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Résumé 
 
 

L’arthrose est une pathologie chronique dégénérative invalidante, fréquente, 

multifactorielle, grave et coûteuse. Deux avancées conceptuelles récentes soulignent 

une vision pluritissulaire de la maladie et un abord clinique phénotypique, permettant 

d’envisager l’individualisation de la stratégie thérapeutique. Un article publié dans la 

Revue de Gériatrie résume brièvement ces deux concepts. Sur le plan 

physiopathologique, le chondrocyte est la cellule cible primordiale et la NADPH 

Oxydase (Nox) 4 semble être un acteur d’intérêt. La Nox4, son activité, son interaction 

avec ses partenaires et sa conformation constituent des enjeux scientifiques d’intérêt 

et autant de cibles thérapeutiques potentielles pour l’élaboration de stratégies 

thérapeutiques anti-arthrosiques. Au cours de ce travail de thèse, le lien entre Nox4 et 

arthrose était abordé à 3 niveaux : structural, cellulaire et animal. Le volet structural 

laisse supposer que la boucle E de Nox4 est une séquence intrinsèquement 

désordonnée. Ainsi, la fonction de Nox4 pourrait être liée à sa structure, venant ainsi 

corroborer l’hypothèse de la « cage redox » avec une production de peroxyde 

d’hydrogène par dismutation spontanée. Les connaissances actuelles sur l’implication 

du stress oxydant et particulièrement de la Nox4 dans l’arthrose ont été étudiées au 

cours d’une publication dans Experimental and Gerontology. Ensuite, le volet cellulaire 

confirmait que la Nox4 est exprimée par le chondrocyte primaire humain et notre 

hypothèse d’une voie de signalisation catabolique IGF-1/Nox4 n’a pas été invalidée. 

Le volet animal a été l’occasion de faire une revue des connaissances tant sur les 

différents modèles murins d’arthrose que sur les critères d’évaluation clinique et 

paraclinique avec notamment des innovations technologiques. Cet article est en cours 

de révision majeure dans Bone Research. Notre travail expérimental a par ailleurs 

montré que le cartilage murin exprimait les isoformes Nox2 et Nox4, et nos résultats 

sont en accord avec la littérature récente. Pour finir, nous avons évalué un nouveau 

modèle d’arthrose murin selon des critères de jugement robustes et novateurs. Le 

modèle a été choisi dans la perspective de tester l’implication de Nox4 dans la voie de 

signalisation de l’IL-1β in vivo. Cet article sera soumis dans Bone Research. 

 
 
Mots clés 
 
Arthrose ; Chondrocyte ; Stress oxydant ; NADPH Oxydase 4 ; Modèle ; Animal 
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Abstract 
 

Osteoarthritis (OA) is a chronic degenerative disease affecting millions of 

people around the world and one of the most co-occurring diseases among patients 

aged 55 years and older. Two recent conceptual approaches highlighted a pluritissular 

vision of the disease and a phenotypic clinical approach, making it possible to envisage 

individualization of the therapeutic strategy. An article published in the Revue de 

Gériatrie briefly summarizes these two concepts. The chondrocyte is the target cell and 

NADPH Oxidase (Nox) 4 is a player of interest in the physiopathological process of 

osteoarthritis. Nox4, its activity, its interaction with its partners and its conformation 

constitute scientific issues of interest and potential therapeutic targets for the 

development of anti-arthritis therapeutic strategies. In the course of this work, the link 

between Nox4 and osteoarthritis was approached from three complementary points 

of view. The structural aspect suggests that the E loop of Nox4 is an intrinsically 

disordered peptide. Thus, the function of Nox4 could be linked to its random structure, 

thus corroborating the "redox cage" hypothesis with a production of hydrogen 

peroxide by spontaneous dismutation. Current knowledge on the involvement of 

oxidative stress and particularly of Nox4 in OA has been reviewed in a publication in 

Experimental and Gerontology. Then, the cellular component confirmed that Nox4 is 

expressed by the human primary chondrocyte and our hypothesis of a catabolic IGF-

1/Nox4 signalling pathway has not been invalidated. The animal component 

provided an opportunity to review knowledge of the various mouse models of 

osteoarthritis and the clinical and paraclinical evaluation criteria, including 

technological innovations. This article is currently undergoing major revision in Bone 

Research. Our experimental work has also shown that murine cartilage expresses the 

Nox2 and Nox4 isoforms, and our results are in agreement with recent literature. 

Finally, we assessed a new murine model of OA according to robust and innovative 

judgment criteria. The model was chosen with the prospect of testing the involvement 

of Nox4 in the IL-1β signalling pathway in vivo.  This paper will be submitted to Bone 

Research. 
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Abréviations 
	

 
ADAMTS : A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs 

ADN : Acide désoxyribonucléique 

Akt 
: 

Protéine kinase B, PKB 

ARN : Acide ribonucléique 

BSA : Bovine Serum Albumine 

CP : Chondrocyte primaire 

Cys 
: 

Cystéine 

DMEM : Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DTT 
: 

Dithiotréitol 

EB : Extrait brut 

ERK : Extracellular regulated kinase 

FAD : Flavine adénine dinucléotide 

FGF : Fibroblast Growth Factor 

GH 
: 

Growth hormon 

GKT : GenKyoTex 

GREPI 
: 

Groupe de recherche et d’étude du processus inflammatoire 

His : Histidine 

IGF : Insuline growth factor 

IGF-BP 
: 

Insuline growth factor- binding protein 

IL-1β : Interleukine-1-β 

IMC 
: 

Indice de masse corporelle 

IPTG : 
Isopropyl-b-D-1-thiogalactopyranoside 

IRS : Insulin Receptor Substrate 

JNK : c-jun-N-terminal Kinase 

KO : Knock out 

MAP Kinases 
: 

MAP kinases (mitogen activated protein kinases) 

MCS : Site de multiclonage 

MEC : Matrice extra-cellulaire 
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MMPs : Métalloprotéases matricielles 

N4bE : Boucle E de Nox4 

NAC 
: 

N-AcetylCystéine  

NADP  : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 

NOS 
: 

Oxyde nitrique synthase 

PG : Protéoglycane 

PI3K : Phosphatidyl-inositol-3-kinase  

PID 
: 

Protéine intrinsèquement désordonnée 

PMA : Phorbol myristate acétate 

QSP : Quantité suffisante pour 

ROS : Dérivés réactifs de l’oxygène  

RT-PCR : Reverse transcription, réaction en chaine polymérase. 

SDS : Sodium Dodecyl Sulfate 

SOC : Super Optimal Broth 

SOD2 : Superoxyde dismutase 2 
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Introduction 

 

1.1 Arthrose chez l’humain 

 

Définition et Physiopathologie générale 
 
 

L’arthrose est une pathologie caractérisée par une rupture d’homéostasie en 

faveur du catabolisme, conduisant à une dégradation du cartilage articulaire. 

Plusieurs articulations peuvent être atteintes avec par ordre de fréquence : le rachis 

notamment cervical (70%), les genoux (40%), les articulations trapézo-métacarpiennes 

(30%) et les articulations coxo-fémorales (10%). L’épaule, le coude, le poignet et la 

cheville sont plus rarement atteints. L’atteinte affecte non seulement le cartilage mais 

aussi l’articulation dans son ensemble (membrane synoviale, os sous-chondral…). 

Finalement, le processus physiopathologique est aujourd’hui considéré comme 

systémique. Cette vision pluritissulaire de l’arthrose est une des avancées majeures 

dans le concept « d’arthroses » avec des implications en terme physiopathologique, de 

recherche et de stratégies thérapeutiques.  

Le cartilage articulaire est un tissu avasculaire et non innervé. Il est alimenté grâce 

à ses échanges avec l’os sous-chondral sous-jacent et la membrane synoviale attenante. 

Le cartilage se compose d’un seul type cellulaire le chondrocyte (20-40 µm) enchâssé 

dans des logettes, les chondroplastes, en milieu anaérobie (condition d’hypoxie entre 

1 et 7% d’O2). Les chondrocytes ont comme rôle la synthèse/dégradation du cartilage 

mais ne représentent que 3% du volume total du cartilage. Le composé principal est la 

matrice extra cellulaire (MEC) constituée d’eau et d’un réseau de fibres de collagène et 

de protéoglycanes (PG). Ce réseau hydrophile donne au cartilage ses propriétés 

biomécaniques d’absorption des contraintes mécaniques. 

