant du Crystal violet aux érythrocytes. Ce colorant nous a
permis d’affirmer que le contenu les protéoliposomes est intégré de maniere efficace dans le
cytosol des érythrocytes, et par déduction que la membrane des liposomes était intégrée dans la
membrane des globules rouges. La fusion entre protéoliposome et cellules a jusque alors

seulement testée et a donné des résultats sur des cellules nucléées.

Nos résultats obtenus par Western blot montrent que la fusion a permis un enrichissement des
érythrocytes en VDAC, VDAC ayant été mis en évidence par des anticorps anti-histidine et des
anticorps spécifique de VDAC. Cette fusion a également augmenté I'activité PMOR initialement

présente dans les globules rouges.

Nous avons confirmé que I'activité des érythrocytes enrichis n’a pas été faussée par la présence de
liposomes non fusionnés, car grace aux expériences menés avec les liposomes colorés au crystal
violet, nous avons montré que les liposomes sont séparés de maniere visible des cellules par 3

lavages en gradient de Ficoll.

Pour la premiéere fois, nous avons pu prouver que non seulement VDAC est présent dans les
érythrocytes humains, mais que ce dernier possede également une activit¢ PMOR. Nous avons
également mis au point une technique inédite d’enrichissement des érythrocytes avec des
protéines facteurs exogenes, les protéoliposomes, ouvrant la voie a de potentielles perspectives

thérapeutique.

Dans I’ensemble, nos résultats montrent I'implication de la protéine VDAC dans I'activité PMOR

mesurée a la surface des érythrocytes.
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Objectives Osteparthritis (0A) is characterized by a progressive alteration of the biochemical properties
of the articular cartilage. Inflaimmation plays a major mle in OA, partcularly through the oytokine
Interleukine-1[F, promoting reactive oxygen species (RDS) generation and matrix metalloproteinases
(MMP] synthesis by the chondrocytes, orhestrating matrix proteclysis. NADPH oxidases (MOX) are
membrane enzymes dedicated to the production of ROS. Role of cxidative stress is well established in
0A; however, contribution of MOX in this process is still poorly documented. In this study, we addressed

Eﬁ::ﬁﬁm the mole of NOX in primary hurmman artdoular chondmcytes (HAC) upon inflammatony conditions — namely
NADPH cxticlase 4 IL-1f and OA.
RS Design: HAC were collected from patients undergoing hip surgery. Chondrocytes were treated with IL-15
Lk and MWOX inhibitors Diphenylene lodoniurm, GET136301, Tiron and Herne coxygenase-1 before MMP
MNPy expression and NOX activity assessment Finally, NOX4 expression was compared between OA and non
Chormel sy Less 0A parts of hip cartilage (n = 14
Results: This study establishes for the first time in human that NOX4 is the main MOX isoform expressed
in chondrocytes. We found a significant upregulation of MOX4 mREMNA in OA chondrocytes. Expression of
MOM A4p2 2P 32 wall 25 ROS production i enhanced by -1 On the other hand, the use of MOX4
inhibitors decreased [L-1 f-induced collagenase synthesis by chondrocytes. Moreover, our study support
the existence of a redox dependant loop sustaining pro-catabolic pathways induced by IL-1[
Conclusions: This study points out NOX4 as a new putative target in OA and suggests that NOX-targeted
therapies could be of interest for the causal meatment of the pathology.
@ 2015 Ostecarthritie Research Society Intematonal Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
Introd uction ransformation, fibrosis, osteoporosis or diabetes due to inappro-

ROS are small reactive molecules derived from mokecular oxy-
egen involved in physiological processes such as innate immun ity
and cell signalling pathways contiolling differentiation, adhesion,
migration or apoptosis . Impairment of ROS homeostasis has been
assodated with pathological states such as cell fuwmoral

* Adlddress correspandence and reprint requests o B Landy, ACIM — Laborataine
CREPIFRE 3405 CNEBS, EFS site de Crenoble, 20 v maquis du Grédivaudan, 38700 12
Tranche, France

E-mail address: blardy@chu-grenobide fr (B, Lardy)

bt jfdocdai arg 100G | joca 21502167

priate cell signalling. ROS production has been suggested to be part
on the ageing prooess®, Indeed, most of the common ageing related
degenerative pathologies such as Parkinson's disease, Alzheimer,
canoer, osteoporosis of ostecartheitis are linked to oxidative
stress ',

NOX family are transmembrane proteins composed of seven
members sharing specific structural homology regions™-, NOX ca-
talyses the transfer of electron from NADPH across biological
membranes via bvo heme molecules to generate superoxide anion,
giving rise o ROSY. NOX4 represents the major source of ROS in
kidrney and is widely expressed in many others tssues including the

