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RÉSUMÉ FRANÇAIS 
Objectif: L'objectif de cette étude est de déterminer l'effet du 4-hydroxynonénal 

(HNE), un produit de la peroxydation lipidique, sur les différentes voies apoptotiques 

dans les chondrocytes arthrosiques (OA) humains. Méthodes: Les marqueures de 

l'apoptose ont été dosés par des trousses et par immunobuvardage de type Western dans 

des chondrocytes OA humains traités avec des concentrations croissantes de HNE. 

L'altération de l'état rédox dans les chondrocytes traités avec le HNE a été évaluée par la 

détermination du niveau de glutathion (OSH). Afin de déterminer le rôle de la 

glutathion-S-transférase (OST), la lignée SW1353 a été transfectée avec un vecteur 

d'expression de la OST-A4 puis traités avec le HNE. Résultats: Dans un premier volet 

nous avons observé que le HNE jusqu'à une concentration de 10 ~M n'affecte pas la 

viabilité cellulaire. Toutefois, une diminution significative est obtenue lorsque les cellules 

ont été traitées avec 20 et 30 ~M de HNE. Dans un second volet, nous avons obtenu des 

résultats montrant que le HNE, à 20 et 30 ~M, induit la voie apoptotique intrinsèque par 

la libération du cytochrome c et l'activation de la caspase-9, et la voie apoptotique 

extrinsèque par l'activation de la caspase-8 et la caspase-3. De plus, nos résultats 

montrent une augmentation de la translocation de l'AIF dans le noyau et de la 

fragmentation de l'ADN pour ces mêmes concentrations. Par l'investigation de l'état 

rédox, nos résultats ont également montré que le HNE réduit le niveau intracellulaire du 

OSH et augmente celui de OSSO. Les effets du HNE decrit ci-dessus sont inhibés par un 

,pré-traitement avec 200 J-lM de N-acétylcysteine. Fait intéressant, la sur-expression de la 

OST -A4 sauvage protège les chondrocytes contre la cytotoxicité du HNE à 30 ~M. 

Conclusion: Les résultats de cette étude démontrent que le HNE induit l'apoptose des 

chondrocytes OA humains par l'activation de la voie apoptotique intrinsèque et 
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extrinsèque. En revanche, cette induction semble être prévenue par la sur-expression de la 

GST-A4 problablement via l'élimination rapide du HNE par cette enzyme. Ce projet a 

permis donc une meilleure compréhension du rôle que peut jouer le HNE dans l'arthrose 

et pourrait susciter de l'intérêt pour la recherche des nouveaux traitements qui pourront 

bloquer la production du HNE dans les tissus articulaires OA tels que la GST-A4 et les 

piégeurs de cette molécule. 

Mots clés: 

Arthrose, 4-hydroxynonénal, Apoptose, Chondrocytes, Peroxydation lipidique, 

Glutathion-S-transférase, antioxydant. 
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SUMMARY 
Objective: 4-Hydroxynonenal (HNE) is one of the most abundant and reactive aldehyde 

of lipid peroxidation products and it exerts various effects on intracellular and 

extracellular signalling cascades. We have previously shown that HNE could be 

considered as an important mediator in catabolic and inflammatory processes in 

osteoarthritis (OA). In this follow-up study, we focused on the characterization of 

signalling cascades during HNE-induced cell death in human OA chondrocytes. 

Methods: Markers of apoptosis were determined by commercial kits and Western 

blotting in isolated OA chondrocytes incubated with increasing concentrations of HNE. 

The alteration of the redox status in OA chondrocytes treated with HNE was evaluated by 

glutathione (GSH) level determination. The protective role of glutathione-S-transferase 

(GST) was determined by SW1353 lineage transfection with an expression vector of 

GST-A4 followed by HNE treatment. Results: Our data showed that HNE up to 10 !lM 

did not alter the cell viability but was cytotoxic at a concentration ~20 !lM. HNE-induced 

chondrocyte death exhibited several classical hallmarks of apoptosis, including caspases 

activation, cytochrome c release from mitochondria, the anti-apoptotic factor Bcl-2 

down-regulation, the pro-apoptotic factor Bax up-regulation and DNA fragmentation. 

The determination of the redox status revealed that HNE induced the depletion of the 

intracellular of GSH. Conversely, the overexpression of GST -A4 protein efficiently 

protected chondrocytes from HNE-induced cell death. Conclusion: Our study provides a 

novel insight into the potential mechanisms of cell death in OA cartilage, and suggests 

the potential role ofHNE in the pathophysiology ofOA. The GST expression is critically 

important for cellular defence against oxidative stress~induced cell death possibly by 

HNE elimination. 



VI 

Keywords: 

Osteoarthritis, 4-hydroxynonenal, Apoptosis, Chondrocytes, Lipid peroxydation, 

Glutathione-S-transferase, antioxidant. 



vu 

TABLE DES MATIÈRES 

RÉSUMÉ FRANÇAIS .............................................................................................. iii 

SUMMARY ............................................................................................................... v 

TABLE DES MATIÈRES ....................................................................................... vii 

LISTE DES FIGlTRES .............................................................................................. x 

LISTE DES ABRÉVIATIONS ................................................................................ xii 

REMERCIEMENTS ............................................................................................... xiv 

CHAPITRE 1: INTRODUCTION ............................................................................. 1 

1.1. ANA TOlVIIE DU GENOU ................................................................................... 2 
1.2. LE CARTILAGE ARTICULAIRE ...................................................................... 3 

1.2.1. Structure générale ....................................................................................... 3 
La matrice extracellulaire ................................................................... 6 
Collagène ............................................................................................ 7 
Protéog1ycanes .................................................................................... 8 
Les chondrocytes ................................................................................ 8 

1.3. L'ARTHROSE ................................................................................................... 10 
1.3.1. La maladie ................................................................................................. 10 

1.3.2. 
1.3.3. 
1.3.4. 

Le cartilage ........................................................................................ Il 
L'os ................................................................................................... 15 
La Synoviale ..................................................................................... 16 

Les cytokines ............................................................................................ 17 
L'incidence ............................................................................................... 19 
Les facteurs de risque ................................................................................ 20 

L'âge ................................................................................................. 20 
Le genre ............................................................................................ 20 
La génétique ...................................................................................... 21 
Les facteurs hormonaux et la densité osseuse ................................... 22 
L'obésité ........................................................................................... 22 
Les sports .......................................................................................... 23 

1.3.5. Les traitements .......................................................................................... 23 
1.4. LA MORT CELLULAIRE ................................................................................. 24 

1.4.1. La nécrose ................................................................................................. 25 
1.4.2. L'apoptose ................................................................................................. 25 
1.4.3. Les mécanismes de l'apoptose .................................................................. 27 

Les caspases ...................................................................................... 29 
Les calpaines ..................................................................................... 30 

1.4.4. La mitochondrie ........................................................................................ 31 
Le cytochrome c ............................................................................... 32 



Vlll 

Smac/Diablo et HtrA2/0mi .............................................................. 32 
AIF et endo G .................................................................................... 32 
La Poly (ADP-ribose) polymérase (PARP-I) .................................. 33 

1.4.5. L'OA et l'apoptose ................................................................................... 36 
1.4.6. Les causes de l'apoptose dans les chondrocytes ....................................... 37 

1.5. LENAC .............................................................................................................. 38 
1.6. LE STESS OXYDATIF ..................................................................................... 39 

Les ROS ............................................................................................ 39 
La peroxydation lipidique ................................................................. 41 

1.7. LEHNE .............................................................................................................. 42 
1.7.1. Les propriétés du HNE .............................................................................. 42 
1.7.2. Le métabolisme du HNE ........................................................................... 44 
1.7.3. Le HNE et L'OA ....................................................................................... 45 
1.7.4. Le HNE et l'apoptose ................................................................................ 46 

OBJECTIF GÉNÉRAL ................................................................................................. 47 
HYPOTHÈSES ............................................................................................................. 48 

CHAPITRE II : MA TÉRIELS ET MÉTHODES ............................................. 49 

2.1 Préparation des spécimens .................................................................................. 50 
2.2 Isolation des chondrocytes .................................................................................. 50 
2.3 Culture cellulaire ................................................................................................ 51 
2.4 Test de viabilité ................................................................................................... 51 
2.5 Dosage de l'activité de la caspase-3, -8 et -9 ...................................................... 53 
2.6 Dosage de Bcl-2 .................................................................................................. 54 
2.7 Mesure qualitative et quantitative de la fragmentation de l'ADN ...................... 55 
2.8 Cytochrome c ...................................................................................................... 57 
2.9 Immunobuvardage de type Westem ................................................................... 58 
2.10 Dosage du GSH ................................................................................................. 60 
2.11 Transfection des chondrocytes avec GST-A4 ................................................... 61 
2.12 Analyses statistiques ......................................................................................... 62 

CHAPITRE III : RÉSULTATS ............................................................................... 63 

3.1 Effet du HNE sur la viabilité des chondrocytes OA ........................................... 64 
3.2 Dosage de l'activité enzymatique et du niveau protéique de la caspase-8 ......... 66 
3.3 Effet du HNE sur le récepteur Fas ...................................................................... 68 
3.4 Bax/Bcl-2 ............................................................................................................ 70 
3.5 Dosage du cytochrome c ........................................................... .......................... 72 
3.6 Dosage de l'activité enzymatique et de niveau protéique de la caspase-9 ......... 74 
3.7 Dosage de l'activité enzymatique et de niveau protéique de la caspase-3 ......... 76 
3.8 Effet de HNE sur l'activation de PARP ............................................................. 78 
3.9 Dosage protéique de l' AIF dans les noyaux ....................................................... 80 
3.10 Fragmentation de l' ADN .................................................................................. 80 
3.11 Détermination de l'état redox intracellulaire .................................................... 83 
3.12 Le rôle de la GST-A4 dans la protection contre la cytotoxicité du HNE ......... 85 

CHAPITRE IV : DISCUSSION .............................................................................. 87 



IX 

CONCLUSION ........................................................................................................... 101 



x 

LISTE DES FIGURES 

Figure 1 : Schéma représentant la structure générale du cartilage articulaire d'un 

adulte ................................................................................................................................... 4 

Figure 2 : Différence entre un genou normal et un genou OA. ....................................... 12 

Figure 3: Représentation des voies conduisant à la mort cellulaire soit par 

nécrose ou par apoptose .................................................................................................... 26 

Figure 4 : Représentation de la voie apoptotique caspase-dépendante et caspase-

indépendante ..................................................................................................................... 28 

Figure 5: Mécanismes possibles conduisant à la libération de l' AIF par la 

mitochondrie ..................................................................................................................... 34 

Figure 6: Implication de la PARP dans le processus apoptotique ................................... 35 

Figure 7 : Structure de la molécule du HNE montrant la double liaison a et ~ ............... 43 

Figure 8 : Effet du HNE sur la viabilité des chondrocytes humains OA et en 

présence du NAC comme agent protecteur ...................................................................... 65 

Figure 9 : Effet du HNE sur l'activité enzymatique et sur le niveau protéique de 

la caspase-8 ....................................................................................................................... 67 

Figure 10: Implication du récepteur Fas dans l'induction de l'apoptose par le 

HNE .................................................................................................................................. 69 

Figure 11 : Effet du HNE sur le niveau d'expression protéique de Bax et Bcl-2 ........... 71 

Figure 12 : Capacité du HNE à induire la libération du cytochrome c de l'espace 

intermembranaire mitochondrial vers le cytosol.. ............................................................. 73 

Figure 13 : Effet du HNE sur le niveau d'activité et protéique de la caspase-9 .............. 75 

Figure 14 : Effet du HNE sur l'activité et sur le niveau protéique de la caspase-

3 ......................................................................................................................................... 77 

Figure 15: Rôle de l'activation du P ARP sur la viabilité cellulaire des 

chondrocytes humain OA stimulés avec le HNE .............................................................. 79 

Figure 16 : Effet du HNE sur la translocation de l' AIF dans les noyaux ........................ 81 

Figure 17: L'étude de la fragmentation de l'ADN dans les chondrocytes 

humains OA induite par le HNE ....................................................................................... 82 

Figure 18 : Effet de HNE sur l'état redox dans les chondrocytes humains OA .............. 84 



Xl 

Figure 19: Effet de la GST -A4 dans la protection contre la cytotoxicité du 

HNE .................................................................................................................................. 86 



ADAM 

AIF 

Apaf-l 

COLL II 

COX 

DMEM 

DTNB 

EndoG 

FBS 

GPx 

Gred 

GSH 

GSSG 

GST 

HNE 

H202 

IAP 

IGF 

IL-IR 

IL-IRa 

IL-I~ 

INH2BP 

iNOS 

JNK 

MMP 

MTT 

NAC 

NO 

LISTE DES ABRÉVIATIONS 

A disintigrin and metalloproteinase 

Apoptosis-inducing factor 

Apoptotic protease-activating factor 

Collagène type II 

Cyclooxygénase 

Dulbecco 's modified Eagle medium 

Acide 5,5'-Dithio-bis-nitrobenzoic 

Endonucléase G 

Sérum bovin fœtal 

Glutation peroxydase 

Glutathion reductase 

Glutathion 

Glutathion oxydé 

Glutation-S-transférase 

4-hydroxynonénal 

Peroxyde d'hydrogène 

Protéines inhibitrices de l'apoptose 

Facteur de croissance à l'insuline 

Récepteur de l'IL-l 

Antagoniste naturel du récepteur de 1 'IL-I 

Interleukine 1 béta 

5-iodo-6-amino-I,2-benzopyrone 

Oxide nitrique synthase inductible 

c-Jun N-terminal protéine kinase 

Métalloprotéinase 

3-(4,5-dimethyI-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide 

N-acétylcystéine 

Oxyde nitrique 

Xl1 



OA 

PARP 

PBS 

PGE2 

RA 

ROS 

SOD 

TGF 

TIMP-l 

TNB 

TNF-a 

Z-DEVD-FMK 

Z-LEHD-FMK 

Arthrose 

Poly (ADP-ribose) polymérase 

Tampon phosphate salin 

Prostaglandine E2 

Arthrite rhumatoïde 

Radicaux libre d'oxygène 

Superoxyde dismutase 

Facteur de croissance transformant 

inhibiteur tissulaire de la MMP-l 

Acide 5-thio-2-nitrobenzoic 

F acteur de nécrose de tumeur alfa 

Benzyloxycarboxyl-Asp-Glu-Val-Asp-CH2F 

Z-Leu-Glu-His-Asp-CH2F 

Xll1 



XIV 

REMERCIEMENTS 

Je voudrais remercier mon directeur de recherche Mohamed Benderdour pour son 

encadrement et sa grande disponibilité. Il m'a permis de m'épanouir dans mon travail en 

développent mon esprit d'analyse. 

De plus, je voudrais remercier mon co-directeur Julio Fernandes ainsi que la 

formidable équipe de recherche avec qui j'ai partagé de merveilleux moments. Merci à 

Véronique, Qui Shi et Hui -ji qui sont des collègues de travail exceptionnels et qui ont 

rempli de rire et de joie mes journées. 



CHAPITRE 1: 
INTRODUCTION 



2 

1.1. ANATOMIE DU GENOU 

Pour acquérir les notions importantes menant à la bonne compréhension de la 

pathophysiologie de l'OA voici une brève description du genou avec ses différentes 

composantes. 

Le genou est une articulation complexe qui doit être mobile et souple pour 

permettre le mouvement. En contre partie il doit supporter le poids de la personne et 

résister aux forces appliquées. Le genou peut être divisé en plusieurs composantes (les os, 

les ligaments, les muscles, le cartilage et la membrane synoviale) qui ont chacune une 

fonction indispensable à l'articulation. Tout d'abord, quatre segments osseux composent 

le genou et forment une structure stable. Plus précisément, il est composé de la partie 

inférieure du fémur, de la rotule, de la partie supérieure du tibia et de la tête du péroné. 

Cette structure est maintenue à l'aide de 13 ligaments qui assurent le contact entre les os. 

Les principaux ligaments sont le ligament latéral interne, le ligament latéral externe, le 

ligament croisé postérieur et le ligament croisé antérieur. En plus des composantes 

précédentes, les muscles reliés aux os par les tendons sont indispensable au mouvement 

de la jambe. Un autre constituant important de l'articulation est le cartilage qui est 

dépourvu de vaisseaux sanguins ou lymphatiques, permet une friction minimale et réduit 

les impacts. Dans le genou, le cartilage est situé à l'extrémité du fémur et du tibia ainsi 

qu'à la partie postérieure de la rotule. La dernière composante du genou est la membrane 

synoviale. Les cellules de cette membrane produisent le liquide synovial qui est une 

substance claire et visqueuse. Le liquide synovial agit comme une barrière protectrice en 
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assurant la fonction de lubrification des surfaces articulaires opposées et prévient leurs 

contacts. De plus, il apporte les nutriments aux cellules du cartilage tout en éliminant 

leurs sécrétions. Dans les prochains paragraphes, la structure détaillée du cartilage 

articulaire sera dépeinte. 

1.2. LE CARTILAGE ARTICULAIRE 

1.2.1. Structure générale 

Le cartilage articulaire recouvrant les os du genou est de type hyalin. Il a une 

structure et une organisation qui relèvent d'une architecture simple. Ce tissu est composé 

d'un seul type cellulaire hautement spécifique, les chondrocytes. Ces cellules occupent 

un volume minoritaire du cartilage (2-3%) et sont entourées d'une matrice extracellulaire 

dense composée principalement de fibres de collagènes et de protéoglycanes. Le rôle de 

ces différentes composantes sera étudié plus en profondeur ultérieurement, mais avant, 

les différentes zones composant le cartilage illustrées à la figure 1 seront caractérisées. 

Pour chacune de ces zones, la proportion, la forme et l'orientation des principales 

composantes (chondrocytes, fibres de collagènes et protéoglycanes) varient selon ses 

fonctions et ses spécialisations. En ordre d'apparition, la zone tangentielle se compose de 

fibres de collagène denses orientées parallèlement à la surface articulaire, de 

chondrocytes ayant une forme ovale et aplatie, d'un pourcentage élevé de collagène, de 

protéoglycanes et d'un faible pourcentage d'aggrécanes (Venn, 1978). Cette zone est 

celle qui participe le plus dans la résistance à la force de pression, de compression, de 

cisaillement et de pression (Kemp son et al., 1973;Akizuki et al., 1986). 
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Figure 1 : Schéma représentant la structure générale du cartilage articulaire d'un adulte. 
Représentation des différentes zones, régions et de l'organisation des fibres de collagène 
et des chondrocytes dans ces différentes zones (Poole et aL, 2001). 
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La zone transitionnelle (couche moyenne) se situe en-dessous de la zone 

précédente. Les chondrocytes retrouvés dans cette zone ont une forme arrondie tout en 

étant distribués aléatoirement. La densité cellulaire y est toutefois plus faible que dans la 

zone précédente. La matrice extracellulaire composant cette zone est riche en 

protéoglycanes principalement de type aggrécane et les fibres de collagène qui y sont 

retrouvées sont orientées de façon oblique tout en étant moins organisées que celles 

retrouvées dans la zone précédente. 

La zone radiaire (couche profonde), située entre la zone transitionnelle et la zone 

calcifiée, est la plus volumineuse. La concentration en aggrécanes et le diamètre des 

fibres de collagènes y sont à leur maximum alors que la densité en cellules y est à son 

plus faible (Venn, 1978). Les chondrocytes présents dans cette zone sont plus gros que 

dans les autres couches et présentent une forme arrondie. Les chondrocytes retrouvés 

dans cette zone ainsi que dans la zone transitionnelle sont les plus actifs 

métaboliquement, ils ont la capacité de synthétiser et de dégrader toutes les composantes 

de la matrice extracellulaire. 

