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Ac: Anticorps

ADAMTS ADisintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin motifs

ADN: Acide désoxyribonucléique

ADNc: ADN complémentaire

ARN: Acide ribonucléique

ARNmM: Acide ribongléiqgue messager

BSA: albumine sérique bovine

DFP: Diisopropyl fluorophosphate

DMEMW h pn o }[* D} (] Po [* D Juu i
DMF: Diméthyl formamide

DMSO: Dimethyl sulfoxyde

DPI: Diphényliodonium

ECL Détection améliorée de la chitaminescence

ELISA Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay

FACS Fluorescencactivated cell sorting

FAD: Flavine adénine dinucléotide

GR: Globules rouges

GREP! ' E } 1 %o Z ZEZ § [8p H WE}
H2022 W B}EC [2C E}P v

HAC: Human Articular Chadrocytes

HEPESacide 4(2-hydroxyéthyly1-pipérazine éthane sulfonique
Ht : Hématocrite

HEK Human embryonic kidney

HRPQ HRP: Horse Radish Peroxidase

Ig: Immunoglobuline

IL1-t : Interleukine tbeta

kDa: Kilodaltons

LB: LuriaBertani
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LDH: Lactatedéshydrogénase

MMP : Matrix Metalloprotéinase

NAD(P)H Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (forme réduite)
Nox: NADPH oxydase

O2-: lon superoxyde

PBS Tampon phosphate isotonique « Phosphate Buffer Saline »

PCR Polymerase chain reaction

PFA: Paraformaldéhyde

PMOR: Plasma membrane Oxydoréductase System

PMS: Paraméthylstyrene, catalyseur biochimique

PHOX Phagocyte oxidase

PMA: Phorbol myristate acétate

PMSE Phényl méthyl sulfonyl fluorure

p/v : Poids pour volume

RLU: Relative Lumiescent Unit

ROS Reactive Oxygen Species

SDS Sodium dodécyl sulfate

SDSPAGE Electrophorése en gel polyacrylamide en présence de SDS
SOD: Superoxyde dismutase

SVE Sérum de veay " S o

TGS Tris Glycine SDS

TIMP: Tissue Inhibitor of Metallopréinase

TNF r : Tumor Necrosis Factor

TRIS Tris (hydroxyméthyl) aminométhane

UV: Ultra-violet

VDAC Voltage Dependant Anion Channel

WSTLt § E “}op o d SE I}o]JpuU %S WE [ o
WT: Wild type ou sauvage

SE}v
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Lestress oxydant se définit par un déséquilibre entre ldpgn S]}v E]JA « E 35]( o[
(ROS) et &s capacitésdllulaires antioxydantes. Les RO& longtemps été considérées comme
des sousproduits toxiques du métabolisme o[}ACP v qu&s Jda¥sode 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
O[Z}u }eS ¢] 0 oopo X > «aux(libres en sbidlbgie] sont maintenant bien
documentés. Non seulement les organismes vivants se sont adaptés etteperis présence de
ROSmais ils ont également développé des mécanismes pour les utiliser a leur avantage.
Néanmoins, les sources de raditc/E 3§ 0 HE+* u Vv]eu * [ 3]}v *}vs Npud v3 u
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 ains
[ tudier et de comprendre le rble de ces deux enzymes au pouvoir exgdoyu § HWEU o[puvVv Ve
}vs S %o SZ}0o}Pl<p U of] ESZE} U S o usSCE Ve UV OOHO C
of] ECSZE} CS X
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|- Les ROS: intérét en biolo gie
A)LesROSW +% + Z S]A » O[}ZCP v

1) Role physiologique et pathologique
>e E]A « E 3](° O[}ECP v ¢}vd v ¢ ]JE + o0 Alalucqug EP v]
H et al 2003). v }vSE€0 vS o[ A% E <]}V E Snjwn rBlevclé dars e Z K" i
nombreux processus physiologiques, notammedans le développement embryonnaire, la
différentiation cellulaireJa régulation dea prolifération, o[ %o } %cGti}enddrele déclenchement
de la migration cellulairéBedard et Krauze rgew 2007. De fagcon non exhaustivdans la sphére
rhumatologique les ROS seraient par exemple impliqués dans la chondrogenese a partir de cellules
*tp Z e ueev ZCu S He » }u Vv }E of}e](] S]}v Vv } Z}v B o U %o
cartilage de crote v 0 J*e %00 o[} M IHCE- 0 E}]ee v « }C
(Morita et al. 2007; Kim et al. 2010)Les ROS sont également nécessaires a la différentiation des
adipocytes, des cardiomyocytes et des ostéoblagteshroder et al. 2009; Crespo et al. 2010;
Mandal et al. 2A.2). lls sont également impliqués dans le maintien de la pluripotence des cellules
souches de la moellesseuse (a faible dose) ou leur diffécation (a plus forte dogg(Urao and
UshioFukai 2012. Les voies de signalisation activées par les ROS permettent également la
migration et la prolifération des celles musculaires lisses vasculaires ainsi que la synthése de
US 00}%E}S * + uSE]] oo+ ~DDWe v e |]E (Mgng étudlE 2008; o[ VP
Rodriguez et al. 2009)>[Z}u }«Sest]ainsi régulée par une multitude de voies de signalisation
controléesp E 0 » ZKAX W E /& u%o U v u} po v3 o[ 3]A]8 up-E&I U
i S ,/&1TrU o ¢ ZK~ VvSE ]Jv v§ puv pMPu vs §]}v o[ £% E ¢°]]
métalloprotéases telles que la MMRE 3, 9, 12, 13 ou encore les ADAMTS 4 et 5

La production des ROS reste un phénomene physiologique naturel lié a laérobie Leur
concentration peut croitre anormalement en période de stress (chaleur ou exposition aux
ultraviolets et endommager les structures cellulaires, on parle alors sleess oxydand quipeut

conduire a la mort cellulaire, le vieillissement ou encore la cancérisg@ierkman et Ames 1998

Les ROS possedent de nombreuses proprieg¥s oxydant certaines molécules comme les acides
nucléiques, les protéines et lesitips, 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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o] J*}ve (}EuU VS e E ] MHAE % E}AC ,sUr desadicanolibreshtophes, [ K
% }UA vE Jus]E s UPS 8]}ve o[l EX E ] o *§ pu "HE
lipidique qui dégrade les membranes biologiqgues. De méme, les acides aminés constitutifs des
protéines sont trés sensibles a l'attaque des radicaux dwydes. Lorsqu'une protéine possede une
fonction enzymatique, les radicaux hydroxyles sont susceptibles d'inactiver le site actif et par

conséquent, leur efficacitérliku et al. 1998).

Le stress oxydatif est la cause essentielle du vieillissement, mess dussi impliqué dans de
nombreuses maladies. Effet, les celluladysfonctionnent ou meurent prématurément
(dégénération) v %0 E §] He [UV % E} p 8]}v Vv}IEuU o u v,Tonmd @
dans la maladie d'Alzheimer ou bien encore la miglade Parkinson. Pour d'autres maladies
chroniques évolutives, le stress oxydatif important généré peut provoquer des maladies chroniques
inflammatoires de l'appareil digestif, des maladies cardiovasculaires, brgndhwnaires,la

fibrose hépatique consgfienced pffections virales chroniques, des cancers ou encore du diabete
(Kaneto et al. 2009)

Le stress oxydatif estne causeimportante des processugathologiques liésau vieillissement.Ce
stress est la conséquence de deux effets antagonidessddenses antioxydantes sont affaiblies

les produits oxydésont produits en trop grande quantité dans l'organisme.

2) Contrble du stress oxydant

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

différentes sont employées par les cellules

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

Ces composés sont réduits pas iedicautibres pour formerdescomposé radicalaires stables qui

serontsecondairement régénés%, & pv }AC 3$]}v o}Ee [pv E 3]}v VvICu &

Processus enzymatiquete détoxificationdes ROS Superoxide Dismutase, catalase, glutathion

peroxydase, péroxyrédoxines.
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Les ROS produits o rendus inactifspar une série d'enzymes. La dismutation de I'anion
*U% E}AC v % E}AEC -ZC E}P v XS o E % E o[ viC
% E}AEC —-ZC E}P v ¢35 0 eepu *SE S 0 S 0 *0[«(HirkpadR pt ]S
Gaetani, 2007. La suppression des,&; cytosoliques est également réalisée par d'autres enzymes.

Les propriétés antioxydantes du groupement thiol sont trés importantes. Le glutathion et la
thiorédoxine, contenant dethiols, sont au ¢ p E o E Ppo S]}v un 8 sus & }A&E
glutathion péroxydase catalyse la réduction du péroxyde d'hydrogene en utilisant le glutathion
réduit comme substrat. Cette enzyme intervient avec la glutathion réductase dans le cycle redox du

glutathion permettant sa régénération

Le HO, S pee] oOJul]v % E 0 % E}ECE }AE]V X > "THE S o
constitué de deux cystéines. Le surplus ;@Hoxyde le groupement thiol de la cystéine des
péroxyrédoxines en groupement acidefgéaniqueen libérantune molécule d'eaules systemes des
thiorédoxines et glutarédoxines agissent comme des antioxydants en facilitant la réduction de
protéines oxydéegHolmgren, 1989 Ces protéines peuvent agir par exemple pour régénés

péroxyrédoxines oxydés.

L'attaque des radicaux libres sur les membranes cellulaires (lipopéroxydation) entraine ensuite une
cascade de réactions radicalaires des lipifalliwell et Chirico, 1998 Ceci a pour conséquence

de réduire la fluidité rembranaire, 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. Laiamin

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 protéas(Davies et al, 198)/ 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 confere un grand pouvoir tampg@roge, 2002

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

de la cellule. Un stress oxydatif avec sesséquences désastreuses apparait lorsque la balance
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redox est perturbée soit par une augmentation de la synthese des ROS, soit par un

dysfonctionnement du systéme antioxydagiigurel)

0, - "-'—1-'.':- _Pli]:]' H, (O, i HO* +HO
eld4H”

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

TR

Figurel : Equation électronique des ROS

Dans les mitochondriesne quantité d'oxygéne 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 (0O2), suivie d'une
réduction d'un électra avec l'acceptation concomitante de deux protons pour produire du peroxyde d'hydrogene
(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 cyokygénae, 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 |
fonction primaire et urque est de produire des ROS[ «S P o0 u vS$ oprimgipaiede ROS

pouvant étre régulée.

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

cellules cancéreusdkiou et al 2014)

b. ROS endogenes
Les ROS au niveau intracellulaire sont produits par des mécanismes multiples et
variables en fonction detypes cellulaireGottlieb, 2003;Harrison, 2004; Schrader et
al, 2004; Balaban et al2005; Gonzalez, 200%s principales sources étant les NADPH
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oxydases membranaires, la chaine respiratoire des mitochondries, les peroxysomes et le
réticulum endopasmique.La majeure partie de I'oxygene que nous respirons subit une
réduction tétravalente conduisant a la production d'eau. Cette réaction est catalysée par
pv }AEC <+ U o }u%o £ [s p CS} ZE}lu }AC -+ U %0 S
présents dansa 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'oxygéne. Environ 0,1 a 2% d'électrons traversant la
chaine, peuventréduire I'oxygene et donner le radical superoxyde°(O(Genestra
200). W E ]Joo PE-U o[ %% E]S]}v [ v]}ve ep% E}AEC %0 |
o-}&E£CP v }u%o}e ¢ S 0 <p o] & vol]vUo viIE & v o]
coenzymes é&duits (FADH2), mais aussi de la détoxification des médicaments par le
systéme 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 superoxydeslismutases (SOD) qui catalysent sa dismutation en peroxyde
[ZC E}P v X
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B) La famille des NADPH Oxydases

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

E]A « E §](+ O[}ECP v

1) Présentation

Historiquement, ifaut attendre 190 pour que la premiere NADPH oxydase soit décrite(Rassi
et Zatti 1970 Jo <[ P]S ooxylas@ghagocytairgNOX2)La découverte de p22phox, décrit
}uu O[HV ¢ %@E u] E* % ES v |E « (Fegayand Goadd 7. Puis@éli@
des facteurs cytosoliques régulateurs, p47phox, p67phox et p40phox quelque temps\4piEs
et al 1988, Wientjes et al 1993 Pendant longtemps, la production [d } superoxydepar une
NADPH oxydase étaibnsidérée commerésente uniquenent dans les phagocytesAu cours des

quinzedernieres années, six homologuds laNADPH phagocytaires ont été trouveés.

Z 1 o[,}uwa fdmille des NADPH oxydases est compodée7 membres : NOX1, NOX2, NOX3,
NOX4, NOX5, DUOX1 et DUO@edard et Krauzereview 2007. Ce sont des protéines
transmembranaires qui ont la capacité de transférer des électrons au travers des membranes

]}o}Plcp o % ES]E Hu E W,U %}IuE (}JEuU [Ev pu (]o[dv o1& Wb C
certaine homologie dangeur stEp SHE U o uE E€0 U o pida ainsi gle veur [ ]2

distribution tissulaire eteurs fonctions phsiologiques demeurent tres différentes.

> e« E W, KEC < ¢ %}ee VvS S}usS ¢ pv ]S (£ S]}v 4 E- W,
terminale ainsi<pu[uv *]$§ (]1£ 8]}v H & X 00 ¢ ¢}vsS Pow7domainesves]3Su
transmembranaires contenant 4 histidines impliquées dans la coordination de deux molécules
[Z u X > « % E&érminalesSseraient a priori orientée vers le cytqsauf pour les Duox

ou la partie Nterminale serdi extracellulaire, u ] (uS [ v oCe % E E]*S O

données topographiques des NADPH Oxydases ne asrdrnore connuegFigure 2)
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Figure2 : Famille des NAPDBxydases, DUOX et leurs partenaires

Les différentes isoformes de NOX possedent toutes 6 passages transmembranaires et sont capables de transférer des
0 SE}ve W SEA Ee e« uuEV-e ]J}o}Plcues % ES]E pu E W, Aregiewo[} £CP

2007)

2) Isoformes et fonctions

a. La NAPDH Phagocytaire NOX 2
La NADPH Oxydase 2, également connu sous le nom de gp9lphox, a éénikerep NAPDH
Oxydase décrite(Babior et al 2002, Cross AR et al 1990, Nauseef WM et al 20Bds
caractéristiques bidumiques ont été largement étudiées ainsi que ses particularités
topographiques qui o8 % Eu]eU % E Z}u}o}P] U [ wtructvp]dEs &idtoagse «pE

isoformes de NOX.

