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Résumé

L’arthrose (OA) est une maladie multifactorielle dans laquelle chacun des différents
tissus de I’articulation joue un réle. Le cartilage, I’0os sous-chondral et la membrane
synoviale communiquent les uns avec les autres lors du développement de la pathologie.
Récemment, nous avons démontré que le 4-hydroxynonénal (HNE), un produit de la
peroxydation lipidique, contribue a la pathogénése de I’OA par sa capacité a stimuler les
réponses cataboliques et inflammatoires dans des tissus articulaires arthrosiques. Dans ce
projet, nous sommes intéressés a étudier le r6le du HNE dans la régulation de certaines

enzymes des systemes antioxydants et énergétiques des chondrocytes OA.

Les chondrocytes OA ont été incubés pendant 24 h en présence des concentrations
croissantes du HNE (0-20 uM ) ou en fonction du temps (0-16 h) en présence de 10 uM de
HNE, puis I’activité ainsi que I’expression protéique et ARNm des différentes enzymes ont
été évaluées a ’aide de spectrophotométries, d’immunobuvardages de type Western et de
RT-PCR en temps réel. Les enzymes étudiées sont : I'isocitrate déhydrogénase dépendante
du NADP+ cytosolique et mitochondriale (¢/m NADP+-ICDH), le glucose-6-phosphate
déhydrogénase (G6PDH), la cytochrome ¢ oxydase (COX), la glutathion S-transferase A4

(GST-A4),et les transporteurs du glucose (GLUT).

En présence de 10 uM de HNE, nous avons démontré que ’activité et I’expression

des enzymes cytosoliques telles que la cNADP+-ICDH, la G6PDH et la GST-A4



augmentent en fonction du temps comparativement au témoin. Par contre, le traitement des
chondrocytes OA avec le HNE réduit 1’activité des enzymes mitochondriales telles que la
mNADP+-ICDH et la COX ainsi que celle des GLUT (évaluée par le flux du glucose) en
fonction du temps d’incubation sans que leurs expressions protéiques et ARNm ne soient

affectées.

Dans cette étude, nous avons démontré que le HNE stimule ’activité et I’expression
des enzymes cytosoliques, mais inhibe celles des enzymes mitochondriales ainsi que le flux
du glucose dans les chondrocytes OA. Nous avons aussi observé que le HNE est capable
d’inhiber I’activité des enzymes sans que leur expression ne soit changée, probablement par
la formation de complexes HNE/protéine. Ces données ainsi que |’augmentation de la
production du HNE dans les tissus articulaires OA telle que rapportée dans la littérature
suggérent 1’implication du HNE dans la physiopathologie de cette maladie lors de

’altération du métabolisme des chondrocytes OA.

Mots clés : chondrocytes, arthrose, 4-hydroxynonénal, cytochrome ¢ oxydase, isocitrate
déshydrogénase NADP", glucose 6-phosphate déshydrogénase, glutathion S-transférase,
transporteur de glucose, transcription inverse-réaction en chaine de la polymérase,

immunobuvardage de type Western.



Summary

Osteoarthritis (OA) is a multifactorial disease in which each articular tissues plays a
critical role. The cartilage, synovium and subchondral bone communicate together during
OA development. Recently, we have reported that 4-hydroxynonenal (HNE), a lipid
peroxidation product, contribute to OA pathogenesis via its ability to stimulate catabolic
and inflammatory responses. The present project was aimed to investigate the implication

of HNE in the alteration of cellular metabolism of OA chondrocytes.

Isolated OA chondrocytes were cultured and incubated with increasing
concentrations of HNE (0-20 pM) for 24 h or with 10 uM of HNE for different incubation
periods. The activity and the expression of cytosolic and mitochondrial NADP"-dependent
isocitrate dehydrogenase (c/m NADP+-ICDH), cytochrome ¢ oxidase (COX), glutathione
S-transferase A4 (GST-A4), glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) and glucose
transporters (GLUTSs) were evaluated by spetrophometer, Western blotting and real time
RT-PCR. Our results showed that HNE at 10 uM increased the activity and the expression
of cytosolic enzymes, such as cNADP'-ICDH, G6PDH and GST-A4 in OA chondrocytes
in a time-dependent manner. In contrast, cells treatment with HNE decreased the activity of
mitochondrial enzymes, the mNADP+-ICDH and COX and glucose flux in different

incubation periods without changes in their expression at protein and mRNA levels.



In this study, we demonstrated that HNE induces the activity and the expression of
cytosolic enzymes, but inhibit mitochondrial enzymes. We observed that HNE is able to
inhibit the activity of enzymes without changing their expression, probably via
HNE/protein adducts. Altogether, the increase level of HNE in OA cartilage, as reported by
our group and the ability of HNE to alter cellular metabolism of OA chondrocytes suggest

that this aldehyde could play a role in OA.

Key words : chondrocytes, osteoarthritis, 4-hydroxynonenal, cytochrome ¢ oxidase,
NADP"-dependante isocitrate dehydrogenase, glucose 6-phosphate dehydrogenase,
glutathione S-transferase, glucose transporter, retro-transcription-polymerase chain

reaction, Western blotting.
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INTRODUCTION

1.1 Les articulations

Le corps humain est composé de plusieurs articulations. En plus d’étre I’endroit ou
se rencontrent au moins deux segments osseux, les articulations sont composées de
nombreux autres tissus qui forment un ensemble fonctionnel et efficace. Le mouvement de
’articulation est initié par la contraction d’un muscle et par I’étirement du muscle
antagoniste. Les muscles sont reliés aux os par leurs tendons. Afin d’augmenter la stabilité
et de faciliter le glissement, d’autres tissus, par exemple les ligaments, les bourses, les
capsules, les ménisques, le cartilage articulaire recouvrant 1’os sous-chondral aux
extrémités osseuses ainsi que la membrane synoviale gorgée de liquide synovial,
constituent I’articulation (Blanco, Lopez-Armada et Maneiro, 2004). Dans ce travail, c’est

le cartilage qui sera étudié.

1.1.1 Le cartilage

11 existe différents types de cartilages : le fibrocartilage, le cartilage €lastique et le
cartilage hyalin. Le cartilage articulaire est du type hyalin. En conditions normales, dans ce
type de cartilage, il n’y a pas de vaisseaux sanguins ou lymphatiques ni de fibres nerveuses
(Blanco, Lopez-Armada et Maneiro, 2004). Il utilise toutefois le glucose comme principale
source d’énergie et comme précurseur de la synthése des glycosaminoglycanes (Shikhman,

Brinson et al., 2004). Son métabolisme est hautement glycolytique et il produit une grande



quantité¢ d’acide lactique (Richardson er al., 2003). Cette situation est exacerbée par la
faible tension en oxygéne a l’intérieur du cartilage (Mobasheri et al., 2002 Otte, 1991

Phillips et al., 2005 Richardson et al., 2003).

L’organisation du cartilage est bien adaptée a la fonction de répartition de la charge
et de réduction de la friction au niveau du cartilage articulaire situé a la surface de 1’0s
sous-chondral. En effet, le cartilage est constitué en majeure partie de matrice ainsi que
d’un faible pourcentage de cellules. Les principaux éléments composant la matrice sont
I’eau, les différents types de collagénes, différents protéoglycanes ainsi que d’autres
molécules aux fonctions diverses. Par contre, un seul type cellulaire forme le cartilage et ce
type cellulaire est nommé chondrocytes. Ci-dessous, nous décrirons briévement le role de
certaines de ces composantes pour ensuite décrire les différentes zones de ce type de

cartilage.

1.1.1.1 Collagénes

Les différents types de collagéne retrouvés dans le cartilage hyalin peuplent de
fagons différentes les zones du cartilage selon leur fonction. Le collagéne de type II,
uniquement observé au niveau du cartilage hyalin, est la composante principale de la
macrofibrille et confére a ce type de cartilage sa résistance a la pression. Il se présente sous
forme de fines fibrilles dispersées dans la substance fondamentale (Wheater, Young et

Heath, 2001).

Le collagéne de type VI a la particularité de former les microfibrilles situées
principalement dans la zone péricellulaire. Sa fonction exacte est toutefois mal connue

(Keene, Engvall et Glanville, 1988).



Le collageéne de type X est associ¢ aux macrofibrilles et est présent dans la région
péricellulaire et dans la zone calcifiée. La fonction du collagéne de type X n’est pas tout a

fait claire. Pourtant, elle pourrait étre liée au support structural (Poole et al., 2001).

1.1.1.2 Protéoglycanes

I existe plusieurs types de protéoglycanes ayant des propriétés particuliéres. Les
protéoglycanes de type aggrécane sont majoritaires en raison de leur masse et ont pour
fonction de fournir une certaine rigidité face a la compression. Ils sont principalement

retrouvés dans la région profonde (Poole ef al., 2001).

Les décorines riches en résidus leucines se retrouvent dans la méme proportion que
les aggrécanes. Ces décorines ont pour fonction de réguler la formation des macrofibrilles.
En outre, elles se retrouvent principalement a la surface articulaire et dans les régions

péricellulaires (Poole et al., 2001).

Le cartilage est aussi composé de protéoglycanes de type biglycane dont la fonction

demeure inconnue (Poole et al., 2001).

1.1.1.3 Les chondrocytes

Le cartilage hyalin mature est considéré comme pratiquement acellulaire puisque les
chondrocytes ne représentent que deux pour cent de sa masse totale. Les chondrocytes sont
des cellules mésenchymateuses différenciées qui jouent un rdle important dans le
développement du squelette pendant la formation de 1’0s sous-chondral. Ces cellules sont
responsables de la production de I’ECM. Normalement, les chondrocytes ne se divisent pas
aprés I’adolescence (Blanco, Lopez-Armada et Maneiro, 2004). Ainsi, avec le

vieillissement, la proportion de cellules diminue, de méme que la synthese de la matrice qui



atteindra, quant a elle, son seuil inférieur entre ’age de 20 et 30 ans (Stockwell et Meachin,
1979). Les chondrocytes possédent un réticulum endoplasmique et un appareil de Golgi
bien développé. Ce dernier est activement impliqué dans la glycosylation des

glycosaminoglycanes de la matrice nouvellement synthétisée (Mobasheri ef al., 2005).

1.1.1.4 Description des zones du cartilage hyalin

Les différents éléments composant ce type de cartilage forment une structure
organisée ou cing zones distinctes se superposent. La premiére figure décrit bien ces zones

(Poole, 2001).

La premiere zone est la zone superficielle. Elle est située a la surface de I’os
baignant dans le liquide synovial. Elle s’organise différemment des autres zones et posséde
les meilleures propriétés de résistance a la tension (Akizuki et al., 1986 Kempson et al.,
1973). Dans cette zone, les chondroéytes sont aplatis et alignés parallelement a la surface
(Poole et al., 2001). Ces cellules sont spécialisées dans la sécrétion de « protéine de la zone
superficielle » (Schumacher et al., 1999). Cette protéine a pour fonction de lubrifier
I’articulation afin de diminuer la friction du cartilage articulaire (Warman, 2000). Les
cellules sont entourées de fibrilles de collagéne alignées étroitement et de fagon parallele
entre elles ainsi que par rapport a la surface articulaire (Poole et al., 2001). C’est dans cette
zone que la quantité d’aggrécanes est la plus faible (Venn, 1978). Au contraire, les
décorines riches en résidus leucines associés aux fibrilles ainsi que les protéoglycanes de

type biglycane y sont présents en grande proportion (Poole ef al., 1996 Poole ef al., 1986).

Sous cette zone se trouve la zone mitoyenne. Dans cette zone, les cellules ont un

aspect plus arrondi et leur densité est plus faible comparativement a la zone précédente



(Poole, 2001). De surcroit, a cet endroit la matrice est riche en protéoglycanes aggrécanes

(Poole et al., 2001).
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Figure 1.1 Description des différentes zones du cartilage et de leurs composantes (Poole.
2001).



Dans les zones mitoyenne et profonde, le cartilage est parsemé de régions péricellulaires
pauvres en fibrilles de collagéne et riches en collagéne de type VI, en protéoglycanes
décorines et en aggrécanes (Keene, Engvall et Glanville, 1988 Poole et al., 1982 Poole et
al., 1980 Poole et al., 1986). 11 est intéressant de noter que les fibres de collagéne dans cette
zone ont un diameétre plus large et sont organisées de maniere aléatoire (Poole et al., 2001).
C’est dans la zone profonde que les cellules sont & leur concentration minimale et que les
fibrilles ont leur diamétre maximal (Venn, 1978). Par contre, dans cette zone, la quantité de
collagéne est minimale (Venn, 1978). Uniquement, dans la zone profonde, se trouvent des
régions interterritoriales ou il y a présence d’agrégats de protéoglycanes et de nombreux

produits de la dégradation des aggrécanes (Poole, 2001).

En dernier lieu, prés de 1’os sous-chondral se trouve la zone calcifiée. Cette couche
partiellement calcifiée est a I’instar d’'une zone tampon dont les propriétés mécaniques
intermédiaires sont & mi-chemin entre le cartilage non calcifié et I’os sous-chondral. En
général, les chondrocytes qui s’y retrouvent sont hypertrophiques (Poole et al., 2001). La
différenciation hypertrophique ou terminale est physiologiquement associée a I’apoptose
(Blanco, Lopez-Armada et Maneiro, 2004). Lors de sa différenciation, le phénotype de ce
type cellulaire est semblable a celui retrouvé dans la formation de I’os endochondral au
moment de la fusion et de la réparation des fractures. Ce type de chondrocyte a la capacité
de synthétiser du collagéne de type X et peut calcifier la matrice extracellulaire (ECM). De
plus, la mort des chondrocytes hypertrophiques est un événement important dans la
calcification de la matrice et elle est associée a I’invasion vasculaire du cartilage (Blanco,

Lopez-Armada et Maneiro, 2004).



1.1.1.5 Metabolisme

A lintérieur du cartilage, les chondrocytes sont trés actifs métaboliquement et
expriment différents programmes fonctionnels pour maintenir 1’homéostasie lors du
remodelage du cartilage suite 3 un traumatisme ou a I’inflammation (Pelletier et al., 1993).
Par exemple, le programme catabolique est induit par des stimuli proinflammatoires et est
caractérisé par la sécrétion de protéases, par la suppression de la synthése de la matrice et
par ’inhibition de la prolifération des chondrocytes. Au contraire, la phase anabolique est
associée a la sécrétion d’antagonistes des cytokines, & la synthése d’inhibiteurs de

protéases, a la production d’ECM et & la réplication cellulaire.

1.1.1.5.1 Production d'énergie

Tous les processus mentionnés précédemment nécessitent un apport énergétique
important et sont donc modulés par la balance entre la génération et la consommation
d’adénosine triphosphate (ATP). La production d’ATP, molécule par excellence de
’énergie, est un phénoméne essentiel a la survie de toutes les cellules. C’est pourquoi les
mécanisvmes par lesquels les chondrocytes génerent leur énergie sont sujets & un intérét
particulier (Blanco, Lopez-Armada et Maneiro, 2004). La production d’énergie peut se faire
en mode aérobie (glycolyse et cycle de Krebs) et anaérobie (fermentation). Le catabolisme
ou la dégradation des divers nutriments (glucides, lipides et protéines) est a la base de ces
deux modes. En plus d’étre le substrat de nombreuses enzymes (oxygénases et oxydases),
dans le mode aérobie, 1’oxygéne agira comme dernier accepteur d’électrons dans la chaine
de transport d’électrons pour former un gradient qui permettra & ’ATP synthase de

produire des molécules d’ATP (36 4 38 en mode aérobie).



Ainsi, plusieurs expériences suggérent que le glucose et 1’oxygéne fournis par le
liquide synovial peuvent étre particuliérement critiques pour les chondrocytes dans la zone
profonde et que la glycolyse anaérobique et la production de lactate sont impliquées dans le
métabolisme respiratoire du cartilage articulaire méme en condition aérobie (Blanco,
Lopez-Armada et Maneiro, 2004 Lee et Urban, 1997 Otte, 1991 Spencer, Palmer et Mason,
1990). En effet, la majeure partie des nutriments et de 1’oxygéne provient, d’un cd6té du
liquide synovial et de 1’autre, des vaisseaux sanguins de I’0s (Greenwald et Haynes, 1969).
Ainsi, il est probable qu’un gradient d’oxygéne existe a travers ce tissu en raison de cette
asymétrie (Falchuk, Goetzl et Kulka, 1970 Lund-Olesen, 1970). Plus précisément, les
chondrocytes situés en surface, prés du liquide synovial, sont probablement exposés a une
tension normale en oxygeéne qui se situerait entre 20 et 80 mm Hg, tandis que dans les
régions plus profondes, la tension est probablement plus faible (Blanco, Lopez-Armada et
Maneiro, 2004). D’ailleurs, Marcus suggére que la faible respiration aérobie des cellules du
cartilage doit étre une réponse d’adaptation a la faible tension en oxygéne (Marcus, 1973).
Selon Oegema et Thompson, les zones superficielle et moyenne du cartilage articulaire ne
sont pas anoxiques. Dans ce contexte, la phosphorylation oxydative des mitochondries est
18 fois plus efficace dans la génération d’ATP que la glycolyse (Oegema et Thompson,
1986). Toutefois, les expériences menées par Shapiro indiquent que malgré le fait que le
cycle de I’acide citrique soit actif dans le cartilage, plus de 80 % du glucose est métabolisé
en lactate par la glycolyse anaérobie (Shapiro, Tokuoka et Silverton, 1991). Selon certains
auteurs, la phosphorylation oxydative serait plutot, dans les chondrocytes, un phénomeéne

de dédifférenciation 1ié a leur mise en culture. Cependant, méme en culture, les



chondrocytes seraient aussi dépendants de la glycolyse anaérobie puisqu’ils produisent du

lactate comme produit final (Blanco, Lopez-Armada et Maneiro, 2004).