1043 -4584 /& 201 5 Osteoarthrilis Retearch Sodety International Published by EBavier Lid All rights reserved.
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lydrogen peroxide (H;0,) produced by HAC [Fig 2/A)] with an assessed the impact of IL- 15 on NOX4 and p22F™™ expresson,
optinnum dose) response value at 2 ngml IL-18 (Supp. By 1) Under Inteestingly, results showed a signficant increase of both NOX4
these conditions, the addition of the DL 20 mbwbitor of KADPH and p227™™ &y shown by immunobiot [Irg. 2(B)). Hence, given the
oxidase, led to 2 sgnificane inhibition of the IL-15 stinwlated ROS constitutively active state of NOXA in complex with p22™™*, these

production by HAC [Fg 2A L Mareover the use of GKTI36901 4 results sugges that the mechanism leading to the increase of ROS
pharmacological inhibitor of NOX4, had 2 amilir offect Furthes prodection by IL-1 5 i HAC cells is mediated by an upregulation of
more, treatime nt with inhstators of the NO synthase (L-NAME ) and the amount of NOXA/pZ2P™™ complex

of the mitachondnal resprasory chain (Azde and Rotenone ), other

putative sources of ROS in HAC, did not affect the measured ROS NOX4 acaviry medintes MMP syrahess by chondrocyes

production detected by Amplex Red oxidation rate method [Supp

Fig 118 . Together, these data suggest that NOX4 is the soarce of We have peevicusly shown that ROS generased by NOK4 regu-

ROS m HAC upon IL-18 stimulation. To confem thes data. we Late the MMP-) synthess pathway in the IL- 1 i-stimulated C-200M
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chondrocyte cell line™. In this context, the induction of Heme
Oxygenase-1 was potent o inhibit NOX4 activity and the subse-
quent MMP-1 release. We therefore assessed the impact of NOX
inhibidon on IL-1f-induced MMF synthesis and release by primary
human chondrocytes. The results showed a strong increase of the
transcript level and of the quantity of MMP-1 and MMP-13 proteins
released in the HAC culture supernatant of after 24 h stimulation
with IL-10 [Fig 3(D)] Similarly, a strong inducton of the tran-
scriptional level of MMP-1, MMP-13 and ADAMTs4 (respectively
300, 200 and 40 fold) was detected by RT-qPCR [Fig. 3(A) (B) and
(C)]. To determine the role of NOX4, we treated HAC cells with
CoPP for 24 hto induce the expression of HO- 1 mRNA (Supp. Fig. 2)
o with DFl or GKTI36901 to inhibit NOX4 actvity. Inbemestingly,
inducton of HO-1 expression dramatically decreased IL-1f-stim-
ulated MMP-1, MMP-13 and ADAMTS4 mRNA  expression
[Fig. 3{A)~(C)]. In additon, despite non-statistically significant re-
sults, we observed a similar tendency of the DPl and GKT 136901
treatment o reduce the MMP-1 and MMP-13 transaiptional level,
This tendency was confirmed at the protein level on HAC isolabed
from 3 patients [Fig. 3(D }]. However, whilke ADAMTS4 transaription
was repressed by the other inhibitors, no effect of GKT136901 was
observed, suggesting that the agerecanase is not regulated by NOX4
but rather by direct or indirect target of DP and HO-1.

Together, our data demonstrate that IL-15-mediated MMP-1 and
MM P-13 synthesis and release in HAC are triggered by a production
of ROS. The data also strongly suggest a roke of NOX4 in this pro-
catabolic pathway.

IL-18 induced ROS production is mvolved in inflammation
persistence

It is well established that inflammatory process plays a signifi-
cant role in the OA pathology®. Espedally, IL-1( acts in an

autocrine/ paracrine manner and induces its own neosynthesis by
chondrocyte, sustaining pro-catabolic pathways leading to cartilage
degradation™. We thus assessed whether the inhibiton of NOX4
muld impact the autocine-mediated IL-10 synthesis. As assessed
by RT-gFCE, IL-1/ treatment strongly induced IL-15 mENA {about
4000 fold increase) [Fig. 4 AJ]. Interestingly, the induction of HO-1
expression signifianty deaeased IL-15 mEMNA neosynthesis in
HALC, Despite non-statistically significant results, the same ten-
dency was observed with DFI treatment, These results were
mnfirmed at the protein level as assessed by ELISA assay in the
culture supernatant of C-20/A4 chondrocytes treated by CoPP or
with the antoxidant tron [Fig. 4(B)]. Moreover, IL-1B-induced
pZ2PR pranseription was also significantly prevented by DP and
by HO-1 inducion Similar tendency was observed with
GKT136901 treatment [Fig 4(C)]. Collectively, the results demon-
strate for the first time that the autocrine/paracrine loop mediated
by IL-1( in HAC is dependent on a production of ROS. Our data also
suggest that NOX4 and p22™% could be criical mediator fnvolved
in this loop, sustaining in turn IL-15 neosynthesis and downstream
catabolic pathways in chondrocytes.

NOX4 is overexpressed in 04 chondrocy tes

As a whole, mechanistic data collected from HAC suggest that
NOX4 s a mediator of IL- 15-induced catabolic pathways. To further
wnfirm the possible pathological implication of NOX4 in 08, we
decided o compare the level of NOX4 mRENA between chon-
drocytes isolated from parts of the hip cartilage of 0Aand of non OA
in a cohort of 14 patients. OA vs non OA criberia of the parts of
cartilages wemre evaluated by pathologists (data not shown ) Inter-
estingly, we found a significant upregulation of NOX4 mRMA in OA
chondrocytes (fold increase = 1398 + 9.7; P = 0.021 vs non OA
patients) [Fizg. 5{A)]. Moreover, the basal produdion of ROS was
significantdy enhanced in OA chondrocytes (P = 0048) [Fig. 5(B)])
These dinical data are consistent with our previous observation on
IL-1f treated chondrocytes and support the idea that NOX4 may
participate to OA pathogenesis. Hence, we propose a mechanistic
model in which IL-1f mediates the expression of pro-catabolic
players — namely MMP-1 and MMP-13 — by a NOX4/pZ2phox
depend fashion [Fig. 6].

