
HAL Id: tel-00148919
https://theses.hal.science/tel-00148919

Submitted on 23 May 2007

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

PHYSIOPATHOLOGIE DE L’ARTHROSE : RÔLE DE
LA NADPH OXYDASE NOX 4 DANS

L’EXPRESSION DE LA COLLAGÉNASE, MMP-1.
Laurent Grange

To cite this version:
Laurent Grange. PHYSIOPATHOLOGIE DE L’ARTHROSE : RÔLE DE LA NADPH OXYDASE
NOX 4 DANS L’EXPRESSION DE LA COLLAGÉNASE, MMP-1.. Biochimie [q-bio.BM]. Université
Joseph-Fourier - Grenoble I, 2007. Français. �NNT : �. �tel-00148919�

https://theses.hal.science/tel-00148919
https://hal.archives-ouvertes.fr


Thèse 
 

Présentée par 
 

LAURENT GRANGE 
 

Pour obtenir le titre de 
 

Docteur de l'Université Joseph Fourier –Grenoble I 
(Arrêtés ministériels du 5 juillet 1984 et du 30 mars 1992) 

 
Spécialité Sciences de la Vie et de la Santé 

 
 

 
 

PHYSIOPATHOLOGIE DE 
L’ARTHROSE : RÔLE DE LA NADPH 

OXYDASE NOX 4 DANS 
L’EXPRESSION  

DE LA COLLAGÉNASE, MMP-1. 
 

Soutenue le vendredi 16 février 2007. 
 

Composition du jury : 
 

Président :    Professeur Robert Juvin 
Rapporteurs :    Professeur Philippe Birembaut 
    Docteur Jean Claude Monboisse 
Examinateurs :   Professeur Philippe Gaudin 
    Docteur Bernard Lardy 
Directeur de thèse :   Professeur Francoise Morel 

 
Thèse préparée au sein du Groupe de Recherche et d'Etude du processus inflammatoire 

GREPI-TIMC-IMAG UMR CNRS 5525,  
Laboratoire d'Enzymologie, CHU A. Michallon, Grenoble 

 
 



Remerciement  

2 

Remerciements  

Je tiens à remercier  
Monsieur le Professeur P. Birembaut pour avoir accepté de juger ce travail en espérant 

poursuivre notre collaboration dans le cadre de la dégénérescence discale  

Monsieur le docteur JC. Monboisse pour avoir accepté de juger ce travail 

Madame le Professeur F. Morel, sans qui cette thèse n'aurait pu exister, pour m'avoir 

accueilli au sein du GREPI, moi le clinicien. Sa compétence, son expérience et sa patience ont 

permis l'accomplissement de ce travail. 

 Monsieur le Professeur R. Juvin, pour m'avoir accueilli et fais confiance au sein du 

service de Rhumatologie, ainsi que d'avoir accepté de me libérer du temps pour réaliser ce 

travail scientifique et d’avoir accepté également la présidence du jury de cette thèse. 

Monsieur le Professeur P. Gaudin pour son aide précieuse, sa disponibilité permanente 

dans les domaines médicaux, biochimiques et encore plein d’autres et d’avoir supervisé ce 

travail durant ces six longues années  

 Bernardo. Lardy S. Vergnaud, C trocme et Sylvie Berthier d’avoir accepté de me 

supporter, de me materner, et de m’orienter au quotidien à la paillasse. 

 Chuongounet N’Guyen l’egual contributor pour m’avoir aidé dans la partie de biologie 

moléculaire et le petit Yannick pour son aide en Cytométrie de flux ; mais aussi pour être tous 

les deux de très bon compagnons de fête et à Madhia pour son œil microscopique...  

A  Olivier pour les bons moments passés avec lui, desolé pour les blagues peu intellectuelles. 

Les copines d’amour et de toujours, de confidences, de fêtes et de voile Sylvie 

Candice et lolote…… Vive le champagne……. 

A l’ensemble des membres du GREPI, et à l’'ensemble des enzymologues-boys and 

girls, et les petits nouveaux européens et ennes pour leur amitié, leur patience, leurs aides 

diverses….pensées spéciales à Michèle, Anny, et Cécile. 

A Marie ange Castaldin et au docteur Bruno Gintz pour leur relecture critique. 

L’ensemble de l’équipe de Rhumatologie pour avoir supportée mes absences, et 

notamment les petits derniers Cyril, béa, alex, Rachel, dana, Athan, et Irina en effet……. 

A Benoit, Prisca et ts mes amis de fêtes……, A Lomick …….. 

A Jean Marc, Laurence, Yannick et Christine mes amis de toujours  

A, mes parents, ma sœur et au petit Alexis et toute ma famille  

Je les remercie du soutien qu'ils m'ont apporté durant la réalisation de ce travail. 

 



Sommaire  

3 

 

 

 

SOMMAIRE 

 



Sommaire  

4 

Sommaire 
 
Remerciements ........................................................................................................................... 2 
Légendes des tableaux................................................................................................................ 8 
Légendes des figures .................................................................................................................. 8 
Abréviations ............................................................................................................................. 10 
I INTRODUCTION : ............................................................................................................... 12 

I-A L’Arthrose : ................................................................................................................... 12 
I-A-1 Historique : ............................................................................................................. 12 
I-A-2 Base épidémiologique : .......................................................................................... 12 

I-A-2-a Définition : ...................................................................................................... 12 
I-A-2-b Epidémiologie et santé publique : ................................................................... 13 
I-A-2-c Poids socio économique : ................................................................................ 14 

I-A-3 Facteurs de risque :................................................................................................. 14 
I-A-4 Signes cliniques et radiologiques de l'arthrose :..................................................... 15 
I-A-5 Physiopathogénie de l’arthrose : ............................................................................ 16 

I-A-5-a Les acteurs de l’arthrose :................................................................................ 16 
Le cartilage articulaire :............................................................................................ 16 

Aspect microscopique du cartilage : .................................................................... 17 
Composition du cartilage : ................................................................................... 19 

Les chondrocytes :............................................................................................ 19 
La matrice extracellulaire :............................................................................... 21 
Le liquide synovial : ......................................................................................... 23 
La membrane synoviale : ................................................................................. 23 

I-A-5-b Etiopathogénie de l'arthrose : .......................................................................... 24 
I-A-5-c Physiopathologie de l’arthrose : ...................................................................... 25 

I-B Les dérivés réactifs de l’oxygène :................................................................................. 34 
I-B-1 Généralités : ............................................................................................................ 34 
I-B.2 Production des Espèces Réactives de l’Oxygène : ................................................. 34 
I-B-3 Régulation du taux des ROS :................................................................................. 35 

I-C La famille des NAD(P)H oxydases : ............................................................................. 37 
I-C-1 La famille des NAD(P)H oxydases des cellules phagocytaires : ........................... 37 

I-C-1-a Les facteurs membranaires : ............................................................................ 37 
Le cytochrome b558 : ..................................................................................................... 39 
gp91phox (Nox 2) : ......................................................................................................... 39 
p22phox : ........................................................................................................................ 40 

I-C-1-b Les facteurs cytosoliques : .................................................................................. 41 
p47phox :......................................................................................................................... 41 
p67phox :......................................................................................................................... 41 
p40phox :......................................................................................................................... 42 
Protéine G monomérique : Rac : .................................................................................. 42 
La protéine membranaire : Rap1A ............................................................................... 43 

I-C-2. La famille des NADPH Oxydases des cellules non phagocytaires : ..................... 43 
I-C-2-a Régulation de la production des ions superoxyde par les Noxs non 
phagocytaire : ............................................................................................................... 47 
I-C-2-b Rôle potentiel des Noxs dans certaines voies de signalisation : ...................... 47 
I-C-2-c Facteurs potentiellement associés aux protéines Noxs non phagocytaire : ..... 49 

I-D Les métalloprotéases Matricielles : ............................................................................... 50 
I-D-1 Généralités :............................................................................................................ 50 



Sommaire  

5 

I-D-1-a La structure des MMPs : ................................................................................. 53 
I-D-1-b Régulation des MMPs :................................................................................... 55 

I-D-2 La protéolyse matricielle focalisée :....................................................................... 56 
I-D-3 La collagénase 1 MMP-1 ....................................................................................... 57 

I-E les ROS, les chondrocytes et l’arthrose : ....................................................................... 59 
I-E-1 Le stress oxydatif : .................................................................................................. 59 
I-E-2 Les ROS et la mort cellulaire des chondrocytes : ................................................... 61 
I-E-3 Les ROS et la protéolyse matricielle du cartilage : ................................................ 62 
I-E-4 Les ROS et la signalisation intra cellulaire dans le chondrocyte :.......................... 63 
I-E-5 Systèmes anti oxydants dans le cartilage :.............................................................. 64 

II MATERIELS ET METHODES : ......................................................................................... 68 
II-A Cultures cellulaires : ..................................................................................................... 68 

II-A-1 Les lignées de chondrocytes immortalisés par le virus SV40 :............................. 68 
II-A-2- Obtention des lymphocytes B immortalisés par le virus Epstein-Barr (cellules 
contrôles) :........................................................................................................................ 69 

II-A-2-a obtention des cellules :................................................................................... 69 
II-A-2-b Immortalisation des cellules et entretien : ..................................................... 69 

II-A-3 Obtention des polynucléaires neutrophiles à partir de sang vieilli ou "buffy coat" :
.......................................................................................................................................... 70 
II-A-4 Congélation et décongélation des différentes lignées cellulaires : ....................... 70 

II-B Méthodes biochimiques :.............................................................................................. 71 
II-B-1 Préparation de membranes et de cytosol : ............................................................. 71 
II-B-2 Mesure de l’activité de la NADPH oxydase : ....................................................... 71 

II-B-2-a Mesure de la production de H2O2 par luminescence :.................................... 72 
II-B-2-b Système de reconstitution acellulaire hétérologue : mesure de la production 
de O2

- par la réduction du cytochrome c : .................................................................... 72 
II-B-3 Méthode d’analyse des différentes protéines : ...................................................... 75 

II-B-3-a Analyse protéique par Western blot :............................................................. 75 
Préparation des échantillons :................................................................................... 75 
Electrophorèse en gel d'acrylamide en présence de SDS :....................................... 75 
Electrotransfert des protéines sur nitrocellulose : .................................................... 76 
Immunodétection par anticorps couplés à la peroxydase :....................................... 77 

II-B-3-b Méthode de dosage des protéines : ................................................................ 77 
II-B-3-c Spectres différentiels redox du cytochrome b558 des 3 lignées de chondrocytes 
et de PMNs humains : .................................................................................................. 78 

II-C Méthode d’analyse des MMPs : ................................................................................... 79 
II-C-1 Méthode ELISA de dosage de la pro MMP-1 :..................................................... 79 
II-C-2 Zymographie (MMP-2 & MMP-9) : ..................................................................... 80 

II-D Test de viabilité dosage de la LDH : ............................................................................ 81 
II-E Méthodes de biologie moléculaire :.............................................................................. 81 

II-E-1 Préparation des acides nucléiques : ....................................................................... 82 
II-E-1-a Préparation des ARN totaux :......................................................................... 82 
II-E-1-b Préparation d’ADN complémentaire : ........................................................... 82 
II-E-1-c Dosage des acides nucléiques : ...................................................................... 83 
II-E-1-d Electrophorèse d’ADN sur gel d'agarose : ..................................................... 83 

II-E-2 Réaction d'amplification en chaîne par la polymérase (PCR) : ............................. 83 
II-E-3 Construction de plasmides exprimant les différentes isoformes de Nox4 et Nox2 :
.......................................................................................................................................... 86 
II-E-4 RT-PCR quantitative: ............................................................................................ 87 
II-E-5 Purification des fragments d’ADN sur gel d’agarose et séquençage : .................. 89 



Sommaire  

6 

II-E-6 Méthodes de Transfection des lignées chondrocytaires : ...................................... 90 
II-E-6-aTransfection stable : ........................................................................................ 90 
II-E-6-bTransfection Transitoire : ................................................................................ 91 

II-F. Mesure de l’effet du stress cytokinique h IL-1β sur l’expression métalloprotéasique :
.............................................................................................................................................. 92 

II-F-1 Stimulation par l’hIL1-β sur les lignées de chondrocytes C-20/A4 : .................... 92 
II-F-2 Impact de l’inhibition des ROS (TIRON / DPI) sur la sécrétion de la pro MMP-1 :
.......................................................................................................................................... 92 
II-F-3 Impact de la surexpression de Nox4 sur la sécrétion de la pro MMP-1 : .............. 93 

II-G Les anticorps utilisées .................................................................................................. 93 
II-H Mesure de la production de O2

- par oxydation du DHE par microscopie à fluorescence
.............................................................................................................................................. 93 
II-J Cytométrie de flux ......................................................................................................... 94 

II-J-1 Préparation des Chondrocytes ................................................................................ 94 
II-J-1-a Chondrocytes intacts fixés et non perméabilisés............................................. 94 
II-J-1-b Chondrocytes intacts Fixés et perméabilisés .................................................. 95 

II-K Tampons utilisés........................................................................................................... 96 
III RESULTATS : .................................................................................................................... 98 

III-A Analyse phénotypique en terme de Nox et de leurs partenaires au niveau 
transcriptionnel et protéique dans un modèle cellulaire de trois lignées de chondrocytes (C-
20/A4, T/C-28a2 et C-28/I2) :.............................................................................................. 98 

III-A-1 Au niveau transcriptionnel :................................................................................. 98 
III-A-1-a Analyse par RT-PCR : .................................................................................. 99 
III-A-1-b Analyse par séquençage des gènes incriminés : ......................................... 100 

III-A-2 Au niveau protéique :......................................................................................... 101 
III-A-2-a Analyse par western blot: ........................................................................... 101 
III-A-2-b Analyse par cytométrie en flux : ................................................................ 103 
III-A-2-c Analyse par étude du spectre différentiel redox du cytochrome b558 : ....... 105 

III-B La mesure d’activité NAD(P)H oxydase sur les chondrocytes :............................... 106 
III-B-1 Dosage de l’activité NAD(P)H oxydase par la méthode de chimiluminescence sur 
cellules entières : ............................................................................................................ 107 
III-B-2 Mesure de l’activité NAD(P)H oxydase après reconstitution en milieu 
acellulaire : ..................................................................................................................... 108 

III-C Mesure de l’effet du stress cytokinique par interleukine 1β humaine (hIL-1β) sur 
l’expression métalloprotéasique :....................................................................................... 110 

III-C-1 Mise au point et validation de l’expérimentation .............................................. 110 
III-C-1-a Détermination du temps optimal d’incubation en présence hIL- β : .......... 110 
III-C-1-b Etude de la viabilité cellulaire : .................................................................. 113 
III-C-1-c Effet de l’hIL-1β, à 23h d’incubation sur l’expression de la pro-MMP-1 : 114 
III-C-1-d Effet de l’hIL-1β, sur l’expression métalloprotéasique des gélatinases 
(MMP-2) & (MMP-9) : .............................................................................................. 115 

III-C-2 Impact de la modulation de la voie dépendante des ROS sur l’expression 
métalloprotéasique de la proMMP-1 en présence d’hIL-1β : ........................................ 117 

III-C-2-a Etude de la viabilité cellulaire des chondrocytes C-20/A4 en co-incubation 
avec du Tiron et du DPI ............................................................................................. 117 
III-C-2-b Effet de l’hIL-1β, à 23h d’incubation en présence de TIRON ou de DPI sur 
l’expression de la collagenase .................................................................................... 118 

III-D Impact de la surexpression de Nox4 sur l’expression métalloprotéasique de proMMP-
1 dans la lignée C20/A4 : ................................................................................................... 121 



Sommaire  

7 

III-D-1 Validation de la surexpression stable de Nox4A-V5/his, Nox4B-V5/his, et 
Nox2 : ............................................................................................................................. 122 

III-D-1-a Au niveau transcriptionnel : ....................................................................... 122 
III-D-1-b Au niveau protéique : ................................................................................. 124 

III-D-2 Impact sur l’activité NAD(P)H oxydase des lignées surexprimant Nox4A ou 
Nox4B et Nox2 : ............................................................................................................ 127 

III-D-2-a Détermination de la production de ROS par la méthode d’oxydation du 
DHE :.......................................................................................................................... 127 
III-D-2-b Détermination de la production de ROS par chimiluminescence dans les 
chondrocytes surexpimant Nox4 :.............................................................................. 129 

III-D-3 Impact de la modulation de la production de ROS sur sur l’expression de la pro 
MMP-1 dans les lignées surexprimant Nox4A, Nox4B ou Nox2 en présence d’hIL-1β :
........................................................................................................................................ 131 

IV DISCUSSION ................................................................................................................... 137 
V BIBLIOGRAPHIE : ........................................................................................................... 142 
ANNEXE ............................................................................................................................... 162 

 



Sommaire  

8 

Légendes des tableaux 
TABLEAU 1 CYTOKINES ET FACTEURS DE CROISSANCE DE L'ARTICULATION ARTHROSIQUE : ACTIVITES 

POTENTIELLES ET ORIGINES (WESTACOTT, 1996, MAZIERES 1997) ......................................................... 31 
TABLEAU 2 FAMILLE DES MMPS HUMAINES  (D’APRES NAGASE ET COLL. 1997 & 1999ET ACTUALISE SEPTEMBRE 

2006)............................................................................................................................................................ 52 
TABLEAU 3 : PREPARATION DES GELS DE SDS-PAGE........................................................................................... 76 
TABLEAU 4 AMORCES OLIGONUCLEOTIDIQUES UTILISEES ..................................................................................... 85 
TABLEAU 5 ANTICORPS MONO CLONAUX ET POLYCLONAUX UTILISES AVEC LA SEQUENCE PROTEIQUE DE LEUR 

EPITOPE RESPECTIF ....................................................................................................................................... 93 
TABLEAU 6 TAMPONS UTILISES.............................................................................................................................. 96 
TABLEAU 7 SYNTHESE DES RESULTATS DE SEQUENÇAGE .................................................................................... 100 
TABLEAU 8 SYNTHESE DU PHENOTYPE DES CELLULES DE LA LIGNEE C-20/A4 ................................................... 106 
TABLEAU 9 VIABILITE CELLULAIRE APRES STRESS CYTOKINIQUE PAR HIL-Β APRES 23H D’INCUBATION SUR LA 

LIGNEE DE CHONDROCYTES (C-20/A4) PAR LA METHODE D’EXCLUSION AU BLEU TRYPAN........................ 113 
 

Légendes des figures  
FIGURE 1  COUTS SOCIOECONOMIQUES DE L'ARTHROSE EN FRANCE...................................................................... 14 
FIGURE 2  NODULES D'HEBERDEN ...................................................................................................................... 16 
FIGURE 3  CARTILAGE HYALIN (EN MICROSCOPIE OPTIQUE)................................................................................... 18 
FIGURE 4  CHONDROCYTES EN CULTURE (MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A BALAYAGE). ....................................... 20 
FIGURE 5  STRUCTURE DES PROTEOGLYCANES ET SCHEMA DE LA MATRICE EXTRACELLULAIRE DU CARTILAGE 

..................................................................................................................................................................... 22 
FIGURE 6  SCHEMA ETIOPATHOGENIQUE DE L'ARTHROSE ...................................................................................... 24 
FIGURE 7  SCHEMATISATION DE L’EVOLUTION DE L’ARTHROSE. ........................................................................... 26 
FIGURE 8  PHYSIOPATHOLOGIE DE L’ARTHROSE .................................................................................................... 28 
FIGURE 9  BALANCE DES CYTOKINES ET DES FACTEURS DE CROISSANCE EN FONCTION DE LEURS MODES D’ACTION 

..................................................................................................................................................................... 33 
FIGURE 10  VOIES METABOLIQUES DES ESPECES REACTIVES DE L’OXYGENE, LES ROS.......................................... 36 
FIGURE 11  SCHEMA DU PROCESSUS D’ACTIVATION DU COMPLEXE DE LA NAD(P)H OXYDASE ........................... 38 
FIGURE 12  MODELE DU COMPLEXE TRIMERIQUE P40-P47-P67PHOX DANS LES CELLULES AU REPOS........................ 39 
FIGURE 13 STRUCTURE TRIDIMENSIONNELLE PREDITE DES NOXS. ........................................................................ 44 
FIGURE 14  PARTENAIRES POTENTIELS DE NOX1 ET DE NOX4 ............................................................................... 49 
FIGURE 15  STRUCTURE EN DOMAINES DES METALLOPROTEASES MATRICIELLES .................................................. 54 
FIGURE 16  PRINCIPALE VOIE DE SIGNALISATION REGULANT LA TRANSCIPTION DE LA COLLAGENASE-1 DANS LES 

CHONDROCYTES APRES UNE STIMULATION PAR L’IL-1................................................................................. 58 
FIGURE 17  REPRESENTATION SCHEMATIQUE DES PRINCIPALES SOURCES DE ROS DANS LE CHONDROCYTE......... 61 
FIGURE 18  VOIES DE SIGNALISATION IMPLIQUEES ET MECANISMES DE REGULATION PAR LES ROS DANS LE 

CHONDROCYTE............................................................................................................................................. 64 
FIGURE 19  CHONDROCYTE C-20/A4 EN CULTURE (PHOTOGRAPHIE MICROSCOPIE OPTIQUE X 250)...................... 68 
FIGURE 20  DETERMINATION DE LA CONCENTRATION OPTIMALE D’ACIDE ARACHIDONIQUE (AA) A UTILISER POUR 

LA MESURE DE L’ACTIVITE NAD)P)H OXYDASE IN VITRO, PAR REDUCTION DU NBT.................................. 74 
FIGURE 21  SPECTRE REDOX DU CYTOCHROME B558 PURIFIE A PARTIR DE PMN .................................................... 78 
FIGURE 22  GAMME D'ETALONNAGE DU DOSAGE DE LA PRO-MMP-1 PAR TECHNIQUE ELISA....... 79 
FIGURE 23  GAMME DE GELATINASE PURIFIEE....................................................................................................... 81 
FIGURE 24  PRINCIPE SCHEMATIQUE DE LA TECHNIQUE DE PCR POLYMERASE CHAINE REACTION........................ 84 
FIGURE 25  SCHEMA DE LA STRUCTURE GENOMIQUE DE NOX4A ET NOX4B......................................................... 86 
FIGURE 26  PRINCIPE DU SYBR GREEN................................................................................................................. 88 
FIGURE 27  COURBES STANDARDS POUR LA GAPDH, NOX4................................................................................. 89 
FIGURE 28  PRINCIPE DE LA TRANSFECTION STABLE PAR EFFECTENE® ................................................................ 91 
FIGURE 29  ANALYSE TRANSCRIPTIONELLE PAR RT-PCR DE L’EXPRESSION DES NOX ET DE LEURS PARTENAIRES 

SUR LES LIGNEES C-20/A4, T/C-28A2, C-28/I2............................................................................................ 99 
FIGURE 30  IMMUNOBLOTS DES TROIS LIGNEES DE CHONDROCYTES (C-20/A4, T/C-28A2 ET  
C-28/I2).- SDS-PAGE 10%..................................................................................................................................... 102 



Sommaire  

9 

FIGURE 31  ANALYSE DE L’EXPRESSION PROTEIQUE DE NOX4, GP91PHOX ET P22PHOX PAR CYTOMETRIE EN FLUX SUR 
LA LIGNEE C-20/A4.................................................................................................................................... 104 

FIGURE 32  SPECTRES DIFFERENTIEL REDOX D’EXTRAIT TRITON X 100 1% MEMBRANAIRE DE TROIS LIGNEES DE 
CHONDROCYTES COMPAREES A CELUI DE PMN HUMAINS.......................................................................... 105 

FIGURE 33  DOSAGE DE L’ACTIVITE OXYDASE PAR CHIMILUMINESCENCE SUR CELLULES ENTIERES DE LA LIGNEE C-
20/A4......................................................................................................................................................... 107 

FIGURE 34  MESURE D’ACTIVITE NAD(P)H OXYDASE RECONSTITUEE EN MILIEU ACELLULAIRE AVEC LE SYSTEME 
HETEROLOGUE « MEMBRANES CHONDROCYTE  / CYTOSOL NEUTROPHILES HUMAINS »............................. 109 

FIGURE 35  SCHEMA SIMPLIFIE DU DESIGN DE L’EXPERIMENTATION DE DETERMINATION DU TEMPS OPTIMAL  
D’INCUBATION EN PRESENCE D’ HIL-1ß. .................................................................................................... 111 

FIGURE 36  EFFET DE L’HIL-1ß SUR L’EXPRESSION DE LA PRO MMP-1 DANS LE SURNAGENT DU MILIEU DE 
CULTURE AU COURS DU TEMPS : DETERMINATION DU TEMPS OPTIMAL D’INCUBATION .............................. 112 

FIGURE 37  VIABILITE CELLULAIRE APRES STRESS CYTOKINIQUE PAR HIL-Β APRES 23H D’INCUBATION SUR LA 
LIGNEE DE CHONDROCYTES (C-20/A4)....................................................................................................... 113 

FIGURE 38  EXPRESSION DE LA PRO MMP-1 SOUS HIL-1Β APRES 23H D’INCUBATION PAR LA LIGNEE 
CHONDROCYTAIRE C-20/A4....................................................................................................................... 115 

FIGURE 39  ZYMOGRAPHIE SUR MINI- GEL DE POLY-ACRYLAMIDE CONTENANT 0.5 % DE GELATINE DE 
SURNAGEANT DE MILIEU DE CULTURE DE CHONDROCYTE C-20/A4 A T0 ET AT23H APRES INCUBATION EN 
PRESENCE DE 500PG/ML D’HIL-1 ß HUMAINE ............................................................................................. 116 

FIGURE 40  MESURE DE LA VIABILITE CELLULAIRE DES CHONDROCYTES C-20/A4 APRES 23H D’INCUBATION EN 
PRESENCE DE TIRON ET DE DPI ................................................................................................................ 118 

FIGURE 41  MESURE DE LA VIABILITE CELLULAIRE DES CHONDROCYTES C-20/A4 APRES 23H D’INCUBATION EN 
PRESENCE OU NON DE TIRON, DE DPI ET D’ HIL-1 ß ................................................................................ 119 

FIGURE 42  EFFET SUR LES CHONDROCYTES C-20/A4 DE L’HIL-1 (500 NG/ML) MODULE PAR LA CO-INCUBATION 
AVEC DU TIRON (5 MM) OU DU DPI (10 µM) SUR L'EXPRESSION DE LA PRO MMP-1 APRES 23H 
D’INCUBATION............................................................................................................................................ 120 

FIGURE 43  EFFICACITE D’EXPRESSION DES PLASMIDES D’INTERETS SUR LES CELLULES C-20/A4 TRANSFECTEES 
................................................................................................................................................................... 123 

FIGURE 44  EXPRESSION PROTEIQUE DE NOX2 ET NOX4 PAR CYTOMETRIE DE FLUX........................................... 125 
FIGURE 45  EXPRESSION PROTEIQUE DE NOX4 PAR SPECTRES REDOX DIFFERENTIELS DU CYTOCHROMEB558 ...... 126 
FIGURE 46  DETERMINATION DE LA PRODUCTION DE RADICAL OXYDANT PAR LA METHODE D’OXYDATION DU DHE 

EN MICROSCOPIE A FLUORESCENCE ............................................................................................................ 128 
FIGURE 47  DOSAGE DE L’ACTIVITE OXYDASE PAR CHIMILUMINESCENCE SUR CELLULE ENTIERE DE LA LIGNEE C-

20/A4......................................................................................................................................................... 130 
FIGURE 48  MODULATION DE L’EXPRESSION DE LA PRO-MMP-1 PAR NOX4 SUR LA LIGNEE CHONDROCYTAIRE C-

20/A4......................................................................................................................................................... 132 
FIGURE 49  MODULATION DE L’EXPRESSION DE LA PRO-MMP-1 PAR NOX4 SUR LA LIGNEE CHONDROCYTAIRE C-

20/A4 NOX4A-V5/HIS APRES TRANSFECTION AVEC UN PLASMIDE CODANT POUR UN DOMINANT NEGATIF DE 
NOX4 ......................................................................................................................................................... 135 

FIGURE 50  PROPOSITION DE LA SCHEMATISATION DU ROLE DE NOX4 DANS LA PHYSIOPATHOLOGIE DE 
L’ARTHROSE............................................................................................................................................... 139 

 
 



Abréviations 

10 

Abréviations 
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DFP  Diisopropyl fluorophosphate 
DHE  Dihydroethidium 
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I INTRODUCTION :  
 

L’arthrose est une pathologie ostéo-articulaire centrée sur le cartilage, très fréquente, avec des 

conséquences fonctionnelles et socio économiques extrêmement importantes. Sa 

physiopathologie est complexe car de nombreux facteurs (mécaniques, humoraux, 

cytokiniques, cliniques) interviennent dans sa genèse et son développement. Nous proposons 

dans ce travail, de nous focaliser sur le stress oxydant et ses conséquences sur les mécanismes 

à l’origine de l’arthrose. 

I-A L’Arthrose :  

I-A-1 Historique :  

L'arthrose est une pathologie rhumatismale ayant probablement toujours existé. En effet on 

retrouve des stigmates de lésions arthrosiques sur des squelettes du paléolithique. Ses 

premières descriptions documentées remontent au XVIIIe siècle où Hunter décrit l'arthrite 

sèche de la hanche (Hunter 1743). Puis plus tard, Heberden décrit les nodosités des 

interphalangiennes distales retrouvées dans l’arthrose digitale (Heberden 1802). 

La première vraie description anatomique remonte au XIXe siècle où Cruveilhier parle 

d’usure du cartilage (Cruveihier 1824). 

Adams en 1857 puis Charcot en 1890 font la première description anatomoclinique 

contemporaine de l’arthrose sous le terme de rhumatisme chronique dégénératif (Adams 1857, 

Charcot 1890)  

Il faut attendre 1909 pour voir apparaître la séparation claire et moderne sur un plan 

nosologique, de l'arthrose, de la goutte, de l'arthrite tuberculeuse et de la polyarthrite 

rhumatoïde (Nicols 1909). 

I-A-2 Base épidémiologique :  

 

I-A-2-a Définition : 

En 1994, l’OMS, (Organisation Mondiale de la Santé) et « l’American Academy of 

Orthopaedic Surgeons » ont proposé une définition officielle de cette pathologie : 

« L'arthrose est la résultante des phénomènes mécaniques et biologiques qui déstabilisent 

l'équilibre entre la synthèse et la dégradation du cartilage et de l'os sous-chondral. Ce 

déséquilibre peut être initié par de multiples facteurs : génétiques, de croissance, métaboliques 
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et traumatiques. L'arthrose touche tous les tissus de l'articulation diarthrodiale et se manifeste 

par des modifications morphologiques, biochimiques, moléculaires et biomécaniques des 

cellules et de la matrice cartilagineuse conduisant à un ramollissement, une fissuration, une 

ulcération et une perte du cartilage articulaire, une sclérose de l'os sous-chondral avec 

production d'ostéophytes et de kystes sous-chondraux. Quand elle devient symptomatique, 

l'arthrose entraîne douleur et raideur articulaires, un éventuel épanchement articulaire avec 

des degrés variables d'inflammation locale. » 

Cette définition n’est qu’un reflet partiel d’une physiopathologie beaucoup plus complexe. 

Cependant elle reflète bien les différentes approches possibles de l'arthrose (Mazieres, 1989)  

• Moléculaire du biochimiste. 

• Morphologique de l'anatomopathologiste. 

• Clinique du praticien. 

• Iconographique du radiologue. 

 

I-A-2-b Epidémiologie et santé publique :  

L’arthrose est une affection rhumatologique chronique, extrêmement fréquente, touchant plus 

de 60% de la population âgée en France soit plus de 9 à 10 millions de patients dont 4 à 6 

millions cliniquement symptomatiques (Le Pen et coll. 2005). Elle est la seconde cause 

d’invalidité après les maladies cardio-vasculaires (Felson et coll. 1988).  

Sa prévalence générale (pourcentage de cas dans une population donnée à un moment donné) 

relevée par des dépistages radiologiques systématiques est de 52 % des adultes pour une seule 

localisation. En fait elle varie en fonction de l’âge. Ainsi, dans les tranches d'âge les plus 

élevées, cette prévalence atteint 85 %. L'homme est aussi souvent affecté que la femme 

jusqu'à la cinquantaine. Au-delà (c'est-à-dire après l'âge de la ménopause) la fréquence 

augmente beaucoup plus chez la femme. 

L’arthrose a un impact non négligeable sur la qualité de vie entrainant gêne fonctionnelle et 

douleurs. Une étude récente de Fautrel démontre que, sur une population de 10.412 patients 

(moyenne d’âge moyen de 66.2 ans avec un sex ratio F/M à 1,96) ayant consulté pour arthrose 

en France en 2000, 80 % ont une limitation de leur activité quotidienne et 64,4 % des patients 

ayant encore une activité professionnelle ont une gêne durant leur travail (Fautrel et coll. 

2005).  
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I-A-2-c Poids socio économique :  

Le poids socio économique de l’arthrose est extrêmement lourd. Ainsi, en France, en 1989, on 

chiffre les coûts directs et indirects de l'arthrose à plus de 6 milliards de francs par an (Figure 

1). Elle est responsable annuellement de 8,7 millions de consultations qui génèrent 14 

millions d'ordonnances, 300 000 examens radiologiques au moins, 100 000 journées 

d'hospitalisation. Elle représente en 1993 0,8 % des dépenses de santé en France (Levy et coll. 

1993). En effet, chaque année en France, l'arthrose est la principale cause de mise en place 

des 50 000 prothèses de hanches et 20 000 prothèses de genoux  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I-A-3 Facteurs de risque :  

Les facteurs de risque sont multiples et imparfaitement définis. On retrouve de manière 

certaine l’âge, l’ethnie, le surpoids et le sexe féminin.  

L’arthrose des genoux est ainsi plus fréquente chez les Noires américaines et les Jamaïcaines 

que chez les Blanches, alors que la coxarthrose est plus rare en Jamaïque, en Afrique du Sud, 

au Nigeria ou au Libéria qu'en Europe.  

Les œstrogènes jouent-ils un rôle protecteur contre l'arthrose ? Certaines études semblent 

démontrer un lien entre œstrogènes et arthrose, d’autres non. Récemment, l’absence de 

Figure 1 Coûts socioéconomiques de l'arthrose en France  
(en millions de francs) tiré de Mazières EMC, 1997 selon Levy, 1993)  
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traitement hormonal de la ménopause semble être retrouvée comme facteur de risque 

d’arthrose digitale et de gonarthrose par une équipe australienne (Szoeke et coll. 2006). 

Les traumatismes et micro traumatismes répétés, soit au cours de la vie professionnelle, de 

loisirs, ou de sports sont aussi des facteurs de risque reconnus. Les sports collectifs, de 

contact, surtout pratiqués en compétition, et débutés avant la puberté, sont les plus 

«arthrogènes » (Lane et coll. 1995) 

En fonction des localisations, différents facteurs de risque spécifiques sont retrouvés comme 

l'obésité pour la gonarthrose et l’arthrose digitale, ou l’activité physique réalisée dans les 

premières années de la vie adulte (Szoeke et coll. 2006). 

Les facteurs héréditaires semblent aussi être importants notamment dans l’arthrose digitale.  

Par exemple l’arthrose serait liée à la présence de certains allèles de l’antigène 

d’histocompatibilité HLA-DRB1 dans une population italienne (Rovetta et coll. 2006). Une 

anomalie du gène codant pour le télopeptide du procollagène II en position 519 du codon, 

transformant une cystéine en arginine est liée à une arthrose familiale au niveau des hanches 

et des genoux (Palotie et coll. 1989). 

Le tabac semble à l’inverse être quant à lui plutôt protecteur (Felson et coll. 1989, Szoeke et 

coll. 2006). 

Enfin les déformations articulaires (comme le défaut d’alignement en varus ou valgus par 

exemple) dans la gonarthrose et les lésions intra articulaires font le lit de l’arthrose.  

 

I-A-4 Signes cliniques et radiologiques de l'arthrose : 

L’arthrose est un syndrome anatomoclinique fait d'une douleur mécanique évoluant parfois 

par poussées, associée à une raideur et une déformation à un stade tardif, parfois à un 

épanchement articulaire. L’évolution est faite de poussées aigues (poussée « douloureuse » ou 

« congestive » ou « inflammatoire ») pouvant évoluer sur un mode plus chronique fait de 

douleurs et d’impotence fonctionnelle qui affectent la vie quotidienne de ces patients. 

 

Les signes cardinaux de l’arthrose sont  

• Douleur mécanique survenant à l’effort ou à la mise en charge, donc souvent en fin de 

journée, en début d’évolution pour être plus permanente avec l’évolution de la 

maladie. Elle est calmée par le repos. Elle ne réveille pas le malade endormi. 
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• Raideur articulaire avec impotence fonctionnelle, limitation d’amplitude articulaire et 

déformation des articulations (nodule d’Heberden et de Bouchart par exemple cf. 

Figure 2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

• Un épanchement articulaire de type mécanique est parfois retrouvé et caractérisé par la 

présence de moins de 2000 éléments blancs /mm3. 

Sur le plan radiologique on retrouve les signes classiques : 

• un pincement articulaire  

• une sclérose sous-chondrale plus ou moins associée à des géodes. 

• une ostéophytose implantée à la jonction os-cartilage. 

I-A-5 Physiopathogénie de l’arthrose :  

 

I-A-5-a Les acteurs de l’arthrose :  

 

Le cartilage articulaire : 
Il assure le glissement des surfaces osseuses grâce à un coefficient de friction extrêmement 

faible. Il est résistant, élastique et lubrifié. Il joue un rôle d'amortisseur, et absorbe les 

pressions auxquelles il est soumis.  

Sur le plan histologique, le cartilage articulaire est un tissu conjonctif dont l’aspect translucide 

lui a donné le nom de «hyalin». Ce type de cartilage contient peu de fibres et uniquement des 

  
Figure 2 Nodules d’Heberden et de Bouchart  
tiré de Urbano et col. 2001  
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fibres de collagène de petit calibre. Il ne comporte aucun vaisseau artériel, veineux ou 

lymphatique et aucune fibre de terminaison nerveuse. 

Le cartilage articulaire se présente comme un tissu ferme, élastique, légèrement dépressible, à 

la surface lisse à l’œil nu, brillante, blanc bleuté chez le sujet jeune et blanc jaunâtre chez le 

sujet âgé. Il est dépourvu d’une grande capacité de régénération et se nourrit par capillarité 

dans le liquide articulaire, mais également grâce à des échanges avec l’os sous-chondral. La 

pression hydrostatique qu’il subit joue un rôle vital dans sa nutrition (Vignon et coll. 1980).  

Le cartilage est une structure vivante mais son renouvellement est extrêmement lent. Il est 

pratiquement nul pour le collagène de type II au cours de la vie, et la demi-vie des 

protéoglycanes de la matrice extra cellulaire est de 1000 jours (Chevalier et coll. 1998). Il 

existe un turnover normal faible en péricellulaire du collagène dans le cartilage des sujets 

jeunes qui augmente chez les sujets plus âgés avec un marquage des collagènes dénaturés et 

dégradés plus intense et plus diffus.  

En outre, l'activité métabolique et la réponse au stress mécanique varient d'une articulation à 

l'autre. En particulier, il a été montré à partir de cartilages issus de la cheville que ceux-ci 

possédaient un taux élevé d'inhibiteurs des enzymes matricielles qui pourrait rendre compte 

de la très faible prévalence de l'arthrose dans cette localisation. (Cole et coll. 2003). 

 

Aspect microscopique du cartilage :  

 

Le cartilage articulaire est constitué de 4 couches histologiques de la superficie vers la 

profondeur (Buckwalter et coll. 1998, Chevalier et coll. 2005) (Figure 3). 

• La couche superficielle ou tangentielle est en contact avec le liquide synovial 

et sert de glissement aux pièces articulaires. Elle représente 5 à 10 % de la 

hauteur totale du cartilage. Cette couche peut être subdivisée en deux zones: la 

zone en contact avec le liquide synovial composée d'un film de micro fibrilles 

avec peu de protéoglycanes et pas ou peu de cellules, et une zone plus profonde 

contenant des chondrocytes plats et ellipsoïdaux, de grand axe parallèles à la 

surface articulaire. Les chondrocytes synthétisent du collagène de type I et III. 

Les fibrilles de collagène sont orientées parallèlement à la surface articulaire ce 

qui contribue fortement aux propriétés mécaniques du tissu en apportant une 

plus grande résistance aux tensions et aux pressions que dans les zones plus 

profondes.  
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• La couche intermédiaire ou transitionnelle possède des fibres de collagène de 

types II, IX, et XI qui s'entrecroisent obliquement en un réseau non orienté 

moins dense que celui de la surface articulaire (arcades de Benninghoff). 

L'épaisseur de cette zone, la plus riche en protéoglycanes, représente environ 

40 à 45 % de l'épaisseur totale du cartilage. Les chondrocytes, de morphologie 

plus arrondie, sont plus actifs que dans la couche superficielle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

• La couche profonde renferme des fibres de collagène de types II, IX et XI 

d’orientation perpendiculaire à la surface articulaire. Elle est par ailleurs, la 

région la plus pauvre en eau et la plus riche en protéoglycanes. Elle représente 

40 à 45 % de l’épaisseur du cartilage et renferme des chondrocytes abondants 

et ronds avec un aspect prolifératif dans la partie supérieure de cette couche. 