1.1.1.5.2 Transport du glucose

En absence de la phosphorylation oxydative, les chondrocytes supportent leur
condition hypoxique en générant principalement I’ATP par la voie glycolytique. Ainsi, le
maintien de D’apport et du transport du glucose a un niveau physiologique a des
conséquences significatives sur la viabilité des chondrocytes, sur la synthése de P’ECM et
sur le développement et I’intégrité fonctionnelle du cartilage (Mobasheri et al., 2002
Phillips et al., 2005 Wang, Zhou et Bondy, 1999). Durant la synthése de la nouvelle ECM,
les chondrocytes incorporent aussi la glucosamine sulfate ainsi que d’autres sucres comme
I’hexose sulfate entre les glycosaminoglycanes (Mobasheri et al., 2002). Le transport
transmembranaire du glucose est I’étape limitante du métabolisme du glucose. 1l est donc
facilité par un groupe de transporteurs du glucose (GLUT) (Brown, 2000 Joost et Thorens,
2001 Richardson ef al., 2003). A présent, prés d’une douzaine de membres de la famille des
GLUT ont été identifiés chez I’humain (Joost et Thorens, 2001). Ils transportent, pour la
majorité, le glucose a I’exception de la GLUT-5 qui transporte. le fructose (Richardson et
al., 2003). L’expression de ces isoformes varie selon les tissus et les types cellulaires
(Rogers et al., 2002). 1ls ont différentes propriétés cinétiques et sont régulés en fonction du

développement (Rogers et al., 2002).

En 2002, Mobasheri et al. ont identifié au moins trois isoformes de GLUT dans les
chondrocytes humains normaux, soit la GLUT-1, -3, -6 (aussi appelé GLUT9) (Mobasheri
et al., 2002). En 2001, Shikhman ajoute a cette liste la GLUT-8 (Shikhman er al., 2001).

Certains auteurs proposent que d’autres isoformes de la famille GLUT/SLC2A (GLUTS, -
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10, -11, -12) soient présents dans les chondrocytes matures (Mobasheri et al., 2002
Mobasheri ef al., 2002 Richardson et al., 2003 Shikhman et al., 2001). Toutefois, ces
derniéres isoformes ont probablement une plus faible expression. La diversité de
I’expression de I’ensemble des membres des GLUT n’est pas encore bien expliquée dans

les chondrocytes (Mobasheri et al., 2005).

1.1.1.5.2.1 Réoulation des GLUT dans !’arthrose

La régulation du transport du glucose peut étre effectuée selon deux mécanismes
principaux : 1) la modulation de la synthése et de I’incorporation & la membrane des GLUT
et 2) la modification des GLUT quant & leur affinité pour le glucose (Shikhman, Brinson et

Lotz, 2004).

La dégradation du cartilage articulaire est un phénomeéne inhérent a ’'OA qui est
associée a I’altération du métabolisme du glucose (Dunham et al., 1989 Dunham, Hoedt-
Schmidt et Kalbhen, 1992 Nabhir, Vitis et Silbermann, 1990 Sandell et Aigner, 2001). De
plus, de récentes études suggerent que la dégénération du cartilage survient de maniére
concomitante avec des dysfonctions endocriniennes ou encore avec un déséquilibre au
niveau du glucose (Denko et Malemud, 1999 Okma-Keulen et Hopman-Rock, 2001
Rosenbloom et Silverstein, 1996). Les mécanismes moléculaires régulant I’apport en
glucose et son métabolisme sont donc importants dans la physiologie du cartilage et dans la
pathogénése de I’OA (Shikhman, Brinson et Lotz, 2004). Les GLUT donnent le moyen
d’accélérer le transport du glucose et d’augmenter | utilisation de substrats en réponse a une
stimulation proinflammatoire (Richardson et al., 2003 Shikhman et al., 2001 Shikhman et
al., 2001). 11 est donc probable que la stimulation du transport du glucose et I’augmentation

de I’expression des GLUT soient un éveénement précoce et soutenu dans le processus
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catabolique du cartilage (Richardson et al., 2003). Cependant, I’augmentation de la capture
du glucose par les chondrocytes pourrait aussi étre liée 4 une dépendance mutuelle des
voies cataboliques et anaboliques (Shikhman et al, 2001). Par exemple, les cytokines
proinflammatoires telles que I’IL-1B et TNF-a stimulent I’expression et I’incorporation
membranaire des GLUT-1 et -6 dans les chondrocytes articulaires humains normaux
(Shikhman et al., 2001). Les effets de I’IL-1PB sur le transport du glucose, dans les
chondrocytes, requiérent |’activation des protéines kinases C (PKC) et de la P38 MAP
kinase (P38 MAPK) (Geng, Valbracht et Lotz, 1996 Shikhman et al., 2001 Tsuru et al,,
2002). Contrairement & I’'IL-1p, le TGF-p accélere le transport du glucose, probablement en
modifiant ’affinité des GLUT envers le glucose, sans affecter 1’expression et
I’incorporation des GLUT (Shikhman, Brinson et Lotz, 2004). L’effet du TGF-pB serait
régulé, quant a lui, par les PKC et les ERK (Mulder, 2000 Shikhman, Brinson et Lotz, 2004

Tsuru et al., 2002).

Dans I’OA, un autre facteur, I’IGF-1, semble étre impliqué dans la diminution
observée de la croissance et de la réparation du cartilage en raison de I’incapacité des
chondrocytes, provenant des articulations humaines OQA, & répondre efficacement aux
stimulations de ce facteur (Dore et al., 1994). Un faible changement dans la concentration
de glucose, dans le micro-environnement de I’ECM, peut déséquilibrer les activités
anaboliques de I’IGF-1 et promouvoir une variété de pathologies dans I’articulation (Liote
et Orcel, 2000 Rosenbloom et Silverstein, 1996). En somme, Shikhman propose que les
différences entre les voies cataboliques et anaboliques proviendraient de leurs voies de

signalisation (Shikhman, Brinson et Lotz, 2004).
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1.2 L’arthrose

L’OA est probablement la pathologie articulaire la plus commune. Elle touche plus
de la moitié de la population agée de 65 ans (Arden et Nevitt, 2006). Elle est plus fréquente

chez la femme que chez I’homme (Kellgren et Moore, 1952 Oliveria et al., 1995).

Cliniquement, les premiers symptomes rencontrés sont la douleur et le gonflement,
deux symptomes reflétant bien I’inflammation (Arden et Nevitt, 2006). L’évolution de
cette maladie peut causer une diminution de la mobilité ainsi qu’une déformation
articulaire. Certaines douleurs peuvent étre ressenties lors du moindre mouvement de
’articulation OA. Les articulations les plus touchées sont les hanches, les genoux, les

mains, les pieds, le cou et la colonne vertébrale lombaire (Newman et al., 2003).

Par définition, I’OA est décrite comme un trouble non inflammatoire progressif et
chronique de I’articulation menant a la détérioration du cartilage articulaire et elle est
associée a la détérioration de I’os a la surface et aux bords de I’articulation (Gutteridge,
1993 Kehrer, 1993). Blanco et al. divisent la progression de la maladie en trois étapes
(Blanco, Lopez-Armada et Maneiro, 2004). La premiére étape implique la destruction
protéolytique de la matrice cartilagineuse. La deuxiéme étape survient lors de la fibrillation
et de I’érosion de la surface du cartilage. Par ailleurs, les fissures et ’apparition de graves
ulcérations peuvent mener a I’entiére disparition du cartilage a la surface de Particulation et
elles sont accompagnées par le reldichement de produits de la destruction dans le liquide
synovial. L’étape finale est celle ou I’inflammation synoviale débute. En effet, lorsque les

cellules synoviales ingérent les produits de la dégradation par phagocytose, elles produisent
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de nombreux médiateurs inflammatoires et cataboliques tels que les protéases et les

cytokines proinflammatoires. Ce processus est illustré dans la figure 1-2.
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Figure 1.2 : Le développement de I'OA.
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1.2.1 Les facteurs de risques

Bien que [’étiologie ne soit pas parfaitement connue, elle semble étre
multifactorielle. 1l semble que certains facteurs de risques systémiques sont susceptibles
d’augmenter le rsque de I’OA. On retrouve entre autres les changements sur le plan
structurel, moléculaire et mécanique liés au vieillissement, aux hormones sexuelles, en
particulier & I’eestrogéne, & la densité osseuse, & la génétique el a la nutrition. D’autres
factewrs de nisques tels que les facteurs biomécaniques locaux semblent, quant a evx, jouer
un role décisif dans la déiérioration du cartilage suite a [’exposition de ["articulation aux
blessures sévéres et aux charges excessives appliquées a 1'articulation (Arden et Nevitt,

2006).
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1.2.2 Traitements

Jusqu’a présent, les traitements en vigueur pour I’OA sont principalement
symptomatiques. Le repos de I’articulation est essentiel lors des douleurs intenses. Par la
suite, lorsque la douleur est supportable, il est important de maintenir une bonne
musculature par des exercices modérés. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (NSAID)
tels que les comprimés d’aspirine et de diclofénac ainsi que les anti-inflammatoires
corticoides, administrés par infiltration intra-articulaire, seront utilisés pour soulager la
douleur et I’enflure. De plus, les comprimés de sources naturelles tels que le sulfate de
glucosamine et la chondroitine sulfate sont aujourd’hui acceptés dans le traitement de I’0OA
(Gaby, 1999). Toutefois, lorsque le cartilage est complétement érodé ou encore lorsque la
douleur est importante, 1’arthroplastie (remplacement total de I’articulation) s’avére un
traitement de choix. Cependant, elle n’est utilisée qu’en dernier recours, entre autres, en

raison des risques d’infections et des cotts qu’elle entraine.

1.2.3 Médiateurs inflammatoires et cataboliques dans ’arthrose

Il semblerait que la production excessive des médiateurs inflammatoires et
cataboliques par la membrane synoviale enflammée et les chondrocytes activés soit
impliquée dans la pathophysiologie de I’OA (Martel-Pelletier, di Battista et Lajeunesse,
1999 Martel-Pelletier er al.,, 2000). Ces médiateurs sont associés a des altérations
fonctionnelles, non seulement au niveau synovial, mais aussi au niveau du cartilage et de
’0s sous-chondral. Ils seraient d’abord produits par la membrane synoviale et ils
diffuseraient dans le cartilage en passant d’abord par le liquide synovial. Une fois activés,
les chondrocytes peuvent aussi produire des protéases ainsi que d’autres facteurs

cataboliques. En effet, il semblerait que les chondrocytes OA soient une source importante
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de métalloprotéinases (MMP). En plus des MMP, il est de plus en plus reconnu que les
chondrocytes ont la capacité de sécréter des médiateurs de I’inflammation et des cytokines
tels que le NO, les prostaglandines, I’interleukine-1 béta (IL-1pB), I'TL-6, I’'TL-8 et le TNF-«
(Caron et al., 1996 van de Loo et al., 1995). De plus, cette cascade serait responsable du

catabolisme, de I’apoptose des chondrocytes et d’autres changements structurels associés a

la progression de la maladie.

1.2.3.1 Les protéases

La famille des MMP est maintenant reconnue pour son rble dans les changements
structurels du cartilage (Martel-Pelletier et al., 2000 Pelletier, Martel-Pelletier et Howell,
2000). La collagénase-3 (MMP-13) est ’enzyme la plus active au niveau de la dégradation
du collagéne de type II et elle est exprimée sélectivement dans des conditions
pathologiques telle I’arthrite (Martel-Pelletier et Pelletier, 1996). Il n’est donc pas étonnant
que ce soit I’une des MMP les plus ciblées dans la recherche de molécules inhibitrices de la
dégradation du collagéne de type II (Pelletier, Martel-Pelletier et Abramson, 2001). Une
autre protéase, |’aggrécanase, est responsable du clivage des protéoglycanes. Les
protéoglycanes sont d’ailleurs retrouvés dans le liquide synovial des patients QA (Pelletier,
Martel-Pelletier et Abramson, 2001). D’autres enzymes de la famille des protéases, comme
par exemple les activateurs de plasminogéne/systéme des plasmines et la cathepsin B, sont
présentes dans le cartilage, mais elles joueraient principalement un rdle dans I’activation

des MMP (Pelletier, Martel-Pelletier et Abramson, 2001).

1.2.3.2 Les cytokines proinflammatoires

Il est postulé que les cytokines ont un role pathophysiologique dans le

développement et la progression de I’OA (Abramson et al, 2001 Lotz, 2001). Les
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cytokines proinflammatoires telles que I’IL-1p et le TNF- o auraient un rdle majeur dans la
destruction du cartilage (Caron ef al., 1996 van de Loo ef al., 1995). Ces deux cytokines ont
la capacité de stimuler leur propre production en plus d’induire, dans les chondrocytes et
les synoviocytes, d’autres cytokines telles que 1I’IL-8, I'IL-6, le facteur inhibiteur de

leucocytes (LIF), les protéases et la prostaglandine E2 (PGE,) (Pelletier, Martel-Pelletier et

Abramson, 2001).

Une augmentation de la production d’IL-1p est décrite dans le cartilage 4gé et OA
(Loeser et al, 2002). L’IL-1P représente, par ailleurs, une des principales cytokines
proinﬂammatbires initiant la séquence d’événements menant a la dégradation de la matrice
extracellulaire du cartilage (Lotz, 2001). Dans les chondrocytes, I’'IL-1B stimule la
production de MMP telles la MMP-1 et la MMP-13 ainsi que la production d’enzymes
dégradant les protéoglycanes telles les aggrécanases et les hexoaminidases (Pratta ef al,
2003 Shikhman, Brinson et Lotz, 2000 Vincent_i et Brinckerhoff, 2002). De plus, 'IL-1B
induit la synthése du monoxyde d’azote (NO), de la cyclooxygénase-2 et de I’IL-6 et elle
supprime la synthése des glycosaminoglycanes sulfatés (Abramson er al., 2001 Gouze et

al., 2001 Lotz, 2001).

1.2.3.3 Les cytokines anti-inflammatoires et les facteurs de croissance

Un grand nombre de cytokines anti-inflammatoires, comme 1’IL-4, I’'IL-10 et I’IL-
13, sont augmentées dans le liquide synovial des patients OA (Martel-Pelletier, Alaaeddine
et Pelletier, 1999). Elles provoquent une régulation a la hausse du récepteur antagoniste de
I’IL-1 (IL-1Ra) et des inhibiteurs tissulaires des MMP-1 (TIMP-1). Ainsi, par différents

mécanismes, elles réduisent la production et I’activité de I’IL-1B, du TNF-a. et des MMP.
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De plus, le TGF-B1 stimule la synth¢se de la matrice extracellulaire et la prolifération
cellulaire (Vincenti et Brinckerhoff, 2002). Le TGF-1 est aussi un antagoniste fonctionnel
de ’IL-1B. En addition a cela, il prévient la dégradation du collagéne induite par cette IL et
il restore la synthese de protéoglycanes supprimée par cette derniére (Fawthrop et al., 1997
Van den Berg et al, 2001). De plus, le TGF-Bl joue un réle important dans la

différenciation ostéochondrogénique (Fawthrop et al., 1997 Van den Berg et al., 2001).

1.2.3.4 Le monoxyde d’azote

Le NO est une molécule multifonctionnelle qui initie des processus biologiques
variés. Plusieurs investigateurs ont noté¢ une augmentation de la synthése de NO chez les
patients OA (Amin et al., 2000 Lotz, 1999 Studer et al., 1999). En effet, le cartilage OA
produit une grande quantit¢ de NO, ce qui se traduit par une grande quantité de
nitrite/nitrate dans le liquide synovial et le sérum des patients atteints d’arthrite (Farrell et
al., 1992). Ces phénoménes sont causés par une augmentation de la forme inductible de
I’oxyde nitrique synthase (iNOS) (Amin et al., 1995 Grabowski et al., 1997 Mclnnes et al.,
1996 Pelletier et al., 1996). En présence de I’anion superoxyde (O;-), le NO peut former
I’anion peroxynitrite (ONOO-) probablement responsable des modifications du potentiel
membranaire (A¥m) et de différents phénomenes associés a ’apoptose (Yasuhara et al,

2005).

Le NO est aujourd’hui considéré comme un facteur important agissant sur le
cartilage par différents mécanismes (Amin et Abramson, 1998). Il est capable de réduire la
synthése de protéoglycanes aggrécanes, d’augmenter la synthese des MMP et d’induire
I’apoptose des chondrocytes (Murrell, Jang et Williams, 1995 Pelletier, Martel-Pelletier et

Abramson, 2001 Taskiran ef al., 1994).
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1.3 L’énergie source de stress oxydatif

1.3.1 La mitochondrie

La mitochondrie est un organite complexe qui oxyde un grand nombre
d’intermédiaires métaboliques. Les complexes multienzymatiques, situés dans la membrane
interne de la mitochondrie ainsi que dans la matrice, oxydent les intermédiaires du cycle de
’acide citrique. L’ATP est générée par |’activit¢ d’une pompe a proton électrogénique
située dans la membrane interne de la mitochondrie. L’énergie nécessaire a la synthése de
I’ATP provient du gradient de pH et du potentiel électrique a travers la membrane

mitochondriale (Maneiro ef al., 2003).

La respiration mitochondriale joue un réle critique dans 1’homéostasie métabolique
liée au stress oxydatif dans les cellules et les tissus (Chen et al., 2003 Duchen, 2004 Enns,
2003 Fariss et al., 2005 Ide et al., 1999 Sastre, Pallardo et Vina, 2003 Wallace, 2005). La
diminution et la mauvaise phosphorylation oxydative sont donc reliées a plusieurs troubles
humains (Kosel et al., 1999 Leonard et Schapira, 2000). Il est aussi possible de voir que les
altérations du métabolisme énergétique et de 1’état redox sont des facteurs pouvant
entrainer la mort cellulaire par apoptose et/ou la nécrose (Aoki et al, 2002 Borutaite et
Brown, 2003 Lesnefsky et al., 2001). En effet, I’intégrit¢ de la chaine respiratoire
mitochondriale (MRC) est essentielle a la production d’ATP et au maintien du A¥Ym
(Almeida et al., 2001). De plus, la mitochondrie est importante dans la régulation de la
survie cellulaire (Green et Reed, 1998 Kroemer, Zamzami et Susin, 1997 Loeffler et
Kroemer, 2000 Petit ef al, 1995 Zamzami et al., 1995). Par conséquent, les signes

classiques de la mort cellulaire sont précédés par des altérations mitochondriales incluant la
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perte du A%¥m, une diminution dans la production d’énergie, une augmentation de la
perméabilité membranaire associée au gonflement mitochondrial et au déchirement de la
membrane externe de la mitochondrie ainsi qu’au reldchement de facteurs proapoptotiques
comme le cytochrome ¢, le facteur inducteur d’apoptose (AIF) et les procaspases (Almeida
et al., 2001 Cleeter et al., 1994 Crompton, 1999 Kluck et al., 1997 Kroemer, Zamzami et
Susin, 1997 Nicotera, Leist et Ferrando-May, 1998 Petit er al, 1995 Petit et al, 1997

Vander Heiden e al., 2000 Vayssiere et al., 1994).