Di .

We have previously shown the direct relation between NOX4
activity and MM Fsynthesis by the C-20/A4 chondrocytes cell line'.
The aim of the present study was to assess the fundional relevance
of these i vitro observaton in human pathological mnditions,
namely in 0A. Given the documented role of oxidative stress in
degenerative pathologies and espedally in OA%7, it is of importance
to note that only two recent studies describe the presence of NOX in
mice primary chondrocytes*'=%, To our knowledge, this study
demonstrates for the first time the presence of the NOX4 complex
(NOK4 and p22P™) in human articular chondrocyte. Moreover, at
the functional aspect, the inoease of NOX4 expression observed
upon IL-1f treatment could mediate and sustain pro-catabolic
pathways. The relevance of these data in the pathophysiology of
osteoarthritis is supported by preliminary clinical data on 14
patients.

Potential sources of ROS have been identified in chondrocytes®,
Among them, unoupled NO synthase, mitochondria respiratory
chain or NADPH oxidase could modulate chondrogyte behaviour
and extracellular matrix homeostasis In fact, physiological role of
ROS in chondrocytes is not well understood. Indeed, according to
Martin et al. mitochondria dependent generation of ROS is neces-
sary o maintain glycolytic ATP production by chondrocytes™. ROS
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generated by NOX2 and NOX4 have also been suggested to act as
chondrogenesis mediator during the skeletal system develop-
ment!. Moreover, evidences show that ROS are involved in chon-
drocyte hypertrophic differentiation occurring in endochondral
mssification™ . NOX4 immunostaining on human cartlage slides
showed a dear gradient of NOX4 expression from the bone side to
the articular surface where oxyeen is the most abundant, This
egradient is particularly relevant given catalytic function of NOX,
whose final electron acceptor is molecular oxyeen. Hence, it is
likely that in physiological conditions, especially during endo-
chondral ossification, NOX4 could play a role in chondrogenesis or
in chondrocytes differentiation”’-,

However, in the inflammatory context, mimicked in our study
by the effects of IL-15 or in OA, ROS may play deleterious and pro-
catabolic functions in HAC. In the present study and upon IL-15
stimulus, a role of MO synthase and mitochondria respiratory dhain
was exduded [Supp. Fig. 1(B)]. Indeed, our data showed that ROS

A
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Fig- 5 NOX4 is overexpressed in OA chondmocyles (A) HAC were exiraded and
aulbured Fom dameged ve undamaged pants ol arfaular cantilage (n — 14 paienis) AL
paisage 1. total RNA was extracied lrom HAC for RT-qPCR malysis of MO Histogram
shanwes the aomiparison o /N4 mRNA leve] between 0A and non0A dhandrocytes (B)
In pardlel basal production of RS was xsesied by the Amplex Red method on 3
patients.

generated and NOX4-increased expression are aritical mediators of
MMP-1, MMP-13 and ADAMTs4 synthesis and release by HAC
Interestingly, the use of NOX inhibitors such as DA, GKT136901 or
HO-1 was able to prevent this release.

It is well documented that IL-15 acts in an autocrine paracrine
manner and induces its own neosynthesis by chondrocytes . Our
results show indeed a dear induction of IL-15 mENA upon IL-15
stimulation of HAC. In additon, we bring in this study the frst
evidenoe that this loop is mediated by redox pathways in human
chondrocytes. In fact, both pZ2PP* and NOX4 expression increase
upon IL-1f treatment probably contributing to sustain the pro-
dudion of ROS and IL-1f neosynthesis. Interestingly, NOX

Fig. 6. The N4 pathway promote catsbalism in human chondrocyies upon inflam

matary andition. IL-1f trestment of HAC leads to an upregulation af p227™™ mRNA,
sabilization of NOX4 at the protein level and an increxsed production of hydrogen
peraxide which scts a5 a crucial medistor of MMP-1, MMP-13 and ADAMT:S expres

siars themselves respansible Tor chondrocyte extracellular matrix catabalism. This
wark ako point ouwl the redox regulation kop ol 22 and IL-1§ suggesting that
N4 adivily sustaing catabalic pathways in HAC
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inhibitors (GKT, D and HO-1) also abolshed the increase in
pZ2P™ mRNA, disrupting this autoerine catabolic pathway. Such
transcriptional regulation of p22P™ was also shown in EaHy926
endothe lial cell line ™, As a general observation, we notice that HO-
1 have a slightly better effect than NOX inhibitor on the expression
of MMF and on [L-15 neosynthesis, In fact, HO-1 is a mulipotent
heat shodk protein™ . The multiple effects of HO-1 are all related to
the degradation of heme in bioactive compounds, namely bilirubin,
iron and carbon monoxide. As HO-1 has been shown to act as a
powerful anti-inflammatory agent in the context of 0A™, it is
likely that the whole effects of HO-1 are not all related o NOX4
inhibiton in chondrocytes, by example considering ADAMTS4
transcriphion.

As a whole, the present study strongly suggests a significant
mntribution of NOX4/p227™ the IL-1f-mediated expression of
MMP and IL-1f autodrine loop in human articular chondrogytes.
These results are supported by the significant overexpression of
NOX4 mRMA and increased production of ROS observed in OA
mpared to non OA mndition in a cohort of 14 patients.