• La couche calcifiée sert de zone d’ancrage aux fibres de collagène sur l’os et 

représente 5 à 10 % de l’épaisseur totale du cartilage.  

 
 
Figure 3 Cartilage hyalin (en microscopie optique)  
Le cartilage hyalin est constitué de quatre couches.D’après « Atlas de l’arthrose » laboratoire NEGMA M.
Lequesne & CJ Menkès juillet 1995. 
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La jonction entre la zone non calcifiée et la zone calcifiée est nettement visible 

en histologie et correspond à la «tidemark» ou front de minéralisation. Cette 

couche est caractérisée par la présence de cristaux d’hydroxyapatite et d’amas 

calciques au contact des fibres de collagène. Celle-ci correspond à un 

enchevêtrement extrêmement dense de fibres de collagène.  

 

La jonction entre le cartilage calcifié et l’os sous-chondral est très irrégulière. Cette ligne de 

jonction a une résistance considérable. Elle est perforée par de rares vaisseaux venant des 

cavités de la moelle osseuse sous jacente. 

Composition du cartilage : 

 

Le cartilage hyalin est composé de chondrocytes (1%) situés au sein d’une matrice 

extracellulaire principalement composée d’eau (65 à 80% du poids humide) et de 

macromolécules, essentiellement des protéines et des glycosaminoglycanes (20 à 35% du 

poids humide du cartilage). Les fibres de collagène représentent environ 50% du poids sec, les 

glycoprotéines 15 à 20% du poids sec, et les protéoglycanes, dont la concentration varie en 

fonction de la profondeur et des régions anatomiques, 30 à 35% du poids sec (Chevalier et 

coll. 2005). 

Les chondrocytes : 

Le chondrocyte (Figure 4) unique type cellulaire du cartilage articulaire, est enfermé dans une 

matrice dite « extracellulaire », avec un environnement immédiat pauvre en collagène de type 

II, formant avec la cellule un « chondron ».  

L'ensemble des chondrocytes n'occupe que le dixième du volume total. De plus, cette densité 

cellulaire varie en fonction de la profondeur du cartilage. La zone superficielle comporte le 

plus de cellules. Il semble exister un nombre fixe de chondrocytes qui décroît à partir de 20 

ans chez l'homme. Cette densité cellulaire est variable en fonction de l'individu et, pour un 

même individu, du type d'articulation considéré.  

Le chondrocyte est riche en lysosomes, en mitochondries et en vacuoles de glycogène. Il 

utilise essentiellement le glucose comme substrat énergétique. En raison du caractère 

avasculaire du cartilage (le pourcentage d’O2 est ici, inférieur à 7%), il reçoit peu d'oxygène et 

donc doit privilégier la voie de la glycolyse anaérobie. Il a cependant besoin d’un minimum 

d’O2, pour assurer ses fonctions cellulaires de base, ainsi selon la concentration d’oxygène du 
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milieu ambiant cette cellule peut moduler et orienter son métabolisme. Le chondrocyte se 

nourrit par capillarité à partir du liquide synovial. Il a été montré que les chondrocytes des 

couches les plus superficielles pouvaient avoir en partie un fonctionnement aérobie par 

diffusion de l’O2 présent dans le liquide synovial. Les chondrocytes ne migrent pas et se 

multiplient peu ou pas dans un cartilage articulaire normal (Chevalier et coll. 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De plus, le chondrocyte doit consommer une quantité importante de glucose qu'il convertit en 

glucosamine pour réaliser la synthèse des protéoglycanes.  

Le chondrocyte exprime de nombreux récepteurs à sa surface, en particulier des intégrines qui 

se comportent comme des mécanorécepteurs. Ces intégrines « agrafent » les différentes 

molécules présentes dans l’environnement direct du chondrocyte. Un changement (chimique 

ou physique), susceptible de désorganiser l’environnement cellulaire (équivalent d’une 

« déformation de la matrice »), va agir comme un signal pour le chondrocyte qui réagira en 

s’activant. Ainsi, le métabolisme du chondrocyte dépend de l’intensité et du rythme des 

pressions cycliques auquel il est soumis et qui déterminent son comportement métabolique. 

Il est important de souligner que le chondrocyte est non seulement capable de produire la 

matrice extracellulaire mais également les enzymes capables de la dégrader : les protéases 

matricielles. En effet le chondrocyte est responsable en grande partie de l’homéostasie du 

cartilage qui est en renouvellement lent et le détruit autant qu’il le synthétise en condition 

normale. 

Il possède ainsi l’ensemble du répertoire génétique lui permettant de synthétiser les différents 

produits de la matrice et des enzymes. 

 
Figure 4 Chondrocytes en culture (microscopie électronique à balayage).  
Deux chondrocytes de forme oblongue sont observés juste après leur division, le troisième au centre est
de morphologie ronde caractéristique (taille 10µm). D’après « Atlas de l’arthrose » laboratoire NEGMA
(Lequesne & Menkès Juillet 1995). 
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Dans des cas pathologiques, il peut ainsi produire les cytokines pro-inflammatoires comme 

l’IL-1 ou le TNF-alpha provoquant la destruction du cartilage par augmentation de la synthèse 

et de l'activité des métalloprotéinases (Dijkgraaf et coll. 1995). 

Les chondrocytes sont séparés de la matrice extracellulaire du cartilage par un espace péri 

cellulaire particulier où le pH est plus acide (pH 6,1) que dans le reste du tissu (pH 7,4). Les 

enzymes lysosomiales (cathepsines B) qui y sont libérées, étant activées par le pH acide, 

peuvent donc dégrader la matrice extracellulaire (Thenet et coll. 1992).  

Le métabolisme des chondrocytes est en permanence influencé par les conditions physico-

chimiques qui règnent dans cet espace péri cellulaire (Wilkins et coll. 1995). Ainsi, 

l'application cyclique de forces sur des fragments de cartilage retentit sur le pH qui règne dans 

cet espace mais également sur la forme des chondrocytes. Il en résulte une modification des 

microfilaments d'actine du cytosquelette qui peut induire ou modifier l'expression de certains 

gènes. Il existe donc un lien direct entre les conditions physiques et physico-chimiques qui 

règnent autour du chondrocyte et son activité métabolique (Sommarin et coll. 1989). 

L’activité du chondrocyte est régulée par des facteurs mécaniques, la déformation de la 

matrice engendrant des signaux mécaniques, électriques et physico-chimiques. Des facteurs 

de croissance assurent la régulation de l’activité cellulaire. Il s’agit de « l’Insulin-like growth 

factor » (IGF) (Burch et coll. 1986), du « Transforming Growth Factor bêta » (TGFβ) et des 

« Bone Morphogenetic Proteins » (BMP) (Wang et coll. 1988, 1990) qui exprimés par le 

chondrocyte stimulent la synthèse des constituants de la matrice. 

La matrice extracellulaire : 

Les composants majeurs de la matrice extracellulaire (MEC) du cartilage sont l’eau (65-80% 

du poids humide du tissu), les collagènes (10-30% du poids humide) et les protéoglycanes (5-

10% du poids humide) (Chevalier et coll. 2005). 

La matrice est composée d’un réseau rigide de fibres de collagène fibrillaire de type II qui 

forme une armature solide (Figure 5). L’organisation des fibres de collagène de type II dans le 

cartilage ne se fait pas au hasard. Dans la couche la plus superficielle elles sont parallèles et 

permettent de résister aux forces de tension. Dans les couches les plus profondes, les fibrilles 

de collagène sont plus denses, plus épaisses, disposées autour des chondrocytes de façon plus 

anarchique et prenant une disposition perpendiculaire à la surface du cartilage dans la 

profondeur de celui-ci. Le collagène de type II, est un homotrimère formé de trois chaînes α1 

représente 95% du collagène du cartilage. Les collagènes mineurs étant les collagènes de 

types VI, IX, X et XI 
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Le protéoglycane est un polymère d’agrécanes (Figure 5). Cette molécule est formée d’une 

protéine porteuse sur laquelle viennent se fixer des molécules de glycosaminoglycanes 

représentées par de longues chaînes de chondroïtine sulfate ou de kératane sulfate. Ces 

monomères appelés agrécanes viennent à leur tour se brancher par l’intermédiaire d’une 

protéine de liaison sur une longue chaîne d’acide hyaluronique pour former des polymères de 

protéoglycanes. Ces agrécanes se regroupent en macro agrégats en se liant sur un autre 

glycosaminoglycane : l’acide hyaluronique. En raison de leur pouvoir hydrophile, les 

protéoglycanes retiennent les molécules d’eau et mettent sous tension les fibres de collagène.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sous l’effet de forces appliquées sur l’articulation, il se produit une sorte de mouvement de va 

et vient des molécules d’eau qui ont fait comparer ces protéoglycanes à d’énormes éponges. 

Le maintien de l’ensemble de cette structure est assuré par de nombreuses protéines dites 

adhésives (COMP, fibromoduline, fibronectine) qui ont pour fonction de lier les 

Figure 5 Structure des protéoglycanes (partie de gauche) et Schéma de la matrice extracellulaire du cartilage. 
le collagène forme un réseau fibrillaire tridimensionnel. La matrice est composée de fibre de collagène et de
protéoglycanes D’après « Atlas de l’arthrose » laboratoire NEGMA M. Lequesne & CJ Menkès Juillet 1995. 
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macromolécules entre elles et de se lier aux protéines du chondrocyte. Il apparaît d’emblée 

que la structure très cohésive du cartilage lui permet d’assurer ses fonctions mécaniques. 

De nombreuses autres protéines (anchorine CII, COMP, fibronectine, ténascine) interviennent 

également dans l’assemblage de la matrice et l’homéostasie du cartilage. 

Au total, dans un cartilage mature adulte tout est parfaitement autorégulé : la survie des 

chondrocytes, l’équilibre synthèse/destruction de la matrice, l’architecture de la matrice. 

Le liquide synovial : 

Il s’agit d’un lubrifiant articulaire qui est également liquide nourricier du cartilage. C’est un 

liquide incolore, transparent secrété par les synoviocytes de la membrane synoviale qui 

tapisse la face interne de la capsule articulaire. Ce liquide lubrifie les surfaces articulaires et 

facilite le glissement de celles-ci au cours du mouvement. L’acide hyaluronique est son 

principal constituant. 

La membrane synoviale :  

La membrane synoviale tapisse les cavités articulaires, bourses séreuses et gaines tendineuses. 

Elle assure la trophicité du cartilage articulaire par le biais de la sécrétion du liquide synovial. 

Elle est composée essentiellement de fibres élastiques et de tissu adipeux. Elle apparaît 

macroscopiquement comme une membrane fine, lisse, de couleur jaune pâle, au travers de 

laquelle on distingue des vaisseaux de petit calibre et le tissu fibreux de la capsule. Elle 

constitue une barrière de filtration et de défense et se compose de 2 couches :  

• la couche profonde qui fusionne avec la capsule. Elle renferme de nombreux 

vaisseaux, du tissu fibreux, des adipocytes, des fibroblastes, des lymphocytes 

et des macrophages. 

• la couche superficielle en bordure composée d’une ou deux assises cellulaires 

de synoviocytes, qui synthétisent l’acide hyaluronique 

La membrane synoviale représente une membrane d’échange et de filtration entre le liquide 

synovial et le sang. Les synoviocytes sont capables de produire différents acteurs pro 

inflammatoires intervenant dans l’arthrose comme par exemple, certaines cytokines telles que 

l’IL-1, l’IL-6, des radicaux libres, de la prostaglandine E2, et un certain nombre de 

métalloprotéases comme les MMP-1, MMP-3, MMP-9, MMP-10, MMP-12, MMP-17, MMP-

23, MMP-28, ADAMTS4, ADAMTS9 et ADAMTS16 (Davidson et coll. 2006). Enfin, elle 

participe activement aux phénomènes douloureux au cours de l’arthrose et des maladies 

inflammatoires, par son importante innervation. 
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I-A-5-b Etiopathogénie de l'arthrose : 

Les contraintes mécaniques essentiellement en pression semblent être la principale cause 

d’arthrose qu’elles soit physiologiques ou supra physiologiques aboutissant toutes à la 

dégénérescence du cartilage articulaire. (Figure 6). 

En fait il faut distinguer deux grands types d’arthrose : 

- Les arthroses liées à une pression supra physiologique s’exerçant sur un cartilage normal (on 

parle alors d’arthrose secondaire). 

C'est le cas des dysplasies (dysplasie de hanche), des instabilités (rupture du ligament croisé 

antérieur, hyperlaxité), des surcharges (pondérale ou fonctionnelle par hyper utilisation 

sportive ou professionnelle), des incongruences articulaires (méniscectomie, maladie de Legg-

Perthes-Calvé, fracture intra-articulaire, cals vicieux de fractures diaphysaires). 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 6 Schéma étiopathogénique de l'arthrose. (Tiré de Mazières EMC, 1993) 
L’arthrose est liée à une dégénérescence cartilagineuse liée soit à une hyperpression sur un cartilage normal
(arthroses mécaniques), soit à une pression normale s'exerçant sur un cartilage fragile (arthroses structurales)
ou enfin soit une conjugaison des deux mécanismes. 
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- Les arthroses peuvent être liées à une pression normale mais s’exerçant sur un cartilage 

anormal et fragile, (on parle alors d’arthrose primaire). C’est aussi le cas des formes 

héréditaires d'arthrose. 

Les causes de cette fragilisation peuvent être intra-cartilagineuses (chondrocalcinose, 

ochronose, traumatisme direct ou contusion du cartilage), sous-chondrales (ostéonécrose 

épiphysaire, maladie de Paget, hyperparathyroïdie) ou à point de départ synovial (fragilisation 

par l'interleukine IL-1 et la collagénase (MMP1) venant d'une synoviale inflammatoire ou 

infectieuse). 

En fait dans la plupart des cas l’origine de l’arthrose est le plus souvent multifactorielle, 

faisant considérer l’arthrose plus comme un syndrome qu’une véritable maladie en tant que 

telle. 

I-A-5-c Physiopathologie de l’arthrose : 

 

Sur un plan macroscopique, cette pathologie dégénérative correspond à une dégradation du 

cartilage. Progressivement apparaissent fissures, remaniements de l’os sous chondral et 

développement d’ostéophytes sur les zones non portantes pour aboutir aux pincements puis à 

la disparition de l’espace articulaire (Figure 7). Cette chronologie semble évoluer en trois 

stades qui se succèdent, sachant que sur une surface cartilagineuse, les lésions ne sont pas 

forcément toutes au même stade évolutif.  

• Stade initial  

(Schéma A sur la Figure 7) 

Au stade initial, le cartilage est oedématié. Cette réponse à l’agression initiale du tissu peut 

être assimilée à une tentative de réparation du cartilage sous l’effet de facteurs de croissance 

chondrocytaires, qui va échouer pour des raisons encore mal comprises. Ainsi l’activation des 

chondrocytes va augmenter leur activité anabolique et catabolique (Buckwalter et coll. 1998). 

Dans un premier temps, l’équilibre entre production des protéines matricielles et enzymes de 

dégradation (métalloprotéinases) est maintenu. Mais, très rapidement, s’installe une synthèse 

défaillante avec des protéoglycanes de taille inférieure et synthèse d’un néocollagène (de 

type I), dont les propriétés biomécaniques sont moins bonnes. Cette activité anabolique va 

également se traduire par la production d’ostéophytes sous l’influence de facteurs de 

croissance tels que le TGF-ß. L’os sous-chondral riche en facteurs de croissance semble jouer 

un rôle dans la tentative de réparation des lésions cartilagineuses. 

L’orientation des fibres de collagène proches de la surface va progressivement disparaître et 

l’espace entre les fibres va s’accroître, aboutissant à une diminution de la résistance du 



Introduction  

26 

cartilage responsable de fissures que l’on va voir apparaître dans le stade intermédiaire. 

Quoiqu’il en soit il y a surproduction de protéoglycannes qui entraînent une hyperhydratation 

néfaste, aboutissant au ramollissement du cartilage ou chondromalacie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

• Stade intermédiaire  

(Schéma B sur la Figure 7) 

Le stade 2 est caractérisé par l’apparition de fissures superficielles dues à une protéolyse 

matricielle exacerbée. 

Il existe à ce stade, une hyperactivité catabolique des chondrocytes qui libèrent des cytokines 

pro inflammatoires, IL-1ß, TNF-α. Sous l’influence de ces cytokines, les chondrocytes 

libèrent d’autres facteurs pro inflammatoires comme les dérivés radicalaires de l’oxygène, le 

monoxyde d’azote (NO), des enzymes protéolytiques (métalloprotéases et agrécanases) et 

glycolytiques mais aussi de la phospholipase A2, et des prostaglandines. L’hyperactivité 

enzymatique va petit à petit déborder les capacités d’inhibition enzymatiques. En parallèle, 

ces cellules ont aussi une activité anabolique forte mais qui, progressivement,  va s’épuiser 

aboutissant à la destruction du cartilage (destruction autocrine) (Buckwalter et coll. 1998). 

Destruction d’autant plus rapide, que les cytokines produites (IL-1 et TNF), commandent 

aussi l’inhibition de la synthèse des composants naturels du cartilage.  

Figure 7 Schématisation de l’évolution de l’arthrose.  
C’est une dégradation du cartilage qui va jusqu’à l’usure complète associée à des remaniements de l’os sous-chondral,
une production d’ostéophytes et des épisodes limités d’inflammation synoviale. www.lecofer.org 
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En parallèle, le chondrocyte peut se différencier en un fibrochondrocyte synthétisant des 

composants normalement absents ou présents en faible quantité, comme le néocollagène de 

type I, le versicane, ou la fibronectine et d’autres protéines non collagéniques de qualité et de 

résistance moindre que les composants normaux du cartilage. 

Par ailleurs, sous l’action délétère de l’IL-1ß ou du NO, il existe aussi une accélération du 

cycle de maturation cellulaire qui amène à une prolifération des chondrocytes puis à leur 

hypertrophie et enfin à leur mort par apoptose (Dozin et coll. 2002).  

A ce stade, l’os sous-chondral est un acteur important dans l’altération du cartilage. En effet il 

est le siège d’une augmentation du remodelage osseux en faveur de l’ostéoformation, médié 

par des cytokines synthétisées par les ostéoblastes adjacents au cartilage. Toutes ces 

modifications conduisent à plus ou moins long terme à des remaniements de l’os sous-

chondral avec l’appariton de macro géodes (Freemont et coll. 1996). 

Finalement, défaut de réponse anabolique, déséquilibre entre enzymes et inhibiteurs, mort 

cellulaire par nécrose, ou par apoptose du chondrocyte, s’additionnent et contribuent à la 

dégradation de la matrice extra cellulaire.  

• Stade final  

(Schéma C sur la Figure 7) 

À un stade avancé, la destruction gagne les couches profondes mettant à nu l’os sous-

chondral. 

Il persiste des chondrocytes hypertrophiques, ou en voie d’apoptose, ainsi qu'un tissu 

fibrocartilagineux.  

L’activation de la membrane synoviale, par les débris du cartilage et/ou les microcristaux 

libérés dans la cavité synoviale, pourrait contribuer à la chondrolyse, avec libération de 

MMPs, de cytokines telles que l’IL-1 et de dérivés radicalaires de l’oxygène. De même les 

altérations de l’os sous-chondral contribuent également à pérenniser la maladie. 
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Si le primum movens de l’arthrose n’est pas clairement établi, deux grands facteurs 

étiologiques semblent intimement liés à l’évolution de l’arthrose :  

D’une part des facteurs mécaniques, et d’autre part des facteurs inflammatoires 

Facteurs mécaniques  

L’arthrose est sans doute initiée sous l’influence de plusieurs facteurs de risque combinés à 

une susceptibilité propre du cartilage à développer une arthrose.  

Le stress mécanique qui peut être en tension, compression, cisaillement ou étirement agit donc 

à deux niveaux : directement sur le chondrocyte, ou sur la structure physique du cartilage 

(Figure 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

• sur le chondrocyte 

Ce stress mécanique va aboutir au processus décrit plus haut en agissant directement sur le 

chondrocyte qui est une cellule qui est sensible aux contraintes mécaniques (Figure 8, partie 

de gauche). En réalité, le stimulus mécanique « anormal » peut être transmis au chondrocyte, 

Figure 8 Physiopathologie de l’arthrose selon Mazières 1997. 
PG : protéoglycanes ; ADN : acide désoxyribonucléique ; IL : interleukines ; TNF : tumour 
necrosis factor. 
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puis être traduit en un signal qui l’engage à modifier son comportement, par l’intermédiaire de 

mécanorécepteurs membranaires (α5β1 intégrines) (Chowdhury et coll. 2004) ou de canaux 

ioniques à calcium (Kono et coll. 2006). Il agit ensuite sur l’expression de différentes 

protéines comme des cytokines IL-1β, le TNF-α, des aggrécanases, et des métalloprotéases 

comme la MMP-3, ou la MMP-9 (Fujisawa et coll. 1999, Millward-Sadler et coll. 2000, 

Salter et coll. 2004). 

Un stress mécanique cyclique appliqué sur des chondrocytes articulaires en cultures induit 

une augmentation de la sécrétion de l’IL-1β, et la production de dérivés radicalaires de 

l’oxygène aboutissant à la dépolymérisation de l’acide hyaluronique (hyaluronane) (Yamazaki 

et coll. 2003). Cette cascade de signalisation emprunte entre autre la voie NF-κB (Agarwal et 

coll. 2004). 

D’autres contraintes mécaniques peuvent au contraire être anabolisantes, notamment les 

contraintes continues en compression sur explant de cartilage, et agissent directement sur la 

régulation génique du collagène de type II via un facteur de transcription Sp1 (Xie et coll. 

2006). 

• Sur la structure physique du cartilage et de l’os sous chondral 

 

Le stress mécanique peut agir directement sur la structure physique du cartilage au niveau de 

la trame fibrillaire et de l’os sous chondral (Figure 8, partie de droite). Des pressions 

anormales sur des fibres fragilisées peuvent rompre le filet collagénique par places, permettre 

une expansion anormale des protéoglycanes et donc une hyperhydratation du cartilage. Ce 

cartilage hyperhydraté va perdre ses caractéristiques biomécaniques.  

La teneur en acide hyaluronique va diminuer, les agrégats de protéoglycanes se 

dépolymérisent, la taille des monomères eux-mêmes diminue. L’élasticité du tissu 

cartilagineux diminue ; il va moins bien amortir les pressions sur l'os sous-chondral qui réagit 

en se condensant et en développant une ostéophytose réactionnelle.  

Facteurs inflammatoires 

On connaît peu le mécanisme intime de l’activation métabolique, médié par l'IL-1, ou l'oxyde 

nitrique (NO), mais ses conséquences sont en revanche de mieux en mieux décrites. Le 

chondrocyte activé synthétise plus de collagène et de protéoglycanes (PG). Les radicaux libres 

aussi sécrétés, vont favoriser la dépolymérisation des PG, poursuivre la fragmentation du 

collagène scindé naturellement par la collagénase-1 (MMP-1) et favoriser la libération de 

prostaglandines qui vont altérer elles aussi les PG.  
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La concentration du tissu en collagène et en PG diminue progressivement, traduisant un 

équilibre métabolique négative. Ce catabolisme des éléments de la matrice est principalement 

le fait d'enzymes dégradatives, les métalloprotéinases [la MMP-1, la stromélysine (MMP-3) 

mais aussi la collagénase-3(MMP-13)]. Parallèlement des protéases acides dégradent aussi les 

composants matriciels dans la cellule et l'atmosphère péri cellulaire, là où le pH est acide. 

Dans l’articulation arthrosique, il y a production d’une véritable « soupe cytokinique » pro et 

anti inflammatoire et de facteurs de croissances synergiques ou antagonistes (Martel-Pelletier 

et coll. 1999) (Tableau1). Ces cytokines peuvent agir alors de 3 façons, soit sur un mode 

autocrine sur le chondrocyte, soit sur un mode paracrine dans le tissu, soit enfin sur un mode 

juxtacrine où la cytokine reste attachée à la membrane et peut agir sur les récepteurs 

cellulaires d’une cellule voisine. 

Les principales cytokines impliquées sont l’IL1et surtout son isoforme β et le TNF-α : 

• L’interleukine 1  

C’est probablement la cytokine la plus importante dans la genèse de l’arthrose (Pelletier et 

coll. 1989). De nombreux auteurs ont démontré une augmentation de sa concentration dans le 

liquide synovial issu d’articulation arthrosique (Takahashi et coll. 1998, Kubota et coll. 1997, 

1998). Elle est produite par le chondrocyte lui-même mais aussi par les synoviocytes 

notamment en apoptose. 

Cette cytokine va en effet induire une diminution de synthèse des PG et du collagène de types 

II ,IX, XI mais va aussi provoquer une augmentation de production de MMP-1, et MMP-13 

(Reunanen et coll. 1998, Barchowsky et coll. 2000, Mengshol et coll. 2000), d’aggrécanases, 

et de médiateurs de l’inflammation tels que les radicaux libres, le NO et de la prostaglandine 

E2 (Benton et coll. 1988, Gowen et coll. 1984). 
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Tableau 1 Cytokines et facteurs de croissance de l'articulation arthrosique : activités potentielles et origines 
(WESTACOTT, 1996, Mazières 1997) 

Cytokine   Activité principale   Cellules productrices   

Activité anabolique   

IGF   Stimule la production des composants de la matrice   Macrophages, fibroblastes ( ?), 
chondrocytes, ostéoblastes   

  Probable stimulation de la réplication ostéoclastique     

TGF    Stimule la production des composants de la matrice   
Macrophages, fibroblastes, 
chondrocytes, ostéoblastes, 
ostéoclastes ( ?)   

  Peut induire la production d'IL-Ira par le macrophage     

Activité catabolique   

IL-1   Puissant inducteur de la dégradation du cartilage et de la 
résorption osseuse. Inhibe la synthèse des PG   

Macrophages, fibroblastes, 
chondrocytes, ostéoblastes, 
ostéoclastes ( ?)   

TNF   Même activité que l'IL-1, mais moins puissante   Macrophages, fibroblastes, 
chondrocytes   

LIF   Probable destruction du cartilage. Sa production par les 
fibroblastes synoviaux est augmentée par l'IL-1 et le TNF   

Macrophages, fibroblastes, 
chondrocytes   

Modulateurs de l'activité anabolique et catabolique   

IL-4   
Réduit la sécrétion monocytaire de IL-1, IL-6, TNF. Diminue 
les récepteurs TGF    

Macrophages ( ?), lymphocytes 
TH2 ( ?)   

IL-6   Incertain   
Macrophages, fibroblastes, 
chondrocytes, ostéoblastes, 
ostéoclastes ( ?)   

IL-8   Chimiotactisme du neutrophile. Stimule la production d'anions 
superoxydes par les neutrophiles   

Macrophages, fibroblastes, 
chondrocytes, ostéoblastes   

IRAP   Empêche la liaison de l'IL-1 à ses récepteurs   Macrophages   

bFGF   Potentialise la libération de protéases induite par l'IL-1. Peut 
augmenter l'expression des récepteurs du TNF   Macrophages, chondrocytes   

GM-CSF   Probable activateur principal des macrophages et autres 
cellules. Module l'expression des récepteurs des cytokines   

Macrophages, fibroblastes, 
chondrocytes, ostéoblastes   

IFN    
Présence discutée dans l'articulation arthrosique. Pourrait 
augmenter les récepteurs du TNF   Fibroblastes, chondrocytes   

MCP   Chimiotactisme du monocyte. Régule l'expression des 
molécules d'adhésion et la sécrétion des cytokines   Fibroblastes, chondrocytes   

PDGF   Peut augmenter la production par les synoviocytes des 
prostaglandines induites par l'IL-1   Macrophages   

Récepteurs 
solubles   

Décrits pour l'IL-1, le TNF, l'IL-6 et probablement la plupart 
des cytokines. On pense qu'ils inactivent les cytokines en 
formant un complexe avec elles   

Cellules variées   

IGF : insulin-like growth factor ; TGF  : transforming growth factor, IL- (1 à 8) : interleukine-(1 à 8) ; PG : 
protéoglycanes ; TNF : tumour necrosis factor ; LIF : leukemia inhibitory factor ; IRAP : interleukine receptor antagonist 
protein ; bFGF : basic fibroblast growth factor ; GM-CSF : granulocyte-macrophage colony-stimulating factor ; IFN  : 
interféron gamma ; MCP : macrophage chemotactic protein ; PDGF : platelet-derived growth factor.   
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En parallèle, elle va augmenter l’expression du collagène de type I. Cette régulation se fait par 

l’intermédiaire de voies de signalisation classiques telles que NF-κB, « mitogen-activated 

protein kinase » (MAPK) « activator protein-1 » (AP-1), et « extracellular regulated kinase » 

ERK (Vincenti et coll. 2001, Martin et coll. 2003, Luciani et coll. 2002). 

L’IL-1 stimule aussi l’expression de l’iNOS (« inducible nitric oxide synthase ») qui 

augmente la sécrétion de NO (Stadler et coll. 1991), ainsi que la transcription de la 

cyclooxygénase-2 COX-2.  

L’IL-1 se fixe sur des récepteurs membranaires spécifiques du chondrocyte (IL-1R) (Slack et 

coll.1993). Le chondrocyte normal présente 2 500 de ces récepteurs à sa surface.  

Le chondrocyte arthrosique voit ce chiffre multiplié par deux. Ces récepteurs ont la même 

affinité pour l'IL-1 et une saturation de seulement 5 % par l'IL-1 suffit à induire une 

augmentation de synthèse de MMP-1 (Martel-Pelletier et coll. 1992).  

L’IL-1 peut même induire la mort cellulaire des chondrocytes par dérégulation de la 

production d’énergie mitochondriale à travers la formation de peroxynitrite ONOO- 

(Yasuhara et coll. 2005). Son action est aussi influencée par les conditions d’oxygénation du 

cartilage ; ainsi in vitro, en conditions d’hypoxie (moins de 5% d’O2) ses effets sont 

multipliés par rapport aux conditions de normoxie (21% d’O2) (Martin et coll. 2004, Mathy-

Hartert et coll. 2005).  

Son influence sur la transcription de la collagénase-1 dans le chondrocyte, peut être inhibée 

par d’autres molécules comme les « Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-γ ou α » 

(PPAR-γ ou PPAR-α). 

• Le « tumor necrosis factor-α » (TNF-α) 

Le TNF a les mêmes propriétés et agit en synergie avec l'IL-1 avec une puissance 100 à 1000 

fois moindre en terme d’activité métabolique dans l’arthrose. 

• Les autres cytokines et facteurs de croissance (Tableau 1, Figure 9) 

L’Il-6 et l'interféron γ (IFNγ) ont une action antagoniste en inhibant partiellement l'action de 

l'IL-1 et du TNF-α. Mais parfois, ces cytokines ont aussi un rôle plus ambigu. Ainsi, l'IL-6 

produite sous l’effet de l'IL-1 stimule la synthèse d’inhibiteurs des MMPs (les TIMPs), de 

l’IL-1ra (récepteur soluble de l’IL-1), et du récepteur soluble du TNF-α (cytokine pro 

anabolique), mais en parallèle peut aussi potentialiser l’effet de l'IL-1β sur l’activité des 

collagénases lorsqu’il est lié à son récepteur soluble. 
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Les facteurs de croissance les plus importants pour le cartilage sont l'hormone de croissance 

(GH : « growth hormone »), « l'insulin-like growth factor 1 » (IGF-1), le « fibroblast growth 

factor » (FGF) et le « transforming growth factor » (TGF). Ils favorisent la prolifération 

chondrocytaire (Osborne et coll. 1989), et la synthèse de PG. 

L'IGF-1 qui stimule aussi la synthèse de collagène est diminué dans l’arthrose (Denko et coll. 

1990). Le rôle de ces facteurs de croissance est encore mal connu mais un schéma de 

régulation du métabolisme du cartilage par les cytokines est proposé (Figure 9), qui montre 

bien la complexité des interactions et des influences. En effet tous ces mécanismes, 

s'intriquent et interagissent les uns sur les autres en une véritable autocrinie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ainsi, des produits de dégradation de la matrice et des substances solubles (cytokines) vont 

être libérés dans le liquide synovial et phagocytés par les cellules de la synoviale. 

L'inflammation de la synoviale dans l’arthrose est moins constante et moins importante que 

dans la polyarthrite rhumatoïde mais elle a les mêmes conséquences : macrophages, 

synoviocytes et fibroblastes vont, à leur tour, produire radicaux libres, prostaglandine E2, IL-

1, MMP1 et MMP3 qui vont venir renforcer la destruction du cartilage. 

Figure 9 Equilibre des cytokines et des facteurs de croissance en fonction de leurs modes d’action 
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I-B Les dérivés réactifs de l’oxygène : 

I-B-1 Généralités : 

 

Les dérivés réactifs de l’oxygène (ROS) sont des composés extrêmement réactifs incluant 

l’anion superoxyde (O2
.-), le radical hydroxyle (OH⋅) et le peroxyde d’hydrogène (H2O2). Ces 

éléments existent de manière constitutive et sont ubiquitaires dans les cellules. Leur taux est 

régulé par des systèmes antagonistes de génération et de dégradation dits antioxydants. Les 

ROS sont considérés comme néfastes pour les cellules. En effet, lors d’un stress oxydatif où 

leur taux augmente au-delà des valeurs physiologiques, des phénomènes de mort cellulaire 

sont observés. Ils sont également décrits dans les mécanismes de vieillissement cellulaire et 

de cancer. La mort cellulaire constatée résulte de l’extrême réactivité de ces composés qui 

sont responsables de réactions de lipido-peroxydation qui fragilisent la membrane plasmique 

entraînant la cellule vers la voie nécrotique. Ils agissent aussi au niveau de l’ADN en 

l’endommageant, orientant ainsi la cellule vers la voie apoptotique. Ils modifient également 

les protéines et leur activité en les oxydant. 

 Les ROS connaissent un regain d’intérêt depuis quelques années. En effet, la 

génération des ROS ne survient pas seulement lors du stress oxydatif avec les conséquences 

dévastatrices que l’on connaît, mais également de façon mesurée et physiologique lorsque ces 

radicaux libres sont produits en faible quantité.  

Dans ces conditions, les ROS pourraient être impliqués dans une multitude de voies de 

signalisation aboutissant aux phénomènes de prolifération et de différenciation cellulaire  

 

I-B.2 Production des Espèces Réactives de l’Oxygène : 

En réponse à un stimulus inflammatoire, la NADPH oxydase est activée et catalyse le 

transfert d’électrons depuis le donneur (NADPH) vers l’accepteur (oxygène moléculaire) 

permettant la production d’ions superoxyde :  

NADPH + 2O2 → NADP+ + H+ + 2O2
• - 

Ce radical superoxyde qui présente une certaine toxicité dismute spontanément ou par action  

de la superoxyde dismutase (SOD) qui catalyse la dismutation :  
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2H+ + O2
• - + O2

• -        →       H2O2 + O2 

 

La molécule de peroxyde d’hydrogène (H2O2) ainsi formée est un intermédiaire réduit de 

l’oxygène qui est modérément toxique. Sa concentration est régulée dans les neutrophiles par 

des enzymes telles que la catalase (présente dans les peroxysomes) et les glutathion 

peroxydases (essentiellement localisées dans le cytosol). La catalase accélère la réduction de 

l’H2O2 en eau (1) tandis que la glutathion peroxydase accélère la réaction d’oxydation du 

glutathion par l’eau oxygénée (2): 

H2O2 + H2O2 → 2H2O + O2          (1) 

H2O2 + 2GSH → 2H2O + GSSG   (2) 

 

La toxicité du peroxyde d’hydrogène résulte de sa capacité à générer le radical hydroxyle 

(•OH) en présence de cations métalliques tels que le fer (Fe2+) par la réaction dite de Fenton :  

 

H2O2 + Fe2+ → •OH + Fe3+ + –OH (réaction de Fenton) 

 

Le peroxyde d’hydrogène (H2O2) peut également être transformé en acide hypochloreux 

(HOCl) (3), en présence de la myéloperoxydase (MPO) contenue dans les granules 

azurophiles des neutrophiles. HOCl est ensuite métabolisé en ion hypochlorite (OCl–) et en 

chlore :  

 

H2O2 + Cl–     →     H2O + ClO– (3) 

 

L’acide hypochloreux (HOCl) est extrêmement toxique de part sa grande réactivité vis à vis  

des amines pour donner des chloramines (4) : 

 

HOCl + RNH2 → RNHCl + H2O (4) 

I-B-3 Régulation du taux des ROS : 

La régulation du taux des ROS dépend de l’équilibre entre deux systèmes 

antagonistes : la production et la dégradation des radicaux libres dans le but de limiter la 

(SOD) 

(MPO)
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quantité de ROS et de la maintenir à un niveau tolérable pour la cellule. Des enzymes comme 

la superoxyde dismutase réduisent l’ion superoxyde et le peroxyde d’hydrogène à son tour 

peut être réduit en H2O par la catalase et la glutathion peroxydase. Des systèmes de piégeage 

(la thiorédoxine, la vitamine A, C et E, l’urate et l’ubiquinone) des ROS participent aussi à la 

régulation.  

Les ROS sont synthétisés par différentes voies : 

La mitochondrie par un shunt de ses électrons va convertir l’O2 en O2
.-. La proportion 

des électrons ne représente que 1 à 2 % de ceux mis en jeux dans la chaîne respiratoire. 

Le système hypoxanthine /xanthine oxidase, ainsi que la lipoxygénase, la cyclo-

oxygénase, la gamma-glutamyl transpeptidase et le cytochrome P450.  

La source de ROS la plus importante est représentée par le complexe multi-protéique 

membranaire de la NADPH oxydase (Figure 10). Les NAD(P)H oxydases appelées aussi 

Noxs constituent une famille de protéines dont la plus connue est Nox2 identifiée dans les 

cellules phagocytaires comme le neutrophile, le macrophage et l’éosinophile. Le neutrophile 

utilise ce processus de fabrication de ROS pour lutter contre les agents pathogènes. Au cours 

de la phagocytose, on assiste à une production massive des espèces dérivées de l’oxygène, 

appelée « explosion respiratoire », par le complexe NADPH oxydase, dans le phagosome 

responsable de la destruction de l’agent étranger. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 10 Voies métaboliques des espèces réactives de l’oxygène, les ROS.  
Modification de la figure de Kamata et Hirata,1999. 
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I-C La famille des NAD(P)H oxydases : 

I-C-1 La famille des NAD(P)H oxydases des cellules 
phagocytaires : 

 

I-C-1-a Les facteurs membranaires :  

 

La NAD(P)H oxydase des cellules phagocytaires est un élément majeur de la réponse 

immunitaire non spécifique de l’organisme à l’origine d’une cascade de réactions 

enzymatiques amenant à la destruction des agents pathogènes (Morel et coll.1991). Cette 

enzyme est un complexe multimérique dissocié dans les cellules au repos. Il s’assemble en 

réponse à un stimulus inflammatoire (Figure 11). Tout d’abord, la phospholipase C (PLC) 

membranaire est activée permettant ainsi le clivage du phosphatidyl inositol 4-5 bisphosphate 

(PIP2) en diacylglycérol (DAG) et inositol trisphosphate (IP3). Ainsi formé, l’IP3 stimule le 

relargage du calcium contenu dans les vésicules de stockage intracellulaire ce qui permet, 

entre autres, l’activation de la phospholipase A2 (PLA2) et de la protéine kinase C (PKC) 

cytosolique. En parallèle, une phospholipase D membranaire déphosphoryle l’acide 

phosphatidique (PA) en DAG qui entretient l’activation de la PKC. Cette dernière va 

permettre le rassemblement des composants du complexe de la NAD(P)H oxydase en initiant 

la phosphorylation de la protéine p47phox cytosolique qui migrera à la membrane plasmique 

(Nauseef et coll. 1990). L’activation de la NAD(P)H oxydase peut être également obtenue 

« artificiellement » avec la stimulation de la PKC qui court-circuite ainsi toutes les voies 

intermédiaires. Dans ce cas, l’agent activateur le plus utilisé est un ester de phorbol, le 

Phorbol Myristate Acétate (PMA).  

La NAD(P)H oxydase est un complexe multimérique dissocié dans les cellules au repos. Il est 

constitué d’un cœur membranaire rèdox, le cytochrome b558, et de facteurs cytosoliques 

p47phox, p67phox et p40phox ainsi que de la protéine G monomérique Rac. La formation d’un 

trimère, constitué de p47phox, p67phox et p40phox, a été mise en évidence dans les cellules au 

repos ; trimère dans lequel p67phox constituerait le pont de liaison entre les deux autres 

protéines. Il s’agirait d’un stade de pré-activation de la NAD(P)H oxydase (Lapouge et 

coll.2002) (Figure 11 et 12). 
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L’activation de la NAD(P)H oxydase passe par la translocation des protéines p47phox, p67phox 

et p40phox associées dans le cytosol selon un rapport stœchiométrique de 1 :1 :1 (Groemping et 

coll. 2005) indépendamment de la protéine G monomérique Rac 1 / 2 qui migre également 

jusqu’au cytochrome b558 membranaire (Figure 11 et 12). Une autre protéine G, Rap1A, 

présente dans la membrane plasmique, pourrait intervenir dans la régulation de l’activité 

oxydase. 