1.3.1.1 La mitochondrie et Uarthrose

Les informations détaillées a propos des mitochondries dans le cartilage humain et
les chondrocytes sont peu nombreuses. Pourtant, selon Maneiro, les chondrocytes OA ont
une activité réduite des complexes II et III, sans modification significative du complexe IV,
par rapport au cartilage normal, ce qui compromet la cascade d’¢lectrons (Maneiro ef al.,
2003). De plus, la masse mitochondriale semble augmenter dans 1’OA, telle que suggérée
par I’augmentation de 1’activité de la citrate synthase (CS). Maneiro suggére qu’il y ait
deux populations cellulaires dans les cellules OA dépolarisées, chacune d’elles possédant
un nombre différent de mitochondries avec un A¥Ym normal et de ce fait une susceptibilité

différente a subir I’apoptose (Maneiro et al., 2003).

Le NO peut diminuer 1’activité de phosphorylation oxydative des complexes I-111
et/ou IV, ce qui induit des changements significatifs dans le A¥Ym des mitochondries en
réduisant la consommation d’oxygéne et en diminuant la quantité d’ATP (Johnson e al.,
2000 Stefanovic-Racic et al., 1994 Tomita et al., 2001). Dans les chondrocytes, deux
études ont montré que les donneurs de NO supprimaient la respiration et la génération

d’ATP, ce qui suggére qu’il pourrait étre I’'une des causes de la perte de matrice et de la



20

minéralisation du cartilage (Johnson et al., 2000 Tomita et al., 2001). Pour le moment, les
chercheurs ignorent toujours si I’inhibition des fonctions mitochondriales par le NO module

de fagon certaine la pathogénése de I’OA (Maneiro et al., 2003).

1.3.1.1.1 Cytochrome c oxydase

La cytochrome ¢ oxydase (COX) est le complexe terminal (complexe TV) de la
chaine respiratoire des mitochondries et des bactéries (Musatov et al., 2002). Sa fonction
est de catalyser le transfert d’électrons a partir du cytochrome ¢ jusqu’a la molécule
d’oxygene et de générer le gradient de protons nécessaire a la synthése de I’ATP (Malatesta
et al., 1995 Musatov ef al., 2002). L.’intégrité fonctionnelle de la COX est essentielle au
transfert d’énergie (Capaldi, 1990). De plus, il semblerait que la COX régule le

meétabolisme énergétique mitochondrial (Capaldi, 1990 Kadenbach et al., 2000).

[’enzyme retrouvée dans les mammiféres est constituée de 13 sous-unités
différentes qui forment un monomere (Capaldi, 1990 Kadenbach er al., 1983). Les trois
plus grandes sous-unités sont les sous-unités I 4 III. Elles sont encodées par le génome
mitochondrial et constituent le noyau fonctionnel de I’enzyme (Musatov ef al., 2002). Les
plus petites sous-unités, encodées par le génome nucléaire, entourent le noyau central
(Musatov et al., 2002). Le réle de ces dernieres est toujours I’objet de débats (Musatov et
al., 2002). Toutefois, certaines sont connues pour stabiliser la forme dimérique et pour lier
structurellement 1’oxydase aux cardiolipines (Sedlak et Robinson, 1999 TsukiharaAer al.,
1996). D’autres ont probablemeﬁt des fonctions de régulation puisqu’elles se lient a des
effecteurs allostériques comme les nucléotides et/ou les hormones (Kadenbach, 1986

Kadenbach et Merle, 1981 Poyton et al., 1988 Rohdich et Kadenbach, 1993).
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1.3.2 Stress oxydatif

Les organismes aérobies sont la cible d’attaques constantes par les espéces réactives
de I’oxygene (ROS) lors de I'utilisation de leur métabolisme régulier (Apel et Hirt, 2004).
Environ 1 a 2 % de ’oxygéne utilisé par la mitochondrie est transformé en ROS a 1’étape
intermédiaire de la chaine respiratoire (Garcia-Ruiz et al., 1995) et le peroxyde
d’hydrogene (H,0O,). Ces molécules sont trés réactives et causent des dommages aux
macromolécules biologiques menant a la peroxydation lipidique, a I’oxydation des
protéines et a la modification de I’ADN (Boveris et Cadenas, 1975 Boveris et Chance, 1973
Cerutti, 1985 Chance, Sies et Boveris, 1979 Gutteridge et Halliwell, 2000 McLennan et

Degli Esposti, 2000 Musatov et al., 2002).

La production de ROS peut étre augmentée lorsque la chaine de transport
d’électrons est altérée (Ambrosio et al., 1993 Bindoli, 1988 Das et al., 1989 Sciamanna et
Lee, 1993 Veitch et al, 1992). Il n’est donc pas étonnant de constater que les
mitochondries soient des cibles importantes des radicaux libres, ce qui peut entrainer une
dysfoncﬁon sur le plan mitochondrial associée a une augmentation de la production
d’aldéhydes de la peroxydation lipidique (Ambrosio et al., 1993 Salganik et al., 1994
Sciamanna et Lee, 1993 Sun et Gilboe, 1994 van Jaarsveld et al., 1994 Veitch et al., 1992).
De plus, dans le cadre de différentes maladies associées au stress oxydatif, la dégénération
de la fonction mitochondriale pourrait étre 1’'un des acteurs de la perte de fonctions
cellulaires (Ambrosio et al., 1993 Bindoli, 1988 Das et al, 1989 Salganik er al., 1994

Sciamanna et Lee, 1993 Sun et Gilboe, 1994 van Jaarsveld et al., 1994 Veitch et al., 1992).

En effet, une augmentation excessive et soutenue de la production de ROS est

impliquée dans le vieillissement et la pathogenése de plusieurs maladies telles que le
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cancer, le diabete, les dommages d’ischémie/reperfusion, les désordres neurodégénératifs,
I’hépatotoxicité, les dommages de divers organes par 1’alcool, les maladies
cardiovasculaires et pulmonaires de méme que les maladies de la peau causées par les
rayons UV (Ames, Shigenaga et Hagen, 1993 Duchen, 2004 Enns, 2003 Fariss ef al., 2005
Higuchi et al., 1996 Kaplowitz et Tsukambto, 1996 Sastre, Pallardo et Vina, 2003 Singh et
al., 1995 Wallace, 2005 Yu, 1996). En résumé, les altérations de I’intégrité de la membrane
et le métabolisme énergétique couplé a la phosphorylation oxydative peuvent mener a une

augmentation de la production de ROS dans les cellules (Chen et al., 2003 Ide ef al., 1999).

1.3.2.1 Les espéces réactives de I’oxygeéne dans I’arthrose

Les ROS peuvent oxyder et endommager différents constituants de 1’articulation
tels que le collagene, les protéoglycanes et les hyluronanes (Dimock, Siciliano et
Mcllwraith, 2000 Haklar ef al., 2002 Kawai, Kubota et Okabe, 2000). Par ailleurs, les
patients OA démontrent un niveau d’espéces oxydantes élevé dans le liquide synovial
(Gutteridge, 1993 Kehrer, 1993). Cette observation est appuyée par la diminution de la
viscosité du liquide synovial des patients OA (Ostalowska ef al, 2006). Bien que les
mécanismes entrainant la dégradation de la matrice du cartilage ne soient pas totalement
élucidés, il semble que les ROS soient des facteurs de premier ordre dans ce processus
(Greenwald, 1991 Henrotin, Bruckner et Pujol, 2003 Martin ef al., 2004 Martin et al.,

2004).

1.3.2.2 Systeme antioxydant enzymatique

Puisque les ROS sont un groupe fonctionnel hautement oxydant, continuellement

présent dans les processus physiologiques normaux, ils doivent étre éliminés afin de
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permettre a la cellule de survivre (Gerbitz, Gempel et Brdiczka, 1996 Vlassara, Bucala et

Striker, 1994).

La premiére ligne de défense contre les ROS est la superoxyde dismutase (SOD) qui
retire les O,- en catalysant la réaction de dismutation (Ostalowska et al., 2006). La catalase
(CAT) protege les cellules et les tissus en décomposant directement le H,O,. Les enzymes
de transformation du glutathion (GSH) éliminent le HyO, par des réactions catalysées, entre
autres, par la glutathion peroxydase (GPx) (Ostalowska, Birkner et al., 2006). La GPx
utilise le GSH comme un co-substrat pour réduire le H,O, (ou les lipides hydroperoxydes)
en donnant un produit final, le glutathion oxydé (GSSG). Par la suite, ce dernier sera
recyclé en GSH par la glutathion réductase (GR) (Gerard-Monnier et Chaudiere, 1996
Puiggros et al., 2005 Sies, 1985). Ce phénomeéne est nommeé le cycle d’oxydoréduction de
la GSH et il fournit une protection cellulaire contre les ROS (Puiggros, Llopiz ef al., 2005).
Le niveau de GSH peut aussi étre modifié par des réactions de conjugaisons avec des
éléments électrophiles qui sont catalysés par la glutathion S-transférase (GST) (van
Bladeren, 2000). Cette enzyme est fortement impliquée dans la détoxification des produits
oxydants. [’efficacité de plusieurs de ces enzymes dépend toutefois de la production de
NADPH nécessaire au maintien d’un état rédox normal du ratio GSH/GSSG (Mailloux,

Singh et Appanna, 2006 Margaill, Plotkine et Lerouet, 2005).

1.3.2.2.1 Isocitrate déshydrogénase

Chez les mammiféres, il existe deux types d’isocitrates déshydrogénases qui
catalysent la décarboxylation de I’isocitrate en a-kétoglutarate (Henderson, 1968 Jennings
et al., 1994). La premiére est I’isocitrate déshydrogénase dépendante du NAD" (NAD'-

ICDH). Elle est localisée dans la mitochondrie. La seconde comprend deux isoformes, la
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mitochondriale (mNADP'-ICDH) et la cytosolique (¢cNADP'-ICDH) toutes deux
dépendantes du NADP®. Les NADP'-ICDH sont des homodimeéres de 413 acides aminés
par sous-unité avec une masse moléculaire d’environ 47 kDa et un pI de 9,0 (cf Swis-Prot
accession no P33198) (Benderdour et dl., 2003). La mNADP'-ICDH, se trouve aussi dans
la fraction nucléaire et cytosolique de certaines cellules, entre autres, dans les cellules
cardiaques et rénales. La cNADP"-ICDH est aussi détectée dans les peroxysomes
d’hépatocytes de rats (Benderdour ef al., 2003 Geisbrecht et Gould, 1999 Yoshihara et al.,
2001). Ces deux isoformes proviennent du génome nucléaire et sont encodées par deux
génes distincts (Huh et al., 1993 Loftus et al., 1994 Yang et al., 1996). Les NADP'-ICDH

ont la capacité de catalyser la réaction réversible suivante :

Isocitrate + NADP" +2H' < 2-oxoglutarate + NADPH + H +CO,

A P’exception de son rdle dans la régulation du cycle de Krebs, le rdle physiologique
des deux ICDH n’était pas tout a fait compris jusqu’en 2002 (Haraguchi, Mabuchi et
Yokota, 2003 Koh er al., 2004 Yoshihara et al., 2001). A ce jour, un groupe de chercheurs a
mis en évidehce leur réle dans la défense cellulaire contre des dommages du stress oxydatif
(Joetal., 2001 Lee et al., 2002 Maeng et al., 2004 Yang, Yang et Park, 2004). Ce groupe a
démontré que les deux formes de NADP'-ICDH jouent un réle important dans la
~ régénération du GSH en favorisant la production du NADPH (Rall et Lehninger, 1952
Vogel et al, 1999). Cette découverte a entrainé un nouvel intérét pour ces enzymes
(Benderdour et al, 2004 Kamiya et al., 2001). Toutefois, une étude indiquait que la
cNADP"-ICDH dans le foie de rat était respectivement d'e 16 et 18 fois plus active dans la
production de NADPH que la G6PDH et la ME (Veech, Eggleston et Krebs, 1969).

Récemment, encore plusieurs rdles de la NADP'-ICDH mitochondriale ont été proposés.
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Ces roles consistent a la régulation du cycle de Krebs en sens inverse en transformant I’ o-
kétoglutarate en isocitrate plus NADP" et 4 la régulation du métabolisme des lipides (Koh

et al., 2004 Sazanov et Jackson, 1994).

Le ratio de cNADP'-ICDH / mNADP*-ICDH peut varier d’un tissu  ’autre. Dans
le ceeur, la mNADP-ICDH représente 95% de I’activité totale de cette enzyme, alors que
dans le foie, c’est la cNADP*-ICDH qui est majoritaire (Haraguchi, Mabuchi et Yokota,
2003 Henderson, 1968 Macfarlane, Mathews et Dalziel, 1977 Minich, Yokota et Dringen,

2003 Plaut, Cook et Aogaichi, 1983 Yoshihara ef al., 2001).

Toutefoié, il semble que lorsque ces enzymes sont exposées au NO et a certains
produits de la peroxydation lipidique tels que le malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxy-
2-nonénale (HNE), les NADP+-‘ICDH sont susceptibles de subir des dommages oxydatifs
tels qu’indiqué par la perte de leur activité et par la formation de groupe carbonyle (Yang ef
al., 2002 Yang, Yang et Park, 2004). Les dommages causés aux NADP+—ICDH induits par
un stress oxydatif peuvent mener a une perturbation dans la défense cellulaire (Yang, Yang

et Park, 2004).

1.3.2.2.2 Glucose-6-phosphate déshydrogénase

La G6PDH a pour fonction de catalyser le transfert d’un ion hydrure (H") au
NADP’. Cet ion provient du C1 du glucose 6-phosphate (G6P) et est transformé en 6-

phosphoglucono-d-lactone. Cette réaction s’inscrit ainsi :

G6P + NADP" — 6-phosphoglucono-d-lactone + NADPH + H"
Cette enzyme utilise uniquement le NADP" et elle est inhibée de fagon allostérique

par le NADPH (Eggleston et Krebs, 1974 Loreck ef al., 1987). Puisque la G6PDH constitue
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’étape limitante de la voie des pentoses phosphates, cette inhibition par le NADPH est un
moyen efficace de contrdler sa production par cette voie. La phase oxydative de la voie des
pentoses phosphates permet la formation de deux molécules de NADPH pour chaque
molécule de G6P et une molécule de ribulose 5-phosphate (Ru5P). Le RuS5P est un
précurseur indispensable dans la biosynthése des nucléotides et polynucléotides d’ARN et
d’ADN (Horton et al., 2000 Matsubara et al., 2001). Dans la phase non-oxydante, ’excés
de Ru5P pourra étre transformé en xyluose S-phosphate (Xu5P), en fructose 6-phosphate
(F6P) et en glycéraldéhyde 3-phosphate (GAP) (Horton et al., 2000 Voet et Voet, 1998).
Selon les besoins métaboliques, ces derniers, en tant qu’intermédiaires de la glycolyse,
pourront étre dégradés par cette voie ou encore recyclés par la gluconéogenese pour
reformer du G6P (Horton et al., 2000 Voet et Voet, 1998). Le ribose 5-phosphate (R5P),
quant a lui, est un intermédiaire de la phase non oxydante (Horton et al., 2000 Voet et Voet,

1998).

Cette enzyme a longtemps été pergue comme ’enzyme principale dans la génération
du NADPH (Yang, Yang et Park, 2004). En effet, son réle dans la réponse au stress
oxydatif est bien établi dans les levures, les érythrocytes humains et dans les cellules
souches de souris (Pandolfi et al, 1995 Salvemini et al., 1999 Scott er al., 1991). La
production de NADPH par la voie des pentoses phosphates utilise environ 10% du glucose
total consommé par les érythrocytes. Dans d’autres types cellulaires comme par exemple

les muscles et le cerveau, la consommation de glucoses par cette voie est minime.

Chez ’homme, la déficience en G6PDH est I’enzymopathie la plus fréquente avec
environ 400 millions de personnes atteintes. Ces personnes possédent une faible activité de

la G6PDH et sont sujettes a une anémie hémolytique suite a une administration de
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primaquine, un médicament utilisé pour traiter la malaria (Voet et Voet, 1998). Cette

condition peut étre due a la présence de différentes mutations de ce géne (Voet et Voet,

1998).

1.3.2.3 Systéme antioxydant non enzymatique

En plus des enzymes mentionnées précédemment et du GSH, d’autres agents
réducteurs et fixateurs de radicaux libres comme [’urate, le 2-oxoglutarate et les
tocophérols fournissent a la cellule une protection non enzymatique contre les ROS

(Singhal et al., 1999).

1.3.3 Peroxydation des membranes lipidiques

Les mécanismes responsables des dysfonctions cellulaires liées au stress oxydatif
demeurent nébuleux. Par contre, le phénoméne de la peroxydation lipidique induit par le
stress oxydatif est aujourd’hui bien décrit (Uchida, 2000). Ce sont les ROS, dont le NO fait
aussi partie, qui sont responsables du processus ou les lipides de la membrane sont oxydés,
générant ainsi différents aldéhydes (Yang, Yang et Park, 2004). En raison de leurs
caractéristiques structurales, les aldéhydes sont classés en trois catégories : 2-alkenals, 4-
hydroxy-2-alkenals et kétoaldéhydes (Uchida, 2003). Il semblerait que ces aldéhydes soient
impliqués dans certains événements pathophysiologiques associés au stress oxydatif dans
les cellules et les tissus, c’est pourquoi plusieurs de ces aldéhydes sont considérés comme

des seconds messagers toxiques (Esterbauer, Schaur et Zollner, 1991).

Plus particuliérement, les groupements acyles hautement insaturés sont
extrémement sensibles aux dommages oxydatifs, ce qui conduit & une production de

produits lipidiques réactifs et hautement toxiques tels que le MDA et le HNE (Esterbauer,
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Schaur et Zollner, 1991 Shigenaga, Hagen et Ames, 1994). Lors du stress oxydatif, ces
aldéhydes réactifs atteignent une concentration locale suffisamment élevée (ImM) pour
réagir avec plusieurs acides aminés telles les lysines, les histidines et les cystéines (Bolgar,

Yang et Gaskell, 1996 Szweda et al., 1993 Uchida et Stadtman, 1992).

1.3.3.1 4-hydroxy-2-nonénale

Le niveau de HNE est souvent élevé dans les cellules et leurs organites en présence
de conditions oxydantes (Blasig ez al., 1995 Chen, Schenker et Heﬁderson, 1997 Chen et
Yu, 1994 Tsukamoto et al., 1995). Le HNE est le principal aldéhyde a—B-insaturé produit
lors de la peroxydation non enzymatique des acides gras w-6-polyinsaturés tels 1’acide
linoléique (18 :2) et I’acide arachidonique (20 :4) qui est induite par les radicaux libres

(Esterbauer et al., 1986 Esterbauer, Schaur et Zollner, 1991).