Mowadays, no available cusal treatments are able to slow the
degenerative condition of articular cartilage during 0A™ . On the
other hand, many dietary supplements also displaying antioxidant
mpadties have been assessed n 0AY. Among them, the most
wide by used compounds indude proteog lycans such aschondroitin
or glucosamine sulfate and polyphenols such as resveratrol or
green tea extracts™, Some of these compounds seem to display
modest benefits on the disease progression, however, antioxidant
therapies are often disappointing in vivo, mainly because of the
highly instable natureof ROS and their subsequent short half-life™,
Indeed, it would expect that scavengers are bioavailable in suffi-
dent wncentration and 0 very close proximity of the site of pro-
duction of the ROS. In this respect, we believe that pharmacological
inhibitors of NOX4 as well as HO-1 agonists might be a sound
strategy in the causal treatment of the disease. Further work
espedally using in vivo models, should be dome to confirm the
potential of this strategy.
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Abstract

Introduction: Cuddative stress is an important component of the
pathogenesis of osteoarthritis. NADPH oxidase Mox4 is a reactive
oxygen species (ROS) producing enzyme highly expressed in
chondrocytes and may be a key contributor of this oxidative
component by regulating Matrix metalloproteases  (MMPs)
exprassion. In order to optimize the Glucosamine sulphate (G,)
efficacy against ostecarthrifis, a new therapeutic association
(Glucosamine Copper Gingear) has been developed (G,CG). In this
study, we compared the effects of G,CG and G, on Nox4 activity,
MMPs expression in IL-1p-stimulated C-20/A4 chondrocytes.
Methods: C-20/44 chondrocytes were pre-treated with G.CG or G_.
After IL-1p stimulafion, we assessed MMPs expression by Westerm
bidot or apopéosis using the activaiion of caspase 3 as marker. Impact
of compounds on Moxd activity was maasured by chemiluminescence
on the inducible Noxd expressing cells line HEK283 T-REx™.
Results: ROS produeciion and related MMP1 expression were
significanily decreased (respectively by 30% and 40%) after pre-
incubation with G CG. On the other hand, no significant effect
was observed after G, treatment. ADAMTSS expression was
markedly decreased by G, and G_CG. Moreover, resulis reporied
a significant decrease in the IL-1p-induced caspase 3 activation in
presence of G, and G CG.

Conclusions: This study provided experimental evidence that
glucosamine sulfate decreases ADAMTSS expression and
apoptosis. In addition, ginger root and copper sulphate decreased
pro-MMP1 expression by regulating MOX4 activity. Our data
suggest the implication of Heme Omxygenase-1 in the molecular
mechanisms. These findings emphasize in wiro the potential
beneficial effects of therapeutic association of Glucosamine,
copper sulphate and Ginger exiract.

Keywords

Chondrocyte, MADPH oxidase 4, Inferleukin-1, Metalloproteases,
Glucosamine sulphate

Abbreviations

Cuc Copper Sulphate; G,CG: Glucosamine-Copper-Ginger, GR:
Ginger Root Extract; G, Glucosamine Sulphate; HO-1: Heme
Omygenase-1; I Intereukin; MMP: Matrix Metalloproteases; MNox:

Introduction

Osteparthritis (0A) is a common disorder characterized by
loss of articular cartilage as a result of degenerative changes in the
joint. Interleukin-1p (IL-1f) is the main cytokine involved in OA
progression leading to an increase in MMP release by chondrocytes
and a decrease in synthesis of extracellular matrix component
such as proteoglycans or type II collagen [1]. In response to IL-1p,
chondrocytes actively produce reactive axygen species (ROS) which
could play a central role in this matrix homeostasis breakdown [2-4].

The NADPH oxidase enzymes constitute a large enzyme family
which function is solely dedicated to the production of cellular
RO5. Mox4 is one of the 7 ROS generating Nox members expressed
in human [5]. Our recent work showed that Nox4 represents the
major source of ROS production in human primary chondrocytes
[4.6] and in the C-20fA4 human chondrocyte cell line [3]. In this cell
line, Nox4-derived ROS regulate collagenase 1 {MMP-1) expression
and chondrocyte death consecutive to IL-1p stimulation [3.4]. In
this context, an induction of heme oxygenase-1 (HO-1) expression
was shown to prevent MMP1 expression and chondrocyte DNA
fragmentation by down regulating Mox4 activity [4]. Therefore, the
balance between MWox4 and HO-1 activities in chondrocyte may
contribute to cartilage homeostasis.