Les études actuelles suggeresix domaines transmembranaires pour NOX2. Des edude
ESIPE % Z] o[ ] — v8] }E% e u}vSE vS pv o} pammesGlv  C:
terminale S e }vv e <pv P }IV(]EuU vS «u -termidae@Esu]sS E
cytoplasmique. Globalement, les donnéssiggérent donc que NOX2 posséde domaines
transmembranaires et que ses extrémitts COOH et NH2 terminale sont orientéeslevers
cytoplasme.La NOX2 humaine est une protéine hautement glycosylée qui posséde une masse

ulo po |E [ vHOIKBE3(Figuie 3)
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Figure3: Schéma d'activation de NOX2 avec ses songes regulatrices

>— §]A 3]}v EKyT ¢ % E} uls SE A E+ pv « E] -]vd3 E 3]}ve % E}S J<pn U

S§](X >[ 8]A]3 EKyT v ¢¢]S 0 %o (e p22phox. En} effdke e€ElBbsehce 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 & un changement de conformation permsaitairiteraction avec
p22phox. La sougnité p47phox organise la translocation de facteurs cytosoliques, d'ou son appellation derstgus
organisatrice. Elle permet le contact de p67phox et de NOX2 et apporte égalementdanst@éus40phox au complexe.

v(JvU o 'dW « Z Jvs & P]3§ A EKyT % €& o[]vSs CEBu ] ]&E % 00% Z}EX hv
géneére des ions superoxyde en transférant un électron du NADPH vers le FADH2, puis vers les deux hémes et enfin vers
o[}E£CP v VoS H@[(d SE}IV Ve O *% ~ [AESTE » ool |&E XE pl E A] A 1iide

b. La NOX1
La NOX a été le premier homologue de NOX2 découy8rth et al 1999 Au niveau protéique il
existe un degré élevé d’homologie de séquence avec NOX2 (60pt)phet des études suggérent
gue la masse moléculaire de NOX1 se situe aux alentours dé6 &Pa. Si ces valeurs sont
JEE S U EKyi v[ 3 %o EJglycasyeey $na¥yrée laEprésence de deux sitesNde

glycosylation dankes domaines extracellules.

NOX1 est fortement exprim@@ ve o[ % ]SZ oflany cependant, il est également exprimé

ve [ USE » A E] § - ooOpo *U Vv}3 uu v3 o0 edesvaisseauxlesps po |
cellules endothéliales, utérines, placentaires, de la prestdans les ostéoclastes, ainsi que dans
plusieurs lignées cellulaires[} E]P ]v v, t€tesugue les lignées de cellules tumorales du
cblon et du poumon. Les données sur la localisation subcellulaire des NOX1 sont rares,
principalement parce que lgénération d'anticorps de haute qualité contre NOX[L <5 A & SE -
difficile.
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> % E} p S]3wperpkyde par NOX1 dépesdalementde sousunités cytosoliquesCessous
unités cytosoliques ont été nommé NOXO1 (NOX organisateur 1, un homologup4dpho) et
NOXAL1 (NOX activateur 1, un homologue de p67plioxplus de cetteépendancepour sessous

unités cytosoliquesp [ §] A INOXInécessitaégalementla sousunité membranaire p22phax

c. LaNOX3

NOX3 a été décrite en 20@Rakano et al. 2007grace 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 étretrés 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 gdgncip
NADPH oxydase de l'oreille interf®ousset et al 2015)Par analyse en PCR temps réel et
hybridation in situ les auteurs ont montré une expression tres élevée de NOX3 dans l'oreille interne
hv Su o[ <H[Jo E}pE]s upsS vS <K EKyTE&3dVvSEEKYT Vve o[ <u
P & % E o]} EPpo ocontter 8n @evsaft rien a propos de la localisation subcellulaire des
NOX3.

d. La NOX5

NOX5 a été découverten 2001(Cheng et al 20D). Ellese distinguedes enzymes NOX4lpar la
présence tine longue terminaison NH2 intracebile contenant quatre domaines k& hand
capables de fixer le calcium. Concernant sa massdéculaire NOX5 est décrit come une
protéine de 85 kDa, égale au poids théorique calculé, cesuggere que la protéinee serait pas
glycosylée

S[ E% E ]}V o[ ZeBtudécrit&dapgiles testicules, la rate, les ganglions lymphatiques,
le muscldisse vasculairda moelle ossese, le pancréas, le placenta, I'ovaire, l'utérus, I'estomtac
dans divergissus du("Spue X

>[ §]A]NOX5 ne nécessite plspartenairep22phox, comme démontré paa suppression de

%0 1T%o Z}YE %o (E *]ZE <pu] [Ra&Eivite deSNOX] @A 1
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NOX5 ne nécessite pake sousunités cytosoliqueset a été démontrée fonctionnant dans un
systeme sangrotéines cytosoliqued activation de NOX5 est médiée par une augmentation de la

concentration de C4 cytoplasmijue.

e. LesDUOXs let?2

> ¢ hKyU %% 0 -« o hOUEY PhiywoiddXikase», ont été clonées a partir de glandes

thyroides humainegMorand et al, 2009. Il a été récemment montré quéa Duoxl serait
FE % E ] u Ve O [pUrichZireoétDuoxi ve o[ %o ] SZlivaif@ at digestif. Les Dudx
S 1T %o}ee VvS 01T 9 gigZenrgodlles, et contiennentin domaire transmembranaire

additionnel et deux domaineSF handie liaison au CGA

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, 2005D ]« EKyd & <3 oXpeh€}dE dacon la plus

B 1<ul8 JE& X [ 8 o[]*}(}EuU «<u] % ES P o u}lve [Z}u}o}P] A o
posséde que 39% d'homologie avec NOX2. Une étude de la masse moléculaire de NOX4 par
immunoblot révéle deux bandes: I'une de -B® kDa et l'autre de 65 kDa, que ce soit réalisé sur des
extraits de cellules exprimant NOX4 fégon endogéne ou aprés surexpressmogene(musle

lisse et cellules Cos7).

V %oO0pe lv. E% E <]}V (}ES Ve 0 ¢« (E JveU o[ext BEouwédams E l
les ostéoclastes, les cellules endothéliales, les cellules de muscle lisse ainsi que de nombreux autres
SC %o oopgo JE X > E W, }AC « E}AS 5 v (]S o[}EC « <
H lcp]s J&E Ve 0 ¢ Sleeyiep BYbv]vXo>[JE% E **]}v [ ZEu EKyd
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
(RB. Bien gu'un réle 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 argumentsogoopie confocale, microscopie
électronique, des immunoblots sur des extraits nucléaires, et la génération de ROS nucléaires).
Cependant, il est difficile de comprendre comment une protéine qui possgdpassages

24



transmembranaires peut seetrouver dansun espace libre sans membrane, tel que l'intérieur du

noyau. Sa localisation a la membrane plasmique, montré par un travail réalisé au labo(la¢dee

Zhang. Nox4 : structure/fonction protéomique recombinante et approche immunologicR@l11)

mais égalal vS % & [ S EHCherxetl2009, Von Lohneysen et al 20d6urrait designer

EKyd }uu ( ]* vS % ES] [uv (u]oo E pSeecuu CEVI]E -]U
[ 0 SCE}ve o[]vd E] pEe Aa Gelule [lefPRas@y MdiEane Oxydo Reductase

(PMOR, dont la fonction peut étre réalisée pdescomplexe enzymatique dont la composition

peut étre variable.

- f  va ..., 2f =S+ "f'f——<“—F Tfee Zif"”
A- EKyd 8 o[ ESZE}-

Les maladies ostéoarticulaires représentent la caasplus fréquente de douleurs chroniques et
[JVA 0] 18 X ¢« V3§ ]v uloo]}ve []v JA] pe <}v3l'@hroge resteSE A

la maladieostéoarticulaire la plus fréquente, elle touche plus de la moitié de la population agée en

Franceentrainant des conséquences so&@oonomiques majeures> [ (& § A€caractériselans

un premier tempgar la destruction du cartilagavant des[ S ke ensuitea toutes les structures

0o— ES] po 3]}vU v}S uu vs o[} & 0 8]eepn *CV}A] 0oX

1) Epidémiolog <f t1 Zif"-S"‘e%

v &E v U o] GSZE&}e S}p Z i06 9 0 %}%po S]}vU }]5 0O i
personnes agée$8 % des personnes atteintes d'arthrose ont plus de 50 888p des personnes
ont de l'arthrose aprés 65 ans 86% des pemnnes sont touchées apres 70 afie Pen C. et al
2005, Yelin E. et al 1995Concernant le sexe, les hommes et les femmes smnthés de facon
identique jusqu'a la cinquantaine, ensuite, les femmes sont plus hombreuses a étre concernées,

sans doute poudes raisons hormonales.

L[l ESZE}- S S E dan€E €% populations agées. Elle touche grand nombre

[ ES] po S]}ve , | (fo@mment les articulations intgshalangiennes, carpo
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métacarpiennes, colonne vertébrale, hanche, genou, lére mé&egahalangienne et épargnke

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 particulierdrthrose des

Il a été décrit<p ES Jve

%}uE o P v}ipU <u]

doigtsu du genou.

( 8§ HWEe+ %}uA ] vd pPu vs E o E]ecp

[ @

E%O0]<h  V % ES] %o}uE<u}] of] ESZE}e &

jeunes. Le diabéete a également été mentionné comme un facteur de risqueld3di@gmmesune

hypothése suggere que « "3 (E } powrraient jouer urrdl % E&}S S UWE }vSE o ESZ
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Lefacteur héréditaireaurait également une importanceotamment ve o[ ESZE}-

o[}v E &shfiddtes de mere en fille. & travauxécents de biologie moléculaire ont montré

gue cetaines arthrosegamiliales touchantes hanches etesgenoux étaient dasa une anomalie

du gene codant pur le pracollagene ll(Figure 4)

Zones concernées Epidémiologie

Colonne vertébrale -

Mains -

Genoux =

Hanches -

85 % des hommede plus de 50 ans
75 % des femmes de plus de 50 ans
Peude symptémes

&YEuU [ ESZE}e I3 plogfuéduignte
Les femmes sont les plus touchées
Forte composante familiale

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

Invalidante
Touche environ 36 des adultes (sa prévalence varie de 1 3¢hez
les hommes et de 0,8 a 5% chez les femmes).

Figure4 : 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 unissu conjonctifsouple parfois élastique qui recouvre les deux extrémités
épiphysaires des os. Le cartilage e$tu %o } ¢ [UV pVv]<n S C%e forme grionE, les
chondrocytes inclus dans des logettes nommées chondroplastesu sein d'une matrice
extracellulaire constituée deglycosaminoglycanest de collagene Le role essentielde cette
matrice, d0 ases caractéristiques biomécaniques particulieres, est d'assurer un bon glissement
entre les piéces osseuses articulaires avec un coefficient de friction extrémement bas (inférieur a
celui d'un patin sur la glace) tout en amortissant et en répartissarpressions, rendant les stress

de contact les plus faibles possib({&sgnon et al 198Q)

0 sp@E( ES3] po ]JE U A E- o[} *}ue Z}v E oU o E3]o P
couches distinctes sur le plan histologique. La surface articukaste acellulaire, elle est
ee v8] 00 U VS }Ju%o}e (] €loo - }oo P v X > }u%}e]S]}vU o
biomécaniques du tissu cartilagineux ainsi que la morphologie adoptée par le chondrocyte varie en

fonction de la profondeur duastilage Les différentes couches sont les suivarftégure 5).

La zone superficiellé5 a 10%), sa fonction principale constitue le glissement entre les piéces

articulaires. En contact avec le liquide synovial, elle est composée de chondrocytestetdalé

collagéne de type | et Il oriergg parallelement a la surface articulaire.

La zone intermédiair@l0 a 45%) est riche en protéoglycanles,chondrocytes sont arrondis, riches
en organelles de synthése et y sont plus actifs que dans la coupleefisielle. lls synthétisent du

collagéene de type I, IX et Xl orienté obliquement a la surface.

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

chondrocytes, abondamment présents, sont les plus actifsé&tgntent un aspect prolifératif dans

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

La couche calcifiée- fi i19e¢ }ves]Spu o[]vs E( VSE o ES]Jo P S of

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

collagéene, ces cristaux permettent un enchevétrement extrémement dense des fibres
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Figure 5: Structure du cartilage

b- Les acteurs du cartilage

1) Les chondrocytes

Les chondrocytes sont lesgulescellules représentée  ve 0 ES]Jo P ZC o]J]vX 00 ¢ ]
mésenchymateuses et sont enfermées dans des logefpeelées chondroplastes. Ces cellules sont

responsables de la synthesede la dégradationle la matrice extra cellulaire (MEC).

v § Eu e+ [}EBP ME}+ EA o0+ o0 uvde Z ]8poe Vv <pv3]E A C
fonctionnel du chondrocyte. Le chdrocyte jeune posséde un noyau central nucléolé, un
Réticulum EndoplasmiqueGranuleux (REGun appareil de Golgixta-nucléaire, des vésiculedes
mitochondries, des ribosomes libres, des inclusions lipidiques et de glycofyeee les temps, le
REG eto[ %o %0 (E ]O '}oP] Ju]lvp E}VS § Joo X > (]85 «<p o ES] p

VSE Jv Hv (] 0 % E **]}v % ES] oo v }ECP v U <u] } o]P
u veipg X [ ¢S % }pCE O <Jd O Z}v E ol38 ankérdhid fanlh produdiorC

[ v EP] X >[}EZACP v & 5 v vu}]ve ]Jv ]*% ve 0 %}UE ¢ (}v S]}v
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2) La matrice extracellulaireMEC):

> u SE] ASE oo0opo JE S u i}E]S ]JE u vS }u%o}- [ p ~0i
déformabilité du cartilage Cette substance composée de fibres de collagéne, de protéoglycanes et
de macromolécules de natugplysaccharidiqua une apparenceompacte et translucide avec des

reflets bleutés.

> ES]o P Ju% } ES V % 0le des gycosaamoglycanes) «éh particulier la
chondroitine4-sulfate et la chondiitine-6-sulfate et des kératanes sulfate. lls sohés a des

protéines pour former des protéoglycanes.

3) WZCe]1}1% 8$Z}o}P] yu &ES]Jo P ve o[ ESZE}-

Sur un plan macroscopiqueette pathologie dégénérative correspond a une dégradation du
E3]o P X WEIPE ««JA uvd %% E ]Jee v3 (]J**pHE U E u v] u \
A 0}% % U VS [}*3 }1%ZCS ¢ eu@E 0 * I}V e VIV %}ES vS ¢ %}uE

disparition o[ * %o ES] po ]E X 88 ZE}v}o}P] cw o Alop E v

Stade initialW o ES]Jo P 8 " us8§] X 8§35 E %}ve o[ PE e<<]}v ]
eeJujo Hv  § vs 3]A E % E S]}v ES]o P creisgance® | (( S
Z}v &} CS ]E U «u] A Zlu & %}pE o & ]Je}ve Vv }IE u o }u

chondrocytes va augmenter leur activité anabolique et cataboli@uekwalter et coll. 1998 Il y a

surproduction de protéoglycanes qui entrainenteumyperhydratation 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 quitlidese
cytokines pro inflammatoires,413,et le TNFr X ~}ue o[]Jv(opn Vv e CS}I]v eU 0 -
o] EvS [ uUSE *» ( S PEe* % E} ]Jv(o uu S}JE « }uu o - E]A -
ulvi&A£C [ 1} ~EKeU e VICu * %aBpotdasess gt ;aggrecanases). En
parallele, les chondrocytes articulaires humains ont aussi une activité anabolique forte mais qui,
% EIPE <«]JA u v3U A o[ %op]es E }us]ee vs 0 eSEp 3]}v
*SEHWN S]}v [ sSrapileXgoglles cytokines produites-{llet TNF), commandent aussi
o[]vZ] ]18]}v 0 *CvsSZ - e }u%o}e vSe (pro®pdlcanes ¢t colldgénie P

Finalement, défaut de réponse anabolique, déséquilibre entre enzymes et inhibiteurs, mort
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cellulaire par nécrose, ou par apoptose du chondroqyieeser RF et al 2009y, ]S]}vv vS §

contribuent a la dégradation de la matrice extra cellulaire.