L’importance fonctionnelle de ce complexe est mise en évidence en pathologie 

humaine. Un défaut génétique de l’un des constituants du complexe oxydase, entraînant un 

dysfonctionnement de la NAD(P)H oxydase, est à l’origine d’une maladie familiale, la 

granulomatose septique chronique (CGD). L’organisme de ces patients est incapable de 

détruire les micro-organismes phagocytés, soulignant ainsi le rôle essentiel joué par les ROS 

dans la bactéricidie. 

Figure 11 Schéma du processus d’activation du complexe de la NADPH oxydase. Morel et col. 2003
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Le cytochrome b558 : 

 

Le cytochrome b558 a été identifié pour la première fois par Segal au niveau des vacuoles de 

phagocytose des granulocytes humains (Segal et coll. 1978). Il s’agit d’un hétérodimère 

transmembranaire constitué de deux sous-unités, α et β, dont les masses moléculaires 

respectives sont de 22 kDa (p22phox) et 91 kDa (gp91phox). Leur rapport stœchiométrique 

est de 1:1 (Huang et coll. 1995, Wallach et coll. 1996). Le cytochrome b558 est retrouvé 

principalement (80 %) dans la membrane des granules spécifiques et des granules tertiaires 

riches en gélatinase qui fusionnent avec la membrane plasmique au niveau du site de 

formation du phagosome lors de la stimulation cellulaire (Borregaard et coll. 1983, Morel et 

coll. 1985). Environ 20 % du cytochrome b558 est présent au niveau de la membrane 

plasmique. Dans cette membrane, il pourrait être localisé dans des micro-domaines enrichis 

en cholestérol, les « radeaux lipidiques » (Shao et coll. 2003, Vilhardt et coll. 2004). 

 

gp91phox (Nox 2) : 

 

La sous-unité β du cytochrome b558, constituée de 570 acides aminés, correspond à la protéine 

gp91phox et depuis peu de temps à Nox 2 d’après la nomenclature proposée par Lambeth 

 

 
 

Figure 12 Modèle du complexe trimérique p40-p47-p67phox dans les cellules au repos.
TPR (tetratricopeptide repeat) : domaine d’interaction protéine-protéine, SH3 : Domaine homologue au
domaine 3 de la protéine Src, PB1 : Phox et Bem 1, PX : Domaine homologue Phox, P-rich : Domaine
riche en Proline, PC : Phox and Cdc 24. Les flèches indiquent les sites d’interaction protéine-protéine
lorsque le complexe oxydase n’est pas activé. (Lapouge  et coll. 2002). 
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(Lambeth et coll. 2002). Le gène CYBB codant pour cette protéine membranaire est situé sur 

le bras court du chromosome X (Xp21.1) (Royer-Pokora et coll. 1986, Dinauer et coll. 1987, 

1990). Nox 2 est une glycoprotéine de 91 kDa synthétisée d’abord sous la forme précurseur 

de 65 kDa glycosylée uniquement avec des résidus mannose (Porter et coll. 1996, Yu et coll. 

1997) mais portant, à maturation, 55 dérivés glucidiques (N-acétyl glucosamine et galactose 

en majorité) sur 3 résidus Asparagine : Asn131, Asn148 et Asn239 (Harper et coll.1985, Wallach 

et coll. 1997, Yu et coll. 1999). Elle possède également six passages trans-membranaires 

coordinatrices de deux hèmes différents, de potentiels redox respectifs –225 mV et  – 265 mV 

(Cross et coll. 1995; Biberstine-Kinkade et coll. 2001). Nox 2 est la sous-unité du cytochrome 

b558 où l’on trouve tous les éléments redox essentiels au transport des électrons du NAD(P)H 

vers l’oxygène moléculaire (Doussiere et coll.1986, 1995, Ravel et coll. 1991). En effet, Segal 

a démontré l’importance de la partie C-terminale de la protéine qui porte les sites de liaison 

du FAD et de quatre régions potentielles de fixation du NAD(P)H (Segal et coll. 1992) :  

- Une région riche en glycine qui formerait des liaisons hydrogène avec la partie 

pyrophosphate du NADPH. 

- Un domaine contenant une tyrosine très conservée qui formerait une liaison hydrogène avec 

le ribose du NAD(P)H. 

- La séquence qui formerait une liaison hydrogène avec l’adénine du NAD(P)H.  

- Un double motif Cys-Gly qui lierait le nicotinamide du NAD(P)H (Rotrosen et coll. 1992, 

Sumimoto et coll. 1992, Vignais et coll. 2002). 

Certaines régions cytosoliques de la protéine gp91phox sont également des sites potentiels de 

liaison avec les facteurs cytosoliques tels que p47phox. (Rotrosen et coll. 1990, Kleinberg et 

coll. 1992, Leusen et coll. 1994, De Leo et coll. 1995, Park et coll. 1997).  

 

p22phox :  

 

La protéine p22phox est constituée de 195 acides aminés et correspond à la plus petite des deux 

sous-unités du cytochrome b558. Elle est codée par le gène CYBA localisé au niveau du 

chromosome 16 (16q24) (Dinauer et coll. 1990). Son profil d’hydrophobicité suggère la 

présence de deux hélices trans-membranaires mais sa topologie reste encore méconnue. Au 

niveau structural, Leto a mis en évidence une région riche en proline sur la partie C-terminale 

de p22phox susceptible d’interagir avec la protéine cytosolique p47phox au cours de l’activation 

(Leto et coll. 1994, Sumimoto et coll. 1996). La protéine p22phox est également le point 

d’ancrage du facteur cytosolique p67phox. L’affinité de p67phox pour p22phox est toutefois moins 
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grande que celle de p47phox pour la sous-unité α du cytochrome b558 (Dahan et coll. 2002). 

L’association de p22phox avec la sous-unité β s’effectue après la traduction mais avant la 

modification de gp65 (protéine précurseur de gp91phox) dans l’appareil de Golgi. Le rôle de 

p22phox n’est pas encore bien défini mais il apparaît clairement que cette protéine est 

indispensable pour la stabilité du cytochrome b558 : l’expression de la sous-unité β mature 

(glycosylée) n’est possible qu’en sa présence (Yu et coll. 1997).  

I-C-1-b Les facteurs cytosoliques :  

 

p47phox : 

 

P47phox est codée par le gène NCF1 (Neutrophil Cytosolic Factor 1) localisé sur le 

chromosome 7 (7q11.23). Cette protéine est constituée de 390 acides aminés (Lomax et coll. 

1989). Dans les cellules au repos, la protéine p47phox est repliée sur elle-même dans une 

conformation dite « auto-inhibitrice ». (Sumimoto et coll. 1994; De Leo et coll. 1995; De 

Mendez et coll. 1996, Ago et coll. 2003). Lors de l’activation de la NADPH oxydase, la 

protéine p47phox fait l’objet, en premier lieu, d’une série de phosphorylations induites par des 

protéines kinases dont la protéine kinase C (Segal et coll. 1985, El Benna et coll.1994, 

Fontayne et coll. 2002).  

Il a été démontré in vitro, que p47phox n’était pas indispensable à l’activation de la NAD(P)H 

oxydase et donc à la production d’anions superoxyde (Koshkin et coll. 1996, Freeman et coll. 

1996). Son absence peut être compensée par l’augmentation de la concentration protéique de 

p67phox. La protéine p47phox apparaît donc comme une protéine régulatrice de la NAD(P)H 

oxydase agissant comme une protéine adaptatrice nécessaire in vivo au bon positionnement 

des différents facteurs cytosoliques lors de leur translocation membranaire au cours de 

l’activation de l’enzyme. Ceci a notamment été confirmé dans une expérience de 

reconstitution de l’activité NAD(P)H oxydase en milieu acellulaire dans laquelle il a été 

observé que p47phox augmentait l’affinité de p67phox pour le cytochrome b558 (Paclet et coll. 

2000). 

 

p67phox : 

 

La protéine p67phox, dont le gène est localisé sur le chromosome 1 (1q25), est constituée de 

526 acides aminés (Sumimoto et coll. 1996, Groemping et coll. 2005) . 
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La protéine p67phox contient un site de liaison de la protéine Rac (Koga et coll. 1999), et peut 

interargir avec p40phox (Ito et coll. 2001). La protéine p67phox contiendrait également le site 

catalytique de liaison avec le NAD(P)H. Comme p47phox, cette protéine est aussi 

phosphorylable au cours de l’activation de la NADPH oxydase (El Benna et coll. 1997). Par 

ailleurs, la reconstitution de l’activité oxydase in vitro requiert la présence de p67phox 

(Vergnaud et coll. 2000). Toutefois, des formes tronquées de la protéine ont été utilisées pour 

ce type de reconstitution et ont montré que seules les 210 premiers acides aminés étaient 

indispensables (Han et coll. 1998, Nisimoto et coll. 2004). La partie fonctionnelle de p67phox 

correspond donc au fragment N-terminal. Aussi, la plupart des cas de CGD liés à une 

déficience de p67phox ont révélé des mutations au niveau de cette région N-terminale (Cross et 

coll. 2000, Grizot et coll. 2001, Roos et coll. 2003). 

 

p40phox : 

 

Le gène codant pour p40phox est situé sur le chromosome 22 (22q13.1). Cette protéine de 339 

acides aminés est certainement celle dont le rôle est le plus controversé à l’heure actuelle. Il a 

été démontré qu’elle interagissait avec p67phox (Tsunawaki et coll. 1996) et aurait une affinité 

pour la région riche en proline de p47phox (Grizot et coll. 2001). Le rôle que peut jouer p40phox 

au cours de l’activation de la NAD(P)H oxydase n’est pas encore clairement défini. En effet, 

après phosphorylation de p40phox
, il a été démontré que p40phox pouvait jouer un rôle 

significatif au cours de l’activation du complexe (Fuchs et coll. 1997, Bouin et coll. 1998, 

Someya et coll. 1999). Cross (Cross et coll. 2000) a notamment mis en évidence que cette 

protéine permettait d’augmenter l’affinité de p47phox pour le cytochrome b558 tandis que 

Kuribayashi (Kuribayashi et coll. 2002) a montré l’intérêt de p40phox dans la translocation des 

facteurs cytosoliques p47phox et p67phox. En revanche, d’après Sathyamoorthy et coll. 

(Sathyamoorthy et coll. 1997) et Lopes et coll. (Lopes et coll. 2004), la protéine p40phox 

phosphorylée semblerait inhiber l’activité oxydase reconstituée in vitro. 

 

Protéine G monomérique : Rac : 

 

Contrairement aux autres protéines cytosoliques, Rac peut migrer et interagir 

indépendamment des autres facteurs cytosoliques avec la membrane plasmique. Trois 

isoformes ont été identifiées : Rac 1 (Abo et coll. 1991), Rac 2 (Knaus et coll. 1991), qui est 

l’isoforme prédominante dans les neutrophiles, et Rac 3 (Haataja et coll. 1997). Elles 
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présentent 92 % d’homologie sur les 192 acides aminés qui les constituent. Dans le cytosol 

des cellules non stimulées, Rac est associée à une molécule inhibitrice, RhoGDI (GDP 

Dissociation Inhibitor), qui la maintient dans sa forme inactive (Pick et coll. 1993). A la suite 

d’un stimulus, Rac se dissocie de RhoGDI ce qui lui permet de migrer jusqu’à la membrane et 

d’interagir avec p67phox (Heyworth et coll. 1994, Koga et coll. 1999, Takai et coll. 2001). 

L’échange du GDP en GTP est catalysé par la protéine GEF (GDP / GTP Exchange Factor).  

 

La protéine membranaire : Rap1A 

 

L’intervention de Rap1A dans l’activation de la NAD(P)H oxydase a été mise en évidence  

fortuitement lors de la purification du cytochrome b558 (Quinn et coll. 1989, 1992). Elle 

s’active indépendamment du complexe oxydase mais son rôle exact est encore méconnu 

(Vignais et coll. 2002, Quinn et coll. 2004). Elle interviendrait dans la régulation de l’activité 

oxydase (Maly et coll. 1994; Gabig et coll. 1995). Rap1A se lie spécifiquement au 

cytochrome b558 selon une stœchiométrie de 1:1. Dans les neutrophiles, elle est 

phosphorylable sur sa partie C-terminale (résidu Ser180) par la protéine kinase PKA (Quilliam 

et coll. 1991). Sa phosphorylation induit la rupture de l’interaction avec le cytochrome b558 

(Bokoch et coll. 1991) et pourrait ainsi réguler la désactivation de la NADPH oxydase. 

I-C-2. La famille des NADPH Oxydases des cellules non 
phagocytaires : 

 

Au cours de ces 5 dernières années, la famille des Nox s’est agrandie avec la mise en 

évidence de nouveaux membres dans les cellules dites non-phagocytaires (qui ne participent 

pas directement à la bactéricidie). 

Il existe donc actuellement 7 membres identifiés Nox1, Nox2, Nox3, Nox4 et Nox5, ainsi que 

deux Duox : Duox1 et 2 (Krause et coll.2004). 

 

• Nox1 (Figure 13) 

Nox1, protéine de 564 acides aminés fut la première découverte et séquencée à partir d’ADNc 

du côlon par l’équipe de Lambeth. Elle possède 56% d’identité avec gp91-phox. Nox1 a été 

signalée aussi dans l’estomac de porc de Guinée (Banfi et coll. 2000), l’utérus et la prostate 

(Banfi et coll. 2000 Suh et coll. 1999). Elle jouerait un rôle dans la défense anti bactérienne au 

niveau du côlon, dans la différenciation de l’épithélium colique (Krause et coll. 2004), et plus 
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généralement interviendrait dans l’hypertrophie et la prolifération cellulaire (Geiszt et coll. 

2004) 

 Nox1 semble intervenir dans la différenciation neuronale (Ibi et coll. 2001). Par ailleurs 

Nox1 semble avoir une expression inductible dans le muscle lisse de l’aorte (Suh et coll. 

1999) et jouerait un rôle dans la régulation de la pression sanguine (Gavazzi et coll. 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 13 Structure tridimensionnelle prédite des Noxs. Le squelette de 6 passages transmembranaires 
hydrophobique et les régions de fixation du NADPH et du FAD sont conservés pour toutes les Noxs. Nox5 
possède en plus 4 motifs EF-Hand capables de fixer le calcium en N-terminal. Et les Duox 1 et 2 ont deux 
motifs EF-Hand capables de fixer le calcium et un domaine homologue peroxydase extra cellulaire (selon 
Geistz et coll. 2004). 
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Par la suite, d’autres Noxs furent identifiées : 

• Nox3 (Figure 13) 

Nox3, protéine de 568 acides aminés a été isolée à partir du rein fœtal et a été retrouvée en 

fait essentiellement dans l’oreille interne, et plus particulièrement dans le système vestibulaire 

et auditif. Elle intervient dans l’équilibre et la formation de l’oreille interne (Banfi et coll. 

2004, Paffenholz et coll. 2004). Nox3 possède 58% d’identité avec gp91-phox. On retrouve une 

expression transcriptionnelle de cette Nox aussi bien dans le foie que le poumon ou la rate 

(Kikuchi et coll. 2000). Son activité oxydase semble liée à la présence de p22phox (Ueno et 

coll. 2005). 

• Nox4 (Figure 13) 

Nox4 à été caractérisée initialement à partir du tissu adulte de rein (son premier nom a été 

renox) (Geizst et coll. 2000, Shiose et coll. 2001). C’est une protéine de 578 acides aminés, 

avec une identité proche de 58% avec gp91-phox. On la retrouve dans le rein mais aussi dans 

beaucoup d’autres cellules comme les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses, 

les cellules cardiaques, pancréatiques, les cellules du placenta, du muscle strié, des ovaires, 

des testicules, dans les ostéoclastes et la famille des fibroblastes et des astrocytes (Krause et 

coll. 2004). Récemment Kuroda et coll. ont mis en évidence la présence de Nox4 uniquement 

dans le noyau des cellules endothéliales de veines ombilicales mais, pour les autres cellules, 

cela reste à déterminer (Kuroda et coll. 2005). Protéine à multiples fonctions dans le rein, 

Nox4 aurait un rôle de détecteur d’oxygène « oxygen sensing » et de régulateur de la 

sécrétion d’érythropoïétine (Geiszt et coll. 2000, Shiose et coll. 2001). Nox4 pourrait 

intervenir aussi dans la régulation de la prolifération cellulaire. Nox4 semble être aussi, au 

niveau rénal, la principale source de radical oxydant dans les premières étapes du diabète 

entraînant une hypertrophie et une surexpression de fibronectine prèmices d’une fibrose 

rénale, qui est une redoutable complication de cette pathologie (Gorin et coll. 2005, Geiszt et 

coll. 2004, Lassegue et coll. 2003). Nox 4 interviendrait dans la défense anti bactérienne au 

niveau rénal en libérant les radicaux oxydants dans l’urine. Au niveau extra rénal, Li et coll. 

ont mis à la lumière le rôle de Nox4 dans la différenciation cardiaque au stade embryonnaire 

(Li et coll. 2006), de même Nox4 interviendrait dans la résorption osseuse au niveau des 

ostéoclastes (Yang et coll. 2001), et dans le métabolisme de l’insuline (Mahadev et coll. 

2004). Le rôle de Nox4 a été associé à la différenciation des fibroblastes en myo fibroblastes 

en présence de TGF-β (Cucoranu et coll. 2005). Gorin et coll. suggèrent que Nox4 est 

stimulée en réponse à l’angiotensine II (Gorin et coll. 2004).  
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• Nox5 (Figure 13) 

Nox5 est une enzyme sensible au calcium et retrouvée dans les cellules de la rate et des 

spermatozoïdes (Banfi et coll. 2001) ; elle n’a que 27% d’homologie avec Nox2. C’est une 

protéine de 737 acides aminés qui possède en plus 4 motifs « EF-Hand » de liaison du 

calcium en N-terminal. (figure15). Son rôle semble lié à la maturation des spermatozoïdes et à 

la prolifération cellulaire dans la rate.  

• Les Duox (Duox1 et Duox2) 

Initialement appelé thyroïde oxydase (Thox ou Tox), ces enzymes sont isolées dans les 

glandes du tractus gastro intestinal et la glande thyroïde pour Duox 2 et dans l’épithélium 

respiratoire et la thyroïde pour Duox1. Elles ont un domaine d’homologie avec la peroxydase 

du côté N terminal et en position extra cellulaire (figure 17). Elles ont 1551 et 1548 acides 

aminés respectivement pour Duox1 et Duox2 et ont 83% d’homologie avec Nox2. Elles sont 

également sensibles au calcium (Geiszt et coll. 2004). Ces deux enzymes sont impliquées dans 

la synthèse des hormones thyroïdiennes mais aussi dans la défense au niveau des épithéliums.  

Toutes ces protéines ont une structure tridimensionnelle prédite très similaire, elles possèdent 

toutes six passages transmembranaires et une « queue cytosolique » en C-terminal contenant 

des régions de fixation du FAD et du NADPH. Seule, Nox5 se différencie avec quatre motifs 

EF-hand en N-terminal, motifs capables de fixer le calcium, ainsi que les Duox 1 et 2 qui ont 

deux motifs EF-Hand capables de fixer le calcium et un domaine homologue de type 

peroxydase au niveau extra cellulaire.  

Ces protéines sont bien conservées au cours de l’évolution puisque des homologues sont 

retrouvés chez la plante A. thaliana; D. melanogaster, C. elegans et l’amibe Dictyostelium 

(Lambeth et coll. 2000). Chez A. thaliana, les ROS produits par l’homologue (RHD2) 

contrôlent la croissance cellulaire des racines en permettant l’activation de canaux à calcium 

(Foreman et coll. 2003). Chez les plantes, il existe plus d’une dizaine d’isoformes. Chez C. 

elegans, une NADPH oxydase semble impliquée dans la formation d’une cuticule stable 

puisque qu’une inhibition de sa synthèse par l’emploi d’ARN interférent conduit à l’absence 

de points de contacts entre les différentes couches de cette cuticule. Bernard Lardy a mis en 

évidence les homologues DdNoxA, DdNoxB et DdNoxC chez Dictyostelium discoideum 

(Lardy et coll. 2005). Leur invalidation conduit à une anomalie de développement majeur, 

aboutissant à un phénotype de différenciation arrêté précocement. Chez l’homme, le rôle des 

différentes Noxs, mis à part celui de Nox2, commence juste à se dévoiler et reste l’objet de 

nombreux travaux de recherche qui commencent à impliquer les Noxs dans des pathologies 

aussi importantes que le diabète, l’athérosclérose, l’hypertension artérielle et le cancer. 
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I-C-2-a Régulation de la production des ions superoxyde par les 

Noxs non phagocytaires : 

 

Contrairement aux complexes oxydases des cellules phagocytaires, les Noxs retrouvées dans 

les cellules non phagocytaires ne produisent que de faibles quantités d’ions superoxyde. Ces 

activités ont été mesurées pour les protéines Nox1, Nox4 et Nox5, mais la plupart des 

expériences ont été réalisées sur des cellules surexprimant ces protéines. 

La transfection de Nox1 dans les cellules NIH3T3 aboutit à une production de ROS à un 

niveau 10 fois inférieur à celui de Nox2 des neutrophiles (Suh et coll. 1999). De même, Nox4 

exprimée dans les cellules HEK génère 10 fois moins de ROS que les neutrophiles (Shiose et 

coll. 2001). De plus, ces protéines ne semblent pas sensibles aux activateurs classiquement 

utilisés pour Nox2 comme l’acide arachidonique et le phorbol myristate acétate (Geiszt et 

coll. 2000, Shiose et coll. 2001, Banfi et coll. 2003).  

 

I-C-2-b Rôle potentiel des Noxs dans certaines voies de 

signalisation : 

 

a) Il a été démontré durant ces dix dernières années que les ROS stimulaient l’activité 

des MAP (Mitogen-Activated protein) Kinases. Cette voie de signalisation est composée par 3 

principaux sous groupes : ERK 1/2 (Extracellular Regulated Kinase) ; JNK (c-Jun N-terminal 

Kinase) et p38. Les ROS ont été décrits comme activateurs directs de l’oncogène p21Ras qui 

est une protéine clé de cette voie de signalisation (Lander et coll. 1995). La PKC (Protein 

Kinase C) une autre protéine clé est aussi sujette à une régulation redox stimulée par H2O2.  

Ainsi, Nox1 participe au processus aboutissant à la phosphorylation des protéines p38MAPK 

et Akt/PKB après stimulation des cellules musculaires lisses des vaisseaux par le PDGF ou 

l’angiotensine II. L’expression d’un ARN anti-sens de Nox1 inhibe la phosphorylation de ces 

deux protéines (Lassegue et coll. 2001). L’expression d’un ARN anti-sens de p22phox, la 

surexpression de la catalase ainsi que l’utilisation du diphénylène iodonium (inhibiteur de la 

NAD(P)H oxydase) inhibent également la phosphorylation des MAPKs (p38MAPK et JNK). 

D’autres auteurs rapportent que la synthèse protéique, induite par l’angiotensine II passant par 

la voie de signalisation cellulaire Akt/protéine kinase B dans les cellules mésangiales, serait 

médiée par Nox4. L’utilisation d’ARN anti-sens de Nox4 inhibe cette voie (Gorin et coll. 

2004). 
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b) Le facteur de transcription NF-κB régule un grand nombre de gènes qui 

maintiennent une résistance cellulaire au stress, participent au contrôle de l’apoptose et à la 

régulation de la réponse immune. Les ROS activent NF-κB dans beaucoup de types 

cellulaires, à l’inverse les antioxydants diminuent son activité. Un résidu cystéine en position 

62, impliqué dans la liaison de ce facteur de transcription à l’ADN, a été décrit comme 

pouvant être régulé par un système redox (Matthews et coll. 1992). Pour être actif, NF-κB 

doit être libéré de son inhibiteur I-κB et cela s’effectue grâce à une enzyme IKK (I-κB 

Kinase) protéine kinase. L’activité de cette enzyme est régulée par des protéines kinases de la 

voie JNK et p38, sensibles aux ROS.  

 

c) L’état redox de la cellule pourrait agir comme senseur de l’oxygène. En 1993, 

Wang et Semanza ont mis en évidence l’existence d’un facteur de transcription  appelé HIF-1 

(« Hypoxia Inducible Factor 1 ») capable d’augmenter l’expression de l’EPO 

(Erythropoïétine) (Wang et coll. 1993). Cette protéine contrôle l’expression d’une soixantaine 

de gènes d’adaptation au manque d’oxygène. Une régulation par les ROS de HIF-1 a été 

proposée depuis quelques années (Salceda et coll. 1997, Haddad et coll. 2001). Il semblerait 

que la production intracellulaire continue des ions superoxyde O2
.- agirait en favorisant la 

dégradation de HIF-1. Ces mêmes auteurs montrent également que l’O2
- augmente l’activité 

protéolytique du système ubiquitine-protéasome, responsable de la dégradation de HIF-1 en 

normoxie. La transfection d’un ARN anti-sens de p22phox, dans les cellules musculaires lisses 

vasculaires, inhibe l’accumulation de HIF-1 induite par la thrombine (Gorlach et coll. 2001). 

Parmi les systèmes de génération des ROS dans le rein, les NAD(P)H oxydases semblent être 

la source de production la plus importante (Li et coll. 2002). Nox4 a été identifiée comme la 

NAD(P)H oxydase caractéristique du rein, haut lieu de synthèse de l’EPO en réponse à 

l’hypoxie. Du fait de cette localisation, Nox4 a été proposée comme un bon candidat pour 

« l’oxygène sensing » dans le rein. 

Comme on le voit, un certain nombre d’hypothèses ont été avancées pour définir le rôle de ces 

nouvelles isoformes, les Noxs, dans l’organisme. La vérification de ces hypothèses pourrait 

permettre une meilleure compréhension de leur fonction dans les pathologies telles que 

l’hypertension, l’athérosclérose et le diabète et l’arthrose (Lassegue et coll. 2003, Meyer et 

coll. 2000, Baynes et coll. 1991).  
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I-C-2-c Facteurs potentiellement associés aux protéines Noxs non 

phagocytaire : 

 

A l’instar de Nox2 dont les partenaires protéiques composant le complexe oxydase 

sont bien caractérisés et abondamment étudiés, peu de choses sont connues sur les autres 

protéines Nox.  

L’activité de Nox1 peut être augmentée en présence de facteurs cytosoliques p47phox et 

p67phox. Par contre, ces protéines n’ont aucun effet sur l’activité de Nox4. Récemment, des 

homologues de p47phox et de p67phox dénommés respectivement p41nox ou NOXO1 (Nox 

Organizer 1) et p51nox ou NOXA1 (Nox Activator 1) ont été mis en évidence dans les cellules 

épithéliales du côlon (Geiszt et coll. 2003a, Banfi et coll. 2003). Ces protéines co-exprimées 

avec Nox1 augmentent l’activité oxydase de Nox1 de manière stimuli-indépendante 

contrairement à p47phox et p67phox ; p22phox semble être indispensable à l’activité oxydase de 

Nox1 dans les cellules musculaires lisses vasculaires (Viedt et coll. 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’association de p22phox et de Nox4 reste par contre encore incertaine (Figure 14). 

Contrairement à Nox2 qui ne peut être exprimée qu’en présence de p22phox, dans les cellules 

MIMCD3 (tube collecteur du rein de souris), Nox4 est exprimée alors que p22phox ne l’est pas 

(Geiszt et coll. 2000). Par ailleurs, la présence de Nox4 et p22phox dans les mélanomes semble 

être nécessaire à l’augmentation de la quantité de ROS produite et à la prolifération cellulaire. 

Ces deux phénomènes sont inhibés, non seulement par l’expression d’ARN anti-sens de Nox4 

 

Nox1 

? 
p22 

p51
p41 

Nox4 

? 

p22? 

 ?
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Figure 14 Partenaires potentiels de Nox1 et de Nox4. 
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mais aussi de p22phox (Brar et coll. 2002). Ceci suggère la possibilité d’un complexe 

Nox4/p22phox. Cette hypothèse est appuyée par le fait que l’on observe une augmentation 

concomitante des deux protéines notamment au cours du diabète dans les cellules épithéliales 

du rein (Etoh et coll. 2003). De plus, récemment, une co-localisation cellulaire entre Nox4 et 

p22phox a été décrite au niveau des points d’adhésion focaux par immunofluorescence 

(Hilenski et coll. 2004) dans les cellules musculaires lisses des vaisseaux. Un travail récent 

(Ago et coll. 2004) montre que la transfection d’ARN anti-sens de p22phox entraîne la même 

inhibition sur la production de ROS dans les cellules endothéliales que celle induite par l’anti-

sens Nox4. 

 

I-D Les métalloprotéases Matricielles : 

I-D-1 Généralités : 

 

Parmi les enzymes capables de dégrader une protéine, on distingue les exopeptidases (leur 

rôle dans la dégradation de la MEC est mal connu) et les endopeptidases qui sont capables de 

rompre une liaison peptidique entre deux résidus acides aminés (Werb et coll. 1993). Au sein 

des endopeptidases, on distingue : les protéases à Aspartate, à Cystéine, à Sérine et les 

métalloprotéases. 

Depuis la découverte en 1962 d’une collagénase impliquée dans la morphogenèse de la queue 

de têtard (Gross et coll. 1962), beaucoup de protéases du même type ont été découvertes dans 

des organismes aussi variés que la drosophile, l’hydre ou l’Homme. Ces endopeptidases 

dépendantes du zinc et du calcium, appelées Métalloprotéases Matricielles (MMPs), sont 

aujourd’hui au nombre de 24 chez l’humain. Elles appartiennent à la superfamille des 

metzincines qui comprend cinq familles de protéines : les serralysines, les astacines, les 

reprolysines (comprenant les adamalysines ou ADAMs), les MMPs et plus récemment une 

autolysine bactérienne. Parmi les 30 familles de métalloprotéases connues, les 

métalloprotéases matricielles sont les principaux protagonistes de la protéolyse matricielle. 

Actuellement les 24 MMPs identifiées se répartissent en 5 sous-classes établies 

principalement selon leur structure et la spécificité de leur substrat (Nagase, et coll. 1997, 

1999).  

Les métalloprotéases (MMPs) forment une famille d'enzymes qui sont sécrétées 

principalement par les cellules participant à la réaction inflammatoire (pour revue Gaudin et 
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coll. 1998) mais aussi par d'autres types de cellules résidentes (cellules tumorales, 

fibroblastes, chondrocytes...). Ces enzymes sont synthétisées sous une forme latente inactive 

(pro enzyme) qui est activée in vivo par d'autres protéases, des substances radicalaires et in 

vitro par des composés de types organomercuriels, des détergents, par la chaleur….. 

L'activité de ces enzymes est contrôlée par des inhibiteurs spécifiques tissulaires les TIMPs 

(Gomez, et coll. 1997). Il en existe actuellement quatre qui sont glycosylés ou non, libres ou 

fixés à la MEC par un mécanisme de crinopexie.  

Il existe trois niveaux de régulation des MMPs. Tout d’abord lors de l’expression du gène (au 

niveau intracellulaire), ensuite dans le contrôle de leur activité par synthèse sous une forme 

inactive et activation du proenzyme (au niveau extracellulaire), et enfin par une 

compartimentation subcellulaire précise soit dans des granules de sécrétion, soit par une 

fixation à la membrane plasmique ou aux constituants de la MEC. L’expression des MMPs est 

aussi régulée par différents médiateurs (GF, cytokines, hormones) induisant la fixation de 

facteurs de transcription sur leurs régions promotrices. 

 

• La Famille des MMPs. 

Les MMPs ont des points communs :  

1 - une organisation en domaines conservés. 

 2 - dégradation d’au moins un constituant de la MEC. 

 3 - présence d’atome de zinc au niveau du site actif. 

 4 - synthèse sous la forme d’un proenzyme inactif. 

 5 - activité à pH neutre 

 6 - inhibition par les TIMPs 
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Les différentes familles de MMPs : 

Tableau 2 Famille des MMPs humaines  (d’après Nagase et coll. 1997 & 1999et actualisé septembre 2006)  
 

MMP Enzyme 
nomenclature 

PM (kDa) 
latent/actif 

Substrats connus MEC 

 
1 

Collagénase 
interstitielle 

(EC 3.4.24.7) 

 
55-45 

Coll. I, II, III, VII, VIII, X, α1-antitrypsine, caséine, 
α2-macroglobuline, aggrécanes, versicane, 

MMP-2,-9, L-sélectine 
 

8 
Collagénase 
neutrophile 

(EC 3.4.24.34) 

 
75-58 

 
Coll. I, II, III, V, VII, VIII, X, XI, aggrécanes, élastine, 

fibronectine, gélatine, laminine 
13 Collagénase-3 60-48 Coll. I, II, III, IV, gélatine, ténascine, perlécane, aggrécanes 
18 Collagénase-4 70-53 Coll. I 
2 Gélatinase A 

(EC 3.4.24.24) 
72-66 Coll. I, II, III, IV, V, VII, IX, X, gélatine, aggrécanes, laminine, 

fibronectine, élastine, MMP-9, -13 
9 Gélatinase B 

(EC 3.4.24.25) 
92-86 Coll. IV, V, VII, X, XIV, gélatine, élastine, fibronectine 

α1-antitrypsine, proTNF-α 
3 Stromélysine 1 

(EC 3.4.24.17) 
57-45 Protéoglycanes, coll. II, III, IV, IX, X, XI, aggrécanes, gélatine, 

élastine, laminine, caséine, α2-macro., MMP-1, -7, -8, -9, -13, 
proTNF-α 

10 Stromélysine 2 
(EC 3.4.24.22) 

57-44 Aggrécanes, fibronectine, laminine, coll.III, IV, V, 
gélatine, caséine, MMP-1, -8 

11 Stromélysine 3 51-44 α1-antitrypsine, aggrécanes, fibronectine, laminine  
14 MT1-MMP 

Métalloprotéase 
membranaire 1 

66-56 Coll. I, II, III, gélatine, aggrécanes, caséine, élastine, fibronectine, 
laminine, vitronectine, MMP-2, -13, proTNF-α 

15 MT2-MMP 
Métalloprotéase 
membranaire 2 

72-60 MMP-2, gélatine, fibronectine, ténascine, laminine 

16 MT3-MMP 
Métalloprotéase 
membranaire 3 

64-52 MMP-2, caséine, gélatine 

17 MT4-MMP 
Métalloprotéase 
membranaire 4 

57-53 Fibrine, gélatine 

24 MT5-MMP 
Métalloprotéase 

membranaire 

?-62  

25 MT6-MMP 
Métalloprotéase 

membranaire 

 Coll. IV, gélatine, fibronectine, laminine-1 

7 Matrilysine 
(EC 3.4.24.23) 

28-19 Coll. IV, X, aggrécanes, gélatine, élastine, laminine, α1-
antitrypsine, fibronectine, MMP-1, -2, -9 

12 Métalloélastase  
(EC 3.4.24.65) 

54-45/22 Elastine, fibronectine, caséine, gélatine, 
α1-antitrypsine, coll.IV, laminine, proTNF-α 

19 RASI-1 54-45 Coll. IV, gélatine, aggrécanes, laminine, 
fibronectine, COMP 

20 Enamélysine 54-22 Amélogénine, COMP, aggrécanes 
23 CA-MMP 44  
26 Matrilysine-2 28-19 Coll. IV, gélatine, fibronectine 
28 Epilysine   

CMMP Chicken MMP 51-42 Caséine, gélatine 
XMMP Xénopus MMP  Caséine, gélatine 
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Les MMPs sont réparties en cinq classes qui sont déterminées principalement par la 

spécificité de leurs substrats. 

� Les 4 collagénases (MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18) : elles transforment le 

collagène fibrillaire (collagène de type I, II, III) en collagène dénaturé (gélatine) 

pouvant alors être digéré par les gélatinases. 

� Les 2 gélatinases (gélatinase A ou MMP-2, gélatinase B ou MMP-9) : comme indiqué 

précédemment leur substrat principal est le collagène non fibrillaire (gélatine). 

� Les 3 stromélysines (MMP-3, MMP-10 et MMP-11) : leur spectre protéolytique est 

plus étendu et inclut de nombreuses glycoprotéines et des protéoglycanes. 

 

� Les 6 métalloprotéases membranaires (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, 

MMP-24, MMP-25) : en plus de leur rôle dans la dégradation de la MEC, ces enzymes 

interviennent dans l’activation des autres MMPs, principalement la MMP-2.  

� Enfin la dernière classe est constituée de 10 MMPs encore imparfaitement 

caractérisées et/ou ne pouvant appartenir à aucune des catégories précédemment 

définies.  

 

I-D-1-a La structure des MMPs : 

 

Les MMPs possèdent une caractéristique propre aux metzincines. Elles sont organisées au 

niveau de leur séquence primaire en domaines dont trois sont présents chez tous les 

représentants de la famille et qui sont le pré-domaine, le pro-domaine et le domaine 

catalytique (Figure. 15) : 

• Le pré-domaine, n’est autre qu’un peptide signal de 20 acides aminés situé en N-

terminal, qui est nécessaire à l’acheminement de la protéine jusqu’à la surface 

cellulaire et est éliminé après sa sécrétion ou son ancrage membranaire.  

• Le pro-domaine constitué de 80 résidus environ, maintient la MMP sous une forme 

latente (zymogène) par la présence d’une cystéine réagissant avec l’atome de zinc 

catalytique (Figure. 15).  

• Le domaine catalytique de 110 acides aminés contient les acides aminés fixant le zinc  

• Et enfin en C-terminal une région d’environ 200 acides aminés présentant de 

nombreuses similitudes avec l’hémopexine ou la vitronectine et responsable d’une 

certaine spécificité de substrat pour les collagénases, et de la liaison des TIMPs aux 
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gélatinases. A part la matrilysine (MMP-7) et la matrilysine-2 (MMP-26), toutes les 

MMPs possèdent un quatrième domaine.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les MMPs possèdent de plus, deux séquences consensus :  

• la première située dans le propeptide (PRCGVPD) contient un résidu cystéine 

permettant une synthèse de l’enzyme sous une forme latente. Celle-ci se lie à 

l’atome de zinc du site catalytique tel un quatrième ligand (en plus des trois 

histidines du site catalytique) et empêche la liaison d’un substrat en excluant les 

molécules d’H2O. La modification de la conformation du pro-domaine ou son 

clivage protéolytique rompt cette liaison cystéine-zinc et permet le remplacement 

du groupe thiol par l’eau. C’est ce qu’on appelle le "cystein-switch". L’enzyme est 

alors capable de cliver totalement son propeptide de manière autocatalytique et 

devient complètement active.  

• La seconde séquence consensus hautement conservée est constituée de 11 acides 

aminés contenant trois histidines qui lient un atome de zinc dans le site catalytique 

et une méthionine située dix résidus en aval permettant le repliement du domaine 

catalytique sous la forme d’une poche. Ce motif protéique de liaison au zinc est 

Figure 15  Structure en domaines des métalloprotéases matricielles associées à la dégradation du cartilage. La 
séquence HEXXH est conservée dans la famille des métalloprotéases. Les deux résidues histidines sont des ligands pour l’ion zinc 
(selon Mort et coll. 2001) 
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composé de la façon suivante HEBXHXBGBXHZ où l’histidine (H), l’acide 

glutamique (E), et la glycine (G) sont constants, le B correspond à un résidu 

hydrophobe, X varie et Z est spécifique de chaque famille de protéases, soit une 

sérine chez presque toutes les MMPs.  

Sur cette structure de base se greffent des motifs additionnels comme un motif répétitif 

identique à la fibronectine II pour les gélatinases, la MMP-9 (gélatinase B) ayant en plus 

une portion de séquence similaire à la chaîne α2 du collagène de type V. On trouve du 

coté C terminal une séquence de 60 résidus d’acides aminés permettant un ancrage 

membranaire pour certaines formes de MMPs membranaires (MMP-14, 15, 16, 17, 24, 

25). La MMP-23 possède de plus en position C-Ter, une région riche en cystéine suivie 

d’un domaine homologue au récepteur de type II à l’IL-1. Enfin une dernière séquence de 

type RXKR est présente chez certaines MMPs (MMP-11, MT-MMPs, MMP-20, MMP-

28…) entre le prodomaine et le domaine catalytique : il s’agit du site de coupure de la 

furine, protéase à sèrine de la famille des convertases, ce qui permet une activation intra 

cellulaire de ces MMPs.  

 

I-D-1-b Régulation des MMPs : 

 

Les MMPs sont régulées à plusieurs niveaux incluant la transcription, l’activation des formes 

zymogènes, l’inhibition de l’activité par des protéines extracellulaires spécifiques ou non, et 

une inactivation par internalisation par endocytose.  

Le mécanisme aboutissant à l’activation des MMPs sont de trois types : 

• Le plus courant, concernant la majorité des MMPs, consiste en une activation de 

l’enzyme en deux étapes au niveau extracellulaire aboutissant après une modification 

conformationnelle de la molécule et le clivage de la liaison zinc-cystéine à une 

élimination du propeptide. 

• Le second, restreint aux MMPs membranaires, (MMP-14, MMP-20, MMP-23, MMP-

28) utilise pour une activation intracellulaire des convertases de type furine. (Kang et 

coll. 2002, Sato et coll. 1996). 