OA represents a major socio-economic burden in developed
countries and available treatments are largely palliative or display
weak benefits on the progression of the pathology [7.8]. Glucosamine
sulphate (G}, a basic structural element that composes cartilage
proteoglycans is a dietary supplement approved as a symptomatic
slow-acting drug for osteparthritis (SYSADOA). This compound
showed significant anti-inflammatory and anti-catabolic effects on
chondrocyte, in vitro [9]. The ansbolic effects of G, were primarily
thought to be attributable to its capacity to provide building blocks
for the synthesis of glycosaminoglycans (GAGs) by chondrocytes but
various additional G, properties were also demonstrated. In vitro, G,
has been shown to inhibit expression and/or activity of protealytic
enzymes such as metalloproteinase [10] or aggrecanase [11] and to
reverse the effects of 1l-1b on the Nuclear Factor Kappa B (NFkB)
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activation, relaying pro-inflammatory and pro-catabolic processes
in articular chondrocytes. However, impact of G, on structural
features of OA is still difficult to evidence. This lack of clear proofs is
ilustrated by discrepancies in G, recommendations by the main (A
management institutions. Indeed, Ostecarthritis Research Society
International {OARSI) and European League Against Rheumatisms
{EULAR) have recommended the use of G, for hip and knee OA
management while American College of Rheumatology (ACR) and
National Institute for Health and Clinical Excellence (NICE) estimate
this recommendation too premature [9].

Beside G, some other matural compounds less well-known
may also display an anti-arthritic activity. For example, ginger root
extract (GR) was shown to decrease pro-inflammatory mediators
like Prostaglandin E2 and Nitric oxide (NO) production in arthritic
and normal human cartilage slides [12]. Also, copper sulphate
promotes collagen synthesis by human articular chondrocytes i
viteo [13]. In order to optimize Glucosamine sulphate (G,) efficacy,
a new therapeutic assochation (G,OG) of G (FB9%), copper
sulphate (0.105%) and ginger root extract (5.26%) was developed
[Cuivraming’, Laboratoire Labhra, Lyon, France] and tested on C-20/
Ad chondrocytes and HEK293 T-REx™, a commonly used cell line
to study basic feature of Nox4 activity [14,15]. Therefore, the aim of
the study was to compare in vitre the potential additional effects of
the association of Glucosamine-Copper-Ginger versus Glucosamine
alone on the level of ROS production, the MMP expression and

chondrocyte apoptosis upon IL-1p stimualation.
Methods
Material

Human C-20/ A4 chondrocyte cell line immortalized by 5V40 s a
generous gift from Dir M.E. Goldring (Harvard Institute of Medicine,
Boston, MA, USA). HEK293 Nox4 T-REx™ cells were kindly
provided by PATIM laboratory, (Pr KH. Krause, Geneva University,
Switzerland). Dulbecco’s modified Eagle's medium (DMEM), fetal
bovine serum (FBS) and geneticin (G418) were purchased from life
technologies {Saint Aubin, France); blasticidin was from Funakoshi
Co (Tokyo, Japan); ECL Western EBlotting detection reagents
and second antibodies-HRF were purchased from GE healthcare
{Buckingamshire, England); complete mini EDTA-free protease
inhibitor EASYpack, Na PO, NaVO, Phenylmethylsulfonile
fluoride (PMSF), luminol, Horseradish Peroxidase (HRPO), Triton
X-100, protoporphyrin-IX cobalt chloride (CoPP-IX) were purchased
from SIGMA (Saint Quentin Fallavier, France); leupeptin, pepstatin,
trypsin  inhibitor, Tosyl-lysine-chloromethyl-ketone  (TLCK}
and human interleukin-1p were purchased from Roche (Meylan,
France); Diisopropylfluoro-phosphate (DFF) was purchased from
Acros Organics (Halluin, France); goat antibodies directed against
HO-1 and actin were purchased from Santa Cruz Biotechnologies
{Heidelberg, Germaany): Pro-MMPl monoclonal antibody was
obtained from R&D Systems (Lille, France): rabbit polyclonal
antibodies directed against the metallopeptidase with trombospondin
meotifs 5 (ADAMTSS) (RP1-ADAMTSS) and active caspase 3 were
respectively from Biovalley {(lllkirch, Franmce) and Abcam (Paris.
France).

Cell culture

All cells were cultured in DMEM containing 4.5 g/l glucose
and 0.11 g/l sodium pyruvate, supplemented with 10% (viv) fetal
bovine serum, 100 wnits/ml penicillin, 100 mgfml streptomycin and
2 mM glutamine at 37°C in atmosphere containing 5% CO [1s].
Selecting antiblotics, blasticidin {5 pg/ml) and geneticine (400 pgf
mil) were used for HEK293 Nox4 T-REx™ cells. Expression of Nox4
by HEK2%3 Mox4 T-REx™ cells were induced by the addition of I
pg/ml tetracycline in the culture media [14]. All experiments were
performed within cell passages 3 to 10 at 60-%0% confluence.

Experimental conditions

For experiments, C-20/A4 chondrocytes and HEKX93 T-REx™

were pre-incubated 96 h with 100 or 500 pgiml of glucosamine
sulphate (G.) or of the therapeatic association {G,CG) composed by
glucosamine sulphate 93.75% (wiw) Ginger roots extract 5.26% (wiw)
copper sulphate 0.1% (wfw). Cells were also pre-incubated with 526
pgfml, 26.3 wgiml or 5326 pg/ml Ginger roots extract {GR) or 0105
pgiml, 0.52 pgiml or 1.04 pg/ml copper sulphate (Cu). For GR and
Cu, the concentrations used correspond respectively to the amount
contained in 100 pg/ml, 500 pg/ml or 1,000 pgfml of therapeutic
assochation. After the 96 h of pre-incubation, tetracycline-induced
HEKX3 Noxd T-REx™ cells were used for NADPH oxidase activity
assessment by chemiluminescence. For the C-200A4 chondrocytes
experiments, after the 96 h of pre-incubation, the cells were incubated
in serurn free DMEM in presence of the experimental doses of G,
G,CG, GRor Cu and stimulated or not with 2 ngfrml IL-1f during 24
h for MMP1 and ADAMTSS assessment or 96 h for HO-1 expression
and active caspase 3 assay.