Le HNE est aujourd’hui considéré comme un important médiateur des dommages
cellulaires liés au stress oxydatif (Esterbauer, 1993 Esterbauer, Schaur et Zollner, 1991).
Malgré que le HNE ait longtemps été considéré comme un simple marqueur des dommages
tissulaires, son role en tant que «second messager toxique», selon I’hypothése d’Esterbauer,
devient de plus en plus accepté (Benderdour ef al., 2004 Esterbauer, Schaur et Zollner,
1991). Le HNE est généralement considéré comme le plus toxique des aldéhydes
(Esterbauer, Schaur et Zollner, 1991). Tel que présenté a la figure 1-3, il est possible de
constater que ¢’est un aldéhyde hautement réactif qui est constitué¢ de neuf carbones et qui
possede trois groupes fonctionnels, le double lien C=C, le groupe —OH et le groupe -CHO
(aldéhyde) (Esterbauer, Schaur et Zollner, 1991). Il posséde une grande stabilité et il peut
facilement diffuser a travers les membranes pour attaquer d’autres compartiments

cellulaires ou extracellulaires (Uchida et Stadtman, 1993).
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O

Figure 1.3 Structure chimique du HNE.

Ce sont ses caractéristiques chimiques qui déterminent la réactivité du HNE avec
différentes espéces moléculaires, particulierement avec les protéines, mais aussi avec les
acides nucléiques. En outre, il affecte les lipides en favorisant la peroxydation lipidique
(Chen et Yu, 1994 Esterbauer, Schaur et Zollner, 1991 Park et Floyd, 1992 Uchida et al.,
1993). De fagon plus détaillée, le HNE peut former des complexes stables avec les
protéines par des additions de Michael avec les résidus nucléophiles lysyls, éulfhydri]es ou
histidyls, ou encore, il peut former des complexes par les bases de Schiff avec les acides
aminés primaires (Benderdour er al., 2004 Bolgar, Yang et Gaskell, 1996 Brodie ei Reed,
1990 Chen, Henderson et Freeman, 2001 Esterbauer, Schaur et Zollner, 1991 Ishii et al.,
2003 Kanazawa et Ashida, 1991 Szweda et al., 1993 Uchida, 2003 Uchida et Stadtman,
1992, 1993). Son atome C3 oléfinique peut aussi agir comme un centre électrophile avec

les résidus guanines de I’ADN (Esterbauer, Schaur et Zollner, 1991).

Les effets cytopathologiques du HNE sont nombreux et trés diversifiés. lls incluent
’inactivation, par des modifications irréversibles, de la glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase (GAPDH), de la G6PDH, de la COX et de la GR (Benderdour ef al., 2004
Brodie et Reed, 1990 Chen et al., 1998 Chen, Bertrand et Yu, 1995 Ishii et al, 2003
Kanazawa et Ashida, 1991 Palinski et al., 1989 Palinski et al., 1990 Szweda et al., 1993
Uchida, 2003 Uchida et Stadtman, 1993 Vander Jagt et al., 1997). 1l peut aussi induire le

lyse des érythrocytes, 1’activité chimiotactique des neutrophiles et l’inhibition de la
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synthése de I’ADN, de ’ARN et des protéines (Benedetti, Comporti et Esterbauer, 1980
Curzio et al., 1986 Esterbauer, Schaur et Zollner, 1991 Hauptlorenz et al., 1985 Poot et al.,
1988 Uchida et al., 1999). Ces effets cytotoxiques sont induits par différents mécanismes
incluant ’interaction directe avec des récepteurs, des facteurs de transcription et
d’importantes protéines catalytiques, [’altération des mécanismes de transduction des
signaux et I’atténuation du niveau de GSH (Esterbauer, Schaur et Zollner, 1991 Feng, Hu et

Tang, 2004 Uchida, 2003 Uchida et al., 1999).

En outre, le HNE est aussi un agent mutagéne, carcinogene et apoptotique dans
plusieurs cultures cellulaires (Ahmed et al., 2002 Kruman et al., 1997 Laurora et al., 2005
Patrick et al., 2005). Ces effets génotoxiques, attribués au HNE, ménent & 1’échange de
chromatides sceurs, a la formation de micronoyaux et a la fragmentation de I’ADN (Ahmed
et al., 2002 Esterbauer, Schaur et Zollner, 1991 Kruman et al., 1997 Laurora et al., 2005
Patrick et al., 2005). Bien que le mécanisme par lequel le HNE induit 1’apoptose n’est pas
complétement élucidé, il est clair que le HNE peut induire la libération du cytochrome ¢
depuis la mitoéhondrie, en raison d’une augmentation de la fluidité membranaire (Chen et

Yu, 1994 Ji et al., 2001). Un résumé de ces phénomenes est représenté dans la figure 1-4.
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Figure 1.4 : Résumé des phénoménes causant la production due HNE lors de la peroxydation
lipidique et des effets divers du HNE sur la cellule.

Dans la cellule, il ¢xiste un grand nombre de voies métaboliques permetiant |a
detoxification et I'excrétion cellulaire du HNE (Choudhary ef af , 2005). Plus précisement,
le HNE est métabolisé en majeure partic par trois voies (Esterbauver, Schaur et Zollner,
1991 Hartley, Ruth et Petersen, 1995 Siems er af , 1997 Ullrich er af | 1994), 1| est suggéré
que le metabolite oxydantf, |'acide 4-hydroxy-2-nonénoigue, est produit par "oxydation du
HME catalysé par |"aldéhyde déshydrogénase (ALDH), tandis que le métabolite réduit, le
LA-dihydroxy-2.nonene, est produnt par la réduction du HNE par "alcool deshydrogénase
{ADH). Enfin, la conjugaison du HNE avec la GSH est catalysée par la GST (Chen,

Schenker et Henderson, 1997). La figure 1-5 illustre 'ensemble de ces processus.
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Figure 1.5 : Description du métabolisme du HNE. Le métabolite oxydatif, I’acide 4-hydroxy-2-
nonénoique, est produit par ’oxydation nicotine adénine dinucléotide (NAD)-dépendante du
HNE catalysé par I’aldéhyde déshydrogénase (ALDH), tandis que le métabolite réduit, 1,4-
dihydroxy-2,nonene, est produit par la réduction du HNE dépendante du NAD réduit (NADH)
par I’alcool déshydrogénase (ADH). Enfin, la conjugaison du HNE avec la GSH est catalysée
par la GST (Chen, Schenker et Henderson, 1997).
http://www.biochemj.org/bj/376/0615/bj3760615a06.gif

1.3.3.1.1 Le 4-hydroxynonénal et | 'arthrose

Notre groupe de recherche s’intéresse aux effets du HNE dans I’0OA. Nous avons
démontré récemment que le niveau du HNE est €levé dans le liquide synovial des patients
OA comparativement aux sujets normaux (Morquette ef al., 2006). Dans cette étude, il a été
rapporté que le HNE pourrait induire le catabolisme du cartilage en agissant sur le plan
transcriptionel et post-traductionel de I’expression du collagéne type II et de la MMP-13
(Morquette et al., 2006). De plus, cet aldéhyde a la capacité de réguler la COX-2 et I'iNOS
en modulant deux voies de signalisation distinctes (Vaillancourt et al., 2006). Dans une
étude plus récente encore, Shi et al. ont démontré que le HNE pourrait étre impliqué dans

’altération du métabolisme cellulaire des ostéoblastes OA (Shi et al., 2006).
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1.3.3.1.2 Glutathion S-Transférase

Le GSH et les enzymes qui lient le GSH sont des éléments majeurs dans la défense
cellulaire, entre autres, contre les effets toxiques du HNE (Alin, Danielson et Mannervik,
1985). La GST représente 1’enzyme la plus connue et la plus efficace dans 1’élimination du

HNE (Alin, Danielson et Mannervik, 1985 Hayes et Pulford, 1995).

Chez les mammiféres, les GST se trouvent dans le cytosol et dans les
mitochondries. Ce sont des protéines homodimériques et hétérodimériques dont la masse
moléculaire se situe entre 25 et 28 kDa (Hayes et Pulford, 1995 Ketterer, Meyer et Clark,

1988).

Les GST sont classifiées selon sept sous-familles : Alpha (A), Mu (M), Pi (P),
Théta, Sigma, Kappa et Zeta (Board ef al., 1997 Hayes et Pulford, 1995 Ketterer, Meyer et
Clark, 1988 Mannervik et al., 1985 Pemble, Wardle et Taylor, 1996). L’ensemble de ces
sous-familles peut utiliser le 1-chloro-2,4-dinotrobenzene (CDNB) comme substrat (Alin,
Danielson et Mannervik, 1985 Habig, Pabst et Jakoby, 1974). Par contre, la GSTA4-4, un
membre de la famille A, utilise de fagon préférentielle le HNE et le conjugue avec le GSH
avec une haute affinité (Chen, Henderson et Freeman, 2001 Cheng et al., 2001 Hiratsuka et
al., 1999 Hubatsch, Ridderstrom et Mannervik, 1998 Medh et al., 1991 Zimniak et al.,
1992 Zimniak et al., 1994). Bien que la GSTA4-4 orthologue apparaisse comme une
enzyme mineure dans le cytosol du rat, de la souris et de I’homme, elle posséde une activité
catalytique extrémement élevée pour ce qui est de la conjugaison et de la détoxification du
HNE lorsqu’on la compare a d’autres isoformes de GST (Alin er al., 1989 Hayes, 1986
Hayes et Pulford, 1995 Medh er al., 1991 Singhal et al., 1994). En effet, la conjugaison du

HNE avec le GSH, spécialement par la GSTA4-4, est reconnue comme le principal
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mécanisme d’élimination du HNE (Alin, Danielson et Mannervik, 1985 Awasthi, Ansari et
Awasthi, 2005 Cheng et al., 2001 Engle et al., 2004 Haenen et al., 1987 Hiratsuka et al.,
2000 Hubatsch, Ridderstrom et Mannervik, 1998 Lee et al., 2004 Nakajima et al., 2002
Srivastava et al., 1998). En outre, dans le foie des rats la GSTA4-4 est 100 fois plus active
que les autres isoformes. Cela pourrait signifier que la GSTA4-4 joue un rdle essentiel dans
la protection des tissus contre leé aldéhydes toxiques générés par le stress oxydatif in vivo
(Cheng et al., 1999 Hiratsuka et al., 2000 Singhal et al., 1995 Singhal et al., 1994 Singhal

etal., 1994 Yang et al., 2001).

De plus, la GSTA4-4 aurait une activité peroxydase lui permettant de procéder a la
détoxification de xénobiotiques é€lectrophiles et de leurs métabolites (Singhal et al., 1994
Singhal et al., 1994). Finalement, la GSTA-4 a été localisée dans la membrane plasmique
de souris, suggérant son rdle dans la détoxification métabolique des membranes (Singh et

al., 2002).

En plus de son réle dans le métabolisme du HNE, I’expression de la GSTA4-4
semble étre régulée par le HNE lui-méme (Raza et John, 2006). Sous ’effet du HNE, il y a
une augmentation de son ARNm et de son activité. L’augmentation de I’expression de la
GSTA4-4 dans la mitochondrie est dépendante de la phosphorylation de PKA/PKC
(Rinaldi et al., 2000 Robin et al., 2003). En somme, I’augmentation de 1’expression et de
Pactivité de la GSTA4-4, dans le cytosol et la mitochondrie aprés le traitement avec le
HNE, suggeére une adaptation contre le stress oxydatif induit par le HNE (Musatov et al.,

2002 Raza et al., 2004 Raza et al., 2002).
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1.4 Problématique

L’OA est un probléme de santé entrainant des co(ts trés importants au systéme de
santé. Dans cette pathologie, le phénoméne inflammatoire et ’apparition du stress oxydatif
ne sont plus a démontrer. Il a été¢ démontré que le HNE, un produit de la peroxydation
lipidique toxique induit lors de 1’augmentation du stress oxydatif, est augmenté dans les
tissus articulaires des patients OA. Par ailleurs, notre groupe de recherche a démontré
I’importance de cette molécule dans la pathophysiologie de 1’OA. Aujourd’hui, cet
aldéhyde est reconnu pour avoir des effets a divers niveaux dans les cellules, entre autres

sur les systemes €nergétiques et antioxydants.

Comme il a été décrit dans 1’introduction, le maintien du métabolisme énergétique
et le maintien de 1’équilibre de I’état redox sont deux aspects importants pour la
conservation de la viabilité cellulaire. Par contre, une diminution du métabolisme
énergétique ainsi qu’une diminution du systéme antioxydant sont répertoriées dans I’OA.
Toutefois, I'implication du HNE dans ce phénomene en ce qui concerne les chondrocytes

est toujours a démontrer.
1.5 Hypothéses

Lors du développement de ’OA, 1’augmentation du HNE observée dans les tissus
articulaires pourrait altérer le métabolisme cellulaire des chondrocytes. Cette altération
serait due a la perturbation du flux du glucose a travers la membrane plasmique en raison
d’un défaut dans la régulation des GLUT, ainsi qu’a 1’inhibition de Dactivité et de

I’expression d’enzymes clés impliquées dans la production de I’énergie et dans la défense
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contre le stress oxydatif. Les effets du HNE sur les différentes enzymes pourraient étre
attribués, en partie, & ’épuisement du systeme de détoxification de cet aldéhyde, plus

particuliérement a I’épuisement de la GST.
1.6 Objectifs

Ce travail de maitrise a pour point de départ des données de la littérature sur les
propriétés biologiques du HNE. Depuis deux ans, nos études décrivaient que cet aldéhyde a
un role dans la modification de la matrice extracellulaire grace a ses propriétés biologiques
de se lier au collagéne, ce qui rend ce dernier plus susceptible & la digestion par les
collagénases. Par ailleurs, le HNE a été décrit comme un facteur modulateur de
I’expression des génes susceptibles d’étre impliqués dans la physiopathologie de I’OA tel

que la MMP-13, le collagéne type II, la COX-2, et I'iNOS.

Pour le moment, les traitements de I’OA demeurent principalement symptomatiques
(analgésiques, anti-inflammatoires). Dans ’optique du développement de traitements
pouvant prévenir ou stabiliser cette maladie, la recherche conduisant a I’identification de
cibles pharmacologiques est indispensable. C’est avec cette vision que nous proposons,
dans ce travail, I’étude de différentes enzymes susceptibles d’étre affectées par le HNE et
susceptibles d’étre impliquées dans le maintien du métabolisme énergétique et le maintien
du systéme antioxydant. Ces enzymes comprennent les GLUT, les COX, la G6PDH, les
NADP'-ICDH et les GST. L’étude de leurs activités et de leurs expressions protéiques et
ARNm en présence ou en absence de HNE dans les chondrocytes provenant de patients

atteints d’OA seront respectivement effectuées a I’aide de méthodes spectrophotométriques,
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de I'utilisation des traceurs radioactifs, de I’immunobuvardage de type Western et de RT-

PCR en temps réel.



MATERIELS ET METHODES

2.1 Culture cellulaire

La culture cellulaire est effectuée sous une hotte a flux laminaire (classe II A2)
afin de maintenir un environnement stérile. Les cellules sont cultivées, dans des
flacons, & haute confluence dans un milieu de culture Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM), acheté chez GIBCO, additionné de 10% de sérum fcetal bovin
(FBS, HyClone), ainsi que d’antibiotiques composés de pénicilline (100 U/ml) et de
streptomycine (100 mg/mL) (P/S 1X) (GIBCO) pour réduire le risque de
contaminations. Le milieu complet est renouvelé tous les deux jours. Les flacons sont

placés dans un incubateur humide contenant 5% de CO, et 95% d’air.

2.2.1 Le diagnostic

Le diagnostic des patients a été établi en accord avec les critéres de I'«cAmerican
College of Rheumatology» (Altman et al. 1986). Au moment de I’intervention, les
patients présentaient les symptomes nécessitant un traitement aux anti-inflammatoires

non stéroidiens (NSAID) ou aux inhibiteurs sélectifs de la COX-2.

2.1.2 Comité d’éthique
Le protocole de I’étude impliquait I’utilisation de spécimens humains et a été
approuvé par le comité d’éthique du centre de recherche de I’hdpital du Sacré-Cceur de

Montréal. Les chondrocytes OA utilisés dans cette étude proviennent de patients dgés
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d’environ 67 + 11 ans (4ge + écart-type), atteints d’OA et ayant subi un remplacement

total du genou.
2.2 Isolation des chondrocytes

Les spécimens sélectionnés sont disséqués dans des conditions stériles. Le
cartilage découpé en petits morceaux est alors placé dans un contenant stérile et rincé
trois fois dans un tampon phosphate salin (PBS: NaCl, 137 mM; Na;HPOq, 8.09 mM;
KCl, 2.68 mM; KH,PO4 1.47 mM). 1l est ensuite laissé pendant 1 heure (h) a la
température de la piece dans du PBS additionné de P/S 5X afin de réduire le risque de
contaminations. Le cartilage est ensuite digéré dans un volume de 20 mL de DMEM
complet (DMEM + 10% FBS + 1X P/S) contenant 1 mg/mL de protéase de type XIV
(SIGMA) pendant 1 h a 37°C s.ous agitation. Par la suite, il est digéré durant 16 h dans
le méme milieu de culture contenant 1 mg/mL de collagénase de type [ (SIGMA-
ALDRICH). Une fois la digestion terminée, le tissu digéré est filtré a 1’aide d’un tamis

(100 pm Nylon) (BD Falcon™ fourni par BDbiosciences).

Les cellules sont récupérées par centrifugation a 1000 x g pendant 10 minutes.
Le culot cellulaire est a nouveau mis en suspension dans du DMEM complet, puis les
chondrocytes isolés sont mis en culture dans des flacons pour environ deux semaines.
Le milieu de culture est réguliérement changé, soit tous les deux jours. Seuls les

chondrocytes du premier passage seront utilisés.
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2.3 Préparation des cellules et traitements administrés

Lorsque les cellules sont prétes a étre utilisées, le milieu de culture DMEM est
retiré et les cellules sont rincées avec du PBS puis détachées a 1’aide d’un traitement
avec 0.05% trypsine-EDTA (GIBCO Invitrogen™ ) pendant cing minutes. Les cellules
sont ensuite récupérées dans un tube conique qui sera centrifugé 10 minutes a 1000 x g.
Les cellules sont alors remises en suspension, & la concentration désirée, dans le milieu
DMEM complet, puis ensemencées dans des plaques de six puits. Aprés 72 h
d’incubation, les chondrocytes ont été traités dans du milieu DMEM + 2% FBS + P/S 1
X a différentes concentrations de HNE (0, 1, 2, 5, 10, 20 uM) (Cayman Chemical)
- pendant 24 h ou a 10 uM de HNE pendant différents temps d’incubation (0, 1, 2, 4, 8,

16 h).