• Enfin le troisième mécanisme concernant uniquement la MMP-2 et la MMP-13 fait 

intervenir une metalloprotéase membranaire et le TIMP-2 (Nagase et coll. 1997).  
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Une fois activées, les MMPs sont inactivées selon des mécanismes précis par différentes 

protéines comme l’α2-macroglobuline ou la protéine RECK (REversion inducing Cysteine 

rich protein with Kazal motifs) (Somerville et coll., 2003), mais les principaux inhibiteurs 

restent spécifiques et sont les quatre TIMPs. En effet, quatre inhibiteurs tissulaires des 

métalloprotéases matricielles ont été définis chez les mammifères. Ils possèdent des 

caractéristiques de base communes mais des différences ont été observées dans leur structure, 

leurs propriétés biochimiques ou encore dans leur profil d’expression. Chaque TIMP a donc 

un rôle particulier in vivo. 

I-D-1-c. Activités des MMPs : 

La famille des MMPs est capable dans son ensemble de dégrader, à pH physiologique, la 

totalité des composants de la matrice extracellulaire ou de la membrane basale bien que 

chaque MMP possède son propre éventail de substrats. Cependant les MMPs peuvent aussi 

dégrader d’autres protéines non matricielles comme des facteurs de croissance ou de liaison 

aux facteurs de croissance, des cytokines, ou encore des récepteurs d’adhésion ou de mort 

cellulaire voire d’autres protéases modifiant ainsi leur activité. Elles ont ainsi pour cible des 

inhibiteurs de protéases (serpines), des protéines impliquées dans l’apoptose (TNFα, Fas L), 

des facteurs de croissance (VEGF, TGF-β….), et leurs récepteurs (FGF-R1), ou encore des 

molécules d’adhésions (CD44, E-Cadhérine….) 

A travers leurs activités protéolytiques les MMPs influencent le phénotype cellulaire en 

permettant la libération de facteurs de croissance contenus dans la MEC mais aussi la 

génération de fragments ayant des propriétés de type cytokinique appelés les matrikines 

(Maquart et coll. 2005) Il a été montré que certaines MMPs clivent le β-dystroglycane 

(Yamada et coll. 2001) ou le syndecan (Endo et coll. 2003). 

A travers leurs activités variées, les MMPs sont impliquées dans de multiples mécanismes 

physiologiques (angiogenèse, cicatrisation, embryogenèse) et dans de nombreuses pathologies 

comme par exemple les maladies auto-immunes, inflammatoires, ou tumorales, etc. 

 

I-D-2 La protéolyse matricielle focalisée : 

 

 La matrice extracellulaire, en continuel renouvellement, est le siège de trois 

phénomènes qui coexistent : l’assemblage, le remodelage, le dépôt de substance fondamentale 

qui peut parfois se faire en excès (Basbaum et coll. 1996). Le remodelage matriciel est sous la 
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dépendance de 3 familles d’enzymes qui sont les MMPs, les protéases à sérine [en particulier 

l’u-PA (activateur du plasminogène de type urokinase), le t-PA (activateur du plasminogène 

de type tissulaire), la plasmine, l’élastase des polynucléaires neutrophiles (Gaudin et coll. 

1997)] et les protéases à cystéine (cathepsines B et L). Les inhibiteurs impliqués dans le 

contrôle du remodelage matriciel sont l’α2-macroglobuline, les inhibiteurs de l’activateur du 

plasminogène de type 1 et 2 (PAI-1 et PAI-2), et les TIMPs.  

De façon très récente, de nouveaux acteurs ont été impliqués dans la dégradation du tissu 

conjonctif en particulier du cartilage. On pensait en effet que seules les MMPs pouvaient 

dégrader ces agrécanes. Or, d’autres enzymes du groupe des métalloprotéases, de la famille 

des ADAMTs « a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs », les 

aggrécanases, sont impliquées. Il existe à l’heure actuelle 5 sous-types d’ADAMTs exprimés 

dans le tissu cartilagineux, leur nombre et leurs rôles respectifs restant encore à préciser. Les 

stratégies thérapeutiques devront les prendre en considération (Pujol et coll. 1998). 

La protéolyse matricielle focalisée dépend : de la compartimentation des enzymes 

protéolytiques (Werb et coll. 1997), de l’inactivation des inhibiteurs par les dérivés 

radicalaires de l’oxygène (Vissers et coll. 1988), de la liaison étroite des enzymes à leurs 

substrats (Kolev et coll. 1994) et des phénomènes d’activation protéolytique membranaire 

(Basbaum et coll. 1996).  

 

I-D-3 La collagénase 1 MMP-1 
 

La MMP-1 ou collagénase interstitielle est la première MMP identifiée en 1962 chez le têtard 

(Gross et coll 1962) et fait maintenant partie de la sous-famille des collagénases qui 

comportent actuellement 4 membres (MMP-1, MMP-8 ou collagénase neutrophile, MMP-13 

ou collagénase-3, et MMP-18 identifiée chez le Xénope). Synthétisée par les fibroblastes, les 

cellules endothéliales, les kératinocytes ou encore les chondrocytes, elle clive principalement 

les collagènes fibrillaires (I, II et III) avec une affinité préférentielle pour le collagène III. Sa 

structure primaire est constituée des 4 domaines conservés précédemment décrits (séquence 

signal, propeptide, domaine catalytique et domaine C-Terminal), correspondant à une masse 

moléculaire de 55 kDa sous sa forme inactive et 45 kDa après activation. 

Du fait de son activité protéolytique essentiellement ciblée sur les collagènes fibrillaires, la 

MMP-1 est impliquée dans la première étape du remodelage matriciel. Une modification de 

son expression et/ou activation se trouve associée à plusieurs processus physiologiques tels 
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que la cicatrisation (Ravanti et coll 2000), le remodelage utérin ou l’embryogenèse, ainsi qu’à 

de nombreuses pathologies comme l’hépatite C (Leroy et coll 2004), la rectocolite 

hémorragique (Wang et coll 2006) et la maladie de Crohn (Warnaar et coll 2006), 

l’athérosclérose (Montero et coll 2006) ou encore la plupart des cancers, où il a été montré 

une corrélation entre la surexpression de MMP-1 et un mauvais pronostic de survie 

(Westermarck et coll 1999). Au niveau rhumatologique, la MMP-1 est une des principales 

MMPs responsable de la protéolyse matricelle survenant dans l’arthrose. Elle est située 

essentiellement sur les couches les plus superficielles du cartilage. Il exite après un stress 

cytokinique par IL-1, une augmentation d’expression de cette mètalloprotéase entre 8 heures 

et 24 heures puis une décroissance d’expression  à partir de la 48éme heure (Koshy et coll. 

2002) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sa régulation est sous la dépendance de deux cytokines (l’interleukine -1 et le TNF-α). La 

séquence promotrice de la MMP-1 contient plusieurs sites de fixation de facteurs de 

transcription comme des sites AP1, fixant les dimères oncogéniques c-fos / c-jun, ou encore le 

site de fixation des sous unités de iκB (P50et P65) ou PEA3 pour les facteurs c-ets (Pardo et 

Figure 16 Principales voies de signalisation régulant la transcription de la collagénase dans les 
chondrocytes après une stimulation par l’IL-1 (Burrage et coll. 2006). 
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coll. 2005). L’interleukine -1 et le TNF-α régulent l’expression de cette collagénase -1 à 

travers des voies de signalisation comme la voie MAPKS ou NF-κB, ou encore AP1 (cf figure 

16)  

Ainsi en prenant comme exemple la voie NF-κB, après stimulation par IL-1, iκB perd ses 

sous unités P50 et P65 qui sont dans le noyau où ils rejoignent leur site de fixation sur le gène 

promoteur (séquence consensus GGGACTTTCC) de MMP-1 activant la transcription.  

 

 

I-E Les ROS, les chondrocytes et l’arthrose : 

 

I-E-1 Le stress oxydatif : 

 

Les dérivés radicalaires de l’oxygène ont une place importante en conditions physiologiques 

dans la régulation d’un grand nombre de fonctions basales dans le chondrocyte comme 

l’activation, la prolifération et la régulation de l’homéostasie du cartilage.  

Lorsque la production de ROS excède la capacité anti oxydante de la cellule, le stress oxydatif 

apparait au sein de la cellule et du cartilage entraînant des changements structurels et de 

fonction (Henrotin et coll. 2005).  

De nombreux auteurs ont impliqué le stress oxydatif dans la physiopathologie de l’arthrose. 

Ils ont souligné son impact direct sur le catabolisme du cartilage articulaire (Tiku et coll.1998, 

Loeser et coll. 2002), mais aussi sur le vieillissement du cartilage via notamment la 

peroxydation des lipides et l’oxydation des collagènes cartilagineux (Stadler et coll. 1991, Del 

Carlo et coll.2002, Tiku et coll.2000).  

Ainsi dans des cultures de chondrocytes bovins, les LDL oxydées (low density lipoprotein) 

augmentent la production intra cellulaire de ROS en se fixant sur des récepteurs spécifiques 

les « oxLDL receptor-1 » (LOX-1) (Nishimura et coll. 2004).  

Les chondrocytes articulaires produisent activement et de manière endogène (Figure 17) les 

différents membres des dérivés radicalaires de l’oxygène tel que l’ion superoxyde (O2
-) 

(Hiran et coll. 1997), le monoxyde d’azote (NO) via l’activation d’une NO synthase (NOS). 

(Stefanovic-Racic et coll. 1996, Mazzetti et coll.2001). 

Le chondrocyte exprime d’ailleurs, deux des trois isoformes de la NO synthase (NOS), une 

constitutive (eNos ou NOS3) et une inductible (iNos ou NOS2). 
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L’expression de cette enzyme est régulée positivement au niveau génique, à la fois par des 

facteurs mécaniques (en compression statique ou intermittente et en étirement), et aussi par 

des cytokines (IL-1β, IL-17, TNF-α, IFNγ) et des lipopolysacharrides (LPS).  

Inversement, son expression est régulée négativement par le TGF-β, l’IL-4, l’IL-6, l’IL-10, 

l’IL-13 et l’oncostatine. 

L’O2
- et le NO génèrent ensuite du peroxyde d’hydrogène (H2O2) et du peroxynitrite   

(ONOO-) (Distler et coll.2004). En présence de Fer (Fe2+), et avec de l’H2O2 le chondrocyte 

produit aussi des radicaux hydroxyle (OH.), à travers la réaction de Haber-Weiss (Tiku et 

coll.1990) (figure 17).  

Le NO possède des fonctions physiologiques et des propriétés pro inflammatoires et 

cytotoxiques. Ainsi au niveau du cartilage il stimule la production de cytokines pro 

inflammatoires comme l’IL-1β, le TNF-α et même des MMPs, tandis qu’il inhibe la synthèse 

des protéoglycanes.  

Le chondrocyte synthétise de la myèloperoxydase notamment dans l’arthrose, suggérant qu’il 

a la capacité également de produire de l’acide hypochloreux (HOCl) (Attur et coll. 2002). 

Cette possibilité qu’ont les chondrocytes à produire des radicaux oxydants est liée à la 

présence d’un complexe NAD(P)H oxydase. Moulton en 1997 et 1998 ainsi que Hiran en 

1997 ont émis l’hypothèse que l’isoforme gp91phox du complexe NAD(P)H oxydase appelé 

Nox2 qui était présent dans ces chondrocytes était l’isoforme responsable de cette production 

de radicaux oxydants (Moulton et coll. 1997, 1998, Hiran et coll.1997). L’IL-1β augmente 

d’ailleurs l’expression de l’unité gp91phox du complexe NAD(P)H oxidase Nox2, et de la NO 

synthase inductible dans une lignée immortalisée de chondrocytes nommée ATDC5 

(Yasuhara et coll. 2005.  

Cependant HIRAN en 1997 montrait aussi qu’un ester de phorbol le Phorbol Myristate 

Acétate (le PMA, qui est un activateur préferentiel de Nox2) n’activait pas la production de 

ces ROS pouvant faire penser que Nox2 n’ètait peut-être pas l’isoforme responsable (Hiran et 

coll.1997). D’autres auteurs comme Henrotin prouvaient en parallèle le contraire (Henrotin et 

coll. 1993) 

La question reste ouverte et nous allons essayer d’y apporter une réponse par la suite. 

Les dérivés radicalaires de l’oxygène sont produits par le chondrocyte sous l’influence de 

stress mécaniques et cytokiniques. In vitro, sous l’effet de contraintes mécaniques, des 

chondrocytes en culture peuvent produire des ROS mesurés par 
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chimioluminescence.(Yamazaki et coll. 2003). D’autres cytokines comme le TNF-α, ou l’IL-

1β peuvent aussi stimuler la production de ROS (Clancy et coll. 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les radicaux oxydants jouent un rôle dans la physiopathologie de l‘arthrose de différentes 

manières, soit directement en dégradant la matrice, soit indirectement en inhibant la synthèse, 

et enfin en régulant l’apoptose des cellules et des différents acteurs impliqués (cytokines, 

enzymes protéolytiques etc.). 

I-E-2 Les ROS et la mort cellulaire des 
chondrocytes : 

 

Dans l’arthrose, la mort cellulaire des chondrocytes est maintenant reconnue par tous (cf. 

chapitre ci-dessus). 

Figure 17 Représentation schématique des principales sources de ROS dans le chondrocyte.  
NOS =nitric oxide synthetase ; MPO= myeloperoxidase ; NO2

-= radical nitrosyl ; ONOO-= peroxynitrite ; OH
= radical hydroxyl  ; O2

- =anions superoxide  ; H2O2=peroxide d’hydrogéne  ; HOCL= acide hypochlorite.
Selon Henrotin et coll. 2005. 
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Les ROS induits par le stress mécanique provoquent l’apoptose des cellules via l’activation de 

la voie de la caspase-3 (Toussaint et coll. 2000, Dumont et coll.2000) et la voie des protéines 

kinases C β1 PKC-β1 (Del Carlo et coll. 2006). L’O2
- et ONOO- sont les premiers acteurs qui 

jouent un rôle clé dans ce mécanisme d’apoptose : ils entrainent ainsi des lésions irréversibles 

du matériel nucléaire et mitochondrial entraînant sénescence et apoptose des chondrocytes 

(Martin et coll. 2004). Le NO est l’autre acteur clé : il peut être en effet responsable 

d’apoptose des chondrocytes dans certaines conditions et avoir une action anti apoptotique 

dans d’autres, en fonction notamment de la présence ou non d’autres dérivés radicalaires (Del 

Carlo et coll. 2002). 

 

I-E-3 Les ROS et la protéolyse matricielle du 
cartilage : 

 

Les ROS agissent à différents niveaux sur le catabolisme du cartilage  

• Protéolyse matricielle directe  

Les ROS participent directement à la dégradation des collagènes (notamment le radical 

hydroxyle OH.), des aggrécanes de la matrice cartilagineuse (Tiku et coll.1999), et à la 

dépolymérisation de l’acide hyaluronique (notamment HOCl) (Yamazaki et coll.2003). Les 

ROS augmentent l’expression d’un certains nombre de métalloprotéases matricielles comme 

la MMP-1, MMP-3, MMP-9, MMP-13 (Lo et coll. 1995). HOCl active directement les 

proenzymes non actives comme la MMP-8 (Burkhardt et coll. 1986). Il diminue l’expression 

du TIMP-1, ainsi que les inhibiteurs d’autres protéases comme l’α2-macroglobuline et l’α1-

anti protéinase (Michaelis et coll. 1992, Shabani et coll. 1998)  

• Inhibition de la synthèse matricielle  

Les ROS limitent la respiration mitochondriale du chondrocyte entraînant une baisse de la 

sécrétion de PG et de collagène (Johnson et coll. 2000). Le NO joue aussi un rôle dans 

l’inhibition de la synthèse des aggrécanes sur des cultures de chondrocytes de lapins incubés 

avec de l’IL-1β. Il joue aussi un rôle en bloquant directement les premiers stades de la 

synthèse des GAG et du collagène de type II. L’ONOO- inhibe directement la synthèse des 

aggrécanes de la matrice. Les ROS peuvent aussi faire perdre la sensibilité des chondrocytes à 

certains facteurs de croissance pro-anaboliques. Ainsi, in vitro, l’OONO- et le NO inhibent 

d’une manière réversible et avec un effet dose, la synthèse de PG engendrée par IGF-1 
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(insuline-like growth factor) (Studer et coll. 2000, 2004). L’action du TGF-β semble être 

modulée de la même manière par les ROS dans les chondrocytes (Ayache et coll. 2002). 

Les ROS régulent également la production chondrocytaire d’IL-1β, de prostaglandine E2 

(PGE2) et de NO par un phénomène de rétrocontrôle (Mendes et coll. 2003, Mathy-Hartert et 

coll. 2002). Le NO inhibe la migration des chondrocytes en agissant sur l’actine de leur 

cytosquelette, et bloque ainsi l’èventuelle réparation du cartilage (Frenkel et coll. 1996). Les 

ROS pourraient aussi selon Li, avoir un rôle anti inflammatoire : l’H2O2 par exemple, 

intervient dans la régulation positive de l’expression du TIMP-3 induit par le TGF-β dans les 

chondrocytes bovins (Li et coll.2004). Les ROS induisent aussi, une régulation négative sur 

un certain nombre de gènes pro inflammatoires comme les Cox-2 ou l’iNOS (Mathy-Hartert 

et coll. 2003,). In vitro, après stimulation des chondrocytes en culture par IL-1β, le NO inhibe 

l’augmentation d’expression d’éléments pro inflammatoires comme l’IL-6, l’IL-8 et la 

prostaglandine E2 et limite ainsi la réaction inflammatoire (Henrotin et coll. 1998). 

I-E-4 Les ROS et la signalisation intra cellulaire 
dans le chondrocyte : 

 

Il semble clairement démontré qu’au décours de la stimulation de récepteurs type tyrosine 

kinase ou au décours d’une contrainte pro inflammatoire (IL-1β ou TNF-α ou, l’IFN-γ-), il y a 

une production de ROS. Ces radicaux oxydants agissent alors comme des messagers 

secondaires impliqués dans la régulation génique d’un certain nombre de protéines comme 

entre autres, les cytokines, les MMPs, les molécules d’adhésions et les protéines de la matrice 

(Van Lent et coll. 2005). 

Ainsi ils activent les voies de signalisation MAPK incluant les cascades ERK Jun-NH2 et 

p38MAPK, aboutissant dans l’arthrose à la régulation négative de l’expression de protéines 

comme le collagène et les agrécanes et à l’augmentation de la sécrétion d’enzymes 

catalytiques comme les MMPs (figure 18). 

Ils agissent aussi directement en modulant des facteurs de transcription de certains gènes à 

travers différents systèmes comme NF-κB (Forman et coll. 2002), (AP)-1, Sp-1, C-Myb, p53, 

(egr)-1et HIF-1α. 

Ainsi l’IL-1β engendre la production de ROS à l’origine d’une régulation de gène via 

l’activation de différentes voies de signalisation, c-fos, NF-kappaB, (AP)-1 (Mendes et coll. 

2001) aboutissant à la sécrétion de la collagénase-1 (MMP-1) (Lo et coll. 1995, 1996, 1998), 
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mais aussi de la MMP-13 (Mengshol et coll.2000, Barchowsky et coll. 2000, Reunanen et 

coll. 1998, Liacini et coll. 2002, Martin et coll.2003, 2004 , Vincenti et coll. 2001) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I-E-5 Systèmes anti oxydants dans le cartilage : 

Pour prévenir la toxicité des dérivés radicalaires de l’oxygène, un système anti oxydant 

coexiste qui en condition d’homéostasie contrôle le stress oxydatif. 

Les principaux acteurs de ce système anti oxydant décrit dans le chondrocyte sont la SOD, la 

catalase, la GPX (gluthation peroxydase) et le peroxiredoxine-5 PRDX5 (un membre d’une 

nouvelle famille de peroxydases) (Wang et coll. 2002). Ces acteurs anti oxydants sont eux 

aussi régulés par les différents éléments déjà cités comme les cytokines mais aussi les 

contraintes mécaniques. Ils permettent de contenir le stress oxydatif jusqu’aux limites de leurs 

capacités engendrant alors l’explosion oxydative et les conséquences que nous venons de 

décrire. 

Figure 18 Voies de signalisation impliquées et mécanismes de régulation par les ROS dans le chondrocyte
selon Henrotin et coll. 2005. 
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L’arthrose est une pathologie très fréquente qui est caractérisée par la dégénérescence 

progressive du cartilage.  

Le chondrocyte est la cellule clé du tissu cartilagineux. Il est impliqué dans l’homéostasie de 

la matrice extra cellulaire qui l’entoure.  

La physiopathologie de l’arthrose implique une protéolyse matricielle où le stress oxydatif est 

un acteur clé devant le rôle prépondérant que semblent jouer les dérivés radicalaires de 

l’oxygène. Les NADPH oxydases, Nox, sont les principaux médiateurs de la production des 

espèces réactives de l’oxygène.  

La protéolyse matricielle est principalement médiée par les métalloprotèases et notamment  la 

MMP-1.  

Il a été montré il y a quelques années que certains des facteurs de transcription pouvaient être 

induits par les dérivés radicalaires de l’oxygène (ROS), notamment NF-κB, aboutissant ainsi 

à la synthèse de MMP-1 (Kheradmand et coll. 1998).  

Depuis, la régulation par les ROS de l’expression de la MMP-1 a été caractérisée dans 

certains types cellulaires comme les monocytes en présence de LPS (Lu et coll. 2005), les 

cellules musculaires lisses stimulées par de l’angiotensine II et plus récemment par les 

chondrocytes (Lo et coll. 1995, 1996, 1998). 
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Nous nous proposons dans ce travail de montrer que le chondrocyte est capable dans des 

conditions particulières de sècréter des dérivés radicalaires de l’oxygène et que ceux-ci sont 

impliqués dans la régulation de l’expression d’enzymes protéolytiques particulièrement 

impliquées dans la dégradation cartilagineuse aboutissant à l’arthrose. Nous allons donc 

évaluer de manière exhaustive toutes les isoformes du complexe NAD(P)H oxydase présentes 

dans le chondrocyte, afin de mettre en évidence celle responsable de la production de ces 

ROS impliqués dans la régulation de l’expression d’un des acteurs le plus important dans 

l’arthrose la MMP-1.  

Des lignées de chondrocytes disponibles dans le laboratoire (ayant démontré leur intérêt dans 

l’étude de la physiologie des chondrocytes dans le cartilage) et une expertise du groupe de 

travail (reconnue dans le domaine de la protéolyse matricielle et du stress oxydatif) ont 

contribué à la faisabilité de ce travail. 
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II MATERIEL ET METHODES : 
 

II-A Cultures cellulaires : 

 

II-A-1 Les lignées de chondrocytes immortalisés par le virus 
SV40 : 

    

Les chondrocytes issus de lignées immortalisés par le virus SV40 (C-20/A4, C28/I2, 

T/C28a2), dons du Dr M.B. Goldring (Harvard Institutes of Medicine, Boston) (Goldring, et 

coll. 1994), sont cultivés en mono couche adhérente en DMEM (30 ml/ boîtes de 75 cm2), 

SVF 10%,  L glutamine 2 mM, pénicilline (100 U/ml) et streptomycine (50 µg/ml) à 37°C en 

atmosphère humide contenant 5% de CO2 avec des passages bi-hebdomadaires après 

trypsinisation. Cette étape est réalisée après deux lavages en EBSS sans SVF : 6 ml de 

trypsine-EDTA (0,25%) sont ajoutés par boîte de 75 cm2 puis les boîtes sont incubées à 

température ambiante pendant 5 minutes avec un contrôle à vue du décollement des cellules 

au microscope. La trypsine est alors inhibée par du milieu DMEM/10% SVF, puis 50 % des 

cellules sont prélevées pour l’ensemencement d’une nouvelle boîte de 75 cm2 ou pour une 

utilisation immédiate dans une expérimentation. Les lignées C20/A4 et T/C28a2 sont 

confluentes tous les 5-6 jours et la lignée C28/I2 est confluente tous les 6-7 jours. 

Ces lignées de chondrocytes gardent un phénotype chondrocytaire en culture et elles sont 

validées pour l’étude et la recherche sur la physiopathologie de la dégénérescence 

cartilagineuse, notamment dans l’arthrose (Goldring et coll. 2004) (Figure 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 19 Chondrocyte C-20/A4 en culture (photographie microscopie optique x 250)  
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II-A-2- Obtention des lymphocytes B immortalisés par le 
virus Epstein-Barr (cellules contrôles) : 

 

II-A-2-a Obtention des cellules : 

 

Les lymphocytes B sont préparés à partir du sang périphérique prélevé sur tube hépariné. Le 

sang est centrifugé à 700 g, 10 min à 20°C pour éliminer le plasma. Le culot cellulaire est 

resuspendu dans 2 volumes de milieu de culture (RPMI 1640, L-Glutamine 2 mM, Penicilline 

100 U/ml, Streptomycine 50 µg/ml). Le sang dilué est déposé délicatement sur 1 volume de 

Ficoll-hypaque (d=1,077) puis centrifugé à 500 g, 20 min à 20°C. L’anneau lympho-

monocytaire est récupéré, lavé deux fois dans du RPMI 1640, puis numéré. Après 

centrifugation à 350 g, 8 min à 20°C, le culot cellulaire est resuspendu dans le milieu de 

culture complémenté par 20% de SVF et ajusté à 106 cellules/ml. 

 

II-A-2-b Immortalisation des cellules et entretien : 

 

(Pour revue Seigneurin et coll. 1988) 
L’anneau lympho-monocytaire est déposé dans un flacon de culture de 25 cm2 (Falcon®) sur 

une monocouche adhérente de fibroblastes MRC5 (cellules nourricières) préalablement 

irradiés (blocage de la prolifération). 1 ml d’une suspension du virus d’Epstein-Barr (souche 

B-95 ; 108 copies d’ADN/ml soit 104 unités tranformantes/ml) est ajouté en présence de 1 µg 

de Ciclosporine A (inhibiteur des cellules T qui facilite l’établissement des lignées 

lymphoblastoïdes). Les lymphocytes B sont ensuite incubés à 37°C en atmosphère humide 

contenant 5% de CO2. Le milieu de culture complémenté par 20% de SVF est changé deux 

fois par semaine. Dès la formation d’amas lymphocytaires (7 à 20 jours), les cultures 

cellulaires sont divisées et changées de milieu afin de conserver une concentration de 0,5 à 

1,5.106 lymphocytes par ml. Par la suite des changements bihebdomadaires de milieu de 

culture (RPMI 1640 supplémenté en L-Glutamine 2 mM et pénicilline (100 U/ml) et de la 

streptomycine (50 µg/ml) et ne contenant plus que 10% de SVF sont effectués. Avant toute 

expérimentation, Les LB-EBV sont récupérés par centrifugation à 350 g, 5 min à 4°C, lavés 2 

fois dans du PBS(-), puis le culot est ajusté dans ce même tampon à 108 LB-EBV/ml (Cohen-

Tanugi et coll., 1991). 
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II-A-3 Obtention des polynucléaires neutrophiles à 
partir de sang vieilli ou "buffy coat" : 

 

Les polynucléaires neutrophiles sont préparés à partir de poches de sang provenant de 

l’Etablissement Français du Sang (EFS) de Grenoble. Le sang est prélevé sur citrate de 

sodium, conservé une nuit à 4°C. Le lendemain les cellules sont purifiées selon la méthode 

décrite par Morel et coll. (1992). Trois volumes de "buffy coat" sont mélangés à un volume 

d’anticoagulant (Glucose 44mM, Acide citrique 120mM, NaCl 0,9%, pH 6,5) et centrifugés à 

800 g, 5 min à 20°C. Après élimination du surnageant (plasma, plaquettes), 8 ml de la couche 

supérieure du culot enrichie en globules blancs sont prélevés et resuspendus dans 22 ml de 

PBS (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, KH2PO4 1,5 mM, Na2HPO4 8 mM, pH 7,3) contenant 300 

UI d’héparine. Le mélange est déposé délicatement sur un gradient de Ficoll-Hypaque 

(d=1,077) contenant du citrate de sodium 0,15% (p/v), puis centrifugé à 500 g, 30 min à 20°C. 

Le culot, contenant les globules rouges et les polynucléaires neutrophiles (PMNs), est remis 

en suspension dans une solution saline (NaCl 2,74 mM, CaCl2 18,16 mM, H2O qsp 1 litre) 

pour éliminer les globules rouges, puis centrifugé à 300 g, 8 min à 4°C. Les quelques globules 

rouges résiduels sont éliminés lors d’une incubation de 20 min à 4°C dans le tampon de lyse 

hypotonique (NH4Cl 155 mM, KHCO3 10 mM, EGTA 0,1 mM, pH 7,4) suivi d’une 

centrifugation de 300 g, 8 min à 4°C. Les PMNs sont lavés 2 fois dans la même solution 

saline puis resuspendus en PBS à raison de 108 cellules/ml. 

 

II-A-4 Congélation et décongélation des différentes 

lignées cellulaires : 

 

Les différentes lignées cellulaires immortalisées sont numérées puis ajustées à 10
7
 cellules/ml 

en SVF contenant 10% (v/v) de DMSO, et enfin congelées de manière progressive (2 h à  

+ 4°C, 12 h à -20°C, 24 h à -80°C). Elles sont conservées dans l'azote liquide par fraction de 1 

ml. La décongélation se fait par passage direct du cryotube de l'azote liquide en bain-marie à 

37°C. Les cellules sont immédiatement lavées 2 fois dans le milieu de culture adéquat, 

reprises dans 6 ml du milieu précédent contenant 20% de SVF et mises en culture en 

monocouche dans des boîtes de 25 cm2. Le milieu est changé le lendemain puis les cellules 
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sont cultivées selon les conditions classiques après un passage en boîte de 50 cm3. Le milieu 

alors est changé 2 fois par semaine. 

 

II-B Méthodes biochimiques : 

  

II-B-1 Préparation de membranes et de cytosol : 

 

Les polynucléaires neutrophiles, les chondrocytes ou les LB-EBV ajustés à 108 cellules/ml 

dans la solution de PBS(-) sont traités par le DFP (diisopropyl fluorophosphate) à une 

concentration finale de 3 mM, pendant 10 min à 4°C. Les cellules sont ensuite centrifugées à 

500 g, 10 min à 4°C, puis sont remises en suspension à 2.109cellules/ml dans du PBS(-) 

contenant un mélange d’inhibiteurs de protéases (TLCK 10 µM, PMSF 1 mM, leupeptine 1,8 

µM et pepstatine 1,5 µM) et de l’EGTA 1,25 mM. La suspension cellulaire est passée aux 

ultrasons 3 fois pendant 10 secondes à 40 watts avec des intervalles de refroidissement de 1 

min dans la glace. L’homogénat cellulaire est centrifugé à 1000 g pendant 15 min à 4°C. Le 

surnageant est prélevé et soumis à une ultracentrifugation à 200 000 g pendant 1 heure à 4°C. 

Le surnageant de l’ultracentrifugation correspondant au cytosol est filtré sur une membrane de 

0,22 µm. La quantité de protéines est dosée selon la méthode de Bradford. Le cytosol est 

ensuite aliquoté et conservé à –80°C.  

Le culot membranaire est lavé, remis en suspension dans du PBS(-) et soumis aux ultrasons 

brièvement (2 fois 5 secondes à 40 watts). La concentration protéique est déterminée par la 

méthode de Bradford, puis ajustée à 3 mg/ml. La suspension membranaire est conservée à  

(-) 80°C par fractions aliquotées. 

 

II-B-2 Mesure de l’activité de la NADPH oxydase : 

 

L'activité NADPH oxydase peut être mesurée sur cellules entières après stimulation (PMA, 

fMLP ou zymosan opsonisé) ou après reconstitution en système acellulaire homologue ou 

hétérologue. L'activité est exprimée en nmoles O2
- par minute et en se référant soit à un 

nombre de cellules données soit à une quantité donnée de protéines membranaires.  
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II-B-2-a Mesure de la production de H2O2 par luminescence : 

 

C’est une technique qui mesure la production totale d’H2O2, dans laquelle la lumière émise est 

le résultat d’une réaction de chimioluminescence ; une molécule dans un état stable recevant 

une énergie chimique exergonique (action d’agents chimiques ou d’enzymes sur des 

molécules organiques) passe à l’état excité, le retour à l’état fondamental se traduit par une 

émission de lumière dont l’intensité peut être mesurée. Ces molécules de type hydrazide 

(luminol, isoluminol) sont révélées lors d’une réaction où intervient un peroxyde (H2O2, 

perborate) et une enzyme (peroxydase, catalase). Il y a formation d’un dérivé aminophtalate 

excité qui en repassant à une forme stable émet un rayonnement lumineux à 430 nm. 

Luminol + H2O2 = acide aminophtalique + N2 + Lumière 

5x105 cellules (chondrocytes ou LB-EBV) dans 50 µl de PBS(-) sont incubées avec 200 µl de 

milieu commun contenant 25 µl de Glucose 0,8 M, 10 µl de Luminol 2 mM, 20 µl d’HRPO 

500 U/ml et 945 µl de PBS(-) pendant 1 minute à 37°C dans le luminomètre (Luminoscan® 

Labsystem). La réaction est initiée par l’addition de 10 µl de PMA à (2 µg/ml) ou de 10 µl de 

ionomycine (2.5 µM). L’émission de photons est suivie pendant 1 heure avec 1 mesure toutes 

les 30 secondes (500 itérations par mesure).  

 

II-B-2-b Système de reconstitution acellulaire hétérologue : mesure 

de la production de O2
- par la réduction du cytochrome c : 

 

L’activité NADPH oxydase peut être reconstituée en milieu acellulaire (Heynemann et coll. 

1984, Bromberg et coll. 1984) en incubant une fraction membranaire contenant le cytochrome 

b558 avec le cytosol contenant les facteurs cytosoliques de l’oxydase. 

L’activation de la NAD(P)H oxydase en système acellulaire nécessite l’incubation de 

membranes plasmiques de chondrocytes (contenant le cytochrome b558) avec du cytosol de 

PMNs (contenant les facteurs d'activation de la NAD(P)H oxydase), du GTP, du magnésium, 

et un agent amphiphile un acide gras à longue chaîne polyinsaturée (acide arachidonique) ou 

le dodécyl sulfate de sodium (SDS) dont la quantité ajoutée dépend des quantités de protéines 

présentes dans la fraction membranaire et dans la fraction cytosolique (Pilloud-Dagher et 

coll., 1989 ; Cohen-Tanugi et coll., 1991). 
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Système composé de membranes et de cytosol : 

 

 

a) Préparation du milieu de pré-incubation. 

Le milieu de pré-incubation est préparé pour 10 essais en mélangeant les constituants 

suivants : 

 

 

 

 

 

 

Des aliquots de 100 µl sont conservés dans la glace jusqu’à utilisation. 

 

b) Détermination de l’optimum d’acide arachidonique. 

La réduction du NBT est habituellement utilisée pour déterminer la quantité optimale d’acide 

arachidonique nécessaire pour obtenir une activation maximale de l’oxydase [avec un 

coefficient d’extinction molaire du NBT(εNBT) = 15 mM-1cm-1]. Des concentrations 

croissantes d’acide arachidonique (0 à 100 nmoles) sont ajoutées à 100 µl du milieu de pré-

incubation et, après agitation vigoureuse le mélange est incubé 10 min à température 

ambiante. L'ensemble est transféré dans une cuve de spectrophotomètre contenant les 

constituants suivants : 

 

Composants Quantité / cuve Concentration 
finale 

NBT 100 µM 10 µl 1 µM 
NADPH 10 mM 15 µl 0,5 mM 

PBS- qsp 1ml 900 µl  
 

Le mélange réactionnel est incubé 2 min à température ambiante. La réaction est arrêtée par 

50 µl de SDS 10% p/v. La lecture de l’absorbance à 550 nm permet de suivre la réduction du 

NBT par les O2
- produits (Figure 20). 

 

 

 

Constituants Quantité 
membranes plasmiques 300 µg 
Cytosol PMN 3 mg 
MgCl2 50 mM 100 µl 
GTPγ-S 2 mM 20 µl 
PBS- qsp 1ml 1000 µl 



Matériels et méthodes  

74 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c) Mesure de la production d’O2
- par la réduction du cytochrome c. 

 

Les ions superoxyde produits sont détectés par leur capacité à réduire le cytochrome c se 

traduisant par une augmentation de l'absorption à une longueur d’onde λ = 550 nm 

(Coefficient d’extinction molaire du cytochrome c ε550 = 21,1 mM-1.cm-1). Des fractions de 

100 µl du milieu de pré-incubation activé par la quantité optimale d'acide arachidonique 

préalablement déterminée, sont placées dans une cuve de spectrophotomètre contenant le 

tampon PBS- (QSP 1ml) supplémenté par du cytochrome c (100 µM). La réaction est initiée 

par l'addition de 15 µl de NADPH (10 mM). La production d'ions O2- est suivie par la 

réduction du cytochrome c à 550 nm, pendant quelques minutes. La réduction du cytochrome 

c est ensuite stoppée par l'addition de 50 µl de superoxyde dismutase (SOD) à 1mg/ml (3000 

U/ml). 

L’activité oxydase est donc déterminée indirectement par la mesure de la réduction du 

cytochrome c et la cinétique d’activation de l’enzyme est suivie par spectrophotométrie. Seule 

 
Figure 20 Détermination de la concentration optimale d’Acide Arachidonique (AA) à utiliser pour la 
mesure de l’activité NAD)P)H oxydase in vitro, par réduction du NBT en présence d’acide arachidonique, 
pour le système membranes de chondrocytes et cytosol de PMNs. 
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la réduction du cytochrome c sensible à la superoxyde dismutase (enzyme dismutant les ions 

superoxyde O2
– en H2O2) ajoutée dans la cuve pour arrêter la réaction, sera prise en compte. 

Pour objectiver la part de la cytochrome oxydase mitochondriale nous inhibons dans certaines 

expériences la respiration mitochondriale en rajoutant 0,5 mM finale de cyanure de potassium 

dans la cuve spectrophotométrique. 

L’activité oxydase est exprimée en : nmol O2
– produits / min / mg de protéines membranaires. 

Remarque :  

1) Réduction du cytochrome c : O2
.- + cyt.c3+ → cyt.c2+ + O2  

2) Action de la SOD : 2O2
.- + 2H+   →   O2 + H2O2 

 

 

II-B-3 Méthode d’analyse des différentes protéines : 

 

   II-B-3-a Analyse protéique par Western blot : 

 

   Préparation des échantillons : 

 
Les protéines sont dénaturées en présence de SDS, et la structure tertiaire est dissociée en 

chaînes polypeptidiques par le β-mercaptoéthanol : le β-mercaptoéthanol réduit les ponts 

disulfure intra et interchaînes. L'échantillon protéique (1 à 1000 µg de protéines) est dilué au 

1/10ème dans le "Sample Buffer" 10X, puis incubé à 60°C pendant 60 minutes en présence de 

β-mercaptoéthanol 2,5% (v/v). 

 

Electrophorèse en gel d'acrylamide en présence de 

SDS : 
(Laemmli et Favre, 1973) 

Les protéines chargées négativement par le SDS, sont séparées en fonction de leur taille 

moléculaire à travers un gel de séparation constitué d'un réseau d'acrylamide, sous l'action 

d'un champ électrique.  

 

 

SOD 



Matériels et méthodes  

76 

 

Tableau 3 : Préparation des gels de SDS-PAGE. 
 

 8% 10% 11% 
Tris-HCl 1,5 M, pH 8,9 9,0 ml 9,0 ml 9,0 ml 
H2O distillée 19,2 ml 17,4 ml 16,5 ml 
Acrylamide 40% / Bis acrylamide 7,2 ml 9,0 ml 9,9 ml 
SDS 10% 360 µl 360 µl 360 µl 
Persulfate d'ammonium 10 % 225 µl 225 µl 225 µl 
TEMED 37,5 µl 37,5 µl 37,5 µl 

 

 

Un gel de concentration est coulé en surface du gel de séparation (4,52 ml d'acrylamide 11% 

/Bis acrylamide (v/v) ; 5 ml de Tris-HCl 0,25 M, pH 6,8, SDS 0,2 % ; 0,5 ml de persulfate 

d'ammonium 15 mg/ml ; 20 µl TEMED). Le gel est placé dans une cuve d'électrophorèse 

contenant le tampon de migration (Tris 25 mM, glycine 192 mM, SDS 0,1% (p/v), pH 8,8). 

Les échantillons sont déposés dans les puits du gel de concentration. L'intensité électrique est 

maintenue constante (30 mA) lors de la migration des protéines qui vont migrer de la cathode 

vers l’anode. 