Stade finalw > *SEWU S]}V PPV 0°¢ }uZ e %E}(}v * usSS vste vu o}
e Z}v E} C8 ¢ ZC% ESE}% Z]<pu U Iy v A}] [ %}% S} U Jve]

>[ 8]A §]}v 0O uu Ev *CvIAl o U % & o - E]s p ESJo P

pourrait contribuer a la chondrolyse, avec libération uhetalloprotéases (MMPS), de cytokines

§ 00 ¢ <pi of/> E]JA + E ] o ]E - o[} ECP v X u'u -0« 083

chondral contribuent également a pérenniser la mala¢iégure 6)

Figure6 : Processus de dégdation d'un cartilage arthrosique
1: Stade initial 2 et 3: stades intermédiaires4 : stade final

2) Le catabolisme matriciel : réle des métalloprotéases

Plusieurs protéase%. PHA v3 !SE ded4péEsirection du cartilage observéeve o [rd@es Z

a- Les métalloprotéases (MMP)
Les métalloprotéases (MMPs) forment une famille d'enzymes qui sont sécrétées principalement par
les cellules participant a la réaction inflammato(gour revue Gaudin coll. 1998nais aussi par
d'autres types de cellulegsidentes (cellules tumorales, fibroblastes, chondrocytes...). Ces enzymes
sont synthétisées sous une forme latente inactive (pro enzyme) qui est aatiw@eopar d'autres
protéases, des substances radicalairesiretvitro par des composés comme des egents ou
encore la chaleur. L'activité de ces enzymes est contrélée par dibsténins spécifiques tissulaires
les TIMPSGomez, et coll. 1997)lo A]+*3 SE}]s VIA pA&E & Pupo S]}v + DDW
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of £% E +<]J}v p P v ~ llularg ensuiler dEs le contrdle de leur activité par
synthése sous une forme inactivée proenzyme (au niveau extracellulaire), et enfin par une
compartimentation subcellulaire précise, soit dans des granules de sécrétion, soit par une fixation a
lamembrane plasmique ou aux constituants de la Matrice Extra Cellulaire) (M&ivation de ces

metalloprotéases se fait pﬁotéolyse en détachantle propeptide a I'extrémitéN-terminale de la

molécule et libéere le site actif. Upeptidasesactivatrices sont nombreusesplasmine, kalikréine,

élastase, ou encore les MMPs elleémes.Elles sont inhibées pao fmacroglobuline et par des
protéines inhibitrices telles que TI@R Tissue Inhibitors of Matrix Metalloprotease ils forment
des compleE « v}v }A o v8e A o[ viCu ss}pe o (}CEuU 1A X > « d/I

facteurs de croissance pour de nombreux types cellulajFégure 7)

Enzymes DDW/|[e Poids moléculaire Principaux substrats matriciels
NA / A (kDa)

Collagénase
Collagénase 1 MMP-1 52 42 Collagenes II, III, I, WAlII, X
Collagénase 2 MMP-8 85 64 Collagénes II, 1lI, |
Collagénase 3 MMP-3 52 42 Collagenes Il, 11, délatines
Collagénase 4 MMP-18 53 42
Gélatinase: Gélatines, collagenes IV, V, VII
Gélatinase A MMP-2 72 62 élastine, fibronectine
Gélatinase B MMP-9 85 67 Gélatines, collagénes 1V, V, VII,
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élastine,

Stromélysine: Protéoglycannes, laminines,
Stromélysine 1 MMP-3 57 45 fibronectines, collagenes, 11, Ill, |
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 Progélatinase A, pra@ollagénase
MT2-MMP MMP-15 72 60 Pro-gélatinase A
MT3MMP MMP-16 64 53

MT4-MMP MMP-17 57 53

Autres:

Matrilysine MMP-7 28 19 Elastine, collagéne 1V, laminine
Métalloélastase MMP-12 54 22 fibronectine,Amélogénine
Sans nom usuel MMP-19 57 45

Enamélysine MMP-20 54 43

Figure7 : Les différentes familles de MMPs humaines

b- Lesaggrecanase
Ces enzymes clivent la liaison Glu373 o 160 o[ P Re@Gouet un réle majeur dans la
dégradation de la matrice. Efleappartiement a la famille des métalloprotéases et plus
spécifiguement des ADAMTS. Les ADAIEGI® des métallopeptidases sécrétées dde milieu
extracellulaire ayant comme fonction le clivage de différents substrats de la matrice extracellulaire
tel le collagene, l'aggrécanainsi que lfacteur deWillebrand retrouvé dans le plasmia.existe
plusieurs mécanismes d'activation des AIDFS : activation intracellulaire ou extracellulaire et
inactivation extracellulaire par les convertasek!l]vZ] ]$]}v activaiidn extracellulaire
d'ADAMTSS5, I'enzyme responsable de la dégradation du cartdagat une clef intéressante dans

le traitement del'arthrose.
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3) LesROS etZif"—S"talé de NOX4

Lalignée de chondrocytes humaimmortalisésG20/A4, a été développée et validée pour étudier
o E€o e Z}v E} CS e« (Henrotin YCEtSaL ZBQSROouUsset et al 2013, Grange et al.
2006). Les chondrocytes de cette lignée exprimer®X et son partenaire p22phox. Malgré la
%o E * V [ ZEu v (] o <u vS]OX, kette DxYdadge@Est Fotalement inactive dans
ces cellules. Les chondrocytes2@A4 augmentent leur production deROS sous un stress
cytokinique de type HLR. Dans ces mémes cellules, et apres surexpression des genes codant pour
NOX4 actif (NDX4A), ou NDX inactif (NDX4B) on observe une augmentation significative de la
% E} U S]}v ZKN ee}l ] KV preéssiomede la collagEnase MMP1, uniquement
pour les cellules-@0/A4 surexprimant XA comparativement aux cellules nativas aux cellules
exprimant NOX4B > euE A% E <+]}vOXdo[]m}(}d® 0} AEQX, estkncapable de
produire des ROS, et[ % ¢ [Ju% S e uE o < C{=Eahge et akDAB)VCes résultats
cuPP & vS o[ A£]*S Vv ve 0 -O]JPOW [owuA}E *]Pv 0] S]}v S]L
o[]vS (o -LE]dépehdante dda production de ROS p&lOX et ayant comme anséquence
HV % E}S }oCe u SE] ] oo X Kv % HUS ]Jve] % ve E <«pu Ve Of ¢
SE ve E]%S]}v u P v O }oo Pve DDWi 8 ¢}lue o %o V V
faveur de la synthése des ROS produits paiNstimulée
Dansles chondrocytes primaire®NOX4 semble étre la seule oxydase préserar des expériences
[Juupv}Z]eS}o}P] U pnuv <U]% 1 %o}V ] P o uvsOM}danEle o %o
cartilage de sourit) u Je Jo V[ % ¢ 3§ A E](] «ptte dfrmiets @uvail Jatre
uMPu vs§ ve o[.lRA Saudiriite stabilisatrice, p22phox et Poldip2, le partenaire activateur
E}YA0U }vs P ouvs S ] vsS](] - Ve 0 ¢ Z}v (E} CS = <] e}
complexe NADPH oxydase fonctieh(Rousset et ak005. Jve] ve ¢ o00HO U v E %o}
1E une augmentation significative de la production deOH <& } « EA ulu <[PV
uMPu vs §]}v o0 *CvsSZ - - DDWiU DDWii 8§ ol Dd”"oX W &
NOX4, en réprimant la production de RQSsont capablesde diminuerla synthése de ces
métalloprotéases v(JvU o <SJupo S]}v e ZIMEE}WGIUEE %o((ESO[/uPuU vS C
propre synthése. Ce rétrocontrofeositif ( AJE]s E ]38 0 % E Jdqmination IdgaNséd ay
sein du cartilage, et sa dégradation matricielle qui semble étre sous la dépendand®>de B
effet, les inhibiteurs de X8 Ju]vp vS§ uv] @ <]Pv](] 3]A o[ £%E <]}V

résultats suggerent donc que les RO&Shérés par DX serviraient de relai pour les voies de
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*]Pv o] S]}v ]Vv]S]-1E %vd]eo\5E> 0 % E}S }oCe uSE]] oo
>[Z § E} JuO®/p22phox pourrait également étre impliqué dans le maintien de

o[ VA]E}vv u arflammadiye nécesaire au processus arthrosigBousset et al.2005).

- 71f..—< «—x "x:Tréle dangleg érythrocytes
Lesplasma membrang oxydoréductases (PMORSs) sodes systemes de transpod'électrons
transmembranaires présentdanstoutes les membraes cellulairegFigure 8)(Crane et all978.
Ces systemes ont été également décdemnsles érythrocytes humainfKennett et Kuchel, 2006).
Leur role le plus important <3 adtiver la réponse allulaire a des changements redox dans
o[ VA]E}vv u -v ektric@lulaire Depuis toujours subsiste une certaine confussum la
composition enzymatiquee cesnombreux systemes PMORSs, certains de ces systemes présentant
des compositions variées incluant par exemple le cytochrome b ou bierBaznome Ql(QLawen
et al. 2005). L'accepteur d'lectrons utilisé principalemenpour étudier o[ $]A]S$ e }AEC
réductases membranaires est le ferricyanure qui est réduit en ferrocyanure. Une protéine en
particulier a été purifieea partir de préparations de membras plasmiquesérythrocytaires
humaineset identifite commeétant VDACYBaker et aJ 2004) Cette protéine est connue comme
ayant une fonction PMOR dans les mitochondrlgs. doubleréle pour le VDACa la membrane
plasmique a étfroposé, a savole main§] v [pv Z}u }+§ ] & étda régalatoa duE
volume cellulaire. L'expression d¢DACa été induite par unstimulus apoptotique dans la
membrane plasmique diignées de cellules neuronalegd,le blocage de cette expression empéche

o[ %o} %Eipder et al 2005 Sun et al. 199p

Figure8: Systéme Plasma Membrane Oxydoréductase
>[ 3]A]1S Woeu DuEvV KECIE S 5 %}JES % E =+ VICuU * }pu =+ }ue
A E] E Ju%}te]S]douduv o[ USE X eCe*S u S E *%}ve O M SE ve( ES |
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o] £ E] & 0 oopo X §§ $]1A]8 SE ve( ES [ o SE}ve 0} 0] L
ubiquitaire, est impliquée dans de nombreux proaes<ellulaires; comme la phosphorylation des protéines
uu vI]E-Uo }VEEE€0 MY %, VS EV U 0O %}%S}e U o P «35]}v n *SE +° }AEC

1) Les Voltages Dependant Anion Channel (VDAC)

Les canaux anioniques voltages dépendaotst une classe de porin€es 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 [uv 3§ ]Joo [ vA]@@Eps cahaux adoptent une conformation ouverte lorsque

le potentiel de membrane est faible ou nul et uoenformation fermée lorsque ce dernier est-au
dessus des 3@0 mV. Les porines VDAC facilitent I'échange d'ions et moléargs les

mitochondries et le cytosol.

[HV %}]VvS A pal, VO@&Eest g@Estituée de 280 acides aminés, et formé&9dwins t et
%0} e pHv 8§ ]Joo A}]e]v v3 o  éxprimeXrois [gbfjarmes de VDACVDACI,
VDAC?2 et VDACS3.

2) Structure

Les trois isoformes VDAC montrent des séquences, des structures similaires reénhe
organisation de génesChez I'nomme, VDAC1, VDAC2 et VDé&@3respectivement 2, 9 eb
cystéinesdans leurs séquences protéiqueSes acides aminés sont orientésrs lespace inter
membranaire, <u] (185 [ WA puvilégigemour l'oxydation par les R@ftochondriaux

Cescystéinesont également une fonction importantgans la stabilisation de la structure du pore.

VDACL1 a été décrite il y a maintenant 25 ala membrane externe mitochondrial8on géne chez
les cellules eucaryotes estbien connu, mais sa structurgertiaire n'a jamais été clairement
déterminée, et est toujours trés débattuy@&aghavan et al 201)1 [l semblerait qu'il y ait plusieurs

brinsbéta amphipathigues éventuellement organisés ertameau béta (Fgure 9)
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Figure9 : Structure trikdimensionnelle proposée de VDAC 1

(A) Vue latérale de la structure de VDAC1 murin aprés cristallisation aux ragalenX une représentation en ruban.

> S}lvv pt S (JEU % E i6 dErfwimale est pliéeZa biptéridtir des pores. Les brins B 1 et 19 sont
paralléles et de couleur bleue. Lestrémités G 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 VDA@é&rMinale a I'intérieur du pore.

(C) Conformation VDAC1 proposée avec l'extrémitierinale & I'extérier du canal ou elle peut interagir avec
d'autres protéines

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

E Pupo 8]}v 0 %1}%3}e % E o-]vs Eu | ]E o[ 3]A18 & }&E

3) Fonction de VDAC a la membrane plasmique

La porine VDAC est non seulement exprimée a la membeategne de la mitochondrie mais elle

est également retrouvée a la membrane plasmig{&himada et al 200Pont démonté que VDAC
possédait également une fonctiogductase, don®MOR a la membrane plasmique.

Les éythrocytesquant a euxsontimpliqués erntant que médiateurs ducalibre vasculaire en raison

de leur aptitude a libérede I'ATP vasodilatatrice en réponse a des stimuli physiologiquesien
pharmacologiqus. Cette libérationde I'ATP nécessite l'activation d'une voie de signalisation
impliquant les protéines G (Gi ou Gagflérylcyclase ou encore la protéine kinaseBlen quela
pannexine 1 & <5 o VO %E]v ]% o § E }vvu ATRdane le aiilieE S]}v
extracellulaire il ne participe pas t SE V%o }ES o[ dWes raugesce gaicshggére

gu'une autre protéine pourrait étre impliguéeVDAC1 étanprésente dans les memanes des
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de régulation du tonus vasculai(Backe et al. 2004.

V- VDAC et activité PMOR dans les érythrocytes

1) VDAC dans les érythrocytes
> ECSZE} CS & % & * vS puv u} o ] o (]Jv [ Su Queee son E€0
abondanceet son absence de mitochondriestte cellule est soumise guermanence a un stress
oxydant. Cette activité réductase est facilement mesurable par réduction du ferricyanure ou par
réduction de dérivés duretrazolium (WSTL1), nmais la composition du complexe PMOR des

érythrocytes resteencoreun mystere.

La porine dltage Dépendant Anion Channel 1 (VDACL1) est exprimée dans la membrane externe de
la mitochondrie mais elle est également retrouvée a la membrane plasmiuer PE v v}iu &
cellules Dans la mitochondrieJa surexpression dé/DAC1 augmente la productto []}ve
superoxyds. En utilisant un inhibiteur déexpression deVDAC, comme un SiRNA anti VDAC, la
% E} U S]Iv [1}v cu% E}AC dim@ue@Shimpsd ef av2@EY VDAC, localisée a

O UUEV %0 *uUjJ<h %o}ee uv  (}v S]levestvEapable %iqu yéduyife de
FerricyanidgBacker etal 2004). }uu o [tjmontré Shimizu et al 2001VDAC est exprimée a la

membrane des érythrocytes. Pour confirmer celbealisation des essais consistant a ajoutes

protéines preapoptotiquesBax etBak recombinargont montré ure pPu vS $]}v o[Z u}oC
par le biais de VDAC.

E}SCE ZC%}SZ - *S <M S %o })UEE ]S 'SE & *%}ve O o[ §]+
érythrocytes.
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|- Partie | : NOX4, cible thérapeutique da e¢ Zif”—-S”" et

Parmi la famille des NADPH Oxydddeo E W, KAC +« 8 & S 0[]*}(}EuU o %
niveau tissulaireet [ ¢S % & (185 <u[ oo« E SEIPA oo} ] viu E
au vieillissement, notamment dans la can&]+ S]}vU o $Z I|dHibrose kEgatidue lie a

0[Z %o Sla:éphropathie diabétiqug u ] v o[ GEh@ae proposé par notre laboratoire.