La rupture d’homéostasie conduit à des modifications quantitatives et qualitatives 

du cartilage. L'arthrose induit une perte de la MEC, une apoptose chondrocytaire et 

une surexpression du collagène de type X et de type I à la place du collagène de type 

II.  
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(Charlier et al., 2016) (Dozin et al., 2002). En réponse à cette stimulation 

anormale des chondrocytes, les cellules augmentent leur synthèse de 

métalloprotéases matricielles (MMPs). Les MMPs sont des protéases solubles 

(MMP-1 (collagénase 1), MMP-3 (stromelysine 1), MMP-8 (collagénase 2), 

MMP-2 ; MMP-9 (gélatinase A et B) et MMP-13 (collagénase 3)) responsables de 

la dégradation de la MEC. La MMP-13 joue un rôle essentiel dans la 

physiopathologie de l'arthrose et a été identifiée comme un marqueur de 

différenciation des chondrocytes hypertrophiques (Ma et al., 2018). Le système 

de contrôle de la protéolyse médié par les inhibiteurs tissulaires des MMPs 

(TIMPs) n'est plus suffisant pour le maintien de l'homéostasie cartilagineuse. 

Les MMPs dégradent les composés de la MEC mais peuvent également cliver 

et donc activer des précurseurs de cytokines cataboliques (IL-1, TNF-α) et des 

protéines anaboliques comme l’IGF-BP (insuline growth factor- binding 

protein). IL-1β agit comme un facteur paracrine et autocrine induisant une 

nouvelle synthèse d’IL-1β par les chondrocytes, ce qui amplifie encore les 

conditions pro-inflammatoires (Rousset et al., 2015). Des débris cartilagineux 

sont libérés dans la cavité articulaire et activent la membrane synoviale 

induisant alors un phénomène inflammatoire auto-entretenu parfois 

responsable d’épanchement articulaire riche en médiateurs pro-inflammatoires 

et en enzymes protéolytiques. Le microenvironnement du chondrocyte subit 

des modifications majeures et le processus s’auto-entretient. 

 

- 3/ C’est au dernier stade que la chondrolyse s’étend aux couches profondes du 

cartilage jusqu'à ce que la zone sous-chondrale et les chondrocytes deviennent 

hypertrophiques ou apoptotiques. Le collagène X, la MMP-13, le Runt-related 

transcription factor 2 (RUNX-2) et le Indian hedgehog (Ihh) sont les marqueurs 

exprimés durant cet état de différenciation terminale (Mariani et al., 2014).  
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Figure 2. Physiopathologie de l’arthrose. 

D’après le collège national de Rhumatologie 

 

La pathogénie de l'arthrose est initiée par des stress mécaniques et biologiques avec 

une majoration des cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-18, CRP). Les 

stimuli chimiques ou mécaniques activent des voies intracellulaires biochimiques via 

une interaction ligand-récepteur ou par l’activation d’une intégrine de surface 

(Iannone and Lapadula, 2003). C’est au sein du laboratoire du Groupe de Recherche et 

d’Etude des Processus Inflammatoires (GREPI) que Rousset et al. montraient qu’une 

stimulation cellulaire (C20/A4, lignée chondrocytaire immortalisée) par de l’IL-1β 

conduisait à une augmentation de l'activité de la Nox4 in vitro, avec une augmentation 

de la production de dérivés réactifs de l’oxygène (ROS) (Rousset et al., 2015). Le TNF-

α est un régulateur positif de l’expression des MMP-2 et MMP-9 (Gilbert et al., 2004) 

et il permet d'augmenter l'activité de Nox et la production de ROS. L’accumulation de 

ce stress oxydatif est impliqué dans l’augmentation de la sécrétion d’IL-8 (Ma et al., 

2018). D’autre part, les trois sous-familles de la voie des MAP kinases (Mitogen 

Activated Protein kinases) sont impliquées dans la croissance, la prolifération et la 

différenciation des cellules (via ERK : extracellular regulated kinase), dans la survie 

cellulaire (via JNK :c-jun-N-terminal Kinase) et dans la production de cytokines (via 

p38 MAP kinase). Cette voie est impliquée dans la dégradation de la MEC en stimulant 

l’expression de la MMP-13. C’est la translocation nucléaire du NF-kB qui induit 

l’expression de MMP-3, MMP-13 et du collagène X. L’ensemble conduit à la 
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dégradation de la MEC et à la différenciation hypertrophique du chondrocyte, jusqu'à 

l'apoptose cellulaire (Mariani et al., 2014). Les MAP Kinases, le NF-kB et d’autres 

(protéine activatrice (AP-1), facteur inductible de l'hypoxie (HIF-1α), les Wnt et la β-

caténine) sont connus comme des cibles sensibles aux conditions d’oxydo-réduction 

(Pantano et al., 2006), en partie déterminées par les NADPH Oxydases.  

 

 

 
 

Figure 3. Physiopathologie de l’arthrose expliquée par l’activation cellulaire via l’IL-1. 
 

D’après (Jacques et al., 2006)
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Epidémiologie 
 

L’arthrose est une maladie chronique dégénérative qui affecte plus de 300 

millions de personnes à travers le monde (GBD 2016 Disease and Injury Incidence and 

Prevalence Collaborators, 2017) (Cross et al., 2014). Il s’agit d’une des pathologies les 

plus fréquentes chez les personnes de plus de 55 ans avec une prévalence qui 

augmente avec l’âge (van Oostrom et al., 2014). L’arthrose est plus fréquente chez la 

femme que chez l’homme (Guillemin et al., 2011).  

 

Sachant qu’il existe une dissociation clinico-radiologique et que les critères 

diagnostiques d’arthrose diffèrent d’une étude à l’autre, il est difficile d’établir une 

prévalence précise (Vina and Kwoh, 2018) (O’Neill et al., 2018). En France en 2003, la 

prévalence de l’arthrose était estimée à 17%, affectant 9 à 10 millions de personnes 

selon le rapport du Groupe Technique National de Définition des Objectifs de santé 

publique. La prévalence de l’arthrose radiologique est supérieure à la prévalence de 

l’arthrose cliniquement symptomatique. D’après une des études sur la cohorte 

Framingham aux États-Unis, la prévalence d’une gonarthrose radiologique était en 

moyenne de 33% chez 1420 patients de plus de 65 ans. La fréquence de l’atteinte se 

majorait avec l’avancée en âge. La gonarthrose était symptomatique pour 9,5% d’entre 

eux, et les femmes l’étaient plus fréquemment (11,4% contre 6,8%) (Felson et al., 1987). 

Entre 2007 et 2009 une enquête a été menée chez des personnes âgées de 40 à 75 ans 

dans plusieurs régions de France afin d’estimer la prévalence de la gonarthrose ou 

coxarthrose symptomatiques et radiologiquement confirmées (Guillemin et al., 2011). 

La prévalence standardisée de la coxarthrose et de la gonarthrose symptomatique était 

respectivement de 1,9 et 4,7% chez les hommes et de 2,5 et 6,6% chez les femmes. 

 

L’incidence de l’arthrose est mal connue et il reste difficile de l’évaluer. En effet, 

la variabilité inter-individuelle du seuil douloureux motivant une consultation 

médicale est une des limites aux études épidémiologiques (Eular 2016). Récemment 

l’incidence de la coxarthrose, de l’arthrose digitale et de la gonarthrose se majoraient 

jusqu’à atteindre respectivement 210, 240 et 650 cas/ 100 000 (Prieto-Alhambra et al., 

2014).  

 

En terme pronostic, les pathologies musculo-squelettiques sont classées au 

second rang des comorbidités induisant de la dépendance fonctionnelle chez les 
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personnes de plus de 70 ans et ce, quel que soit le sexe (“GBD Compare | IHME Viz 

Hub,” n.d.). Il existe de manière générale une association positive entre la multi-

morbidité (maladies chroniques) et les limitations fonctionnelles (Jindai et al., 2016). 

L’impact de l’arthrose est majeur, sur la qualité de vie privée et professionnelle, sur la 

sphère psychologique et sur les conditions de vieillissement des patients. Il existe un 

excès de mortalité toutes causes chez les patients arthrosiques (HR 1,55 (IC95% 1,41-

1,70)) avec une surmortalité notamment cardiovasculaire (HR 1,71 (IC95% 1,49-1,98)). 

Le taux de mortalité n’était associé ni à la présence d’une obésité ni à la prise d’anti-

inflammatoires (Nüesch et al., 2011).  