La dernière couche, la zone calcifiée, est un cartilage calcifié. Cette couche sépare 

le cartilage articulaire de l'os sous-chondrai. Le peu de chondrocytes présents dans cette 

zone présentent un phénotype hypertrophié. La capacité de ces chondrocytes à synthétiser 

le collagène de type X et à calcifier la matrice extracellulaire les rendent uniques. La 
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transition entre les différentes zones du cartilage se fait graduellement, excepté entre la 

zone radiale et la zone calcifiée qui sont séparées par le Tide mark. 

- La matrice extracellulaire 

La matrice extracellulaire entourant les chondrocytes se compose principalement 

d'eau (65-70% de son poids total), de protéoglycanes (15-30% du poids sec) et de fibres 

de collagène (66% du poids sec) (Maroudas et al., 1 969;Venn and Maroudas, 1977;Eyre, 

2004). Ces composantes sont à l'origine des principales propriétés du cartilage, soit la 

résistance aux forces de compression, de gonflement et de traction (Kuettner and Cole, 

2005). Plus précisément, les protéoglycanes, par leur nature hydrophilique, attirent une 

grande quantité d'eau dans les espaces intramoléculaires et intermoléculaires. Il en 

découle une résistance aux forces de compression. En contre partie, les protéoglycanes 

exercent ùne force de gonflement à l'intérieur du cartilage. Les fibres de collagène 

permettent de résister à cette force tout en procurant à la matrice la résistance aux forces 

de traction. Ces composantes seront décrites plus en profondeur après avoir décrit les 

différentes zones qui composent la matrice extracellulaire et les joueurs impliqués dans sa 

régulation. 

Tout comme le cartilage, la matrice peut être divisée en trois zones dont la 

composition varie. Tout d'abord, entourant les chondrocytes et faisant 2 )lm d'épaisseur, 

la zone péri-cellulaire est riche en collagène de type VI, en protéoglycanes décorin et en 

aggrécanes. Toutefois, les fibres de collagène y sont peu présentes (Poole et al., 

1 980;Poole et al., 1986;Keene et al., 1988). Adjacente à la zone précédente, il y a la zone 
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territoriale qui est composée principalement de collagène de type II. La troisième zone, la 

matrice interstitielle, n'est présente que dans la zone radiaire, elle se distingue des deux 

autres zones au niveau de l'ultrastructure des aggrécanes et des protéoglycanes (Poole et 

al., 1982). 

La régulation de la matrice extracellulaire est assurée en partie par les chondrocytes 

comme décrit ultérieurement, mais aussi par les cellules de l'os via la production de 

cytokines telles que l'interleukine-l bêta (IL-1~) et l'IL-6 et des eicosanoïdes telles que 

la prostaglandine E2 (PGE2) et les leucotriènes B4. La production de cytokines pro­

inflammatoires par le cartilage et l'os favorise la synthèse de métalloprotéinases (MMPs) 

qui jouent un rôle important dans la dégradation de la matrice. En effet, les MMPs ont 

l'habilité de cliver les composantes de la matrice extracellulaire ainsi que d'autres 

protéinases, des inhibiteurs de protéinases, des récepteurs de surface, des facteurs de 

croissance latent, des molécules chimiotactiques et des molécules d'adhésion cellule­

cellule (Stemlicht and Werb, 2001). La grande variété de substrats des MMPs leur permet 

d'influencer plusieurs processus physiologiques et pathologiques (Stemlicht and Werb, 

2001). 

- Collagène 

Dans le cartilage hyalin, les fibres de collagène ont un diamètre variable 

dépendamment de la zone du cartilage où elles se trouvent. Par exemple, dans la zone 

superficielle, les fibres de collagène ont un diamètre de 20 nm alors que dans la zone 

radiaire le diamètre des fibres se situe entre 70 et 120 nm. Elles sont formées de deux 
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types de collagène, le collagène de type II qui représente 90% de la fibre de collagène et 

le collagène de type IX qui représente 2% du collagène total. Le collagène de type II est 

l'un des composés les plus abondants dans le cartilage, il représente 60% du poids sec de 

ce tissu (Dudhia, 2005). 

Dans le cartilage, les fibres de collagène sont dégradées par des collagénases, soit la 

collagénase-I (MMP-l), la collagénase-2 (MMP-8) et la collagénase-3 (MMP-13) qui 

clivent les molécules de collagène (type 1, II, III) en deux fragments ( %, Y4 ) (Eyre, 

2004). Dans le cartilage, où le collagène de type II est dominant, la MMP-13 est la 

collagénase la plus impliquée (Reboul et al., 1996;Stremme et al., 2003). 

- Protéoglycanes 

Les protéoglycanes jouent deux rôles importants dans le cartilage attribuable aux 

nombreuses charges négatives. En premier lieu, ils permettent d'avoir une teneur très 

élevée en eau, et en deuxième lieu, ils permettent le transport des nutriments (Dudhia, 

2005). Dans le cartilage hyalin, les aggrécanes sont les principales protéoglycanes. Elles 

représentent 35 % du poids sec des protéines retrouvées dans le cartilage (Dudhia, 2005). 

Les aggrécanes s'associent avec les hyaluronans et de petites glycoprotéines pour former 

des agrégats pouvant atteindre un poids moléculaire de 108_109 Da (Dudhia, 2005). 

- Les chondrocytes 

Dans le cartilage articulaire, les chondrocytes jouent un rôle indispensable en étant 

très actifs métaboliquement, alors que leur potentiel de division est peu élevé et décroît 
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avec l'âge. Généralement, à l'âge adulte, les chondrocytes ne se divisent plus. Les 

chondrocytes ont comme rôle, dans le cartilage articulaire, d'assurer l'homéostasie par la 

synthèse et le maintien de la matrice extracellulaire via la production locale de facteurs de 

croissances et la synthèse des constituants de la matrice comme les protéoglycanes et le 

collagène. Au moins deux programmes distincts peuvent être répertoriés dans les 

chondrocytes du cartilage mature. Le programme catabolique, induit par des stimuli pro­

inflammatoires, est caractérisé par la sécrétion de protéases, la suppression de la synthèse 

de la matrice et l'inhibition de la prolifération des chondrocytes. À l'inverse, le 

programme anabolique, est associé à la synthèse de cytokines antagonistes, à la sécrétion 

des inhibiteurs de protéases, à la synthèse de matrice extracellulaire et à la prolifération 

cellulaire. Ces deux processus sont contrôlés par une variété de messagers extracellulaires 

incluant les facteurs de croissance tels que le facteur de croissance transformant bêta 

(TGF-~), le facteur de croissance à l'insuline-l (IGF-I), les cytokines pro-inflammatoires 

telles que IL-l ~ et le facteur de nécrose de tumeur alpha (TNF -a) (Lotz et al., 1995). Le 

déséquilibre du programme catabolique et anaboIique peut conduire à la dégradation du 

cartilage et semble être impliqué dans une maladie qui affecte les articulations, l'arthrose. 

Cette maladie sera abordée dans la prochaine section. 
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1.3. L'ARTHROSE 

1.3.1. La maladie 

Plusieurs maladies arthritiques peuvent affecter les articulations. Parmi celle-ci, 

l'OA est la plus répandue. Elle affecte généralement les personnes d'âge moyen à âgées 

et devient le problème de santé le plus fréquent et le plus symptomatique (Simon, 

1999;Leigh et al., 2001;Brooks, 2002;Reginster, 2002). Cette maladie dégénérative qui 

présente une inflammation secondaire est caractérisée par une dysfonction de 

l'articulation ainsi que des douleurs articulaires. Au début de la maladie, les symptômes 

observés sont dûs à la dégénération de l'articulation incluant une perte progressive du 

cartilage, la formation d'ostéophyte ainsi qu'un remodelage et une sclérose de l'os sous­

chondral. Les patients en stade avancé de la maladie présentent des contractures de 

l'articulation, une atrophie musculaire ainsi qu'une difformité au niveau des membres 

affectés (Buckwalter and Martin, 1995;Buckwalter et al., 2000). 

La progression de cette maladie peut être divisée en trois phases (Martel-Pelletier, 

2004). La première phase consiste en une dégradation protéolytique de la matrice du 

cartilage. Durant la deuxième phase, il y a de la fibrillation soit un remplacement du 

collagène de type II en collagène de type 1 et de l'érosion à la surface du cartilage 

pouvant être accompagnées d'une diminution de la sécrétion des produits dans le liquide 

synovial. Finalement, au stade trois de la maladie, la réponse inflammatoire fait son 

apparition suite à la production de cytokines pro-inflammatoires ainsi qu'à une 

diminution de l'activité phagocytaire des synoviocytes (Martel-Pelletier, 2004). La 
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progression de cette maladie affecte la structure entière de l'articulaire comme indiquée à 

la figure 2. Elle affecte le cartilage articulaire, l'os sous-chondral, les ligaments, la 

capsule, la membrane synoviale et les muscles périarticulaires (Fernandes et al., 2002). 

Son impact sur chacune des différentes structures sera abordé dans les prochains 

paragraphes. 

Le cartilage 

Lors du développement de l'OA, le cartilage subit plusieurs modifications. Des 

études ont observé la présence de lacùnes vides et une dégradation de la matrice 

extracellulaire autour des chondrocytes situés dans la zone superficielle. De surcroît, une 

augmentation de la division cellulaire qui est nulle dans le cartilage normal est souvent 

noté (Stockwell, 1971). 

Lors de l'évolution de l'OA, la matrice extracellulaire ainsi que ses composantes 

peuvent être altérées. En effet, la qualité du cartilage change suite à un débalancement 

des mécanismes d'homéostasie. En effet, dans la plupart des sites où le cartilage est 

affecté par l'OA, le processus anabolique est déficient comparativement au processus 

catabolique. Ce débalancement peut être causé par la dédifférenciation des chondrocytes. 

Par exemple, il y a une augmentation de la synthèse de protéinases et une diminution de 

l'effet anabolique des facteurs de croissance. Dans un second volet, les changements 

observés peuvent résulter de l'augmentation de l'apoptose des chondrocytes qui a comme 

conséquence de réduire la capacité de restaurer les lésions dans le cartilage. 
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Figure 2 : Différence entre un genou normal et un genou DA. La figure montre les 

changements dans les différents tissus tels que la formation d'ostéophytes, la dégradation 

du cartilage, les dommages au ménisque, le remodelage et la sclérose des os et une 

hypertrophie de la membrane synoviale (Hunter and Felson, 2006). 
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Les cytokines pro-inflammatoires semblent elles aussi contribuer aux modifications 

de la matrice. Elles ont la capacité d'induire, dans les chondrocytes, l'expression de 

MMPs, d'aggrécanases et d'autres gènes cataboliques (Middleton et al., 1996;Moos et al., 

1999;Attur et al., 2000). Dans le cartilage OA, l'augmentation de la dégradation de la 

matrice est corrélée par une augmentation du niveau d'expression de plusieurs MMPs 

incluant la MMP-l, la MMP-7, la MMP membranaire type I, la MMP-8, l'ADAM-10 et 

l'ADAM-15 (Chubinskaya et al., 1996;Imai et al., 1997;Shlopov et al., 1997;Ohta et al., 

1 998;Chubinskaya et al., 1998;Bohm et al., 1999). De plus, le niveau d'expression de la 

MMP-13 est plus élevé chez les patients atteints de l'OA et de l'arthrite rhumatoïde (RA) 

et ce particulièrement dans le cartilage articulaire (Reboul et al., 1996;Mitchell et al., 

1 996;Stahle-Backdahl et al., 1997). 

Face au développement de cette maladie, les chondrocytes peuvent adopter 

plusieurs comportements. Ils peuvent mourir par mort programmée (apoptose) ou non 

(nécrose), proliférer pour compenser la perte des cellules mortes ou encore augmenter 

leur activité cellulaire. 

Le cartilage OA est caractérisé par une diminution du nombre de chondrocytes total 

qui peut influencer le développement de la maladie. En effet, les chondrocytes sont 

séparés par une matrice territoriale et interterritoriale ce qui suggère un faible taux de 

repeuplement aux endroits où les cellules sont mortes. La baisse de population en 

chondrocytes pourrait entraîner une diminution de la capacité du cartilage à maintenir 

l'intégrité de la matrice extracellulaire (Blanco et al., 2004). Dans la littérature, l'analyse 
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de l'apoptose dans des tissus à différents degrés d'OA révèle une corrélation significative 

entre le degré d'OA et l'apoptose des chondrocytes (Hashimoto et al., 1998a). De plus, le 

taux d'apoptose dans le cartilage OA est plus élevé comparativement au cartilage normal. 

Ce phénomène a été observé dans plusieurs études dont des modèles animaux et cliniques 

de l'OA (Venn, 1978;Bendele and White, 1987;Blanco et al., 1998;Hashimoto et al., 

1998a). 

Plusieurs études montrent que contrairement aux chondrocytes normaux, les 

chondrocytes OA ont une activité proliférative qui demeure toutefois très faible (Mankin 

et al., 1971;Hulth et al., 1972;Rothwell and Bentley, 1973). L'apparition d'une activité 

proliférative peut s'expliquer par une modification du phénotype des chondrocytes 

menant à une expression altérée des gènes impliqués dans la prolifération. De plus, 

l'augmentation de l'activité proliférative des chondrocytes se situe, en particulier, dans 

les couches supérieures du cartilage. Ceci pourrait être attribuée à une augmentation de 

l'accessibilité des cellules aux facteurs de croissance provenant du liquide synovial. La 

modification de l'accessibilité peut être causée par des fissures, une perte du réseau de 

collagène, mais aussi par une modification de l'intégrité de la matrice qui est 

particulièrement altérée dans les couches supérieures du cartilage OA (Meachim and 

Collins, 1962;Hollander et al., 1995). L'augmentation de la prolifération cellulaire peut 

aussi être une réponse pour contrer la destruction du cartilage. Toutefois, ce mécanisme 

semble est insuffisant pour permettre une réparation efficace de ce tissu grandement 

affecté dans l'OA (Hulth et al., 1972). 



15 

L'os 

Contrairement au cartilage, l'os contient trois différents types cellulaires, les 

ostéoblastes, les ostéocytes et les ostéoclastes. Chacun de ces types cellulaires joue un 

rôle important et distinct dans la régulation de l'os. Les os, en particulier l'os sous­

chondral, ont souvent eu un rôle secondaire dans le développement de cette maladie. 

Toutefois, il semble aujourd'hui que leur implication soit de plus en plus importante. En 

effet, les modèles cliniques et expérimentaux d'OA montrent une modification de 

l'épaisseur de l'os sous-chondral ainsi qu'une modification du métabolisme des 

ostéoblastes (Lajeunesse et al., 1999;Lajeunesse and Reboul, 2003). De plus, dans cette 

maladie, la progression de la dégradation du cartilage est associée à un remodelage 

intensif de l'os sous-chondral et à une augmentation de la rigidité de l'os (Burr and 

Schaffler, 1997). 

Des études récentes suggèrent un rôle clé de l'os sous-chondral dans la progression 

et peut être dans l'initiation de l'OA possiblement via la production de cytokines et de 

facteurs de croissance (Burr and Schaffler, 1997;Burr, 1998;Imhof et al., 1999). Plus 

précisément, le tissu osseux produit plusieurs cytokines pro-inflammatoires ainsi que des 

facteurs de croissance impliqués dans le remodelage du tissu et dans le catabolisme du 

cartilage. Les fissures et les canaux, présents tôt dans l'os OA, pourraient permettre le 

passage de cytokines et de facteurs de croissance provenant du compartiment sous­

chondral vers le cartilage et ainsi perturber le métabolisme de celui-ci (MitaI and 

Millington, 1970;Sokoloff, 1993;Westacott et al., 1997;Guevremont et al., 2003). L'IGF-

1, le TGF-p, l'IL-1p et l'IL-6 sont soupçonnés d'être des candidats possibles. En effet, les 
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niveaux de l'IGF-l, de l'IGF-2 et du TGF-~ sont plus élevés dans les échantillons 

provenant de la crête de l'os iliaque chez les patients souffrant d'OA comparativement 

aux normaux (Dequeker et al., 1993). De plus, dans l'OA, il Y a une augmentation de la 

production des cytokines proinflammatoires comme l'IL-l~, le TNF-a et l'IL-6 (Pelletier 

et al., 2001). 

La Synoviale 

Lors de la dégradation du cartilage, les produits de la décomposition, libérés dans le 

liquide synovial, sont phagocytés par les macrophages de la membrane synoviale. 

Conséquemment, la membrane devient hypertrophiée et hyperplastique (Fernandes et al., 

2002). Plusieurs études ont rapportées des aspects inflammatoires au niveau de la 

membrane synoviale chez les patients OA qui sont parfois indiscernables de ceux 

retrouvés chez les patients atteints d'arthrite inflammatoire comme l'AR (Lindblad and 

Hedfors, 1987;Myers et al., 1990;Haraoui et al., 1991;Farahat et al., 1993). De plus, les 

synoviocytes OA présentent un déficit au niveau de la production du récepteur 

antagoniste de l'IL-l (IL-lRa) ainsi qu'une augmentation du niveau du récepteur de l'IL­

l ~ (IL-l R). Ces caractéristiques peuvent causer une augmentation de l'effet catabolique 

de l'IL-l dans cette maladie (Fernandes et al., 2002). 

Dans chacune des parties de l'articulation précédemment décrite, les cytokines 

semblent être impliquées dans l'OA. Leur implication dans cette pathologie sera abordée 

dans le prochain paragraphe. 
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1.3.2. Les cytokines 

Les cytokines semblent être impliquées dans l'DA. Les cytokines, produites par les 

synoviocytes, les cellules mononucléaires et les chondrocytes, jouent un rôle important 

dans la destruction de la matrice du cartilage DA. Les investigations effectuées sur des 

chondrocytes suggèrent que les cytokines pro-inflammatoires comme l'IL-l~ et le ll~F-a 

contribuent à la dérégulation des fonctions des chondrocytes et conduisent à la 

dégradation de la matrice du cartilage (Sandy et al., 1991 ;Martel-Pelletier et al., 

1992;Aydelotte et al., 1992;Ilic et al., 1992;Loulakis et al., 1992;Isomaki and Punnonen, 

1997;Amer et al., 1998). 

Ces deux cytokines, l'IL-l~ et le TNF-a, semblent être les principaux modulateurs 

des voies cataboliques impliquées dans la destruction des tissus de l'articulation. Ces 

cytokines ont la capacité d'induire la destruction du cartilage par l'inhibition de la 

synthèse du collagène et des protéoglycanes ainsi que par l'augmentation de la synthèse 

des MMPs et du NO. Dans les modèles animaux, il semble que l'inhibition de l'IL-l~ 

prévient la destruction du cartilage, alors que celle du TNF-a provoque une diminution de 

l'inflammation (van de Loo et al., 1995;Plows et al., 1995). De plus, elles ont la capacité 

d'induire, dans les chondrocytes, la production de plusieurs cytokines pro-inflammatoires 

comme l'IL-6. Cette cytokine favorise l'augmentation de produits qui vont réguler à la 

baisse l'inflammation comme l'IL-IRa et les inhibiteurs des MMPs et inhiber la synthèse 

du TNF (Aderka et al., 1989;Lotz and Gueme, 1991). À l'opposé, il augmente le nombre 

de cellules inflamatoires dans le tissu sinovial, stimule la prolifération des chondrocytes 

et induit une amplification de l'effet de l'IL-l (Gueme et al., 1989;Nietfeld et al., 1990). 
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L'IL-l et le TNF-a agissent également sur le facteur de transcription NF-KB qui est 

sous la forme inactive dans le cytosol. En présence de l'IL-l[3 ou du TNF-a, le NF-KB 

sera activé puis transloqué dans le noyau où il induira l'expression d'une grande variété 

de gènes. Les MMPs, les molécules d'adhésion, l'oxyde nitrique synthase inductible 

(iNOS) et la cyc1ooxygénase-2 (COX-2) en sont quelques exemples. Dans les 

chondrocytes, cette voie de signalisation est indispensable à l'expression de la MMP-l, 

de la MMP-3 et de la MMP-13 (Mengshol et al., 2000;Elliott et al., 2002;Vincenti and 

Brinckerhoff, 2002;Liacini et al., 2003). 