 

Electrotransfert des protéines sur nitrocellulose : 
 

Les protéines séparées en gel d’acrylamide sont transférées sur une membrane de 

nitrocellulose par un système semi-sec. Le gel d’électrophorèse est incubé quelques minutes 

dans le tampon de transfert semi-sec (Tris 25 mM, glycine 129 mM, SDS 0,01% (p/v), 

méthanol 10% (v/v), pH 8,3). La feuille de nitrocellulose (porosité : 0,2 µm) est rincée dans le 

même tampon. Le sandwich est réalisé entre 2 électrodes de graphite (LKB, electrophoretic 

transfert kit) de la façon suivante : anode, 3 feuilles de papier whatman n°3 imbibées du 

tampon de transfert semi-sec, la feuille de nitrocellulose, le gel, 3 feuilles de papier whatman 

n°3, et la cathode. Les protéines chargées négativement en présence de SDS migrent vers 

l'anode sous l'action d'un champ électrique imposé (1 mA/cm
2
 de gel à transférer ; Towbin et 

coll. 1979). L'électrotransfert est réalisé pendant 2 heures 30 min pour les gels de 1,5 mm 

d'épaisseur et 1 heure 15 min pour les gels de 0,75 mm d'épaisseur. 
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Immunodétection par anticorps couplés à la 

peroxydase : 
 

Les sites libres de la membrane de nitrocellulose, sont saturés pendant une heure à 

température ambiante, dans du tampon TBS (Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5) 

contenant du Tween 20 (0,05%, p/v) et 1% de lait déshydratée "Régilait". La membrane est 

ensuite lavée pendant 1 heure dans ce même tampon sans lait déshydratée "Régilait". Elle est 

ensuite incubée pendant 1 heure à température ambiante avec un anticorps de souris ou de 

lapin spécifique de la protéine à identifier dilué dans le tampon TBS additionné de Tween 20 

(0,05%, p/v). La membrane de nitrocellulose est lavée dans le tampon TBS-Tween 20 0,05%, 

3 fois, avant d'être incubée en présence d'un anticorps couplé à la peroxydase, anti-IgG de 

souris ou de lapin, suivi d'une révélation par chimioluminescence ; le réactif de détection 

ECL, le luminol (ECL®, Amersham) est oxydé par la peroxydase. La membrane est incubée 

pendant une minute avec le réactif ECL, avant d'être emballée dans un film plastique de type 

"Saran". La réaction de chimioluminescence est assurée par l'oxydation du luminol par la 

peroxydase, en présence d'un peroxyde et d'un catalyseur chimique comme le phénol. La 

membrane de nitrocellulose est ensuite placée dans une cassette, la face protéique contre le 

film de détection. Le temps d'exposition varie de 10 secondes à 5 minutes suivant le taux de 

luminescence. Le film est ensuite développé de façon classique à l'aide d'un révélateur. Elle 

permet de révéler des quantités très faibles d'antigène sur la membrane de nitrocellulose, 

inférieures à 1 pg de protéine( quantité révélée variable en fonction aussi du type d’anticorps 

primaires) 

 

II-B-3-b Méthode de dosage des protéines :  

(Bradford, 1976) 
Le réactif de Bradford (Bio-Rad protein Assay®) permet un dosage rapide (incubation de 5 

min) des protéines même en présence de glycérol, de Triton X-100 0,1%, de SDS 0,1%, ou 

d'une forte concentration saline. Un changement du maximum d'absorption de la lumière de 

435 nm à 595 nm est observé après la fixation du réactif (solution acide de bleu de Coomassie 

G-250) à la protéine. L'absorbance à 595 nm est proportionnelle à la concentration protéique. 

L'échantillon à doser (100µl) est incubé avec le réactif de Bradford (2 ml) pendant 5 min à 

température ambiante. L'absorbance à 595 nm est lue contre un blanc. Une gamme 
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d'étalonnage est réalisée avec de l’albumine de sérum bovin (BSA) dans le tampon de 

l'échantillon. 

 

II-B-3-c Spectres différentiels redox du cytochrome b558 des 3 

lignées de chondrocytes et de PMNs humains : 

 

Le spectre d'absorption d'un cytochrome permet de l'identifier et de le quantifier (le composé 

qui absorbe la lumière dans les cytochromes est l'hème). 

Les spectres d'absorption du cytochrome b558 ont été réalisés à l'aide d'un spectrophotomètre 

monofaisceau (Beckman DU 640) équipé d'un portoir de microcuves de 50 μl (trajet optique 

de 1 cm). Le spectre d'absorption de la fraction oxydée est lu de 400 à 650 nm, puis il est 

mémorisé. Cette fraction est ensuite réduite par l'addition de quelques grains de dithionite de 

sodium. Le spectre de la fraction réduite est lu de 400 à 650 nm, et automatiquement, le 

spectre différentiel rédox, correspondant à la différence entre le spectre de la fraction réduite 

et celui de la fraction oxydée, est calculé. Le spectre différentiel rédox est propre à un 

cytochrome donné. Il montre trois bandes d'absorption caractéristiques : α, β, γ. Le spectre 

différentiel du cytochrome b558 (Figure 21) présente trois pics d'absorption à des longueurs 

d'onde correspondant à 558 nm (α), 530 nm (β) et 426 nm (γ) avec des coefficients 

d'extinction molaire : 

                                     ε558 = 21,6 mM-1.cm-1, ε426 = 106 mM-1.cm-1. 

Le spectre absolu du cytochrome b558 oxydé présente une absorption caractéristique à 414 nm 

avec un coefficient d'extinction molaire ε414 = 58,3 mM-1.cm-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 21 Spectre rédox du cytochrome b558 purifié à partir de PMN 
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La loi de Beer-Lambert établit un lien entre l'absorbance d'un composé à une longueur d'onde 

définie et sa concentration dans la cuve : 

________________ 

A = ε.l.c 
________________ 

 

Avec  A : absorbance à la longueur d'onde λ 

 l : trajet optique en cm (égal à 1 cm dans notre cas) 

 c : concentration du composé absorbant à la longueur d'onde λ (mM) 

 ε : coefficient d'extinction molaire (mM-1.cm-1) à la longueur d'onde λ. 

Cette relation permet de calculer la concentration en hème dans la cuve spectrophotométrique. 
 

II-C Méthode d’analyse des MMPs : 

II-C-1 Méthode ELISA de dosage de la pro MMP-1 : 

 

Le dosage de la concentration de la collagénase 1 sous sa forme latente (proMMP-1) est 

effectué par une technique ELISA (Laboratoire R&D Systems). Les résultats sont exprimés en 

ng/ g de protéines du surnageant à T23h (déterminé par un dosage selon la technique de 

Bradford). Le dosage ELISA est réalisé en fonction des recommandations du laboratoire 

fabricant du kit ELISA en ayant réalisé une gamme d’étalonnage au préalable à partir de 

100µl d’une solution de proMMP-1 fournie par le laboratoire (figure 22). La sensibilité de ces 

tests varie de 6 à 95 pg/ml. 
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Figure 22 Gamme d'étalonnage du dosage de proMMP-1 par technique ELISA 
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II-C-2 Zymographie (MMP-2 & MMP-9) : 

 

Après élimination du milieu de culture des chondrocytes natifs C-20/A4 cultivés sur des 

boîtes de culture de 75 cm2 en condition de confluence, les cellules sont lavées 3 fois en 

EBSS et cultivées sans SFV, avec ou sans une incubation avec de l’hIL-1β (500 pg/ml). 

Après 23H de culture, le surnageant est prélevé et congelé à – 80°C. Le dosage de la quantité 

de gélatinase A (MMP-2) et de gélatinase B (MMP-9) est réalisé par zymographie. 

Cette technique électrophorétique qualitative et semi-quantitative consiste en une séparation 

des protéines de l'échantillon testé sur un gel d'acrylamide 10% copolymérisé avec le substrat 

de l'enzyme recherchée, en l'occurrence ici la gélatine, incorporée à raison de 0,5 mg / ml de 

gel, et contenant un agent dénaturant, du SDS à la concentration finale de 0,1%.  

Après incubation du gel dans un tampon d’activation contenant de l’acétate 4-

aminophenylmercurique (APMA) et coloration au Bleu de Coomassie, l'activité enzymatique 

des éventuelles protéines à activité gélatinolytique est détectée par l'absence de coloration de 

certaines bandes du gel au niveau desquelles la gélatine aura été dégradée par l'enzyme. De 

plus, les progrès de la densitomètrie informatisée permettent maintenant une analyse semi-

quantitative par scanning de la surface et de l'intensité de ces bandes de dégradation de la 

gélatine. La quantification de cette activité enzymatique peut être réalisée, selon les temps 

d'incubation du gel, jusqu'à des quantités avoisinant 5 pg d'enzyme.  

Après décongélation, le milieu de culture est resuspendu dans 50 µl de tampon 

d’échantillonnage  « sample buffer X » ne contenant pas d'agent réducteur. Après dépôt de 

l'échantillon sur le zymogramme et migration à 30 mA constant pendant 4 heures environ, le 

gel est incubé pendant 30 minutes à température ambiante dans une solution de Triton X 100 

2,5% en tampon de lavage, de manière à éliminer le SDS et permettre ainsi la renaturation des 

MMP. Après 10 minutes dans le tampon de lavage seul, le gel est incubé pendant 18 heures 

environ à température ambiante dans 100 ml de tampon d'incubation contenant 1 mM 

d'APMA. Le gel est ensuite coloré au Bleu de Coomassie R250 pendant 1 heure, puis 

décoloré jusqu'à apparition des bandes de dégradation de la gélatine témoignant de la 

présence de gélatinase active, et enfin scanné à 600 nm sur un chromatogramme Desaga 

CD60.  

Afin de transformer les valeurs arbitraires du scanning en quantité de MMP, une gamme de 

gélatinase B purifiée au laboratoire (Morel et col.1991) est réalisée (Figure 23). Seule la partie 

linéaire de la courbe, pour des valeurs arbitraires de scanning de 400 à 3500 environ 
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correspondant à des quantités de gélatinase de 50 à 1000 pg, est exploitable. En effet, des 

quantités plus importantes d'enzyme provoquent un phénomène de saturation (substrat 

insuffisant au niveau du gel) annulant toute proportionnalité entre valeur scannée et quantité 

de gélatinase déposée. 

 Sample Buffer" X Tris, HCI 62,5 mM; glycérol 15%; SDS 
  2,3%; bleu de bromophénol 0,001%; 
  pH 6,8 
 Tampon d'électrophorèse Tris, HCI 25 mM; glycine 190 mM; SDS 
  0,1%; pH 8,8 
 Tampon de lavage Tris, HCI 50 mM; CaCI2 5 mM; ZnCI2 1 PM 
  pH 7,6 
 Tampon d'incubation Tris, HCI 50 mM; CaCI2 5 mM; ZnCI2 1 PM 
  Triton X 100 1%; NaN3 0,02%; APMA1mM ; pH 7,6. 
 Colorant  Bleu de Coomassie R250 0,25%; acide 
   acétique 10%; éthanol 50% 
 Décolorant rapide  Ethanol 26%; acide acétique 7% 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II-D Test de viabilité dosage de la LDH :  

 

Les LDH sont dosés par un automate HITACHI 911 utilisant une technique automatisée 

spectrophotométrique par mesure à 340 nm de l’oxydation du NADH en NAD en présence de 

pyruvate. 

II-E Méthodes de biologie moléculaire : 

 

L'ensemble des techniques classiques de biologie moléculaire sont décrites dans les manuels 

de laboratoire (Sambrook et coll.1989, Ausubel et coll. 1992). 

 

 

Figure 23  Gamme de gélatinase purifiée ; les résultats sont représentatifs de 3 gammes
d’étalonnage réalisées dans les mêmes conditions. 
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II-E-1 Préparation des acides nucléiques : 

II-E-1-a Préparation des ARN totaux : 

 

Les cellules, après lavage dans du PBS-, sont suspendues à raison de 10
8
 cellules maximum/ml, 

dans du TRIzol® (Gibco-BRL), solution composée à 50% par du phénol et contenant un agent 

dissociant, le thiocyanate de guanidium nécessaire pour détruire les structures cellulaires et 

inactiver les RNAses endogènes (Chomczynski et coll. 1987). Après 5 à 10 min à température 

ambiante, 0,2 ml de chloroforme sont ajoutés à la préparation, laquelle est agitée 

vigoureusement, incubée 2-3 minutes à température ambiante puis centrifugée (12000 g, 15 

min, 4°C) : les ARN totaux sont isolés dans la phase aqueuse supérieure alors que l'ADN et les 

protéines sont retrouvés au niveau de l'anneau blanchâtre intermédiaire séparant la phase 

aqueuse du culot de phénol. Les ARN, transférés proprement dans un tube stérile, sont 

précipités par 0,5 ml d’isopropanol pendant 10 min à température ambiante. Le culot récupéré 

après 10 min de centrifugation à 12000 g et 4°C est lavé par 1 ml d’éthanol 70% (v/v) ; les 

ARN sont séchés à l'air libre, remis en suspension dans un volume pouvant varier de 34 à 54 µl 

d’eau distillée stérile selon l’importance du culot. Ils sont ensuite chauffés 10 min à 65°C afin 

d'obtenir une dissolution complète. Les ARN sont conservés à -20°C en éthanol 70% pendant 

un mois où, à -80°C en eau stérile pendant un an. 

 

 

II-E-1-b Préparation d’ADN complémentaire : 

 

La réaction de transcription inverse est réalisée dans 20 µl final de tampon de réaction (Tris 10 

mM, KCl 50 mM, MgCl2 5 mM, dNTP 1 mM chacun pH 8,3) contenant 5 µg d’ARN, 1,6 µg 

d’amorce oligonucléotidique poly(dT)15, 20 unités (U) de la transcriptase inverse du rétrovirus 

de la myeloblastose aviaire (AMV-RT) et 20 à 50 U d’inhibiteur de RNAses. Après 10 min 

d’hybridation de l’amorce avec la séquence terminale polyA des ARNm à 25°C, les ARNm 

sont transcrits en ADN complémentaire (ADNc) simple brin par l’AMV-RT pendant 1 h à 

42°C. La réaction est alors arrêtée par dénaturation de l’enzyme à 99°C pendant 5 min et les 

ADNc sont conservés à +4°C jusqu'à l'étape suivante. 
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II-E-1-c Dosage des acides nucléiques : 

 

Après dilution de 4 µl de la solution d'ARN ou 5 µl d’ADN dans 1 ml d'eau distillée stérile, 

l’absorbance est lue à 260 et 280 nm (représentant respectivement les acides nucléiques, et les 

protéines). La quantité d'ADN ou d'ARN.est calculée en appliquant les formules suivantes  

     D.O. 260 nm = 1 pour [ARN] = 40 µg / ml 

     D.O. 260 nm = 1 pour [ADN] = 50 µg / ml 

 

II-E-1-d Electrophorèse d’ADN sur gel d'agarose : 

Après avoir fait fondre au micro-onde, de l’agarose (0,5 à 2,5% p/v) dans le Tampon TAE 0,5 

X , et ajouté 0,05% (P/V) de bromure d’éthidium, on coule le gel d’agarose. Les échantillons 

et les marqueurs après avoir été dilués au 1/5 dans du tampon d’échantillonnage 5X sont 

déposés dans les puits du gel d’agarose préalablement mis dans l’appareil d’électrophorèse 

rempli du tampon TAE 0,5 X. La migration s’effectue pendant 45 min environ sous une 

tension de 100V. Le gel est exposé aux U.V. et photographié. 

 

 

II-E-2 Réaction d'amplification en chaîne par la polymérase 
(PCR) : 

 

La technique d’amplification en chaîne de l’ADN permet d'obtenir des quantités importantes 

d'une séquence d’ADN présente en faible quantité. Le principe est le suivant (cf. Figure 24) : 

après dénaturation par la chaleur du double brin d'ADN, deux oligonucléotides 

complémentaires situés aux extrémités 5' du double brin du fragment d'ADN à amplifier sont 

hybridés avec le fragment d'ADN à amplifier à une température particulière dite température 

de fusion (Tf) inférieure de 5°C de la température d'hybridation. La température d'hybridation 

(Th), ou température théorique, est fonction de la séquence nucléotidique des amorces. En 

pratique pour déterminer la Tf et la Th, on applique les formules suivantes : 

Th (°C) = 2 (A +T) + 4 (G +C) 

Tf (°C) = Th – 5 
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Après l'étape d'hybridation, la température est amenée à 72°C. Dans ces conditions les 

extrémités 3' des oligonucléotides servent d'amorces à une ADN polymérase thermostable. 

Chaque brin sert alors de matrice à l'enzyme qui synthétise les brins complémentaires en 

assemblant des désoxynucléoside-triphosphates (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), le facteur de 

multiplication est de deux. Les produits issus de ce premier cycle sont ensuite dénaturés par la 

chaleur à 94°C pour séparer les deux brins. Les amorces sont de nouveau hybridées à la 

température Th avec les brins d'ADN provenant du premier cycle d'amplification, chaque brin 

servant de matrice à l'ADN polymérase. La réaction se poursuivant, le nombre de copies 

d'ADN croît de manière exponentielle et on obtient 2n fragments après n cycles. 

La réaction de PCR est réalisée dans 100 µl final de tampon de réaction (Tris 10 mM, KCl 50 

mM, MgCl2 1,5 mM, dNTP 0,2 mM chacun pH 8,3) contenant 2,5 µl d’ADNc, 0,25 µM 

d’amorces sens et anti-sens, 2 µl du mélange de dNTP 10 mM, et 2,5 U de la polymérase de la 

bactérie Thermus Aquaticus (Taq polymérase, Appligène). Un volume de 50 µl d’huile 

minérale est déposé afin d’éviter toute évaporation au cours de la réaction. 

 
Figure 24 Principe schématique de la technique de PCR polymerase chaine reaction 
http://www.inrp.fr/biotic/biomol/techgen/html/schempcr.htm 
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Tableau 4 Amorces oligonucléotidiques utilisées 
 

Amorces 
Taille du 
fragment 

amplifié (pb) 
Séquence (de 5' à 3') T° hybridation 

optimale Th (°C) 

Nox1F 
Nox1R 248 

 
F1 GTACAAATTCCAGTGTGCAGACCAC  
R1 AGACTGGAATATCGGTGACAGCA 
  

58°C 

gp91phox Nox2 F 
gp91phox Nox2 R 624 

 
F2 ATAAGCAGGAGTTTCAAGAT  
R2GTTTTCTAGACTGAAGTTTTCCTTGTTGAAA    
ATGAAATG  
 

55°C 

Nox3 F 
Nox3R 457 

 
F3ATGAACACCTCTGGGGTCAGCTGA  
R3GGATCGGAGTCACTCCCTTCGCTG  
 

62C 

Nox4 F 
Nox4R 
pour PCR quantitative* 

285 

 
F4 CAGCAAGATACCGAGATG  
R4 CTGGCTTATTGCTCCGGA  
 
*F4’’’CTGAATGCAGCAAGATACCGAGAT 
*R4’’’ CTGGCTTATTGCTCCGGA 

60°C 
 

66°C 

Nox5 F 
Nox5R 236 

 
F5 ATCAAGCGGCCCCCTTTTTTTCAC  
R5CTCATTGTCACACTCCTCGAC 
  

60°C 

p22phox F 
p22phox R 687 

 
F6 CAGTGTCCCAGCCGGGTTCGTGTC  
R6 ATTGCAGGTGGGTGCACCTGGTGGGAG  
 

70°C 

p40 phox F2 
p40 phox R2 507 

 
F7  TGGCAGCTCCGAGAGCAGAG 
R7  GGCATCGTGTTGTAGACCCTG 

60°C 

 
p47phox F 
p47phox R 

180 
 
F8 GAGCACTGGAGGCCACCCAGTC 
R8 GTTTTATGGAACTCGTAGATCTCG 
 

70°C 

p67phox F2 
p67phox R2 801 

F9 TGTCTTTGTCTTGAAGAAGGGC 
R9 GACTTCTCTCCGAGTGCTTTC 60°C 

Rac2 F 
Rac2 R 578 

 
F10 ATGCAGGCCATCAAGTGTGT 
R10 TAGAGGAGGCTGCAGGCG 
 

63°C 

G3PD 
pour PCR quantitative 450 

 
F11 GTGGTGGACCTGACCTGC 
 
R11 CCCTGTTGCTGTAGCCAAATTCG 

70°C 

G3PD 983 Clontech 72°C 
β-actine 838 Clontech 55-65°C 
 

Les échantillons sont soumis à 30 cycles correspondant à 1 min de dénaturation de l’ADNc à 

94°C suivie d’1 à 2 min d’hybridation des amorces (température variable selon la composition 

en bases des amorces voir tableau 3 ci-dessous et la position des amorces sur la séquence des 

ARNm en annexe), puis les fragments d’ADNc sont amplifiés par le mélange Taq polymérase-

Pfu à 72°C (la durée est fonction de la longueur du fragment à amplifier : à savoir 1 min pour 1 
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kb). L'utilisation du mélange des deux enzymes permet de limiter le risque d'introduction d'une 

erreur de séquence. Après 30 cycles identiques, la réaction se termine par 10 min 

supplémentaires d’élongation, puis est stoppée par inhibition de l’enzyme à +4°C. Une PCR 

réalisée en parallèle sur l'ADNc du gène domestique de l'actine ou de la G3PDH permet de 

légitimer tout résultat négatif en ce qui concerne la qualité de l'ADNc amplifié. 

II-E-3 Construction de plasmides exprimant les différentes 
isoformes de Nox4 et Nox2 : 

 

Le plasmide d’expression de Nox4 humain est cloné pour les expériences qui suivent tandis 

que nous avons utilisé un plasmide d’expression de Nox2 qui est déja utilisé de maniére 

courante au laboratoire (Stasia et coll. 2002). 

Les deux ADNc de Nox4 sont amplifiés par PCR en utilisant comme matrice une banque 

d’ADNc de rein humain adulte (UNI-ZAP human kidney lambda, Stratagene, Cedar Creek, 

USA). 

Deux isoformes ont été mises en évidence (Figure 25) : 

• Nox4A correspond à la forme intégrale de Nox4 habituellement décrite et répertoriée 

dans Genbank sous le numéro No.AF254621 

• Nox4B correspond à une isoforme de Nox4 épissée du 14eme exon (répertoriée dans 

Genbank No.AJ704726), rendant la protéine produite non fonctionnelle par absence 

du premier site de fixation du FAD 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 Schéma de la structure génomique de Nox4A et Nox4B  
Chaque carré correspond à un exon, les carrés gris/noir correspondent aux parties transmembranaires, les carrées
noir/blanc correspondent aux sites de fixation du FAD, et les carrées gris/blanc correspondent aux sites de fixation du
NAD(P)H. L’étiquette V5/his est représentée par les ronds (selon Goya et coll. 2005). 
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Les deux isoformes sont clonées dans un plasmide d’expression de mammifère en ajoutant en 

N terminal une étiquette V5-His. Les amorces utilisées sont les suivantes : amorces sens 

Nox4F4’’’’ (5’-GTTTGGTACCATGGCTGTGTCCTGGAGG-3’) incluant un site KpnI (en 

caractères gras) et les amorces anti-sens Nox4 R4’  

(5’ GTTTACTAGTGCTGAAAGACTCTTTATTGTATTC-3’), comprenant un site de restriction Spe 

I (en caractères gras) sans le codon stop. Les produits de PCR purifiés sont sous-clonés dans 

le vecteur pCR Blunt II-TOPO conformément au protocole du fournisseur (Zero Blunt TOPO 

PCR cloning kit, Invitrogen). Les plasmides pCR-BluntII-TOPO contenant Nox4A ou Nox4B 

sont digérés par Kpn I et Spe I, et les inserts purifiés sont intégrés dans le vecteur final 

pEF6V5/HisB (Invitrogen) linéarisé par ces deux mêmes enzymes.  

Le plasmide permettant l’expression d’un dominant-négatif de Nox4, Nox4 Δ FAD/NADPH 

correspondant à une protéine Nox4 délétée de la partie C terminale au niveau de l’acide aminé 

312 (Mahadev et col 2004), est construit en utilisant l’amorce sens Nox4 F4’’’’ et l’amorce 

anti-sens Nox4 R4’’ (5’-GTTTGCGGCCGCTCAAATGATGGTGACTGGCTTATTGC-3’) 

contenant un site de restriction Not I (en caractères gras). Le produit de PCR purifié est digéré 

par Kpn I et Not I et inséré dans un vecteur pCDNA 3.1 V5/HisB vector (Invitrogen) linéarisé 

par ces mêmes enzymes.  

La construction exprimant Nox2 dans un plasmide pEF-PGK est un don de MJ. Stasia (Stasia 

et coll. 2002).  

Tous les inserts sont vérifiés par séquençage (Génome Express, Grenoble, France).  

 

II-E-4 RT-PCR quantitative: 

 

 

Après extraction de l’ARN des cellules d’intérêt, la réaction de transcriptase inverse est 

réalisée avec 2 µg d’ARN, et 40 U d’AMV-RT (cf. ci avant). Les produits de la transcriptase 

inverse sont dilués au dixième et 5 µl sont alors utilisés pour la réaction de PCR quantitative. 

Le niveau d’expression de l’ARNm de Nox4 humain et du gène de ménage G3PDH est 

déterminé en utilisant les amorces spécifiques suivantes (cf. Tableau 4) :  

• Pour Nox4 l’amorce sens est F4’’’ et l’amorce anti-sens est R4’’’  

• Pour la G3PDH l’amorce sens est F11 et l’amorce anti-sens est R11  
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La PCR quantitative de Nox4 et G3PDH pour chaque ADNc obtenu est réalisée dans un 

appareil Light Cycler 1.5 apparatus (Roche), en utilisant le kit LightCycler FastStart DNA 

Master plus SYBR Green I (Roche). Le principe du substrat SYBR Green utilisé est expliqué 

dans la figure 26. On obtient une courbe exponentielle qui est corrélée à la quantité d’ADN 

amplifié. Ainsi, plus il y a d’ADNc (reflet de la quantité d’ARNm) au départ de la réaction, 

plus la fluorescence apparaît tôt. En déterminant le moment de l’apparition de la fluorescence, 

on peut quantifier de manière relative le niveau d’expression des différents transcrits dans les 

cellules en se rapportant à celui d’un gène de ménage. La quantité d’ARNm de Nox4 mesurée 

est rapportée à une courbe standard établie au préalable pour chaque gène et également à celle 

du gène de ménage, la G3PDH.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’efficacité et la reproductibilité de la PCR pour chaque gène sont évaluées grâce aux courbes 

standards. L’établissement de la courbe standard se fait par dilutions successives des 

échantillons du dixième au millionième. Les mesures sont réalisées en 4 exemplaires. Des 

exemples de courbes représentant l’amplification de l’ADN à chaque cycle de PCR sont 

montrés sur la figure 27. Une fois les conditions de mise au point déterminées, nous avons pu 

alors faire la mesure avec les ARNm totaux de tous nos types cellulaires. Afin de pouvoir 

comparer les différentes expériences entre elles, nous avons toujours utilisé le même 

calibrateur interne dans chaque groupe de mesures 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 26 Principe du SYBR Green. Le SYBR Green est un composé qui ne fluoresce que lorsqu’il se
fixe sur l’ADN double brin. La lecture de fluorescence se fait en fin d’élongation lorsque tous les brins
d’ADN ont fini d’être synthétisés et sont donc organisés en double brin.  
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Les conditions d’incubation ont été les suivantes :  

Première phase de montée en température de 95°C pendant 10 min, puis suivie par une 

phase de 45 cycles décomposés d’une étape de dénaturation à 95°C pendant 15 s suivie 

d’une étape d’hybridation à 66°C pendant 10 s pour Nox4 ou la G3PDH pour finir par une 

dernière étape d’extension à 72°C pendant 21 s pour Nox4, ou 10 s pour la G3PDH.  

Les PCRs de chaque échantillon sont réalisées 4 fois par expérience qui sont elles-mêmes 

réalisées trois fois.  

II-E-5 Purification des fragments d’ADN sur gel d’agarose et 
séquençage : 

 

Nous utilisons le kit "sephaglass®" (Pharmacia). Après migration, la bande d'agarose 

contenant le fragment d'ADN d'intérêt est dissoute dans un tampon, auquel on ajoute 5 µl de 

la suspension "sephaglass BP" à la suite de quoi une incubation de 5 min à température 

ambiante (billes se liant à l'ADN) est réalisée.  
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Figure 27 Courbes standards pour la GAPDH, Nox4. Les courbes sont obtenues par dilutions
successives des échantillons d’ADNc. Pour chaque dilution, 4 mesures sont effectuées à chaque fois  
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Après une centrifugation à 12 000 g de 30 secondes, le surnageant est éliminé et le précipité 

lavé deux fois par 80 µl de tampon de lavage. Le culot obtenu est séché à l'air et remis en 

suspension dans 25 µl de tampon d'élution, pour être incubé 5 min à température ambiante 

avec des agitations fréquentes, puis centrifugé à 12 000 g pendant 1 min pour récupération du 

surnageant contenant l'insert d'ADN purifié qui est alors envoyé pour séquençage à la société 

genome-express (Meylan France). 

 

II-E-6 Méthodes de Transfection des lignées 
chondrocytaires : 

II-E-6-aTransfection stable : 

 

Effectene® (Qiagen) :  

Les cellules C-20/A4 sont trypsinisées et comptées. 4x105 cellules de la lignée C-20A/4 

sont mises en culture en condition classique (DMEM/10% de SVF) dans des plaques de 6 

puits pour atteindre après 24h, une confluence de 60%. Les transfections sont réalisées en 

suivant le protocole du kit Effectene®.  

Quatre µg d'ADN d’intérêt (le vecteur pEF6V5HisB codant Nox4A-V5/His ou Nox4B-

V5/Hi ; le vecteur pEF-PGKneo codant pour Nox2 ; ou enfin le plasmide codant pour la 

lucifèrase qui servira de témoin) sont incubés avec 3,2 µl de tampon « d'enhancer » du kit 

effectene. La solution est complétée à 100 µl par le tampon « EC » du kit effectene. La 

solution complétée est alors homogénéisée et mise au repos 5 min à température ambiante.  

Puis 10 µl d'effectene sont rajoutés et incubés 5 à 10 min à température ambiante    

(Figure 28) ; principe de la méthode de transfection). Pendant l’incubation, le milieu de 

culture est remplacé par 1600 µl de milieu de culture frais dans les puits. On ajoute alors 

600 µl de DMEM/10%SVF à la solution de transfection, dont la totalité (ADN, 

« Enhancer » et « Effectène »et milieu) est ajoutée alors dans les puits. Après 24 heures à 

37°C en étuve à 5% de CO2, le surnageant est remplacé par du milieu de culture classique 

contenant les antibiotiques de sélection (soit par 10 μg/ml de blasticidine pour les 

transfections utilisant le vecteur pEF6V5HisB, soit par 1 μg/ml de généticine tamponnée 

par 20 μl /ml de NaOH 5N pour les transfections utilisant le vecteur pEF-PGKneo). Les 

lignées sont ensuite cultivées en conditions classiques prêtes à être utilisées dans les 

différentes expérimentations.  
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II-E-6-bTransfection Transitoire : 

Les cellules C-20/A4 Nox4A-V5/His sont trypsinisées et comptées. 4x10
5
C-20A/4 sont mises 

en culture en condition classique (DMEM/10% de SVF) dans des boîtes de 25 cm
2
 jusqu’à 

atteindre une confluence de 50%.  

Cinq μg du plasmide d’intérêt (le plasmide vide pCDNA 3.1 V5/His ou le plasmide pCDNA 

3.1 Nox4 ΔFAD/NADPH) sont dilués dans 200 μL de tampon CaCl2 (250 mM) et 200μL de 

tampon «HEPES-phosphate» (140 mM NaCl, 50 mM HEPES, 1,4 mM NaH2PO4, pH 7,05). 

Après 60 secondes d’incubation de l’ensemble, à température ambiante, la solution de 

transfection ainsi constituée est ajoutée aux cellules dans 1,8 ml de milieu de culture classique 

DMEM/10% SVF. Quatre heures après, le surnageant est remplacé par du DMEM/10% SVF 

frais. Quarante huit heures après la transfection, l’expérimentation de stress cytokinique  

hIL-1ß est réalisée directement dans les boîtes de culture en utilisant les mêmes conditions en 

terme de concentration d’hIL-1ß que celle décrite ci-aprés. 

 
Figure 28 Principe de la Transfection stable par Effecténe® 
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II-F. Mesure de l’effet du stress cytokinique h IL-1β sur 

l’expression métalloprotéasique : 

II-F-1 Stimulation par l’hIL1-β sur les lignées de chondrocytes 
C-20/A4 : 

 

Après trypsinisation d’une boîte de 175 cm2 les cellules considérées sont mises en 

culture trois jours dans trois boîtes de 75 cm2 en conditions classiques afin d’obtenir 

une confluence à 90 %. Après trois lavages en EBSS les cellules sont incubées à 37°C, 

5 % CO2 avec le milieu de culture classique mais sans sérum de veau en présence ou 

non de 500 pg/ml d’IL-1ß humaine (hIL-1ß ; solution à 50.000 U/µl) pendant 23h 

(durée et concentration d’IL-1ß humaine validée au préalable après vérification des 

conditions optimales de la concentration d’hIL-1ß humaine et du temps d’incubation). 

A T23h on prélève la totalité du milieu de culture pour doser les LDH afin de valider 

la viabilité des cellules durant ces 23h d’incubation, doser les protéines par la méthode 

de Bradford, et enfin après centrifugation à 350g durant 5 min à température ambiante 

le surnageant est aliquoté puis congelé pour dosage ELISA de la pro MMP-1. 

II-F-2 Impact de l’inhibition des ROS (TIRON / DPI) sur la 
sécrétion de la pro MMP-1 :  

 

Après trypsinisation d’une boîte de 175 cm2 les cellules considérées sont mises en 

culture trois jours dans trois boîtes de 75 cm2 en conditions classiques afin d’obtenir 

une confluence à 90 %. Après lavage trois fois en EBSS les cellules sont incubées à 

37°C, 5 % CO2 avec le milieu de culture classique mais sans sérum de veau en 

présence ou pas de 500 pg/ml d’IL-1ß humaine (hIL-1ß) et plus ou moins en présence 

de 10 µM DPI (inhibiteur de la NAD(P)H oxydase) ou de 5 mM de TIRON (piégeur 

d’O2
-) pendant 23h  

A T23h on prélève la totalité du milieu de culture pour doser les LDH afin de valider 

la viabilité des cellules durant ces 23h d’incubation, doser les protéines par la méthode 

de Bradford, et enfin après centrifugation à 350g durant 5 min à température ambiante 

le surnageant est aliquoté puis congelé pour dosage ELISA de la pro MMP-1. 
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II-F-3 Impact de la surexpression de Nox4 sur la sécrétion de 
la pro MMP-1 :  

Les mêmes expériences dans les mêmes conditions ont été réalisées avec les cellules 

transfectées (cf. ci avant) 

II-G Les anticorps utilisées 

Tableau 5 Anticorps mono clonaux et polyclonaux utilisés avec la séquence protéique de leur épitope respectif  

 
Anticorps Sous-unité reconnue Epitope Equipe Année 

Monoclonaux 

7D5 gp91phox 160IKNP163 et 226RIVRG230 Nakamura (Japon) 1987 

54.1 gp91phox 382PKIAVDGP389 Jesaïtis 
(Etats-Unis) 1995 

NL7 gp91phox 498EKDVITGLKQ507 Jesaïtis 
(Etats-unis) 2003 

44.1 p22phox 29TAGRF 33 et 183PQVNPI188 Jesaïtis 
(Etas-Unis) 1995 

Penta.His 
N° 34660 histidine HHHHH QIAGEN / 

Polyclonaux 

504 Nox4 88KVPSRRTRRLLDKSR102 GREPI 
France 2006 

503 Nox4 88KVPSRRTRRLLDKSR102 GREPI 
France 2006 

p40Nter p40phox 1MAVAQQLRAESDFEQL15 GREPI 
France 1994 

p67Cter p67phox 511 VEDSATTDLESTRREV 526 GREPI 
France 1991 

N19 
sc-7661 

 
p47phox / 

Santa Cruz 
Biotechnology, Inc. 

 
/ 

Rac Rac1&2 120CRDDKDTIEKLKEKKLTPITYPQ141 GREPI 
France 1995 

 

II-H Mesure de la production de O2
- par oxydation du DHE par 

microscopie à fluorescence  

Le dihydroethidium (DHE) est une molécule ayant la propriété de s’oxyder en présence de 

O2
  pour devenir de l’ethidium qui s’intercale au niveau de l’ADN des cellules. Cette 

molécule après une excitation à 495 nm émet une fluorescence rouge à 565 nm. 

Le DHE est donc un bon indicateur de la présence d’ O2  intra cellulaire. Le niveau de 

production des ROS peut être apprécié et mesuré par cette méthode (Vanden et coll. 1997, 

Priault et coll. 2002). Certains auteurs comme Benove pensent au contraire que cette 



Matériels et méthodes  

94 

technique a plutôt un caractère qualitatif et non quantitatif (Benove et col.1998) et Zhao et col 

ont ainsi démontré en 2003 que l’ethidium n’était par le seul produit émis après oxydation du 

dihydroethidium par l’O2  rendant difficile une mesure quantitative fiable de la production de 

ce radical oxydant par cette technique (Zhao et coll. 2003). Nous avons donc décidé d’utiliser 

cette technique en suivant le protocole suivant : 

Les cellules sont cultivées à 80% de confluence sur des plaques 6 puits en conditions 

classiques (DMEM-10% SVF) à 37 °C et 5% de CO2. Le jour de l’expérience les 

chondrocytes sont lavés 2 fois avec de l’EBSS et incubés pendant 20 minutes avec 1 ml de 

milieu de culture (DMEM-10% SVF) contenant 5µM final de DHE (avec ou sans l’hIL-1β à 

500 pg/ml) toujours à 37 °C et 5% de CO2. Toute l’expérience se déroule dans le noir strict 

car le DHE est une molécule extrêmement sensible à la lumière. Dans certains puits nous 

avons incubé ces cellules avec en plus de la N-acetyl cystéine 30 nM (NAC). En effet la NAC 

est une molécule antioxydante qui a la propriété de piéger les O2
- de manière non spécifique.  

Après ces 20 minutes d’incubation les plaques sont lues à l’abri de la lumière sur un 

microscope à fluorescence Nikon éclipse TE2000-E. Les images sont enregistrées grâce à un 

système Nikon digital sight DS-1QM. La fluorescence du DHE est analysée en utilisant un 

filtre avec une longueur d’onde d’excitation à 488 nm et une longueur d’onde d’émission à 

580 nm. Les images sont ensuite analysées par un logiciel Lucia software. Le niveau relatif de 

fluorescence entre les cellules est quantifié en déterminant l’intégrale des niveaux de gris en 

utilisant le logiciel Lucia de Imaging Systems. L’intégrale des gris est définie comme la zone 

de l’intensité de chaque pixel. Un minimum de 50 cellules est analysé par expérience. Les 

résultats sont exprimés en unité arbitraire de fluorescence.  

II-J Cytométrie de flux 

II-J-1 Préparation des chondrocytes  

II-J-1-a Chondrocytes intacts fixés et non perméabilisés 

 

Les chondrocytes transfectés ou non sont cultivés à confluence (§ II.A.1). Les cellules 

trypsinisées sont centrifugées à 300 g pendant 5 min à température ambiante et lavées avec 15 

ml de PBS(-). Pour réaliser le marquage, les chondrocytes sont ajustés à 107 cellules/ml dans 

un tampon PBS contenant 0,2 % (p/v) de BSA et 0,5 mM CaCl2 avant fixation par du 

paraformaldéhyde (PFA) à 1 % (p/v) en concentration finale pendant 15 min dans la glace 

puis les chondrocytes sont centrifugés à 10000 g pendant 5 sec. à température ambiante et 
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lavés avec un tampon PBS(-) . Une prise d’essai de 100 µl (106 cellules) de la suspension est 

déposée dans chaque tube.  

Le marquage est effectué en deux étapes.  

Un anticorps primaire (Ig purifiées contre la protéine d’intérêt) est incubé pendant 30 min 

dans la glace en présence des cellules intactes à raison de 5 µg d’Ig / 5×105 cellules pour les 

Ac dirigés contre la protéine p22phox, gp91phox (8G11, 54.1, NL7), Nox4, (503 et 504) et contre 

la séquence poly-histidine (his) (cf. tableau 4), ainsi que pour l’anticorps non immun servant 

de témoin (SIGMA).  

Les cellules sont ensuite centrifugées à 13000 rpm pendant 5 secondes à température 

ambiante puis le culot cellulaire est lavé avec 500 µl de tampon PBS contenant 0,2 % (p/v) de 

BSA et 0,5 mM CaCl2.  

La deuxième étape du marquage consiste à incuber, pendant 30 min dans la glace, les cellules 

avec 150 µl de ce tampon contenant un anticorps secondaire dilué 200 fois. Cet anticorps est 

dirigé spécifiquement contre les Ig de l’espèce animale utilisée et couplé à un fluorochrome 

en l’occurrence, ici, de la Phycoérythrine (Beckman Coulter). Un fluorochrome étant très 

sensible à la lumière (extinction de la fluorescence), il est indispensable de réaliser les étapes 

finales du marquage à l’abri de la lumière. Afin d’éviter tout marquage non spécifique, les 

cellules sont une nouvelle fois lavées deux fois avec 500 µl de tampon puis mises en 

suspension dans des tubes de 5 ml.  

L’analyse des échantillons est effectuée à l’aide d’un cytomètre FacsCalibur (Becton-

Dickinson). La source laser excite, à une longueur d’onde λ = 488 nm, le fluorochrome 

(Phycoérythrine) qui émet, alors, de la lumière à 565 nm (FL2) détectée par le cytomètre. 