2.4 Lyse cellulaire

Aprés le traitement, un volume de 200 pnL du tampon d’isolation 1X (Mannitol,
220 mM; sucrose, 70 mM; HEPES-KOH, 10 mM, pH 7.4; EDTA, 10 mM; glycérol,
10%) est ajouté dans chaque puits. Par la suite, les cellules sont décollées délicatement
a I’aide d’un grattoir de plastique et récupérées a 1’aide d’une micropipette pour Etre
déposées dans un microtube de 1,5 mL. Afin de procéder a la lyse cellulaire, nous
avons fait subir deux cycles de congélation/décongélation aux cellules. Une fois les
cellules lysées, les échantillons sont centrifugés a 1000 x g pendant cinq minutes puis

le surnageant est récupére€.
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2.4.1 Isolation des mitochondries

Les cellules sont rincées avec du PBS, puis, pendant quatre minutes, elles sont
recouvertes de 500 pL d’eau pure glacée (18,2 mQ.cm). Par la suite, 500 pL du
tampon d’isolation 2X sont ajoutés. Les cellules sont alors déco'llées délicatement a
I’aide d’un grattoir de plastique et récupérées a 1’aide d’une micropipette pour étre
déposées dans un microtube de 1,5 mL. Afin de faciliter la lyse cellulaire, les cellules
ont été passées a plusieurs reprises a travers une aiguille (26G1/2 BD). Par la suite,
Pextrait cellulaire est centrifugé pendant 15 minutes 4 1000 x g, puis subit une
deuxieme centrifugation de 15 minutes a 10 000 x g. Le surnageant est récupéré
(fraction cytosolique) et le culot (fraction mitochondriale) est mis en suspension dans
500 pL de milieu d’isolation 1X, puis soniqué pendant trois secondes. La fraction
mitochondriale, conservée dans la glace, sera immédiatement utilisée pour la mesure de

’activité enzymatique de différentes enzymes et pour le dosage protéique.

2.4.1.1 Activité des mNADP " ICDH et cNADP " ICDH
La mesure de ’activité des mNADP"-ICDH et ¢cNADP'-ICDH est réalisée a

I’aide de la spectrophotométrie en suivant la réduction du cofacteur NADP" en
NADPH a 340 nm. La réaction enzymatique s’effectue dans un milieu réactionnel de la
composition suivante : 180 pL de solution contenant 0.5 mM de B-NADP" (SIGMA), 4
mM d’isocitrate (SIGMA), 160 mM de triethanodoloaamine (SIGMA), 3.5 mM de
MgCl, et 20 pL d’extrait mitochondrial. Le mélange est préalablement chauffé a 37°C,
puis mis dans une cuve en quartz. La cinétique enzymatique est suivie a 340 nm
pendant deux minutes. L’activité enzymatique est calculée en suivant la méthode

suivante:
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U/mL = pente x 60 (min) x 0,2 mL (volume final)/6,22 x 0,02 mL (volume d’essai)
U*/mg = U/mL / mg protéines/mL

* U = unité = umoles de substrat par minute a 37°C

2.4.1.2 Activité de la G6PDH

La mesure de [’activit¢ de la G6PDH est réalisée a I'aide de la
spectrophotométrie & 340 nm, en mesurant la conversion du NADP* en NADPH par
cette enzyme. La réaction enzymatique s’effectue dans un milieu réactionnel de la
composition suivante : 180 puL de solution contenant : 50 mM de glycine, 2 mM de D-
glucose 6-phosphate, 0,67 mM de B-NADP", 10 mM de MgCl, et 20 uL de I’extrait
cytosolique. Le mélange est préalablement chauffé a 37°C, puis déposé dans une cuve
en quartz. La lecture de la densité optique (DO) s’effectue a 340 nm pendant deux
minutes. Le calcul de I’activité enzymatique se fait ainsi :

U/mL = AA34¢/min (échantillon) - AAz4¢/min (blanc) x (3) x (df)
(6,22) x (0,1)

3 = volume total (m/L) de I’essai

df = facteur de dilution

6,22 = coefficient d’extinction millimolaire (Ae™) du B-NADPH 2 340 nm
0,1 = volume (mL) de I’enzyme utilisé.

2.4.1.3 Activité de lan COX
La mesure de I’activité totale de la COX est effectuée a 1’aide d’un kit acheté
chez Sigma-Aldrich « Cytochrome ¢ Oxidase Assay Kit ». L’essai est basé sur la
diminution de 1’absorbance du ferrocytochrome ¢ a 550 nm. Cette diminution est
causée pas I’oxydation du ferrocytochrome ¢ en ferricytochrome ¢ par la COX. Les 45
premiéres secondes représentent la phase rapide de ’activité et sont suivies d’une

réaction plus lente. Les mesures ont été effectuées selon le protocole proposé par
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SIGMA-ALDRICH. Avant tout, la procédure nécessite la préparation d’une solution de
ferrocytochrome ¢ réduit avec du dithiothreitol (DTT). Le ratio de 1’absorbance a 550
nm/565 nm de cette solution doit étre entre 10 et 20. La réaction enzymatique de la
COX s’effectue par I’addition, dans une cuve de quartz, des composantes suivantes :
0.95 mL de tampon réactionnel comprenant 10 mM de TRIS-HCI, pH 7.0, 120 mM de
KCl et 100 pL. d’extrait mitochondrial. La réaction est initiée par I’addition de 50 pL
de la solution de substrat de ferrocytochrome c a 0.22 mM. La lecture de 1’absorbance a
550 nm doit se faire immédiatement et a la température de la piéce en raison de la
rapidité de la réaction enzymatique. Les lectures sont effectuées a toutes les dix

secondes pour un total de six lectures. L activité de la COX est calculée comme suit:

U/mL= AA/minxdilx1.1
(volume d’enzyme) x 21.84

AA/min = A/minute (¢échantillon) - A/minute (blanc)

dil = facteur de dilution de I’enzyme ou de 1’échantillon

1.1 = volume réactionnel en mL

volume d’enzyme = volume d’enzyme ou d’échantillon en mL

21.84 = Ae™ entre le ferrocytochrome c et ferricytochrome ¢ 4 550 nm

2.4.1.4 Activité de la GST
Le dosage de l’activité totale de la GST est effectué a 'aide d’un kit

commercial acheté chez SIGMA. Le principe de ce dosage spectrométrique est basé sur
la conjugaison des groupements thiols du GSH avec le 1-chloro-2,4-dinitrobenzéne
(CDNB). Le maximum d’absorbance du conjugué GS-DNB est situé a 340 nm. La
réaction enzymatique s’effectue dans un milieu réactionnel de la composition suivante :
980 ul. du tampon PBS, 10 pl. de GSH (200 mM), 10 pL. de CDNB (100 mM). Le

mélange est déposé dans une cuvette de quartz, puis la réaction est initiée avec 1’ajout
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de 50 pL de I’extrait cellulaire. La lecture s’effectue par la mesure de 1’absorbance a

340 nm a toutes les 30 secondes pendant cinq minutes. L’activité enzymatique est

évaluée selon la formule suivante :

pumole/mL/min = (AA340/min x volume total)
(9,6 x volume de I’extrait)

AA340/min = A/minute (échantillon) - A/minute (blanc)
9,6 = Ae™ du CDNB 4 340 nm
volume de |’extrait = volume (mL) de ’enzyme utilisé

2.5 Dosage de protéines totales

Dans une plaque de 96 puits, une courbe standard a été réalisée en déposant 1,
2,5, 10 et 20 pL d’albumine sérique bovine (BSA) dont la concentration est de 1
mg/mL. Le premier puits a servi de blanc et ne contenait donc pas de BSA. Dix
microlitres de chaque échantillon sont déposés dans chaque puits. Par la suite, le
volume est complété a 40 pL finaux avec de 1’eau. Chaque puits de standard contient
10 puL. du tampon de lyse. La réaction est initiée par I’addition de 160 pL du réactif
préalablement préparé en mélangeant 10 mL d’acide bicinchoninique (BCA) avec 0,2
mL de sulfate de cuivre. La réaction se développe sur une période allant de 15 a 30
minutes. Une fois la réaction développée, la plaque est lue a 562 nm a ['aide d’un
lecteur de plaques (EL800 Universal Microplate Reader BIO-TEK INSTRUMENTS

INC)).
2.6 L’incorporation du glucose

Les chondrocytes OA ont été répartis dans les puits d’une plaque de 24 puits

dans du DMEM complet & raison de 2 x 10° cellules/puits. Les plaques sont placées
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dans I’incubateur pendant 48 heures a 37°C. Au jour de ’expérience, le milieu de
culture est remplacé avec du milieu DMEM + 2% FBS + P/S 1X puis les cellules ont
été traitées avec des concentrations croissantes du HNE pendant 24 h ou en présence de
10 uM HNE 4 différents temps d’incubation. A la fin de P’incubation, les cellules ont
été lavées trois fois avec du PBS chauffé a 37°C, puis mises de nouveau en culture
pendant 20 minutes dans du DMEM sans glucose contenant 10 uCi/mL de [*H]2-
déoxyglucose (2DG). Par la suite, le tapis cellulaire est lavé cing fois avec du PBS froid
afin d’éliminer la radioactivité non incorporée, puis lysé avec 200 pl. du tampon de
lyse (Mannitol, 220 mM; sucrose, 70 mM; HEPES-KOH, 10 mM, pH 7,4; EDTA, 10
mM; glycérol, 10%) en utilisant le processus de congélation/décongélation. Aprés une
centrifugation de 10 minutes & 1000 x g, un volume de 100 pL. de ’extrait cellulaire est
déposé dans des fioles contenant 3 mL de liquide de scintillation (Amersham). Aprés 1
h de repos a I’abri de la lumiére, le comptage de la radioactivité est effectué dans un

compteur PerkinElmer. Les résultats sont exprimés en cpm/mg protéines.

2.7 Immunobuvardage de type western

Le niveau d’expression de différentes protéines a pu étre détecté a I’aide de la
méthode d’immunobuvardage de type Western. Pour ce faire, des chondrocytes traités
dans différentes conditions ont été lysés dans un milieu RIPA (NaCl, 150 mM; EDTA,
1 mM; TRIS, 40 mM, pH 7,6; Tween 20, 1%; Anti-protéase, 100uL/mL), puis
récupérés et dilués dans un tampon d’électrophorése (SDS, 8%; glycérol, 24%; TRIS,
100 mM a pH 6,8; B-mercaptoéthanol, 4% et de bleu de bromophénol, 0,02%). Afin de

séparer les protéines, 20 pg de protéines totales provenant de ces extraits et 10 pL. de
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marqueur de poids moléculaire (Bench Mark™ Pre-Straine Protein Ladder
Invitrogen™) ont migré dans un gel discontinu de polyacrylamide (4-12%) en présence
de 0,1% de SDS. La migration est effectuée a 120 V pendant 2 h dans un tampon de
migration composé de 0,12 M de TRIS, 0,5 M de glycine et 17,338 mM de SDS. Une
fois la migration terminée, les protéines ont été transférées sur une membrane de PVDF
(Bio-Rad) ou de nitrocellulose (Bio-Rad) en utilisant un tampon de transfert composé
de 25 mM de TRIS, 192 mM de glycine et 20% de méthanol. Les membranes de PVDF
doivent étre préalablement hydratées par une courte immersion dans 1’éthanol 100%,
suivie d’une immersion d’environ une minute dans 1’eau avant d’étre placées dans le

tampon de transfert.

L’efficacité du transfert n’a pu étre contrdlée seulement lors de I’utilisation des
membranes de nitrocellulose. Pour ce faire, la membrane de nitrocellulose a été colorée
brievement a I’aide d’une solution de 5% d’acide acétique contenant 0,1% (p/v) de

rouge Ponceau S (Sigma Chemical Co.)

A la suite du transfert, les membranes sont rincées trois fois dans une solution
de tampon salin tris-Tween (TTBS) (20 mM de TRIS a pH 7,5; 150 mM de NaCl et
0,1% de Tween 20). Les membranes de PVDF sont ensuite saturées sous agitation
pendant 30 minutes dans le TTBS tandis que les membranes de nitrocellulose sont
saturdes sous agitation pendant une nuit & 4°C dans du TTBS contenant 5% (p/v) de lait

écrémeé.

Une fois saturées, les membranes sont incubées sous agitation pendant la nuit &

4°C en présence de I’anticorps d’intérét, dilué dans du TTBS + 10% de solution de
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blocage SuperBloc™ (PIERCE). Les anticorps utilisés sont : anticqrps polyclonal de
chévre anti-COX-I, III humains (Santa Cruz Biotechnology) a une dilution de 1:200;
anticorps polyclonal de lapin anti-G6PDH humain (BETHYL) a une dilution de
1:5000; anticorps polyclonal de souris anti-GSTA4-4 humain a une dilution de 1:1000;
anticorps polyclonal de lapin anti-mNADP'-ICDH et anti-cNADP'-ICDH humains

fournis par Dr Sadaki Yokota et utilisés a une dilution de 1:500.

Par la suite, lesv membranes sont lavées dans le TTBS deux fois cinq minutes,
puis deux fois 15 minutes, puis incubées pendant une heure a température de la piéce
avec ’anticorps secondaire approprié : Anticorps IgG secondaire anti-lapin (1:20 000
Jackson ImmunoResearch), anti-souris (1:20 000 Jackson ImmunoResearch) ou anti-

cheévre (1:10 000, Pierce).

Aprés une série de lavages (tels que décrits précédemment) les membranes sont
incubées a nouveau avec un réactif luminescent pour environ 15 secondes. Les

membranes sont enfin exposées a des films Bioflex® EconoFilm (Clonex corporation).
2.8 Isolation de ’ARN total

L’ARN total a été extrait a partir des chondrocytes traités dans différentes
conditions en utilisant le réactif TRIzol® (Invitrogen™) et en suivant les instructions
du fabricant. Une fois isolé, I’ARN total a été mis en suspension dans I’eau stérile, puis

dosé comme décrit ci-dessous.
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2.8.1 Dosage de ’ARN

Afin d’évaluer le plus précisément possible la quantité d’ARN recueillie, le
dosage a été effectué a I’aide du Quant-iT™ RiboGreen® RNA reagent (Invitrogen™),
Cette technique est spécifique a I’ARN et est trés sensible (en ng d’ARN). Deux
gammes étalons d’ARN standard ribosomale (ribosomal RNA standard) (Invitrogen™)
sont réalisées, la premiére entre 0 et 50 ng et I’autre entre 0 et 6,25 ng d’ARN. Vingt-
cinq microlitres d’échantillon ou de standard sont déposés dans les puits d’une plaque
de 96 puits, ainsi que 25 pL de RiboGreen™ (Invitrogen™) (1:4000 ou 1:400). La
plaque est protégée de la lumiére et laissée 10 minutes a la température de la piece pour
laisser la réaction se développer, puis est lue a ’aide du MX3005P™ avec le filtre
FAM (exitation 492; émisson 516). La concentration initiale est évaluée par la formule

suivante:
ng/uL x facteur de dilution = concentration initiale

2.8.2 Transcription inverse et réaction en chaine de la polymérase en temps
réel
La transcription inverse-réaction en chaine de la polymérase (RT-PCR) en

temps réel a été réalisée en deux étapes :

2.8.2.1 Transcription inverse

La transcription inverse (RT) a été effectuée a 1’aide d’un kit acheté chez
QIAGEN. Pour ce faire, 100 ng d’ARNm ont d’abord été incubés pendant deux
minutes 4 42°C en présence de 2 pL de tampon d’élimination d’ADN génomiques

contaminants (7X) et d’eau ultra pure pour un total de 14 pL. Par la suite, une solution
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contenant les réactifs de la RT est préparée selon une proportion de 1:4:1 de RT
Quantiscript (incluant des inhibiteurs de RNase) : de tampon RT Quantiscript (5X) : de
mélange d’amorces de RT (incluant du Mg** et des dNTP), respectivement. Six
microlitres de ce mélange sont ensuite additionnés aux 14 pL de la solution précédente
avant d’étre incubés pendant 20 minutes & 42°C. Par la suite, ils sont incubés & 95°C
pendant trois minutes. Une fois 1’acide désoxyribonucléique complémentaire (ADNc)

synthétisé, il est conservé a -20°C jusqu’au moment de la PCR.

2.8.2.2 Réaction en chaine de la polymérase en temps réel

Une fois I’ADNc synthétisé, la quantification relative de différents génes a pu
étre réalisée par PCR en temps réel. Les amorces ont été¢ commandées chez Montréal
Biotech (Roxboro) Québec. Ces amorces ont été choisies pour leurs spécificités avec
les génes étudiés, la longueur des produits de PCR (81-131pb) et leur température

d’hybridation (57-59°C). Les amorces sont décrites dans le tableau 1.

La réaction de PCR est réalisée dans une plaque de 96 puits par I’ajout dans
chaque puits du «Master Mix» (QIAGEN) contenant 30 mM de chaque amorce, sens et
anti-sens, 1x de SYBRGreen, 0,25 unité d’uracil ADN glycosylase (UNG) et 25 pL
d’ADNc. La plaque est ensuite placée dans le thermocycleur MX3005P™
(Invitrogen®). L’amplification de I’ADNc se fait pendant 40 cycles composés de 15
secondes & 94°C, 30 secondes a 58°C et 15 secondes & 72°C. Les lectures sont prises a
chaque cycle pendant la période d’hybridation avec le filtre FAM (excitation 492;

émission 516). La quantité relative d’ARNm initiale a été évaluée par la formule -aACt
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Longueur . !
¥ ot a'Z I Sens Anti-Sens |
1 5 |_j| s 5 )_3 *
séquernce i
GAPDH 104 GCCTCAAGATCATCAGCAATGCCT TGTGGTCATGAGTCCTTCCACGAT ‘
COX| 131 TGCCATAACCCAATACCAAACGCC TGGTGTTGAGGTTGCGGTCTGTTA
COX3 81 ACTTCCACTCCATAACGCTCCTCA GTGTTACATCGCGCCATCATTGGT l
G6PDH 90 ATGGTGCTGAGATTTGCCAACAGG  AAAGGGCTCCTTGAAGGTGAGGAT |
GSTA4-4 115 AGGAAGTGGTTAACATGGCCCAGA  TCTGCAAGGCTCAGCTGATTACCA r
|
| |
| ¢NADP'-ICDH 87 TITGAAGAAGGTGGTGGTGTTGCC  AGCCATTTGGAAGGAACTGTGTGC |
mNADP*-ICDH 124 AAGACCTCATCAGGTTTGCCCAGA TGCTCGTTCAGCTTCACATTGCTG
Gl 134 ATCCTCATTG CCGTGGTGCT ACGATGCCAGAGCCGATGGT
Glut9 229 ACTGAGACCCATGGCAAGGAA GAGTGTCTGGGTCTATTGGA

2.8.2.3 Spécificite des amorces

La spécificité des amorces a pu étre confirmée par migration sur gel d’agarose a

2% (p/v) (Invitrogen™) des différents produits de PCR en présence du tampon TBE

(TRIS-borate, 0,090 M; EDTA, 0,002 M). Les brins d’ADN sont révélés par

I"incorporation du bromure d’éthidium a 2% (p/v) entre les brins d’ADN. En effet, une

seule bande a ét€ observée pour I’ensemble des amorces (résultats non montrés).