À l'opposé de l'IL-l~ et du TNF-a, il y a des cytokines anti-inflammatoires comme 

l'IL-4, IL-lO, IL-13 et IL-IRa. Deux de ces cytokines, l'IL-4 et IL-IO semblent, in vitro, 

avoir la capacité de renverser certains effets des cytokines cataboliques et en conséquence 

d'inhiber la dégradation du cartilage par les protéinases. In vivo, elles favorisent la 

suppression de la destruction du cartilage (Shingu et al., 1 995;Cawston et al., 1996;Salter 

et al., 1 996;Lubberts et al., 2000a;Lubberts et al., 2000b;van Roon et al., 2001 ;Iannone et 

al., 200l;Wang and Lou, 200l;Guicheux et al., 2002). De surcroît, ces deux cytokines 

ainsi que l'IL-13 ont la capacité de diminuer, dans les synoviocytes et les chondrocytes 

OA, la production de plusieurs cytokines pro-inflammatoires tels que l'IL-I ~ et le ll'l"F-a 

et de stimuler la production de leurs récepteurs antagonistes soit IL-IRa et le récepteur 

soluble du TNF-a (Jovanovic et al., 1998;Alaaeddine et al., 1999;Moo et al., 

200l;Femandes et al., 2002). 
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Lors de la stimulation des chondrocytes OA par des cytokines pro-inflammatoires, 

il y aura une augmentation de l'ARNm et du niveau protéique de l'iNOS qui est 

responsable de la synthèse du NO. De plus, il y a une augmentation du niveau de 

nitrite/nitrate dans le liquide synovial des patients OA (Farrell et al., 1992;McInnes et al., 

1996). Le NO est un facteur impliqué dans le catabolisme du cartilage et induit 

l'apoptose des chondrocytes OA (Blanco et al., 1995). Plus précisément, il peut conduire 

à la dégradation et à l'inhibition de la synthèse de la matrice extracellulaire par la 

régulation de plusieurs facteurs biochimiques impliqués dans la dégradation du cartilage 

tels que les MMPs et en causant des dommages à toutes les composantes de la matrice 

(Taskiran et al., 1994;Murrell et al., 1995;Sasaki et al., 1998). Les dommages peuvent 

être causés directement lorsque le NO attaque les composantes ou indirectement lorsqu'il 

diminue la synthèse de celles-ci (Hashimoto et al., 1998b;Li et al., 2004). 

1.3.3. L'incidence de l'OA 

L'OA, touchant toutes les ethnies, est retrouvée dans toutes les régions du monde 

avec une incidence plus grande chez la femme (Buckwalter et al., 2004). L'organisation 

mondiale de la santé estime qu'environ 10% de la population mondiale âgée de plus de 

60 ans souffrent d'OA, 80% de cette population ont des mouvements limités et 25% ne 

peuvent pas exécuter leurs principales activités quotidiennes (Buckwalter et al., 2004). 

Bien que l'OA affecte les mains et la colonne vertébrale, les articulations les plus 

touchées par cette maladie sont les genoux et les hanches (Buckwalter et al., 2004). 
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1.3.4. Les facteurs de risque 

L'OA a longtemps été considéré comme une maladie résultante d'un traumatisme 

ou du vieillissement. Ce concept a toutefois évolué et elle est maintenant considérée 

comme une maladie multifactorielle, en partie causée par une composante génétique et/ou 

immunologique et des mécanismes de stress (Martel-Pelletier, 1999;Kouri and Lavalle, 

2006). En effet, l'âge, le sexe, la génétique, la densité osseuse, les facteurs hormonaux et 

l'obésité ne sont que quelques-unes des causes possibles de l'OA (Sarzi-Puttini et al., 

2005). Leur implication comme facteur de risque sera abordé dans les prochains 

paragraphes. 

L'âge 

L'âge joue un rôle substantiel dans l'augmentation de l'incidence et de la 

prévalence de l'OA (Lawrence et al., 1966;Felson et al., 1987;Felson et al., 1995). Toutes 

les articulations susceptibles d'être affectées par l'OA sont sous l'influence de ce facteur 

de risque. Toutefois, son importance est particulièrement prononcée pour les genoux, les 

mains et les hanches. L'importance de ce facteur de risque est probablement causée par 

l'augmentation, avec l'âge, d'une variété de facteurs de risque biomécaniques, 

systémiques et locaux. 

Le genre 

Dans la littérature, le genre est considéré comme un facteur de risque, son 

implication est toutefois restreinte à quelques articulations. En effet, la prévalence et 
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l'incidence de l'OA au niveau des mains et des genoux est significativement plus grande 

chez la femme, alors que pour les hanches, il y a la même progression en fonction de 

l'âge pour les deux sexes (Kellgren and Moore, 1952;Oliveria et al., 1995). Le genre peut' 

aussi influencer le développement de la maladie. En effet, l'OA des mains progresse plus 

rapidement chez la femme, alors que, l'OA des genoux progresse à la même vitesse pour 

les deux sexes (Schouten et al., 1992;Ledingham et al., 1993;Felson et al., 

1995;Dougados et al., 1996). 

La génétique 

La génétique peut être l'un des facteurs expliquant le développement précoce de 

l'OA chez certaines familles. Les variances génétiques telles que des anomalies au niveau 

du collagène des chondrocytes ou des aggrécanes peuvent expliquer ce phénomène. Ces 

anomalies peuvent se situer au niveau de la fragilité, de la quantité ou de la structure 

moléculaire. La contribution génétique dans le développement de l'OA au niveau des 

mains, des hanches et des genoux chez la femme et au niveau des hanches chez l'homme 

a été rapportée dans plusieurs articles (Spector et al., 1996;Kaprio et al., 1996;Felson et 

al., 1998;MacGregor et al., 2000;Lanyon et al., 2000;Ingvarsson et al., 2000;Jonsson et 

al., 2003). Ces études suggèrent l'implication de plusieurs gènes ainsi que de facteurs 

environnementaux dans la possibilité de développer cette maladie. Le gène de l'IGF-l, le 

gène du récepteur à la vitamine D, les gènes des protéines d'oligomérisation et la région 

HLA sont parmi les candidats possibles. De plus, il semble qu'une région du 

chromosome 2q et du chromosome 11q pourrait être liée à l'OA (Wright et al., 

1996;Chapman et al., 1999). 
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Les facteurs hormonaux et la densité osseuse 

Les hormones et la densité osseuse semblent influencer le risque de développer 

l'OA. En effet, les femmes, après la ménopause, ont un risque plus élevé de développer 

l'OA. Ceci peut s'expliquer, en partie, par un déficit en œstrogène qui semble avoir un 

effet protecteur (Zhang et al., 1998). Semblable à l'œstrogène, l'ostéoporose semble 

avoir, elle aussi, un effet protecteur contre l'OA. En effet, la majorité des études montrent 

qu'une forte densité osseuse est associée à une augmentation de la prévalence de l'OA 

pour les hanches, les genoux et les mains (Lane et al., 1999). Plusieurs hypothèses ont été 

formées mais aucun consensus n'a été obtenu pour expliquer le lien entre la densité 

osseuse et la prévalence de l'OA. 

L'obésité 

L'obésité est un facteur de risque important dans le développement de l'OA. En 

effet, au niveau du genou, il est le facteur de risque prédominant et le mieux caractérisé 

(Felson et al., 2000). Il a clairement été démontré que l'obésité précède, de plusieurs 

années, le développement de l'OA au niveau de cette articulation et accélère la 

détérioration de sa structure (Schouten et al., 1992;Spector et al., 1994;Felson et al., 

1997;Gelber et al., 1999;Cooper et al., 2000). De plus, la perte de poids réduit le risque 

de développer, dans l'avenir, l'OA au niveau des genoux (Fel son et al., 1992). L'obésité 

est aussi un facteur de risque pour l'OA au niveau des hanches, toutefois, il est moins 

important que pour les genoux (Vingard et al., 1997;Cooper et al., 1998;Karlson et al., 
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2003). Contrairement aux articulations précédentes, l'association entre l'obésité et l'OA 

au niveau des mains est plus nébuleuse car certaines études notent une association alors 

que d'autres non (Hochberg et al., 1993;Carman et al., 1 994;Vingard et al., 1997;Cooper 

et al., 1 998;Oliveria et al., 1999;Karlson et al., 2003). 

Les sports 

La participation à certains sports peut contribuer à augmenter la prévalence de l'OA 

dépendamment de l'activité. Par exemple, la course pratiquée avec modération n'a aucun 

effet sur l'incidence de l'OA. Cependant, les activités qui sont d'une grande intensité, qui 

ont un impact direct sur les articulations, qui demande le port d'un équipement lourd ou 

qui se pratique sur une surface consacrée à ce sport semblent augmenter le risque de 

développer l'OA. Par exemple, les joueurs de football et de hockey sont à haut risque de 

développer l'OA aux genoux (Lequesne et al., 1997;Lievense et al., 2003). 

1.3.5. Les traitements 

Plusieurs traitements peuvent être envisagés dépendamment de la sévérité de la 

douleur. Ces traitements qui sont individualisés, sont prescrits en s'appuyant sur le ratio 

risquelbénéfice. En premier lieu, il est recommandé d'opter pour un traitement non 

pharmacologique comme l'exercice et la réhabilitation physique. Après l'échec de ce 

type de traitement, les patients légèrement et modérément affectés peuvent opter pour 

l'utilisation d'analgésique comme l'acétaminophène ou des anti-inflammatoires non­

stéroïdiens. Ces derniers semblent, selon plusieurs études, être plus efficaces dû à la 
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capacité de certains à inhiber les COX, une enzyme importante dans l'inflammation. La 

découverte de la COX-2, une isoforme inductible de la COX, a permis le développement 

d'anti-inflammatoires non-stéroïdiens sélectifs de cette enzyme avec le même pouvoir 

analgésique que leurs homologues non-sélectifs tout en diminuant les effets secondaires 

apportés par l'inhibition de la COX-l (une forme constitutive de la COX)(Sarzi-Puttini et 

al.,2005). 

Pour les cas d'OA plus sévère, la thérapie basée sur l'utilisation d'opioïde, toutefois 

limité par la tolérance, la dépendance et les effets secondaires, est conseillée (Sarzi­

Puttini et al., 2005). D'autres traitements peuvent être utilisés comme les analgésiques 

locaux et des administrations de stéroïdes dans l'articulation. La chirurgie est envisagée 

lorsque les méthodes non chirurgicales, précédemment décrite, ont échoué. Aucun 

traitement n'existe présentement pour guérir l'OA car la cause exacte de cette maladie est 

inconnue. Toutefois, plusieurs voies sont étudiées pour tenter de découvrir les 

mécanismes impliqués dans cette pathologie. Parmi celle-ci la mort cellulaire des 

chondrocytes semble se produire précocement dans le développement de l'OA (Lust and 

Summers, 1981;Pipemo et al., 1998). 

1.4. LA MORT CELLULAIRE 

Les cellules ont plusieurs mécanismes pour réparer les dommages causés par 

plusieurs facteurs. Toutefois, lorsque les dommages ne peuvent être réparés, la cellule 

meurt. Il existe deux types de mort cellulaire, l'apoptose et la nécrose qui ont des 

mécanismes et une morphologie cellulaire distincts. Toutefois, il est clair que ces deux 
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voies partagent des dispositifs communs comme illustrés à la figure 3. Chacune de ces 

voies sera caractérisée dans les prochains paragraphes. 

1.4.1. La nécrose 

La nécrose est une voie peu étudiée dans la littérature car, contrairement à 

l'apoptose, elle est une mort cellulaire non programmée ou accidentelle qui se produit 

sans l'activation d'une voie intracellulaire spécifique. Cette mort cellulaire est 

caractérisée par une distension et une rupture de la membrane cellulaire qui conduit à la 

libération du contenu de la cellule et à la production de débris pro-inflammatoires 

pouvant conduire à une réponse inflammatoire (Leist et al., 1997;Nicotera and Melino, 

2004). 

1.4.2. L'apoptose 

La seconde possibilité est de voir la cellule mourir par apoptose. L' apoptose se 

différencie de la nécrose par des caractéristiques telles que des altérations de la 

morphologie, la condensation de la chromatine, la fragmentation de l'ADN, la diminution 

du volume de la cellule et la formation de corps apoptotiques lorsque la cellule est au 

dernier stade de ce processus (Goggs et al., 2003). 

L'apoptose est une mort cellulaire programmée qui est impliquée dans les processus 

physiologiques normaux du maintien de l'homéostasie (Majno and Joris, 1995). Elle 

permet essentiellement de maintenir l'intégrité tissulaire par l'élimination des cellules 
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Figure 3 : Représentation des voies conduisant à la mort cellulaire soit par nécrose ou 

par apoptose. La nécrose survient suite à la rupture de la membrane alors que l'apoptose 

survient suite à l'ouverture des canaux. L'ouverture des canaux conduira à la libération 

du cytochrome c, à l'activation de la caspase-9 et à l'activation des caspases effectrices 

(Green and Reed, 1998). 
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infectées, ayant subi des dommages irréparable à l'ADN ou avec une transcription des 

gènes inappropriées. L'apoptose peut aussi être impliquée dans plusieurs maladies, en 

particulier dans les maladies dégénératives du système nerveux (Fink et al., 1999). Le 

processus apoptotique peut se faire via deux voies, une voie caspase dépendante et une 

voie caspase indépendante comme illustrées à la figure 4 (Zamzami et al., 1995 ;Petit et 

al., 1995;Kroemer et al., 1997;Green and Reed, 1998;Loeffler and Kroemer, 2000). La 

mitochondrie occupe une place importante dans ces deux voies apoptotiques décrites 

dans le prochain paragraphe. En effet, les signes classiques de mort cellulaire sont 

précédés par des altérations de la mitochondrie incluant une perte du potentiel 

membranaire, une diminution de la production d'énergie, une augmentation de la 

perméabilité membranaire et la libération de facteurs pro-apoptotiques (Vayssiere et al., 

1994;Cleeter et al., 1994;Zamzami et al., 1995;Petit et al., 1995;Kroemer et al., 

1997;Petit et al., 1997;KIuck et al., 1997;Nicotera et al., 1998;Crompton, 1999;Vander 

Heiden et al., 2000) 

1.4.3. Les mécanismes de l'apoptose 

Le processus apoptotique est complexe et de nombreuses protéines en assurent la 

régulation. Dans un premier volet, la voie classique de l'apoptose est dépendante des 

caspases. Cette voie qui est priorisée dans les études, peut être induite suite à l'activation 

en amont d'une voie intrinsèque ou d'une voie extrinsèque. La voie extrinsèque est 

induite suite à l'activation d'un récepteur de mort comme TNF-R, IL-R, Fas et TRAIL-R 

qui clivera la caspase-8, une caspase initiatrice. La caspase-8 pourra alors activer des 

caspases effectrices indépendamment des mitochondries, comme la caspase-3 ou encore 
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Figure 4: Représentation de la voie apoptotique caspase-dépendante et caspase­

indépendante. L'activation de la voie caspase-dépendante qui nécessite l'activation des 

caspases se produit suite à la libération du cytochrome c. La voie caspase-indépendante 

consiste à la libération de l'endonucléase G (EndoG) et l'apoptosis-inducing factor (AIF) 

de la mitochondrie. Cette voie peut être activée indépendamment des caspases (Cregan et 

al., 2004). 
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cliver la protéine pro-apoptotique Bid qui sera transloquée dans la mitochondrie et 

causera la libération du cytochrome c et l'activation de la cascade apoptotique 

intrinsèque. La libération par la mitochondrie du cytochrome c conduira à la formation 

de l' apoptosome, formé du cytochrome c, de l' apoptotic protease-activating factor 

(Apaf-l) et de la pro-caspase-9, qui permettra l'activation de la caspase-9. Par la suite, la 

caspase-8 et -9 activées dans les deux voies précédentes, vont cliver la pro-caspase-3 en 

caspase-3 active qui à son tour clivera les protéines utiles de la cellule. 

Dans un second volet, l'apoptose peut se produire en absence complète et 

indépendamment de l'activation des caspases. Cette voie, caspase-indépendante, est 

régulée principalement par l'EndoG et l'AIF. Comme dans la voie précédente, la 

mitochondrie y joue un rôle central. Les principaux acteurs de la voie caspase-dépendante 

et caspase-indépendante seront décrit plus en détail dans les prochains paragraphes. 

Les caspases 

La voie classique de l'apoptose est dépendante d'une famille de protéases, les 

caspases. Elles sont synthétisées par la cellule sous forme inactive (pro-caspase). Pour 

devenir active, elles subissent un clivage au niveau d'un acide aminé spécifique, l'acide 

aspartique. Les caspases, une fois activées, vont cliver d'autres protéines cibles dans la 

cellule au niveau d'acides aspartiques spécifiques. Les caspases activées peuvent aussi 

cliver d'autres pro-caspases, provocant ainsi un effet d'amplification. Les différentes 

caspases peuvent être classées en trois groupes: la famille des caspases-1, des caspases-2 

et des caspases-3. La famille des caspases-1 est composée de la caspase-1, -4, -5, -11, -12 
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et -14 (Hu et al., 1998). Ces caspases qui sont impliquées dans la réponse inflammatoire 

peuvent agir en induisant la sécrétion des cytokines inflammatoires (IL-1 p, IL-16, IL-18 

et indirectement le TNF-y) ou encore en induisant l'activation de caspases impliquées 

dans la libération de ces cytokines (Van de et al., 1999). La famille des caspases-2 

(caspase-2, -8, -9, -10) regroupe les caspases initiatrices de l'apoptose. Elle vont conduire 

à l'activation des caspases effectrices qui constituent la famille des caspase-3 (caspase-3, 

-6, -7) (Hu et al., 1998). 

Les calpaines 

En plus des caspases, il y a une autre famille de protéases impliquées dans la 

cascade apoptotique, les calpaines. Elles sont synthétisées sous forme d'une pro-enzyme 

inactive qui sera activée suite à l'augmentation du niveau intracellulaire de calcium. Les 

calpaines regroupent deux isoenzymes la première la ~-calpaine et la seconde la m­

calpaine. Elles sont activées, in vitro, par des concentrations de calcium de l'ordre du 

micromolaire et du millimolaire respectivement (Croall and DeMartino, 1991). Ces 

protéases ont une large variété de substrats incluant des pro-enzymes, des phosphatases, 

des protéinases, des protéines kinases, des protéines du cytosquelette et des protéines 

membranaires impliquées dans la mort cellulaire. Les calpaines peuvent aussi dégrader 

les composantes de la matrice extracellulaire comme les protéoglycanes et les 

fibronectines conduisant à la destruction du cartilage. Fait intéressant, il a été démontré 

dans la littérature que le liquide synovial des patients atteints d'OA et de RA contient des 

niveaux plus élevé de calpaines actives. De plus, les chondrocytes atteints de ces deux 
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pathologies sécrètent des calpaines sous la forme active. (Suzuki et al., 1990; Yamamoto 

et al., 1992;Szomor et al., 1995). 