EnFrance,0[ ESZE}s S}y Z Y%oOue* il uloo]}ve %o Sdcandmitiue A MV

majeur. Malheureusement cette pathol®] v ]* %o} %o thérpeudifoes efficaces. Les

nombreuses thérapies utilisées, notammefiacétaminophéne, les AINS, les inhibiteurs de la eyclo

oxygénase 2, I'acide hyaluronigiue chondroitine sulfate ela glucsamine,ont une action limitée.

> (] 8p o }v Ev vs of] ESZE}e 3§ IMAE]E § A 0} %o
[ PIE *pE 0 ¢ %Z v}us et iochinoiques |E0[}E]P]V o[ $S ]vS§ ES]

V[ P]ee vS %0 * » po symgtomesE o -

> ESZE}s S 0o &E epos vs %Z vViu v e u V]<g e S ]J}Oo}PJcpu o
entre la synthese et la dégradation du cartilage. En cas de stress mécanique, les chondrocytes
&S] po JE& ¢ pPuvsE vS 0 « @&isQU}vo [PMSEEP §]}v E]A « E
o[} ECP v ~ZK"e ]Jve] <p 0 *CVvSZ o . |86 @Etdlloprotcages (HIMPsp o o

Notre projet a pour but

1- A E](] E of] £% E <+]}v 0[]*}(}EuU E}ESd .ve o e Z}v E} C

2- [] vS](] EOSE}}uu <}uCE ui ueE e E S](- E]A - o[}
chondrocytes primaires humainaSJupo « o[]Jvs &o. pl]jv i !§
3- IV(]JEuUu & o uPu préductipm deMMPs1 et 13 et ADAMTSA4 par stimulation

ao[]vs o pl]vurlies tBondraytes primaires.

4- [} « EA E « A E] §]}ve [ [ZE &dEntpddrNOX4 dans leshondrocytes
primaires humains ostéoarthrosiqueksains.

5- De moduler la quantité de ROS produiten vivo, grace aun modele murin ayant

A 0}% % ESAE} ADU[E o (( § *HE O A 0}% % U V3 o u
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II- Partie Il : VDAC et activité PMOR dans les

erythrocytes

Les systémes de transport d'électrons existent dans les membranes plasmiques de toutes les
cellules. Bien que n'étant pas bien caractérisés, ueno un réle dans la croissance cellulaire et la
prolifération, ainsi que dandes réponses hormonaled e Plasma membrane oxydoréductase
system(PMOR)a comme réle principalde régulero[Z}u }S ] & } /A &steapdlil® deZ
réduire & la membrane des@& CSZE} CS - . % S U & que [leoFerdicEanicde 8u 0
WSTIL.

Au laboratoire la capacité de réduction du WSTpar les érythrocytes humairessété mesurée et la
technique de mesure mise au poir€e complexe aurait urdle dans la défensantioxydantedes
érythrocytes en réduisant le CoenzymeQ10 ainsi que les vitamines AM&i€la compositiorainsi

que le réle exactlu systeme PMOR des érythrocytes reste endndeéterminée.

Comme B montrent des résultats en Cytométrgt Western blotobtenus ave@lusieurs anticorps
différents, VDAC est exprimé a la membrane des érythrocyessson réle dansces cellulesest

totalement inconnu.

Nos objectifs sont les suivarnts

1
2- }v(]E&u E opnEde ®DAEC]dans les membranes érythrocytaires humaines

Vérifier la fonction réductase déa porine VDAC

récupérées au sein notre laboratoire
3- Ke EA E 35 u} po & o[ 3JA]JS E pn § - e EC3ZE} C3 « Zul
4- Prouver le lien entre cette activité réductase et la présence de VDAC dans les membranes
érythrocytaires humaines.
5 W E( 3]}vv E pv V}IHA oo § Zv]«des éfy@yies]aveailaypiotéine

VDAQoar fusion avec des protéoliposomes.
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|.  Biologie cellulaire

A- Culture cellulaire

Toute les cellules quel que sdéur type sont mises en culture en atmosphére humide contenant
5% de CO2.

1) Entretien des cellules adhérentes
Aprés élimination du milieu de culture, les cellules adhérentes confluentes sont lavées en milieu
DD %}uEAu « Epu A [ ¢bibtiques et &le \glutamine a pH=7.3. Les
OOHMO ¢ *¢}vS vepul]s SE ]S ¢ % & SEC%oc]V d ~1XTA9e ipecy]
E Ppo] E+ of ] H u] E}e }% *U 0 SEC%e*]v ¢S Vv USE 0] %o
milieu DMEM complefglucose, sodium pyruvate, 10% de SVF, antibiotiqles)ellules 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 primaireest une culture de cellules directement prélevées surtiasu Les cellules
peuvent se diviser ( }v SE ¢ o0 vS X $S JAle]}v [ EE!S 0 %oOps
passages. Les ahdrocytes primaires humains (HAC) sont dépourvus de capacités de migration et
leur prolifération est quasinexistante dans le cartilage normdChevalier et al 2005) lls
consomment une quantité importante de glucose afin de le transformer en glucosandéioessaire

la synthese des protéoglycaneB. faut compter environ 4 semaines pour que les HAC soit

confluents dans une plaque 6 puits

3) La lignée chondrocytaires C-20/A4

Une lignée cellulaire est une population homogéne de cellules, ayant une caphaiti&el de
division Ces cellulesontrendues immortelles patraitement mutagéne chimique ou physique ou

par utilisation de virus oncogenes.

Dans ce cas, les cellulelsondrocytairesG20/A4 immortalisés par le virus SV@Blodring et coll.
1994)sont altivées en milieu DMEM complet a 37°C en atmosphéere 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 divisée8 dans une nouvelle

boite.

4) La lignée HEK 293 T-Rex NOX4

Les cellules HEK29REXx luman Embryonic Kidnggont des cellules issues de rembryonnaire
humain. Initialement de type fibroblastique, les HEK293 ont subi des transformations par les génes

i 8 i o[ V}A]E u(Grahangsbal, i977).

Les cellules HEK293REX sauvages (WT) expriment de maniére stable la protéiréracycline
répresseurs provenant du plasmide pcDNA6/T®igure 10)>[ ]S]}v ve 0 u]o] M pHOS
5 pugml de blasticidine permetd maintien du plasmide permetta® o[ A %o E <]}V §S %o
de facon stable >[ £ % E <<]}vV E} A0 MEKEO30REX Noxgeofak aprés ajout de

tétracycline dans le milieu de culturee qui permet le retraitdeo []v Z] (Sepdider et al 2007)

FigurelO: /v pu S]}v O A% E e°]}vV E}AEDJ % & S SE C o

Les cellules HEK 293 sont cultivées dans les mémes conditions que la Hgd&et Cdans du
DMEM complet en atmosphére humideontenant 5% de CO2 a 37°C. Leur entretien est

bihebdomadaire avec une réduction du volume cellulaire dedlapres chaque repiquage.
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5) Conservation des cellules
Les différents types celliles sont dénombrés puis ajusté 10 cellules/ml dans du sérurde
A p ("8 0o }vs v vs ii9 A}opuDimétysuioxydgDMSQ, aliquotés par fraction
de 1ml en cryotubeet congel& a-80°C dans umécipientcontenant & [ ]« } %o (E } Bpres 24X,
0 EC}SH  e}vd o8} I « ve o }u }vv e [1}8 o0]cp] X

La décongélation des cryotubes se fait par passage du tube dans un bain marie & 37°C. Apres
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 etsreiseulture dans des flasques

de 25 cm2. Le milieu est changé le lendemain puis les cellules sont cultivées selon les conditions

classiques.

B- Cytomeétrie en Flux
> ¢ JE]|P]vV o o CS}u SE] Vv (OpA&E }vs v | vMoldadssankonputle[ S v
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 fluxde® méthodes électrostatiques
permettant le tri cellulaire dans des conditions vitales. La diffusion de la lumiere compléta

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

1) Principe
La Cytométrie en flux est défln  }uu o[ Su OOHO * ]J*}o ¢ VSE v ¢ % C(
[ S pv § Zv]«p E § E]J]e 8]}v ]v ]JA]l p oo U «u vs]s §]A S

suspension dans un liquide. Elle consiste a analyser les signaux optiques émis particoke pa

}u% vS o (]* M opu]v pAE [pv 0o ¢« EX
Les signaux mesurés sont essentiellement relatifs:

- MAE % E}%E] S © }%oS]<h » JVSE]Ve < » * % ES] po U o M
fluorescence de certaines cellules comme les végétaux.
- Aux propiétés optiques de fluorescence induitggar des marquages spécifiques de

structures ou de fonctions cellulaires.

44



Ces signaux séparés par des filtres optiques sont collectés par des photomultiplicateurs, amplifiés,

numérisés, traités et stockés par un oraiaur. (Figure 11)

Figurell: Principe de Cytométrie en flux

2) "t 7% tifefZret "f" s-_tet "¢t e "7 8§ tie +£"5-S

a. Fixation et perméabilisation
Les érythrocytes sont collectés le jour méme sur tubpdrine sans gel sépateur, lavés deux fois
en PBS, puis ajustés a’illules/ml dans une solution de PBS albumine 2%,,©d&mM. Les
érythrocytes sont repris dans 2 ml de PBS Allsi@a et le méme volume de padmmaldéhyde
(PFA) 4% (donc 2% final). lls sont ensuitebés 15 min dans de la glace, puis centrifugés 5 min a

400q, le surnageant est éliminé.

Afin de perméabiliser les cellulgle culot cellulaire préalablement fixé est repris dans 2 enP&8S
Albumine Calcium contenaf01% (vol/vol) de Saponine. Les welb 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 monoclosaluds,anti-VDAC1
(Abcam ab14734),+8 i}us pnE ECSZE} CS ¢« u Ep E €E ]J*}V i R

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 avgc VS]] }E %o ¢ }v-sguiis conjddué a un
(OM}E} ZE}Iu U ] ] ol (abedn) fendaptB0 dririutes dans la glace. Les cellules sont a
VIMA p o A « u&E (}]e A H W2 oupulv (Jv [oJul]v E o u&E
transférées dams un tube Falcon 5 ml (Becton Dickinson) avant acquisition au cytometre en flux

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

Tubes contrbles

- Erythrocytes seuls non marqués

- Erythrocytes fixés perméabilisés non marqués

- Erythrocytes + Ac secondaire fixés perméabilisés

- Erythrocytes + Ac secondaire fixés non permeéabilisés

Conditions échantillons

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

G Fusion des protéoliposues
Les liposomes sont de plus en plus développés dans la recherche comme vecteurs. lls peuvent
véhiculer %oope] HE*s SC% }u%o}e o <u[]Joe ¢}] v8 ZC E}*}OH O ¢ -~
aqueuse), liposolubles ou amphiphiles (empaquetés dans la bicoligitkgue). Ills ont une
structure tres proche de celle des membranes cellulaires, ce qui leur permet de fusionner avec elles
en libérant le ou les principes actifs qu'ils contiennéyibus avons choisi cette méthode grace a sa
*Ju%o] 15 [ £ peifidacitéS «}v

> SE& ve( S]lv % E % E}S }o weyersde dransérar [yngprotéine. Il s'agit d'une
fusion de liposomes porteurs de la protéjnei VDACa transférer dans la cellule cibleCette
technique est utilisée avec succes pour de bosoux type de cellules eucaryotedais |o v[ A]*S
gue trés peu de résultats publiés montrant une fusion de liposomes avec des érythr{®Biak<C.

et al 2019, et aucun avec des protéoliposomdsa fusion se déroule en plusieurs étapes

1) Les différent s types de liposomes et protéoliposomes utilisés

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

[ /£ % & %] Eu $ % E} n]E © % E}S Jve & %] uvd A puv Z
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grande quantité (plusieurs mg) et sous deux formats possildegprotéoliposomes ou solubilisés

par des détergents.

La méthode établie par la société Synthelis met eneprv iT...0 0Ce § IX¥e }o]U
mélange réactjvv oU iT...0 - ] eldeinéthibhineRS pi de tapon de reconstitution, et

de 1pg de natrice d'ADN a été ajusté a 50avec de la RNase et de I'eau exempte de DNase. La
réaction a été effewiée pendant4 heures dans un agitateur a 8)°La quantité de protéine
synthétisée a été déterminée aprés la séparation des protéines sur des gels de polyacrhg@8ide

et coloration au bleu de Coomassie.

Nous testeronda fonction deces différents lipoemes en présencde WSTL (10 Mm) et de NADH

(ImM), afin de mesurer leur activit@ductase Nous les fusionnerons par la suite aux érythrocytes.

Dans le cadre de nos recherches, SYNTHELIS a synthétisé pour nous difj@entse
protéoliposomes
- Lipoomesvides /o <[ P]S *Ju% 0 * 0]%}e}u U e A ¢] podeux E3](]
bicouches lipidiquegjélimitant uncompartiment aqueux.
- Protéoliposomes VDAQ:iposomes exprimant la protéine VDA#&hs la bicouche lipidique
- Liposomes VDAC €: Liposomesayant était traité comme les protéoliposome VDAC
(}v8 vvsS o usS E&]lov e« ]E 0 o] A% Euepd}lv[ C oS %cE} D

plasmide pour la produire. Contrdle négatifsprotéoliposomed/DAC.

2) Préparation des globules rouges

Dusang prélevé du jour sur tube hépariné est lavé 3 fois au PB&atéde sesglobules blancs
ainsi que de seplaquettes. Cette purification est vérifiée par une formule sanguine sur cytométre
enflux. Le culot,a10® [Z u $},@sfdilué par obtenr un hématocrite de 1%.Par exemple,

500ul deculot deGR sont mélangés avec 4.5 ml de PBS.

Certains de nos essais nécessitant uniqguement les membranes érythrocytaires, le culot de globules
rouges est lysé par exposition alternée au freRD{C) et awchaud (60°C). Le culot lysé est ensuite
lavé abondamment au PB®uis VSE]J(UP % v vS i1 u]v ATTPU ipecp]

o[Z u}Po} ]Jv <}]S o]Julv X
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Figurel2: Fusion d'un liposome a la membrane érythrocytaire

3) Fusion des différents échantillons

Les échantillons sont pparés en tubes Eppendorf de 500 raison de 3 essais chacunuPoela,
T1iRO VA i19 [Z uséit @&y % E * Vv [V  <p M@ ¢i8 liposomes par
milieu réactionnel. Les essais sont eitsincubés pendant 4 heures a 37°C sous légére agitation du

bain marie (Figurel2)

4) Séparation des liposomes par gradient de Ficoll

Une fois la fusion effectuégo 8§ v ¢« JE [ lippsdmedibras ron fusionnés aux GR.

Ces liposomes pouvan ( pee E 0 ¢ E *pod S« [ 3]A]8 E pH S+ % E o
subissent alors 3 séparations successives par gradient de Ficoll. La séparation en gradient de
densité est basée sur les difféerences de densité existant entre les liposomes etrkes @ellules

plus denses telles que les érythrocytes. Ce principe est appligué pour isoler la majorité des

liposomes des globules rouges fusionnés.