2.8.2.4 Efficacité d’amplification

L’efficacité d’amplification, dans les conditions choisies, a été comparée entre

les genes étudiés et le géne de réfécence GAPDH. Pour étudier les efficacités

d’amplification, des dilutions (I a 17100 000) d’ADNc ont été amphfiées, puis

comparées avec celles du géne de référence. Le ratio des efficacités d’amplification

linéaire était accepté lorsqu’i) ne dépassait pas 0,14.
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Ratio d’efficacité d’amplification = pente des dilutions du géne étudié/ pente

des dilutions du géne de référence.

2.9 Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. La valeur statistique des
résultats est évaluée par une analyse de variance suivie d’un test de Dunnett a I’aide du
programme «InStat3». Les résultats sont statistiquement significatifs lorsque la valeur

de p est inférieure & 0,05 (p <0,05).



RESULTATS

3.1 Effet du HNE a différentes concentrations sur ’activité et
Pexpression de la COX dans les chondrocytes OA

Les chondrocytes OA ont d’abord été traités avec le HNE a diverses concentrations
(0-20 uM), pendant 24 h, afin d’étudier I’effet de ce dernier sur ’activité et I’expression de

la COX.

Dans les cellules non traitées, I’activité de la COX dans les chondrocytes OA était
d’environ 128,3 + 7,6 pmol/mg (moyenne + SEM) de protéines totales (figure 3-1A).
L’ajout de 1 uM de HNE n’affecte pas significativement son activité. Toutefois, dés ’ajout
des concentrations ¢égales ou supérieures & 2 pM de HNE, Iactivit¢ diminue
progressivement et significativement pour atteindre 34% de [’activité initiale, soit une
valeur de 43,9 + 4,6 pmol/mg de protéines totales (p < 0,01), lors de I’ajout de 20 pM de

HNE (figure 3-1A).

Par la suite, nous avons voulu vérifier si les changements de ’activité de la COX
suivaient ceux de I’expression protéique et ARNm de la COX-I et —III. Les résultats
illustrés dans les figures 3-1B et 3-1C montrent que le niveau d’expression protéique de la
COX- I.diminue légérement en présence de 10 et 20 uM de HNE et que celui de la COX-III

ne varie pas en fonction de la concentration de HNE ajoutée aprés 24 h d’incubation.
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Pour ce qui est de ’ARNm, I’expression de la COX-I ainsi que celle de la COX-III
n’est affectée significativement par aucune concentration de HNE (0-20 pM) aprés 24 h

d’incubation (figure 3-1D et 3-1E).
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Figure 3-1 : Modulation de la COX par le HNE dans les chondrocytes OA. Les cellules ont été incubées
avec le HNE 2 différeates concentrations (0-20 pM) durant 24 h. Par la suite, I’activité enzymatique
(A), Pexpression protéiqgue (B-C) et ARNm (D-E) de la COX-1 et -111 ont respectivement été
déterminées a4 V'aide de la spectrophotométrie, de I''mmunobuvardage et de 1a RT-PCR eo temps réel.
Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM, n=3. *P<(,05, ** P<(,01.



55

3.2 Effet de 10 pM de HNE en fonction du temps d’incubation sur
Pactivité et I’expression de la COX dans les chondrocytes OA

Afin de mieux comprendre I’effet du HNE en fonction du temps sur la COX, les
chondrocytes OA ont été traités en présence de 10 uM de HNE pour différentes périodes

d’incubation (0-24 h).

A Iétat basal, I’activité de la COX était d’environ 61,7 + 1,9 umol/mg de protéines
totales (moyenne = SEM) (figure 3-2A). En présence de 10 uM de HNE, Pactivité de la
COX demeure semblable aprés 2 h d’incubation, mais par la suite, elle diminue
significativement pour atteindre une activité de 44,3 + 3,8, 39,3 £ 24 et 37,7 = 6,1
umol/mg protéines totales aprés respectivement 4, 8 et 16 h d’incubation, soit une baisse de

27, 36 et 39% de I’activité initiale. La différence n’est toutefois plus significative apres 24

h (figure 3-2A).

Au niveau protéique, I’expression de la COX-I et -III a tendance a diminuer

légérement en fonction du temps en présence de 10 uM de HNE (figures 3-2B et 3-2C).

Par ailleurs, pour ce qui est de I’ARNm I’expression des COX-I et COX-III n’est

affectée a aucun temps d’incubation en présence de 10 uM de HNE (figures 3-2D et 3-2E).
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Figure 3-2 : Effet du HNE en fonction du temps d’incubation sur 'activité et I’expression de (a COX
dans les chondrocytes OA. Les cellules ont été traitées avec [0 uM de HNE pendant différents temps
d’incubatioo (0-24 h). Par la suite, I’activité enzymatique (A), I’expression protéique (B-C) et ARNm
(D-E) de 1a COX-l et —II1 ont respectivement &té détermivées a I'aide de la spectropbotormétrie, de
"mmunobuvardage et de [a RT-PCR en temps réel. Les résultats sont exprimés en moyenoe + SEM,
p=3. *P< 0,08, ** P< 0,01,
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3.3 Effet du HNE a différentes concentrations sur Pactivité et
I’expression de la mNADP+-ICDH dans les chondrocytes OA

Les chondrocytes OA ont d’abord été traités avec le HNE a diverses concentrations
(0-20 pM), pendant 24 h, afin d’étudier I’effet de ce dernier sur I’activité et ’expression de

la mNADP'-ICDH.

Dans les chondrocytes QA non traités, ’activité de la mNADP"-ICDH dans les
cellules était d’environ 12,7 + 0,9 umol/mg de protéines totales (moyenne + SEM) (figure
3-3A). En présence de différentes concentrations de HNE, I’activité de la mNADP'-ICDH
diminue uniquement & 10 et 20 pM de HNE pour atteindre le niveau de 7,3 + 1,2 et 5,7 +
0,3 ymol/mg de protéines totales, soit une baisse de 41 et 45% comparativement au témoin

(figure 3-3A).

L’investigation de |’expression protéique de la mNADP'-ICDH n’a révélé aucun
changement de son niveau lorsque les chondrocytes OA ont €té incubés avec des
concentrations croissantes de HNE durant 24 h d’incubation comme il est possible de le

constater a la figure 3-3B.

Cependant, |’expression de ’ARNm de la mNADP*-ICDH quant 4 elle ne diminue
significativement qu’a 20 uM de HNE et la valeur est d’environ 58% (p < 0,05) de la

valeur basale (figure 3-3C).
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Figure 3-3 : Effet dv HNE 4 différentes concentrations sur activité ¢t Pexpression de la mNADP -
1CDH dans les chondrocytes OA. Les cellules ont été incubées avec des concentrations croissantes de
HNE (0-20 pM), durapt 24 h. Par la suite, Pactivité enzymatique (A), I’expression protéique (B) el
ARNm (C) de 1a mNADP*-ICDH ont respectivement été déterminées a I’aide de la spectrophotométrie,
de 'immunobuvardage et de 1a RT-PCR ¢o temps réel. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM,
n=3. *P< 0,05 ** P< 0,01.
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3.4 Effet de 10 uM de HNE en fonction du temps d’incubation sur
Pactivité et ’expression de la mNADP+-ICDH dans les
chondrocytes OA

Afin de mieux comprendre 1’effet du HNE en fonction du temps sur la mNADP*-
ICDH, les chondrocytes OA ont été traités en présence de 10 pM de HNE pendant

différents temps d’incubation (0-24 h).

En absence de HNE, I’activité de la mNADP*-ICDH dans les chondrocytes OA était
d’environ 16,0 = 0,6 pmol/mg de protéines totales (moyenne + SEM) (figure 3-4A). En
présence de 10 uM de HNE, I’activité de la mNADP*-ICDH demeure inchangée aprés 2 h
d’incubation, puis elle commence a diminuer de fagon graduelle et significative pour
atteindre un niveau de 10,7 + 1,2, 8,3 £ 0,9, 7,7 + 0,9 et 7,3 £ 1,2 pmol/mg de protéines
totales (p < 0,05), soit une diminution de 33, 48, 52 et 55% comparativement au témoin

(figure 3-4A).

Pour ce qui est de I’expression protéique de la mNADP'-ICDH, elle tend
légérement a augmenter en fonction du temps en présence de 10 pM de HNE, comme il est

possible de le constater a la figure 3-4B.

Par ailleurs, I’expression de ’ARNm de la mNADP*-ICDH tend a augmenter
pendant les 16 premieres heures sans pour autant que ces valeurs ne soient significatives.
Toutefois, aprés 24 h d’incubation, 1’expression diminue de 28% comparativement au

témoin sans que cette valeur ne soit significative (figure 3-4C).
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Figure 3-4 : Effet du HNE 4 10 uM en fonction du temps sur activité et Pexpression de la mNADP -
ICDH daas les chondrocytes OA. Les cellules ont été traitées avec 10 pM de HNE pendant difiérents
temps d'incubation (0-24h). Par la suite, |'activité enzymatique (A), ’expression protéique (B) et
ARNm (C) ont respectivement été raesurées a ’aide de la spectroptiotométrie, de Pimmunobuvardage
et de la RT-PCR en teraps réel. Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM, n=3. *P< 0,05 ** P<
0,01.
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3.5 Effet du HNE a différentes concentrations sur I’activité et
I’expression de la cNADP+-ICDH dans les chondrocytes OA

Les chondrocytes OA ont d’abord été traités avec le HNE a diverses concentrations
(0-20 uM), pendant 24 h, afin d’étudier I’effet de ce dernier sur I’activité et I’expression de

la cNADP*-ICDH.

Lorsque les chondrocytes OA sont incubés en absence de HNE, ’activité de la
cNADP'-ICDH dans les cellules était d’environ 83,8 £ 6,0 pmol/mg de protéines totales
(moyenne + SEM) (figure 3-5A). En présence de concentration croissante de HNE (5, 10 et
20 uM de HNE), I’activité¢ de la <tNADP'-ICDH diminue significativement et de fagon
graduelle pour atteindre 55,3 + 6,4, 51,8 & 3,6 et 45,8 + 3,1 umol/mg de protéines totales,
soit une baisse de 34 (p < 0,01), 38 (p < 0,01) et 45% (p < 0,01) comparativement a

’activité basale (figure 3-5A).

Nous avons examiné par la suite, par immunobuvardage, le niveau d’expression
protéique de la cNADP'-ICDH. Aprés 24 h d’incubation, les résultats présentés dans la
figure 3-5B ne montrent aucune variation du niveau de l’enzyme en présence des

concentrations croissantes de HNE.

De méme, les résultats de RT-PCR en temps réel montrent que le HNE n’exerce
aucun effet sur le niveau d’expression des ARNm de la cNADP'-ICDH dans les conditions

indiquées ci-dessus (figure 3-5C).
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Figure 3-5: Effet du HNE A différentes concentrations sur I'activité et I’expression de la ¢cNADP'-
JCDH dans les chondrocytes OA. Les cellules ont été incubées en présence de couceutrations
croissantes de HNE (0-20 uM), duraet 24 b. Par la suite, activité enzymatique (A), I'expression
protéique (B) et ARNm (C) ont respectivement été déterminées 2 "aide de la spectrophotométrie, de
Pimmunobuvardage et de 1a RT-PCR en temps réel. Les résultats sont exprimés en moyenne £ SEM,
p=3. ** P<0,01.
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3.6 Effet de 10 pM de HNE en fonction du temps d’incubation sur
I’activité et I’expression de la cNADP+-ICDH dans les
chondrocytes OA

Afin de mieux comprendre I’effet du HNE en fonction du temps sur la cNADP"-
ICDH, les chondrocytes OA ont été traités en présence de 10 uM de HNE durant différents

temps d’incubation (0-24 h).

Comme le montre la figure 3-6A, |'activité basale de la cNADP™-ICDH dans les
chondrocytes QA était d’environ 58,3 + 1,5 umol/mg de protéines totales (moyenne *
SEM). En présence de HNE, ’activité de 1la cNADP'-ICDH demeure stable jusqu’a 4 h
d’incubation puis, par la suite, elle augmente de maniere significative aprés 8 et 16 h
d’incubation pour atteindre 110,3 + 9,1 et 113,0 £ 6,1 umol/mg de protéines totales. Apres

24 h d’incubation, I’activité enzymatique retrouve son niveau basal (figure 3-6A).

Au niveau protéique, il semble que le HNE a 10 pM n’affecte pas le niveau
d’expression de la cNADP"-ICDH a I’exception de 16 h o il est possible de constater une

augmentation de son niveau par rapport au témoin tel que représenté a la figurc 3-6B,

L’expression de ’ARNm de la ¢cNADP'-ICDH semble suivre le méme profil que
celui de son activité, Comme illustrée a la figure 3-6C, cette expression reste stable sous
’effet du HNE a 10 uM jusqu’a 16 h d’incubation ol [’expression se voit augmenter
significativement de 200% (p < 0,01) par rapport a son expression initiale (figure 3-6C).
Toutefois, a 24 h, il est possible de constater une diminution non significative de 13% de

I’expression de la cNADP*-ICDH.
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Figure 3-6 : Effet du HNE en fonction du temps sur P’activité et ’expression de la cNADP*-ICDH dans
les chondrocytes OA. Les cellules ont été traitées avec 10 pM de HNE durant différents temps
d’incubation (0-24 h). Par la suite, ’activité enzymatique (A), I’expression protéique (B) et ARNm (C)
de la cNADP'-ICDH ont respectivement été mesurées 2 I’aide de la spectrophotométrie, de
I’immunobuvardage et de la RT-PCR en temps réel. Les résultats sont exprimés en moyenne + S.E.M,
n=3. ** P<0,01.



65

3.7 Effet du HNE a différentes concentrations sur ’activité et
I’expression de la G6PDH dans les chondrocytes OA

Les chondrocytes OA ont d’abord été traités avec le HNE a diverses concentrations
(0-20 pM), pendant 24 h, afin d’¢étudier ’effet de ce dernier sur I’activité et ’expression de

la G6PDH.

Comme représenté dans la figure 3-7A, ’activité basale de la G6PDH dans les
chondrocytes OA était d’environ 154,3 + 16,8 umol/mg de protéines totales (moyenne +
SEM). Aucune différence significative n’est notée aux concentrations inférieures a 10 pM
de HNE pour une période d’incubation de 24 h. Toutefois, en présence de 10 pM de HNE,
I’activité de cette enzyme diminue significativement a environ 60% de ’activité initiale,
soit 92,0 + 8,1 pmol/mg de protéines totales (p.< 0,05). De plus, en présence de 20 pM de
HNE, elle atteint 48% de 1’activité initiale, soit 73,7 + 7,2 umol/mg de protéines totales (p

<0,01) (figure 3-7A).

Par ailleurs, 1’expression protéique et celle de I’ARNm de la G6PDH ne varient pas
en fonction de la concentration de HNE aprés 24 h d’incubation comme il est possible de le

constater aux figures 3-7B et 3-7C.
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3.8 Effet de 10 pM de HNE en fonction du temps d’incubation sur
Pactivité et I’expression de la G6PDH dans les chondrocytes OA

Afin de mieux comprendre I’effet du HNE en fonction du temps sur ’activité et
I’expression de la G6PDH, les chondrocytes OA ont été traités en présence de 10 uM de

HNE pendant différents temps d’incubation (0-24 h).

Lorsque les cellules n’ont pas été traitées, 1’activité de la G6PDH dans les
chondrocytes OA était d’environ 135,3 + 8,1 umol/mg de protéines totales (moyenne =+
SEM) (figure 3-8A). Apreés 4 h d’incubation en présence de 10 uM de HNE, ’activité est
demeurée semblable. Toutefois, apres 8 h d’incubation, 1’activité augmente
significativement pour atteindre prés de 148% de I’activité initiale, soit 200,3 = 10,3
umol/mg de protéines totales (p < 0,05), puis atteint son maximum (181 %) aprés 16 h
d’incubation, soit 245,3 + 16,8 umol/mg de protéines totales (p < 0,01). Par contre, aprés
24 h, I’activité enzymatique diminue pour atteindre environ 68% de son niveau initial,

toutefois, cette valeur n’est pas significative (figure 3-8A).

L’expression protéique de la G6PDH a tendance a augmenter aprés 4 h d’incubation
lorsque les cellules sont incubées en présence de 10 uM de HNE comme il est possible de

le constater a la figure 3-8B.

En outre, ’expression de '’ARNm de la G6PDH semble stable jusqu’a 8 h
d’incubation en présence de 10 uM de HNE, puis commence a augmenter pour atteindre
300 % (p <0,01) a 16 h d’incubation par rapport a I’expression initiale. Toutefois, aprés 24
h d’incubation, 1’expression diminue pour se retrouver prés de son expression initiale

(figure 3-8C).
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Figure 3-8 : Effet du HNE en fonction du temps sur Pactivité et I'expression de la G6PDH dans les
chondrocytes OA. Les cellules ont été traitées avec 10 uM de HNE durant différents tenaps d’incubation
(0-24 h). Par la suite, "activité enzymatique (A), 'expression protéique (B) et ARNm (C) de la G6PDH
ont respectivement été mesurées a I’aide de la specirophotométrie, de I'immunobuvardage et de la RT-
PCR en temps réel. Les résultats sont exprimés en moyenne £ S.E.M, n=3. *P< 0,05 ** P<(,{}1.
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3.9 Effet du HNE a différentes concentrations sur I’activité et
I’expression de la GST dans les chondrocytes OA

Les chondrocytes OA ont d’abord été traités avec le HNE a diverses concentrations
(0-20 uM), pendant 24 h, afin d’étudier I’effet de ce dernier sur I’activité et I’expression de

la GST.