1.4.4. La mitochondrie 

Comme décrit précédemment, la mitochondrie est une organelle qui joue un rôle 

central dans la voie apoptotique caspase-dépendante et caspase-indépendante. Elle agit 

en libérant différents facteurs pro-apoptotiques lorsque des stimuli de la mort cellulaire 

affectent la perméabilité de sa membrane. La perméabilité est, en partie, régulée par les 

protéines faisant partie de la famille de Bcl-2 qui inhibent la mort cellulaire ou celles 

comme Bak et Bax qui induisent l'apoptose (Goping et al., 1998;Gross et al., 

1998;Ruffolo et al., 2000). Un déséquilibre entre ces différents facteurs pro-apoptotiques 

et anti-apoptotiques perturbera la perméabilité membranaire de la mitochondrie. De plus, 

les molécules apoptotiques peuvent être libérées de la mitochondrie indépendamment de 

Bax/Bak par des perturbations cellulaires qui causent une augmentation du calcium 

intracellulaire. La dysfonction de la mitochondrie favorise la libération de facteurs de la 

mort cellulaire comme le cytochrome c, Smac/DIABLO, et Omi/HtrA2 qui sont 

impliqués dans la voie caspase-dépendante et l'AIF et EndoG qui sont impliqués dans la 

voie caspase-indépendante. Leur rôle dans l'apoptose sera abordé dans les prochains 

paragraphes. 
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Le cytochrome c 

Le facteur apoptotique le plus notoire, libéré de la mitochondrie, est le cytochrome 

c (Kluck et al., 1997;Deshmukh and Johnson, Jr., 1998). C'est un facteur pro-apoptotique 

lié sur la surface externe de la membrane interne de la mitochondrie. L'activation de la 

voie intrinsèque débute par la libération du cytochrome c. Une fois libéré, il se combinera 

avec d'autres protéines cytosoliques (Apaf-1 et pro-caspase-9) résultant en l'activation de 

la pro-caspase-9 en sa forme active. 

SmaclDiablo et HtrA2/0mi 

Plus récemment, il a été démontré que d'autres facteurs pro-apoptotiques comme 

SmaclDiablo et HtrA2/0mi peuvent être libérés par la mitochondrie (Du et al., 

2000;Verhagen et al., 2000;Suzuki et al., 2001). Ces facteurs pro-apoptotiques semblent 

faciliter l'activation des caspases par leur capacité à se lier et à inhiber des protéines 

faisant partie de la famille des protéines inhibitrices de l'apoptose (IAP) (Liu et al., 

2000b;Martins et al., 2002). De plus, HtrA2/0mi possèdent une activité serine protéase 

qui semble contribuer à un processus de la mort cellulaire indépendant des caspases 

(Suzuki et al., 2001). 

AIF et endo G 

La mitochondrie peut aussi libérer, indépendamment des caspases et de la libération 

du cytochrome c, des facteurs impliqués dans la mort cellulaire tels que l'EndoG et l' AIF 

(Susin et al., 1999;Li et al., 2001;van et al., 2001);(Cande et al., 2004). L'AIF est une 
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flavoprotéine localisée dans l'espace inter-membranaire de la mitochondrie. Lors de 

l'ouverture du pore de transition et de perméabilité de la mitochondrie, suite à plusieurs 

stimuli (figure 5), l'AIF sera libéré dans le cytosol. Par la suite, l'AIF sera transloqué 

dans le noyau et induira la condensation de la chromatine et la fragmentation de l'ADN, 

possiblement par sa liaison avec ce dernier (Susin et al., 1999;Ye et al., 2002). L'AIF a la 

capacité d'induire l'apoptose indépendamment des caspases car l'inhibition de 

l'activation des caspases ou de leur activité ne parvient pas toujours à abolir la fonction 

pro-apoptotique de l'AIF (Daugas et al., 2000). De plus, le signal de la mort cellulaire qui 

induit la translocation de l' AIF peut être observé lorsque la cellule est dépourvu 

génétiquement de l'Apaf-l, de la caspase-9 ou de la caspase-3 (Susin et al., 2000;Joza et 

al., 2001 ;Cregan et al., 2002) . 

L'EndoG, comme l'AIF, peut être transloqué de la mitochondrie vers le noyau en 

passant par le cytoplasme durant le processus apoptotique. De plus, il a la capacité 

d'induire la fragmentation de l'ADN indépendamment des caspases (Li et al., 2001). 

La Poly (ADP-ribose) polymérase (PARP-l) 

La P ARP est une enzyme nucléaire impliquée dans la mort cellulaire. Elle facilite la 

libération de l'AIF de la mitochondrie vers le cytosol (figure 6) (Yu et al., 2002). En 

effet, les activateurs de la PARP-l, incluant l'agent alkylant de l'ADN, le N-méthyl-N'­

nitro-N-nitrosoguanidine, induisent la translocation de l'AIF et la condensation du noyau. 

L'activation de la P ARP-l, suite à son clivage en deux fragments (89 et 24 kDa), se 
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Figure 5 : Mécanismes possibles conduisant à la libération de l' AIF par la mitochondrie. 

Plusieurs stimuli peuvent conduire à la libération de l' AIF incluant la P ARP, les 

caspases, le calcium et la cathepsine D (Cregan et al., 2004). 
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produit lorsqu'il y a des dommages à l'ADN (Kaufmann et al., 1993;Lazebnik et al., 

1994). La PARP-1 est impliquée dans la régulation de la différentiation et de la 

prolifération cellulaire. Le rôle de la P ARP-1 dans la régulation la réplication est 

controversée, toutefois l'inhibition de la PARP semble montrer une inhibition de la 

réplication, de la prolifération et de la différentiation dans plusieurs modèles 

expérimentaux (D'Amours et al., 1999). De plus la P ARP-1 joue un rôle dans la mort 

cellulaire; une activation massive de la PARP lors de dommages excessif à l'ADN 

conduira à la mort cellulaire par apoptose en induisant la libération de l' AIF (Lautier et 

al., 1993;de and Menissier de, 1994;Shall and de, 2000;Virag and Szabo, 2002). 

1.4.5. L'OA et l'apoptose 

L'apoptose est un processus de mort cellulaire programmée bénéfique pour le 

remodelage cartilagineux. Cependant, il existe deux caractéristiques du cartilage qui 

rendent l'apoptose des chondrocytes néfaste pour ce tissu. Premièrement, l'absence de 

cellules phagocytaires implique que les cellules mortes ne seront pas phagocytées et 

demeureront dans la matrice extracellulaire affectant potentiellement la structure de la 

matrice ainsi que le fonctionnement des chondrocytes viables. De plus, la présence de ces 

corps apoptotiques pourrait expliquer la calcification anormale du cartilage observée chez 

les patients OA. En effet, les corps apoptotiques ont la capacité de faire précipiter le 

calcium (Goggs et al., 2003). Deuxièmement, le cartilage ne contient pas de cellules 

souches mésenchymateuses et n'est pas vascularisé. Il peut donc difficilement être 

repeuplé par d'autres cellules. 
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La mort des chondrocytes par apoptose semble jouer un rôle central dans 

l'altération du cartilage et possiblement dans le développement de l'OA (Lotz et al., 

1999). L'apoptose est observée dans le cartilage de patients atteints d'OA et de RA 

(Yoshimura et al., 2006). Dans le cartilage OA, il est possible d'observer de la 

condensation nucléaire, des lacunes vides, la perte d'organelles intracellulaires et une 

perte de l'intégrité de la matrice (Weiss and Mirow, 1972). Ces observations semblent 

indiquer la présence d'apoptose. De plus, la plupart des études portant sur ce sujet voient 

une augmentation de la mort cellulaire par apoptose dans l'OA. Toutefois, la fréquence 

des cellules apoptotiques rapportée forme un grand éventail. . La cause exacte de 

l'apoptose des chondrocytes OA n'est pas parfaitement établi, il semble que plusieurs 

stimuli pourraient être impliqués . 

1.4.6. Les causes de l'apoptose dans les chondrocytes 

Dans la littérature, plusieurs stimuli peuvent conduire à l'apoptose des 

chondrocytes. Le NO et l'activation du récepteur Fas en sont des exemples. De plus, des 

cytokines pro-inflammatoires comme l'IL-lP et le TNF-a sont perçu comme des causes 

possible de la dégradation du cartilage humain via l'induction de l'apoptose des 

chondrocytes (Y oshimura et al., 2006). 

Le NO est l'un des facteurs qui semble être impliqué dans l'apoptose des 

chondrocytes. En effet, il a été démontré que le NO est produit en grande quantité par les 

chondrocytes suite à leurs stimulation par les cytokines pro-inflammatoires (Stadler et al., 
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1991). De plus, la prévalence des chondrocytes apoptotiques est corrélée 

significativement avec le niveau de nitrite dans les tissus et avec le degré d'OA dans le 

model du lapin (Hashimoto et al., 1998b). Dans les chondrocytes, un excès de NO peut 

causer le bris des brins d'ADN, la modification des lipides et des protéines, la 

dégradation et l'inhibition de la synthèse de la matrice du cartilage et finalement 

l'induction de l'apoptose (Notoya et al., 2000). 

Les cytokines pro-inflammatoires semblent elles aussi impliquées dans l'apoptose 

des chondrocytes. Parmi ces cytokines, le TNF -a et l' IL-1 ~ semblent être les plus 

impliqués. Toutefois, elles régulent différemment les mécanismes d'apoptose dans les 

chondrocytes OA. Le TNF-a produit une augmentation graduelle de l'ARNm de la 

caspase-1 et -8 contrairement à l'IL-l~. De plus, la séquence d'induction de la caspase-3 

et -7 est différente pour le TNF- a et l'IL-1~ (Lopez-Armada et al., 2006). Il semble que 

la viabilité cellulaire ne soit pas modifiée par le TNF- a et l'IL-1~ dans les chondrocytes 

en culture (Lopez-Armada et al., 2006). Certains antioxydants semblent contrer l'effet de 

ces cytokines (Peristeris et al., 1992). En effet, il a été rapporté que le N-acétylcystéine 

(NAC) qui est un antioxydant favorise la survie cellulaire. Les caractéristiques de cet 

antioxydant seront illustrées dans la prochaine section. 

1.5. LE N-acétylcystéine 

Le N-acétylcystéine est un antioxydant puissant capable de favoriser la survie 

cellulaire dans plusieurs types cellulaires (Shen et al., 1992;Ratan et al., 1994;Mayer and 

Noble, 1994). Les antioxydants comme le NAC permettent d'éliminer les radicaux libres 
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lors de l'augmentation du stress oxydatif. De plus, le NAC induit une augmentation de la 

concentration intracellulaire de glutathion réduit (GSH), le composé le plus important 

dans la protection de la cellule contre le stress oxydatif (Meister, 1988). L'efficacité du 

NAC à prévenir l'apoptose a généralement été démontrée dans un contexte ou le stress 

oxydatif est impliqué (Ferrari et al., 1995). 

1.6. LE STESS OXYDATIF 

Dans des conditions normales, les chondrocytes vivent dans un environnement non 

vascularisé avec peu d'oxygène. Le métabolisme des chondrocytes est adapté à des 

conditions anaérobiques, mais certaines fonctions sont dépendantes de l'oxygène. 

L'oxygène nécessaire est principalement fourni par le liquide synovial. Dans des 

conditions pathologiques, la pression de l'oxygène peut fluctuer ce qui provoque une 

accélération du métabolisme des tissus ainsi qu'une contrainte anormale sur 

l'articulation. En réponse à des facteurs de stress oxydatif tels que la variation de la 

pression partielle de l'oxygène, le stress mécanique et les médiateurs inflammatoires, les 

chondrocytes produisent une quantité anormale de radicaux libres d'oxygène (ROS). Ces 

derniers seront abordés dans le prochain paragraphe. 

Les ROS 

Les ROS sont parmi les principales molécules qui sont impliquées dans la 

dégradation des composés de la matrice du cartilage. Les principaux ROS produits par les 
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chondrocytes sont le NO et l'anion superoxyde (Tiku et al., 1990;Fennor et al., 2001). Ils 

peuvent agir à différents niveaux lors du processus de dégradation du cartilage. En effet, 

ils peuvent inhiber la formation de la matrice et/ou induire la dégradation de la matrice 

extracellulaire par l'oxydation des constituants de la matrice ainsi que par l'expression 

d'enzymes qui dégradent la matrice, les MMPs. De plus, les ROS diminuent la 

phosphorylation oxydative de la mitochondrie et la fonnation de l' ATP dans les 

chondrocytes en culture. Ces deux mécanismes sont liés à une diminution de la synthèse 

du collagène et des protéoglycanes (Johnson et al., 2000). De plus, des études démontrent 

que les ROS peuvent oxyder les acides nucléiques, les facteurs de transcription, les 

phospholipides des membranes et les composantes intracellulaires et extracellulaires, ce 

qui a comme conséquence de conduire à la diminution des composantes de la matrice, à 

l'altération de l'activité biologique et à la mort des cellules (Lo et al., 1998;Henrotin et 

al., 2003;Tiku et al., 2003). L'augmentation des ROS pourrait, en partie, expliquer la 

dégradation de la matrice observée dans le cartilage OA. Dans la cellule, les ROS sont 

éliminés par des enzymes antioxydantes. 

- Système antioxydant 

Dans le cartilage, les chondrocytes utilisent un système d'enzymes antioxydantes 

pour prévenir la toxicité causée par les ROS. Ce système est fonné de la superoxyde 

dismutase (SOD), de la catalase et de la glutathion peroxydase (GPx). La SOD est une 

protéine qui transforme l'anion superoxyde en peroxyde d'hydrogène (Hz Oz) et en 

oxygène (Henrotin et al., 2005). La catalase et la GPx sont impliquées dans le recyclage 

du HzOz (Henrotin et al., 2005). La glutathion réductase (Gred) est elle aussi une enzyme 
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importante dans le système d'enzymes antioxydantes. Elle permet la régénération du 

glutathion oxydé (GSSG) en GSH. 

La peroxydation lipidique 

Une des principales cibles des dommages oxydatifs causés par les ROS, est la 

membrane lipidique des cellules. En effet, les doubles liaisons contenues dans les lipides 

rendent la structure instable et plus propice aux attaques oxydatives (Lee et al., 2004). La 

peroxydation lipidique est une réaction consistant au clivage d'acide gras polyinsaturés 

soit l'acide arachidonique et l'acide linoléique via un mécanisme de réaction en chaîne 

(Uchida, 2003). L'hydroperoxyde lipidique est le principal produit découlant de la cette 

réaction en chaîne. Il sera à son tour décomposé en plusieurs produits dont des aldéhydes 

qui ont des actions dommageables variées (Uchida, 2003). Comparativement aux 

radicaux libres, les aldéhydes produits sont relativement stables et peuvent diffuser à 

l'intérieur de la cellule et se lier à des cibles loin de l'emplacement de leur origine 

(Uchida, 2003). Plusieurs produits finaux de la peroxydation lipidique sont obtenus suite 

de cette réaction toutefois, le 4-hydroxy-2nonénal (HNE) qui sera décrit dans le prochain 

paragraphe et le 4-hydroxyhexénal sont les aldéhydes les plus étudiés. Par leur stabilité et 

leur réactivité, ces aldéhydes sont impliqués dans plusieurs pathophysiologies associées 

au stress oxydatif (Lee et al., 2004). 
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1.7. LE HNE 

1.7.1. Les propriétés du HNE 

Les travaux fait par Esterbauer et ses collègues sur la production de molécules 

cytotoxiques lors de la peroxydation lipidique a permis de découvrir un groupe 

d'aldéhyde avec un potentiel de toxicité important (Schauenstein and Esterbauer, 

1978;Benedetti et al., 1980). Parmi ces aldéhydes, le HNE est l'un des produits 

majoritaires et il est souvent utilisé comme marqueur de stress oxydatif. Les trois 

groupements fonctionnels qui composent cette molécule, soit un double lien carbone­

carbone, un groupement carboxyl et un groupement hydroxyl confèrent au HNE des 

propriétés de haute réactivité (figure 7) (Leonarduzzi et al., 2004). 

Le HNE peut réagir avec plusieurs cibles comme les protéines, les lipides et les 

nucléotides. La liaison avec ces molécules peut entraîner la dysfonction de ces molécules 

et par le fait même intervenir dans la signalisation cellulaire (Uchida and Kumagai, 

2003;Awasthi et al., 2004;Leonarduzzi et al., 2004). L'interaction entre le HNE et les 

protéines se fait via la liaison au groupement sulfhydrique du résidu cystéine ou au 

groupement amino du résidu lysine et de l'histidine (Uchida and Kumagai, 2003). 

Le caractère hautement toxique fait du HNE une molécule impliquée dans plusieurs 

maladies dégénératives comme l'Alzheimer, l'athérosclérose, les cataractes ainsi que le 

cancer (Uchida et al., 1994;Zarkovic et al., 1995;Awasthi et al., 1996;Sayre et al., 

1997;Montine et al., 1997;Hammer et al., 1997;Yang et al., 2004). Le rôle du HNE dans 

le processus de signalisation reflète un grand intérêt pour la recherche car son effet 
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Figure 7 : Structure de la molécule du HNE montrant la double liaison a et P (Schaur, 

2003). 
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dépend de sa concentration. En effet, les études ont démontré que le HNE à faible 

concentration module la prolifération des cellules alors qu'à fortes concentrations, soit 

supérieur à 10 flM, le HNE a des effets toxiques. Il peut affecter la signalisation 

cellulaire, causer la différentiation cellulaire et induire l'apoptose dans plusieurs types 

cellulaires (Venn, 1978;Esterbauer et al., 1991;Barrera et al., 1991;Zarkovic et al., 

1993;Kruman et al., 1997;Kreuzer et al., 1998;Ruef et al., 1998;Uchida et al., 

1999;Dianzani et al., 1999;Cheng et al., 1999;Chiarpotto et al., 1999;Cheng et al., 

2001a;Cheng et al., 2001 b;Dianzani, 2003;Yang et al., 2003). La concentration de IThTE 

produite in vivo peut atteindre 10 flM à 5 mM en réponse au stress oxydatif (Kumagai et 

al., 2004). De plus, chez les personnes atteintes de maladies arthritiques sévères, la 

concentration de HNE, dans le sérum, est 3 à 10 fois plus élevée que dans celui des sujets 

normaux (Siems and Grune, 2003). 

1.7.2. Le métabolisme du HNE 

La majorité du HNE est métabolisé via sa conjugaison avec le GSH soit de manière 

spontanée ou via l'action de la glutathion-S-transférase (GST). Le produit formé pourra 

par la suite être métabolisé par l'acide mercapturique (Awasthi et al., 2004). Toutefois, 

une faible proportion du HNE peut être réduit en son alcool correspondant, le 1,4-

hydroxy-2nonène, par l'alcool déshydrogénase ou l'aldose réductase. Il peut aussi être 

oxydé en acide, l'acide 4-hydroxy-2-nonénoïque par l'aldéhyde déshydrogénase 

(Awasthi et al., 2004). 
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1.7.3. Le HNE et L'OA 

Les études portant sur le rôle du HNE dans l'OA sont peu nombreuses. Il a été 

démontré précédemment par notre laboratoire que le niveau des complexes 

HNE/protéines sont augmentés significativement dans le liquide synovial de patients OA 

comparativement aux sujets normaux. De plus, le HNE induit la dégradation du cartilage 

dans des explants de cartilage par la libération d'hydroxyproline et la formation de 

néoépitopes de collagène type II (COLL II). Les complexes HNE/COLL II ont une 

susceptibilité plus élevée à la dégradation par la MMP-13 active comparativement au 

COLL II natif. Au niveau transcriptionnel, le HNE inhibe la synthèse du COLL II et de 

l'inhibiteur tissulaire de la MMP-l (TIMP-l), toutefois, il induit la synthèse de la MMP-

13 via l'activation de la voie de la p38 MAPK(Morquette et al., 2006). 