Est ajouté pour cela 2 volumes de GR fusionnés sur 3 volumes de Egéiicoll est un
polysacchariddydrophile neutre tres ramifié, de masse élevée qui se dissout facilement dans des
solutions aqueuses. Il est préparé par réaction du polysaccharide avec de I'épichlorhydFill

est utilisé dans les laboratoire® diologie pour séparer le sang des composant&rythrocytes,
leucocytesici les 200l de GR+Liposomasnt déposés sur 3@ de Ficoll. On effectue ensuite une

centrifugation a 400g/30min avec accélération et décélération faible (de forckek).globules
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Il. Biologie moléculaire

A) Construction de plasmides
Le but e cette construction % 0 U] *§ [JvS PE G pv <« <p v tdinevs %o}
[JvSs E!'SU ,[ddnEl&K pldsmiel pPLNHX qui servira par la suitgroduire urrétroviruscapable
(]1E % E} pl]E o] OOMO ] 0 o.L¥pEIBIdeWLNHM/@osEeds un GnE o «
E °*]*S v O[ u%] Joo]v Idtions<B§l M et Cl& Il 81N gene nécessaire a la
% E} u S]}v p E SEIA]EU-U ]Jve] «p MAE ¢ <p v ¢ []vS PE S]}ve
de la cellule ciblg(Figure 13

Figurel3: Carte du plasmide pLNHX

1) Coupure plasmidigue
Afin de sortir la séquenceodant NOX4 du vecteur pCDNA,plasmide pLNHX vide ainsi que le

plasmide pCDNA contenant Nox4 sont digérés par deux enzymes de restrictions Cla | et Bgl Il &,
i0E % v v3 1Z (]Jv [} 8§ VIE - /Euln@&migiation dg¢sproduits d¥ digestion

‘ME P o [P E}e JIBIuME uf SZ] Jupu s (( su (Iv. [ v }v(]¢
S Joo X > o Vv ¢ }JEE *%}v vS nu P v [JvS E!'S § H %0 eu] %
elpue hsX >[ E %] RE}eveed ASE ]S of ] LIS Y/ «<pu]l I "o AESE

cela, il est placé dans un tampon de dissolution pendant 10 min a 50°C selon les recommandations
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M ( E] VvS %op]e o d@E](] *HE u]v] }o}vv X >[ E % d@R%X] [ B E °

stérile distillée.

2) Ligation
> e «uv E}AES vepl]s S Jve E Ve 0 %0 *U] %>E,y % E J
o do E >]P ¢« ~WE}u P «X >[]ve ES 5 %00 v }v VvSE S]}v
plasmide dansuv u]Jo] p E S]}vv o }vs v vS TiR> S u%o}v o]P S]}v

<p o[ viCu d& E >]P ¢« U idf *uE o Vp]EX hv }vEE€E€o 3 P

vérifier que le plasmide pLNHX digéré ne se referme pas sunélue.

3) Transformation bactérienne
WIHME o u%o](] S]}v H %0 eu] U v}ige pS]o]e}ve o olu Z o {

Ju% S VS e Ar 8§ dKWil ~/vVA]SE}P veX e elu Z e % EU S5 vV
o[ u%o](] S]}v M %0 *u] [JvS E!SX > + 0 SlgplasmidessfdiEpar C Vv
o[ <u]*]S]}Vv [HUV %0Z V}SC %o E ]S v o[ u%] Joo]Jv }v( & %

§ E] « ,fir }u dKWii -BOC @#t mises en contact avec le produit de ligation

Les bactéries subissent alors piemier choc thermique de 45 secondes a 42°C puis sont replacées
ve o Po X Z} SZ Eu]<p % Eu S o[ VSCE L %0 eu] Ve O
sont ensuite diluées dans 500 L de milieu SOC (8uiftizing bacteria + 20 mM de glucose) e
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), contenam antibiotique de sélection comme [ u%o] ]0O]v ~i
pg.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.

AYMini-""+"f"f—c'ee 17

Une miniprep est une technique permettant d'exéire une petite quantité (108g a20... P|JADN-

sous forme dgplasmideprovenant de bactéries ayant subi une risfiormation, le plus souvent

effectué sufEscherichia cal

Un milieu de culture> p E | E}SZ *u% %0 u (BOOug mi-%pésfl ersgmencé avec une
colonie <[ & wiéveloppée surle milieu LBagar antibiotique, % GE}A v & bdqgiérie

transformée avec I@plasmide Aprés la croissancen milieux liquide la culture est centrifugéa
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13000 g pendant 1 mirLe culot bactérien récupéreé est ensuite traité selon les meoandations

H( &) vS pl]ls [ £ASE 3]}V %0 cu] J<p ~Y/ % E % "% ]v D]v] %o

Ju% E v pv 0C-e § E] vv <u]A] [UV %o E](] S]}v M %0 eu]
113 vipge %o }pA}ve E u% E E ip<AfRPRP p[ JES]Joo 5 EJo X >

plasmide élué est ensuite dosée par utilisation du NanoDrop et peut étre conser26e@

B) dE ve( 3]}v E SEIA]EpP % Eu 33 vS 0[] £ % E -
La transfection permet lintroduction délibérée d'des nucléiqgues dans les cellules. Le mot
transfection est un mélange de transmissiorn» et «d'infection». Différents matériaux génétiques

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

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

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

Les rétrovirus représentent I'une des meilleurgspeoches 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'héte de fagon stable. lls contiennent une transcriptase inverse qui
permet ette intégration.En fonction du vecteur viral, la longueur maximale d'un ADN admissible
pour la réplication est habituellement d'environ 8 a 1 Bien que cela limite l'introduction de

nombreuses séquences génomiques, la plupart des séquences d'’ADNCc tpgétreriogées.

Les virus sont créés a partir de cellules HEK GP2, qui sont opsmigér cette production grace

uE P v « P P § dadmiemneft.des cellules sont emansfectées avec un plasmide qui
contient le géneE SE}A]E o [HYXNGD W %>E,y '&WU 3§ pv %0 <u] [
(PVSYg+eX > o 'Wi A}vE 0}Ee+ % E} p]E e« E SE}A]E U <pu] }vE]
surnageant. Celuici est récupéré pour ensuite infecter les cellules cibles avec les virus qui

perm S$$ v S pimét la GFP ou N@X
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C)Yu vsS](] S]}v [ ZECR«qguantifative

1) _&§—"f .. —<‘e ti
>[ ZE §}S o S AESE ]S % ES]E pHo}Se }vsS o \0PQ c@lules OO\
pour RF<W Z o] ] U 1]S Epn o (MeshereyZNagel) »

Dans chaque tube échantillon est ajouté un meXT€CEP (tri@ tcarboxyéthylphosphine)qui est un

agent réducteur fréquemment utilisé dans la biochimie et des applications de biologie moléculaire
ainsi que d tampon de lyseLe tube est alorsigoureusemers A}ES £ % }UE <p ®] ZE %
récupéré On ajoute ensuite | de Carrier RNA (4ng/pL) qui sera centrifugé quelques secondes
avec une centrifugeuse de paillasse dans le butéatkiire le pKa de la membrane de silice lat

répulsion électrostatique d@re I'ARN et la colonne, en augmentant ainsi l'adsorption d&NA

Aprés centrifugation de quelques secondes adatrifugeuse de paillasse, 160> [ $Z v}o 0i9
sont ajoutédans la colonnen homogénéisant par pipetagdin de nettoyer le matériel génigue,
I op § }vsS v vs§ o] esttensdis anyfa dans une colonne de silice placée sur un tube

}Joo & MEX >[ Z v&]oo}v & VEE](HP i1 e }v ¢ {il1iPX

>[ Z vi8]oo}v 3 vep]s P E A puv e<}op3]lv E =40 p ili
HVv]Selpendant 15 min a température ambiante. La colonne est lavée 3 fois avec un tampon de

o AP § o[ ZE S§}S o ASE ]S +S o diethylpyocarborfatej (peMiettant

o[]v 8]A 8]}v ¢ ZE e« eeX >[ Z v800}v 3 }ve EA

2) Dosage des acides nucléiques

Afin de doser les acides nucléiques ainsi que leur pureté, nous utilisons le spectrophotométre
«NanoDrop 2000e Thermoscientific. Le NanoDrop 2000c est un spectrophotometreisiMe
% Eu S$S vs§ <u v3](] E puteté[dds éghadEllons tels que les acides nucléiques a

partir de volumes inférieurs a 1pl.

> e ] e VH O J<u e }vE 0 %o E}%E] S [ *}E & 101 vuX 88 %
spectrophotométrie: 4 pl de la solution de plasmide estdilu  ve 660 Ro [ H ]*S]oo

HA v <pg ESI 8§ UV *% SE [ *<}E v 5 (( 3p VvSE 181 3§ i0
calculée en appliquant les formules suivant&.O 260nm = 1 pour [ARN] = 40ug/ml et D.O 260nm

= 1 pour [ADN] = 50 pmil. La pureté de la préparation est évaluée en calculant le rapport
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[ }JE vV foivu | }JE v T6ivu E S E]*S]«q doitétrdoE}S |
supérieur & 1 pour une bonne pureté.
3) Transcription inverse
La transcriptase inverse ou rétrottee E]% 3 * ~ Vv VPO ]+ E A Ee SE ve E]%3

enzyme utilisée par les rétrovirus et le&trotransposons qui transcéi o[Jv(}@&u S]}v P v §]<«u
virusa ARN en ADd\ pouvant «[]vS PE & ve o0 P v}u O[Z€S Xe>estSE v
nusjoje Ve O E&PCH,ppour fdantifieo[ E % &} % }ES]}vv 0 [ Z0E < V!

produit par la cellule dans un contexte donné.

W}iuE oU ARP [ ZE %& o ouvs ASE ]S S <uvsSlqieU iXo
poly(dT), 20 unité de transcriptase inverseS 1i h []vZ] 15 pE ZE ¢ ¢ ¢}vS %0
volume final de 20ul complété avec du tampon de réaction (Tris 20mM, KCL 50 mM, MgCI2 5mM,

dNTP 1 mM, pH = 8.3). Le milieu réactionnel est placé dans un thermocycleur etpsagreemme

suivant:
RT Etape 1 RT Etape 2
10 min & 25°C
30 min a 50°C Ajout de 1pL de RNase
5 min a 85°C 20 min & 37°C
=L Of
v (]v CoUof E 8§ E p% E uv }v VvSE S]}v AlvPIR >

%o }UE % E % E S]}v Jvi § o< (Jv [} 8§ Vv]E pv gGoncenfdEors]}v (]
optimale pou effectuero «<W ZX >[ E 8§ ve20%C 5} |

4) PCR guantitative

La PCR quantitative permet de quantifier les transcrits produits par la cellule dans un contexte
% ES] pol] EX SS «<«u vsS](] S]}v S v}Eu o0]3genes@eehagedai E <]}
GAPDH, RPL27 et RPL&2¢lle est relative a un témoipossédant le transcrit recherchéigure

14)
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Figureld: Amorces utilisées en gRACR
Le principe de la PCR en temps réel repose sur la possibilité de suivgllvs]$ [ E % E

o[ u]ee]}v (Op}E « v e}v ¢ (]A£ vS *}]S euE& o[ Eoupuro E ]
HV ¢ <U V [ E % & ] ~8 Zv}o}P] d«<«uv 8§ }veX hv ¢ puJo u]v
établi par le programme de la machine & Z v § u% e+ (E o0oX hv (}]® <p 0 <M
permet aux sondes fluorescentes de dépasser ce seuilClcke Threshold ou «Cycle seuib est

}vv % & o[ pStu § ~SE S Pv DAWE}IIIAX [+ 8§58 Ao upE «pu
quantifi E o[ E ( }v elop.(FouEB 3]A

Figurel5: Principe de la PCR quantitative
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Dans m tube Eppendorf RNase Free p23du mix du Kit SYBR Green (Qiagen) est réparti dans des
micros tubes PCR (barrettes de 8 mitubes MX3000Pi % ~SE& § P v « § TR> [ E

sont ajoutés pour avoir une concentration finale de 4fkigure 16

Vi (UL) dans le mix |

Mix pour 9 réactions Ci Cf Vi (uL)
‘Master Mix  2X 1X 12.5 112.5
Amorce Forward 10uM 0.4 uM 1 9
Amorce Reverse 10pM 0.4 pM 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 60C 40X
Denaturation 30 sec 72°C 40X

1 min 95°C 1X

Figurel6: > ep]A] v 8§ u%e* E o [uv E 3]}v W ZX
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[Il. Biochimie
A- D §Z} +» [ v oC- * %0 E}S v -

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

protéinesspécifiques sur une membrane.

a- Solubilisation et é&naturation des protéines a analyser
Un volume de variable en fonction de la nature de chacunéadsntillors est ajoutédans des
tubes eppendorf de 500pl. |2 de détergent Triton a 1% gont ajouté afin de solubiliser les
protéines on ajoute ensuite du SDfans le but de les chargeregativementpour permettre la
migration différentielle des protéines en fonction de leurs taill€s protéinessont ensuite mises
en présence de 320 de Sample BuffelOXet de 2R o -meércaptoéthanol ce qui, couplé a une
]Jv o 8]}v [uv-heure ]a 60°Cles dénatureraafin de les dérouler complétementVoici

comment ont été traités les différents échantillons

Membranes érythrocytaires 200 pl de membranes reconstituées dans du PBS

~}v VvSE §]}v A E] o +co}v ((] 185 [ ASE 3]}ve

- Chondrocytes primaires@20/ A4: 50 pl de lysat cellulaire reconstituées dans du ABS (
pg de protéires totales)

- Surnageant cellulaire200 pl du surnageant dechondocytes primaires dénaturé. (10 ug de

protéines totales)

b- Préparation du gel polyacrylamide
> e J((E vS ¢ % E}S Jv - o[ Z vS]oo}v e+ E}vS * % E v (}
confectionné ici est un des plus frequemment utilisés gelpolyacrylamide En fonction de lgaille

de laprotéinerecherchée, noushoisirons le pourcentage[ @& C o approprié

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

elles migrent dans le stacking gel et s'organisent en fonction de leur moliégel est composé
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de 12% Acrylamide, 0.8% Bis, dH20, 0.5M Tris pH 6.8, 10% SDS o t\Woi TEMEDour la

polymérisation.

La distance de migration dans le stackiegt relativement courte. On ne peut pas parler de
séparation des différentes espéces chimigueéss espécesnt juste le temps de s'organiser en trois
bandes trés proches, sous la forme d'un empileméetbut du stacking gel est donc de concentrer

les prdéines en une bande fine?[ v *p]AE vep]d3 o Uu]PE 3]}v % @EPWNGE u V3
gel» dans untampon de migrationTrisGlycinelX (Ultrapure Tris25M, pH 8.6, 1.92M glycine et

1.0% SDS)

c- Electrophorese sur gel
Un volume spécifique a chacuegdéchantillonsest déposé dans chaque puitsd o o ] [HV
pipette. Les protéines des différents échantillons seront séparées selon leur tailhs. & gel
polyacrylamide de 1%, les grosses protéines migreront relativement facilement a trawss |
mailles du gel et devraient étre bien séparées. Un couloir est réservé ameargueur» ou
« échelle standard, une mixture de protéines possédant des poids moléculaives des marques
de taille de séparatioméfinis permettant par la suite de situda taille de la protéine [ntérét

recherchéela migration dure 2h30.

d- Transfert sur membrane
Une fois la migration effectuéde gel est récupéré et la partie skacking» est éliminée.Trois
feuilles de papier Wattman imbibées de tampon de transf@@0mL d'eau distillée, TinL de
tampon TrisGlycine 10Xt 200mL d'éthanol 100%le gel, une feuille de nitrocellulose et 3 autres
papiers Wattman imbibésont ensuitedéposé dans unappareilde transfert électrophorétique.