 

En parallèle, la société doit assumer des coûts médico-économiques directement 

liés à la prise en charge de l’arthrose s’élevant à 1,6 milliard d’euros en 2002 mais 

également des coûts indirects majeurs (Le Pen et al., 2005). La prévalence de l’arthrose 

ne devrait pas cesser d’augmenter (22% en projection pour 2030) en raison du 

vieillissement de la population, de l’épidémie d’obésité prévue et de l’absence de 

traitement curatif à ce jour, faisant de cette pathologie chronique un enjeu de santé 

publique (Neogi and Zhang, 2013). 
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Facteurs de risque 

 

RR de gonarthrose 

 

IC 95% 

Méniscectomie 8,55 2,86 - 25,60 

Obésité - IMC 30 kg/m2 7,53 4,04 – 14,01 

Fracture articulaire 6,45 1,11 – 37,43 

Surpoids - IMC 27-30 kg/m2 3,60 2,12 – 6,10 

Génétique 3,24 2,08 – 5,04 

Genu varum/valgum 2,84 1,74 – 4,64 

Sport moyen à intensif 2,76 1,44 – 5,29 

Chondrocalcinose 2,75 1,32 – 5,71 

Contusion de genou 2,02 1,20 – 3,39 

 

Tableau 1. Facteurs de risque de gonarthrose. D’après Mazières B. Etude cas-témoin (n=600) 

 

Il existe une grande variabilité inter-individuelle quant à l’intensité des 

symptômes ou la présence d’une limitation fonctionnelle, faisant aborder la notion 

d’hétérogénéité séméiologique dans la population arthrosique. C’est une approche 

phénotypique de l’arthrose qui a permis d’envisager une classification « des 

arthroses » (Figure 2) en fonction du facteur principal causal: les traumatismes, 

l’obésité et le vieillissement (Sellam, 2015). Les phénotypes génétiques et douloureux 

ont aussi été décrits (Sellam and Berenbaum, 2013). 

 

 

 
Figure 5. Les principaux phénotypes d’arthrose. D’après (Sellam, 2015). 

Phénotypes 

d’Arthrose 

Lié au 

Vieillissement 

 

Post Traumatique Métabolique 

Age 

 

> 65 ans < 45 ans 45-65 ans 

Physiopathologie 

 

Produits de glycation 

avancée (AGEs), 

senescence des 

chondrocytes 

 

 

Stress mécanique à  

haute énergie 

Stress mécanique 

répété, adipokines, 

hyperglycémie, AGEs  

Localisations 

 

Hanche, Genou, Main, 

Rachis 

Genou, Pouce, 

Cheville, Epaule, 

Rachis 

 

 

Genou, Main, Diffuse 

Perspectives 

thérapeutiques 

 

Blocage des AGEs Protection articulaire, 

Stabilisation articulaire, 

Intervention 

chirurgicale préventive 

Perte de poids, contrôle 

glycémique et 

lipidique, blocage des 

AGEs 
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La notion de phénotype de gonarthrose a été étudiée dans la cohorte 

OsteoArthritis Initiative (OAI) (Knoop et al., 2011). Cinq phénotypes d’arthrose étaient 

décrits à partir de 4 critères clinico-radiologiques facilement accessibles en pratique : 

la force proximale des membres inférieurs, l’indice de masse corporelle (IMC), 

l’arthrose radiographique et l’humeur dépressive (Knoop et al., 2011) (Lane et al., 

2017). Les phénotypes comprenaient « minimal joint disease phenotype », « strong 

muscle phenotype », « nonobese and weak muscle phenotype », « obese and weak 

muscle phenotype » and « depressive phenotype ». Les caractéristiques cliniques de la 

douleur et des limitations fonctionnelles différaient entre les sous-groupes (Knoop et 

al., 2011). Les études cliniques et fondamentales permettront peut-être de mettre à jour 

des sous-groupes phénotypiques tout en montrant des phénomènes de 

chevauchement possibles entre ceux-ci. La compréhension de cette complexité est 

fondamentale pour déterminer les cibles thérapeutiques permettant peut-être à moyen 

terme la pratique d’une médecine individualisée et personnalisée, évolutive au cours 

du temps. La prise en charge de l’arthrose comme celle de toute pathologie chronique, 

doit être large en abordant le patient dans sa globalité dans un objectif fonctionnel car 

au-delà de la variabilité inter-individuelle, l’évolutivité de la maladie est aussi 

hétérogène entre les individus. 
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Clinique et Diagnostic   
 

L’enjeu pour le clinicien est de ne pas méconnaitre les diagnostics différentiels 

et notamment les pathologies curables responsables d’arthrose secondaire (EULAR, 

2016). Les recommandations pour le diagnostic de gonarthrose se basent sur un 

consensus d’experts avec la présence de trois symptômes : la gonalgie persistante 

d’horaire mécanique (douleur s’aggravant à l’activité physique et soulagée par le 

repos), la raideur articulaire matinale brève (15 minutes), et la limitation fonctionnelle. 

L’examen clinique comporte une étape articulaire statique à la recherche de facteurs 

de risque, d’une limitation d’amplitude articulaire et d’une déformation articulaire. 

Un éventuel épanchement articulaire est possible avec un degré variable 

d’inflammation locale. L’examen clinique doit être complété par une étape dynamique 

d’analyse de la marche et une étape fonctionnelle par la cotation d’indices algo-

fonctionnels visant à évaluer le retentissement fonctionnel de l’atteinte. L’indice de 

Western Ontario and McMaster Universities Arthritis (WOMAC) est un auto-

questionnaire évaluant la qualité de vie de patients atteints d’arthrose des membres 

inférieurs. Il donne un indice de sévérité de l’arthrose des membres inférieurs 

symptomatique en évaluant la gêne fonctionnelle au quotidien pour le patient. 

L’orientation de la prise en charge thérapeutique notamment chirurgicale est 

conditionnée par le degré d’impact fonctionnel (McConnell et al., 2001). D’autre part, 

il n’est pas rare de faire le co-diagnostic d’un syndrome dépressif, d’un trouble du 

sommeil et d’une altération de la qualité de vie puisque l’arthrose symptomatique est 

significativement associée à ces co-morbidités (Allen et al., 2008) (Veronese et al., 2017) 

(Kye and Park, 2017). Concernant la population âgée plus spécifiquement, une 

évaluation gériatrique standardisée permettrait de s’assurer de l’imputabilité de la 

pathologie arthrosique dans la gêne fonctionnelle du patient et de ne pas méconnaitre 

une autre co-morbidité pouvant être co-responsable des symptômes. Cette question 

est un des enjeux des consultations d’évaluation gériatrique pré-opératoire de 

chirurgie orthopédique programmée.  

Le recours à l’imagerie n’est pas nécessaire au diagnostic en cas de présentation 

typique puisque la radiographie confirme la gonarthrose dans 99% des cas où ce 

diagnostic est évoqué (Zhang et al., 2010) (Allen et al., 2008) (Sakellariou et al., 2017). 

L’imagerie est indiquée en cas de présentation atypique (nécessité d’éliminer des 

diagnostics différentiels) ou lors du bilan pré-opératoire (remplacement prothétique). 

La classification radiologique la plus fréquente est celle de Kellgren and Lawrence qui 
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Traitement 
 

La maladie est caractérisée par deux phases évolutives : la phase chronique et 

les exacerbations douloureuses aigües. A ce jour, il n’existe pas de traitement curatif 

ou retardant l’évolution de l’arthrose. Les solutions sont symptomatiques et les 

réponses aux traitements pharmacologiques encore décevantes tant sur le plan de la 

gestion de la douleur que de l’amélioration de la fonction/mobilité. Les 

recommandations internationales (American College of Rheumatology) proposent 

une approche globale qui combine à la fois des mesures physiques, psychologiques 

et/ou pharmacologiques (Kolasinski et al., 2020). La prise en charge doit être 

individualisée selon la localisation de l’atteinte et le profil du patient mais il est très 

clair que les mesures non pharmacologiques sont les modalités thérapeutiques de 

première intention, quel que soit le patient. 

En effet, l’activité physique est recommandée en première ligne de prise en 

charge de la phase chronique (Rausch Osthoff et al., 2018). Même si l’exercice en 

aérobie et le renforcement musculaire semblent être d’intérêt, aucune 

recommandation n’est faite à l’heure actuelle sur le type d’exercice, sa durée ni son 

intensité. Il est question d’orienter le patient vers la pratique d’une activité de son 

choix, prenant en compte sa motivation et ses ressources financières. Les sociétés 

savantes s’engagent à promouvoir la pratique de l’activité physique en dédiant des 

sessions de congrès sur cette thématique et en incitant les professionnels de santé à se 

former. 