Measurement of NADPH oxidase activity in intact cells by
luminescence assay

ROS production was measured as described by Grange, et al
[3]. Briefly, cells were detached with trypsin, washed twice with PBS
and collected by centrifugation (400 g 8 min, room temperatire).
The viability of the suspended cells was over 90%, as determined by
the trypan blue exclusion method. In a 9%6-well plate, 5 = 10F living
cells suspended in 50 pl were added per well. Before the start of the
assay, 200 pl of a PES solution containing 20 pM lominol, and 10
unitsfml of horseradish perocidase was added in each well. Relative
luminescence unit (RLU) counts were recorded every 30 s for a total
of 45 min at 37°C using a Luminoscan’ luminometer {Labsystems,
Helzinki, Finland).

Cells extract preparation for intracellular protein
immunodetection

Cells were treated with 3 mM DFP and lysed in Triton X-100 lysis
buffer containing 20 mM Tris-HCL pH7 4, 1% (viv) Triton X-100, 150
mbM NaCl, 1 mM EDTA, 2 pg/ml leupeptin, 2 pg/ml pepstatin, 10 pg/f
ml trypsin inhibitor, 44 pgfml PMSF, 10 pM TLCK and complete mini
EDTA-free protease inhibitor. After 10 min incubation on ice, the
mixture was centrifuged at 1,000 g for 10 min at 4°C. The supernatant
wias then used for SDS&PAGE and Western blot detection of active
caspase-3, HO-1 or Actin.

Secreted protein detection

After incubation under the conditions described abowve in
experimental conditions section, the culture medinm was remeoved, 10
times concentrated with centricon 3 kDa (Merck Millipore, Billerica,
USA) then secretion of pro-MMPL or ADAMTSS by chondrocytes
was assessed by Western blot.

SDS/PAGE and western blotting

Triton X-100 cell extract or centricon 10X concentrated cell
culture supernatant was denatured at 60°C for 30 min and loaded
o a 10% or 12.5% (pfv) SDS-PAGE for migration and then electro-
transfer to nitrocellulose. Immunodetection was performed using
primary mAb against pro-MMPL (1:500), pro-MMP13 (1:1000) or
pelyclonal rabbit antibody against the metallopeptidase ADAMTSS
(1:1,000) or active caspase 3 (1:1.000) or goat antibody directed
against HO-1 {dilution 1:500) or actin {(1:500). Secondary antibody
was conjugated to peroxidase (1:5,000). Peroxidase activity was
detected using ECL reagents (GE Healthcare). After revelation,
densitormetry of the bands corresponding to proteins of interest was
assessed with the Schon Image software.

Cell survival assay

After the 9% h pre-incubation with therapeutic compounds, C-20¢
Ad chondrocytes were incubated for 7 days in DMEM without foetal
bovine serum, with or without 2 ng/ml IL- 1 and G, GCG, GR and
Cuat the experimental amount. Medium and floating cells were then
removed and replaced with complete DMEM (supplemented with
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10% foetal bovine serum) allowing alive cell to growth for 7 additional
days. Finally chondrocytes are detached with trypsin and living cells
were counted by trypan blue assay.

Statistical data

Data are presented as means +/- 5.D., significance levels were
assessed using one-way analysis of varlance (ANOVA) followed
by appropriate post hoc analysis. A p-value of 0.05 or less between
groups was considered to indicate a statistically significant difference.

Results

Differential impact of the therapeutic association and
glucosamine sulphate on NADPH oxidase activity in
HEK293 T-REx™ cells

The antioxidant effects glucosamine sulphate (G;) and a
therapeutic assoclation (G CG) were investigated on HEE293 T-REx™
cells, a reproducible and reliable cell line model to study Noxd. In
this cell line Mox4 expression can be induced upon the addition
of tetracycline leading to a 20 fold increase in the ROS production
(Figure 1) [14]. When 100 pg/m] ar of G,CG or 500 pgfml of G, were
extemporaneously added to the cells right before the ROS production
measurement, no significant impact on Moxd activity was noticeable
showing that Gy and G,CG do not have a direct antioxidant properties
(Figure 1A). However, Nox4 activity decreased significantly about
30% after 96 h pre-incubation with 500 pgfml G CG but not with G,
(Figure 1E). To investigate which compound composing the G CG
was responsible for this effect, T-REx™ cells were pre-incubated for
96 h with 5.26, 26.3 or 52.6 pg/mil of ginger root (GR); or with 0.105,
0.525 or 1.05 pgiml of copper sulphate (Cu) (the equivalent amount
contained in 100, 500 or 1,000 pgfml GCG) (Figure 1C) Results
showed a dose dependant decrease of Noxd activity in the presence of
GR and Cu for the slighter doses. Interestingly, this inhibition was not
significant after 48 h, suggesting that the time necessary for the GR-
and Cu- induced inhibition of Nox4 activity required more than 48h
to be effective (Supplementary Figare 1). Together. our data indicate
that the inhibition of Nox4 activity by G,CG is triggered by GR and
Cu rather than by G_.