Cet ensemblestrecouvert detampon de transfert(Figure 17)

Figurel?: Organisation du transfert sur membrane de nitrocellulose
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La fixation des protéines a la membrane se fait grace a des interactions hydrophobes et ioniques
entre la membrane et les préines. La membrane de nitrocellulose estodante», c'esta-dire
gu'elle lie toutes les protéines présentes dans I'échantillon de la méme fagpnS %o SE ve( E

une durée de 2h30.

e- Blocage et révélation
La membrane de nitrocellulose ayant des piéfes de liaisons non spécifiques, il est important de
saturer tous lessites de fixationLamembrane de nitrocellulosest pour cela trempéelansune
solutionde PBS Tween l1&claquelle on ajoutd% delait sans matiére grasse. Ainsido o[ i}us
desanticarps primaires et secondaireses dernierspourront se lier uniqguement augpitopesde

la protéine cible.

Apreés la saturation, 3 lavages de 5 mont effectués dans du PBS Tween 1f4v [ o]Ju]v E S}
excédent de protéines non liéekes antiorps primaires sondilués au 5008me, ajoutésa la
membrane de nitrocelluloset laissés en contact pendant une durée allant de 1h a 3h, selon

o[ v§] .1@ssembranessontlavés3 foisau PBS Tween(]v [ oJu]v G o - viv (]&E X

Une fois la membraneo A U 00 +3 ]Jv u A ECtEnhgremeds Chemijiminescence)
durant 3 min. En effetesanticorps secondairesont couplés a de la peroxydasgyi va réagir avec
of > & % E}A}cp E o[ u]ee<]}aiest defeatfe@adés cam@ra€CD qui restitueront
une image numériqueles bandes protéiques sur lesquelles se sontsfigg anticorpsL'image est
analysée par densitométrisur automate de lecture BioRapgermettant Evaluer le taux relatif de
marquage de la protéine []vS @& & buantification des résultats en ternde densité optique.
(Figure 18)
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Figurel8: Principe de révélatioreCL
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2) Quantification par méthode ELISA

La méthode immunenzymatique ELISENnzymelinked Immunosorbenfssay) corregnd a un
dosage immunenzymatique sur support solide. Cette méthode est principalement utilisée en

Juupv}io}P] %}pE S S E 0 % E Vv [uv vS] }E %o }p [pHVv VS]P

>S[ >/ 8§ pv § Zv]<p ]} Z]Jul<p HuS]o]€ES - Xv>] e estspedEdué
o[ V8]P v U § v ]Je <p o[ uSE E P]% Aanticorps e} asboanughe & unes]P v
enzyme. Cet anticorps secondairde Eu SU VvV % E °* Vv [V e eSE S ZE}IU}P

signal par la production pu produit coloréquantifiable.

Nous utilisons ici la méthode ELISA de tymardwich». Cette méthode présente de nombreux
avantages comme une haute spécificité du fait queanticorps sont utilisés pour capturer et
dét § €& <% ]J(]<pn u vS etfe meiidde ext appropriépour les échantillons complexes,
sanspurification préalable Enfin, elle permet ne haute flexibilité et sensibilité car a la fois les

méthodes de détection directe emdirecte peuvent étre utilisées.

a- Récupération des membrarge
Le lysat de membranes érythrocytaires estupéré comme décrit dans le matériel et méthode
lavage est répété plusieurs foi]v [ oJu]v E §}jhémogl@bine dans le surnageamar
% E& uS]}vU o[ V8] %o E fSgmeAldrich c®@r#. 0 SMjril EDTAree Protease
Inhibitor Cocktail)est ajouté au PBS ety po0}S uu v (Jv [ A]8 & 8}us .
%o E}S Jv ¢« [JvS E!S %o & ¢ vS ¢ o0 PE uE( X

b- Protocole de marquage
>[ vS] } E %o -UhAC b 288/Abcam)polydonal est incubé toute la nuit a 4°C sous
Iégére agitation dans une plaque 96 puitdufc96-well plates Thermo Scientifigans un volume
de 100ul a fig/ml de PBSTween Le lendemain, trois lavages de chaque puit avec 300uL PBS tween
1% sont effectués. Isesites non spécifique®st saturés pendant 1h avec 300 de Bvine Serum
Albumine 1% (poids/volume) a température ambiante. Les puits sont de nouveau lavés 3 fois de

suite au PBS tween.

Lesprotéoliposomes purifiés (gammallant de 0 a 3g) et les échatillons membranaires sont
déeposes dans la plaque et incubés 1 heure a température ambiante. Apres trois nouveaux lavages,

un premier anticorps primaire artyDAC1 ali4734 (Abcaminonoclonal dilué au 1/10@me est
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incubé 1 heure & température ambiantpuis lavé 3 fois au PBSveen. Le lavage estp]A] [pv

second marquage [pv  Z pCE S U% E SpEO[ p ] YAV VvS] }E % = }v ]

mouse couplé HRSpat antiMouseHRP- Thermo Fishgr

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

présent etdonc a la concentration d'anticorps dirigé contre la protéieeherche. (Figure 19)

Figurel9: Piincipe de I'ELISA type "sandwich"

B D +uE o[ &]A]% }EC IE p § »

a- Amplex Red
Cette technique de dosage en fluorescence permet de mesurer la production de peroxyde
d[ZC E&}P v % E < une@ptivité oxgdase

La NADPH Oxydase 4 possede antvité constitutive et peut former des dérivés toxiques de
O[} ECP v eZKPP]S E p S]}v O[}ECP V % & & vbQui *3 o]
peut sedismuter *% }vS v u v Vv % E}AC 0040 &}tREvVo[]vS Ela | |E

superoyde dismutase SOD.

En présence de peroxydagdRPU o[ u%.o0 A Z ~ii SCo TU6 1ZC E}AEC% Z
lesH.0; (}EuU « A MV 87 Z]}UWBI@E%o }LEI %o E} M]E o0 €E }EMU(]V U %
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fluorescent rouge, Rbsorption maximum a 57Ilnm et émission maximum a 585nm. La
(OM}E * vV uje Adivu % & « A& ]S S]}v ATivu 8 % EBEDH% }ES]
totale formé parl OOMO *X Kv u suE ]ve]HO, déts @fulps ik vapdort a une

P uu [ § o}vv RO, 5x10 cellules dans 20ul de PBS sont mises en présence de 100pl de
milieu comuncontenant 0.1U/ml de HREt 50RD [ u% o0 AZ Ve H W ~X > ]v
(OpM}E » Vv 3 eu]A] E Je}v [uv 0 SUE %o E Uu]VHS %o V

FluoOmegaStar

b- Chimioluminescence
Les ROS sont détectés I'aide d'un dosagea base de luminglqui permet la détectionpar

chimioluminescencd.e dosage a étéécrita l'originepar Keppler et al. (1989)Albert et al, 2013).

La réactn se déroulant en milieu basiguo - E]A « E §](- (ici loH2@)CARyde le
luminol (3aminophtalhydrazide)Le produit formé, le @minophtalate, se trouve dans umveau
[ v &P] £ 18 § S ve( E S v EP] R %S UWE ~%}ES

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

Les cellulegntiéressont utilisées a 5xfans 50 pL de PBS 1X. 200 pL de miactionnel sont
ajoutés au culot cellulaire (Glucose 8M, Luminol 2mM, HRPO 500U/n#BS+ ac MgCI2 et

CaCl500 mM). Les échantillons sont incubés 1 minute a 37°C.

>[ u]ee]}v ¢ %Z}3}ve 5 ep]A] % v v3 iZil A pv u cpE 3}p:

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

c- Activité réductase paréduction du WSTL
Les GR sonttilisés % }UE pv u *uE réductadeaysc le Vdter Soluble Tetrazoliuml
comme substratLe culot de GR est reconstitué dans 200 pyl de tampon RBS [} § V]E pv
sUue% vellv [ ECSZE} CS « .i200 fde WSTHL &16 mM, pl de Rra Méthyl
Qulfamide (PMS)0.25mM et 2 pl de glucosée00 mM sont ajouté a ces 200uDes contrdles
négatifsen absence de GReulementavec 200 pwST1a 10 mM et 200 pl de tampon pour

obtenir un volume final de 400 ul songj@glement effectués.

Aprés une incubation de 30 min a 37fCmeélange réactionnetst centrifugéa 200@/5min. 200 pl

de surnageant sont récupéré dtlués au demidans 200 pl dé°BS en cuve spectrophotométrique
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de 1ml pour une lecture optimale a 438 nkre témoin «lanc» est constitué du milieu réactionnel

esS SE ]S }tuu pv Z vS]oo}v e ve O %o%o}ES Po} po « E}puP X

Ce méme test a été réalisé en utilisant seulement les membraee$x1§ érythrocytes afin
[ oJul]v E o pE }vS vpuU erféretdansd @oshge TepVROS.

V. Expérimentation animale

Les modéles 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
grandementa notre compréhension de la fonction des genes individuels, les mécanismes de
differentes maladies, ainsi que l'efficacité et la toxicité de divers médicaments et produits
chimiques. Les génomes de plusieurs organismes modeles ont été séquenceés, et deuxomb

géenes sont conserveés entre organismes modeéles et humains.

A- La souris C57/BL6
> o0]Pv i >I0U P ouvd %% o — A6 o | 0—U o— AvVv§ P
reproduction facile. C'est aussi la premiere lignée de souris dont le génomé anéerement

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

- Le plus commun est de servir de modeles physiologiqgues ou pathologiques pour des
expériencesn vivo,

- Elles sont souvent utilisées pour construire des niesliéle 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 Nowr#t été quant a elles créées au sein du laboratoireDduKarl Heinz

Krauze.
B- Objectifs scientifiques
1) Le projet
> u} po §]}v o[ 3]A]3 }AEC - E}EDS %}uEE 13 ISE pv }ud]c

0— ESZE}e X Ve % E}i SU vipe % E A}Clve []Jv ul]E pupuv (ESZ
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bilatérale du genowl []} -hcétate monesodium (MIApu [JvSs o pl]lv i 'S U JUE]"
et C57BI/6Nox4 KO. Deux groupesde huit souris C57BL&eront traitées per os tous les jours par

un inhibiteur spécifique de Nox4, pendant 8 semaines.

Enfin de% E}5} }o U «}]8 6 » u Jv e %CE « o[Jvi &§]}v D/ U 0 s s}pc

dislocation cérébral.

2) Les animaux
E}ue pus]o]e E}ve o sJUE]" pHoS ¢« vSE o0 S 0 cu v e U VES
vi]vs E( & A . Pansune éfude récemment publié@Ambe K et al 204), 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 smuiagées de 18 semaines. Aimsifre étude sera meée sur des
sauris adulte jeunes.>[us]o]e S]}v JHLE]E(@ ad *0% }u ESZEHg facdbr Eu S
JIV(}ES o of o-&sduris pafcage donc dans un environnement social satisfaisant pour

les animaux

3) Points limites

[uv u v] E P v & aninthl B49s8 ou souffrant esteuthanasié. La durée des

E% EJu vS S]}ve 3 (1£E O «ulv e %E « o[]Vettedfée BkgeE S}p:
permet aux souris développant une arthrose de vivre avec un faible niveau de douleur ou de

contrainte.

Une surveillace quotidienne des souris egtalisée et un index de souffrance esalculé selon les
critéres listés dans le tableau-a@ssous avec un score cumulatif limite dewddela duquel les
souris sonsacrifiées dananiére précoce comme indiquékes pesées somebdomadaires a partir

H ns of £% E] v U Jve] <p 0 8 8 pn Z}8 E} U «pu] » EAJE

fonctionnelle (Tableau 1)

Tableaul : Points limites adaptés

Modification physique Pertede 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 alimentairest ele | 1
toilettage
Etat général Plaie de léchage de la région douloureuse 2
Phénotype arthrosique Temps sur le Rotarod <50% des contrdles 1
Phénotype arthrosique Raideur du genou 2
Phénotype arthrosique Paralysie des membres postérieurs 3

4) Déclencheete— T+ Zif”—S"'et "f” co@®f..—<'e «Zf-%"fZ%
(Jv [Vv *SZ ] E 0 ¢ «}uE]*U vegieng.if dg KetamingO0mg/kg, et xylazine
ifiuPlIPU A v3 []Jvi & E 0 « «}opid]}we o0 B/gepdax.[/o0

Ve O & [UVv  SHu  %]0}S U v}iGS7RIBSM ] GWeSTet} fEJepv ,dfni S]}v
pbtenir la courbenormalede progres sur le Rotad, 2animaux injectés avec du PB&ur vérifier
o[]vv} u]S §8 Jvi S]}v e}ue etdBdAimdux Mjects®A600ug dans 10ul,
ou IL1beta 2ng dans 10pl.

>[ SH % E]JV 1% o *S JEP V] uv] E } S viisE J(( E vSe PE

- G1l:injectées avec le véhicule

- G2:injectées avec le MIA 600ug, 10l

- G3W ]Jvi 8 A o[/>i § U 1vPU iiRo

- Gb:idem G3 et traitées per os comme G4 (IL1beta+traitement)
- G6: Nox4 KO injectées avec le véhicule

- G7: Nox4 KO malades (injectées ale®lA 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 peseées et passées au Rotarod deux Bugant diaque semaine (8 semaines) ilyra pesée
S %o ¢ P U Z}8 E} % }uE spu]AE o[]ves 00 §]}v o Pl!v (}v s
%o ¢ E}IVS T (}]® % E « u]Jv Vv E ]}V o[ A}ous3]}Figaredad) %o E}

Figure20: 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. Lanimal est placé sur une tige horizontale qui tourne autour de son axe longitudinal;
I'animal doit reser en équilibre. A v§ o[ £ u3]}v VISE S *SU 0 ¢ c}uE]-
% V VS %oOpe] HE® » U ]V * u A SE}] (}]s % E <« Uledrwduvel(]v <]
environnement et auRotarod. Lors des tests finaux, 3 passages par souris omegliéés, et les

moyennes de leurs performances (Vitesse et temps) ont été compdfégsre 21)

Figure2l: Test de motricité, le Rotarod
‘e[ A Vv]u PAE ~E S }u IUE]ee *}VvS %0 e efllE&tempsde@®@@ionuest}vs o
déterminé dans un programme progres$ie €& o[ A% EJu v8 § pEX > § U%e* <gug U S O]
EE P S uv Jv] [ A‘Ou S]tv o[ <ulJo] E-WSEP JFE]w sEw - X} E
est souvent utilisé pourmeE v A] v o ¢ (( 8¢ [puv GE&}Pu }u [pv u} J(1 SIh
coordination motrice.