 

II-J-1-b Chondrocytes intacts Fixés et perméabilisés  

La suspension cellulaire de chondrocytes est ajustée à 107 cellules / ml avant fixation par du 

paraformaldéhyde (PFA) à 1 % (p/v) en concentration finale pendant 15 min dans la glace, 

puis les chondrocytes sont centrifugés à 10 000 g pendant 5 s à température ambiante et lavés 

avec un tampon PBS. Les cellules fixées sont ensuite incubées dans un tampon PBS contenant 

0,2 % (p/v) de BSA, 0,5 mM CaCl2 et 0,01 % (p/v) de saponine pendant 10 min dans la glace. 

La saponine perméabilise les cellules en s’intercalant au niveau du cholestérol présent dans la 

membrane plasmique. Son action est réversible, il est donc important qu’elle soit présente tout 

au long de l’expérimentation. Les lavages et les incubations des différents anticorps avec les 

cellules s’effectueront donc dans ce même tampon contenant la saponine. Le marquage des 
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cellules fixées et perméabilisées est ensuite réalisé comme il l’a été décrit au paragraphe II-J-

1-1-a 

II-K Tampons utilisés. 
Tableau 6 tampons utilisés 

 

Biochimie 
Milieu de culture 
des chondrocytes  

DMEM SVF 10%, L-Glutamine 2 mM, pénicilline streptomycine 
(50µl/ml) 

EBSS (1X) Earle’s Balanced Salt Solution (EBSS) (1X)  
Milieu de culture 
des LB-EBV 

RPMI 1640, L-Glutamine 2 mM pénicilline streptomycine (50µl/ml) 

PBS(-) NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, KH2PO4 1,5 mM, Na2HPO4 8 mM, pH 7,3
PBS(+) PBS- contenant CaCl2 0,9 mM, MgCl2 0,5 mM 
Solution Saline NaCl 2,74 mM 56 ml, CaCl2 18,16 mM 2,75 ml, eau qsp 1 litre 
Tampon de lyse 
hypotonique 

NH4Cl 155 mM, KHCO3 10 mM, EGTA 0,1 mM, pH 7,4 

Mélange d’inhibiteurs 
de protéases 

TLCK 10 µM, PMSF 1 mM, leupeptine 1,8 µM, pepstatine 1,5 µM 

Sample Buffer" 10X 
pour les protéines 

2,1 ml de Tris-HCl 3 M pH 6,7, 2 g SDS, 2 ml Bleu de bromophénol à 
0,2%, sucrose 50%, 0,5 ml EDTA 200 mM pH 7, eau qsp 10 ml 

Tampon de migration Tris 25 mM, glycine 192 mM, SDS 0,1% (p/v), pH 8,8 
Colorant des gels SDS-
PAGE 

solution de bleu de Coomassie R250 0,25% (p/v), méthanol 50% (v/v), 
acide acétique 10% (v/v). 

Décolorant acide acétique à 8% (v/v), éthanol 27% (v/v) 
Tampon de transfert 
semi-sec 

Tris 25 mM, glycine 129 mM, SDS 0,01% (p/v), éthanol 10% (v/v), pH 
8,3). 

TBS Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5 
Assay Buffer Tris-HCl 0,1 M, NaCl 0,1 M, MgCl2 5 mM à pH 9,5. 
Biologie Moléculaire 
TAE 1X 40 mM Tris-acétate, 1 mM EDTA, pH 8,0 
Sample Buffer 5X glycérol 30%, bleu de bromophénol  0,25%, xylène-cyanol FF 0,25% 
TBE 1X 90 mM Tris-Borate, 2 mM EDTA pH 8 
TE Tris 10 mM, EDTA 1 mM pH 8 
SSC X20 NaCl 3 M, Citrate de sodium 0,3 M pH 7 
Tampon de lyse Tris 50 mM pH 7.5, NaCl 50 mM, MgCl2 5 mM, DTT 1 mM 

Tampon Urée 8 M Urée, 8 M, Tris-HCl, pH 7,5, 100 mM, DTT 5 mM, EDTA 2 mM 

Tampon glutathion Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, MgCl2 5 mM, DTT 1 mM, le 
pH est ajusté à 7.5 

Tampon facteur Xa Tris 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, CaCl2 2,5 mM ajuster le pH à 8 

Tampon thrombine Tris pH 8 50 mM, NaCl 150 mM, CaCl2 2,5 mM, MgCl2 5 mM, DTT 1 
mM, ajuster le pH à 8)  
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III RESULTATS : 

 
Les résultats de ce travail s’articulent selon quatre grands chapitres : 

• Analyse du phénotype en terme de Nox et de leurs partenaires au niveau 

transcriptionnel et protéique dans un modèle cellulaire de chondrocyte et phénotype en 

terme de métalloprotéase et TIMP. 

• Mesure de l’activité NAD(P)H oxydase dans les trois lignées cellulaires sur cellules 

entières ou en systèmes acellulaires.  

• Niveau d’expression de la pro-MMP-1 sous un stress cytokinique hIL-1β dans la 

lignée C-20/A4. 

• Rôle de Nox 4 sur la régulation de cette expression. 

 

III-A Analyse phénotypique en terme de Nox et de leurs 

partenaires au niveau transcriptionnel et protéique dans un 

modèle cellulaire de trois lignées de chondrocytes (C-20/A4, T/C-

28a2 et C-28/I2) : 

 

L’objectif de cette première partie est de faire une cartographie phénotypique exhaustive au 

niveau protéique et transcriptionnel des différentes Nox existantes (Nox1, Nox2 ou gp91-phox, 

Nox 3, Nox4 et, Nox5), ainsi que leurs partenaires (p22-phox, p40-phox, p47-phox, p67-phox, Rac2) 

dans ces lignées de chondrocytes. 

 

III-A-1 Au niveau transcriptionnel : 

 

Les amorces utilisées sont détaillées dans le tableau 4 du paragraphe II-E-2 du chapitre 

« matériels et méthodes ». 
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III-A-1-a Analyse par RT-PCR : 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’ARN a été extrait des différentes lignées par la méthode utilisant le TRIzol® et transcrit en 

ADNc par RT (voir matériels et méthodes). Puis la mise en évidence de la présence de 

l’ARNm codant pour les différentes Nox (Nox1, Nox2, Nox3, Nox4, Nox5) et leurs 

partenaires (p22phox, p40phox, p47phox, p67 phox et la protéine G Rac2) a été effectuée par PCR 

sur l’ADNc grâce à des amorces correspondant à leurs séquences spécifiques (voir matériels 

et méthodes). 

 Nous avons utilisé comme témoins positifs une lignée de LB-EBV ou de PLB985 et aussi des 

plasmides exprimant Nox3 ou Nox5. Toutes les PCR ont été validées en vérifiant en parallèle 

la présence du gène de ménage G3PDH (résultat non montré). 

 
Figure 29 Analyse transcriptionelle par RT-PCR de l’expression des Nox et de leurs partenaires sur
les lignées C-20/A4, T/C-28a2, C-28/I2. 
L’ARN est extrait des lignées chondrocytaires C-20/A4, T/C-28a2, C-28/I2, pour réaliser une PCR comme
décrit dans le chapitre matériel et méthodes. Des amorces spécifiques (cf. Tableau 4) sont utilisées pour
étudier l’expression transcriptionelle de Nox2, p22-phox, p40phox, p47-phox, p67-phox, rac2 et enfin Nox1, Nox3,
Nox4 et Nox5. (+) = témions positifs. 
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Nous notons la présence de l’ARNm de Nox2 dans les trois lignées de chondrocytes et de ses 

partenaires p22phox, p40phox, p67 phox et de la protéine G monomérique Rac2. Par contre la 

présence de l’ARNm de Nox1, Nox3 et de p47phox n’a pas été mise en évidence (Figure 29). 

Seule la lignée C-20/A4 n’exprime pas au niveau transcriptionnel Nox5, par opposition aux 

deux autres lignées étudiées (C-28/I2 et T/C-28a2), qui elles, l’expriment bien. Ceci est 

probablement lié au fait qu’elles sont issues de la même lignée originelle ce qui n’est pas le 

cas de C-20/A4 (Goldring et coll. 2004). 

Enfin nous démontrons pour la première fois la présence de l’ARNm de Nox4 dans les trois 

lignées de chondrocytes.  

 

III-A-1-b Analyse par séquençage des gènes incriminés : 

 

Afin de vérifier la spécificité des amplifications obtenues par RT-PCR, nous avons séquencé 

les ADNc d’intérêt présents dans les trois lignées en utilisant le kit "sephaglass®" 

(Pharmacia) : 

Le Tableau 7 récapitule les résultats du séquençage et des RT-PCR pour les trois lignées en ce 

qui concerne les Nox et leurs partenaires ; ainsi les colonnes « RNA » et «SEQ» représentent 

respectivement les résultats des RT- PCR et des séquençages. 
Tableau 7 Synthèse des résultats de séquençage 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

P= positif 

N= négatif 

/= non réalisée 

 
C-20/A4 T-C/28a2 C-28/I2
RNA SEQ RNA SEQ RNA SEQ

gp91phox P P P Echec P Echec
P 22phox P / P / P /
Rac2 P P P Echec P Echec
p67phox P / P / P /
p47phox N / N / N /
p40phox P / N / P /
Nox 1 N / N / N /
Nox 3 N / N / N /
Nox 4 P P P P P P
Nox 5 N Echec P P P P
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Compte tenu du coût de ces techniques nous n’avons pas séquencé tous les gènes étudiés et 

nous avons sélectionné les plus pertinents pour notre travail.  

Il faut signaler des échecs dans un certain nombre de cas notamment pour Nox5 dans C-

20/A4 et gp91phox et Rac2 dans C-28/I2 et T/C-28a2. Il est toutefois intéressant de signaler la 

présence évidente de Nox4 vérifiée par RT-PCR et par séquençage du gène, dans les trois 

lignées. Enfin si l’on s’intéresse à la lignée C-20/A4 nous notons la présence à la fois de 

l’ADNc codant pour gp91phox d’une part et pour Nox4 d’autre part. 

 

 

III-A-2 Au niveau protéique : 

 

Nous avons réalisé par la suite, une cartographie phénotypique des protéines d’une part des 

différentes Nox (Nox1, Nox2 ou gp91-phox, Nox 3, Nox4 et, Nox5) présentes dans les lignées 

de chondrocytes, et d’autre part de leurs partenaires (p22-phox, p40-phox, p47-phox, p67-phox, 

Rac2). 

 

III-A-2-a Analyse par western blot: 

 

Après avoir préparé, selon le protocole détaillé dans le chapitre matériels et méthodes, le 

cytosol et les membranes des cellules d’intérêt (chondrocytes des différentes lignées étudiées 

et les cellules témoins comme les lymphocytes B immortalisés LB-EBV et les polynucléaires 

neutrophiles humains), nous avons réalisé une détection immunochimique (western blot) afin 

de mettre en évidence Nox2 et ses partenaires. Pour ce faire nous avons déposé 100 µg par 

puit de la fraction cytosolique ou membranaire, et nous avons utilisé des anticorps spécifiques 

détaillés dans le tableau 5 de la section II-G du chapitre «Matériels et Méthodes». 
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Nous démontrons au niveau protéique la présence de p22phox, p67phox, ainsi que Rac 1 / 2 

(Figure 30). Par contre les résultats concernant p40phox et p47phox sont plus difficiles à 

interpréter. Enfin, pour Nox2 nous n’avons pas pu mettre en évidence de manière certaine sa 

présence (nous avons mis en évidence au niveau des trois lignées de chondrocytes une bande 

dont le poids moléculaire est en dessous de celui attendu). Nous avons complété ces 

expériences avec des anticorps monoclonaux dirigés contre gp91-phox et ciblant un autre 

épitope (NL7) mais, sans succès (résultats non montrés). 

Pour éliminer un état de glycosylation différent pouvant expliquer cette différence de poids 

moléculaire obtenue, nous avons déglycosylé (par traitement avec une N-Glucosidase F) des 

fractions membranaires de ces cellules (avant dépôt), mais les résultats obtenus ne sont pas  

meilleurs (résultats non montrés). 

Figure 30 Immunoblots des trois lignées de chondrocytes (C-20/A4, T/C-28a2 et  
C-28/I2).- SDS-PAGE 10% : 
Les membranes d’intérêt sont déposées à raison de 100 µg par puit pour réaliser les différents western blot
révélés par ECL comme décrit dans la section matériel et méthodes. On utilise des anticorps primaires
monoclonaux anti peptide p22phox (44.1 dilution1/5000), et gp91phox (54.1 dilution1/5000), et des anticorps
polyclonaux anti peptide p40phox (dilution 1/1000), p67phox (dilution 1/1000), p47phox (dilution 1/1000), et
anti Rac1 & Rac2 (dilution 1/200). L’anticorps secondaire utilisé est un anticorps anti lapin ou souris
couplé à la peroxydase (dilution 1/000). Les témoins positifs utilisés sont soit les fractions membranaires
ou cytosoliques de LB-EBV immortalisés ou de PMN. 

 

ND 
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A partir de ces expériences préliminaires nous avons fait le choix de la lignée C-20/A4 (car à 

la différence des deux autres lignées, elle n’exprime que Nox4 et Nox2 à l’exclusion des 

autres Nox recherchées). 

Pour poursuivre notre travail nous avons utilisé une approche de détection des protéines Nox 

plus sensible par cytométrie de flux. 

 

III-A-2-b Analyse par cytométrie en flux : 

 

Cette technique a permis de confirmer la présence de la protéine p22phox au niveau des 

chondrocytes. En effet après perméabilisation des cellules par de la saponine 0.01% (w/v), 

nous assistons à une augmentation significative du marquage par l’anticorps anti-p22phox 

(44.1) (Figure.31a) dirigé contre un épitope intra cellulaire de p22phox [démontré sur les 

polynucléaires neutrophiles humains (Roos et coll. 2004)]. Ce marquage ne se retrouve pas 

sur les chondrocytes entiers non perméabilisés confirmant la situation cytosolique de l’épitope 

reconnu par l’anticorps 44.1 anti p22phox dans le chondrocyte, comme dans les PMN humains 

(Ross et coll. 2004) (Figure. 31d). 

Par cette même technique, nous démontrons et confirmons la présence de la protéine gp91phox 

(Nox2). En effet en utilisant l’anticorps 7D5 anti-gp91phox nous voyons augmenter le signal du 

marquage de manière faible mais significative, uniquement sur les cellules perméabilisées par 

la saponine 0.01% (w/v) (Figure.31c, 31d), suggérant que cet épitope n’est pas accessible sur 

les cellules entières non perméabilisées. Comme l’anticorps 7D5 anti gp91phox (Nox2) 

reconnaît classiquement un épitope extracellulaire de cette protéine sur les PMNs (Burrit et 

col. 2001), ces résultats suggèrent que la protéine gp91phox du complexe NAD(P)H oxydase, 

aurait une localisation différente (intra cellulaire) dans les chondrocytes de la lignée C-20/A4 

par rapport aux PMN humains. 
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Enfin nous mettons en évidence pour la première fois la protéine Nox4 dans les chondrocytes 

perméabilisés de la lignée C-20/A4 (Figure. 31b, Figure.31d). Ceci confirme une localisation 

intracellulaire de l’épitope de Nox4 reconnu par l’anticorps « 504 ». En effet, cet anticorps 

anti Nox4 fabriqué dans le laboratoire est un anticorps antipeptide polyclonal (résidus : 

KVPSRRTRRLLDKSR) issu de lapin qui reconnaît un épitope situé sur la deuxième boucle 

en position intracellulaire de la protéine Nox4 (cf. tableau 5 du chapitre matériels et 

méthodes). Il faut souligner les très faibles quantités de Nox2 et Nox4 mises en évidence par 

cytométrie de flux, ce qui peut expliquer les résultats négatifs obtenus par western blot. Il est 

enfin intéressant de souligner que pour la première fois nous démontrons la présence de Nox4 

dans les chondrocytes. 

Figure 31 Analyse de l’expression protéique de Nox4, gp91phox et p22phox par cytométrie en flux sur la lignée
C-20/A4  
5x105 chondrocytes sont fixés avec 1% (w/v) de paraformaldéhyde et marqués avec les anticorps monoclonaux
anti-p22phox (44.1), anti-gp91phox (7D5) et un anticorps polyclonal anti-Nox4 (504) sans perméabilisation (d) ou
après perméabilisation par la saponine (a, b, c) comme décrit dans le chapitre Matériels et Méthodes ; les anticorps
sont tous utilisés à la concentration de 5µg/5x105cellules. Enfin l’anticorps secondaire est un anticorps conjugué à
la phycoerythrine (dilution 1:200). La zone grise correspond aux cellules incubées sans anticorps primaires. Le
trait noir plein correspond aux cellules incubées avec l’anticorps non immun SIGMA (5µg/5x105cellules). 
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Pour confirmer l’existence d’un complexe NAD(P)H oxydase dans la lignée C-20/A4 nous 

allons essayer de démontrer par spectrophotométrie différentielle la présence du cytochrome 

b558. 

 

III-A-2-c Analyse par étude du spectre différentiel redox du 

cytochrome b558 : 

 

 

Une fraction aliquotée (0,5.mg/ml) d’un extrait Triton X 100 1% des membranes des cellules 

(C-20/A4, T/C-28a2 et C-28/I2 et des PMNs), est utilisée pour analyser le spectre différentiel 

redox du cytochrome b558, selon le protocole décrit dans le chapitre matériels et méthodes. 

Les résultats montrent sur la Figure 32 deux des trois bandes spécifiques à 426 nm et 558 nm 

correspondant à la signature caractéristique du cytochrome b558 au niveau de chacun des 

spectres et confirment la présence d’un cytochrome de type b dans chacune des trois lignées 

C-20/A4, T/C-28a2 et C-28/I2 (Figure. 32), pouvant confirmer les observations illustrées par 

western blot et cytométrie en flux.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32 Spectres différentiels redox d’extraits Triton x 100 1% membranaires de trois lignées
de chondrocytes; comparaison aux spectres redox  dans les PMN humains  
La quantité de cytochrome b558 réduit est déterminée par l’absorbance mesurée à 426 nm (ε 426 nm =106
mM-1.cm-1) ou à 558 nm (ε 558 nm =21.3 mM-1. cm-1). Le spectre redox réalisé avec les PMN sert de
témoin positif. La préparation des extraits et les spectres différentiels sont réalisés selon les protocoles
décrits dans le chapitre matériels et méthodes. 
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Les résultats sont à interpréter avec précaution compte tenu de la présence éventuelle du 

cytochrome b mitochondrial. 

 

 

On peut donc résumer les résultats observés dans le tableau ci-dessous : 
Tableau 8 Synthèse du phénotype des cellules de la lignée C-20/A4  
 

 

 

 

 

 

 

 

On note donc la présence de Nox2 et Nox4 ainsi que leurs partenaires notamment p22phox, le 

partenaire privilégié des oxydases Nox1, 2, 3 et Nox4. Il faut signaler les difficultés 

rencontrées pour mettre en évidence l’ARNm et la protéine de p47phox, contrairement aux 

résultats rapportés par Moulton et coll. (Moulton et coll. 1997). Nous pouvons donc penser 

que l’ARNm de p47phox à une demi-vie trop courte ou que les quantités extrêmement faibles 

de cet ARNm ne permettent pas de révéler la présence de l’ADNc après RT-PCR.  

On peut aussi envisager que la protéine P47phox n’est pas présente dans notre lignée cellulaire. 

Si Nox2 et Nox4 sont présents, qu’en est-il de la production des dérivés radicalaires de 

l’oxygène ? 

Pour la suite des expériences seule la lignée C-20/A4.sera utilisée  

III-B La mesure d’activité NAD(P)H oxydase sur les 

chondrocytes : 

Existe-t-il une production d’O2
- par les chondrocytes ? 

Pour répondre à cette question nous allons utiliser différentes techniques : 

• Mesure de l’activité NAD(P)H oxydase par chimioluminescence sur cellules entières  

• Mesure de l’activité NAD(P)H oxydase reconstituée en milieu acellulaire avec le 

système hétérologue « Membrane de chondrocyte / cytosol de neutrophiles humains » 

par réduction du cytochrome c. 

 

√= Présence objectivée

? ?
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III-B-1 Dosage de l’activité NAD(P)H oxydase par la méthode 
de chimioluminescence sur cellules entières : 

 

Nous avons adopté la méthodologie utilisée avec les neutrophiles humains (Vergnaud et coll. 

2000). 

La stimulation des PMNs par un ligand soluble ou particulaire conduit à la production d’ions 

superoxyde O2
-. Les ions superoxyde sont ensuite dégradés dans une réaction de dismutation 

catalysée par la superoxyde dismutase (SOD), et aboutissant à la formation de peroxyde 

d’hydrogène :  

 

2H+ +2 O2
-  H2O2 +O2 

Le peroxyde d’hydrogène en présence de luminol et d’une peroxydase génère l’émission de 

photons qui seront quantifiés dans un luminomètre (Luminoscan® labsystem) avec une 

mesure toutes les 30 secondes ; la somme des RLU est quantifiée après 1 heure 30 

d’expérimentation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 33 Dosage de l’activité oxydase par chimioluminescence sur cellules entières de la lignée
C-20/A4  
La production totale d’H2O2 est mesurée à partir de 5x105 cellules entières après incubation par
différentes concentrations hIL1-ß (200, 500, 1000 pg/ml). 
La somme des RLU est calculée après 1 heure 30 de lecture avec une mesure toutes les 30 secondes
selon la technique et les conditions décrites dans  le chapitre « matériels et méthodes »  
Les chondrocytes et les LB-EBV ont été stimulés (ou non) par du PMA à 2µg/ml en présence ou non de
différentes concentrations d’hIL1-ß. Les LB-EBV utilisés dans les mêmes conditions ont servi de
témoins (+). Les résultats sont exprimés par la moyenne de la somme des RLU (valeurs obtenues dans
chaque condition). Les valeurs dans cette figure représentent la moyenne +/- SD de trois déterminations
obtenues le même jour.  
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Compte tenu d’une production d’O2
-extrêmement faible par les chondrocytes nous les avons 

stimulés par un stress cytokinique (IL1-ß humain) à différentes concentrations pour essayer de 

mettre en évidence une production d’O2
-. 

Ainsi 5x105 chondrocytes remis en suspension dans 50 µl de PBS-, sont plongés dans 200 µl 

de milieu commun contenant 25 µl de glucose 0.8M, 10 µl de luminol 2mM (20% DMSO), 

20 µl d’HRPO 500 U/ml et 945 µl de PBS(-) et incubés dans le luminomètre pendant 1 minute 

à 37°C. La réaction est initiée par 10 µl de PMA à 2µg/ml (10% DMSO). L’émission de 

photons est suivie pendant 1 heure 30 avec une mesure toutes les trente secondes (500 

itérations par secondes). La somme des RLU (Relative Luminescent Unit) est calculée dans 

les conditions déterminées dans le chapitre matériels et méthodes.  

Nous ne représentons ici que les résultats obtenus avec les chondrocytes de la lignée C-20/A4 

(Figure 33) Ils montrent que quel que soit le mode de stimulation, il n’y a pas de production 

significative d’O2- et de H2O2 dans les conditions utilisées. L’addition de PMA est sans effet, 

éliminant donc ici l’implication de Nox2. 

 

III-B-2 Mesure de l’activité NAD(P)H oxydase après 
reconstitution en milieu acellulaire : 

 

Depuis 1984, le complexe NAD(P)H oxydase des phagocytes peut être reconstitué et activé 

en milieu acellulaire (Heynemann et coll. 1984 ; Bromberg et coll. 1984) en incubant une 

fraction membranaire contenant le cytochrome b558 des cellules non stimulées avec le cytosol 

contenant les facteurs cytosoliques de l’oxydase de ces mêmes cellules, et un agent 

amphiphile, l’acide arachidonique. 

Cette technique a été validée avec les PMNs et les lymphocytes B. L’utilisation de cette 

approche expérimentale avec les chondrocytes aurait pour but de déverrouiller un système 

NAD(P)H oxydase qui fonctionne à très faible niveau dans les cellules intactes. Dans 

l’expérience, le système de reconstitution hétérologue est composé de la membrane plasmique 

des chondrocytes et du cytosol de PMN humains (cellules respectivement non stimulées). 

L’activité oxydase sera mesurée par réduction du cytochrome c selon le protocole (décrit dans 

le chapitre matériels et méthodes). Une fraction aliquotée de la suspension membranaire des 

chondrocytes contenant le cytochrome b558 est incubée avec le cytosol des PMNs contenant 

les facteurs d'activation, du GTPγS, du magnésium, et un agent amphiphile un acide gras à 

longue chaîne polyinsaturée (acide arachidonique) ou le dodécyl sulfate de sodium (SDS). 
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Une fois le milieu commun préparé, l’optimum d’acide arachidonique est déterminé pour 

chaque système utilisé. Nous pouvons alors mesurer l’activité oxydase indirectement par la 

mesure de la réduction du cytochrome c en présence ou non de superoxyde dismutase, et la 

cinétique d’activation de l’enzyme est suivie par spectrophotométrie. Seule la réduction du 

cytochrome c sensible à la superoxyde dismutase (enzyme dismutant les ions superoxyde O2
– 

en H2O2), sera prise en compte, comme il est décrit dans le chapitre matériels et méthodes 

L’activité oxydase est alors exprimée en nmol O2
– produits / min / mg de protéines 

membranaires. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 Mesure d’activité NAD(P)H oxydase reconstituée en milieu acellulaire avec le système
hétérologue « Membranes chondrocyte  / cytosol neutrophiles humains ». 
Une fraction aliquotée de la suspension membranaire des chondrocytes contenant le cytochrome b558 est

incubée avec du cytosol de PMNs contenant les facteurs d'activation, du GTPγS, du magnésium, et un agent

amphiphile l’acide arachidonique, ou le dodécyl sulfate de sodium (SDS). Une fois le milieu commun

préparé, l’optimum d’acide arachidonique est déterminé pour chaque système utilisé. Nous pouvons alors

mesurer l’activité oxydase indirectement par la mesure de la réduction du cytochrome c en présence ou non

de superoxyde dismutase. La cinétique d’activation de l’enzyme est suivie par spectrophotométrie. Les

résultats sont exprimés en nmol O2
– produits / min / mg de protéines membranaires ± SD. L’ensemble est la

moyenne de 9 expérimentations. Nous avons utilisé comme contrôle un système homologue de membrane et

de cytosol de PMN humains (barre grise hachurée). 
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Le système hétérologue (membrane de chondrocytes et cytosol de PMN), (Figure 34) permet 

d’obtenir une reconstitution de l’activité NAD(P)H oxydase intrinsèque des chondrocytes de 

cette lignée. L’activité NAD(P)H oxydase mesurée par la production de O2
- est extrêmement 

faible, elle est déterminée par la différence d’activité en présence ou en absence d’acide 

arachidonique (Figure 34). 

Nous avons utilisé comme contrôle un système homologue de membrane et de cytosol de 

PMN humains. Le niveau d’activité NAD(P)H oxydase des membranes de PMN est plus 

élevé que celui des membranes des chondrocytes ( colonne grise hachurée sur la Figure 34). 

Il existe donc une activité NAD(P)H oxydase incontestable mais extrêmement faible dans les 

chondrocytes, toutes lignées confondues.  

Cette activité NAD(P)H semble être dépendante de la présence du cytosol de PMN, de GTPγS 

et du complexe NAD(P)H mais indépendante de la présence d’acide arachidonique. 

III-C Mesure de l’effet du stress cytokinique par interleukine 1β 

humaine (hIL-1β) sur l’expression métalloprotéasique : 

Le premier temps a consisté à valider le modèle cellulaire choisi à savoir la lignée C-20/4, en 

vérifiant sa sensibilité à l’hIL-β. 

Nous nous proposons donc d’estimer la viabilité de ces cellules sous ce stress cytokinique, 

puis nous allons déterminer le temps d’incubation et la concentration optimale d’hIL-β en se 

focalisant sur l’expression secondaire de la collagenase-1 (la métalloprotéase la plus 

impliquée dans la physiopathologie de l’arthrose). Le dosage de la MMP-1 après exposition à 

l’hIL-β sera réalisé par méthode ELISA dans le surnageant de milieu de culture. 

Enfin nous essayerons également d’estimer l’expression des deux gélatinases la MMP-2 et la 

MMP-9 après incubation avec l’hIL-β par zymographie. 

 

 

III-C-1 Mise au point et validation de l’expérimentation 

III-C-1-a Détermination du temps optimal d’incubation en 

présence hIL- β : 

 

Après mise en suspension des cellules par trypsinisation d’une boîte de 175 cm2, les 

chondrocytes C-20/A4 sont mis en culture trois jours dans trois boîtes de 75 cm2 en 

conditions classiques (cf matériels et méthodes) afin d’obtenir une confluence à 90 %. Après 
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trois lavages en EBSS, les cellules sont incubées à 37°C, et à 5 % de CO2 avec le même 

milieu de culture mais sans sérum de veau en présence ou non de 500 pg/ml d’IL-1ß humaine 

(hIL-1ß). Afin de déterminer le temps optimal d’incubation en présence de hIL-1ß pour avoir 

la meilleure concentration de pro MMP-1 dans le surnageant de culture, à différents temps ( 

T0, T6H, T8H et T23H) le surnageant est récupéré puis, après centrifugation à 350 g durant 5 

min et à température ambiante, il est aliquoté puis congelé pour réaliser par la suite, un dosage 

ELISA de pro MMP-1 et un dosage protéique selon la méthode de Bradford (cf.schéma 

simplifié de l’expérience Figure 35). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

hIL-1β (500 pg/ml)

 
Figure 35  Schéma simplifié de l’expérimentation pour la
détermination du temps optimal  d’incubation en présence d’ hIL-
1ß. 
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Les résultats de l’expérience illustrée sur la figure 36 confirment l’effet de l’hIL-1ß rapporté 

dans la littérature. On observe en effet dans les chondrocytes (la lignée C-20/A4) une 

surexpression de la collagenase-1 (pro MMP-1). Ce processus semble dépendre du temps 

d’incubation avec l’interleukine 1β. Les résultats montrent une différence dès la 9éme heure en 

terme de concentration de proMMP-1 dans le surnageant du milieu de culture des cellules 

incubées avec l’ hIL-1ß par rapport aux cellules témoins. L’augmentation de la sécrétion de 

proMMP-1 semble être maximale à 23h d’incubation (Figure 36). Pour la suite de 

l’expérimentation nous incuberons donc, les cellules pendant 23h. 
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  C-20/A4 

   C-20/A4 stimulées par 500 pg/ml d' hIL-1β 

 
Figure 36 Effet de l’hIL-1ß sur l’expression de la pro MMP-1 dans le surnageant du milieu de
culture au cours du temps : détermination du temps optimal d’incubation  
Après trois lavages en EBSS les cellules sont incubées à 37°C, 5 % CO2 avec le milieu de culture
mais sans sérum de veau en présence ou non de 500 pg/ml d’IL-1ß humaine (hIL-1ß). A différents
temps (T0, T6H, T8H et T23H) le surnageant est récupéré puis, après centrifugation 350 g durant 5
min à température ambiante, on dose la concentration en proMMP-1 par méthode ELISA. Le résultat
est exprimé en ng de proMMP-1 /g de protéine du surnageant du milieu de culture-(n=1) 
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Nous avons pour la suite, estimé la viabilité des lignées en présence d’hIL-1ß et en absence de 

sérum de veau fœtal. 

III-C-1-b Etude de la viabilité cellulaire : 

 

La viabilité des chondrocytes C-20/A4 après 23h d’exposition à l’hIL-1β en absence de sérum 

de veau fœtal est estimée par deux techniques : 

• La méthode d’exclusion au bleu trypan (Tableau 9). 

• Le dosage de la lactate deshydrogénase (LDH) (Figure 37). 

Tableau 9 Viabilité cellulaire après stress cytokinique par hIL-β après 23h d’incubation sur 
la lignée de chondrocytes (C-20/A4) par la méthode d’exclusion au bleu trypan  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Test de viabilité 
Au bleu trypan à 23h 

d’incubation 

C-20/A4 témoin 
 

n=5 

C-20/A4 IL-1 ß 
100pg/ml 

n=5 

C-20/A4 IL-1 ß 
500pg/ml 

n=5 

viabilité 
au 

bleu trypan % 
96,32 87,79 96,10 

écart type +/- 3,1 +/- 13,7 +/- 2,4 
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Figure 37 Viabilité cellulaire après stress cytokinique par hIL-β après 23h d’incubation 
sur la lignée de chondrocytes (C-20/A4) par dosage de la LDH dans le surnageant du milieu 
de culture à T0 et à T23h en présence de 100 ou 500pg/ml d’hIL-1β. Les résultats sont 
exprimés en UI/l de surnageant de culture (boite de 15 ml). (n=5)  

n=5 
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Nous constatons que quelle que soit la technique utilisée (bleu trypan ou dosage de la LDH) la 

viabilité des cellules C-20/A4 est bonne après 23h sans sérum de veau. En effet plus de 96.3% 

de cellules restent vivantes (Tableau 9 de viabilité au bleu trypan). 

L’incubation avec de l’hIL-1ß pendant 23h ne semble pas faire varier de manière significative 

cette viabilité quelle que soit la concentration d’hIL-1 ß utilisée (100 ou 500 pg/ml). 

L’activité de la lactate déshydrogénase mesurée dans le surnageant du milieu de culture 

confirme ces résultats avec augmentation (de moins de 25%) de l’activité de la LDH en co 

incubation avec hIL-1 ß sans différence significative entre les différentes conditions (100 ou 

500 pg/ml d’hIL-1ß) (p<0,005). 

Ces résultats sont à confronter à l’activité totale de la LDH retrouvée (13176 UI/L), après lyse 

par sonication de 2x106 cellules correspondant à la quantité moyenne de chondrocytes 

présents dans une boîte de 75 cm2 en condition de confluence à 100%. 

 En conclusion, la viabilité après 23h d’incubation sans SVF et en présence d’hIL-1 ß même à 

la dose de 500 ng/ml reste bonne, nous autorisant à poursuivre les expérimentations.  

 

III-C-1-c Effet de l’hIL-1β, à 23h d’incubation sur l’expression de 

la pro-MMP-1 : 

 

Comme précédemment, après trypsinisation d’une boîte de 175 cm2, les cellules sont mises en 

culture trois jours dans trois boîtes de 75 cm2 en condition classique (cf. matériels et 

méthodes) afin d’obtenir une confluence à 90 %. Après trois lavages avec la solution d’EBSS, 

les cellules sont incubées à 37°C, en présence de 5 % CO2 avec le milieu de culture mais sans 

sérum de veau en présence ou non de 500 pg/ml d’IL-1ß humaine (hIL-1ß) pendant 23h. 

A T23h on prélève la totalité du milieu de culture, après centrifugation à 350 g et durant 5 

min à température ambiante, le surnageant est aliquoté puis congelé en vue du dosage ELISA 

de la proMMP-1, et du dosage des protéines par la méthode de Bradford. 
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Les résultats illustrés sur la Figure 38 démontrent donc qu’après 23h d’incubation sans SFV 

les lignées C-20/A4 sécrètent environ 7 fois plus de proMMP-1 en présence d’hIL-1ß (913 

versus 136 ng/g de protéine du surnageant de milieu de culture). Cette différence est 

statistiquement significative. 

 

III-C-1-d Effet de l’hIL-1β, sur l’expression métalloprotéasique des 

gélatinases (MMP-2) & (MMP-9) : 

 
Dans des conditions expérimentales strictement identiques, nous avons vérifié l’impact d’un 

stress cytokinique sur l’expression des gélatinases, MMP-2 et MMP-9. 

 
Figure 38 Expression de la proMMP-1 sous hIL-1β après 23h d’incubation par la lignée
chondrocytaire C-20/A4.  
En condition sans SVF, les chondrocytes C-20/A4 sont incubés en absence ou présence d’hIL-1 ß pendant
23h. On prélève alors la totalité du milieu de culture ; après centrifugation à 350 g et durant 5 mn à
température ambiante, le surnageant est aliquoté puis congelé pour dosage ELISA de la pro MMP-1, et
dosage des protéines par la méthode de Bradford,. Les résultats sont exprimés en ng/g de protéine du
surnageant du milieu de culture .et représentent la moyenne de 5 expérimentations identiques +/-déviation
standard P<0.05 versus les chondrocytes non stimulés par hIL-1ß. 
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Après trois lavages en EBSS les cellules sont incubées à 37°C, en présence de 5 % CO2 avec 

le milieu de culture classique mais sans sérum de veau en présence ou non de 500 pg/ml 

d’hIL-1ß humaine pendant 23h. 

A T0 puis T23h on prélève quelques ml de milieu de culture que l’on centrifuge à 350 g 

durant 5 min à température ambiante pour éliminer les cellules en suspension ; le surnageant 

de culture est alors aliquoté puis congelé pour une étude de l’activité de la MMP-2 et MMP-9 

par zymographie. Après décongélation, et dosage protéique selon la technique de Bradford on 

dépose par puits l’équivalent de 50 µg de protéines soit pures soit diluées au 1/2éme 1/5éme 

ou 1/10éme (cf. matériel et méthodes) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le produit d’exocytose d’une culture de lymphocyte B est utilisé comme témoin positif. 

Nous démontrons la présence d’une activité gélatinolytique (Figure. 39) liée à la présence sur 

le zymogramme d’une protéine de 67 kDa correspondant à la gélatinase A (MMP-2 dans sa 

forme active).  

L’absence de plage de lyse à 92 kDa signe l’absence de MMP-9. 

Par ailleurs il ne semble pas y avoir de différence en termes d’activité gélatinolytique avant et 

après 23h d’incubation avec 500 pg/ml d’hIL-1ß  

Dilution                                   1                 1/2               1/5                1/10 
 
 
       PM              Exo       T0    T23h    T0     T23h      T0   T23h     T0   T23h  
 

 
 
PM = poids moléculaires 
Exo = dépôts de 50µg de produit d’exocytose de culture de lymphocyte B /témoins (+) 
 
Figure 39 Zymographie de surnageant de milieu de culture de chondrocytes C-20/A4 sur 
mini- gel de poly-acrylamide (contenant 0.5 % de gélatine), à T0 et àT23h après incubation 
en présence de 500pg/ml d’hIL-1 ß humaine  
Après dosage protéique selon la technique de Bradford l’équivalent de 50 µg protéique du 
surnageant de milieu de culture est déposé soit pur, soit dilué au 1/2éme, 1/5éme, et au 1/10éme en 
comparant le surnageant avant et après 23h d’incubation avec 500pg/ml d’hIL-1 ß pour la 
réalisation d’un zymogramme comme décrit dans le chapitre matériels et méthodes . 

67 kDa 

94 kDa 
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L’hIL-1 ß dans ce modèle, ne semble donc pas modifier la sécrétion de manière significative 

des gélatinases MMP-2 et MMP-9. 

Mais l’expérience n’ayant été réalisée qu’une fois, il convient d’examiner les résultats avec 

prudence.  

Pour la suite nous allons focaliser nos travaux sur l’expression de la MMP-1 dans le contexte 

d’une stimulation par hIL-1 ß, et examiner le rôle potentiel des dérivés radicalaires de 

l’oxygène sur cette surexpression. 

 

III-C-2 Impact de la modulation de la voie dépendante des 
ROS sur l’expression métalloprotéasique de la proMMP-1 en 
présence d’hIL-1β : 

En effet, nous avons démontré que sous hIL-1 ß, la lignée C-20/A4 surexprime la proMMP-1 

dans le milieu de culture. Cette surexpression est décrite comme étant régulée par la présence 

de radicaux oxydants qui joueraient un rôle de messager secondaire (Lo et coll. 1998, Mendes 

et coll. 2001).  

Dans un premier temps, nous allons vérifier sur la lignée d’intérêt C-20/A4 l’impact des 

radicaux oxydants sur cette surexpression de collagénase en co-incubant les cellules avec soit 

une molécule le TIRON qui piége les radicaux oxydants, soit avec le “diphénylénechloride 

iodonium” « DPI » qui est un inhibiteur de la NAD(P)H oxydase des phagocytes. 

Mais il faut tout d’abord, vérifier la viabilité des chondrocytes C-20/A4 après incubation avec 

ces différentes substances. 

III-C-2-a Etude de la viabilité cellulaire des chondrocytes C-20/A4 

en co-incubation avec du Tiron et du DPI  

 

Après trois lavages en EBSS, les cellules C-20/A4 cultivées à 90% de confluence en 

monocouche sont incubées à 37°C, 5 % CO2 avec le milieu de culture classique et 10% de 

SVF pendant 23h. 

A T23h on prélève quelques ml de milieu de culture que l’on centrifuge à 350 g durant 5 min 

à température ambiante, pour éliminer les cellules en suspension, le dosage de la LDH est 

réalisée dans le surnageant du milieu de culture. Les résultats sont exprimés en UI/L de 

surnageant de milieu de culture.  
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Les résultats sur la Figure 40 montrent que quelle que soit la concentration de TIRON ou de 

DPI, il n’existe pas d’augmentation significative de la concentration de la LDH dans le 

surnageant de milieu de culture démontrant l’absence de toxicité de ces produits dans les 

conditions utilisées. 