Lorsque les cellules sont incubées en absence de HNE, 1’activité de la GST dans les
chondrocytes OA était d’environ 72,8 + 9,4 umol/mg de protéines totales (moyenne +
SEM) (figure 3-9A). Aucune différence significative n’est notée aux concentrations
inférieures a 5 pM de HNE pour une période d’incubation de 24 h. Toutefois, en présence
de 5, 10 et 20 uM de HNE [’activité de cette enzyme diminue significativement a environ
77% (p <0,05), 63% (p <0,01) et 55% (p <0,01) de I’activité initiale, respectivement, soit

49.9 +4.6,46,0 = 1,5 et 39,7 + 1,8 pmol/mg de protéines totales (figure 3-9A).

Pour ce qui est de I’expression de la GST-A4, elle tend 1égérement & augmenter

entre 2 et 10 uM de HNE 4 24 h comme il est possible de le constater & la figure 3-9B.

Toutefois, I’expression de "ARNm de la GST-A4 ne varie pas de fagon

significative (figure 3-9C).
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3.10 Effet de 10 pM de HNE en fonction du temps d’incubation sur
Pactivité et ’expression de la GST dans les chondrocytes OA

Afin de mieux comprendre |’effet du HNE en fonction du temps sur la GST, les
chondrocytes OA ont été traités en présence de 10 pM de HNE durant différents temps

d’incubation (0-24 h).

Les résultats présentés a la figure 3-10A démontent que I’activité basale de la GST
dans les chondrocytes OA était d’environ 69,1 £ 7.9 pmol/mg de protéines totales
(moyenne + SEM). En présence de 10 pM de HNE, le niveau d’activité augmente de
maniere significative de 150% (p < 0,01) et 146% (p < 0,05) apres, respectivement, 4 et § h
d’incubation. Toutefois, apres 16 et 24 h d’incubation, 1’activité diminue de maniére non

significative pour atteindre environ 67% de 1’activité initiale, (figure 3-10A).

L’expression protéique de la GST-A4 semble étre augmentée entre 2 et 8§ h
d’incubation en présence de 10 uM de HNE comme il est possible de le constater a la

figure 3-10B.

L’expression de ’ARNm de la GST-A4 tend a augmenter en fonction du temps
d’incubation jusqu’a la seizieme heure sans pour autant que les différences ne soient
significatives. Par contre, aprés 24 h d’incubation, 1’expression diminue de maniére non

significative a environ 84% de I’expression initiale (figure 3-10C).
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Figure 3-10: Effet du HNE en fonction du temps sur Pactivité et I'expression de la GST dans les
chondrocytes OA. Les cellules ont été traitées avec 10 pM de HNE durant différents temps d’incubation
{0-24 heures). Par la suite, Pactivité enzymatique (A), le niveau protéique (B) et ARNm (C) de la GST
ont respectivement été mesurées a I’aide de la spectrophotométrie, de I’immunobuvardage et de la RT-
PCR en temps réel. Les résultats sont exprimés en moyenne + S.E.M, n=3. *P< 0,05 **P<0,01.
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3.11 Régulation du transport du glucose par 10 uM de HNE en
fonction du temps dans des chondrocytes OA

Etant donné que le glucose représente la source énergétique principale des
chondrocytes, nous avons voulu investiguer 1’implication du HNE dans I’altération du
transport du glucose observée lors du développement de I’OA. Dans cet objectif, les
chondrocytes OA ont €té incubés en présence de 10 pM de HNE durant différents temps

d’incubation (0-16 h) en présence de [ H]2-déoxyglucose.

A Détat basal, le taux du glucose transporté dans les chondrocytes QA était
d’environ 20030 £ 1697 CPM/mg de protéines totales (moyenne + SEM) (figure 3-11A).
En présence de 10 uM de HNE, il est possible de constater une diminution considérable du
flux de glucose apres 4, 8 et 16 h d’incubation. Apreés 16 h, le taux de glucose transporté

n’est plus que de 6%, comparativement au témoin (p < 0,01).

Pour ce qui est de I’ARNm, nous avons obtenu des résultats préliminaires de
I’expression de quelques transporteurs de glucose démontrant que le niveau d’expression de
la GLUT-1 diminue de maniére non significative a 48 et 24% comparativement au témoin,
aprés, respectivement, 2 et 4 h d’incubation. Par la suite, il tend a remonter sans atteindre la
valeur du témoin (figure 3-11B). D’autre part, ’expression de la GLUT-9 tend a augmenter
en fonction du temps sans pour autant que cette variation ne soit significative (figure 3-

11C).
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Figure 3-11 : Effet du HNE en fonction du temps sur le transport du glucose dans les
chondrocytes OA. Le transport du glucose (A) a été mesuré dans Dextrait total des
chondrocytes traitées avec 10 uM de HNE et 10 pCi/ml de ["H|2-déoxyglucose pendant
différents temps d’incubation (0-16 h). L’expression des ARNm de la GLUT1 (B) et de la
GLUTY (C) a été détermince dans les conditions décrites précédemment a I’aide de la RT-
PCR en temps réel, Les résultats sont exprimés en moyenne + S.E.M, n=3. **P< 0.01.



DISCUSSION

L’OA est une maladie répandue. Pourtant, les causes de cette pathologie demeurent
peu connues. D’autre part, le stress oxydatif est un processus normal du métabolisme qui
peut étre augmenté lors de différentes pathologies. Initialement considéré uniquement
comme un marqueur du stress oxydatif, le HNE est probablement 1’un des aldéhydes de la
peroxydation lipidique les plus toxiques et les plus réactifs (Esterbauer, Schaur et Zollner,
1991). Grigolo et al. ont démontré que sa présence était augmentée dans les synoviocytes
des patients atteints d’OA (Grigolo ef al., 2003). Pour ces raisons, notre équipe s’intéresse
aux roles de cet aldéhyde dans la pathophysiologie de I’OA. Nous avons déja démontré son
implication dans la dégradation du cartilage ainsi que dans le processus de mort cellulaire
des chondrocytes. Dans ce travail, nous avons tenté d’étudier son effet sur des enzymes
mitochondriales et cytosoliques impliquées dans les systémes énergétiques et antioxydants.
Ces systémes sont étroitement liés au bon fonctionnement cellulaire. En effet, un
déséquilibre dans 1’un ou I’autre de ces systémes est susceptible d’entrainer 1’altération des
mécanismes responsables de la production et de la réparation du cartilage ainsi que la mort

cellulaire.
4.1 . Cytochrome c oxydase

Comme il a ét€ vu dans l’introduction, dans le cadre de différentes maladies

associées au stress oxydatif, 1’altération de la fonction mitochondriale pourrait étre 1’un des
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acteurs de la perte de fonction cellulaire (Ambrosio et al., 1993 Bindoli, 1988 Das et al.,
1989 Salganik et al., 1994 Sciamanna et Lee, 1993 Sun et Gilboe, 1994 van Jaarsveld et al.,
1994 Veitch et al., 1992). La mitochondrie est reconnue pour étre une source ainsi qu’une
cible importante du HNE. Bien que le réle des mitochondries dans la production d’énergie
soit fréquemment étudié séparément du réle qu’elles jouent dans la production du stress
oxydatif, une accumulation d’évidences démontre que ces deux phénoménes sont liés. Par
exemple, plusieurs enzymes du métabolisme sont inactivées par des mécanismes tels que
des modifications post-traductionnelles induites par des composantes moléculaires
associées au stress oxydatif (Chen, Henderson et Freeman, 2001 Cheung et al, 1998
Humphries et Szweda, 1998 Ide et al., 1999 Lucas et Szweda, 1998, 1999 Nulton-Persson
et Szweda, 2001 Sadek et al., 2002). Ces molécules incluent les ROS, les espéces réactives

de I’azote et les aldéhydes produits lors de la peroxydation lipidique.

Les informations détaillées a propos des changements fonctionnels des
mitochondries dans le cartilage humain OA sont peu nombreuses. Bien qu’il ait été
démontré que le HNE forme des complexes avec différentes protéines dans le cartilage et le
liquide synovial des patients atteints d’OA, aucune étude n’a fourni d’explications sur
I’impact de ces complexes dans le métabolisme des chondrocytes. La premiére enzyme liée
au systéme énergétique que nous avons étudiée >est la COX. Puisqu’elle est la derniére
enzyme de la chaine de transport d’électrons, son altération est susceptible de nuire a la
production de I’ATP par I’ATP synthase. Les résultats obtenus en ce qui concerne ’activité
de cette enzyme démontrent clairement une altération de son activité en présence de HNE.
Cette altération est dépendante de la concentration ainsi que du temps d’incubation des

cellules en présence de cet aldéhyde. Maneiro et son groupe ont observé que I’activité des
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complexes II et III est réduite dans les chondrocytes OA lorsqu’elle est comparée & celles
des chondrocytes normaux (Maneiro et al, 2003). Cependant, aucune différence
significative au niveau de 1’activité de la COX n’est observée entre ces deux groupes de
cellules (Maneiro ef al., 2003). In vivo, ceci pourrait étre expliqué par une concentration de
HNE insuffisante pour affecter I’activité de la COX. De plus, les chondrocytes utilisés dans
I’étude de Maneiro proviennent du cartilage de la téte fémorale des patients atteints d’OA
(Maneiro ef al., 2003). Il est connu que le cartilage du genou subit un stress de surcharge
plus important que celui de la téte fémorale, ce qui peut expliquer !’existence des

changements plus importants dans les chondrocytes provenant du cartilage de genou.

Les trois plus grandes sous-unités de la COX sont les sous-unités I a III. Elles sont
encodées par le génome mitochondrial et constituent le noyau fonctionnel de 1’enzyme
(Musatov et al., 2002). La COX (principalement les complexes I a III) est totalement
intégrée a la double couche phospholipidique de la membrane interne mitochondriale
(Musatov et al., 2002). Cette enzyme est donc en contact intime avec la cardiolipine
(Musatov et al., 2002). La cardiolipine est principalement composée d’acide linoléique, un
phospholipide hautement insaturé qui est trés susceptible aux dommages oxydatifs (Sedlak
et Robinson, 1999 Tsukihara et al., 1996). Ce contact entre la cardiolipine et la COX fait de
cette derniére une cible potentielle du HNE (Musatov, Carroll ef al., 2002). Chen et al. ont
démontré le rdle du HNE, autant endogene qu’exogene, dans les dommages oxydatifs des
mitochondries par I’inhibition de la COX (Chen et al., 1998). Nos résultats corroborent

ceux de cette étude puisque dés ’incubation des chondrocytes avec 2 pM pour 24 h ou

encore avec 10 uM pendant 4 h, Pactivit¢ de la COX est réduite dans les cellules.



78

L’ampleur de ces altérations est probablement liée a la quantité d’antioxydants présente

dans les mitochondries de ce type cellulaire.

En ce qui concerne sa structure, la sous-unité I (COX-I), contenant de six & huit
résidus histidines, supporte le noyau fonctionnel de I’enzyme avec trois centres métalliques,
tous liés a ce polypeptide (Anderson et al., 1981 Babcock et Wikstrom, 1992 Bibb ef al.,
1981 Brunori et Wilson, 1995 Hosler et al., 1993 Wikstrom, Krab et Saraste, 1981). Etant
donné que la double liaison o et/ou  du HNE réagit facilement avec des acides aminés
cystéines, histidines et lysines, la formation de complexes entre le HNE et les résidus
histidines de la COX-I pourrait mener & une perte de son activité enzymatique. Par
conséquent, il semblerait que la modification de cette sous-unité¢ de la COX par le HNE
pourrait €éventuellement altérer le transport d’électrons et/ou la pompe a protons, deux
aspects fonctionnels majeurs de la COX (Capitanio et al, 1994 Chen, Henderson et
Freeman, 2001 Chen et al., 1999). Au contraire, Musatov précise que I’inhibition de la
COX par le HNE ne serait pas due & une altération dans ’environnement de 1’héme, mais
serait plutdt due a une interaction avec les petites sous-unités (Musatov ef al., 2002). Plus
précisément, cet auteur propose que I’inhibition de la COX par le HNE soit principalement
causée indirectement par la modification de I’histidine 36 de la sous-unité VIII par un
mécanisme lié a sa conformatic;n. Par contre, les résultats de Chen n’appuient pas ce point
de vue. En effet, a faible dose de HNE (20 uM), ils démontrent la fo'rmation~ de complexes,
au niveau d’acides aminés histidines, entre le HNE et les sous-unités I (57 kDa) et IV (17
kDa) (Capitanio et al., 1994 Chen, Henderson et Freeman, 2001 Chen et al., 1999 Chen et

al., 1998).
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De plus, dans notre étude, il ne semble pas que I’expression de nos deux sous-unités
de la COX, encodées par le génome mitochondriale, soit altérée. Ceci éclipse par le fait
meéme, aux concentrations utilisées, la théorie proposant que le HNE cause d’importantes
inhibitions de la transcription mitochondriale (Benderdour ef al., 2003 Chen, Bertrand et
Yu, 1995 Chen et Yu, 1994 Kristal, Chen et Yu, 1994 Siems, Hapner et van Kuijk, 1996).
Il ne faut pas oublier que cette différence pourrait €tre liée 1’utilisation exogeéne du HNE.
En effet, un traitement exogéne, par rapport a un traitement endogene par le HNE, peut
réduire 1’efficacité de ce dernier a agir sur la mitochondrie. Les résultats des deux
premiéres figures démontrent clairement que I’effet du HNE sur ’activité n’est pas associé
a laltération de I’expression des sous-unités [ et III. Son inactivation est donc

probablement due a la formation de complexes HNE/COX.
4.2 Isocitrate déshydrogénase dépendante du NADP"

Les m/c NADP'-ICDH sont deux isoformes provenant du génome nucléaire et sont
encodées par deux génes distincts (Huh ef al., 1993 Loftus ef al., 1994 Yang et al., 2002).
En raison de leur capacité a produire le NADPH, il a déja été¢ démontré que les cellules
contenant moins de NADP"-ICDH voyaient leur ratio GSSG/ [GSH + GSSG] augmenter et
que ces pellules étaient plus sensibles au stress oxydatif (Lee et al., 2002 Rall et Lehninger,

1952 Vogel et al., 1999).

Bien que le niveau d’activité des NADP'-ICDH peut varier d’un tissu a I’autre, nous
n’avons pas observé de différences entre ceux des chondrocytes et des synoviocytes OA
humains (résultats non montrés). Tout comme dans le foie, nous avons démontré que la

cNADP"-ICDH était majoritaire dans les chondrocytes OA humains (Haraguchi, Mabuchi
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et Yokota, 2003 Henderson, 1968 Macfarlane, Mathews et Dalziel, 1977 Minich, Yokota et
Dringen, 2003 Plaut, Cook et Aogaichi, 1983 Yoshihara et al., 2001). L’activité dans le
cytosol est environ cing fois plus grande que dans la mitochondrie pour ce type cellulaire.

A notre connaissance, nous sommes les premiers a en faire la démonstration.

Il a déja été démontré que le NO et certains produits de la peroxydation lipidique
tels le MDA et le HNE pouvaient entrainer des dommages oxydatifs chez la NADP*-ICDH
(Benderdour ef al., 2003 Yang ef al., 2002 Yang, Yang et Park, 2004). Nous avons tenté de
vérifier si le HNE affectait ces enzymes dans les chondrocytes OA humains en culture.
D’une part, il s’est avéré que Iactivité de la mNADP'-ICDH diminuait en fonction du
temps d’incubation et de la concentration de HNE utilisée, sans pour autant que le niveau
protéique n’en soit affecté. Toutefois, au niveau messager, la mNADP*-ICDH diminue
faiblement en présence de 20 pM de HNE aprés 24 h de traitement. D’autre part, en
fonction du temps, dans les chondrocytes OA humains, aucune différence significative

n’apparait en présence de 10 pM de HNE.

En effet, la mNADP*-ICDH contient six cystéines et est enrichie de résidus lysines
et histidines comme le démontre son pl de 9,0 (Benderdour ef al., 2003 Smyth et Colman,
comme il a été démontré par Benderdour et ses collaborateurs dans les cceurs de rats SHR
(Benderdour et al., 2003). En effet, le HNE pourrait modifier I’activité de la mNADP"-
ICDH par sa capacité d’addition aux résidus nucléophiles tels que la lysine 212, I’histidine
315 et la cystéine 387 qui sont, entre autres, situés aux sites actifs ou aux sites de liaisons

des cofacteurs (Ceccarelli et al, 2002 Smyth et Colman, 1991). En plus de ces sites
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spécifiques, des dommages aux autres acides aminés suivis de subtils changements de
conformation pourraient aussi mener a ’inhibition de I’enzyme (Yang, Yang et Park,
2004). Par ailleurs, il a été démontré que le NO pouvait moduler I’activité de la NADP*-
ICDH. Il est capable de former des complexes S-nitrosothiol, entre autres, sur la cystéine
387 et de réduire la capacité de la NADP'-ICDH a étre dégradée par la pronase (Ceccarelli
et al., 2002 Smyth et Colman, 1991 Yang er al., 2002). Comme il est probable que le HNE
se complexe a cette méme cystéine, ceci pourrait expliquer, du moins en partie, le niveau
protéique constant de la NADP*-ICDH malgré la 1égére baisse de son expression au niveau

ARNm. Evidemment d’autres tests devront étre effectués pour confirmer cette hypothése.

En ce qui concerne la transcription, Benderdour et al. ont suggéré que 1’expression
de ce géne pourrait étre régulée par le facteur nucléaire k-B (NF-xB) et le facteur SP-1.
Toutefois, ces hypothéses restent a confirmer (Benderdour et al., 2004). Puisque le HNE a
la capacité d’inhiber I’activation de NF-«xB, la baisse de I’expression des ARNm de Ia
mNADP*-ICDH par le HNE pourrait étre due en partie & I’inactivation de ce facteur de
transcription par cet aldéhyde ou tout simplement a I’instabilité des ARNm transcrits

(Vaillancourt ef al., 2006).

Tout comme I’isoforme mitochondriale, la cNADP*-ICDH subit une diminution de
son activité en fonction de la concentration de HNE utilisée suite a un traitement de 24 h,

sans modification de son expression protéique et ARNm.