Tout professionnel de santé en charge de patients arthrosiques doit donc inciter 

ceux-ci à la pratique d’une activité physique mais aussi planifier des interventions 

rééducatives sous forme de programmes d’éducation thérapeutique et d’auto-

exercices. L’objectif est d’obtenir des changements de comportement en s’appuyant 

sur des décisions partagées entre patient et soignant. Les programmes de promotion 

de la confiance en soi et de l’auto-efficacité constituent une part importante de la prise 

en charge de l’arthrose. D’autres mesures sont également fortement 

recommandées comme la perte de poids, la pratique du Tai-Chi et l’usage d’une aide 

technique (canne) en phase aigüe douloureuse.  

En cas d’échec des mesures non pharmacologiques, il convient de les combiner 

à une prise en charge pharmacologique. Les propositions thérapeutiques ont peu 

évolué. La présence ou les traitements de co-morbidités doivent être pris en compte 

puisqu’ils peuvent influencer/orienter les choix du prescripteur. Cette précaution est 
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indispensable avant la prescription d’anti-inflammatoires non stéroïdiens (topiques ou 

oraux) ou une infiltration intra articulaire de glucocorticoïdes, particulièrement 

recommandés en cas de crise douloureuse aigüe (Kolasinski et al., 2020). Cette 

prescription doit être de la plus courte durée possible. Ensuite, la prescription 

d’antalgiques de type paracétamol ou opioïdes faibles est recommandée, dans 

certaines conditions. La duloxétine (inhibiteur de la recapture de sérotonine et de la 

noradrénaline) fait partie de l’arsenal thérapeutique grâce à son action mixte sur la 

douleur par excès de nociception et la douleur neuropathique. 

 En dernier recours et en cas d’échec d’une prise en charge combinée et bien 

conduite des traitements non pharmacologiques et pharmacologiques, une prise en 

charge chirurgicale peut être proposée. Le traitement peut être conservateur par 

ostéotomie de ré-axation pour certaines gonarthroses invalidantes (ostéotomie de 

valgisation tibiale en cas de varus). La visco-supplémentation avec de l’acide 

hyaluronique n’est plus recommandée devant le faible niveau de preuve de son 

efficacité (Rutjes et al., 2012). Le remplacement prothétique (arthroplastie) est 

également possible pour les gonarthroses ou coxarthroses en cas de handicap sévère; 

cependant la chirurgie présente certaines limites rendant cette solution non optimale. 

 

 Jusqu’à présent, les traitements ont eu pour objectif de soulager la douleur et de 

rendre au patient un meilleur statut fonctionnel (Majeed et al., 2018). La recherche a 

permis de découvrir de nouvelles cibles thérapeutiques, l’objectif étant 

d’individualiser la prise en charge en fonction du profil du patient. Il existe différents 

niveaux de preuve scientifique : études pilotes, études précliniques sur modèle animal, 

essais cliniques non contrôlés, essais randomisés mono-multi-centriques. Pour l’heure, 

aucune nouvelle recommandation n’est envisageable compte tenu du faible niveau de 

preuve mais plusieurs axes de recherche sont explorés : 

- Lutter contre la douleur 

- Lutter contre l’inflammation pour ralentir la progression de la maladie 

o les études sur des anticorps monoclonaux anti-IL1 (Cohen et al., 2011) 

(Cheleschi et al., 2015) ou anti-TNFa (Adalimumab) (Aitken et al., 2018) 

(Wang, 2018) n’ont pas donné de résultats concluants en terme 

d’efficacité sur la réduction de la douleur et présentaient des risques de 

toxicité (Kolasinski et al., 2020).  
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o Le blocage de cytokines pro-inflammatoires par un anticorps 

monoclonal anti-IL6 (Tocilizumab) est en cours d’évaluation (Kolasinski 

et al., 2020). 

- Lutter contre le catabolisme en ciblant le cartilage articulaire  

o Les inhibiteurs des MMPs et ADAMTS sont responsables d’effets 

secondaires sévères. La preuve de la tolérance n’est pas faite (Zhu et al., 

2018). 

o Les facteurs de croissance comme le Fibroblast Growth Factor-18 (FGF-

18) (Sprifermine) injecté en intra-articulaire sont évalués pour la 

stimulation de la production de MEC par le chondrocyte. Les résultats 

sont encore contradictoires sur l’impact structural (paramètres du 

cartilage) (Zhu et al., 2018). 

- Cibler l’os sous chondral 

o Les études sur les biphosphonates n’ont conduit à aucune 

recommandation. Les résultats sont contradictoires et non concluants en 

terme de régression de la douleur ou de la gêne fonctionnelle (Zhu et al., 

2018) (Kolasinski et al., 2020). 

- Restauration de l’homéostasie cartilagineuse 

o Des traitements visant HIF-a (hypoxia inducible factor) and TGF-b 

(transforming growth factor) sont explorés (Murahashi et al., 2018). 

- Remplacer le cartilage détruit 

o Thérapie cellulaire par 

§  « Greffe » de cellules souches adipocytaires en intra-articulaire 

par bio-infiltration. Les protocoles ne sont encore pas 

standardisés. Une étude en phase I encourageante a été publiée 

en 2016 (Pers et al., 2016). 

§ Greffe de bio-matériaux composés de chondrocytes autologues. 

 

D’autres cibles thérapeutiques sont plus ponctuellement évoquées. Le 

laboratoire du GREPI s’intéresse particulièrement à la NADPH Oxydase 4 qui est 

impliquée dans le processus physiopathologique de l’arthrose. Plusieurs cibles sont 

identifiées au sein de cette enzyme et nous les évoquons dans l’article numéro 2. 
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Article numéro 1 
 
 
 

« Retour des 36ème JASFGG, 21-23 novembre 2016 à Paris : la session arthrose ». 
 
 
 

Cet article est un retour de congrès des Journées Annuelles de la Société 

Française de Gériatrie et Gérontologie de novembre 2016. Il s’agissait d’une session 

sur la thématique de l’arthrose proposée par le groupe AGRHUM, Association 

Gériatrie Rhumatologie. J’ai ensuite intégré ce groupe de travail entre décembre 2016 

et juin 2018.  

Je suis premier auteur de cet article publié dans la Revue de Gériatrie, revue 

non classée. 

 

« S Drevet, M Boudissa, C Bioteau, B Lardy, G Gavazzi. Retour des 36ème JASFGG, 21-
23 novembre 2016 à Paris : la session arthrose. Rev Geriatr 2017;42(2) :117-8 ».  
 

 
 



COMPTE RENDU

Retour des 36èmes JASFGG, 21-23 novembre 2016
à Paris : la session arthrose

Session report of the French Society of Geriatrics

and Gerontology (SFGG): Session on arthrose

Sabine DREVET1, Mehdi BOUDISSA2, Catherine BIOTEAU1, Bernard LARDY3, Gaëtan GAVAZZI1

Le congrès de la Société Française de Gériatrie et Gé-
rontologie 2016 a été l’occasion d’une « session ar-
throse » proposée par des membres de l’association

AGRHUM (Association Gériatrie et Rhumatologie). L’expo-
sition d’éléments à la fois cliniques et biologiques a mis en
valeur les évolutions récentes du concept d’Arthrose.