7) Histologie

Les prélevements, quels qu'ils soient doivent étre effectués avec le plus grand soin, car leur qualité
conditionne directement les possibilitédétude. Tout comme le cartilage humain, le cartilage
murin seradétartré Decalcifier SAKRA TDE 3Mayerteck Tissug)rincé dans de l'eau distillést

intégré dans de la paraffindDes sectionsseront ensute posés sur des lames dgolylysine et
dépamaffinéespar traitement au xyléne Les lameseront ensuiteincubéespendant 40 rm a 98 €

dans une solution d'EDTA a un pH ddr8itées avec du peroxyde d'hydrogene a 3 % pendant 10
min a et incubées pendant une nuit avec mnticorps mAb NOX48E9 (2A0) Apres 3 ringcages

dans PB8u 1X les lameserontincubéespendant 45 min avec un second anticorps conjuguaé a
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la péroxydaseavant révélation. Le noyaseracoloré par I'hématoxyline Sur le cartilage humain
pour nos premiers résultatsette étape a été réalisée en collaboration avec le Dr Corine Dupuy de
0[]ve3]3pus 'Hed A Z}peeCX

> ep]s VISE % E}i § }v E&v vS o[ Sp EKyd epE u} o wup
histologiqgue de NOX4 dans les articulatates différents groupes etelon eur traitement. Les

P vVvipAgE < J(( & v8e PE}U% < }wblevEpeEfiessS 1§

V. Analyses statistiques

Toutes les données quantitatives ont été générées en utilisant des répliques biologiques en triple,
sauf indication contraire, et sont expréas en moyenne plus un intervalle de confiance de 95%. La
normalité des données a été testée par un test Shapidk. Pour chaque expérience, les valeurs

de P ont été déterminées en utilisant un test de Student apparié. Toutes les analyses ont été
réalises a l'aide de StatView (institut SAS, Etétss).
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-  NOX4 et les chondrocytes primaires

A- E%E ]}V o[]*}(}&EuU E}AEDI ve o< Z}v E} CS « %

La famille des NOXnzyne dédiées a la production dROS, peut jouer un réle majedans
réponse a la stimulation pddq £*t, comme le suggere les résultats du laboratoire obtenus sur la
lignée chondrocytaire -20/A4. Pour confirmer cette hypothésghez les patientsdes chondocytes
articulaires humains (HAC) ont été isolés et cultivés aprés préeeversur tétes fémorales
L'expression de 'ARNm des différentddADPH oxydase®NQX1 a NOX5) ete leur partenaire
p22phox a été évaluée par PCR. Conformément a nos données pdamtes meneées sua lignée
chondrocytaire €0/A4, nous observons une expression de 'ARNmM de NOX4 et de son partenaire
p22phox dans les chondrocytes primaires humains. En revanché&lnliARRs autres isoformes de
NOXV|[ ¢S %o -« § s U * ] P v meSlaBs&uedisoflarme de NOX exprimée dans les HAC
(Figure22). L'absence de NOX2galementéte verifiee par RPCR en temps réel.

Figure22: Nox4 est la seule isoforme présente dans les chondrocytes primaires
>[ ZE + aété extrait (n = 3) etetro transcriten ADNc comme décrit dans la section Matériels et Méthodes. Des
amorces spécifiques ont été utilisées pour amplifier I'ADNc codant pour les NOX de 1 a 5 et leur partenaire p22phox.
DesADNccodant pour les NOX deal5 ainsi que pour p22phox ont été utilisés comme témoins positifs.

Pour confirmer I'expression de NOX4 au niveau protéique, des essaimohistochimiquesont
été réalisés sur des sections de cartildgenain de la hanchelLes résultss montrent un gragent

[ A %o (E des NQX4 faible en partant o [ beuschondral et plus important da surface
articulaire du cartilaggFigure 3). De plus,NOX4a également été déetect® ex vivodansles

chondrocytes primaires humaimar Western Blat
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Figure23: Expression graduelle de NOX4 in vivo dans les HAC
Marquage Juupv}Z]eS} ZJu]<«p 0[]*}(}E&uUu EKyd -nE e o S]}ve ES]Jo P Zpu v
purifiés et deslg non spécifiqgue Photographié et imprimé a un grassement final de x500 pour les images
supérieures, et x1000 pour les images inférieuN®X4 esexprimé progressivement dans le cartilage humain a partir
du c6té de l'os a la surface articulaire. Ce résultat est représentatif de n = 3 sections dgeartil

Pour finir, & forte expression de NOX4 a été confirmée paroscopieconfocale notammentdans

la région péri nucléaire et a coté dentembrane plasmique ddHAC(Figure 24).

Figure24: Expression protéique de NOXians les HAC
(A) > A% E +]}v S o HNPXé peéyaluée par immunoblosur 150 pg de protéiretotales humaines
solubilisées dans 1% (v / v) de TritcA00 (n = 3 patients).e contrdle positif, a été obtenu a partir de cellule20ZA4
NOX4. (B) Les chondrocytes primaires humains ont été cultivés ex vivo (passage 1) et fixés avec de la
ParaFormAldéhyde perméabilisées et ont été respectivementirquéess avec des IgM non spécifiques ou bien par des
anticorps NOX4 8E9 (rouge). Le noyaucesbré avec du Hoechst 33256 (bleu). Ce résdsireprésentatif de n = 3
patients
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Ces résultatsde RTPCRde W «§ (Ev o0}SU [Juupv} Z]eS} Z]u] S u] E}e
montrent pour la premiére fois quANADPH Oxydase 4 est exprimée dans lendtozytes
primaires humainsContrairement a la lignée de chondrocyteumains G20/A4, NOX4 est la seu
isoforme de NADPH oxydase a étre exp@nBans le cartilaggNOX4 semble étre plus exprimee
vers la surface du cartilage. Au niveau de sa localisaidcellulaire NOX4 semble étre plutot

exprimée de faconintracellulaire.

- | e—1"7Z1+—ectdesles?ROS

A- L[L-1 t module la production de ROS dans t@#sndrocytes humains

>[]vS Eo pl]v it 8 o—pv * %o E]V % 0 ¢ CS}I]v * Ju%oo]<H Ve
effets biologiques sont médiés par lgenération de ROfook et Howell 2001, Grange et al.

2006). Lestress oxydatiyant un réle centratlans I'arthrose, nous avoroncdécidé d'dudier le

réle des ROS daries chondrocytes primaires humain€es cellule®nt été extraies de tétes
fémorales apres chirurgieNous avons d'abord évalué I'impact HIL- i t sur la production de ROS

Aprés 24 de stimulation par 'HitU v}ps A}ve } ¢« EA pv  pPu vs 3]}v ¢]PV]
production deROS par les chondrocytes primaires humawsc une valeuoptimale de 2 ng/ml

d'IL- i t XFigure B)
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Figure25: Nox4 est unes } u E ui pE ZKN 0}Ee [pV ILs&]Juwe $HAQ % E O
Les chondrocytes primaires humains ont été cultivés en I'absence de sérum de veau foetal et traitésifgar ML
guantité croissante (de 0 a0lng/ml) pendant 24h. Les cellules ont ensuite été recueillies et la production@e H
totale a été évaluée par la méthode Amplex Reec5x10 cellules par puits. Les résultats sont exprimés en unités de
fluorescence relative (RFU) et ont été acquistésuesminutes pendant 60 minLes 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 permettentde cdj Eu € <u  Vv}v e« Hid stimulg lapgroduction de ROS dans
les chondrocytes primaires humains, mais ils nous ont également permis, grace a une gamme de
concentraS]}vU [ § o]JE o JdePnghtbJ]JuSo®E&o pll]lv % }puE o0 <p 0 o0 %

ROS est la plus importante.

B-M} pno S]}v [ A% E <]}v -tE}AEDI % E of/>i
Nous avons ensuitétudié l'impact fonctionnel de NOXgurla production de ROS induite pard'lt
dans les chondrocytes primaires humains. Apres 24h de stimulation pdrtldL2 ng/ml, nous
avons observé unaugmentation significative du peroxyde d'hydrogene@) produit par les HAC
(Figure B). Dans ces conditionsexpérimentales nous constatons qud'addition de DPI, un
inhibiteur des NADPH oxydases, entraine une inhibition significative de la producid®O&b
provoquée par la stimulation par c*ILt U <u] *uPP & sNOX@=89la synthése de ROS

par les chondrocytes primaires humail$achant dorénavant que seule la NOX4 est exprimée dans
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les HAC, ce résultat désigh®X4comme ayant un réle darda synthese deZ K™ u ] %1E Of/>
t.

IL-1t

Figure26: Etude de la production de ROS dans les HAC
> e Z}v E} CS ¢ % E]Ju JE « Zpu Jve }vd § po3]A e v 0- v NS& % V V§
pendant 24 heuresLa production totale de H202 a été évaluée par la méthode Amplex Red en utilisant&ki@s
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 l'exmrce. 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'tilisation de GKT 13690an inhibiteur pharnacologique spécifique de NOX4mantré

un effet similaire. Le traitement avec des inhibiteurs de la NO synthase (L195 NOM) et de la chaine
E *%]E 3}]E u]d} Z}v E] o ~ }uu of 1] }u  bhes}@Bondoocyt€s}S v}v
primaires humains, n'a pas affecté la production de ROS mesurée détectée par la méthode de
o[ u% o MEEZultats non montrés) e« }vv « E Vv(}E oque NPK4 serait la source

% E]V 1% O ZKN o}Ee [pv-itSlupm 3]}v % E 0-/>

Pour confirmer cette hypothésenous avons évalué l'impact de {'llt *p@E o[ A% E <]}V
ainsi que de son partenaire p22phox. Les résultats montrent umgnantation significative des

deux partenaires comme constaté par Western Biogure Z).
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Figure27: Augmentation de Nox4 et de son partenaire pgox o} E+s [puv *S]Jupo S]}v o
Western Blot révélaniNox4 etp22, réalisé a partir de 50R P % E}S v e« en[{anporCRIFA et anti
protéases issu de chondrgtes primaires. Nox4 et ppRBox sont mis en évidence par des anticorps primaire
monoclonauxde lapin et de souridirigés contre Nox4 et p22 eted antcorps secondairganti Ig de lapin et de souris
utilisésau 1/5000éme ecouplé a de la peroxydagd). >[Juupv} § S]}v ¢ v o 5 Jeep A ulv [ 4
a la caméra BiRad avec le kit ECL. Nox4 p22 sont mis en évidence & 22 kDa et 65 KRBalt@eest représentatif de
n = 3 patients(B)

> e J((E vE e uesu®E « [ 3]A18 ¢+ Jve] <u o[p3]o]-dé&dINADRRIVZ] 13
}AEC o oU EKyd }u [ uSE -lestgde@®OBesigient WOX4H comme étant la source
principalede ZK” u ] %o-1Edamf/les HACQes résultats de western blahontrent une
HPu vS S]}v  essipndocdmplexe NOX4/p22phox qui suggéreque le mécanisme
conduisant a l'augmentation de la production de ROS partiL ve 0 -« 0 o [impkqyele

complexe NOX4/p22
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- ‘oot —Fe  teo JsbeZi” Zit8 "Feec'e t1o
meétalloprotéases

A- WE} p 8]}V DDW o}&e [pv-i¢tS]Jupo S]}v of/>
Nous avons précédemment montré que les ROS générés par Nox4 régulaient la voie de synthése de
la metalloprotéaseVIMP-1 dans la lignée chondrocytaire20/A4 (Rousset et al, 2003 Dans cette
o]Pv oopo ]E U-id[% J&E]W}][/>E}P vunelaugmhtation significative de la
sécrétion de MMPL et MMP-13, sous la dépendance des ROS produits par NNis avons donc
voulu évaller I'impact des ROS générés en réponse ailtiLe yE o0 *CvSZ « § o o] & §]
cette foisci surles chordrocytes primaires humaingar deux techniques différentes,[ } @en

Western blot(Figure 28puisen RTPCRFigure 29)

A. B.

Figure28: Quantification de I'expression de MMR et MMP-13 par les chondrocytes primaires

suite a e stimulation a I'l1b.
Les chondrocytes primaires humaimst été cultivésen l'absence de E pu A p Aptds arXtraitementle 24
heuresavec de I'lLi t et avec différents inhibiters (TironDPIl, COPP et GKEf protéines ont été extraites partir du
surnageant ce culture des chondrocytes (n = 3)ret analyse par Western Bldes métalloprotéase8IMP-1 (A) et
MMP-13 (B)a été réalisées.

[UV % ESU o0 ¢ & *posS S u}vsSE vsS puv HMPu vsS -§]18tvMMRIB[ A %o E
significativedans les3 patients différentanalysés

[ MSE e @rieUnduction de la transcription o[ Z E uMMP-1, MMR13 et ADAMTS4 a
egdement été détectée par RPCR quantitative(Figure 29. Afin dedéterminer le réle de NOX4,

nous avons traité les cellules awdifférents inhibiteurs pendant 24 heures, le CoRPTiron, le DPI
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(inhibiteur des flavoprotéinespu encore le GKT13690(inhibiteur spécifiqgue de NOX4fin

[nhiber son activité Nous avons pu constater que-1i}us o[]vZ] 15 HE& CoPPEKyoU
diminuait considérablement la synthese de MMP MMR13 <S]Jupo %o lHEE D [C>VS %o o
o[ vS] }E % JE]P }VS<€E]vV DWEEE po }E 3}]E U vipes v[ Alve %o

expression par western blot.

Figure29: Quantification des ARN de MMR ADAMTS4 et MMR.3 par les HAC suite a une
stimulation a I'll-1b
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Les chondrocytes primaisehumainont été cultivésen l'absence de E pu A p Aptds arXtraitementle 24
heuresavec de I'lLi t et avec différents inhibiters (TironDPI, COPP et GKTARNtotal a été extraita partir [ AC(n
=14) etune analyse par RJ-PCR deo [ \Zde MMPR1 (A) et MMP-13 (B) et ADAMTS4C)et ont été réalisées.

Comme pour la lignée-2D/A4, les inhibiteurs de NOX4 ont comme conséquence une diminution
[ £% E <<]}v -1. BD D&Mt des résultats non statistiquement significatifs, nous avons
obseneé une tendance similaire avectiaitement par le DPI etle GKTpour MMPR13 et ADAMTS4
Cette tendanceest confirmée au niveayrotéique sur les chondrocytes primaires humains Kur
patients. Cependant, alors que S&E ve EADABTBAemble étre dinmuée par les atres
inhibiteurs, aucun effet d@GKTv4 été observé, ce qui suggergu[ D d N\d§st pasmodulé par

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

Ces résultats montrent une forte augmentation du niveal /Z %siddde MMR1 et MMR13
libérées dans le surnageant de culturesd¢AC apres 24eures de stimulation par IHlit. Ce qui
IV(]JEuUu o ((-& ep@[/oof pPu vs §]}v 0 % @&} u S]}v -mémdes|o } %o E

responsables de la dégradation cartilagineuse.

Nosdonnées démontrent quéa synthese des métalloprotéases mésljgar I'lL-1 t est déclenchée
par une production de ROSe<données utilisant des inhibiteurs de NOXduggérentun réle

significatifde NOX4 @ns cette voie pro catabolique.

B- Les R@ dans la boucle autocrine-Ii.t/ p22phox
Il est connu que leprocessus inimmatoire joue un réle importanto[ ESZE}vyS Eo pl]v it
interviendrait dans une boucle paracrine/autocrine et induirsé propre néosynthéseans les
chondrocytesprimaires humainsce qui maintiendrait les voies precataboligues menant a la

dégradation du cartilage.

Nous avonsoulu savoirsi l'inhibition de NOX4 paait avoir un impacsurla synhese d'lLiten
qu vS](] vS o % E} p S]}v [ 4EHteh RIBCR.8g0Eexplession protéiqupar les
HAC par méthode quantitative ELISA. ;N0 A}ve P o u v3 3Sp] 0 % @E} pu 3]}v
% ES v |E EKydU % 11%Z}A& (]v ofl/e}des imiliEeury s¢( s& synthese
[ ZEX
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IL-1t
B.
IL-1t
C
IL-1t
Figure30: >[ 3§]A]S EKyd u JvSs] v o }u o CE]pnS} @blptRal % E

surexpression de p22phox.