Impact of the therapeutic association and glucosamine
sulphate on IL-1f stimulated pro-MMP1 and ADAMTSS
secretion

We have previously reported that while the pro-MMP1 secretion
is regulated by Nox4 activity, the regulation of ADDAMTSS secretion
is mot redox dependent in C-20/A4 chondrocytes [3.4]. To assess the
impact of GCG and G_ on the secretion pattern of these proteases,
C-200A4 chondrocytes were pre-incubated with 100 or 500 pgfml
of G CG or of G respectively for % h in complete DMEM mediam
(see section experimental conditions). Medium was then replaced
by serum free DMEM and cells were stimulated (24 h) or not with
2 ngfml IL-1f in presence or pot of GCG or of G Results showed
an important increase in both pro-MMPL and ADAMTSS secretion
in the cell culture mediom after chondrocyte stimulation by IL-1p
(Figure 2A and Figure ZB). Interestingly, under these conditions,
G,CG at 500 pg/ml was able to reduce significantly 1L-1p-induced
pro-MMP1L secretion {50%) while GS had not any significant effects
(Figure 2A). On the other hand, both G, and G CG neutralized IL-1/
induced ADAMTSS secretion (Figure 2B). Based on these data, we
can assume that impact of G,CG on MMPI depends on Cu andfor
GR while effects on ADAMTSS are dependent on G,

In order to evaluate whether GR andfor Cu mediates the effects
ohserved for G CG, similar experiments were performed with a %6 h
pre-incubation with only 5.26 myg/ml or 26.3 mg/ml ginger root (GR):
or 0.105 mgfml or 0.52 mgiml copper sulphate (Cu) in complete
medium (the equivalent amount contained in 100, 500 or 1,000 pgfml
G OG). We observed that both GR and Cu were able to decrease IL-
1p-stimulated pro-MMP1 secretion (Figure 3A) in a dose dependent
nzanner reaching —40% decreases with the highest dose of GR and Cu
studied. These results confirm that the inhibition of G,CG on pro-
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with .10, 0.525 e 1.05 pghnl Cu o 5,28, 26.3 or 526 pagirril GR™ on NADPH
exidase 4 sethity of HEK2G3 Noxs TREx™ eells. “Concentrations of GR and
Cu are squivalert 1 the amount contsined in 100, 500 or 1000 pgiml G,CG.
In 8l experiments, resuts are expressed as the sum of all «Relslive Light
Uit (FLLY) measuremerds fram a 20 min kinelic. Vakies represent the mean
+ SE. ol three delerminations abtained the same day on three independard
exparimerts, p = 005 versus centrol tetracyciine-induced cslls alane.
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Figure 2: Impact of G,CG and G, on pro-MMP1 and ADAMTSS by C-20A4 y

Chendrocyles were presincubated with 100 or 500 pglnl G, o G,CG for 96 h in complete DMEM medium and st d for 24 supp y hours with 2 ng/
il IL16 in serum free DMEM. Sup ware then collecied d 10 Smes by centricon and 20 g of proteins (detemined by Bradi hod) were
loaded for A) pro-MMP1 o B) ADAMTSS immunodetecs bloL. Immunoblot (1B) are rep of three indep cperi Dats obtained
were quantified by densitometry are indicated ¢ mean +/- SD of three independent exp Resulls are expressed as percentage of non-stimusted condition

MMP1 secretion comes from GR and Cu compounds. In contrast,
we do not observed significant decrease in ADAMTSS secretion with
both compounds suggesting that G, alone can mediate the inhibition
of G,CG on IL-1p-induced ADAMTSS secretion (Figure 3B).

Effect of the therapeutic association and its components on
C-20/A4 chondrocytes viability and apoptosis

IL-1p-induced chondrocyte death is a leading cause of
osteoarthritis [17]. Nox4 plays a key role in this phenomenon in
the C-20/A4 cell line [4]. We therefore next assessed the impact of
G_CG and its components on chondrocytes survival and apoptosis in
presence of IL-1 (Figure 4). Our results showed a dramatic decrease
in chondrocyte survival in presence of IL- 18 (Figure 4A). Interestingly,
survival was improved in a dose dependant fashion with G CG and
G, treatments but not by GR nor by Cu. To confirm these data, we
evaluated the caspase 3 activation by Western blot (Figure 4B). IL-1p-
induced caspase 3 activation was significantly prevented by G,CG and
G, at 500 pg/ml. In contrast effects of GR and Cu were not statistically
significant compared to IL-1B-stimulated cells. Together, these data
show that G.CG Is able to prevent IL-1p induced chondrocyte death
via G,. GR and Cu do not play a similar role despite the fact that they
can reduce Nox4-derived ROS generation.

Impact of the therapeutic association and glucosamine
sulphate on HO-1 induction

The right balance between NOX4 and Heme Oxygenase-1
activities may contribute to cartilage extracellular matrix h

stasis

G.CG treatment (x3.5 with 500 pg/ml). The effect is approximately
two times stronger with G CG suggesting that this increase may be
the sum of the effects of G, and Cu given the fact that each one of
these compounds led approximately to a 2 fold increase of HO-1
expression. In contrast, there was no upregulation of HO-1 protein
when the C-20/A4 cells were treated with GR.