A la lumière de ces résultats, et en accord avec les données de la littérature nous utiliserons la 

concentration finale de 5 mM de TIRON et 10µM de DPI pour la suite des expériences.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III-C-2-b Effet de l’hIL-1β, à 23h d’incubation en présence de 

TIRON ou de DPI sur l’expression de la collagénase  

 
 
Après trypsinisation d’une boîte de 175 cm2, les cellules sont mises en culture trois jours dans 

trois boîtes de 75 cm2 en condition classique décrite dans le chapitre matériels et méthodes 

afin d’obtenir une confluence à 90 %. Après trois lavages en EBSS, les cellules sont incubées 

à 37°C, 5 % CO2 avec le milieu de culture mais sans sérum de veau en présence ou non de 

500 pg/ml d’IL-1ß humaine et en présence ou non de 10 µM de DPI ou de 5 mM de TIRON 

pendant 23h. On prélève alors la totalité du milieu de culture pour doser la LDH afin de 

valider la viabilité des cellules durant ces 23h d’incubation. On dose aussi les protéines par la 
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Figure 40 Mesure de la viabilité cellulaire des chondrocytes C-20/A4 après 23h d’incubation en
présence de TIRON et de DPI à différentes concentrations (respectivement de 0 à 20 mM pour le
TIRON et de 0 à 10 µM pour le DPI) 
Après lavage trois fois en EBSS les cellules cultivées à 90% de confluence en monocouche sont incubées à
37°C, 5 % CO2 avec le milieu de culture classique et 10% de SVF pendant 23h. A T23h on prélève quelques
ml de milieu de culture que l’on centrifuge à 350 g durant 5 min à température ambiante pour éliminer les
cellules en suspension, le dosage des LDH est réalisé dans le surnageant de milieu de culture. Les résultats
sont exprimés en UI/L de surnageant de milieu de culture (n=1) 
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méthode de Bradford, et enfin après centrifugation 350 g durant 5 min à température ambiante 

le surnageant est aliquoté puis congelé pour dosage ELISA de la pro MMP-1. 

• Viabilité des cellules durant 23h d’incubation en présence d’hIL-1β, de DPI ou du 

TIRON 

A T0 et T23h on prélève quelques ml de milieu de culture que l’on centrifuge à 350 g durant 

5 min à température ambiante pour éliminer les cellules en suspension, le dosage de la LDH 

est réalisé. Les résultats sont exprimés en UI/L de surnageant de milieu de culture. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nous constatons dans les différentes conditions de culture (Figure 41), une augmentation non 

significative de l’activité de la LDH par rapport à son activité initiale (cellules avant 

incubation) et après 23h d’incubation ; les activités mesurées sont à comparer à la valeur de 

13176 UI/L de LDH retrouvée après lyse par sonication de 2x106 cellules correspondant à la 

quantité moyenne de chondrocytes présents dans une boîte de 75 cm2 en condition de 

confluence à 100%. En prenant en compte ces résultats, la viabilité reste donc encore bonne 

pour ces différentes conditions d’expérimentation. 
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Figure 41 Mesure de la viabilité cellulaire des chondrocytes C-20/A4 après 23h d’incubation en
présence ou non de TIRON, de DPI et d’ hIL-1 ß. 
Après trois lavages en EBSS les cellules cultivées à 90% de confluence en monocouche sont incubées à
37°C, 5 % CO2 avec le milieu de culture classique sans sérum de veau pendant 23h dans les différentes
conditions d’expérimentation à savoir en présence ou non de TIRON (5mM) ou de DPI (10µM) et +/-, d’
hIL-1 ß (500pg/ml). A T0 et T23h on prélève quelques ml de milieu de culture que l’on centrifuge à 350 g
durant 5 min à température ambiante pour éliminer les cellules en suspension, le dosage de la LDH est
réalisé dans le surnageant du milieu de culture. Les résultats sont exprimés en UI/L de surnageant de milieu
de culture. Chaque résultat réprésente la moyenne +-SD des résultats pour 5 expérimentations  
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• Effet de l’hIL-1β, en présence de TIRON ou de DPI sur l’expression de la 

collagénase : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les résultats confirment les observations précédentes à savoir l’augmentation de l’expression 

de la proMMP-1 dans le surnageant du milieu de culture après exposition à l’hIL-1ß (Figure 

42). 

Mais on observe aussi une diminution considérable et significative d’environ 92.7% de la 

concentration de la proMMP-1 dans le surnageant de milieu de culture pour les cellules 

activées par hIL-1ß, en présence de TIRON par rapport aux cellules activées mais n’ayant pas 

été incubées avec cette molécule. 

Figure 42 Effet sur les chondrocytes C-20/A4 de l’hIL-1 (500 ng/ml) modulé par la co-incubation avec
du TIRON (5 mM) ou du DPI (10 µM) sur l'expression de la pro MMP-1 après 23h d’incubation  
Après trois lavages en EBSS les cellules cultivées à 90% de confluence en monocouche sont incubées à
37°C, 5 % CO2 avec le milieu de culture classique mais sans sérum de veau  en présence ou non de 500
pg/ml d’IL-1ß humaine et en présence ou non de 10 µM de DPI ou de 5 mM de TIRON pendant 23h. A
T23h on prélève la totalité du milieu de culture pour doser les protéines par la méthode de Bradford, et enfin
après centrifugation 350g durant 5 min à température ambiante le surnageant est aliquoté puis congelé pour
dosage ELISA de la pro MMP-1. Les résultats représentent la moyenne retrouvée pour cinq
expérimentations exprimées en ng/g de protéines de surnageant de milieu de culture +/- une déviation
standard.* p <0.05 versus les cellules C-20/A4 non stimulées** p <0.05 versus les cellules C-20/A4
stimulées par hIL-1ß 
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Par contre pour le DPI la différence est faible, mais reste significative. En effet les résultats 

démontrent aussi une diminution de 19.3% de la concentration de la proMMP-1 dans le 

surnageant de milieu de culture pour les cellules activées par hIL-1ß, en présence ou non de 

DPI (avec un p= 0,02)  

Les résultats suggèrent :  

1. Une production de radicaux oxydants (piégés par le TIRON). Cette production peut 

avoir comme origine l’une des Nox présentes dans les chondrocytes. 

2. Un lien étroit entre cette production et l’expression de la collagénase-1. 

 

III-D Impact de la surexpression de Nox4 sur l’expression 

métalloprotéasique de proMMP-1 dans la lignée C20/A4 : 

 

Nous avons montré qu’il existe deux isoformes des Nox (Nox2 et Nox4) avec leurs 

partenaires dans la lignée de chondrocytes C-20/A4. 

Dans le but de discriminer quelle isoforme est potentiellement responsable du stress oxydant 

intervenant dans la régulation de l’expression de la collagénase-1, nous avons surexprimé 

dans cette lignée chondrocytaire d’une part Nox4 et d’autre part Nox2 afin d’observer son 

impact sur la production de ROS et sur la régulation de la MMP-1. 

Ainsi la lignée chondrocytaire C-20A/4 a été transfectée de manière stable selon la technique 

par effectène de Qiagen (cf. matériel et méthodes) avec un vecteur contenant de l’ADNc 

codant pour Nox2 ou des vecteurs contenant de l’ADNc codant pour une des deux isoformes 

de Nox4 : Nox4A (Nox4A-V5/His)) ou Nox4B (Nox4B-V5/His). Les deux protéines Nox4A 

et NoxB ont une étiquette V5/histidine du coté C terminal. (cf. matériel et méthodes). 

 

La protéine Nox4A-V5/His exprimée a la particularité de garder une activité NAD(P)H 

malgré l’ajout de cette étiquette V5/his. La protéine Nox4B-V5/His a quant à elle la 

particularité d’avoir un site de fixation du NAD(P)H manquant rendant la protéine incapable 

de produire des radicaux oxydants et lui conférant même un rôle de dominant négatif sur 

Nox4 selon des études récentes (Goyal et coll. 2005). Les transfections réalisées sont stables. 

Les cellules transfectées sont sélectionnées respectivement pour Nox4 A et Nox4B par de la 

blasticidine (10 μg/ml) et pour Nox2 par de la généticine (1μg/ml de généticine tamponnée 

par 20 μl/ml de NaOH 5N). 

Un témoin de transfection a été réalisé avec un vecteur exprimant la luciférase. 
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III-D-1 Validation de la surexpression stable de Nox4A-V5/his, 
Nox4B-V5/his, et Nox2 : 

 

III-D-1-a Au niveau transcriptionnel : 

 

La validité des diverses transfections a été étudiée au niveau transcriptionnel par RT-PCR en 

vérifiant l’expression des plasmides sur les cellules C-20/A4 transfectées (Figure 43a) 

Les résultats montrent dans les cellules non transfectées, une expression faible de Nox2 et 

Nox4 comme nous l’avions déjà montré précédemment. 

Par contre au niveau des cellules C-20/A4 transfectées respectivement par Nox2, Nox4A et 

Nox4B, nous démontrons une surexpression nette de l’ARNm au niveau de Nox2, ainsi que 

Nox4 (Figure 43a), appréciée par réalisation de RT-PCR. 

Pour confirmer ces résultats, et en tenant compte du fait reconnu que la RT-PCR est une 

technique semi quantitative, nous avons utilisé une technique de PCR quantitative en 

respectant le protocole décrit dans le chapitre matériels et méthodes. Ainsi, pour valider 

l’expression de l’ARNm de Nox4 en PCR quantitative nous avons utilisé des amorces qui 

amplifient une région commune de l’ADNc à la fois de Nox4A et Nox4B. 

Les résultats de cette expérience révèlent que le niveau d’expression de l’ARNm de Nox4 est 

augmenté de 22 fois dans la lignée transfectée par le gène codant pour Nox4A-V5/His et de 5 

fois dans la lignée transfectée par le gène codant pour Nox4B-V5/His (Figure 43b). Nous 

confirmons aussi l’absence d’augmentation de cet ARNm dans les lignées transfectées par 

Nox2 ou par la luciférase notre témoin de transfection (Figure 43b). 

Nous démontrons bien que les transfections sont effectives dans les chondrocytes. 
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Figure 43 Efficacité d’expression des plasmides d’intérêts sur les cellules C-20/A4 transfectées  
 
(a) Expression de ARNm de Nox4, Nox2 et G3PDH par RT-PCR 
L’ARN total est extrait des cellules C-20/A4 non transfectées ou transfectées par Nox4A-V5/His, Nox4B-
V5/His ou Nox2. Une RT-PCR est réalisée pour chaque plasmide comme décrit dans le chapitre matériels et 
méthodes en utilisant les amorces F4/R4 pour Nox4 caractérisant ses deux isoformes, F2/R2 pour Nox2 et
des amorces du commerce pour la G3PDH. 
 
(b) Expression relative de l’ARNm de Nox4 par RT-PCR quantitative 
L’ARN total est extrait à partir des cellules C-20/A4 non transfectées ou transfectées par Nox4A-V5/His, 
Nox4B-V5/His, luciférase ou Nox2. Une RT-PCR quantitative est réalisée en utilisant les amorces 
F4’’’/R4’’’caractérisant les deux isoformes de Nox4. Les résultats sont exprimés en niveau d’expression
relatif de l’ARNm de Nox4 par rapport au niveau d’expression de l’ARNm du gène de ménage G3PDH. Les 
PCRs pour chaque échantillon sont réalisées trois fois. 
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III-D-1-b Au niveau protéique : 

 

Nous avons validé la qualité des transfections au niveau protéique en vérifiant la 

surexpression des protéines correspondantes dans les chondrocytes C-20/A4 transfectés par 

deux techniques : 

• La cytométrie en flux.  

• Le spectre différentiel redox du cytochrome b558  

 

1. La cytométrie en flux  
L’expression protéique a été déterminée en réalisant une expérience de cytométrie en flux sur 

les cellules transfectées ou non par le plasmide codant Nox4A-V5His, par le plasmide codant 

Nox4B-V5/His ou Nox2. Ces cellules ont été fixées puis perméabilisées au préalable puis 

incubées avec les différents anticorps d’intérêt comme décrit dans le chapitre matériels et 

méthodes. Pour l’expression de la protéine Nox2, nous avons utilisé comme anticorps 

primaire deux anticorps monoclonaux NL7 et 54.1 qui ont pour cible un épitope intra-

cellulaire (Figure 44a). Tout d’abord, nous confirmons les résultats précédemment décrits en 

démontrant encore une fois, la présence de Nox2 dans les cellules sauvages C-20/A4. 

De plus, nous montrons une augmentation faible mais significative de l’expression de Nox2 

dans les cellules transfectées par le plasmide codant pour Nox2, en comparaison à 

l’expression retrouvée dans les cellules sauvages C-20/A4. Puis, nous démontrons 

l’expression protéique de Nox4, toujours en cytométrie en flux, en utilisant deux anticorps 

primaires polyclonaux : l’anticorps « 504 » dirigé contre la deuxième boucle intracellulaire de 

Nox4 (cf. chapitre matériels et méthodes.) et un anticorps anti-histidine du commerce 

marquant l’étiquette polyhistidine C-Terminale. Nous confirmons tout d’abord la présence de 

la protéine Nox4 dans les cellules natives C-20/A4 comme précédemment décrit. Les résultats 

montrent aussi une augmentation significative de l’expression de Nox4A et Nox4B dans les 

lignées transfectées par le plasmide codant respectivement pour la protéine Nox4A-V5/His et 

Nox4B-V5/His (Figure 44b). Il faut noter une expression protéique de Nox4B-V5/His 

supérieure à celle de Nox4A-V5/His alors qu’au niveau transcriptionnel les résultats montent 

une quantité d’ARNm de Nox4A-V5/His supérieure à celle de Nox4B-V5/His (Figure 43). 

Cette différence pouvant peut-être s’expliquer par une stabilité plus grande de la transfection 

pour Nox4B-V5/His ou un niveau de traduction différent de l’ARNm. 
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Figure 44 Expression protéique de Nox2 et Nox4 par cytométrie de flux  
(a) Analyse par FACS de l’expression de gp91phox.  
5x105 cellules C-20/A4 sauvages ou transfectées par le gène codant Nox2 sont fixées par 1% (p/v) de 
paraformaldehyde et incubées avec un anticorps primaire monoclonal anti gp91phox ( NL7 ou 54.1), après 
avoir été perméabilisées par de la saponine comme décrit dans le chapitre matériels et méthode. Les anticorps
secondaires sont conjugués avec de la phycoérythrine (dilution 1:200). Les cellules incubées avec les
anticorps non immuns et les cellules non marquées sont représentées respectivement par une ligne noire
pleine (5µg/5x105cellules), et la zone grise pleine. Enfin les cellules C-20/A4 sauvages et les chondrocytes 
C-20/A4 Nox2 sont représentés respectivement par une ligne pointillée noire et une ligne noire pleine et
grasse.  
(b) Analyse par FACS de l’expression de Nox4  
5x105 C-20/A4 sauvages ou transfectées par les gènes codant Nox4A-V5/His ou Nox4B-V5/His sont fixées 
par 1% (p/v) de paraformaldehyde et incubées avec un anticorps primaire monoclonal anti-Nox4 ou anti-
histidine après avoir été perméabilisées par de la saponine comme décrit dans le chapitre matériels et
méthodes Les anticorps secondaires sont conjugués avec de la phycoérythrine (dilution 1:200). Les cellules
incubées avec les anticorps non immuns et les cellules non marquées sont représentées respectivement par
une ligne noire pleine (5µg/5x105cellules),et la zone grise pleine. Enfin les cellules C-20/A4 sauvages, les 
chondrocytes C-20/A4 Nox4A-V5/His et Nox4B-V5/His sont représentées respectivement par une ligne 
pointillée noire , une ligne grise pleine et une ligne noire pleine et grasse.  
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2. Le spectre différentiel redox du cytochrome b558  

 
Pour confirmer ces résultats et valider par une autre technique la transfection par le plasmide 

codant pour Nox4A dans la lignée C20/A4 Nox4A-V5/His, nous avons comparé les spectres 

différentiels redox d’extraits Triton 1% de membranes de chondrocytes sauvages avec le 

spectre différentiel redox d’extraits Triton 1% de membranes de la lignée C20/A4 Nox4A-

V5His (transfectée par Nox4A). Nous avons utilisé comme témoin positif le spectre d’un 

extrait Triton 1% de cytochrome b558 issus de PMN humains. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 45 Expression protéique de Nox4 par spectres redox différentiels du cytochromeb558 

 
Le spectre différentiel redox de l’extrait triton 1% des membranes des chondrocytes C20/A4 sauvages
(ligne grise b), des menbranes de la lignée transfectée par le plasmide codant pour Nox4AV5/his (ligne
grise c) a été réalisé comme décrit dans le chapitre matériels et méthodes. Le spectre différentiel redox de
l’extrait triton 1% du cytochrome b558 issu de PMN humains (ligne noir a) a servi de témoin positif. La
quantité du cytochrome b558 réduit est déterminée par l’absorbance à 426 nm utilisant une valeur de ε 426

nm  exprimée en 106 mM-1 /cm-1 ou à 558 mn (ε 558 nm =21.3 mM-1. cm-1). L’absorbance du cytochrome
b558 purifié à partir de PMN humains est lue sur l’échelle de gauche en ordonnée alors que l’absorbance
des membranes des lignées chondrocytaires est lue sur l’échelle de droite en ordonnée  
 



Résultats 

 127

 

Ainsi les résultats montrent que le spectre différentiel redox du cytochrome b558 de PMN 

présente trois pics d’absorption caractéristiques du cytochrome b558 à 426nm, 530 et 558 nm. 

De plus, le spectre d’absorption démontre une expression de Nox4 dans les chondrocytes de 

la lignée sauvage en mettant en évidence un pic de faible amplitude caractéristique à 426 nm, 

tout comme les PMN. Ce pic est aussi retrouvé dans les chondrocytes de la lignée transfectée 

par le plasmide codant pour Nox4A. Par ailleurs d’un point de vue quantitatif, si on compare 

le spectre des chondrocytes des lignées sauvages et transfectées nous observons une 

augmentation significative de l’expression de Nox4 dans la lignée transfectée (Figure 45).  

Nous validons donc tant sur le plan transcriptionnel que protéique la qualité de la transfection 

des plasmides codant aussi bien pour Nox2, Nox4 A et B dans les chondrocyte C20/A4. Nous 

allons maintenant nous intéresser à l’impact sur un plan plus fonctionnel de ces transfections 

sur la capacité qu’ont ces cellules à engendrer un stress oxydatif.  

III-D-2 Impact sur l’activité NAD(P)H oxydase des lignées 
surexprimant Nox4A ou Nox4B et Nox2 : 

 

III-D-2-a Détermination de la production de ROS par la méthode 

d’oxydation du DHE : 

 

Pour déterminer l’impact d’une surexpression des deux différentes isoformes de Nox4 et de 

Nox2 en terme de production de ROS, nous avons utilisé la technique d’oxydation du 

dihydroéthidium DHE qui donne un reflet du niveau de production d’O2
- au niveau intra 

cellulaire (cf. matériels et méthodes). Les chondrocytes sauvages C-20/A4 ou transfectés C-

20/A4 Nox4A-V5His, C-20/A4 Nox4B-V5His et C-20/A4 Nox2 sont donc cultivés à 80% de 

confluence sur des plaques de 6 puits en conditions classiques (DMEM-10% de SVF) à 37 °C 

et 5% de CO2.  

Le jour de l’expérience les différents puits sont lavés 2 fois avec de l’EBSS et incubés avec 1 

ml de milieu de culture (DMEM-10% SVF) contenant 5µM final de DHE avec ou sans hIL-

1β (500 pg/ml) pendant 20 minutes toujours à 37 °C et 5% de CO2 et dans le noir strict durant 

toute la durée de l’expérimentation. Dans certains puits, nous avons incubé les cellules avec 

en plus de la N-acetyl cystéine à 30 nM (NAC) qui est une molécule antioxydante ayant la 

propriété de piéger les dérivés radicalaires de l’oxygène. 
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Après 20 minutes d’incubation, les plaques sont lues à l’abri de la lumière sur un microscope 

à fluorescence Nikon éclipse TE2000-E selon le protocole décrit dans le chapitre matériels et 

méthodes. Les images sont ensuite analysées par un logiciel Lucia software. Le niveau relatif 

de fluorescence entre les cellules est quantifié en déterminant l’intégrale des niveaux de gris 

en utilisant le logiciel Lucia de Imaging Systems. L’intégrale des gris est définie comme la 

zone de l’intensité de chaque pixel. Un minimum de 50 cellules est analysé par expérience. 

Les résultats sont exprimés en unité arbitraire de fluorescence.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les résultats nous permettent ainsi d’observer pour la première fois que les cellules sauvages 

C-20/A4, après stimulation avec 500 pg/ml d’hIL-1β produisent une quantité extrêmement 

faible d’O2
- de l’ordre de 8 unités arbitraires (UA) (Figure 46). 

Ceci explique que la mesure de l’activité NAD(P)H oxydase dans les chondrocytes par 

chimiluminescence ne puisse pas mettre en évidence cette production par manque simplement 

de sensibilité. 

Figure 46 Détermination de la production de radical oxydant par la méthode d’oxydation du DHE
en microscopie à fluorescence 
Les lignées chondrocytaires C-20/A4 ou transfectées C-20/A4 Nox4A-V5His, C-20/A4 Nox4B-V5His et
C-20/A4 Nox2 sont incubées dans des plaques 6 puits avec 1 ml de milieu de culture (DMEM-10% de
SVF) contenant 5µM final de DHE avec ou sans de l’hIL-1β (500 pg/ml) pendant 20 minutes toujours à
37 °C et 5% de CO2.dans le noir strict Dans certains puits nous avons incubé ces cellules avec en plus de
la N-acetyl cystéine à 30 nM (NAC) qui est un antioxydant. La fluorescence de l’oxydation du DHE en
ethidium qui se fixe alors sur l’ADN est mesurée dans le noir avec un microspore à fluorescence Nikon.
Les photographies présentées sont représentatives des photographies faite à 20 minutes d’incubation.
Toutes les expériences on été faites en triple. 
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Par ailleurs, nous démontrons que sous hIL-1β, la surexpression de Nox4A fonctionnelle dans 

cette lignée chondrocytaire C20/A4 entraîne une activation du stress oxydant en augmentant 

la production d’O2- intracellulaire d’un facteur 2 par rapport aux cellules C-20/A4 Nox4A-

V5His, non stimulées (35 UA versus 18 UA) (Figure 46). 

Cette surproduction intracellulaire d’O2- est encore plus spectaculaire si on compare le niveau 

de production des cellules C-20/A4 Nox4A-V5His par rapport à celui des chondrocytes 

sauvages (72 UA versus 8 UA) soit une différence d’un facteur 9 (Figure 46). 

La spécificité des résultats est prouvée par la co-incubation avec un anti oxydant non 

spécifique qui piège l’O2
-, la N-acetyl cystéine (NAC), et qui inhibe totalement l’apparition de 

la fluorescence (Figure 46). 

En nous intéressant à la lignée C-20/A4 Nox4B-V5His, surexprimant une isoforme non 

fonctionnelle de Nox4, nous montrons une inhibition de la production d’O2
- par rapport aux 

cellules sauvages après stimulation par l’hIL-1β.  

Ces résultats confortent le rôle de dominant négatif de cette isoforme de Nox4 précédemment 

décrit, (Goyal et coll. 2005). 

Au total, nous démontrons que la surexpression de Nox4A dans une lignée de chondrocytes 

augmente leur capacité de production d’O2
- d’un facteur 9 sous stress cytokinique (hIL-1β). 

Nous mettons ainsi en évidence pour la première fois d’une part, le rôle de Nox4 dans la 

production de radicaux oxydants dans le chondrocyte, et d’autre part le fait que Nox 4 puisse 

être activée et produire des radicaux oxydants suite à un stress cytokinique par hIL-1β, 

démontrant donc, le caractère inductible de Nox4. 

Pour confirmer ces résultats, nous allons essayer de mesurer cette augmentation d’activité 

oxydase par chimioluminescence.  

 

III-D-2-b Détermination de la production de ROS par 

chimioluminescence dans les chondrocytes surexpimant Nox4 :  

 

Nous avons utilisé exactement la même technique d’expérimentation que celle décrite dans le 

chapitre II-B-2 de la partie résultats. En effet, 5x105 chondrocytes sauvages C-20/A4 ou 

surexprimant Nox4A ou Nox4B (Nox4A-V5/His ou Nox4B-V5/His) sont remis en suspension 

dans 50 µl de PBS(-)  et sont plongés dans 200 µl de milieu commun contenant 25 µl de 

glucose 0,8M, 10 µl de luminol 2mM (20% DMSO), 20µl d’HRPO 500U/ml et 945 µl de 

PBS(-) et incubés dans le luminomètre pendant 1 minute à 37°C. La réaction est initiée par 10 
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µl de PMA 0,13 µM ou de la ionomycine (2,5 µM). Au préalable les différents chondrocytes 

ont été stimulés par une co-incubation avec 500 pg/ml d’hIL-1β. 

L’émission de photons est suivie pendant 1 heure 30 avec une mesure toutes les trente 

secondes (500 itérations par seconde). Pour la quantification, la somme des RLU (Relative 

Luminescent Unit) est calculée dans les conditions déterminées précédemment. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les résultats montrent toujours l’impossibilité de mettre en évidence une production de 

radicaux oxydants significative avec les cellules sauvages même après stimulation avec hIL-

1β (Figure 47). Ceci est dû à un manque de sensibilité de cette technique au regard de la 

production extrêmement faible de ROS dans ces conditions (cf. résultats chapitre ci-dessus). 

Par contre avec les cellules surexprimant Nox4A-V5/His on assiste à une augmentation 

significative de la production de dérivés radicalaires devenant mesurables par cette technique 

 
Figure 47 Dosage de l’activité oxydase par chimiluminescence sur cellule entière de la lignée C-20/A4 
  
La production totale de ROS (H2O2) est mesurée a partir de 5x105 cellules entières C-20/A4 sauvages, ou 
transfectées (Nox4A-V5/His ou Nox4B-V5/His) après incubation par de l’ hIL1-ß (500 pg/ml). La somme 
des RLU est calculée après 1 heure 30 de lecture avec une mesure toutes les 30 secondes selon la technique
et les conditions décrites dans le chapitre « matériels et méthodes » Les chondrocytes ont été stimulés ou non 
par du PMA 0,13 µM ou de la ionomycine 2,5 µM. Des LB-EBV utilisés dans les mêmes conditions et du 
PBS(-) ont servi respectivement de témoins (+) et (-) (résultats non montrés). Les résultats sont exprimés par 
la moyenne de la somme des RLU ; Valeurs obtenues pour chaque condition. Les valeurs dans cette figure
représentent la moyenne +/- SD de trois déterminations obtenues le même jour. 
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(14,87 RLU ± 0,44) comparée à la production de dérivés radicalaires avec les cellules 

contrôles C-20/A4 (0,17 RLU ± 0,011), et à la production de dérivés radicalaires avec les 

cellules surexprimant Nox4B-V5/His (0,17 RLU ± 0,024), (Figure 47). 

Par ailleurs, nous constatons que la stimulation par le PMA ou par l’ionomycine, activateur 

spécifique de Nox2, ne modifie pas cette production, laissant penser que Nox 2 n’est pas la 

Nox impliquée dans ce processus au niveau des chondrocytes en présence d’hIL-1β (Figure 

47). 

Nous avons mis en évidence pour la première fois le rôle de Nox4 dans la génération 

constitutive de radical oxydant sous stress cytokinique dans les chondrocytes C-20/A4. 

Pour finir, nous allons nous intéresser à l’impact de cette surexpression de Nox4A-V5/His ou 

Nox4B-V5/His ou de Nox2 sur la sécrétion de collagénase-1. 

 

III-D-3 Impact de la modulation de la production de ROS sur 
sur l’expression de la pro MMP-1 dans les lignées 
surexprimant Nox4A, Nox4B ou Nox2 en présence d’hIL-1β :  

 
Nous avons démontré que sous hIL-1β la sécrétion de MMP-1 dans le surnageant de milieu de 

culture est augmentée dans la lignée chondrocytaire immortalisée C-20/A4 (Figures 38 et 42)  

Cette augmentation de sécrétion est sous la dépendance de dérivés radicalaires de l’O2
- 

puisqu’elle est inhibée par des molécules qui piègent les ROS comme le TIRON et le DPI 

(figure 42) ou la N acetyl cystéine (Figure 46)  

Pour déterminer et confirmer le rôle de Nox4 dans ce mécanisme, nous avons réalisé 

exactement la même expérience que celle décrite précédemment, en incubant les différents 

chondrocytes des lignées sauvages ou transfectées surexprimant soit Nox4A-V5/His, soit 

Nox4B-V5/His ou Nox2 en présence ou non de l’hIL-1ß.  

Après trypsinisation d’une boîte de 175 cm2, les cellules considérées sont mises en culture 

trois jours dans trois boîtes de 75 cm2 en conditions classiques afin d’obtenir une confluence à 

90 %. Après trois lavages en EBSS, les cellules sont incubées à 37°C, en présence de 5 % 

CO2 avec le milieu de culture sans sérum de veau en présence ou non de 500 pg/ml d’hIL-1ß 

pendant 23h. A T23h, on prélève la totalité du milieu de culture, et, après centrifugation 350 g 

durant 5 min à température ambiante, le surnageant est aliquoté puis congelé pour le dosage 

ELISA de la pro MMP-1, et le dosage des protéines par la méthode de Bradford. La viabilité 

est vérifiée par dosage de la LDH dans le surnageant de culture. 
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Les résultats (Figure 48) confirment la surexpression de MMP-1 d’un facteur 6.7 sous stress 

cytokinique dans la lignée C-20/A4 native (913 ng/g de protéine ± 64 versus 136 ng/g de 

protéine ± 63). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dans les cellules surexprimant Nox4A-V5/His, cette expression de MMP-1 sous hIL-1ß est 

augmentée par contre d’un facteur 20 par rapport à ces mêmes cellules non stimulées (3296 

ng/g protéine ± 1789 versus 165 ng/g protéine ± 26). 

Le rapport d’expression de MMP-1 est donc augmenté d’un facteur 3,6 entre les cellules 

surexprimant Nox4 et les cellules sauvages dans les mêmes conditions de contrainte 

cytokinique (3296 ng g protéine ± 1789 versus 913 ng/g de protéine ± 64) (Figure 48). 

En outre, nous observons aussi une augmentation de l’expression de la MMP-1 pour les 

chondrocytes surexprimant Nox2 avec une différence significative par rapport aux cellules 

sauvages sous le même stress cytokinique (913 ng/g de protéine ± 64 pour C-20/A4 native 

 
Figure 48 Modulation de l’expression de la pro-MMP-1 par Nox4 sur la lignée chondrocytaire C-
20/A4. 
En condition sans SVF, les chondrocytes C-20/A4 sauvages, ou surexprimant Nox4A-V5/His, Nox4B-
V5/His ou Nox2 sont incubés 23h avec ou sans 500 pg/ml d’hIL-1β. Après 23h d’incubation à 37°C et
5%CO2, on prélève alors la totalité du milieu de culture et après la centrifugation 350g durant 5 min à
température ambiante, le surnageant est aliquoté puis congelé pour dosage ELISA de la pro MMP-1, et le
dosage des protéines par la méthode de Bradford. La viabilité cellulaire est estimée par dosage de la LDH
dans le surnageant de milieu de culture. Les résultats sont exprimés en ng/g de protéine du surnageant du
milieu de culture et représentent la moyenne de 4 expérimentations identiques+/- DS. 
*: p<0,05 versus les chondrocytes sauvage non stimulés, ** p<0,05 versus les chondrocytes sauvage stimulés
par hIL-1β, et *** p<0,05 versus les chondrocytes surexprimant Nox4A-V5/His stimulés par hIL-1β. 
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versus 560 ng/g de protéine ± 171 pour C-20/A4 Nox2 ; avec un p= 0,033 selon le test de 

student)  

Il existe enfin une différence significative (p= 0,027 selon le test de student) toujours sous 

hIL-1β entre les chondrocytes surexprimant Nox2 et ceux surexprimant Nox4A-V5/His (560 

ng/g de protéine ± 171,12 pour C-20/A4 Nox2 versus 3296 ng/g protéine ± 1789 pour C-

20/A4 Nox4A-V5/His). 

Sous hIL-1β, nous assistons à une augmentation de l’expression de MMP-1 beaucoup plus 

importante avec les cellules surexprimant Nox4A-V5/His qu’avec les cellules surexprimant 

Nox2. 

Par ailleurs dans le but de démontrer la spécificité de l’augmentation de sécrétion de cette 

MMP-1 induite par Nox4 nous avons incubé dans les mêmes conditions la lignée 

surexprimant Nox4B-V5/His, qui est une protéine non fonctionnelle.  

Les résultats montrent qu’il existe bien une augmentation faible de l’expression de MMP-1 

sous stress cytokinique hIL-1ß sur cette lignée par rapport à la lignée sauvage avec une 

différence significative (p= 0,037 selon le test de student) (1313 ng/g de protéine ± 383 pour 

C-20/A4 Nox4B-V5/His versus 136 ng/g de protéine ± 63 pour les C-20/A4 natifs) ; (Figure 

48).  

Cette augmentation d’expression de MMP-1 est sans commune mesure avec celle retrouvée 

pour les cellules surexprimant Nox4A-V5/His. La différence est significative (p=0,05) ; (1313 

ng/g de protéine ± 383 pour C-20/A4 Nox4B-V5/His versus 3296 ng/g protéine ± 1789 pour 

C-20/A4 Nox4A-V5/His). 

A noter un « p » à la limite de la significativité compte tenu d’une barre d’erreur importante 

pour la lignée C-20/A4 Nox4A-V5/His. 

A noter enfin, que nous ne retrouvons pas d’effet dominant négatif de Nox4B sur l’expression 

de la proMMP-1 comme nous l’avions retrouvé sur la production d’O2
-. 
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Pour confirmer ces résultats et notamment la spécificité de la sécrétion de MMP-1 induite par 

Nox4, nous avons réalisé des transfections transitoires comme décrit dans le chapitre 

matériels et méthodes sur la lignée surexprimant déjà Nox4A-V5/His. 

Nous avons transfecté dans ces cellules soit un vecteur vide le pCDNA 3.1, soit un vecteur 

pCDNA 3.1 Nox4 ΔFAD/NADPH contenant le gène codant pour une forme tronquée de 

Nox4, ΔFAD/NADPH. Cette protéine Nox4 ΔFAD/NADPH (dont la partie C-terminale 

contenant les sites de fixation du FAD et du NAD(P)H ont été enlevés), a par ailleurs été 

décrite comme ayant un effet inhibiteur par compétition sur l’activité de Nox4 (Mahadev et 

coll. 2004, Hu et coll. 2005). Les cellules C-20/A4 surexprimant Nox4A-V5/His sont 

transfectées avec le plasmide pCDNA 3.1 V5/His ou le plasmide pCDNA 3.1 Nox4 

ΔFAD/NADPH selon la méthode décrite dans le chapitre matériels et méthodes. 

Les cellules ainsi transfectées sont alors cultivées dans des boîtes de 25 cm
2 

(Falcon) en 

conditions de culture classiques (DMEM/10% de SVF). Quarante huit heures après la 

transfection, on analyse l’impact du stress cytokinique sur la quantité de proMMP-1 produite. 

Ainsi après trois lavages en EBSS, les cellules sont incubées sans SFV dans ces boîtes de 25 

cm2 avec ou sans 500 pg/ml d’hIL-1β. Après 23h d’incubation à 37°C et 5% CO2, on prélève 

alors la totalité du milieu de culture, après centrifugation 350 g durant 5 min à température 

ambiante. Le surnageant est aliquoté puis congelé pour le dosage de la pro MMP-1 par 

méthode ELISA, et le dosage des protéines par la méthode de Bradford. La viabilité cellulaire 

est estimée par dosage de la LDH dans le surnageant de milieu de culture. Les résultats sont 

exprimés en ng/g de protéine du surnageant du milieu de culture comme précédemment.  

Ils montrent (Figure 49) que la production de MMP-1 par les cellules transfectées par le 

plasmide codant pour Nox4 ΔFAD/NADPH est réduite de 66% par rapport aux cellules 

transfectées par le vecteur vide (74 µg/g de protéine versus 215 µg/g de protéine) en absence 

d’hIL-1β (Figure 49).  

Cette diminution se retrouve aussi dans les mêmes proportions en présence du stress 

cytokinique d’hIL-1β (les cellules transfectées avec le vecteurs Nox4 ΔFAD/NADPH (102 

µg/g de protéine) versus les cellules transfectées avec le vecteur vide (305 µg/g de protéine) 

(Figure 49). 

Cette expérimentation n’a été réalisée qu’une seule fois mais semble confirmer notre 

hypothèse. 

Par ailleurs, il faut signaler une différence positive importante d’un facteur 10 en terme de 

niveau d’expression de la proMMP-1 dans cette expérience en comparaison aux autres 
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expériences de stress cytokinique. Cette différence peut s’expliquer par les conditions 

différentes de réalisation de la dernière expérience (boite de 25 cm2 versus 75cm2) qui peut 

suffire à modifier les conditions d’action de l’hIL-1 β ou, peut être liée à la transfection elle-

même. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nous pouvons conclure que Nox4 est bien responsable de la production des dérivés réactifs de 

l’oxygène après un stress cytokinique par l’hIL-1ß, et qu’elle intervient via la production 

d’ion superoxyde sur la régulation de la synthèse et de la sécrétion de MMP-1. 
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Figure 49 Modulation de l’expression de la pro-MMP-1 par Nox4 sur la lignée chondrocytaire C-
20/A4 Nox4A-V5/His après transfection avec un plasmide codant pour un dominant négatif de
Nox4. 
 
En condition sans SVF, les chondrocytes C-20/A4 surexprimant Nox4A-V5/His et après transfection
avec le plasmide pCDNA 3.1 V5/His ou du plasmide pCDNA 3.1 Nox4 ΔFAD/NADPH sont incubées
dans des boîtes de 25 cm2 pendant 23h avec ou sans 500 pg/ml d’hIL-1β. Après 23h d’incubation à
37°C et 5% CO2, on prélève alors la totalité du milieu de culture, et après centrifugation 350 g durant 5
min à température ambiante le surnageant est aliquoté puis congelé pour le dosage ELISA de la pro
MMP-1, et le dosage des protéines par la méthode de Bradford,. La viabilité cellulaire est estimée par le
dosage de la LDH dans le surnageant de milieu de culture. Les résultats sont exprimés en ng/g de
protéine du surnageant du milieu de culture. 
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IV DISCUSSION 
 

L’arthrose est une pathologie extrêmement fréquente (Le Pen et coll. 2005). Au plan 

physiopathologique elle se traduit par une protéolyse matricielle médiée principalement par 

des métalloprotéases notamment la MMP-1 (Gowen et coll. 1984), mais aussi à un moindre 

degré la MMP-13 (Kubota et coll. 1997) et les gélatinases (les MMP-2 et MMP-9). Cette 

activité de protéolyse est sous la dépendance d’un stress cytokinique pro-inflammatoire induit 

par le TNF-alpha et surtout l’interleukine-1 beta humaine (hIL-1ß) illustré aussi bien dans 

l’arthrose (Pelletier et coll. 1989, Gowen et coll. 1984, Kheradmand et coll. 1998) que dans la 

dégénérescence discale qui se rapproche très fortement de l’arthrose périphérique dans sa 

physiopathologie (Le Maitre et coll. 2005). Cette contrainte cytokinique induite par l’hIL-1ß 

conduit à un stress oxydatif avec la production de dérivés radicalaires de l’oxygène (ROS) 

(Tiku et coll. 1998, Loeser et coll. 2002). Les NAD(P)H oxydases, Nox, sont les principaux 

médiateurs de la production de ces espèces réactives de l’oxygène ; Ces dérivés, outils 

bactéricides dans la phagocytose, jouent un rôle essentiel dans les cellules et les tissus en tant 

que messager de signalisation ainsi que dans l’équilibre redox. Les ROS sont impliqués dans 

les pathologies inflammatoires, et les maladies du vieillissement. Le complexe de la 

NAD(P)H oxydase des phagocytes est le prototype le mieux caractérisé. La sous-unité β, 

gp91phox du cytochrome b558 est la flavodéshydrogénase en charge du transfert d’électrons 

depuis le NAD(P)H jusqu’à l’oxygène qui est réduit en anion O2
.-. Les gènes codant des 

isoformes de gp91-phox (Nox 1-5) ont été identifiés récemment dans les cellules non 

phagocytaires suggérant l’existence d’une famille de NADPH oxydases (NOX) au caractère 

ubiquitaire (Krause et coll. 2004).  

Depuis 1997, nous savons que les chondrocytes ont la potentialité de produire des  ions O2
.- 

sous contrainte d’ hIL-1ß (Hiran et coll. 1997, Moulton et coll. 1997, 1998, Lo et coll. 1998, 

Van Lent et coll. 2005). Il avait été aussi démontré la présence de gp91phox et ses partenaires 

cytosoliques dans une lignée de chondrocytes immortalisés C-20/A4 (Moulton et coll. 1997). 

Dans notre étude, nous avons confirmé la présence de Nox2 (gp91phox) et de ses partenaires 

principalement p22phox et p67phox, et pour la première fois dans la littérature, nous avons mis 

en évidence la présence d’une isoforme de gp91phox, l’oxydase Nox4, dans des lignées 

chondrocytaires. 

Le développement de lignées chondrocytaires immortalisées C-20/A4, T/C-28a2, et C-28/I2 a 

permis d’obtenir des modèles cellulaires validés pour étudier les différentes fonctions des 
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chondrocytes et leur rôle dans la physiopathologie de l’arthrose au sein même du cartilage 

articulaire (Finger et coll. 2004, Goldring et coll. 1994, 2004), en particulier au cours de 

contraintes cytokiniques induites par l’hIL-1ß (Robbins et coll. 2000). 