Dans une seconde étude, nous avons démontré que le lThTE joue un rôle central dans 

la régulation de la COX-2 et de l'iNOS dans les chondrocytes OA. En effet, le HNE 

induit une augmentation du niveau protéique et de l'ARNm de la COX-2 ainsi qu'une 

augmentation de la PGE-2 via l'activation du site de liaison ATF/CRE au niveau du 

promoteur de la COX-2. Toutefois, il n'a aucun effet sur le niveau basal de l'expression 

de l'iNOS et du NO. De plus, il prévient l'induction de l'iNOS et la production du NO 

induit par l'IL-lp. Il agit possiblement par l'inhibition de la phosphorylation d'IKBalpha 

par sa liaison avec IKB kinase alpha. Il en résulte l'inhibition de la translocation de NF­

KB dans le noyau. 



46 

1.7.4. Le HNE et l'apoptose 

Il a été précédemment démontre que le HNE peut induire l'apoptose dans plusieurs types 

cellulaires. En effet, le HNE conduit à l'apoptose par ses effets sur c-Jun N-terminal 

protéine kinase (JNK) et sur la caspase-3 (Cheng et al., 200Ib). Il induit l'apoptose par le 

relâchement du cytochrome c, l'activation de la P ARP et la fragmentation de l'ADN 

(Raza and John, 2006). Cette apoptose est couplée à une augmentation de Bax et à une 

diminution de Bc1-2 (Lee et al., 2004). Dans les cellules PCI2, il a été démontré que le 

HNE augmente le stress oxydatif induisant ainsi une augmentation de l'expression de la 

GSTA4-A, du Cytochrome P450 2EI et de la HSP70 (Raza and John, 2006). Dans la 

lignée cellulaire YPEN-I, le HNE induit la mort cellulaire. Toutefois, cet effet est contré 

en présence d'antioxydant, le NAC. 
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OBJECTIF GÉNÉRAL 

Cette étude a pour but d'identifier de nouvelles molécules susceptibles d'être 

impliquées dans le phénomène apoptotique observé chez les chondrocytes OA. De 

nombreuses études rapportent la contribution du stress oxydatif dans la pathologie de 

l'OA. Ainsi, le NO, qui est un ROS, semble contribuer au phénomène apoptotique dans 

l'OA. Dans ce projet, nous proposons d'étudier l'implication du HNE comme molécule 

susceptible d'induire l'apoptose dans les chondrocytes OA. Le HNE est décrit comme 

étant l'aldéhyde le plus cytotoxique et génotoxique produit lors de la peroxydation 

lipidique. De plus, il a précédemment été démontré qu'il est un inducteur de l'apoptose 

dans plusieurs types cellulaires. Son niveau élevé dans le plasma et dans la membrane 

synoviale des patients atteints de l'OA indique son possible rôle dans la modulation de 

l'apoptose dans cette maladie. Par ailleurs, dans le cartilage OA, le HNE a des effets 

cataboliques et inflammatoires via l'inhibition de la synthèse de la COLL II et de TIMP-

1, et l'induction de la synthèse de la MMP-13 et de la COX-2. Dans cette étude, nous 

proposons d'investiguer le rôle du HNE dans l'activation des caspases (-3, -8 et -9). De 

plus, nous proposons de déterminer son effet sur la mitochondrie en mesurant la 

libération des facteurs apoptotiques contenu dans cet organelle (cytochrome c et l' AIF) 

ainsi que sur le noyau par la mesure de la fragmentation de l'ADN et la condensation de 

la chromatine. Par la suite, l'effet du HNE sur l'état rédox sera étudié en mesurant le ratio 

GSSG/[GSH+GSSG]. Finalement, le rôle de la GST-A4 dans la protection des 

chondrocytes OA contre la cytotoxicité du HNE sera étudiée. 
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HYPOTHÈSES 

De récentes études ont montré que le HNE semble être impliqué dans plusieurs 

maladies par sa capacité à induire l'apoptose de différents types cellulaires. Cependant, sa 

capacité à induire l'apoptose dans les chondrocytes OA humains n'a pas été déterminée. 

Chez les patients atteints de l'OA, la concentration du HNE dans le liquide 

synovial est augmentée comparativement aux sujets normaux. En se basant sur la 

littérature, nous avons fondé l'hypothèse que le HNE, à cause de son potentiel toxique, 

pourrait jouer un rôle dans la pathophysiologie de l'OA humaine par l'induction de 

l'apoptose dans les chondrocytes OA. En effet, nous croyons que le HNE induira 

l'activation de la voie apoptotique intrinsèque et extrinsèque. L'activation de la voie 

intrinsèque se traduira par l'activation du récepteur Fas et l'induction du elivage de la 

caspase-8 et que l'activation de la voie intrinsèque résultera en la libération du 

cytochrome c et en l'activation de la caspase-9. L'activité des deux précédentes enzymes 

conduira à l'activation d'une troisième enzyme, la caspase-3. D'autre part, notre 

hypothèse se base aussi sur la capacité du HNE à induire la fragmentation de l'ADN, son 

effet sur les facteurs Bax et Bel-2, sa capacité à induire la libération des facteurs pro­

apoptotiques (cytochrome c et AIF) et son effet sur l'altération de l'état rédox 

intracellulaire. 



CHAPITRE II : , , 
MATERIELS ET METHODES 
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2.1 Préparation des spécimens 

Le chondrocytes OA utilisés dans cette étude sont issus du cartilage de patients 

atteints d'arthrose qui ont subi un remplacement total du genou (69 ± 9 ans, moyenne ± 

SEM âge). Le diagnostique des patients a été établi en accord avec les critères de 

1'«American College of Rheumatology» (Altman et al., 1986). Au moment de 

l'intervention, les patients présentaient les symptômes nécessitent un traitement au 

NSAIDs ou les inhibiteurs sélectifs de la COX-2. Le protocole d'étude impliquant 

l'utilisation des spécimens humains a été approuvé par le comité d'éthique au centre de 

recherche de l'Hôpital du Sacré-Cœur de Montréal. Brièvement, de fines lamelles de 

cartilage recouvrant l'os, obtenues dans des conditions stériles, seront retirées puis 

coupées en petits cubes, ceux-ci seront lavés à trois reprises avec du tampon phosphate 

salin (PBS) contenant des antibiotiques (500 U/mL pénicilline, 500 Jlg/mL de 

streptomycine; Gibco BRL, Burlington, Ontario, Canada). Une fois les lavages terminés, 

le cartilage baignant dans le PBS supplémenté avec des antibiotiques sera incubé à 

température pièce pendant 1 heure afin d'être décontaminé. 

2.2 Isolation des chondrocytes 

Toutes les manipulations ont été faites en milieux stériles 

Une fois les étapes de préparation du cartilage terminées, les chondrocytes seront 

isolés du cartilage par une digestion enzymatique séquentielle. Brièvement, les explants 

du cartilage ont été digéré par une première enzyme, la pronase à 1 mg/mL (Sigma­

Aldrich Canada, Oakvill, Ontario, Canada) pendant une heure à 37°C suivie par une 
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seconde enzyme, la collagènase à 1 mg/mL (Sigma-Aldrich) pour une période 

d'incubation de 16 heures toujours à 37°C. Les deux enzymes ont été préparées dans du 

Dulbecco 's modified Eagle medium (DMEM; Gibco BRL) contenant 10% de Sérum 

bovin fœtal (FBS; HyClone, Logan, Utah, USA) et des antibiotiques (100 U/mL 

péniciline, 1 00 ~g/mL de streptomycine). Après ces étapes, le produit de la digestion a 

été filtré à l'aide d'un filtre de 70 ~m (BD Falcon, Bedford, MA, USA) et centrifugés à 

1 500 rpm durant 10 minutes. Après avoir retiré le surnageant, le culot, composé de 

chondrocytes, a été resuspendu dans du milieu de culture DMEM/10% FBS contenant les 

antibiotiques. 

2.3 Culture cellulaire 

Les cellules isolées seront mises en culture dans des flasques de 175 cm2
• Les 

chondrocytes en culture ont été maintenus à 37°C dans un environnement contenant 5% 

de CO2 et le milieu de culture a été changé périodiquement (Mosmann, 1983). À 

confluence, les chondrocytes ont été détachés à l'aide d'un traitement à la trypsine 

(0.025% EDTA/O,Ol % trypsine, Gibco BRL) et mis en culture dans des plaques de 6, 12, 

24 ou 96 puits, selon l'expérience, avec une haute densité cellulaire. Afin de préserver le 

phénotype des cellules, seulles chondrocytes de premier passage ont été utilisés. 

2.4 Test de viabilité 

L'une des premières étapes de cette étude est de mesurer l'effet cytotoxique du 

HNE sur la viabilité des chondrocytes OA. L'analyse de la viabilité cellulaire est évaluée 
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par l'utilisation du (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) 

(MTT; Sigma). Cette méthode, développée par Mosmann et col. et modifiée par Denizot 

et col, permet de mesurer l'activité de la fonction déshydrogénase de la mitochondrie 

(Mosmann, 1983;Denizot and Lang, 1986;Twentyman and Luscombe, 1987;Awasthi et 

al., 2004). Le MTT est un composé tétrazolium d'une couleur jaune qui sera réduit en 

formazan bleu par les déshydrogénases mitochondriales. Ces enzymes sont présentes 

uniquement dans les cellules vivantes et qui sont métaboliquement actives (Altman, 

1976). Bien que la viabilité puisse être évaluée par cette méthode, elle ne permet pas de 

faire la distinction entre la mort des cellules par nécrose ou par apoptose (McKeague et 

al'.,2003). 

Afin d'évaluer la viabilité cellulaire des chondrocytes, ces derniers ont été 

ensemencés dans des plaques de 96 puits à raison de 5 x 104 cellules par puits dans du 

DMEM/I0% FBS. Quarante-huit heures plus tard, soit avant la stimulation, le milieu a 

été remplacé par du milieu frais DMEM/2% FBS. Les cellules ont été incubées avec des 

concentrations croissantes de HNE (0, 2, 5, 10, 20 et 30 /lM) pendant différents temps 

d'incubation (2, 4, 6, 8, 16 et 24 heures). Afin d'étudier la prévention de l'effet 

cytotoxique du HNE, les cellules ont été pré-incubées pendant 1 à 2 heures avec les 

produits suivants : 

1) un antioxydant, le NAC à 200 /lM 

2) Un inhibiteur de PARP-l le 5-iodo-6-amino-l,2-benzopyrone (l'INH2BP, 

Sigma) à 50 et 100 JlM 

3) Anti-fas (20 /lg/ml) 
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À la fin de chaque incubation, les cellules ont été incubées pendant 15 min à 37°C 

dans du DMEM/2% FBS contenant 0.5 mg de MTT/mL. Une fois le temps écoulé, le 

milieu contenant le MTT a été remplacé par 200 ~L d'une solution de solubilisation acide 

composée de 0.04 M HCI-isopropanol et laissé pour une période de 5-10 minutes à 

température de la pièce. Enfin, l'isopropanol acide a été transféré dans des plaques de 96 

puits puis lues à 570 nm à l'aide d'un lecteur universel de microplaques EL800 (Bio Tek 

Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA). Les résultats seront exprimés en 

pourcentage du contrôle qui a une valeur arbitraire de 100%. 

2.5 Dosage de l'activité de la caspase-3, -8 et-9 

Le niveau de l'activité de caspase-3, -8, et -9 a été mesuré à l'aide des trousses 

spécifiques qui permettent de mesurer l'activité protéasique de chacune de ces caspases 

par l'ajout d'un peptide spécifique, le DEVD, l'IETD et le LEHD respectivement couplé 

à un chromatophore, le p-nitroanaline. Le chromatophore libéré pourra être quantifié à 

405 nm. L'activité de ces enzymes sera directement proportionnelle à l'absorbance 

obtenue. Les expériences ont été faites selon les protocoles fournis avec les trousses. 

Brièvement, les chondrocytes ensemencés dans des plaques de 6 puits à haute confluence 

ont été incubés dans du DMEM/2% FBS avec 30 ~M de HNE durant différents temps (0, 

2, 4, 6 et 16 h). 

Pour la caspase-8 et -9, l'activité enzymatique a été évaluée à l'aide d'une trousse 

achetée chez R&D. Brièvement, les cellules ont été lysées, à la fin de l'incubation, avec 
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un tampon de lyse pendant 10 minutes sur la glace pour obtenir une concentration finale 

de 2 - 4 mg de protéines/mL. Suite à cette étape, le lysat a été centrifugé 1 minute à 

10,000 x g et le surnageant a été transféré dans un nouveau tube. Dans des plaques de 96 

puits, 100 - 200 !-lg de protéines, 50 !-lI du tampon de réaction 2X contenant 1 % de DTT 

et 5 !-lI de substrat colorimétrique (IETD-pNA ou LEHD-pNA) ont été ajoutés à chacun 

des puits. 

Pour la caspase-3, l'activité enzymatique a été évaluée à l'aide d'un kit acheté chez 

Sigma. Pour ce faire, les cellules ont été lysées avec un tampon de lyse (50 mM HEPES, 

pH 7.4, 5 mM CHAPS, 5 mM DTT) à une concentration de 107 cellules par 100 ilL de 

tampon, durant 15 minutes sur la glace. Subséquemment, le lysat a été centrifugé à 

16 000 x g pendant 15 minutes. Dans des plaques de 96 puits, 5 ilL de surnageant ont été 

ajoutés suivis par l'ajout du substrat (Ac-DEVD-pNA, 200 IlM). Finalement le volume a 

été complété à 100 ilL avec du tampon d'incubation (20 mM HEPES, pH 7,4, 2 mM 

EDTA, 0,1% CHAPS, 5 mM DTT). 

Les plaques ont été incubées durant 16 heures à 37°C pour permettre la réaction, 

puis l'absorbance a été lue à 405 nm. 

2.6 Dosage de Bcl-2 

Le dosage de Bcl-2 a été effectué dans l'extrait cellulaire des chondrocytes à l'aide 

d'une trousse commerciale (Calbiochem, San Diego, California, USA) suivant les 

instructions du manufacturier. Brièvement, les chondrocytes OA ont été incubés en 
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présence ou en absence de 30 !lM HNE pour des temps variant entre a et 16 heures. À la 

fin de l'incubation, les cellules ont été lavées avec le PBS, décollées délicatement et 

recueillies dans des tubes de 1,5 mL. Le culot sera resuspendu dans du tampon (50 mM 

Tris, 5 mM EDTA, 0,2 mM PMSF, 1 !lg/mL pepstatin et 0,5 !lg/mlleupeptin ajusté à pH 

7,4) pour obtenir une concentration finale de 5 x 106 cellules/ml. Par la suite, 20 !lL de 

l'antigen Extraction Agent (AEA) sont ajoutés par 100 !lL d'extrait cellulaire. Après une 

incubation de 30 minutes sur la glace avec d'occasionnelles agitations au vortex, les 

homogénats sont centrifugées 5 minutes à la 000 x g. Dans chaque puits préalablement 

enrobé avec un anticorps anti-Bc1-2, 50 !lL d'anticorps de détection (FITC-conjugated 

monoe/onal anti-human Be/-2) et 50 !lL d'échantillon ou de standard (200, 80, 32, 12.8, 

5.12, et a D/mL) ont été ajoutés. Après 2 heures d'incubation à température pièce, les 

puits ont été lavés à trois reprises avec le tampon de lavage puis 100 !lL de l'anticorps 

anti-FITC conjugué à la peroxydase diluée 1 :200 ont été ajoutés. Après 30 minutes 

d'incubation à température pièce, la plaque a été lavée à nouveau avec le tampon de 

lavage, puis 100 !lL de substrat ont été rajoutés dans chaque puits. À la fin, la réaction 

enzymatique a été arrêtée par l'ajout de 100 !lL de l'acide sulfurique 2.5 N puis 

l'absorbance a été lue à 450 nm. 

2.7 Mesure qualitative et quantitative de la fragmentation de 

l'ADN. 

La fragmentation d'ADN a été mise en évidence à l'aide d'une trousse (Suicide­

Track ™ DNA Ladder isolation kit; Calbiochem) qui permet la détection des fragments 

d'ADN. L'isolation a été réalisée selon le protocole fournit avec la trousse. En résumé, 
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les cellules (2 x 106
) traitées avec 30 !lM HNE en présence ou en absence de 200 !lM 

NAC ont été lysées dans 55 III de tampon de lyse qui inactive les nucléases. Puis, 20 ilL 

de la solution contenant de l'ARNase ont été ajoutés. Après une incubation d'une heure à 

37 oC, un volume de 25 ilL de la solution contenant de la protéine K a été ajouté au lysat 

cellulaire. Les cellules ont été incubées à 55 oC pendant 16 heures. Suite à cette 

incubation, 500 ilL de tampon de resuspension (10 mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA) ont 

été ajoutés. L'ADN a été précipité par l'ajout de 2 ilL de Pellet Paint ® Co-Precipitant, 

60 !lI de 3 M Acétate de sodium pH 5.2 et de 662 !lL de 2-Propanol. Les tubes ont été 

agités par inversion, incubés à température pièce pendant 2 minutes et centrifugés à 16 

000 x g pendant 15 minutes. Le surnageant a été retiré, le culot contenant l'ADN a été 

rincé avec 500 !lL d'éthanol 70% et centrifugé de nouveau. Le culot a été à nouveau lavé 

mais cette fois avec de l'éthanol 100% et centrifugé. Vne fois le surnagent retiré, le culot 

a été séché· puis resuspendu dans 50 !lI de tampon de suspension. Sur un gel de 1,5% 

d'agarose préparé dans du tampon TAE (40 mM. Tris-base, 25 mM EDTA, 20 mM acide 

acétique), un volume de 25 !lI (21 !lI d'échantillon auquel 4 !lI de tampon gelloading 6X 

ont été ajoutés) a été déposé par puits. Les fragments ont migré dans du tampon TAE à 60 

volts pendant 45 minutes. Les fragments d'ADN ont été détectés par l'incubation du gel 

d'agarose dans une solution de bromure d'éthidium (0,5 !lg/ml de tampon TAE) suivi par 

un lavage de 30 minutes dans de l'eau distillée. Les fragments d'ADN ont été visualisés à 

l'V.V puis analysés à l'aide d'un système d'analyse d'images (Gel Doc™ 2000, Bio­

Rad). 
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La quantification des fragments d'ADN a été effectuée Via le dosage des 

nucléosomes (histones + l'ADN) à l'aide d'une trousse commerciale (Cell Deatth 

Detection ELISAPLUS 
; Roche) en suivant les instructions du manufacturier. Pour ce faire, 

les chondrocytes OA ont été traités pendant 4 heures avec des concentrations croissantes 

de HNE (0 à 30 !lM) ou avec 200 !lM NAC en présence ou en absence de 30 !lM de 

HNE. À la fin de l'incubation, les cellules ont été lysées pendant 30 minutes à 

température pièce dans le tampon de lyse. Le lysat a été centrifugé 10 min à 200 x g. Le 

surnageant (20 IlL), contenant les nucléosomes, de chacune des conditions a été déposé 

dans une plaque de 96 puits préalablement enrobés avec un anticorps anti-histone. Par la 

suite, 80 !lI d'immunoréactif, (anti-histone-biotin et anti-DNA-POD) ont été ajoutés à 

chacun des puits. La plaque a été incubée 2 heures à température pièce sous agitation 

(300 rpm). À la fin de l'incubation, la plaque a été lavée à trois reprises avec le tampon 

d'incubation puis 100 !lI de substrat ABTS ont été ajoutés. Après 10 à 20 minutes, la 

réaction enzymatique a été arrêtée par l'ajout de 100 !lI de l'acide sulfurique 2.5 N. 

L'absorbance a été lue à 405 nm. 