L’arthrose est une pathologie chronique très prévalente, la
plus fréquente des pathologies ostéo-articulaires (17 % de
la population générale) et la première cause de handicap
chez le plus de 65 ans. Le traitement chirurgical de dernier
recours concerne 80 000 prothèses totales de genoux
(PTG) et 140 000 prothèses totales de hanche (PTH) an-
nuelles en France. L’arthrose est une comorbidité à risque
de développer une multi-morbidité. En effet les conséquen-
ces individuelles peuvent être sévères et avoir un impact sur
la qualité de vie. Un patient arthrosique aurait deux fois plus
de risque de présenter une autre co-morbidité associée qu’un
patient non arthrosique (OR = 2,35 ; 2,16-2,55). Le syn-
drome douloureux, le déconditionnement physique, la perte
d’indépendance, les troubles de l’humeur, les pathologies
cardiovasculaires favorisées par la sédentarité sont associées
à la maladie arthrosique. Chez le patient âgé, il convient de
mentionner la sarcopénie ainsi que la iatrogénie, secondaire
par exemple à l’emploi inapproprié d’AINS chez des insuf-
fisants rénaux sévères. Au-delà de constituer une « co-mor-
bidité facteur de risque », l’arthrose pourrait être une « co-
morbidité complication ». Même en l’absence d’obésité, le

syndrome métabolique prédisposerait au développement
d’une arthrose digitale, alors que les mains ne sont pas sou-
mises à des contraintes mécaniques. Des facteurs métabo-
liques et systémiques sont impliqués. Au même titre, le dia-
bète semble être associé à un risque plus élevé d’arthrose et
à une arthrose plus sévère. C’est ainsi qu’a récemment été
mis en évidence l’association fréquente du syndrome méta-
bolique, ou de certains de ces éléments, à l’arthrose.
Il semble actuellement préférable de ne plus utiliser le terme
générique « d’arthrose » mais plutôt de parler « d’arthroseS »
et de se familiariser avec différents phénotypes d’arthrose,
actuellement déclinés en 3 sous catégories : l’arthrose post
traumatique, l’arthrose métabolique et l’arthrose liée au vieil-
lissement. Malgré la distinction de ces trois phénotypes ar-
throsiques, l’inflammation est une caractéristique commune.
En ce sens, les travaux actuels prouvent que l’arthrose ne
doit plus être opposée aux maladies ostéo-articulaires in-
flammatoires. La physiopathologie même de l’arthrose se
base sur des voies de signalisation pro-inflammatoires (cy-
tokines, stress oxydant...). Des médiateurs de l’inflammation
sont un socle de dialogue inter-cellulaire et inter-tissulaire. Il
existe une rupture d’homéostasie en faveur du catabolisme,
conduisant à la synthèse de métalloprotéases matricielles
capables de dégrader la matrice extra cellulaire. Cette mi-
cro-inflammation n’est pas uniquement chondrocytaire mais
locorégionale voire systémique. En effet, l’arthrose, n’est
pas une pathologie isolée de cartilage, mais une atteinte de
l’articulation dans son ensemble impliquant os sous-chon-
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dral, capsule articulaire, membrane synoviale, ménisques,
ligaments et muscles. Il existe des intéractions dynamiques
entre chaque structure composant l’articulation. De fait, les
cibles thérapeutiques ne devraient pas exclusivement viser
le cartilage. Au-delà de ces nouveaux regards sur les méca-
nismes physiopathologiques, la prise en charge clinique doit

être multidisciplinaire et globale en valorisant notamment
l’éducation sur la maladie, l’activité physique et la perte de
poids. ■

Liens d’intérêts : les auteurs déclarent ne pas avoir de lien d’intérêt en
rapport avec cet article.
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1.2 L’implication du stress oxydant dans l’arthrose 
 
 

Stress oxydant, NADPH Oxydase et arthrose 
 

 
Les dérivés réactifs de l’oxygène (ROS) et le Stress Oxydant (OS) ont un rôle majeur 

dans la physiopathologie de l’arthrose (Ashraf et al., 2016) (Yin et al., 2009). Les 

chondrocytes peuvent générer différentes espèces de ROS (O2°-, H2O2, NO°, ONOO°, 

°OH, HOCl) et l'utilisation d'agents antioxydants discriminants suggère que les 

chondrocytes produisent principalement du peroxyde d'hydrogène (Rathakrishnan et 

al., 1992). La chaîne respiratoire mitochondriale peut générer des ROS dans de 

nombreux tissus, mais son but principal est de produire de l'ATP. Le rôle de la 

mitochondrie dans l’arthrose et le vieillissement reste encore controversé. En effet, la 

dysfonction mitochondriale liée à l'âge (DAMPs) (Picca et al., 2017), l’altération de 

l'activité de la chaîne respiratoire mitochondriale dans les chondrocytes arthrosiques 

(Maneiro et al., 2003) et la probable perte de la  superoxyde dismutase 2 (SOD2) au 

cours de l’arthrose (Koike et al., 2015) font s’interroger sur le degré d’implication de la 

mitochondrie dans la production de ROS dans l’arthrose. Les sources initiales de ROS 

pourraient être des enzymes NADPH oxydases (Nox), des enzymes d'oxyde nitrique 

synthase (Nos) ou des xanthines oxydases (Chung et al., 2009). Certains auteurs 

considèrent la famille des Nox comme la principale source de production de ROS dans 

les chondrocytes (Lepetsos and Papavassiliou, 2016) (Henrotin et al., 2005). Les Nox 

pourraient être le premier producteur de ROS agissant comme initiateur dans le 

processus physiopathologique de la maladie.  

Les cellules de lignée chondrocytaire expriment les isoformes Nox2 et Nox4 mais 

Nox2 ne semble pas impliquée dans les modifications physiopathologiques liées à 

l’arthrose. La lignée cellulaire humaine immortalisée C-20/A4 exprime plusieurs 

composants cytosoliques de la NADPH oxydase : les ARNm de p22phox, p40phox, 

p67phox, Rac2 mais pas de p47phox. Parmi les autres Nox, seul l’isoforme Nox4 est 

exprimée (Grange et al., 2006a). Malgré la transcription de Nox2, la stimulation par du 

phorbol myristate acétate (PMA) n'a aucun effet sur la production de ROS, ce qui 

suggère que le complexe Nox2 n'est pas fonctionnel (Grange et al., 2006a).  

Grange et al. montraient au sein du laboratoire qu’une stimulation de C-20/A4 par 

de l’IL-1β augmentait la production de ROS et la synthèse de MMP-1 via une voie de 

signalisation dépendante de Nox4 (Grange et al., 2006b). Le chondrocyte humain 
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n’exprimait que le transcrit de Nox4 alors que l’ARNm de Nox1, 2, 3 et 5 n’était pas 

exprimé (Rousset et al., 2015). Le niveau d’expression de l’ARNm codant pour Nox4 

et son partenaire p22phox  était supérieur en situation d’arthrose, et la production de 

ROS également (Rousset et al., 2015).  

Dans le cartilage humain, l'isoforme Nox4 a été décrit comme un acteur de 

l'apoptose induite (Fu et al., 2016) mais aussi comme un activateur des voies MAP-

Kinases et NF-kB (Feng et al., 2017) et comme un inducteur des facteurs de 

transcription sensibles aux potentiels Redox (AP-1 et HIF-1). Nox4 peut également 

conduire à la protéolyse : stimulée par l’IL-1β, elle induit une majoration de 

l’expression des ARNm codant pour MMP-1, MMP-3 et ADAMTs4 avec une 

augmentation du niveau de protéine libérée par le chondrocyte (Rousset et al., 2015). 

La voie Nox pourrait également être induite par le TNF-α et contribuer à la 

dégradation de la MEC médiée par le MMP13 et la voie ERK (Ma et al., 2018). Plus 

récemment, il a été montré que le niveau d’expression de Nox4 ainsi que son activité 

était significativement réduite dans les 48 premières heures suivi d’une majoration 

significative. Ce résultat était valable in vitro sur chondrocyte humain et in vivo  sur un 

modèle d’arthrose murin (Wegner et al., 2019). 

Bien que la fonction et les mécanismes d'activation de Nox4 demeurent mal 

compris, Nox4 semble être un acteur essentiel dans le processus physiopathologique 

d'arthrose.  
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La NADPH oxydase 4 
 
 

La Nox4 ou la NADPH Oxydase 4 est une des enzymes de la famille des NADPH 

oxydases. Elle partage avec les autres Nox une structure conservée. Les extrémités N-

et C-terminales sont cytosoliques. Le domaine catalytique de la déshydrogénase est 

situé en C-Terminal et contient des sites de liaison pour la flavine adénine dinucléotide 

(FAD) et la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH). La région 

transmembranaire se compose de six hélices transmembranaires reliées par cinq 

boucles (A, B, C, D, E). Les troisième et cinquième hélices transmembranaires 

contiennent chacune deux résidus d'histidine conservés, permettant de coordonner 

deux hèmes impliquées dans le transport des électrons et donc dans l'état redox de la 

protéine.  