Les chondrocytes primaires humains @été cultivés en l'absence de sérum de veau faedgirés untaitement de 24 h

% Ei0[B> i}usS []vZ] 1S UE- EKyd ~ W/ § d]JE}veU o- ZE §}S o § AESE 8
l'analyse par RW Z «<p v3]3§ 3]A oL tZ(E) et p22phd*(C).La lgnée chondrocytaire 20 / A4 aété

traitée ou non par II'itlb et des inhibiteurs de NOX4 (Tiron et COPP). Aprés 24 h, leescsebut lavées 3 fois pour
éliminer I'll-1t A}P. Apr ¢ 10 Z *u% % 0 u VBt h€Bsyhthébigéd >est évalué par méthode ELISA dans le

surnageant de cturre cellulaire (B)

Evaluépar RTPCR quantitative, le traitementar I'lL- i t augmente de maniére significative la

% E} U S]}v [ HlEiu. L'utilisation du DPI ainsi que du CoPP (activateur de la synthese de
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HO1) diminue de maniére significativexpression deo[ ZEu oFfitU <u]  }a ynégs
réduction delibération it A ou % E § <5 >/ ve 0 spdSvcelulesdela pos|
lignée chondrocytaire 20/A4. En outreJa stimulation de laS& ve E]% S]}v %0 10060 Z} AE
semble également réduite par le traitement &Pl etau CoPP u v] E S& vP U o[ ZEu
% ES v ]E EKyo Ju]vp X E *posS § % US %o E J]SE ]Jv }Z E vs§
protéine est augmentée, mais peut étre expliqué par une stiibn au niveau de la membrane

par p22phox(Figure 30

Figure31: La voie de signalisation de NOX4 permet la médiation du catabolisme chondrocytaire.

Apres interprétationde nos résultats, nous pouvomsoposer un modéle deysteme de bocle

us} EJv 1% E& Lk \Letraitemjdntdesciiv E} CS ¢ %o (E]u -lidEcond%it a&ine [/ >
augmentation de synthese deo Fi* dans les HAC(Figure 31) Dans un premier temps, la
surexpression de I'ARNm de p22phox augmelaestabilisation de NOX4 au niveau proiée et
augmente la production dwee E} A C -Z2C E&}P v «<«pu] P]S }uu pvu ]S pE
MMP-1, MMR13 et ADAMTS4, ellasémes responsables du catabolisme de la matrice
extracellulaire des chondrocyte€es mémes ROS viendront a leur tour augmenterytdhgse

[ ZEe p22phox et ainsi alimenter cette boucle délétere qui fini par dégrader le cartilage et

% E}A}cu E o[ ESZE]}-
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Ensemble, nos résultats démontrent pour la premiére fois que la boucle autogarsrine de I'lL
it Ve 0 Z}v E} CS ¢ % E]Ju J]E « Zpu Jve %0 VvV . Nesldonrf&ed
utilisant les inhibiteurs DPI et CoRnfirment également que NOX4 et p22phox pourrait &tes

meédiateursde cette boucle augmentantia néosynthés I[- i tainsi que les voies cataboliques.

£} p s
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IV- Nox4 dans les chondrocytes primaires

arthrosigues

A- Modele de surexpression de Nox4 et p22phox par rétrovirus
Ve O HS [ SH ] E o0 }ve <cpv ¢ [UV *uE A% E <+]}v a EKyO
transfecion par rétrovirus est le moyegue nous avons choisi afin de swuprimer NOX4 dans

notre lignée chondrocytaire-20/A4 (Figure32).

Figure32: Création d'outil de surexpression de NOX4, les rétrovirus.

Aprés création du plasmi % >E,y EKydU EVv] E <3 }SE ve( § A o0 %ddansg] [ VA ¢
les cellules HE&P2293 afin de produire des rétrovirus NOX4. Les cellules de la lignée chondrocy28it®4Csont

ensuite infectées par les rétrovirus NOX4.

Nous A}ve 3}us [ }E A E]J(] o[ uPu v8 8]}v [ £ % E <]}V 0 %o
E eposS Se ujvsSE vS puv HPu v3 §]}v «]PVv](] 3$pdr westeor biatdarE ««]}v
o ° OOpHO * Jv( 8 * % E 0o E SE}A]E -0 NPXa Rimsv §ue devson o z
partenaire p22phox a également été démontrée parR® PCRFigure 33). Notre outil de

‘UE L% E *+]}v 5 }v A o] U 8vs p Vv]A o[ E% E <]}V

[ ZEuX
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Quantification CYBA et p22phox ARNm pardPICR

G20/A4 20/A4 RV NOX4

P22 Nox4 /actin (fold change)

G20/A4 20/A4 RV NOX4

Figure33: Validation du modéle de surexpression de NOX4

Les cellules de la lignébandrocytaire 0/A4 ontété cultivées en I'absence de serum de veau foetaks infection

par les rétrovirus NOX4> ¢ % E}S Jv » §}S o « }vsS § AESE ]S ¢« %op]e 1} % E u S$Z}
déposeee *uE P o "M W ' X >[ A%dE Nexdva &edEpant]fig€A). L'ARN total a été extrait des
chondrocytes (n = 3) pour l'analyse parRT Z <pu v3]$ $]A o[ ZE EBYyO S %i1%Z}AE

(Jv [ Spu ] & o (}v SNOX4sutexprimé, desests de production de ROS par la
méthode Am%. 0 A Z § >pu]v}io }vs § uve pgel]v po }ESIHE X >
Vide }vs % Eu]e A EJ](] E o[ 3]A]S8 E Kigd qup 6 odr&etérder les [pv
ROS produits. En effet, la méthode de quantification au Luminolcibée que les ROS

extracellulaires tandis que la méthode AmplexRed cibldH€3 totaux (Figure 33.
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Les résultats montrenune augmentation de la production de ROS par méthode AmplexRed
contrairement a la méthode au Luminol ce qui suggere que la lotalsale NOX4 serait

intracellulaire.(cf. Matériel et Méthodes)

A.

Luminol

RLU )

B AmplexRed

RRJ

Figure34: Dosage des ROS produits par le2@A4 RV NOX4 par AmplexRed et Luminol

LescellulesG20/A4 RV NOX4 ont été cultesen I'absence de sémude veau(”$ et traitées par I'lkit % v v§ 70 ZX
Les cellules ont ensuite été recueillies et la production &, lbtale a été évaluée ar la méthode AmpleRed et
Luminol & raisomle 5x10 cellules par puits. Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules non stirdatée

les unités deuminositéou fluorescenceelative (RU/ RFU et ont été acquis toutes les minutes pendant 60 min (100%
=250000RFU). Les valeurs représentent la moyenne=tT. de trois déterminations obtenu le méme jour et qui sont

représentatves d'au moins deux expériences indépendantes
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Nous avongéussia produire un ESE}A]E pe % O [ A% E]Ju & EKyO Ve O
mesure de ROS produit par les chondrosy@20/A4 infectés par laétrovirus permettant de
surexprimer NOX4 nmire une augmentation dda production de ROSLes deux techniques
utiliséespour mesurer les ROS prodaite donnent pasles mémes résultatsCe qui suggere que
NOX4 surexprimé ne se trouverait pas a la membrane plasmique mais plutét dans le réticulum
endoplasmique qui est la localisation subcellulaire prindpdé Nox4 comme décrit par de

nombreux auteurs dans la bibliographie.

B- Nox4 est surexprimé dans les chondrocytes primaagfrosiques
Les différents résultats obtenus au laboratoire sur les chooytes primaires humainsuggerent
gue NOX4 est un médiateur sleoies cataboliques de la cellule induite par1B. Pour confirmer
un éventuel rélepathologique de NOX4 dans l'arthrose, nous avons débédéomparer le niveau
[ ZEu NOX4dansdeschondrocytesprélevées sutespartiessaines et arthrosiquedu cartilage
dans une cohorte de 14 patientafin de distinguer au mieux les caractéristiques arthrosiques du

cartilage les parties prélevéesnt été évalué€smacroscopiquemenpar des pathologites (Figure

35)
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Figure35: NOX4 est surexprimé dans les chondrocytes primaires arthrosiques

Les chondrocytes primaires humains ont été récoltés epletiesendommageées et sainahl cartilage articulaireont

été mises a culture dans des plaques séparéfs- 14 patients). LARN total a étéextrait pourl'analyse par RPCR
guantitative de o[ Z E NOX4. > jgfogramme montre la comparaison du niveau d'ARNenNOX4(A) entre les
chondrocytes arthrosiques et sain&n paalléle, la production de RGSété évaluée par la méthode AmplexRad 3

patients(B).

Ces résultats ont révéléne surexpression significative dg[ Z E u NOX4dans les chondrocytes
ostéoarthrosiquespar rapport aux chondrocytes issus des parties saibegproductionde ROS
quant a elle, est égalemerdignificativement augmentée dans les chondrocyaethrosiques par

rapport aux chondrocytes issus de partie non arthrosique.

Cesrésultats nous}v(}ES vS Vve 0[ZC%}SZ + «<«[bdle & grihrogiqie.] pvu] v|
encorejamaisété décrit a ce jour. En effet, pour la premiére faime augmentation significative de
NOX4 dans les chondrocytes primaires arthrosigaeses prouvée sur un pool [ Z vS]go}ve
différents de 14 patients désignant cette NADPH Oxydase comme une potentielle cible

S§Z E %o US]<M ve o[ ESZE} X
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V- Etude de Nox4 sur modele in vivo

Parmi €s modeéles animaux de l'arthrosse trouve ceux qui ldéveloppe spontanémentapres
intervention chirurgicalgtraumatisme ou méniscectomjeu induite chimiquement ce qui peut
donner un apercu de I'évolution moléculaire, pathologique ou biochimique des changements dans
l'articulation durant l'arthrose ainsi quepermettre o[ << | VIUA oo thérapesijilies

Ces différents modélegortent non seulement sur le handicap mais aussi swaolaeur chronique
caractéristique de l'arthroseLa douleur est difficile & évaluer objectivement en raison de la
A E] ]o]s ]JvZ & vs o[ vlu oX

E}SE % E}i S [ A% E]Ju vsS S]}vune]%hod - [ 360 I6BEVPlusieurs

i}uEe+s }ve uS](*U 0 ¢ ¢}uE]es }vs § ojJu § 0 %o] § «3SU
Z}s E} X Ev] E S v SS}C VSE Z <g S ¢S (]Jv <[ L pv }
les performance o[ vl]u oX hv % @& u] E P ECHMBI6aSeES entraineg gUE e

Rotarod afin de mettre au point les différents paramétres du test (duvéesse et intensité). En
définitive, le test peut durer au maximum 5 min avec une augmentation d#ation par minute

(rpm)toute les 10 secondes.

Des souri€C57/BI6, et KO NOXclimatées au tesint ensuite été opérées par microchirurgie afin

[Jvi 8§ E ve 0 HWE P vip pv eérle (gidype convdlg*du MIA (inhibiteur de la
glycolyse, d o v Z uE [ EGSZE}- V 0 ¢ U ]v eeU }vvyu-c8tabpliGues. « %o &
>S[ £% E] v V[ § VS <u[ o e HSeU VIpe Vv % }pA}ve % E  v3 E ]
>[ Alops]}v 0 HE %dteméIdE vitasse evde temps a été évaluéen peut observer
gue les groupes ant subi une injection de MlAnt tendance a obtenir des performances moins
satisfaisantes que le groupe contrblEependant, il ne selofe y avoir aucune différence entre le
groupe de souris WT et KO NO¥4gure 36
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A. Moyenne de vitesse des differents modéles MIA
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Figure36: Performance des modéles murins arthrosiques : test ROTAROD

Les souris BL6 et BL6 NOX4 sont glacéu@E pv = EE p }vd o A]S o E}S S]}v S }vsSEE€oO
> 3 uU%-°* <u u S o[ VIUEO HS}EE pn 5 pv Jv ] [ A op 8]}v o[ <u]Jo]-E U C
ulsSE] S [VHE v X d S (( Sp *p&E i u}]le @E4qtigweA)prasenie@ mdbyennd de X
vitesse en rpm de performances obtenues dans chaqueliion de groupes pendant 3 mois. La fig(Bdprésente la

1(( & v * U}C vv -« Al3 e v E%uU % E(}JEUV *}SvVvp e v Ju% E 3](
NOX4 et WT pendant 3 mois.
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> SE& ]S u vs e }vv <« (E }o0S joutlde WApermet de[produireune arthrose
significative en terme de handicap dans la locomatiar contre, ous pouvons constater que
pente de dégradation des performances est identique pour les staitges par MIA<u[ o
soientWT }u v[ A&k @EsNOX4Ainsi le modéee []Jv p S]}v o] ESZE}s %o
pas en évidence undle de NOX4 dans[|l ESZEYye X <u] v Ev o[ A v

E% EJu vs 3]}vU VISE % E}i & 5 [Jv( 8 E o0 » +}uE}rtda
uv]  }vesS vSs ve o[C&®lvpaamedéleX] ESZE}e « E }v ahéne
de mettreen évidencde role de NOX4Les virus sont en cours de production.
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|- VDAC est présent a la membrane des érythrocytes

A- Mise en évidence de VDAC endogéne
Seulement deux articles dans la littératudécrivent VDAC comme présent dans la membrane
plasmique des érythrocytes. Nous avons voulu confirmer ce fait au sein tde laboratoire en
vérifiant sont expression par Western Blot & partir de membranes érythrocytaires humaines. Les
membranes ont été traittesomme décrit dans le chapitre M ] o § u §Z} <« A v§ |
déposées dans un gel SBAGE. La présence de laipe dans les globules rouges est confen
sur trois patientdJ [ P § sdifféEnts.Le contrble utilisé est un extrait de protéoliposomes

contenant la protéine VDAfOurnis par la société Syntheli{gigure37)

Figure37: Expression de VDAC dans la membrane érythrocytaire par Western Blot
Les membranes érythrocytaires humaireg été lysées et traitées avec des aptiotéases Les protéines ont été
extraites a partirde la solution denembranes érythrocytairessuesde trois patients P4, P5, BB = 3) etune analyse
par Western Blot de la protéine VDAC éte réalisée.Le contrble positif est réalisé a% ES]E& [pv 0Ce §
protéoliposomes enrichis en VDAQbguits parla société Synthelis.

Ce résultat obtenu par W&ern Blot, ngue % Eu § } ekpreEsgioE de YDAC dans les
membranes érythrocytaires, mais nous permet également de constater que son expression est

variable selon les patients.

B>]v VSE s § o] 8]A]8 WDKZ
Le Water ®luble Tetrazolium (WSI) est réduit par les électronsgénéréspar la cellule ce qui
modifie la couleur dicomplexeet le renddétectable par spectrophotométrie. Toutefois le WBT
n'est pas capable de réaglirectement avec les électrons. |l fauh composé intermédiaire faisa
office de transpaeur d'électrons le PMSDans un premier temps nous avons mesurétiNdté

réductase du WST.
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VDAC ayant été @éit comme possédant le pouvoir de réduire le Ferricyanide Backer et al
2004 la suite de notre étude consiste a confer cette activité sur les mémes patiengsie ceux
testésprécédemment. Nous avons donc réalisé un test de réduction duIM®SMmme décrit dans
le chapitre Matériel et méthodes. Le résultat nous montre effectivement une activité réductase
mesurable avedes activités qui sembie proportionnelles a la quantité d¥DACIéterminée par

western blot (Figure38)

Figure3