2.8 Cytochrome c 

La présence du cytochrome c dans le cytoplasme a pu être mesurée à l'aide d'une 

trousse (Calbiochem). L'essai a été réalisé selon la procédure fournie avec la trousse avec 

des modifications. Brièvement, les cellules ont été prétraitées avec et sans 200 !lM NAC 

durant 1 heure puis stimulées avec une concentration croissante de HNE (0 à 30 !lM) 

pendant 4 heures. Pour isoler la fraction cytosolique, les cellules ont été resuspendues 

dans un tampon d'isolation de mitochondrie (manitol 220 mM, sucrose 70 mM, HEPES 
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KOH 1 OmM, pH 7.4, EDTA 10 mM, glycérol 10%) à raison de 1,5 x 106 cellules/ml de 

tampon. Les cellules ont été passées délicatement à plusieurs reprises dans une seringue à 

aiguille calibre 25 x 5/8 po puis laissées dans la glace pendant 15 min. Le lysat a été 

centrifugé à 10 000 x g pendant 15 minutes à 4°C puis le surnageant a été recueilli. Dans 

une plaque de 96 puits préalablement enrobés avec un anticorps anti-cytochrome c 

humain, 100 III de diluant ainsi que 100 III d'échantillons ou de standard ont été ajoutés à 

chacun des puits. Après une incubation de 2 heures à température pièce, la plaque a été 

lavée à trois reprises avec le tampon de lavage, puis 200 III de l'anticorps anti­

cytochrome c conjugué ont été ajoutés pour une période de 2 heures à température pièce. 

Après des lavages comme précédemment décrit, 200 III de substrat ont été ajoutés à l'abri 

de la lumière puis la plaque a été incubée pendant 30 minutes. Finalement, la réaction a 

été arrêtée par l'ajout de 50 III d'acide sulfurique 2.5 N puis l'absorbance est lue à 450 

ntn. 

2.9 Immunobuvardage de type Western 

Les chondrocytes OA (106 cellules/puits) ont été incubés pendant 16 heures avec 

des concentrations croissantes de HNE (0 à 30 IlM) ou avec 30 IlM HNE à différents 

temps d'incubation (0 à 16 heures). Un prétraitement avec 200 IlM NAC pendant 1 heure 

a été effectué en présence ou en absence de 30 IlM HNE. Pour déterminer l'expression 

des caspases, de Bax, de PARP et de Fas, les cellules ont été lysées à la fin de 

l'incubation dans du tampon d'électrophorèse (62.5 mM Tris-HCI, pH 6.8, 20% Glycerol, 

2%SDS, 5% ~-Mercaptoéthanol, 0,025% bleu de bromophénol). 
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Pour déterminer le niveau protéique de l'AIF transloqué dans le noyau, les cellules 

ont été lavées au PBS froid puis 400 J.lL de tampon de lyse (10 mM HEPES, pH7.9, 1.5 

mM MgCh, 10 mM KCl, 1 % NP-40) ont été ajoutés aux puits. Les cellules ont été 

recueillies puis centrifugées 30 secondes à 3000 rpm et à 4°C. Le culot contenant des 

noyaux a été suspendu dans du tampon de lyse contenant 20 mM pH 7.9 HEPES, 25% 

glycerol, 420 mM NaCl, 1,5 mM MgCh, 0,2 mM EDTA puis centrifugé 10 minutes à 10 

000 rpm. Le surnageant contenant les protéines nucléaires a été recueilli et leur 

concentration déterminée en utilisant la méthode de l'acide bicinchoninique (Pierce). 

Les échantillons (~20 !-tg de protéines) ont été dénaturés dans de l'eau bouillante 

pendant 5 minutes, déposés sur un gel discontinu de polyacrylamide (4-12%) en présence 

de 0.1 % de sodium dodécyl sulfate (SDS) puis transférés sur des membranes de 

nitrocellulose (BioRad) dans du tampon de transfert (25 mM Tris, 192 mM glycine, 20% 

méthanol). Les membranes ont été bloquées pendant 16 heures dans une solution de 

blocage contenant 5% (Plv) de lait en poudre dissout dans le tampon TTBS (20 mM Tris 

pH 7.5, 0.15 M NaCl, 1% Tween-20). Par la suite, les anticorps primaires ont été ajoutés 

aux membranes pendant 24 heures à 4°C puis lavés 3 fois pendant 10 min pour chaque 

lavage. Les anticorps primaires utilisés sont: anticorps polyclonal de lapin anti-AIF, 

anticorps polyclonal de lapin anti-PARP, anticorps polyclonal de lapin anti-Bax, 

anticorps polyclonal de lapin anti-caspase-3, -9 (Calbiochem), anticorps polyclonal de 

lapin anti-caspase-8 (Santa Cruz) et anticorps monoclonal de souris anti:"Fas (Upstate, 

Lake Placid, NY, USA) à une dilution de 1 :200, 1 :2000, 1 :500, 1 :2000, 1 :500, 1 :200 et 

1:500 respectivement. Les membranes ont été par la suite incubées avec l'anticorps anti-
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lapin IgG ou anti-souris IgG couplé à la peroxydase (Jackson ImmunoResearch, West 

Grove, Pennsylvanie, USA) à une dilution de 1 :20 000. La révélation des protéines 

immunoréactives a été réalisée à l'aide d'un mélange équivolume de deux solutions 

commerciales de chemiluminescence intensifiée (LumiGLO Chemilumine Substrat cell 

Signaling technologic). Les bandes ont été visualisées par exposition de la membrane à 

un film de Kodak X-Omat (Eastman Kodak Ltd, Rochester, New-York, USA). Le poids 

moléculaire a été établi à partir du standard de poids moléculaire. 

2.10 Dosage du GSH 

Le dosage du GSH total et oxydé a été effectué dans les extraits totaux des 

chondrocytes OA en utilisant une trousse commerciale de Cayman Chemical suivant les 

instructions du manufacturier. Le principe de ce dosage est basé sur la réaction des 

groupements sulphydriles du GSH avec l'acide 5,5'-Dithio-bis-nitrobenzoic (DTNB) en 

produisant un produit final jaune, l'acide 5-thio-2-nitrobenzoic (TNB). Le conjugué 

GSTNB sera à son tour réduit en GSH et TNB en présence de la GRed. Le taux du TNB 

produit sera proportionnel au taux du GSH recyclé. La présence de la GRed permet aussi 

à la réduction du GSSG en 2 GSH ce qui nous permet grâce à ce kit de mesurer la totalité 

du GSH (réduit + oxydé). Cette trousse permet aussi de mesurer exclusivement le niveau 

du GSSG après avoir traité les échantillons avec du 2-vinylpyrimidine. 

Brièvement, les chondrocytes OA (2 x 106 cellules) ont été incubés dans du 

DMEM/2% FBS en présence de 30 mM Hl'JE à différents temps d'incubation (0, 2, 4, 8, 

16 h), récupérés par grattage dans du PBS froid puis centrifugés à 800 x g pendant 5 min. 
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Le culot est homogénéisé puis soniqué dans du tampon MES contenant 0.4 M 2-(N­

morpho lino ) acide éthane sul phonique, 0.1 M phosphate et 2 mM EDT A. Après une 

centrifugation à 10 000 x g pendant 15 min, le surnageant est récupéré puis déprotéinisé à 

l'aide d'un traitement avec l'acide métaphosphorique tel que décrit dans le protocole du 

manufacturier. La déprotéinisation des échantillons prévient la réaction des groupements 

sulphydriles des protéines avec le réactif DTNB. 50 ~L du standard (GSSG) ou de 

chaque échantillon et 150 ~L du cocktail réactionnel sont placés dans une plaque de 96 

puits. La lecture se fait à une longueur d'onde de 405 nm en utilisant un lecteur de plaque 

à chaque 5 min d'intervalle pendant 30 min. Les résultats sont calculés en ~M de GSH 

ou de GSSG /mg protéines puis présentés en ratio GSSG/[GSSG+GSH] 

2.11 Transfection des chondrocytes avec GST-A4 

Les chondrocytes transformés SW1353 ont été repartis dans des plaques de 24 puits 

à raison de 2 x 105 cellules /puits 16 h avant la procédure. Par la suite, le milieu de 

culture a été changé puis les cellules ont été transfectées avec 1 ng des vecteurs 

d'expression de la GST-A4 sauvage ou muté en utilisant le Lipofectamine (invitrogen life 

technology) en suivant les instructions du fournisseur. Les deux plasmides ont été 

généreusement offerts par Dr Awasthi (Université de Texas, États-Unis). Après 6 h 

d'incubation, les milieux ont été changés avec un milieu DMEM contenant 2% FBS puis 

les cellules ont été laissées en culture durant 16 h avant d'être traitées avec 30 ~M HNE 

pour une autre période de 16 h. À la fin de l'incubation, la viabilité cellulaire des 

chondrocytes a été mesurée par le test MTT tel que décrit précédemment et le niveau 

d'expression de la GST-A4 a été déterminé par immunobuvardage de type Western en 
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utilisant des anticorps spécifiques anti-GST-A4 (Abnova) tel que décrit précédemment 

dans le paragraphe 2.9. 

2.12 Analyses statistiques 

Les données sont exprimées en moyenne ± SEM (erreur standard). La signification 

statistique des différences entre les valeurs moyennes est ensuite évaluée par le test t de 

Student's. Les résultats sont considérés statistiquement significatifs lorsque P<O.05. 



, 
CHAPITRE III : RESULTATS 
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3.1 Effet du HNE sur la viabilité des chondrocytes OA 

Il a été démontré que le HNE diminue la viabilité de plusieurs types cellulaires. 

Dans la présente étude, l'effet du lThTE sur la viabilité cellulaire des chondrocytes, 

mesurée par la méthode du MTT, a été évalué en incubant les cellules à différents temps 

d'incubation (2, 4, 6, 8, 16 et 24 h) en présence des concentrations croissantes du HNE 

(0, 2, 5, 10, 20 et 30 !lM). Tel que présenté à la figure 8, le HNE diminue la viabilité 

cellulaire de façon temps et dose dépendants. Les résultats montrent que parmi les 

concentrations de HNE utilisées, soit 2, 5, 10, 20 et 30 !lM, uniquement les trois 

concentrations les plus élevées, 10, 20 et 30 /lM, diminuent significativement la viabilité. 

À ces trois concentrations, les résultats obtenus ne montrent aucune diminution après 2h 

d'incubation. Toutefois, il y a une diminution significative suite à 4 h de traitement avec 

20 et 30 !lM de HNE soit une diminution de 24 et 42% respectivement. Il y a une 

diminution de la viabilité suite à 6 h de 21, 64 et 68%, à 8 h de 33, 67 et 68%, à 16 h de 

38, 53 et 54% et à 24 h de 60, 64 et 66% lorsque les chondrocytes OA sont traités avec 

10, 20 et 30 /lM de HNE respectivement. 

De plus, les résultats montrent que lorsque le traitement des chondrocytes avec 30 

/lM de HNE est précédé par une pré-incubation durant une heure avec 200 /lM de NAC, 

il n'y a plus de diminution significative de la viabilité comparativement aux cellules non­

traitées avec le NAC et ce pour les six différents temps d'incubation. 



2h 4h 

100 ..-
.5 
0 

-B 75 
r= ,..:t:...:::. 

w 
g 
~ 

ce 

.g 

f 50 

~ 25 
ce 

* ,.:J:. 

0 0 . • 
HNE (~M) 0 2 5 10 20 30 30 0 HNE (~M) 0 2 5 10 20 30 30 0 
200llM NAC + + 200 IlMNAC - + + 

6h Sh 

10 
.5 
0 

-B 75 

c:: 100 
Ô 
8 
':!! 75 .g .g 

v 
~ 50 
ë 
8 

W 50 g *** *** 
~ 25 

ce 
~ 25 ce 

o O~~~~~~~~~~~~ 

HNE(~M) 0 2 5 10 20 30300 HNE(IlM) 0 2 5 10 20 3030 0 
200 !lM NAC - + + 200 IlM NAC - + + 

00-

75 

50 

25 

0 
HNE (IlM) 
200~MNAC 

"'-',..:t:. 

0 2 5 

16h 

.= 
*** *** ....... .--

10 20 30 

24 h 

,.=."=' 100 ..= 
..=. ..-

** 
.5 

~ 75 

~ *** *** r= -" 

r 50 

;:;l 25 
ce 

o 
HNE(~M) 0 2 5 10 20 3030 0 30 0 

+ + 200~MNAC + + 

65 

Figure 8 : Effet du HNE sur la viabilité des chondrocytes humains OA et en présence du 

NAC comme agent protecteur. Les cellules ont été traitées avec le HNE (0 à 30 IlM) à 

différentes périodes d'incubation (0, 2, 4, 6, 8, 16 et 24 h). L'effet protecteur de NAC a 

été évalué par la préincubation des cellules avec 200 IlM NAC puis incubées une 

nouvelle fois avec 30 IlM de HNE durant les temps indiqués ci-dessus. La viabilité a été 

mesurée par la méthode du MTT et l'absorbance a été lue à 570 nm. Les résultats sont 

exprimés en pourcentage du témoin ± SEM, n=3. *p<0.05, **p<O.Ol, ***p<O.OOl. 
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3.2 Dosage de l'activité enzymatique et du niveau protéique de la 

caspase-8 

La caspase-8 est une pro-enzyme qui a un rôle initiateur dans l'apoptose. Son 

clivage va conduire à l'activation de la caspase-3 soit directement ou indirectement. 

L'activation de la caspase-8 par le HNE a été étudiée par la mesure i) de l'activité de la 

caspase-8 et ii) du niveau protéique de la pro-caspase-8. Pour la première partie, les 

résultats du dosage de l'activité de la caspase-8, mesurée à l'aide d'une trousse 

commerciale, indiquent une augmentation significative de l'activité en fonction du temps 

lorsque les chondrocytes humain OA sont traités avec 30 !lM de lThTE (figure 9A). 

Comparativement au témoin, le HNE à cette concentration augmente l'activité de la 

caspase-8 à 143, 180,208 et 213% lorsque les cellules sont incubées durant 2,4,6, et 16 

h respectivement. Pour la deuxième partie, les résultats obtenus par immunobuvardage de 

type Western (figure 9B) montrent une diminution importante de la pro-forme de la 

caspase-8 suite à une incubation de 16 h en présence de 20 et 30 ).lM de HNE. Toutefois, 

le clivage de la caspase-8 est partiellement prévenu par le prétraitement des cellules 

durant 1 h avec 200 !lM de NAC. 
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Figure 9: Effet du HNE sur l'activité enzymatique et sur le niveau protéique de la 

caspase-8. (A) L'activité de la caspase-8 a été mesurée selon le protocole fourni avec la 

trousse utilisée. Les chondrocytes humains OA ont été stimulés avec 30 !lM de HNE 

pendant 0, 2, 4, 6 et 16 h. Les résultats sont exprimés en pourcentage du témoin ± SEM, 

n=3. *p<0.05, **p<O.Ol. (B) L'expression protéique a été réalisée par immunobuvardage 

de type Western sur l'extrait total de chondrocytes OA stimulés durant 16 h avec 

différentes concentrations de HNE (0, 2, 5, 10, 20 et 30 !lM) avec ou sans prétraitement 

avec 200 !lM de NAC durant 1 h. 
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3.3 Effet du HNE sur le récepteur Fas 

Le récepteur Fas fait partie des récepteurs impliqués dans l'induction de la voie 

apoptotique extrinsèque. En effet, son activation conduira au clivage de la pro-caspase-8. 

L'effet du HNE sur ce récepteur a été étudié en deux volets, le premier était de mesurer le 

niveau protéique de ce récepteur et le second de déterminer l'effet de la neutralisation du 

récepteur Fas en utilisant un anticorps anti-Fas sur la viabilité cellulaire. Dans le premier 

volet, les cellules ont été traitées avec une concentration fixe de HNE (30 ~M) durant 

différents temps d'incubation soit (0,2,4,6 et 16 h). L'expression protéique, réalisée par 

immunobuvardage de type Western (figure 10A), montre une augmentation progressive 

du niveau protéique de Fas après 4, 6 et 16 h d'incubation où l'intensité maximale est 

atteinte. Toutefois aucune variation n'est observée après 2 h d'incubation. 

Dans la seconde partie, les cellules ont été pré-incubées 1 h avec 20 Ilg/ml 

d'anticorps anti-Fas puis stimulées durant 4 h avec ou sans 30 ~M de HNE. Les résultats 

présentés à la figure lOB, montrent que la viabilité, déterminée par la méthode du MTT, 

est diminuée d'environ 13% chez les chondrocytes OA traités avec l'anticorps anti-Fas 

comparativement aux cellules non traitées. Toutefois, lorsque les cellules sont traitées 

avec 30 ~M de HNE, le prétraitement des cellules avec anticorps anti-Fas permet 

d'augmenter significativement leur viabilité passant de 42% avec le HNE seul à 64% 

lorsque les cellules sont prétraitées avec anticorps l'anti-Fas. 
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Figure 10 : Implication du récepteur Fas dans l'induction de l'apoptose par le HNE. Les 

chondrocytes humain OA ont été traités (A) durant différent temps d'incubation (0, 2, 4 

et 16 h) avec une concentration fixe de HNE (30 /lM) puis le niveau protéique a été 

mesuré par immunobuvardage de type Western et (B) durant 1 h avec et sans anticorps 

anti-Fas (20 /lg/mL) puis avec et sans HNE (30 /lM) durant 4 h. La viabilité a été 

mesurée par la méthode du MTT. Les résultats sont exprimés en pourcentage du témoin ± 

SEM, n=3. **p<O.Ol. 
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3.4 BaxlBcl-2 

La régulation de la perméabilité de la mitochondrie est en partie régulée par Bax et 

Bel-2. Pour déterminer l'effet du Hl'l"E sur le niveau protéique de Bax et de Bel-2, les 

chondrocytes ont été incubés avec une concentration fixe de Hl'l"E soit 30 !lM à différents 

temps d'incubation (0, 2, 4, 6 et 16 h). Les résultats obtenus pour l'expression de la 

protéine Bax, illustrés à la figure lIA, indiquent une augmentation de son niveau 

protéique à 2, 4, 6 et 16 h comparativement au niveau basal. Plus précisément, le niveau 

augmente jusqu'à 4 h où le maximum d'intensité est atteint puis décroit progressivement 

à 6 et 16 h d'incubation. 

Contrairement à Bax, les résultats montrent que le Hl'l"E à 30 )lM n'exerce aucun 

effet sur l'expression de la protéine anti-apoptotique Bel-2 (figure Il B) à 2 et 4 h 

d'incubation (9,88 et 8,84 V/mg respectivement) comparativement aux cellules non­

traitées (9,24 V/mg). Toutefois, lorsque les chondrocytes OA sont incubés avec 30 !lM de 

Hl'l"E durant 6 et 16 h, les niveaux protéiques de Bel-2 diminuent significativement à 0.10 

et 0.00 V/mg respectivement. 