Dans la famille des Nox, Nox4 reste la moins connue. Sa localisation sub-cellulaire 

demeure incertaine et la protéine a été décrite dans le noyau, le réticulum 

endoplasmique, la membrane plasmatique et les mitochondries (Chen et al., 2008) 

(Van Buul et al., 2005) (Block et al., 2009) (Kuroda et al., 2005). Contrairement aux 

autres isoformes, Nox4 est constitutivement active et ne dépend pas des protéines 

activatrices cytosoliques ni des domaines régulateurs (Ambasta et al., 2004) (Martyn et 

al., 2006). A ce jour, p22phox est le seul composant régulateur stabilisant requis pour 

le couplage Nox4/p22phox et la fonction de Nox4. D’autres régulateurs sont cités : 

Poldip2 (protéine delta-interactive 2 dirigée par l'ADN de la polymérase) (Lyle et al., 

2009), la région cytosolique du récepteur Toll de type 4 (TLR4) (Park et al., 2006), Tks5 

(substrat de tyrosine kinase avec 5 domaines SH3) (Diaz et al., 2009), la protéine 

disulfure isomérase (PDI), une dithiol/disulfure oxido réductase chaperonne de la 

superfamille thioredoxine (Janiszewski et al., 2005). Le type de ROS produit par 

l'isoforme Nox4 est aussi différent: contrairement à Nox1 ou 3, qui produisent de 

l’anion superoxyde (O2°-), la fonction intrinsèque de Nox4 est de générer du peroxyde 

d’hydrogène H2O2, capable de diffuser à travers les membranes pour atteindre sa cible 

(Bedard et al., 2007) (Takac et al., 2011). La boucle E de Nox4 a une conformation 

spécifique et confère à Nox4 une vraie spécificité comparativement aux autres Nox. 

Son pont disulfure entre deux cystéines (Cys-226, Cys-270) et son histidine (His-222) 

conservée semblent être impliqués dans l'activité endogène de superoxyde 

dismutation (Takac et al., 2011). La fonction et les mécanismes d'activation de Nox4 
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Article numéro 2 
 
 
 

“Reactive oxygen species and NADPH oxidase 4 involvement in Osteoarthritis”. 
 

 
 

Cet article est une revue abordant le stress oxydant, le vieillissement 

cartilagineux et le rôle de la NADPH Oxydase 4 la physiopathologie de l’arthrose. 

 

Je suis premier auteur de cet article publié dans Experimental and Gerontology, 
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A B S T R A C T

Osteoarthritis (OA) is a degenerative chronic disease affecting> 300,000 million people around the world as of

2016. Symptomatic measures exist, but there are hardly any curative treatments available. Disruption of the

cartilage homeostasis in favor of catabolism leads to cartilage destruction. ROS-macromolecular-induced da-

mage is significantly greater in OA cartilage and OA is described as low-grade chronic systemic inflammation.

This review aimed to assess the critical role of cartilage ageing and oxidative stress in the OA process, focusing in

particular on NADPH oxidase and especially Nox4 involvement. With age, hypertrophic senescent cells with an

altered redox cell profile accumulated. Chondrocytes are more sensitive to oxidant-mediators and the serum

level of pro-inflammatory mediators increases. Age-related advanced glycation end products impact on extra

cellular matrix (ECM) properties leading to the apoptosis of chondrocytes. A focus on NADPH oxidase-mediated-

ROS signaling highlighted the very specific Nox4 isoform, which plays a role on the final common pathway

targeting chondrocyte cells. IL-1β-mediated Nox4 stimulation induced an increase in the levels released by the

chondrocyte of MMP-1 and MMP-13 proteins, which are involved in ECM degradation. In comparison with the

other Nox isoforms, Nox4 remains unusual, since it is constitutively active, does not depend on cytosolic acti-

vator proteins and seems to generate H2O2 thanks to the specific conformation of the Nox4 E-loop. Nox4-induced

ROS production appears an essential actor in the OA process and it could be relevant to focus on this target in the

aim of discovering and developing new therapeutic strategies.

1. Introduction

Osteoarthritis (OA) is a chronic degenerative disease affecting>

300,000 million people around the world in 2016 (“Global, regional,

and national incidence, prevalence, and years lived with disability for

328 diseases and injuries for 195 countries 1990–2016,” 2017).

Prevalence increases with age, and OA is one of the most co-occurring

diseases among patients aged 55 years and older (van Oostrom et al.,

2014), with a positive association between multimorbidity and func-

tional limitations (Jindai et al., 2016). This multi-dimensional health

problem has a major impact on patients' quality of life and conditions of

ageing, and incurs significant direct and indirect costs for society (Le
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Pen et al., 2005). Several risk factors seem to be involved in developing

OA (Buckwalter et al., 2004) (Lotz and Loeser, 2012) (McCulloch et al.,

2017). Preventive and symptomatic measures exist, but there are hardly

any curative treatments available, and new therapeutic targets are

much needed (Morel et al., 2015). OA is characterized by a disruption

of cartilage homeostasis in favor of catabolism, leading to cartilage

destruction. This multifactorial disease not only affects the cartilage

structure, but all of the joint tissues, including intra- and periarticular

tissue, generating systematic disease. At least three main OA pheno-

types are currently identified: age-related OA, post-traumatic OA and

metabolic OA (Bijlsma et al., 2011), while Sellam et al. have suggested

genetic and pain OA in the classification of OA phenotypes (Sellam and

Berenbaum, 2013). Whatever the underlying cause, OA is one form of

low-grade chronic systemic inflammation (Mobasheri et al., 2015)

(Greene and Loeser, 2015) (Goldring and Otero, 2011). Molecular

mechanisms are not well established but literature published over the

last decades describes links between ageing, OA and inflammation (van

der Kraan et al., 2017) (Rahmati et al., 2017). Pro-inflammatory cyto-

kines are the key drivers of inflammation, and reactive oxygen species

(ROS) are involved in the process. Mitochondria and nicotinamide

adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidases (Nox) activity are

the two main sources of ROS production. This ROS production is

needed to ensure the maintenance of cartilage homeostasis, but under

some conditions, ROS can exceed anti-oxidant defenses, causing oxi-

dative stress (Lepetsos and Papavassiliou, 2016). After establishing the

pathophysiology and the critical role of cartilage ageing, this review

will focus on Nox-mediated-ROS signaling and assess how ROS are

widely involved in each level of the OA process. We will highlight in

particular one very specific Nox family enzyme, the Nox 4 isoform,

which plays a role on the final common pathway targeting chondrocyte

cells.

2. Pathophysiology of osteoarthritis

OA may be classified as either primary, when it occurs on abnormal

cartilage with normal loading, or secondary, when the disease results

from an abnormal loading on normal cartilage. A set of OA risk factors

is identified and may additionally participate in the degenerative pro-

cess. Systemic factors include epigenetic and genetic factors, age, sex,

diabetes, obesity, and metabolic syndrome. On the other hand, OA may

result from mechanical stress (Buckwalter et al., 2004) (Lotz and

Loeser, 2012) (McCulloch et al., 2017) (Hellevik et al., 2018). Since the

local articular description, the list of impacted target tissues is in-

creasingly longer. The first element to be described was the intra-ar-

ticular part, with cartilage breaking down, synovial membrane in-

flammation and hypertrophy, subchondral bone remodeling,

osteophytes and sclerosis. In a second phase, whole peri-articular tis-

sues were outlined: muscle atrophy, unbalanced fat metabolism, cap-

sule, ligament and tendon dysfunction. It was only later that the con-

cept of systemic pathophysiology was highlighted, while entertaining

the idea that the main actor in the final common path is the chon-

drocyte. Modifications of inter-cellular and inter-tissular interactions

allow phenotype – function alterations in the chondrocyte.

The disruption of cartilage homeostasis towards catabolism leads to

fibrillations and fissures of the articular cartilage surface (Fig. 1. There

are both quantitative and qualitative modifications of the structure of

the cartilaginous tissue (Fig. 2. OA induces a loss of extracellular ma-

trix, chondrocyte apoptosis and overexpression of type X and type I

collagen instead of type II collagen. The timeline of the process can be

divided into three phases. The first stage is characterized by cartilage

swelling due to the failure of attempted repair. Both catabolic and

anabolic function are increased with cell proliferation, an increase in

matrix proteins, proteinases, growth factors and cytokines (Goldring

and Goldring, 2007). The biomechanical properties of cartilage are

affected by the poor quality of synthesis products. Proteoglycan over-

production leads to cartilage hyper-hydration with tissue softening, and

the scarcity of collagen fiber alters the cartilage's resistance, leading to

micro-cracks. On the other hand, anabolic dysfunction leads to osteo-

phyte production.