Discussion and Conclusion

Various anti-inflammatory properties have been demonstrated
for glucosamine in the three main tissues involved in OA: cartilage,
synovial membrane and subchondral bone [9,19]. Particularly
glucosamine was able to reverse the pro-catabolic and pro-
inflammatory effects of IL-1 in articular chondrocytes [10]. IL-
1P activates the production of reactive oxygen species (ROS) and
secretion of MMPs as well as chondrocyte apoptosis. Those events
lead to matrix breakdown and are key features of osteoarthritis (OA).
In human C-20/A4 chondrocytes the NADPH oxidase Nox4 is the
main source of ROS production upon IL-1B stimulation [3]. Since
heme molecules are essential for the NADPH oxidase maturation
and activity, induction of HO-1 expression decreased dramatically
Nox4 activity in C-20/A4 and HEK293 T-REx™ Nox4 cell lines. In
this context, HO-1 led to a significant decrease of the expression of
the MMP1, DNA fragmentation and cell death [4].

This study compared properties of glucosamine to that of copper
sulphate (Cu) or of Ginger roots (GR) extract and showed that
these compounds induced different effects on protein expression

[4]- Since HO-1 has been shown to be upregulated in chondrocytes
upon G, treatment [18], we assessed the impact of G,CG and
its components on HO-! expression in the C-20/A4 cell line.
Chondrocytes were cultured 96 h in presence of the compounds
and submitted to a Triton X-100 extraction protocol for Western
Blotting. As positive control, HO-1 expression was induced by cobalt
protoporphyrin-IX (CoPP-1X) in the C-20/A4 cell line (Figure 5
lower panel). We observed an increase of HO-1 expression in C-20/
A4 chondrocytes in a dose dependent manner with a G, or with a

or activation when tested alone or in combination (GCG). A
summarized table !, the increased expression of ADAMTS5 and
MMP1 observed upon IL-1p activation was reversed in the presence
of G, as well as of G CG. Interestingly, copper sulphate and Ginger
roots extract have a significant effect on MMP1 expression which
explain a superior impact of G ,CG compared to G,_. In contrast,
copper sulphate and Ginger roots extract have no effect on the
expression of ADAMTSS; this implies that the negative impact of
G,CG on ADAMTSS expression after IL-1p activation results only

on G, properties.
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Table 1: Summary of the effects of G,CG and ils components on the IL-15
stimulated C-20VA4 ine.

chandrocyle ozl line.
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caspase 3 activation.
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While ADAMTSS5 expression ks not linked to an oxidative stress
[20], one possible mechanism driving MMP1 expression could be
dependent on redox sensitive AP-1 elements present in its promoter
[21). Thus, HO, dependent modification of AP-1 DNA binding
activity may have profound effects on the extracellular matrix of
cartilage by up-regulating metalloproteinases and reducing synthesis
of the tissue-specific components [21,22]. In this context, restoring

redox homeostasis in joint might be of crucial interest to prevent
cartilage degradation in articular diseases.

While neither GCG nor its components displayed direct
antioxidant effects in our hands, copper sulphate and Ginger roots
extract required at least 48 hours' time delay to significantly down
regulate NOX4 activity. Similar observation has been reported in the
literature where phenolic extract from GRinhibited lipopolysaccharide
(LPS)-stimulated nitric oxide (NO), prostaglandin E2 (PGE2) and
ROS production in murine macrophage cells RAW 264.7 [23). These
anti-inflammatory effects of GR were associated with its strong
inhibition of NF-kB nuclear translocation in LPS-stimulated RAW
264.7 cells. The mechanism whereby Cu decreases the quantity of
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Figure §: Impact of G,CG and its components depends on HO-1 induction.
C-20iA4 chond o were prencub with 100 or 500 pg/mi G, or G,CG
of the aeaamt;umnsmwme,oemse
h in complete DMEM medium. The positive control for HO-1 induction was
performed by a 24 h incubation with 25 pg/ml CoPP-IX. Cells were then lyzed
mamummmrmx-wouo-nmmmewm
We*mbldmmugmn i by ). Immunoblot
(IB) are rep: d Data ined were
qmvﬂedbydemneuy Imasnmu-sodhaeimepmdem
Ratio of HO-1/aclin are expressed as percentage of none
sSmulated calis (Control). 'p < 0.05 versus non treated chondrocytes.

by inhibiting Nox4 activity via an upregulation of HO-1 expression
in the human chondrocyte cell line C20/A4. In conclusion, GCG
displays supplementary beneficial effect compared to G, and addition
of Copper sulphate and Ginger root extract could improve G,
therapeutic efficiency in ostecarthritic patients.
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Supplementary Figure 1
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Supplementary Figure 1: Impact of GSCG, GS and Cu on MADPH exidase
aclivity of Mewd in HEK203 T-REx™ eells.

Moxd expressicn in HEW203 Maxd T-REx™ cells were induced or not
irduesd with 1 pghnl tetracyeline for 24 b Noxd aclivity was assessed by
ehemilumineseencs from 5,105 HEKIDI Moxd T-REx™ alive cells afles 48 h
pre-incubation with 100 ar 500 pgiml B8 or GECE and Cu 1.05 pgiml. In all
expetiments, resubls are expressed as the sum of all «Relative Lighl Unilss
{RLLY) easurements fram a 20 min kinelic. Vales represent the mean +/-
SE. of livee determinations ablsined the same day an three independent
expetiments. o = 005 versus contral teiracycline-ndused cells slane.
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