A 
Temps (h) 

.(1) -"in c 
(1) 
o 

Temps (h) 

B 

12 

ln 10 
CI) 
c 

:a:; 8 -0 ... 
c. 6 
Cl 
E 4 -::J 

2 

0 

Temps (h) 

o 

0 

0 

71 

HNE(30 ~M) 

2 4 6 16 

2 4 6 16 

* * 
2 4 6 16 

Figure 11 : Effet du HNE sur le niveau d'expression protéique de Bax et Bcl-2. Le 

niveau protéique de (A) Bax a été évalué par immunobuvardage de type Western et celui 

de la (B) Bcl-2 a été mesuré à l'aide d'une trousse commerciale. Les chondrocytes ont été 

stimulés avec 30 ~M de HNE durant différentes périodes d'incubation (0, 2, 4, 6 et 16 

heures). Les résultats pour Bcl-2 sont exprimés en V/mg protéines, n=3. *p<0.05. 
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3.5 Dosage du cytochrome c 

La libération du cytochrome c, suite à un changement au niveau de la perméabilité 

de la membrane mitochondriale, permettra l'activation de la voie intrinsèque du 

processus apoptotique. Les résultats attestent que suite à une incubation de 4 h, le HNE 

conduit à une augmentation de la présence du cytochrome c dans le cytosol de manière 

dose dépendante. En effet, comme illustré à la figure 12, la quantité de cytochrome c 

libéré dans le cytosol pour l'échantillon non-traité est de 9 ng/mg alors qu'elle est de 8, 9, 

12,34 et 52 ng/mg de protéines dans les échantillons traités avec 2, 5, 10,20 et 30 !lM de 

HNE respectivement. Toutefois, l'augmentation obtenue n'est significative que pour les 

échantillons traités avec 20 et 30 !lM de HNE comparativement au groupe témoin. De 

plus, le prétraitement des chondrocytes avec 200 !lM de NAC réduit de manière 

significative la libération du cytochrome c (13 ng/mg) induit par le traitement des cellules 

avec 30 !lM HNE (52 ng/ml). À l'opposé, il n'y a pas de différence pour les cellules 

prétraitées avec le NAC comparativement aux cellules non-traitées. 
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Figure 12: Capacité du HNE à induire la libération du cytochrome c de l'espace 

intermembranaire mitochondrial vers le cytosol. Le niveau du cytochrome c a été 

quantifié dans des fractions cytosoliques des chondrocytes OA traitées avec des 

concentrations croissantes de HNE (0, 2, 5, 10, 20 et 30 /lM) durant 4 h en présence ou 

en absence de 200 /lM de NAC. Les résultats sont exprimés en ng/mg protéines, n=3. 

* *p<O.O 1, * * *p<O.OO 1. 
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3.6 Dosage de l'activité enzymatique et de niveau protéique de la 

caspase-9 

La caspase-9 est produite sous la forme d'une pro-enzyme qui sera clivée dans 

l'apoptosome lors du processus apoptotique. Le passage de la forme inactive en forme 

active permettra à la caspase-9 d'induire l'activation de la caspase-3. L'effet du HNE sur 

la caspase-9 a été mesuré au niveau de l'activité enzymatique et au niveau protéique. La 

mesure de l'activité de la caspase-9 est importante pour déterminer la capacité de cette 

enzyme à activer la caspase-3. Pour cette expérience, les cellules ont été traitées avec 30 

/lM de HNE durant 0, 2, 4, 6 et 16 h. Les résultats, représentés à la figure 13A, montrent 

une augmentation progressive et significative de l'activité de la caspase-9 pour atteindre 

un maximum d'activation après 4 h d'incubation soit 171 % comparativement au témoin. 

Pour le niveau protéique, les chondrocytes ont étés traités durant 16 h avec des 

concentrations croissantes de HNE. Comme illustré à la figure 13B, il semble que le 

HNE, à faibles concentrations soit inférieures à 10 /lM, n'exerce aucun effet sur 

l'activation de la caspase-9 mesurée par la diminution de sa forme non-active 

comparativement aux cellules non traitées. En contre partie, il semble y avoir une 

diminution de la pro-caspase-9 suite à un traitement avec 20 et 30 /lM de HNE. De plus, 

le traitement des cellules avec 200 !lM NAC combiné avec 30 /lM de mTE empêche en 

partie la diminution du niveau protéique de la pro-caspase-9. 
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Figure 13: Effet du HNE sur le niveau d'activité et protéique de la caspase-9. (A) 

L'activité de la caspase-9 a été mesurée selon le protocole fournit avec le kit utilisé. Les 

chondrocytes OA ont été stimulés avec 30 !lM de HNE pendant 0, 2, 4, 6 et 16 h. (B) Le 

niveau protéique a été évalué par immunobuvardage de type Western sur l'extrait total 

des chondrocytes OA stimulés durant 16 h avec différentes concentrations de HNE (0, 2, 

5, 10, 20 et 30 !lM) en présence ou en absence de 200 !lM de NAC. Les résultats sont 

exprimés en pourcentage du contrôle ± SEM, n=3. *p<0.05. 
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caspase-3 
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L'activation de la caspase-3 est une étape centrale dans la cascade apoptotique 

caspase-dépendante. Dans un premier temps, l'effet du HNE sur l'activité de la caspase-3 

a été déterminée par l'incubation des chondrocytes avec 30 !lM de cet aldéhyde durant 

différentes périodes d'incubation. Les résultats, illustrés à la figure l4A, indiquent que le 

HNE à 30 !lM augmente de manière significative l'activité de la caspase-3 dans des 

chondrocytes incubés durant 4 et 6 h, alors que pour 2 h d'incubation aucune variation 

significative n'est observée (114%). Le maximum d'activité est atteint après 4 h de 

traitement avec une activité de 300% comparativement au témoin. De plus, après 16 h 

d'incubation, l'activité obtenue est légèrement supérieure au témoin (147%) sans 

toutefois être significative. 

Le clivage de cette pro-enzyme est indispensable à son activation. L'effet du HNE 

sur cette enzyme a été étudié dans un second temps au niveau protéique où les 

chondrocytes ont été traités pendant 16 h avec différentes concentrations de HNE ou avec 

200 !lM de NAC en présence ou en absence de 30 !lM de HNE. Les résultats (figure l4B) 

montrent que le HNE à 20 et 30 !lM diminue le niveau de la pro-caspase-3 et que cette 

diminution est associée avec l'apparition de la forme active de cette enzyme. Toutefois, 

le pré-traitement des cellules avec 200 !lM NAC réduit partiellement la diminution de la 

formepro-caspase-3. 
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Figure 14 : Effet du HJ'JE sur l'activité et sur le niveau protéique de la caspase-3. (A) 

L'activité de la caspase-3 a été mesurée selon le protocole fournit avec la trousse utilisée. 

Les chondrocytes humains OA ont été stimulés avec 30 ~M de Hl'JE pendant 0,2,4,6 et 

16 heures. (B) L'expression protéique a été évaluée par immunobuvardage de type 

Western sur l'extrait total de chondrocytes OA stimulés durant 16 h avec différentes 

concentrations de Hl'JE (0, 2, 5, 10, 20 et 30 !lM) avec ou sans prétraitement avec 200 

!lM de NAC durant 1 h. Les résultats sont exprimés en pourcentage du témoin ± SEM, 

n=3. **p<0.01, ***p<O.OOl. 
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3.8 Effet de HNE sur l'activation de PARP 

Dans un premier temps, pour étudier l'implication de PARP dans l'induction de 

l'apoptose par le HNE, l'effet d'un inhibiteur de la PARP a été déterminé sur la 

prévention de la mort cellulaire des chondrocytes incubés avec 30 IlM de HNE durant 4 

h, en présence ou en absence de 50 et 100 IlM de cet inhibiteur. Les résultats, présentés à 

la figure 15A, montrent que l'inhibiteur seul à 50 et à 100 IlM induit une diminution 

significative de la viabilité de 14 et Il % respectivement. Toutefois, la cytotoxicité du 

HNE est diminuée en présence de cet inhibiteur. La diminution de la viabilité est environ 

de 53, 31, et 25% en présence du HNE seul, du HNE + 50 IlM INH2BP et du HNE + 100 

IlM INH2BP respectivement. 

Dans un second temps, l'évaluation du niveau protéique de cette enzyme a été 

réalisée chez des chondrocytes traités durant 16 h avec des concentrations croissantes de 

HNE combinées ou non avec le NAC. Les résultats présentés à la figure 15B démontrent 

un clivage de la forme pro-PARP de façon dose dépendant. En effet, le clivage est 

observé à 5 IlM de HNE et s'accentue progressivement à 10, 20 et 30 IlM. À l'opposé, 

aucun changement n'a été noté chez les cellules non-traités, traitées avec 2 IlM de HNE 

et celles traitées avec 30 IlM HNE en présence de 200 IlM de NAC. 
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Figure 15: Rôle de l'activation du PARP sur la viabilité cellulaire des chondrocytes 

humain DA stimulés avec le HNE. (A) Les cellules ont été traitées avec différentes 

concentrations de l'inhibiteur de PARP, l'INH2BP (0, 50 et 100 !lM) durant 1 h suivie 

d'une incubation de 4 h en présence ou en absence de 30 !lM HNE. La viabilité a été 

évaluée par la méthode du MTT. (B) L'expression protéique de PARP a été évaluée par 

immunobuvardage de type Western dans l'extrait total de chondrocytes DA stimulés 

durant 16 h avec différentes concentrations de HNE (0, 2, 5, 10, 20 et 30 !lM) avec ou 

sans prétraitement avec 200 IlM de NAC durant 1 h. Les résultats sont exprimés en 

pourcentage du témoin ± SEM, **p<O.OI, ***p<O.OOl. 
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3.9 Dosage protéique de l'AIF dans les noyaux 

Lors de sa libération de la mitochondrie, l' AIF induit la condensation de la 

chromatine et la fragmentation de l'ADN. La présence de l' AIF dans les noyaux a été 

mesurée par immunobuvardage de type Western dans l'extrait nucléaire des 

chondrocytes. Les résultats, illustrés à la figure 16, montrent une augmentation 

remarquable de la présence de l'AIF dans les noyaux lorsque les cellules sont incubées 

avec 20 et 30 !lM HNE. Par ailleurs, un prétraitement préalable durant 1 h avec 200 !lM 

de NAC empêche la translocation de l'AIF dans les noyaux des chondrocytes. 

3.10 Fragmentation de l'ADN 

Lors du processus apoptotique, l'ADN génomique exposé sera digéré par des 

endonucléases donnant lieu à la formation de nucléosomes (180-200 paires de bases de 

l'ADN enroulées autour des histones). Le phénomène de fragmentation résultant du 

traitement des chondrocytes avec différentes concentrations de HNE a été dans un 

premier temps visualisé sur gel d'agarose. L'analyse du profil de l'ADN ne montrent 

aucune fragmentation pour le contrôle, le NAC seul (200 !lM) et le HNE (10 !lM) (Figure 

17 A). À l'opposé, une forte présence de fragmentation est constatée lorsque les cellules 

sont traitées avec 20 et 30 !lM de HNE mais, cet effet est grandement diminué par le 

prétraitement de cellules avec 200 !lM de NAC une heure avant l'ajout du HNE (30 !lM). 
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Figure 16: Effet du HNE sur la translocation de l'AIF dans les noyaux. L'expression 

protéique de l'AIF est évaluée par immunobuvardage de type western sur l'extrait 

nucléaire des chondrocytes humains OA pré-incubés en présence et en absence de 200 

!lM de NAC durant 1 h suivie par une stimulation de 16 h avec des concentrations 

croissantes de HNE (0, 2, 5, 10, 20 et 30 !lM). Cette figure est représentative de trois 

expériences indépendantes. 
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Figure 17 : L'étude de la fragmentation de l'ADN dans les chondrocytes humains OA 

induite par le I-H'Œ. Les nuc1éosomes on été isolés à l'aide d'une trousse commerciale à 

partir des chondrocytes OA incubés durant 4 h avec différentes concentrations de HNE 

avec ou sans 200 !-lM de NAC puis analysés sur gel d'agarose (A) ou quantifiés à l'aide 

d'une trousse (B). Pour le gel d'agarose, les puits sont: 1: standard, 2: contrôle, 3: 10 !-lM 

HNE, 4: 20 /lM HNE, 5: 30 /lM HNE, 6: 30 /lM HNE +200 /lM NAC, 7: 200 /lM NAC. 
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Dans un second volet, la quantification des nucléosomes illustré à la figure 17B 

révèlent une augmentation progressive du nombre de nucléosome suite au traitement des 

chondrocytes avec 2, 5,10,20 et 30 ~M (103,128,142,172 et 209 % comparativement 

au contrôle respectivement) toutefois, la différence n'est pas significative. 

L'augmentation semble être renversée par le prétraitement des cellules avec 200 ~M de 

NAC durant une heure où le pourcentage de nucléosome par rapport au contrôle est 

moins élevé (156%) comparativement aux cellules traitées avec 30 ~M de HNE seul, 

toutefois il demeure significativement plus élevé que le témoin. 

3.11 Détermination de l'état redox intracellulaire 

La détoxification du HNE intracellulaire s'effectue en grande partie par sa 

conjugaison avec le GSH. Lors de la réduction des agents oxydants, deux molécules de ce 

dernier composent la forme oxydée du GSH, le GSSG. Dans cette étude, nous avons 

déterminer l'effet du HNE sur les changements de l'état redox en mesurant le rapport 

GSH oxydé/GSH total [GSSG/(GSH+GSSG)]. Les résultats (figure 18A) montrent une 

augmentation significative du rapport GSSG/(GSSG + GSH) lorsque les cellules sont 

incubées pendant 4 heures en présence de 30 ~M de HNE. Cette augmentation est de 

l'ordre de 154% après 4 h d'incubation. 
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Figure 18 : Effet de HNE sur l'état redox dans les chondrocytes humains OA. Le dosage 

du GSH et du GSSG a été effectué dans l'extrait cellulaire des chondrocytes traitées avec 

30 ~M de HNE durant 0, 2, 4, 8 et 16 h en utilisant une trousse commerciale n=3. 

*p<0.05, **p<O.Ol. 
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3.12 Le rôle de la GST -A4 dans la protection contre la cytotoxicité 

duHNE 

Dans le but de déterminer le rôle de la GST-A4 dans la prévention de la cytotoxicité 

du HNE, les chondrocytes OA ont été préalablement transfectés avec des vecteurs 

d'expression de la GST-A4 sauvage et mutée puis incubés avec 30 Jl.M de HNE. Tel 

qu'illustré à la figure 19A, la présence du HNE seul diminue d'environ 54 ± 7% la 

viabilité cellulaire comparativement aux cellules non traitées. Cependant, la 

surexpression de la GST -A4 dans les chondrocytes attribue une résistance importante à 

ces cellules au HNE, soit une viabilité cellulaire d'environ 68 ± 9%. Les chondrocytes 

exprimant la GST -A4 mutée voient leur résistance diminuée au HNE soit de 64 ± 8% 

comparativement au témoin. 

De plus nous avons examiné par immunobuvardage type Western le niveau 

d'expression de la GST -A4. Les résultats présentés dans la figure 19B viennent confirmer 

que les effets observés sont attribués à l'expression de la GST-A4 dans les chondrocytes 

OA. 
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Figure 19 : Effet de la GST -A4 dans la protection contre la cytotoxicité du HNE. (A) Les 

SW1353 ont été transfectés avec des vecteurs d'expression de la GST-A4 sauvage et 

mutée puis incubés avec 30 flM de HNE durant 4 h. La viabilité a été évaluée par la 

méthode du MTT. (B) L'expression protéique de la GST-A4 a été évaluée par 

immunobuvardage de type Western dans l'extrait total de chondrocytes OA. n=3 

*p<0.05, **p<O.Ol. 
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Cette étude a pennis de démontrer l'importance du HNE dans le processus 

apoptotique des chondrocytes OA humains. Dans le cartilage, les chondrocytes jouent un 

rôle central en contribuant au maintient de l'homéostasie via la synthèse et la dégradation 

des composantes de ce tissu. Dans l'OA, le maintien de l'homéostasie est compromis 

aboutissant à la destruction du cartilage. Plusieurs études tendent à démontrer que ces 

caractéristiques, précédemment citées, pourraient être causées par une augmentation du 

nombre de cellules apoptotiques dans la couche superficielle et moyenne du cartilage 

articulaire (Blanco et al., 1998;Kim et al., 2000). En effet, il a été rapporté, dans la 

littérature, une possible corrélation entre le degré de l'OA et l'augmentation de 

l'apoptose (Hashimoto et al., 1998a). Il est donc important de considérer l' apoptose des 

chondrocytes comme une cause possible de cette maladie. 

D'après la littérature, le phénomène apoptotique observé pourrait résulter de 

changements métaboliques au niveau de la mitochondrie, telle que la diminution de 

l'activité des complexes II et III dans la chaîne de transport des électrons (Blanco et al., 

2004). Les changements métaboliques peuvent être perceptibles par des changements 

morphologiques (Lee et al., 2000). Il est maintenant bien établi que la mitochondrie joue 

un rôle clé dans le processus apoptotique. Elle agit principalement en libérant des facteurs 

apoptotiques tels l' AIF et le cytochrome c dans le cytosol lors de la perturbation de son 

potentiel membranaire. Elle peut agir en libérant d'autres facteurs apoptotiques comme 

Smac/DIABLO, Omi/HtrA2 et EndoG (Du et al., 2000;Verhagen et al., 2000;Suzuki et 

al., 2001). Ces derniers semblent faciliter l'activation des caspases par leur capacité à se 
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lier et à inhiber des protéines faisant partie de la famille des IAP (Liu et al., 

2000b;Martins et al., 2002). De plus, HtrA2/0mi possède une activité serine protéase qui 

semble contribuer à un processus de la mort cellulaire caspase-indépendant (Suzuki et al., 

2001). 

Bien que le phénomène apoptotique semble jouer un rôle dans l'DA, les causes 

menant à l'apoptose des chondrocytes restent nébuleuses. Plusieurs facteurs ont été 

étudiés comme de possibles inducteurs, parmi ceux-ci, les ROS tel que le NO semblent 

être une possibilité. Les ROS sont produits dans des conditions normales, pathologiques 

ou d'autres conditions de stress. Ils ont la capacité de modifier les macromolécules 

comme l'ADN, les protéines et les lipides. Lorsque les ROS attaquent la membrane 

plasmique de la cellule, il y aura une cascade de réactions enzymatiques et non­

enzymatiques conduisant à la formation d'aldéhydes très réactifs comme le HNE et le 

malondialdéhyde qui sont produits lors du processus de la peroxydation lipidique. 

Comparativement aux radicaux libres, ces aldéhydes produits sont relativement stable et 

peuvent diffuser à l'intérieur de la cellule et se lier à des cibles loin de l'emplacement de 

leur origine (Uchida, 2003). Les propriétés de ces aldéhydes appuient le fait qu'ils 

puissent jouer un rôle dans le phénomène apoptotique observé. 

Le rôle du HNE dans le processus de signalisation est d'un grand intérêt par son 

effet dose-dépendent. Bien qu'à faible concentration, il module la prolifération cellulaire, 

il est intéressant de noter qu'à forte concentration il a des effets toxiques. En effet, il peut 

moduler la signalisation et stimuler la différentiation et l'apoptose dans plusieurs types 
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cellulaires (Venn, 1978;Esterbauer et al., 1991 ;Barrera et al., 1991 ;Zarkovic et al., 

1993;K.ruman et al., 1997;Kreuzer et al., 1998;Ruef et al., 1998;Uchida et al., 

1999;Dianzani et al., 1999;Cheng et al., 1999;Chiarpotto et al., 1999;Cheng et al., 

2001a;Cheng et al., 2001 b;Dianzani, 2003;Yang et al., 2003). 

Nos résultats montrent que le HNE, à une concentration égale ou supérieure à 20 

J.lM semble induire l'apoptose des chondrocytes OA humain. Pour parvenir à cette 

conclusion, nous avons dans un premier temps étudié l'effet du HNE sur l'activité de la 

fonction déshydrogénase de la mitochondrie en utilisant le réactif MTT. Ce dernier est 

réduit en formazan bleu par les déshydrogénases mitochondriales. Ces enzymes sont 

présentes uniquement dans les cellules vivantes et qui sont métaboliquement actives 

(Altman, 1976). Les résultats obtenus montrent que le HNE à 20 et à 30 J.lM semble 

induire une diminution significative et progressive de la viabilité des chondrocytes OA 

dès 4 h d'incubation. Toutefois, cette méthode ne permet pas de faire la distinction entre 

les cellules mortes par nécrose et celles mortes par apoptose (McKeague et al., 2003). 