The second stage is characterized by superficial cracks arising from

up-regulation of cell catabolism, and extra cellular matrix (ECM) pro-

teolysis (Yudoh et al., 2005) (Gowen et al., 1984). In response to ab-

normal chondrocyte activation, cells are able to increase the synthesis

of Matrix metalloproteinases (MMPs). MMPs are soluble key proteases

(MMP-1 (collagenase 1), MMP-3 (stromelysine 1), MMP-8 (collagenase

2), MMP-2; -9 (gelatinase A and B) and -13 (collagenase 3)) leading to

degradation of the ECM. MMP-13 has also been identified as a marker

of differentiation in hypertrophic chondrocytes, and it plays a critical

role in OA physiopathology (Ma et al., 2018). The proteolysis control

system mediated by tissue inhibitor of MMPs (TIMPs) is not sufficient to

maintain cartilage homeostasis. The dysregulation of the MMPs/TIMPs

ratio in the synovial fluid is involved in the catabolic pathway (Xu et al.,

2008). MMPs not only degrade ECM compounds but also cleave and

activate catabolic cytokine precursors (IL-1, TNF-α) and anabolic pro-

teins like IGF-BP (insulin growth factor- binding protein), with a crucial

modification to the chondrocyte's microenvironment in a self-sustained

process. IL-1β is usually not present in the healthy joint but in OA

conditions it is one of the key pro-inflammatory cytokines. Osteoar-

thritic patients have an elevated level of IL-1β in the whole joint: sy-

novial fluid, synovial membrane, cartilage and subchondral bone. Its

local synthesis depends on chondrocytes, osteoblasts, synoviocytes and

mononuclear cells after infiltration in the joint (Wojdasiewicz et al.,

2014). IL-1β acts as a paracrine and autocrine factor inducing new IL-

1β synthesis by chondrocytes, which further supports the pro-in-

flammatory conditions (Rousset et al., 2015). The cell cycle is dis-

turbed, leading to proliferation, hypertrophic differentiation with a

maturity-arrested differentiation state, chondrocyte senescence, and

cell apoptosis (Charlier et al., 2016) (Dozin et al., 2002).

In the final stage, chondrolysis reaches the deep layers of cartilage

until the subchondral zone and chondrocytes become hypertrophic or

apoptotic. Collagen X, MMP-13, Runt-related transcription factor 2

(RUNX-2), and Indian hedgehog (Ihh) are the markers expressed during

this terminal differentiation state (Mariani et al., 2014).

The up-regulation of pro-inflammatory cytokines (TNF-α, IL-1β, IL-

6, IL-18, CRP) and mechanical stress seem to be the first steps in OA

pathogenesis (Fig. 3). Ligand/receptor interaction and integrin cell

surface activation (Iannone and Lapadula, 2003) constitute the inter-

face between chemical or mechanical stimuli and biochemical intra-

cellular pathways. Rousset et al. demonstrated in vitro that IL-1β sti-

mulation led to Nox4 activity enhancement with an increase in ROS

production (Rousset et al., 2015). TNF-α was able to mediate MMP-2

and MMP-9 up-regulation (Gilbert et al., 2004), increase Nox activity

and ROS production with accumulated oxidative stress responsible for

IL-8 secretion (Ma et al., 2018). The three subfamilies of the mitogen

activated protein (MAP) kinase pathway are involved in cell growth,

proliferation and differentiation via extracellular regulated kinase

(ERK), in cell survival via JNK (c-jun-N-terminal Kinase) and in cyto-

kine production via p38 MAP kinase. All are implicated in matrix de-

gradation by inducing MMP-13 up-regulation. The nuclear transloca-

tion of NF-kB up-regulates MMP-3, MMP-13, and collagen X leading to

ECM degradation and hypertrophic state differentiation of the chon-

drocyte, until cell apoptosis (Mariani et al., 2014). NF-kB is also de-

scribed as a key regulator for the hypoxic maintenance actors. MAPK,

NF-kB and others (activator protein (AP-1), Hypoxia Inducible Factor

(HIF-1α), Wnt-β catenine) are known as redox-sensitive targets

(Pantano et al., 2006). The Nox enzymes mediate a large part of redox

signaling and contribute to regulating interactions between decisive

players.

OA risk factors, target tissues and the large number of elements

represent a complex interactive network. The chondrocyte is the tar-

geted cell of this multi-dimensional disease and MMPs play a crucial

role in degrading the ECM. OA is associated with inflammation, and

S. Drevet et al.



ageing may contribute to the development of OA in several interesting

ways.

3. Cartilage and ageing

Age-related weakening affecting joint tissues may increase sus-

ceptibility to the development of OA, such as decline of muscle mass

and strength (Marzetti et al., 2017), or bone demineralization (Paillard,

2014). Furthermore, environmental factors may influence ageing. The

contribution of oxidative stress during the course of ageing, and the

importance of the ECM lead us to focus on the two main age-related

changes in articular cartilage, namely advanced glycation end products

(AGE) and chondrocyte senescence (Bijlsma et al., 2011).

The ECM is the main element of the cartilage, and the remaining

1–2% is represented by a unique cell type, namely the chondrocyte

(Lepetsos and Papavassiliou, 2016). The ECM is composed of pro-

teoglycans (aggrecans) that retain water, and of 95% type II collagen

fibers (Bhosale and Richardson, 2008). With age, the activity of both

collagenases (MMP-1, -3, -8, -13) (Rahmati et al., 2017) and Ag-

grecanases Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin

Motifs (ADAMTS-4 and -5) (Mitani et al., 2006) increases, affecting the

quality and quantity of the ECM components, with elongation, short-

ening and stiffness of fibers. Advanced glycation end products (AGE)

(Takahashi et al., 1994) lead to changes in the structural and bio-

mechanical properties of type II collagen fibers, which lose their ability

to resist to tension (Buckwalter et al., 1993). In parallel, the rate of

proteoglycan synthesis seems to be negatively correlated with glycation

intensity (DeGroot et al., 1999). Glycation and oxidation pathways are

strongly linked, and each step of glycation generates free radicals,

leading to oxidative stress. Age-related AGEs also seem to induce the

NF-kB pathway, leading to apoptosis of chondrocytes (Loeser et al.,

2005). The chondrocyte is responsible for the maintaining the volume

of cartilage thanks to permanent and dynamic remodeling during the

lifetime. This quiescent cell, which has a low regenerative capacity (Li

and Pei, 2012) (Toh et al., 2016) and whose cell-metabolism is con-

trolled by anaerobic glycolysis, is physiologically exposed to senescence

due to mechanical trauma and oxidative stress (Yudoh et al., 2005).

With increasing age, there is an accumulation of hypertrophic senescent

cells marked with expression of p16INK4a, while positive staining for

senescence-associated β-galactosidase is another feature of senescent

Joint space narrowing
IL-1

ECM degradation by MMPs

Chondrocyte apoptosis

Osteophyte
anabolic dysfunction

Proteoglycan

Subchrondral bone
bone thickening

Subchondral cysts
subchondral remodeling

a b

Fig. 1. Radiograph of the knee showing radiological evidence of osteoarthritis linked to pathophysiological factors (a: frontal, b: lateral).

Joint space narrowing is localized and due to triggers of inflammation. Pro-inflammatory cytokines induce degradation of the extra cellular matrix via MMPs (matrix

metelloproteinases), as well as chondrocyte hypertrophy and apoptosis. Subchondral bone thickening results from bone remodeling and failure of attempted repair.

Subchondral cysts are generally near the subchondral bone lesion. Anabolic dysfunction characterized by over-production of inappropriate quality of proteoglycan

and collagen fibers leads to osteophyte.

Articular cartilage

Subchondral bone

Chondrocytes

Extracellular matrix

Intermediate zone

Deep zone

Fig. 2. Structure and organization of the carti-

laginous tissue.

From the articular surface to the subchondral

bone, the cartilage is composed by four layers:

the superficial zone, the intermediate zone, the

deep zone and the calcified zone. The extra-

cellular matrix is composed of proteoglycans

(aggrecans) that retain water, and of 95% type II

collagen fibers. The horizontal orientation of the

collagen fibers turns into vertical lines. The

chondrocyte (unique cell type in the cartilage) is

represented in each cartilage layer.
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chondrocytes (Loeser et al., 2016). They are also characterized by an

altered redox cell profile that contributes to the inflammatory state

(Ashraf et al., 2016). Compared to younger, age-related oxidative stress

induces redox imbalance due to the up-regulation of key pro-in-

flammatory mediators, the overproduction of ROS (Chung et al., 2009)

and the activation of several networks. To our knowledge, no quanti-

tative assessments of Nox4 mRNA expression, protein expression or

activity in the cartilage according to the age have been published.