Nous nous sommes focalisés sur la lignée C-20/A4 qui a la particularité d’exprimer à la fois 

l’isoforme Nox2 et Nox4 tant sur le plan transcriptionnel que protéique. 

Le complexe oxydase activée est un complexe multi protéique au sein duquel la protéine 

membranaire gp91phox (Nox2) est intimement associée à p22phox. Son activation requiert un 

assemblage avec p47phox, p67phox et Rac. Dans le chondrocyte (la lignée C-20/A4), Nox2 est 

très faiblement exprimée. Par ailleurs p47phox, essentielle in vivo pour l’activation de Nox2 est 

peu ou pas présente ; enfin la production de O2
.- dans les chondrocytes porcins n’est pas 

stimulable par l’addition de PMA comme l’a bien démontré Hiran et coll. en 1997. Ces 

différentes observations sont des arguments en faveur de la non implication de Nox2 dans le 

processus oxydatif des chondrocytes. 

Nous avons démontré qu’il existe de manière inconstestable une coexpression de Nox4 

(isoforme de gp91phox) et p22phox, son partenaire, sans lequel il n’y a pas d’activité oxydase 

catalysée (Ambasta et coll. 2004, Sumimoto et coll. 2005).  Nox2 n’est pas en cause dans la 

synthèse de O2
.- et donc des ROS. 

La surexpression du gène qui code Nox4 contrairement à ce que l’on observe avec Nox2, 

conduit dans les chondrocytes stimulés par l’interleukine 1β, à une augmentation significative 

de la production des espèces réactives de l’oxygène toxiques.  

Dans les chondrocytes humains de la lignée C-20/A4, l’activité NAD(P)H oxydase est 

inductible par l’hIL-1ß. L’isoforme tronquée de Nox4, Nox4B-V5/His (Goyal et coll. 2005) 

est inactif. Nous avons par la suite révélé un lien étroit entre l’activité NAD(P)H oxydase 

(Nox4/p22phox) qui conduit à une production de radicaux oxydants dans les chondrocytes et 

l’expression de la collagénase MMP-1 mise en évidence dans le surnageant du milieu de 

culture des cellules de la lignée C-20/A4 après 23 h de stimulation par l’hIL-1ß. Le rôle des 

ROS dans la transcription des métalloprotéases  a déjà été rapporté (Lo et coll. 1998, Mendes 

et coll. 2003).  

Mais c’est la premiére fois qu’une isoforme de gp91phox, Nox4, est mise en cause. 
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Figure 50  Proposition de la schématisation du rôle de Nox4 dans la physiopathologie de l’arthrose 
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Ces résultats montrent le rôle pivot que joue Nox4 dans le stress oxydatif et l’activité 

transcriptionnelle de la MMP-1 en réponse à une stimulation par hIL-1β.  

Ces nouvelles données ouvrent la voie à de nouveaux axes de recherche : ils concernent 

1. les voies de signalisation qui conduisent à une activation de Nox4 mais 

aussi de la MMP-1, et des autres métalloprotéases intervenant dans la 

physiopathologie de l’arthrose sont également à considérer (Lo et coll. 

1996, Barchowsky et coll. 2000, Mengshol et coll. 2000, Vincenti et coll. 

2001, Liacini et coll. 2002, Martin et coll. 2003) 

 

2. Le stress mécanique dans l’arthrose. Nous savons en effet que le surmenage 

articulaire et les contraintes surpa physiologiques sont connus depuis 

longtemps pour être des facteurs de risque de l’arthrose. Le stress 

mécanique représenté par des cycles de contraintes, en tension, en 

compression et en étirement, occupe donc une position centrale très en 

amont dans la physiopathologie de la dégénérescence cartilagineuse. Des 

études ont démontré que dans le chondrocyte in vitro de telles contraintes 

mécaniques conduisent à un stress cytokinique (hIL-1β) et à une 

augmentation significative de la production de MMP-1 et de la dégradation 

du cartilage (Fujisawa et coll. 1999, Honda et coll. 2000). Quel est dans 

ces conditions le rôle de Nox4 ? 

 

3. Une éventuelle approche de thérapeutique Nox4 est en effet une cible 

potentielle. Des modulateurs préférentiels de Nox4 ont été rapportés dans la 

littérature. Le cannabidiol (Mc Kallip et coll. 2006) augmente l’expression 

de l’ARNm de Nox4. Nous sommes à la recherche d’inhibiteurs 

spécifiques, l’un d’entre eux la Plumbagine (Ding et coll. 2005) est à 

l’étude. 
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INTRODUCTION

IN RECENT YEARS it has become evident that reactive oxygen
species (ROS), such as superoxide and hydrogen peroxide,

act as important regulators of redox-sensitive cell signaling
pathways. ROS are involved in diverse cellular processes, such
as host defense, oxygen sensing, proliferation, apoptosis, and
response to mechanical strain. However, in a pathological sense,
overproduction of ROS has been associated with inflammation,
vascular atherosclerosis, diabetes, hypertension, tumorigene-
sis, and osteoarthritis (OA) (26). Osteoarthritis represents one
of the most frequent musculoskeletal diseases, affecting over
60% of the elderly population. The pathogenesis of primary os-
teoarthritis involves an intrinsic and progressive erosion of ar-
ticular cartilage, leading to incapacity of movement and chronic
pain. An imbalance between anabolic and catabolic pathways
by chondrocytes occurs in OA (2). These catabolic pathways
are characterized by an excessive production of proteolytic en-
zymes, the matrix metalloproteinases (MMPs), which are di-
rectly involved in cartilage resorption.

Articular chondrocytes actively produce ROS, released in
response to interleukin-1� (26–42). It has been suggested that
ROS act as secondary messengers in bovine chondrocytes and
are involved in mitogen-activated protein kinase (MAPK) stim-
ulation, and c-jun and NF-kappaB activation required for tran-
scription of cytokine-induced MMP-1 (collagenase-1) and
MMP-13 (collagenase-3) metalloproteinases (22, 25, 28, 48).

Recent studies indicate that NAD(P)H oxidases play a major
role in ROS production in many nonphagocytic cells (14, 15). It
has been proposed that NAD(P)H oxidase Nox2 (gp91phox)
could produce superoxide anions in the immortalized chondro-
cyte cell line C-20/A4, similar to those found in phagocyte cells
(15, 30, 31). However, the involvement of Nox2 in superoxide
production in osteoarthritis has not been proven. In porcine
chondrocytes, no production of ROS was seen after addition of
phorbol ester (PMA), a Nox2 activator (15). Indeed, p47phox and
gp91phox-deficient mice have the same tissue damage as wild
type mice in experimental arthritis models (another joint dis-
ease) (45). Recent efforts to identify oxidases responsible for
ROS generation in nonphagocytic cells led to the discovery of
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gp91phox isoforms. To date, the Nox family consists of five
members, all of which are structurally similar to the Nox2 pro-
tein (20). One member of this family, Nox4, is the major source
of ROS in kidneys (9, 11) and is also abundant in the vascular
system and in many others tissues (19). In osteoclast cells,
Nox4 has been identified and shown to produce superoxide that
directly contributes to bone resorption (49). Strong evidence in-
dicates that superoxide production in chondrocytes could be re-
sponsible for the overexpression of metalloproteinases.

To address these questions, we studied the effect of the ex-
pression of the Nox family and its partners in chondrocyte im-
mortalized cell lines. We focused our study on Nox4 and Nox2,
and used the C-20/A4 chondrocyte cell line, which provides a
stable expression of both protein types to compare their roles
under cytokinic stress and their impact on MMP-1 expression.
In this study, we report that Nox4 is the main NAD(P)H oxi-
dase involved in ROS production under human interleukin-
1beta (hIL-1�) stimulation in the C-20/A4 chondrocyte cell
line, and that ROS are directly related to MMP-1 production.

MATERIALS AND METHODS

Materials and cells

Human chondrocyte cell lines immortalized by SV40,
C-20/A4, T/C-28a2, or C-28/I2, are a gift from M.B. Goldring
(Harvard Institutes of Medicine, Boston, MA). Monoclonal
antibodies anti-p22phox 44.1 and monoclonal antibodies anti-
Nox2 (54.1 & NL7) were from A.J. Jesaïtis (Montana State Uni-
versity, Bozeman, MT) monoclonal antibodies anti-Nox2 7D5
were purchased at MBL Medical & Biological Laboratories Co.,
Ltd (NaKa-ku Nagoya, Japan) and monoclonal antibodies antihis-
tidine from Qiagen (Courtaboeuf, France). Irrelevant monoclonal
IgG1 was obtained from Immunotech (Marseille, France) and
phycoerythrine-conjugated secondary antibodies from Dianova
(Hamburg, Germany). Penicillin, streptomycin, L-glutamine,
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), fetal bovine
serum (FBS), trypsin, EBSS, geneticin, and TRIzol® were
obtained from Invitrogen (Cergy Pontoise, France). Human
IL-1beta (hIL-1�) and LightCycler FastStart DNA Master plus
SYBR Green I kit were purchased from Roche Applied Science
(Meylan, France), blasticidin from Funakoshi Co (Japan), and
AMV reverse transcriptase from QBiogene (Illkirch, France).
ProMMP-1 ELISA kits were obtained from R&D Systems
(Lille, France) and Effectene Transfection reagent from Qiagen.
Luminol, ionomycin, phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA),
horseradish peroxidase, and dihydroethidium were from Sigma
(Saint Quentin Fallavier, France).

Chondrocyte cell line culture

C-20/A4, T/C-28a2, and C-28/I2 chondrocyte cell lines were
maintained in DMEM supplemented with 10% (v/v) FBS, 100
units/ml penicillin, 100 μg/ml streptomycin, 2 mM L-glutamine
at 37°C in a humidified 5% CO2 atmosphere. Blasticidin, 10
μg/ml, was added to the culture medium of cells transfected
with the mammalian expression plasmid pEFb (Invitrogen,
Cergy Pontoise, France) and 1 μg/ml geneticin was added to the
culture medium of Nox2 transfected cells. All experiments were
performed within cell passages 3 to 10 at 60–90% confluency.

Generation of plasmid constructs for the
expression of Nox4 isoforms and Nox2 

Human Nox4 and Nox2 were cloned: two Nox4 cDNA
ESTs were characterized by PCR using UNI-ZAP human kid-
ney lambda cDNA library (Stratagene, La Jolla, CA) as a tem-
plate. Nox4A corresponds to the full-length Nox4 usually de-
scribed in Genbank No.AF254621, and Nox4B is an exon 14
spliced isoform (Genbank No.AJ704726). N-terminal V5-His-
tagged Nox4A and Nox4B were produced with the forward
primer Nox4 F4��� (5�-GTTTGGTACCATGGCTGTGTC-
CTGGAGG-3�) including a Kpn I site (shown in bold type)
and the reverse primer Nox4 R4’ (5�-GTTTACTAGTGCT-
GAAAGACTCTTTATTGTATTC-3�) comprising a Spe I re-
striction site (shown in bold type) instead of the stop codon.
Both purified PCR products were subcloned into the pCR
Blunt II-TOPO vector according to the manufacturing proto-
col (Zero Blunt TOPO PCR cloning kit, Invitrogen). pCR-
BluntII-TOPO plasmid containing Nox4A or Nox4B was di-
gested by Kpn I and Spe I, and the insert was ligated into a
linearized pEF6V5/HisB vector (Invitrogen). Dominant-
negative pCDNA 3.1 Nox4 �FAD/NADPH plasmid was con-
structed using the forward primer Nox4 F4 and the reverse
primer Nox4 R4�� (5�-GTTTGCGGCCGCTCAAATGATG-
GTGACTGGCTTATTGC-3�) containing a Not I restriction
site (shown in bold type). This purified PCR product was di-
gested by Kpn I and Not I and ligated into linearizd pCDNA
3.1 V5/HisB vector (Invitrogen). The construction that ex-
pressed Nox2 in pEF-PGK neo plasmid was obtained from
Stasia et al. (39). All inserts were verified by sequencing
(Genome Express, Grenoble, France) on an Abi Prism auto-
matic sequencer (Perkin Elmer, France Office).

Transfection of mammalian expression plasmids

Stable transfection. C-20/A4 chondrocyte cells were
trypsinized and counted. 4 � 105 C-20A/4 cells were seeded in
6-well plates and allowed to grow for 24 h to reach a 60% con-
fluency in a 2 ml DMEM culture medium. Cells were trans-
fected with 0.4 μg of pEF6V5HisB vectors, which encoded the
Nox4A-V5/His, or the Nox4B-V5/His, or with pEF-PGK neo,
which encoded Nox2 according to the manufacturing protocol
(Effectene Transfection reagent, Quiagen, Courtaboeuf, France).
After 24 h, stable transfected cells were selected with either
10 μg/ml blasticidin for Nox4A-V5/His, Nox4B-V5/His, and
luciferase, or 1 mg/ml geneticin for Nox2 for 3 weeks (37).

Transient transfection. C-20/A4 chondrocyte cells
were seeded in a 25 cm2 flask to obtain 50% confluency on the
day of transfection. Five μg of plasmid of pCDNA 3.1 V5/His
empty vector (Invitrogen) or pCDNA 3.1 Nox4 �FAD/NADPH
were diluted in 200 μl of CaCl2 (250 mM) buffer and 200 μl of
HEPES-phosphate buffer (140 mM NaCl, 50 mM HEPES, 1.4
mM NaH2PO4, pH 7.05) was added. After 60 sec of incubation
at room temperature, the transfection solution was added to
cells immersed in 1.8 ml of complete DMEM culture medium.
Four hours after transfection, the medium was replaced. Forty-
eight hours after transfection, the quantity of MMP-1 was mea-
sured as described below.
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RNA and RT–PCR 

Chondrocytes were harvested and resuspended in TRIzol® at
approximately 108 cells/ml, as described in the manufacturer’s
instructions. RNA concentrations were determined spectroscop-
ically at 260 nm. Reverse transcription reactions were performed
from 5 μg of RNA with 20 U of AMV reverse transcriptase, as
described in Trocme et al. (44). All PCRs were processed during
35 cycles from 2.5 μl cDNA with 2.5 U of Taq polymerase and
primer sets spanning intron/exon boundaries to avoid genomic
DNA amplification (Table 1). Two primer sets were used to char-
acterize Nox4, the first—F4/R4—amplifying a 500 bp sequence
in the 5’ part of the transcript (40) and the second—F4�/R4�—
differentiating the two Nox4 isoforms at 1317 bp for Nox4A and
1197 bp for Nox4B. cDNA integrity and quantity were checked
by amplification of a housekeeping gene G3PDH using com-
mercial primers (BD Bioscience, Le Pont de Claix, France).

Quantitative real-time RT–PCR analysis 

Total RNA was extracted from C-20/A4 cells using Trizol
reagent (Invitrogen), according to the manufacturer’s instructions.
Two μg of RNA were converted to cDNA by reverse transcription
with 40 U of AMV reverse transcriptase (Roche). Expression lev-
els of human Nox-4 and housekeeping G3PDH mRNAs were de-
termined using the specific primers as follows: forward Nox-4
F4��� (5�-CTGAATGCAGCAAGATACCGAGAT-3�) and reverse
Nox-4 R4��� (5�-CTGGCTTATTGCTCCGGA-3�), and forward
G3PDH F9 (5�-GTGGTGGACCTGACCTGC-3�) and reverse
G3PDH R9 (5�-CCCTGTTGCTGTAGCCAAATTCG-3�). Real-
time quantitative Nox4 and G3PDH PCRs of each reverse-
transcribed cDNA sample were made on the Light Cycler 1.5 ap-
paratus using the LightCycler FastStart DNA Master plus SYBR
Green I kit (Roche). The incubation conditions were as follows:
95°C for 10 min, followed by 45 cycles of denaturation at 95°C for
15 sec, annealing at 66°C for 10 sec for Nox4 or G3PDH, and ex-
tension at 72°C for 21 sec for Nox4, or 10 sec for G3PDH. PCRs
of each sample were done in duplicate. Nox4 mRNA expression
was quantified by relating the PCR cycle obtained from samples
to a standard curve and was then normalized to the G3PDH
mRNA expression level. Product specificity was confirmed for
each fragment by a melting curve analysis and gel electrophoresis.

FACS analysis

Protein expression of p22phox, Nox2 (gp91phox), Nox4A-
V5/His, and Nox4B-V5/His in the human C-20/A4 chondrocyte
cell line was assessed by flow cytometry analysis, according to
Stasia et al. (38) and Paclet et al. (34), and was modified as fol-
lows: 5 � 105 cells were fixed with 1% (w/v) paraformaldehyde
for 15 min at 0°C and labeled with antibodies immediately or
after membrane permeabilization by saponin 0.01% (w/v) for 10
min at 0°C. Nox2 expression was evaluated with monoclonal an-
tibodies 7D5 (5 μg/5 � 105cells), NL7 (5 μg/5 � 105cells), 54.1
(5 μg/5 � 105cells) (32), and p22phox expression was character-
ized with monoclonal antibodies 44.1 (5 μg/5 � 105cells) (6).

Nox4A-V5/His and Nox4B-V5/His expression were as-
sessed by two polyclonal antibodies, the former raised against
the polyhistidine tail (5 μg/5 � 105cells), and the latter against
the Nox4 peptide 88KVPSRRTRRLLDKSR102, synthesized by
Neosystem (Strasbourg, France) (5 μg/5 � 105cells) (35).

Monoclonal IgG1 (5 μg/5 � 105cells) was used as a con-
trol. The antibody-labeled cells were stained with phycoery-
thrine-conjugated secondary antibodies (dilution 1:200), and
the fluorescence emission was measured at 578 nm after exci-
tation at 488 nm on a FACS Calibur apparatus (BD Bio-
science). All experiments were performed in triplicate.

Cytochrome b spectroscopy

The cytochrome b absorption spectra were performed with
the C-20/A4 chondrocyte cell line WT, or transfected with the
Nox4 gene resuspended in a PBS buffer containing 1% of tri-
ton �100. They were recorded at room temperature with a
DU 640 spectrophotometer (Beckman Coulter, Roissy,
France). Reduction was achieved in the cuvette by addition of

TABLE 1. PRIMER SEQUENCES USED IN THIS STUDY



a few grains of sodium dithionite, and reduced minus oxi-
dized difference spectra were recorded. The amount of re-
duced cytochrome b558 was determined by absorbancy at 426
nm using an �426 nm value of 106 mM�1cm�1, or at 558 nm
(�558 nm = 21.3 mM�1cm-1). A positive control was performed
on cytochrome b558 purified from human neutrophils (33).

Measurement of NADPH oxidase activity 
in intact cells by luminescence assay

Hydrogen peroxide production was measured as described
in Bionda et al. (3). Briefly, cells were washed twice with PBS,
detached with trypsin and collected by centrifuge. The viability
of the suspended cells was over 90%, as determined by the try-
pan blue exclusion method. In a 96-well plate, 5 � 105 live
chondrocytes per well were resuspended in 250 μl of PBS con-
taining 0.9 mM CaCl2, 0.5 mM MgCl2, 16 mM glucose, 16 μM
luminol, and 8 units/ml horseradish peroxidase. In some exper-
iments, a final concentration of 80 ng/ml phorbol myristate ac-
etate (PMA) or 2.5 μM ionomycin was added to initiate the
reaction. Relative luminescence unit (RLU) counts were re-
corded every 30 sec for a total of 90 min at 37°C, using a Lu-
minoscan® luminometer (Labsystems, Helsinki, Finland).

Measurement of superoxide production 
in intact cells by fluorescence microscopy

Cell cultures were made in a 6-well plate until 80% conflu-
ency. Cells were rinsed twice with EBSS and incubated in 1 ml
of the complete culture medium (DMEM-10% FBS) contain-
ing 5 μM final dihydroethidium (DHE) with or without hIL-1�
(500 pg/ml) for 20 min at 37°C in a 5% CO2 atmosphere pro-
tected from light. In some experiments, N-acetylcysteine 30
nM (NAC) final was added. Fluorescence was recorded with a
Nikon digital sight DS-1QM (Nikon, Rollay, France), mounted
on a Nikon eclipse TE2000-E fluorescence microscope (Nikon).
Dihydroethidium fluorescence was analyzed using a filter with
an excitation wavelength of 488 nm and an emission wave-
length of 580 nm. Images were acquired 20 min after DHE ad-
dition using identical exposure times, and analyzed with the
Lucia software (Lucia Imaging systems, Laboratory Imaging
Ltd, Prague, Czech Republic). Relative superoxide levels be-
tween cells were quantified by determining the integral gray
values using Lucia Imaging systems. The integral gray value is
defined as the sum of intensity in every pixel of the object. A
minimum of 50 cells were analyzed per experiment. Results
were expressed in arbitrary units.

MMP-1 assays

Cells cultured at 90% confluency in a 75 cm2 flask were
washed three times in EBSS and incubated for 23 h in 15 ml of
FBS-free DMEM with or without 500 pg/ml hIL-1�, in the
presence or not of 5 mM Tiron. For inhibition experiments using
the dominant-negative construct pCDNA Nox4 deltaFAD/
NADPH, cells cultured at 50% confluency in a 25 cm2 flask for
48 h after transient transfection were washed three times in
EBSS and incubated for 23 h in 2 ml of FBS-free DMEM, with
or without 500 pg/ml hIL-1�. At the end of the incubation,
proMMP-1 (the precursory form of MMP-1) concentration
was measured in the supernatant culture by a commercial
ELISA assay. The detection limit was 0.021 ng/ml. Results are
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expressed as ng proMMP-1/g of supernatant protein, measured
by the Bradford technique (4).

Statistical methods

The variations are expressed as mean ± S.E.; p values
were calculated by Student’s paired t test.

RESULTS

Superoxide production is involved in 
hIL-1� stimulation of MMP-1 expression

Treatment of the C-20/A4 chondrocyte cell line with hIL-1�
for 23 h significantly increased the secretion of collagenase
MMP-1 in the culture medium from 136.28 ng/g of supernatant
protein ± 63.54 to 913.36 ng/g of supernatant protein ± 64.54,
suggesting an effect of hIL-1� on metalloproteinase expression
(Fig. 1). Since it has been proposed that ROS may act as sec-
ondary messengers in cytokine signaling (23, 27), antioxidants
that can inactivate ROS would be expected to prevent MMP-1 in-
duction by hIL-1�. We therefore examined whether Tiron, a su-
peroxide scavenger, can inhibit hIL-1�-induced MMP-1 expres-
sion. Indeed, the release of MMP-1 was considerably decreased
by Tiron to 13.75 times in cells activated by hIL-1� and even by
6.97 times in control cells. We verified that neither Tiron nor
hIL-1� affected cell integrity through the LDH measurement in
the cell culture medium at the end of each experiment (data not
shown).

Expression of Nox and partners 
in chondrocyte cell lines 

In most cell types, the Nox family is the main system
involved in superoxide production. There are five human
NADPH oxidases, namely Nox1 to Nox5. To determine if C-
20/A4, C-28/I2, and T/C-28a2 chondrocyte cell lines express
genes encoding components of NADPH oxidases, the presence
of the relevant mRNA was estimated by RT–PCR. cDNA in-
tegrity was checked simultaneously by amplification of the
housekeeping gene G3PDH (results not shown). The cDNAs
corresponding to Nox4, Nox2, p22-phox, and p67-phox were high-
lighted in the three chondrocyte cell lines (Fig. 2A). Data
showed that Nox5 mRNA was also present in C-28/I2 and T/C-
28a2, but not in the C-20/A4 cell line. None of the chondrocyte
types expressed Nox1, Nox3, or p47phox mRNA (Fig. 2A).

For the remaining experiments, the C-20/A4 cell line, which
expresses only two Nox isoforms, was used. To assess the pres-
ence of Nox2 and p22phox proteins, FACS experiments were
carried out in both intact and permeabilized C-20A/4 chondro-
cytes with monoclonal antibodies directed against Nox2 (7D5)
or p22phox (44.1) (Fig. 2B) (5). There was no binding of either
antibody 7D5 (Nox2) or 44.1 (p22phox) on intact C-20/A4 cells,
suggesting that the epitopes are not accessible. On the contrary,
following permeabilization of chondrocytes with 0.01% (w/v)
saponin, the mAb44.1 binding was significantly increased in
comparison with results obtained with mAb7D5. The labeling
on permeabilized but not on intact chondrocytes by mAb44.1
suggested a cytosolic accessible epitope for 44.1(p22phox) in
chondrocytes, as is reported in neutrophils (43). Finally, as
shown with mAb7D5, there was a slight expression of gp91phox

(Nox2) in chondrocytes (Fig. 2B).



Overexpression of Nox4 isoforms 
(Nox4A and Nox4B) and Nox2

p22phox and Nox2 are present in the C-20/A4 chondrocyte
cell line. To ascertain if the protein Nox4 was also present in
these cells and to investigate functions of both Nox2 and
Nox4, we generated a C-20/A4 chondrocyte cell line that pro-
vided a stable expression of Nox2 (Genbank No.NM000397),
Nox4A (Nox4A-V5/His) (Genbank No.AF254621), or Nox4B
(Nox4B-V5/His) (Genbank No. AY288918), in which the
splicing of the exon 14 led to the lack of the first NAD(P)H
binding site in the protein. Indeed, a previous study has
shown that Nox4B was not able to produce ROS, and acted as
a dominant-negative molecule for Nox4 (12).

Plasmid expression was checked in the C-20/A4 cell line by
RT–PCR and results are shown in Fig. 3A. The data showed a
slight mRNA expression of Nox2 and Nox4 in nontransfected
C-20/A4 that was markedly increased in Nox2, Nox4A, and
Nox4B overexpressing cell lines. PCR Nox4 mRNA expres-
sion in these cells was investigated in real time using primers
that amplify a region commonly shared by Nox4A and Nox4B
(Fig. 3B). This experiment revealed that Nox4 mRNA in C-
20/A4 Nox4A-V5/His and C-20/A4 Nox4B-V5/His increased
22-fold and 5-fold, respectively. We confirmed that the amount
of Nox4 mRNA remained unchanged in C-20/A4 cells express-
ing Nox2 or luciferase as a negative control (Fig. 3B).

Protein expression was assessed by FACS analysis in permeabi-
lized cell lines. Nox2 expression is documented by two different
types of monoclonal antibodies NL7 and 54.1 (Fig. 4A). The over-
expressing cell line seems to have a weak, but significant, expres-
sion of Nox2 compared to baseline. Nox4A-V5His and Nox4B-
V5His protein expression was checked by FACS analysis with two
different antihistidine and anti-Nox4 polyclonal antibodies. The
results show an increased expression of Nox4A and Nox4B in the
two different cell lines (Fig. 4B). Absorption spectra confirmed
the expression of Nox4A in C-20/A4 cell lines. Reduced minus
oxidized differential spectra show the presence of a specific band
at 426 nm in chondrocytes (Fig. 4B). The concentration of Nox4A
increased significantly with overexpression (Fig. 3B).
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Superoxide production

Since NAD(P)H oxidases are ROS-generating enzymes, it
was of interest to investigate the effects of Nox2 and Nox4 vari-
ants on ROS generation. Because of its sensitivity, the chemilu-
minescence agent, luminol, was used to quantify hydrogen perox-
ide production in cells (for review, cf. Miller and Griendling, Ref.
29). Oxygen derivatives were quantified in experiments in which
PMA and ionomycin stimulated C-20/A4 chondrocytes. Results
illustrated in Fig. 5 showed a significant hydrogen peroxide syn-
thesis in Nox4A-V5His transfected cells (14.87 RLU ± 0.44)
compared with the control C-20/A4 (0.17 RLU ± 0.011) and with
cells that express Nox4B (0.17 RLU ± 0.024). Moreover, no sig-
nificant difference was observed after PMA and/or ionomycin
stimulation, suggesting that neither Nox2 nor calcium is impli-
cated in this H2O2 production. This reflects a constitutive genera-
tion of ROS mediated by Nox4 in C-20/A4 chondrocytes.

Intracellular levels of superoxide production were investi-
gated in C-20/A4 cells with the DHE dye by fluorescence mi-
croscopy (Fig. 6). Nox4A overexpressing cells stimulated by
500 pg/ml hIL-1� produced significantly more superoxide
(71,824 arbitrary units) than stimulated control C-20/A4 cells
(7,993). Nox4A overexpressing cells that were not stimulated
showed approximately a twofold reduction in fluorescence (35,
54). Moreover, the Nox4-mediated superoxide production was
significantly reduced by the ROS scavenger N-acetylcysteine
(NAC) (Fig. 6). Interestingly, Nox4B overexpressing cells pro-
duced less superoxide than control C-20/A4 cells after stimula-
tion with hIL-1�. Indeed, in this case, the integral gray quan-
tification was not possible as it appeared below the detection
threshold of the software. These results confirm the dominant
negative effect of Nox4B, as previously described (12, 17, 24).

MMP-1 production by hIL-1�
stimulated C-20/A4 through Nox4

We and others have shown that hIL-1� increases MMP-1
production and excretion in C-20/A4 cell line (Fig. 1). To deter-
mine whether Nox4 or Nox2 have a role in this pathway, we

FIG. 1. Effect of cytokinic stress on MMP-1 ex-
pression in the C-20/A4 chondrocyte cell line.
Monolayer-cultivated cells at 90% confluency were
incubated with 500 pg/ml hIL-1� in the presence
(or not) of 5 mM Tiron. After 23 h incubation, the
supernatant was recovered for MMP-1 quantifica-
tion by ELISA. Results are expressed as ng MMP-
1/g of supernatant protein (measured by the Brad-
ford technique). In addition, cell viability was
verified by measurement of the LDH in the super-
natant culture by an automated method (Hitachi au-
tomat). Values represent the mean ± S.E. of four ex-
periments. *p < 0.05 versus nonstimulated cells;
**p < 0.05 versus Tiron-free hIL-1� stimulated
cells.
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measured MMP-1 secretion under cytokinic stress in C-20/A4
cells that express both NAD(P)H oxidases. MMP-1 production
by chondrocytes expressing Nox4A-V5His was increased by
3.6 (3,296.55 ng/g protein ± 1,789.11) compared with MMP-1
synthesis by control C-20/A4 cells (913.36 ng/g protein ±
64.54) (Fig. 7). However, there was no significant rise in MMP-
1 secretion by cells expressing Nox2 or the Nox4B-V5His iso-
form. To demonstrate the specificity of MMP-1 production in-
duced by Nox4, we used a truncated Nox4�FAD/NADPH
protein described as a dominant-negative by Mahadev (17, 24).
C-20/A4 cells expressing Nox4A-V5/His were transfected
by an empty vector pCDNA 3.1 or by a pCDNA 3.1
Nox4�FAD/NADPH and exposed (or not) with hIL-1� (500
ng/ml) 48 h after transfection. The amount of MMP-1 was as-
sessed in the cultured medium 23 h later. MMP-1 production by

NAD(P)H OXIDASE ACTIVITY OF Nox4 1491

cells transfected by Nox4 dominant-negative (74 μg/g protein)
was reduced by 66% compared to cells that had been trans-
fected by the empty vector (215 μg/g protein) but not exposed to
hIL-1�. The range of MMP-1 inhibition was the same between
cells expressing Nox4A�FAD/ NADPH (102 μg/g protein) and
cells containing the empty vector (305 μg/g protein) incubated
with hIL-1�. We verified that the construct gave raise to the
functional protein Nox2 in PLB cells (data not shown).

DISCUSSION

In this study, we have described the presence of Nox4, one
of the members of the NAD(P) H oxidase family, in chondro-
cytes. Moreover, we have demonstrated that Nox4 is directly

FIG. 2. mRNA and protein expression analysis of Nox and partners. (A) mRNA transcription analysis by RT–PCR. RNA was
extracted from C-20/A4, T/C-28a2, and C-28/12 chondrocyte cell lines, and reverse transcripted to cDNA as described in the Ma-
terials and Methods section. Specific primer sets (in parentheses) were used to study the expression of Nox2 (F2/R2) p22phox

(F6/R6), p40phox (F9/R9), p47phox (F8/R8), p67phox (F7/R7), Nox1 (F1/R1), Nox3 (F3/R3), Nox4 (F4/R4), and Nox5 (F5/R5). Pos-
itive controls (+) assess the efficiency of PCR experiments. They were performed on PLB8985, EBV-8 lymphocytes, or on plas-
mids that were encoded with Nox3 or Nox5. (B) Protein expression analysis by FACS, 5 � 105 C-20/A4 chondrocytes were fixed
with 1% (w/v) paraformaldehyde and labeled with p22phox and gp91phox antibodies either immediately (b, d) or after saponin per-
meabilization (a, c), as described in the text. The antibodies used were: nonimmune immunoglobulin (black solid line; 5 μg/5 �
105 cells), anti-gp91phox7D5, or anti-p22phox 44.1 (black dotted line, 5 � 105 cells), and phycoerythrine-conjugated secondary an-
tibodies (dilution 1:200), no AB (gray area).

FIG. 3. Efficiency of plasmidic
expression in transfected cells.
(A) Total RNA was extracted from
nontransfected C-20/A4 chondro-
cytes or Nox4A-V5/His, Nox4B-
V5/His, or Nox2 transfected cells.
PCRs for each plasmid were per-
formed as previously described,
using the primer sets F4’/R4’ for
Nox4 (characterizing both Nox4
isoforms), F2/R2 for Nox2, and
commercial primers for G3PDH.
(B) Nox4 mRNA expression by
real-time RT–PCR. Total RNA
was extracted from nontransfected
C-20/A4 chondrocytes, Nox4A-
V5/His, Nox4B-V5/His, lu-
ciferase, or Nox2 transfected cells.
qRT–PCRs for each sample were
performed as previously de-
scribed, using the primer sets
F4���/R4��� (characterizing both
Nox4 isoforms). Bars indicate the
relative expression of Nox4 versus
G3PDH mRNA levels.
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involved in the expression of collagenase MMP-1, through the
generation of ROS in response to the cytokinic stress, hIL-1�.

Human articular chondrocyte cell lines (C-20/A4, T/C-28a2,
or C-28/I2) were developed to obtain reproducible cellular
models, and used to study differentiated chondrocyte functions,
and in particular, the cartilage-specific modulation induced by
hIL-1� (7, 10, 36). All our experiments were carried out in the
C-20/A4 cell line that expresses only Nox2 and Nox4 isoforms.

Oxidative stress was reported to increase the risk of os-
teoarthritis, but the precise mechanism remains unclear. It has
been shown that it may lead to chondrocyte and cartilage senes-
cence (50), and that cartilage degeneration can be mediated by
locally produced matrix metalloproteinases (13). Finally, it was
found that NAD(P)H oxidase-driven ROS production deter-
mines chondrocyte death and aggravates MMP-mediated carti-
lage destruction during osteoarthritis (46). There is now clear
evidence that hIL-1� initiates inflammation (13, 18, 21), but it
is necessary to investigate the specific pathway between the
stimulus (hIL-1�) and the downstream inflammatory gene in-
duction. The active phagocyte NADPH oxidase is a multi-
protein complex in which the membrane-integrated protein
gp91phox (Nox2) closely associates with p22phox. Its activation
requires assembly with p47phox, p67phox, and Rac.
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p47phox, which is a regulatory adaptor protein, is not present in
the chondrocyte cell line C-20/A4: there is no possibility of oxi-
dase activation, even if Nox2 is slightly expressed, as the complex
does not assemble in the absence of p47phox (not shown) (47).

The close association of the Nox2 isoform with p22phox has re-
cently been reported to be necessary for their enzymatic activity
(1, 41). Our results demonstrate a significant coexpression of
Nox4 and p22phox, suggesting the presence of a functional Nox4
in chondrocytes. In all cell types where Nox4 has been identi-
fied, oxidase activity was shown to be constitutive. In this study,
we have demonstrated that C-20/A4 chondrocyte oxidase activ-
ity of Nox4 was inducible. As expected, there was no significant
increase in ROS production in Nox4B-V5/His overexpressing C-
20/A4 cells. In fact, the truncated isoform Nox4 B has been re-
ported to act as a dominant negative for Nox4 activity (12).

We have found that hIL-1� increases ROS production within
20 min after stimulation, which does not support a Nox neosyn-
thesis. This suggests that Nox4 not only functions in a constitu-
tive manner, but can also be activated by hIL-1�. The fact that
the culture medium of hIL-1� stimulated C-20/A4 chondro-
cytes and the increase in MMP-1 argues in favor of a direct in-
volvement of ROS as a secondary messenger leading to gene
transcription of metalloproteinases. Further investigation into

FIG. 4. Nox2 and Nox4 expression analysis by FACS and cytochrome b spectroscopy. (A) gp91phox FACS analysis. 5 � 105 C-
20/A4 WT or C-20/A4 Nox2 chondrocytes were fixed with 1% (w/v) paraformaldehyde and labeled with gp91phox (NL7 or 54.1) anti-
bodies after saponin permeabilization, as described in the text. The following antibodies were used: nonimmune immunoglobulin (black
solid line; 5 μg/5 � 105 cells), no Ab (gray area), and phycoerythrine-conjugated secondary antibodies (dilution 1:200). The C-20/A4
WT and C-20/A4 Nox2 were represented, respectively, by black dotted line and black bold solid line. (B) Nox4 FACS analysis. 5 � 105

C-20/A4WT, C-20/A4 Nox4A-V5/His, or C-20/A4 Nox 4B-V5/His chondrocytes were fixed with 1% (w/v) paraformaldehyde and la-
beled with antihistidine or anti-Nox4 antibodies after saponin permeabilization, as described in the text. The antibodies used were as in
(A). The C-20/A4 WT were represented by a black dotted line; C-20/A4 Nox4A-V5/His and C-20/A4 Nox4B-V5/His, respectively, by
gray solid line and black bold solid line. (C) The reduced minus oxidized difference spectra of C-20/A4 chrondrocyte cell line WT (line
b in gray), transfected with Nox4 gene (line c in gray) were performed as described in the text, (positive conrol: cytochrome b558 puri-
fied from human neutrophils, absorbance at 426 nm using an � 426 nm value of 106 mM�1.cm�1 or at 558 nm (� 558 nm = 21.3
mM�1cm�1). The absorbance of the cytochrome b558 purified from human neutrophils (line A) was read at the left side of the figure, and
the absorbance of the C-20/A4 chrondocyte cell line WT or transfected with Nox4 gene were read at the right side of the figure.

FIG. 5. Measurement of reactive oxygen
species generation. ROS production was
measured by chemiluminescence method
from 5 � 105 intact C-20/A4 cells, Nox4A-
V5/His, or Nox4B-V5/His transfected
chondrocytes. Cells were stimulated or not
with 80 ng/ml PMA and/or 2.5 μM iono-
mycin. Results expressed the sum of all
RLU measurements for 90 min for each
condition. Values represent the mean ± S.E.
of triplicate determinations obtained the
same day.



the specificity and modality of the signal transduction pathway
is needed and this research opens a new area for therapeutic ex-
ploration.

Furthermore, we know that excessive and continuous cyclic
mechanical stress and high magnitude cyclic tensile induce a
production of IL-1�, MMP-1, and other MMPs, causing a
quantitative imbalance between catabolic and anabolic path-
ways, ultimately resulting in cartilage degradation (8, 16).

What, then, is the role of ROS? Mechanical stress may in-
crease a Nox4-mediated ROS production and activate matrix
metalloproteinase expression: this question is currently being
investigated.
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FIG. 7. Modulation of MMP-1 expression by Nox4 in C-20/A4 chrondrocytes, Nox4A-V5/His, Nox4B-V5/His, and Nox2
transfected cells. C-20/A4 cells were incubated for 23 h with or without 500 pg/ml hIL-1�. The culture medium was then re-
covered for MMP-1 quantification by ELISA. Results are expressed as ng MMP-1/g of supernatant protein (determined by the
Bradford technique). In addition, cell viability was checked by measurement of the LDH in the supernatant culture. Values repre-
sent the mean ± S.E. of four determinations. *p < 0.05 versus nonstimulated cells; **p < 0.05 versus nontransfected hIL-1� stim-
ulated cells; and ***p < 0.05 versus Nox4A-V5/His transfected hIL-1� stimulated cells.

FIG. 6. Measurement of superoxide generation. Nontransfected chondrocytes C-20/A4, Nox4A-V5/His, or Nox4B-V5/His, or
Nox2 transfected C-20/A4 were incubated with or without 500 pg/ml hIL-1� in the complete DMEM medium containing 5 μM dihy-
droethidium (DHE) for 20 min in 6-well plates with or without 30 nM final NAC. Fluorometric measurements of the DHE oxidation
in cell layers were carried out using a fluorescence microscope. Three replicates per treatment group were run for each experiment.



ABBREVIATIONS

DHE, dihydroethidium; DMEM, Dulbecco’s modified
Eagle’s medium; EBSS, Earle’s balanced salts; FBS, fetal
bovine serum; hIL-1�, human interleukin-1 beta; IgG1, im-
munoglobulin G1; LDH, lactate dehydrogenase; mAb, mono-
clonal antibody; MAPK, mitogen-activated protein kinase;
NAC, N-acetylcysteine; OA, osteoarthitis; PBS, phosphate
buffer saline; PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate; MMP-1,
metalloproteinase 1; ROS, reactive oxygen species; RT–PCR,
reverse transcription– polymerase chain reaction.
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