Ces résultats sont en accords avec la littérature puisque le HNE induit, dans plusieurs 

types cellulaires, une diminution de la viabilité cellulaire. Cette diminution est 

principalement attribuée à l'induction de Papoptose dans ces différents types cellulaires. 

Pour faire suite à la précédente expérience, nous avons cherché à savoir comment le 

HNE agit sur les principales voies apoptotiques dans les chondrocytes OA humains. Dans 

la littérature, l'induction de l'apoptose se fait principalement suite à l'activation des 

caspases initiatrices comme la caspase-8 et -9. Il a été rapporté que le HNE peut se lier 
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directement à des récepteurs à la surface de la cellule et causer leur activation. Nous 

avons cherché à savoir si le HNE a des effets sur le récepteur Fas. Les résultats obtenus 

dans ce présent travail montrent que le récepteur Fas pourrait être impliqué dans 

l'induction de l'apoptose des chondrocytes DA humains par le HNE. En effet, en 

présence de 30 /lM de cet aldéhyde, le blocage du récepteur Fas par un anticorps anti-Fas 

protège les chondrocytes contre la cytotoxicité du HNE comparativement aux cellules 

traitées avec le HNE seul. Toutefois, il faut prendre en considération que l'anticorps anti­

Fas est aussi utilisé comme inducteur de l'apoptose dans certains types cellulaires et 

comme inhibiteur de l'apoptose dans d'autres. La baisse de la viabilité cellulaire des 

chondrocytes par l'ajout de l'anticorps anti-Fas peut expliquer l'effet pro-apoptotique de 

cet anticorps. De plus, le HNE à 30 /lM semble augmenter le niveau protéique du 

récepteur Fas après 16 h de traitement. Ces résultats ne sont pas suffisants pour prouver la 

liaison du HNE au récepteur Fas. Toutefois, ils semblent démontrer un possible lien entre 

le HNE et ce récepteur. De nouvelles expériences devraient être menées afin d'étudier la 

liaison possible entre cet aldéhyde et le récepteur Fas. 

Pour faire suite à l'étude du récepteur Fas, nous avons étudié l'effet du HNE sur 

l'activation de la principale caspase de la voie apoptotique extrinsèque, la caspase-8. Les 

résultats indiquent que le HNE active la caspase-8. En effet, nous avons constaté une 

diminution importante du niveau protéique de la pro-caspase-8 après 16 h d'incubation 

avec 30 /lM de HNE. Cette diminution est possiblement attribuable au clivage du pro­

domaine. Pour renforcer cette hypothèse, l'activité de la caspase-8 a été mesurée. Les 

résultats montrent une augmentation progressive de l'activité de la caspase-8 en fonction 
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du temps en présence de HNE. L'activation de la caspase-8 peut résulter de l'activation 

du récepteur Fas. Toutefois, l'activation de cette caspase n'est pas restreinte aux 

récepteurs de mort cellulaire, mais elle peut être activée par d'autres stimuli 

proapoptotiques dans une voie indépendante de l'activation de Fas (Ferrari et al., 1998). 

L'augmentation de l'activité de la caspase-8 qui est observée dès 2 h d'incubation et 

l'implication du récepteur Fas dans l'apoptose des chondrocytes induit par le HNE laisse 

croire que l'activation de la voie extrinsèque est impliquée dans le processus apoptotique 

induit par cet aldéhyde. En effet, dans la littérature, il a été montré que le HNE induit 

l'activation de cette caspase initiatrice dans les cellules RKO (Ji et al., 2001). Toutefois, 

il semble que même si cette voie est induite par le HNE dans le processus apoptotique, 

son activation ne soit pas essentielle à l'induction de l'apoptose. En effet, les travaux 

menés par Rabacchi ont montré que la caspase-3, -7 et -9 ainsi que leurs régulateur 

APAF-l et DIABLO/Smac sont nécessaires à l'induction de l'apoptose par le HNE. En 

contre partie, les caspases-l, -2, -6 et -8 ne sont pas requises (Rabacchi et al., 2004). Il est 

vrai que les caspases peuvent être activées sans toutefois causer la mort cellulaire. Il est 

donc nécessaire d'inactiver spécifiquement chacune des enzymes pour identifier si elles 

jouent un rôle essentiel dans l'induction du processus apoptotique (Stefanis et al., 

1996;Krohn et al., 1998;Troy et al., 2000;Troy et al., 2001). Comme cette démonstration 

a été effectuée dans des cellules neuronales, il serait intéressant de savoir si ce sont les 

mêmes caspases qui sont essentielles dans l'apoptose des chondrocytes OA humains 

induite par le HNE. 
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En plus de la voie apoptotique extrinsèque, une seconde voie, la voie intrinsèque, 

semble être induite suite à l'exposition des cellules au HNE. L'activation de cette cascade 

apoptotique débute par la libération du cytochrome c de l'espace inter-membranaire de la 

mitochondrie vers le cytosol. Cette étape sera suivie par l'activation d'une autre caspase 

initiatrice, la caspase-9. Les résultats obtenus semblent démontrer l'activation de cette 

voie apoptotique lorsque des chondrocytes sont incubés avec le HNE. Le dosage par 

ELISA montre que le HNE augmente le niveau du cytochrome c libéré par la 

mitochondrie dans le cytosol. Nous avons par la suite investigué l'activation de la 

caspase-9 par le HNE. Les résultats démontrent une quasi absence de la pro-caspase-9 

lorsque les chondrocytes OA sont stimulés avec le HNE à 20 et 30 !lM. Pour s'assurer de 

l'intégrité de l'enzyme, l'activité de la caspase-9 a été mesurée. Les résultats montrent 

que, dès 2 h d'incubation, le HNE induit une augmentation significative de l'activité 

enzymatique de la caspase-9. Cette activité atteint son niveau maximum après 4 h 

d'incubation et décroît progressivement. En se référant à la littérature, il a été démontré, 

dans plusieurs types cellulaires, que l'induction de l'apoptose par le HNE se produit via 

l'activation de la caspase-9 précédé par le relargage du cytochrome c dans le cytosol (Ji 

et al., 2001 ;Rabacchi et al., 2004). Dans cette voie, la libération du cytochrome c par la 

mitochondrie peut être induite par la caspase-8. En effet, le facteur pro-apoptotique Bid 

qui fait partie de la famille de Bcl-2 contient un domaine BH3 important pour son activité 

pro-apoptotique et pour interagir avec les autres membres de la famille Bcl-2. Suite à son 

clivage par la caspase-8, la partie C terminale de Bid contenant le domaine BH3 sera 

transloquée dans la mitochondrie et permettra la libération du cytochrome c. Toutefois, ce 

lien entre les deux voies n'a pas été étudié. 
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De plus, la libération du cytochrome c contenu dans la mitochondrie est régulée par 

le facteur anti-apoptotique Bc1-2 et son homologue pro-apoptotique Bax. Le ratio entre 

ces deux facteurs est important dans le maintient de l'intégrité de la mitochondrie. Le 

changement du ratio BaxlBcl-2 en faveur de Bax conduira à la libération du cytochrome 

c. Les résultats obtenus suite à l'étude de ces facteurs pro et anti-apoptotiques montrent 

que le HNE induit une augmentation du niveau protéique de Bax suite à 2 h d'incubation 

et une diminution drastique du niveau de Bcl-2 suite à 6 h d'incubation. Il semble que le 

HNE ait la capacité de moduler le niveau protéique de Bax et Bcl-2 contribuant 

possiblement à la libération du cytochrome c par la mitochondrie. Suite à ces résultats, il 

serait intéressant de mesurer le niveau d'expression de l'ARNm de ces deux facteurs. En 

accord avec nos résultats, il a été rapporté dans la littérature que le HNE semble induire 

l'apoptose en induisant une augmentation du niveau protéique de Bax et une diminution 

de celui de Bcl-2 (Lee et al., 2004). 

L'activation de la voie intrisèque et extrinsèque, illustrée précédemment, converge 

vers l'activation de la caspase-3, une caspase effectrice grandement étudiée dans le 

phénomène apoptotique. Après avoir observé une activation des caspases initiatrices soit 

les caspases-8 et -9, nous avons étudié l'activation de la caspase-3 par le HNE. Il semble 

que le HNE à une concentration égale ou supérieure à 20 !lM ait la capacité de cliver la 

pro-caspase-3 en caspase-3 active. De plus, il semble qu'il induit une augmentation 

significative de l'activité de la caspase-3 après 4 h d'incubation. L'activation de la 
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caspase-3 semble se produire subséquemment à l'activation des caspases-8 et -9 qui se 

produisent suite à 2 h d'incubation ce qui correspond à la littérature (Kutuk et al., 2006). 

De plus, il est possible que la caspase-3 soit activée par eJle-même. Il a été 

récemment rapporté que la caspase-3 peut s'auto-cliver suggérant qu'elle peut être 

activée sans signal provenant des récepteurs de mort cellulaire ou de la mitochondrie (Liu 

et al., 2000a). En effet, le HNE par la modification de l'état redox peut induire l'auto­

activation des caspases car le site actif des caspases contient une cystéine qui est sensible 

à l'état redox (Liu et al., 2000a). Toutefois, cette possibilité n'a pas été investiguée dans 

cette étude. 

Dans la littérature, il a été aussi rapportée que l'activation de la caspase-3 peut 

résulter de l'activation de JNK (Cheng et al., 2001b), une protéine kinase nécessaire à 

l'activation de la voie intrinsèque plus précisément lors de la libération du cytochrome c 

par la mitochondrie. Toutefois, sa présence n'est par requise lors de l'activation de la voie 

extrinsèque. Bien qu'il ait été démontré que l'activation de JNK induit la libération du 

cytochrome c, le mécanisme n'est pas totalement élucidé. Précédemment, notre 

laboratoire a démontré que le HNE à 1 0 ~M, active légèrement, dans les chondrocytes 

humains OA, les JNKI/2 et ERK1I2 (Morquette et al., 2006). Il est possible qu'à fortes 

concentrations, le HNE augmente considérablement l'activité de ces protéines kinases. 

Dans la littérature, il a été suggéré que l'induction de l'activation de JNK par le HNE 

conduise à l'activation de la caspase-3 et à la transcription de plusieurs gènes AP-l­

dépendants. Récemment, il a été rapporté que l'augmentation de JNK est suivie par 
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l'activation de Bax et de la dépolarisation de la mitochondrie produisant la libération du 

cytochrome c et de l' AIF de façon caspase indépendante (Boisvieux-Ulrich et al., 2005). 

Comme suite de ce travail, il serait intéressant d'inhiber l'activation de JNK pour 

déterminer son implication dans l'activation de la voie intrinsèque et dans l'activation de 

la caspase-3 par le HNE. De plus, il serait intéressant de déterminer si son inhibition 

permet de contrer la diminution de la viabilité induite par le HNE. 

Lors du processus apoptotique, la fragmentation de l'ADN est souvent constatée. 

Les résultats présentés dans cette étude montrent que le HNE à 20 et 30 ~M induit la 

fragmentation de l'ADN dans les chondrocytes humains OA ainsi que la condensation de 

la chromatine. Plusieurs études ont rapporté que le HNE semble induire la fragmentation 

de l'ADN possiblement suite à l'activation des caspases (Zhang et al., 2001). Pour 

vérifier cette hypothèse, il serait intéressant d'utiliser un inhibiteur des caspases comme 

ZV AD pour vérifier s'il parvient à inhiber partiellement ou totalement la fragmentation 

de l'ADN induite par le HNE dans les chondrocytes OA. 

La fragmentation de l'ADN peut être induite via l'intervention de l'action de la 

caspase-activated DNase ou de la PARP. Dans ce projet, nous avons étudié l'effet du 

HNE sur l'activation du PARP seulement. Les PARP se composent principalement de la 

PARP-l (113 kDa) et de la PARP-2 (63 kDa). L'activation excessive de la PARP-l 

résulte en la translocation de l' AIF de la mitochondrie vers le noyau. L' AIF, une fois 

dans le noyau va provoquer la condensation de la chromatine et la fragmentation de 

l'ADN. Nos données montrent que la PARP-l est activée par le HNE de façon dose-
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dépendante. Une faible activation du P ARP est observée lorsque les chondrocytes sont 

incubés avec 5 et 10 !lM de HNE. Toutefois, à 20 et 30 !lM, il Y a une forte activation de 

cette enzyme. En concordance avec ces résultats, l'étude de la translocation de l' AIF dans 

le noyau montre que le HNE augmente le niveau de l'AIF dans le noyau en particulier à 

30 !lM. Étant donné que la libération de l'AIF peut être caspase-dépendente et caspase­

indépendante, la présence de l' AIF dans les noyaux peut résulter de l'activation des voies 

apoptotiques caspase-dépendante présentée précédemment ou encore résulter de 

l'activation de la PARP-l. L'inhibition de PARP par un inhibiteur spécifique a montré 

une augmentation significative mais partielle de la viabilité, prouvant son implication 

dans l'induction de l'apoptose par le HNE. Dans la littérature, il y a peu de 

documentation sur la capacité du HNE à induire la libération de l' AIF de la mitochondrie. 

Cependant, une étude a rapportée que le traitement, in vitro, des mitochondries provenant 

de cerveaux de rat avec le HNE à 50 !lM durant 1 h induit la libération de l'AIF 

(Ramachandran et al., 2001). 

Dans le but de comprendre le rôle l'état redox dans l'induction de l'apoptose par le 

HNE, nous avons d'une part vérifié la capacité du HNE d'altérer le niveau intracellulaire 

du GSH, un composé très important du système antioxydant, et d'autre part, nous avons 

déterminé le rôle de la GST-A4 dans la protection contre la mort des chondrocytes 

induite par le HNE. Tout d'abord, nous avons observé que le HNE à 30 !lM diminue le 

niveau intracellulaire du GSH après 2 h d'incubation. Plusieurs études ont démontré que 

la déplétion de GSH peut être un événement précoce dans le processus apoptotique et 

peut conduire à une augmentation de la sensibilité des cellules à l'apoptose (Merad-
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Boudia et al., 1998;Celli et al., 1998). Dans plusieurs types cellulaires, il a été rapporté 

que le HNE induit une diminution du niveau du GSH intracellulaire de façon temps et 

dose dépendent (Liu et al., 2000a). Dans les cellules RKO, le HNE à 30 et 60 !lM est 

capable de réduire rapidement le niveau du GSH après 15 min de traitement pour 

atteindre son plus bas niveau à 2 h d'incubation puis commence à augmenter 

graduellement (Ji et al., 2001). L'augmentation du GSH a été expliquée par la stimulation 

de l'expression des enzymes impliquées dans l'élimination du HNE telle que la GST. De 

surcroît, comme le HNE est une petite molécule capable de traverser la membrane 

cytoplasmique, il peut agir directement sur le GSH ou encore diminuer le niveau 

intracellulaire de celui-ci par l'inhibition de la GSH synthase. Toutefois, la littérature 

rapporte un niveau élevé de GSSG intracellulaire suite au traitement au HJ\TE suggérant 

une interaction directe du Hl\JE avec le GSH. En accord avec la littérature, les résultats 

obtenus montrent que le HNE augmente le niveau de GSSG intracellulaire. 

La diminution du nIveau de GSH peut rendre la caspase-3 plus susceptible à 

l'inactivation en facilitant les modifications au résidu cystéine ou par une alkylation 

directe par les aldéhydes à ce même résidu. En effet, il a été démontré que les aldéhydes 

comme le HNE peuvent bloquer l'activation de la caspase-3 et l'inactiver. De plus, il 

semble qu'ils aient des effets similaires pour la caspase-8 et -9 (Finkelstein et al., 2005). 

La déplétion du GSH induite par le HNE décrite précédemment pourrait expliquer la 

diminution de l'activité de la caspase-3 et -9 observé à 6 et 16 h. Toutefois, l'activité de 

la caspase-8 ne subit pas la même diminution à 6 et 16 heures. À l'opposé, l'activité 

semble augmenter pour ces deux temps d'incubation. Ceci pourrait être expliqué par la 
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diminution drastique de l'ATP lors du processus apoptotique surtout lorsque la PARP est 

activée(Kehe et al., 2007). La diminution du niveau d'ATP affecte l'activité de la 

caspase-3 et -9 (Ferrari et al., 1998). Contrairement à ces deux caspases, l'activation de la 

caspase-8 résultant de l'activation du récepteur Fas n'est pas affecté par cette diminution 

(Ferrari et al., 1998). Il est donc possible que l'altération du niveau d'ATP intracellulaire 

pourrait expliquer la différence au niveau de l'activité entre la caspase-8 et les caspases-3 

et -9. 

Pour étudier spécifiquement l'implication de la GST-A4 dans la régulation 

intracellulaire du HNE et en conséquence la mort cellulaire, les chondrocytes ont été 

transfectés avec des constructions plasmidiques exprimant cette enzyme sauvage ou 

mutée. Nous avons montré que la sur-expression de la GST -A4 dans les cellules protège 

ces dernières contre la cytotoxicité du HNE. Cette protection pourrait être attribuée à 

l'accélération de l'élimination du HNE ajouté aux cellules. Awasthi et coll. ont été les 

premiers à démontrer que l'induction de l'apoptose par le Hl\fE peut être bloqué dans les 

cellules K562 et HL-60 transfectées de façon stable avec des vecteurs d'expression de la 

GST-A4 (Cheng et al., 1999;Cheng et al., 2001b;Awasthi et al., 2003). La prévention de 

l'apoptose par cette enzyme est associée avec une inhibition de l'activation de JNK et de 

l'AP-l par le HNE. D'autres études ont indiqué que la GST-A4 est capable aussi de 

moduler plusieurs voies de signalisation impliquées dans la prolifération et la 

différentiation via la régulation du niveau intracellulaire du HNE. 
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Par ailleurs, notre étude a montré également que l'ajout d'un antioxydant, le NAC, 

fourni une résistance importante à la cytotoxicité du HNE. Le NAC semble favoriser la 

survie dans plusieurs types cellulaires (Shen et al., 1992;Ratan et al., 1994;Mayer and 

Noble, 1994). Il peut agir via deux principales voies; soit en se liant aux radicaux libres; 

soit en augmentant le niveau intracellulaire de GSH (Meister et al., 1986;Aruoma et al., 

1989;Staal et al., 1990). Dans la littérature, l'efficacité du NAC à protéger les cellules 

contre l'apoptose a été démontrée dans un contexte de stess oxydatif. Arakawa et al. ont 

rapporté que le NAC a un effet protecteur contre l'induction de l'apoptose par le HNE 

(Arakawa et al., 2006). Nos résultats montrent que le prétraitement avec le NAC permet 

de contrer l'effet du HNE. En effet, le NAC inhibe l'activation de la caspase-3, -8 et -9, 

la libération du cytochrome c et de l'AIF par la mitochondrie, le clivage de P ARP ainsi 

que la fragmentation de l'ADN. Nous pensons que l'effet bénéfique du NAC dans la 

prévention de l' apoptose des chondrocytes induite par le HNE est attribuée soit à sa 

propriété de neutraliser ,directement le HNE ou soit par son rôle dans la synthèse des 

antioxydants, à savoir le GSH. 



101 

CONCLUSION 

En conclusion, le HNE pourrait jouer un rôle dans l'OA par sa capacié à induire 

l'apoptose des chondrocytes humains OA. L'induction de l'apoptose semble se produire 

par l'activation de la voie apoptotique intrinsèque et extrinsèque. Plus précisément le 

HNE induire l'apoptose des chondrocytes humain OA par l'activation de la caspase-3, -8 

et -9 en plus d'induire le relargage de l'AIF et du cytochrome c par la mitochondrie. Il 

favorise la fragmentation de l'ADN et l'activation de la P ARP. De plus, il semble que le 

HNE affecte l'état rédox et que l'augmentation du niveau de GST-A4 ou le pré­

traitement avec le NAC préviennent ces effets. 
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