De maniére intéressante, I’activité de la cNADP'-ICDH augmente en fonction du
temps, jusqu’a 16 h, puis redescend a 24 h, lorsque les cellules sont traitées avec 10 uM de

HNE. De plus, I’expression de ’ARNm de la cNADP'-ICDH augmente avec la méme
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tendance que celle de I’activité. Toutéfois, cette variation n’est significative qu’a 16 h, tout
comme c’est le cas pour |’expression protéique. L’augmentation de I’expression et de
I’activité de la cNADP'-ICDH refléte probablement un mécanisme d’adaptation au stress
induit par le HNE. Plusieurs études ont rapporté le role antioxydant joué par cette enzyme
en produisant le cofacteur NADPH nécessaire a la régénération du GSH suite a
I’augmentation du stress oxydatif (Rall et Lehninger, 1952 Vogel et al., 1999). Sur le plan
métabolique, Koh et ses collaborateurs ont rapporté que 1’augmentation de 1’expression de
la ctNADP"ICDH stimule I’adipogénése en stimﬁlant la synthése du cholesterol et des
acides gras (Koh er al.,, 2004). Ces résultats suggeérent le possible réle du HNE dans
’altération du phénotype cellulaire des chondrocytes, lors du développement de I’OA, par
la stimulation du processus adipogénique. Finalement, il est possible de constater, dans
cette étude, que la régulation de la mNADP'-ICDH et de la cNADP*-ICDH est différente,
ce qui soutient I’hypothése que ce sont deux geénes distincts ayant leurs propres facteurs de

régulation (Loftus ef al., 1994).
4.3 Glucose-6-phosphate déshydrogénase

L’activité de la G6PDH, connue pour étre inhibée par le NADPH, constitue I’étape
limitante de la voie des pentoses phosphates (Eggleston et Krebs, 1974 Loreck et al., 1987).
La G6PDH est nécessaire a la biosynthése des nucléotides et joue un rdle dans la réponse
au stress oxydatif ainsi que dans la qualité du cartilage, entre autres, par la glycosylation
des glycosaminoglycanes (Matsubara et al., 2001 Pandolfi et al., 1995 ‘Salvemini et al.,

1999 Scott et al., 1991).
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Il semblerait que I’activit¢ de la G6PDH soit un marqueur du développement
précoce de I’OA ainsi que du potentiel thérapeutique de certains agents (Dunham et al.,
1988, 1989). Dans le but de comparer le niveau d’activité de la G6PDH dans le cartilage
‘OA et sain, un groupe de chercheurs a démontré que 1’activité de cette enzyme était plus
élevée dans le cartilage de tétes fémorales provenant de patients ayant subi une fracture
suite & une ostéoporose primaire que dans le cartilage provenant de patients OA (Nabhir,
Vitis et Silbermann, 1990). Au contraire, [’activité d’autres enzymes oxydatives, telle la
succinate déshydrogénase, ne differe pas entre ces deux conditions (Nahir, Vitis et
Silbermann, 1990). A la lumiére de ces informations, il est possible de croire que 1’activité
de la G6PDH dans le cartilage provenant de genoux de patients OA soit diminuée
comparativement a un cartilage normal. Dans une autre €tude, il a été rapporté que les

patients atteints d’OA ont une déficience du geéne de la G6PDH (Pandolfi et al., 1995).

Un autre fait intéressant que nous avons pu observer est que 1’activité de la GG6PDH
et celle de la cNADP -ICDH sont altérées de la méme maniére aprés 24 h d’incubation en
présence de 10 et 20 uM de HNE, sans que I’expression protéique et celle de ’ARNm ne
soit modifiée. Par contre, I’étude de I’effet du temps sur la G6PDH a révéié que [’activité et
I’expression de la G6PDH augmentent a 8 et 16 h en présence de 10 pM de HNE, puis
redescendent 4 24 h. Larini et al. ont aussi observé une augmentation transitoire de
I’activité de la G6PDH en fonction de la concentration de HNE et du temps d’incubation
dans les cellules Jurkat T (Larini, Bianchi et Bocci, 2004). Toutefois, I’inhibition de
’activité, dans les cellules Jurkat T, survient uniquement a partir de 50 pM aprés 24 h
d’incubation (Larini, Bianchi et Bocci, 2004). Dans notre cas, une inhibition significative

est déja observable a partir de 10 pM de HNE aprés 24 h. Ce phénoméne pourrait
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s’expliquer par le fait que la principale variation entre les tissus en ce qui concerne la
cytotoxicité au HNE réside dans la vitesse du métabolisme du HNE et celle du

renouvellement des enzymes modifiées par le HNE (Laurent er al., 1999 Ninfali et al.,

2001),

La perte d’activité de la G6PDH, tout comme c’était le cas pour les deux isoformes
de la NADP+-ICDH, ne semble pas étre liée & une diminution de I’expression protéique tel
que démontré a ’aide de I’immunobuvadage de type Western des échantillons traités avec
différentes concentrations de HNE pendant 24 h. L’effet du HNE serait donc probablement
associ¢ a une modification post-traductionnelle de I’enzyme. En effet, Szweda et son
équipe ont démontré en 1993 que le HNE avait la capacité d’inactiver de maniére sélective
la G6PDH, isolée de Leuconostoc mesenteroide, en formant des complexes équimolaires,
c’est-a-dire, une mole de HNE par mole de sous-unité de G6PDH. IIs ont d’ailleurs proposé
que le HNE se lie sur un acide aminé lysine situé preés du site actif puisque le glucose-6-
phosphate avait la capacité d’empécher I’inactivation de I’enzyme par le HNE (Szweda et
al., 1993). Plus tard, Grace et son équipe ont démontré que le HNE se complexait, entre
autres, a la lysine 182 située prés du site actif de la méme enzyme (Grace ef al., 1996).
Cette inactivation était irréversible (Szweda et al., 1993). Pour le moment, nous ignorons si
la G6PDH humaine, qui ne posséde pas de lysine au site 182, se comporte exactement de la
méme maniére que celle étudiée chez Leuconostoc mesenteroide (Grace et al., 1996

Szweda et al., 1993).

Il est connu que la G6PDH modifiée par différents radicaux hydroxyles est
rapidement dégradée par la protéase multicatalytique (Friguet, Szweda et Stadtman, 1994).

Par contre, les enzymes oxydées et complexées au HNE ne sont pas dégradées (Friguet,
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Stadtman et Szweda, 1994). Puisque la G6PDH oxydée modifiée par le HNE est un
inhibiteur non compétitif du MCP, il est possible qu’il soit responsable de 1’augmentation

des protéines ehdommagées par le stress oxydatif in vivo (Friguet, Stadtman et Szweda,

1994).

La G6PDH, une des principales sources de NADPH, est faiblement augmentée en
présence de faibles concentrations de HNE, mais rapidement diminuée a fortes
concentrations, entre autres, dans les cellules Jurkat T (Larini, Bianchi et Bocci, 2004).
Plusieurs études ont montré que sous le stress oxydatif, le niveau de G6PDH augmentait et
que cela jouait un réle critique dans la mort cellulaire en affectant le potentiel
d’oxydoréduction (Slekar, Kosman et Culotta, 1996 Tian er al., 1999 Ursini et al., 1997).
Nous pouvons seulement spéculer que cette augmentation ou cette diminution de I’enzyme
dépend de différents paramétres tels que le niveau intracellulaire d’antioxydants (Larini,
Bianchi et Bocci, 2004). Toutefois, nous avons franchi un pas de plus par rapport a I’étude
de Larini en démontrant que I’augmentation de ’activité se produisait au méme moment
que ’augmentation de 1’expression protéique. L’augmentation de 1’activité¢ de la G6PDH
pourrait permettre de réduire les effets cytotoxiques du HNE par la régénération de la
réserve intracellulaire du GSH. A hautes concentrations, le HNE induit un processus
apoptotique en activant la caspase-3 et en diminuant le niveau du GSH dans les
chondrocytes OA humains (résultats non montrés) tout comme dans les cellules Jurkat T, ce
qui suggére que l'inhibition de la G6PDH a hautes concentrations de HNE contribue au

processus apoptotique par la baisse du GSH (Larini, Bianchi et Bocci, 2004).
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4.4 Glutathion S-Transférase

Un élément important de la défense cellulaire contre les effets toxiques des
réactions é€lectrophiles est la GST (Alin, Danielson et Mannervik, 1985). Cette enzyme est
cytosolique et mitochondriale et est classée en sous-familles (Board et al., 1997 Hayes et
Pulford, 1995 Ketterer, Meyer et Clark, 1988 Mannervik et al., 1985 Pemble, Wardle et
Taylor, 1996). L’ensemble de ces familles utilise le CDNB comme substrat. Toutefois,
I’enzyme qui nous intéresse, la GST-A4, conjugue de maniére préférentielle le HNE avec le
GSH (Chen, Henderson et Freeman, 2001 Cheng et al, 2001 Hiratsuka et al., 1999
Hubatsch, Ridderstrom et Mannervik, 1998 Medh ef al., 1991 Zimniak et al., 1992 Zimniak
et al., 1994). Bien que la GST-A4 se retrouve en faible quantité dans les cellules humaines,
sa capacité a métaboliser le HNE est extrémement élevée par rapport aux autres isoformes
(Alin et al., 1989 Hayes, 1986 Hayes et Pulford, 1995 Medh et al., 1991 Singhal ef al.,

1994).

Nos résultats démontrent, qu’aprés 24 h d’incubation, [’activité des GST, mesurée
par la conjugaison du GSH avec le CDNB, diminue dans les chondrocytes OA en présence
de concentrations croissantes de HNE. Toutefois, les diminutions sont significatives
seulement aux concentrations supérieures a 5 uM. Il est important de noter que la méthode
utilisée ne permet pas de distinguer les différentes isoformes de la GST. Puisque la GST-
A4 est une isoforme mineure, il est probable que son activité spécifique differe quelque
peu. En effet, pour ce qui est des protéines, ’expression de cette isoforme semble

augmenter jusqu’a 10 uM de HNE aprés 24 h d’incubation, puis diminue légérement a 20

UM. En ce qui concerne I’ARNm, l’expression de la GST-A4 ne diminue pas
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significativement en présence de HNE. Contrairement a nous, différents groupes dont ceux
de Musatov et Raza ont observé une augmentation mitochondriale et cytosolique de
I’expression et de l’activité de la GST-A4 suite & un traitement en présence de HNE
(Musatov et al., 2002 Raza et al, 2004). Ces groupes ont toutefois utilisé des

concentrations plus élevées ainsi que des périodes d’incubation beaucoup plus courtes.

Puisque nous ne voulions pas utiliser de concentrations reconnues pour induire la
mort cellulaire, nous avons étudié |’effet de 10 uM de HNE en fonction du temps. Dans les
chondrocytes, la GST atteint son niveau maximal d’activité et d’expression protéique a
quatre heures. Ceci correspond, entre autres, & I’étude de Dwivedi qui suggére que
I’augmentation de la GST-A4 joue un rdle important seulement lors de 1’étape précoce de la
protection contre le stress oxydatif (1 & 6 h) en éliminant des oxydants et des aldéhydes de

la peroxydation lipidique (Dwivedi et al., 2006 Musatov et al., 2002 Raza et al., 2004).

Pour ce qui est de I’expression de I’ARNm de la GST-A4, nous avons observé une
augmentation entre 2 et 16 h d’incubation qui n’était pas significative chez les
chondrocytes incubés avec 10 puM de HNE. Il est probable qu'en présence d’une

concentration de HNE supérieure, cette augmentation deviendrait significative.

Comme le mentionnait Ahmed et al., nos résultats démontrent que I’activité des
GST est souvent augmentée en présence de molécules qui en sont les substrats, ce qui
représente une forme d’adaptation face au stress chimique (Ahmed et al., 2002). Toutefois,
nos résultats montrent qu’aprés 24 h, I’activité ainsi que I’expression de ’ARNm de la GST
retrouvent leur niveau initial. Deux possibilités pourraient expliquer ce phénomeéne. La

premiére pourrait €tre attribuée a un épuisement de la cellule face a I’exacerbation du stress
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oxydatif. La deuxiéme pourrait étre liée a I’inactivation de I’enzyme par la formation des
complexes HNE/GST-A4 ou par la baisse de I’expression génique suite au changement de

|’état rédox.

De plus, 1’augmentation de I’expression de la GST-A4 observée dans notre étude
confirme les résultats de 1’étude rapportée par Ahmed et al. réalisée chez les astrocytes
traités avec du HNE pendant 3 h (Ahmed et al., 2002). Comme I’avait déja proposé Raza, il
sembleréit que l’induction dans I’expression de la GST-A4-4 suggére un mécanisme
compensatoire pour la détoxification du HNE (Ahmed et al., 2002 Musatov et al., 2002

Raza et al., 2002).

Il est connu que la phase de transcription d’enzymes de la phase II comme la GST
est contrflée par un site de liaison nommé élément de réponse antioxydant (ARE)
(Puiggros et al., 2005 Tjalkens et al., 1998). En outre, un groupe du Centre Universitaire de
Luxembourg a démontré que I’expression génique de la GST peut étre induite par différents
agents chimiques tels que 1’ester de phorbol lors de I’activation de la voie de P38 MAPK,
MEK/ERK et du facteur AP-1 (Jun/Fos) (Borde-Chiche e? al., 2001 Duvoix et al., 2003). Il
est connu que le HNE active les voies de MAPK et le facteur nucléaire AP-1, ce qui peut
expliquer, en partie, [’augmentation de I’expression des GST en fonction du temps en
présence de HNE. Finalement, certains sites de liaisons impliqués dans la région de la
régulation de la hGST-A4 (STAT, GATAIl, et NF-kB) pourraient étre étudiés afin de
mieux comprendre les phénomeénes altérant I’expression de cette enzyme en présence de

HNE (Desmots et al., 1998).
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4.5 Transport du glucose

La dégradation du cartilage articulaire est un phénoméne inhérent a I’OA qui est
associ€ a I’altération du métabolisme du glucose (Dunham et al, 1989 Dunham, Hoedt-
Schmidt et Kalbhen, 1992 Nahir, Vitis et Silbermann, 1990 Sandell et Aigner, 2001).
L’étape limitant le métabolisme du glucose est régulée par le transport transmembranaire de
celui-ci. Les mécanismes moléculaires régulant 1’apport et le métabolisme du glucose sont
donc importants dans la physiologie du cartilage et la pathogénése de 1’OA (Shikhman,

Brinson et Lotz, 2004).

Nous avons observé une altération du transport du glucose en fonction du temps
lorsque les chondrocytes ont été mis en culture en présence de 10 uM de HNE. En général,
la régulation du transport du glucose peut étre effectuée selon deux mécanismes
principaux : 1) la modulation de la synthése et de I’incorporation a la membrane des GLUT

et 2) la modification des GLUT quant 4 leur affinité pour le glucose.

En 2002, Mobasheri et al. ont identifié au moins trois isoformes de GLUT dans les
chondrocytes humains normaux, soit la GLUT-1, -3, -6 (aussi appelé GLUT-9) (Mobasheri

et al., 2002).

Lorsque nous avons étudié I’expression des ARNm de la GLUT-1 et de la GLUT-9,
les résultats ne concordaient pas avec ceux du transport du glucose. En effet, ’ARNm de la
GLUT-1 diminue de maniére non significative entre 2 et 4 h d’incubation en présence de 10
uM de HNE, puis retrouve son niveau basal jusqu’a 16 h. Malgré le fait que ces variations

ne sont pas significatives, il est probable que la diminution rapide de I’expression de
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I’ARNm de la GLUT-1, dés les deux premiéres heures d’incubation, suggére une légére
instabilit¢ des ARNm suite a I’ajout de cet aldéhyde. Aprés 4 h d’incubation, le niveau des
ARNm de la GLUT-1 remonte probablement en raison de la diminution du niveau du HNE
libre dans la cellule suite & son métabolisme. La GLUT-9, quant a elle, ne varie pas
significativement, mais a tendance a augmenter. En somme, aucune de ces deux enzymes
ne semble expliquer la diminution du flux du glucose en présence du HNE. Il est possible
que cette diminution soit liée & I’inactivation des GLUT au niveau membranaire lors de la
formation de complexes HNE/GLUT. Ces transporteurs de glucose sont riches en résidus
cystéines pres de leurs sites actifs, ce qui en fait des cibles potentielles pour le HNE

(Birnbaum, Haspel et Rosen, 1986 Nagamatsu et al., 1992).

Toutefois, une autre sous-unité devrait étre étudiée : la GLUT-3. Cette sous-unité
est le transporteur rapide du glucose. Ce transporteur posséde une haute affinité pour le
glucose et est spécialisé dans sa capture lorsque la concentration de glucose est basse. Il est
donc susceptible d’étre plus influent que les autres GLUT. De plus, Mark et al. ont
démontré en 1997 que le HNE avait la capacité de former des complexes avec cette
isoforme et d’altérer le transport du glucose dans les neurones de rats (Mark ez al., 1997).
Ce phénomeéne pourrait expliquer, au moins en partie, ’altération marquée au niveau du

transport du glucose dans les chondrocytes OA humains lors du traitement avec le HNE.

4.6 Conclusion

L’ensemble des résultats présentés, dans cette étude, démontrent que le HNE
posséde la capacité d’altérer différemment 1’activité et I’expression de différentes enzymes

importantes dans les systémes énergétiques et antioxydants (COX, NADP'-ICDH, G6PDH,
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GST-A4, GLUT). Plus précisément, il est possible de voir que le HNE altére, a long terme
(24 h), d’abord I’activité de certaines enzymes, et ce, méme aux faibles concentrations de
HNE (2-5 pM). En général, des concentrations plus importantes de HNE (10-20 pM) sont
nécessaires afin d’altérer I’expression de ces enzymes. Par contre, I’activité des enzymes
antioxydantes cytosoliques telles la ¢cNADP™-ICDH, la G6PDH et la GST-A4 est
augmentée de fagon transitoire en fonction du temps lorsque les chondrocytes ont été traités
avec 10 pM de HNE. De plus, deux enzymes impliquées dans le systéme énergétique sont
affectées par le HNE. Premiérement, la COX qui est le dernier accepteur d’électrons
impliqué dans la chaine de transport d’électrons, un élément essentiel a la production
d’ATP. Deuxiemement, les GLUT, qui sont probablement eux aussi ciblés par des
modifications post-transcriptionnelles, pourraient réduire ’entrée de glucose dans la

cellule, un phénomeéne essentiel au maintien d’un cartilage sain.
>

La confirmation de la formation de complexes entre les enzymes étudiées et le HNE
ainsi que des recherches plus approfondies en ce qui concemne les GLUT sont prévues dans
notre laboratoire. De plus, nous prévoyons effectuer des tests similaires sur des
chondrocytes surexprimants la GST-A4 afin de vérifier si cette enzyme pourrait renverser

les différents effets du HNE observés dans I’OA.
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