Among other factors, chondrogenic phenotype maintenance depends on

type II collagen gene that is regulated by the redox-sensitive transcription

factor Sox9 (Ashraf et al., 2016). The Sox family transcription factors

are essential for chondrogenesis and chondrogenic differentiation

(Kozhemyakina et al., 2015). Elsewhere, a specific “ageing epigenome”

has been described, with histone modifications, DNA-methylation and

breakdown of enzyme activity (Cencioni et al., 2013). Telomere ero-

sion, DNA damage, oxidative stress (OS) and inflammation underpin

the disruption of cartilage homeostasis, with a decline in cell pro-

liferation rates and matrix biosynthesis (Toh et al., 2016). Aged chon-

drocytes have reduced level of ECM gene expression (Loeser et al.,

2016). Age-induced phenotypic modifications lead to functional al-

terations, such as changes in signaling transduction and an abnormal

response to growth factors (van der Kraan et al., 2017) (Rahmati et al.,

2017) (Loeser et al., 2014) (Yin et al., 2009). In the cartilage of the

elderly, chondrocytes are more sensitive to oxidant-mediators (Carlo

and Loeser, 2003) with a significant decrease in IGF-1 response (Loeser

et al., 2014) (Blumenfeld and Livne, 1999). Compared to younger

people, downstream ERK phosphorylation is higher, whereas Akt

phosphorylation is down-regulated, with an age-related reduction in

the ability of IGF-1 to stimulate proteoglycan synthesis. The serum level

of pro-inflammatory cytokines (TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-18) and CRP

(Rahmati et al., 2017) increases with age, and age-related redox im-

balance sustains the phenomenon by inducing chronic systemic in-

flammation termed “inflammaging”. In brief, ageing affects ECM

quality and the chondrocyte's ability to cope with disruption of home-

ostasis, which creates fertile ground for the pathogenesis of OA

(Ferrándiz et al., 2014). Some authors have begun to establish the links

between normal cartilage ageing and cartilage disruption leading to OA

(Toh et al., 2016) (Loeser et al., 2016). Age-related changes promote

OA pathophysiology, but it is well established that systemic factors and

metabolic diseases also contribute to the process. Currently, we have

not yet identified any specific ageing-redox-biomarker, but genetic

factors, ageing itself and lifestyle all seem to impact redox homeostasis

(Weber et al., 2017).

4. Osteoarthritis and oxidative stress

Chondrocytes can generate ROS: O2%
−, H2O2, NO%, ONOO%, %OH,

HOCl− (Bedard and Krause, 2007) (Blanco et al., 1995) (Tiku et al.,

1998) (Lepetsos and Papavassiliou, 2016) (Rousset et al., 2015)

(Abramson, 2008) (Yasuhara et al., 2005). Human chondrocytes sti-

mulated with phorbol myristate acetate (PMA) can produce ROS

(Henrotin et al., 1993) (Rathakrishnan et al., 1992) in a dose-dependent

manner. PMA is a PKC activator that induces a phosphorylation of the

cytosolic cofactors and an activation of the NADPH oxidase complex.

The use of discriminant antioxidant agents suggests that chondrocytes

mostly produce hydrogen peroxide (Rathakrishnan et al., 1992). Com-

pared to non-stimulated rabbit chondrocytes, IFN-gamma or TNF-ex-

posure induced significantly greater amounts of hydrogen peroxide

production (Tiku et al., 1990).

At the systemic level, oxidative stress orchestrates biological

changes happening in diseases related to OA development (Meng et al.,

2008) (Lotz and Loeser, 2012) (McCulloch et al., 2017) (Hellevik et al.,

2018) and it seems to be involved in the regulation of each determining

factor in the development of OA. At the level of the whole joint's tissues

and in physiological conditions, ROS ensure the maintenance of carti-

lage homeostasis by regulating intracellular signaling and cell phy-

siology. ROS act as intracellular second messenger molecules and take

part in the regulation of genes involved in cell physiology and joint

homeostasis as cytokines, matrix components (Henrotin et al., 2005).

Beyond this physiological role (Henrotin et al., 2003), excess ROS in-

duces macromolecular damage that is significantly greater in OA car-

tilage (Lepetsos and Papavassiliou, 2016). With age or in the presence

of OA, there is a modulation of mitochondrial superoxide dismutase

expression in human articular chondrocytes (Ruiz-Romero et al., 2006).
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Fig. 3. Consequences of redox imbalance in the chondrocyte.

AGE: advanced glycation end-products, mtDNA: mitochondrial DNA; XOD: xanthine oxygen oxido-reductase; Mito: mitochondria; Nox: NADPH oxidase; iNos:

inducible nitric oxide synthase; nNos: neuronal nitric oxide synthase; IL-1β: interleukine-1β; TNF-α: tumor necrosis factor-α.
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The chondrocyte cannot tolerate the growth in OS combined with a

decrease in the antioxidant system (Altindag et al., 2007). Cartilage is a

non-vascularized, non-innervated and hypoxic tissue, and the slightest

modification of O2 metabolism can have a significant impact, since its

capacity to repair is limited. Oxidative modifications of proteins, telo-

mere genomic instability (Lepetsos and Papavassiliou, 2016), DNA

damage (Cencioni et al., 2013), gene-expression and cell cycling mod-

ulation are all the result of an imbalance in intracellular redox status

(Lepetsos and Papavassiliou, 2016) (Henrotin et al., 2003). Lepetsos

(2014) highlights the oxidative stress-related mechanisms of OA pa-

thogenesis, including intra cellular signaling disruption, chondrocyte

senescence, apoptosis, mitochondrial dysfunction, cartilage degrada-

tion, synovial inflammation, reduction of matrix synthesis and sub-

chondral bone dysfunction (Lepetsos and Papavassiliou, 2016). Indu-

cing OS in normal human cartilage can mimic OA conditions,

supporting the crucial role of ROS in osteoarthritis pathophysiology

(Ashraf et al., 2016) (Yin et al., 2009). Under stress conditions, cells

have unusual responses to stimuli, and trigger asymmetric downstream

pathways, leading to IGF-resistance. Akt phosphorylation is inhibited

and IGF-1 fails to induce proteoglycan and type II collagen synthesis. At

the same time ERK is triggered resulting in preferential activation of the

catabolism pathway (Yin et al., 2009) (Loeser et al., 2014).

The mitochondrial respiratory chain may generate ROS in many

tissues, but its main purpose is to produce ATP. Age-related mi-

tochondrial dysfunction is characterized by the alteration of the mi-

tochondrial quality control system, leading to release of damaged-as-

sociated molecular patterns (DAMPs) (Picca et al., 2017). However, the

relationship between mitochondrial function and age is still con-

troversial in cartilage (Maneiro et al., 2003). Compared to normal

human cartilage, the OA chondrocyte's mitochondrial respiratory chain

activity is altered, with a higher proportion of de-energized mi-

tochondria (Maneiro et al., 2003). Furthermore, superoxide dismutase 2

(SOD2) is a mitochondrial enzyme able to metabolize superoxides, and

has recently been implicated in the pathophysiology of osteoarthritis

(Koike et al., 2015). In the study by Koike et al., loss of Sod2 in the

chondrocytes led to exacerbation of cartilage degeneration during

ageing, in a surgical model of OA. Defective mitochondria generate ROS

and an inflammatory response, leading to a phenomenon termed “oxy-

inflamm-ageing”, which participates in the pathophysiology of OA

(Picca et al., 2017). An initial oxidative stress may induce the frag-

mentation of mitochondrial DNA (Ozawa, 1997), which causes mi-

tochondria dysfunction and a self-sustained process. The source of in-

itial ROS may be Nox enzymes, nitric oxide synthase (Nos) enzymes

(inducible Nos (iNos), endothelial (eNos), neuronal Nos (nNos)) or

xanthine oxidase (Chung et al., 2009). Some authors consider the

NADPH oxidase family as the main source of ROS production in the

chondrocyte (Lepetsos and Papavassiliou, 2016) (Krause, 2007)

(Henrotin et al., 2005), and Nox could be the first ROS-producer acting

as a spark in the preliminary redox imbalance process (Fig. 3).

5. Nox family and Nox4 isoform

NADPH oxidase family enzymes are heme-containing transmem-

brane proteins with a basic function of electron transport, from a cy-

tosolic electron donor (in most cases NADPH) to an electron acceptor

(O2) located in the extracellular or organelle lumen. The activity of the

enzyme consists in reducing molecular oxygen leading to superoxide

anion (O2%
−) and ROS production. ROS are secondary messengers

mainly generated by the NAPDH oxidase (Nox)/Dual oxidase (Duox)

(Lambeth et al., 2007). Nox enzymes are widely distributed in different

kingdoms of life (Bedard et al., 2007), are ubiquitous in humans, and

have been fully integrated into many pathophysiology of diseases in

mammalian organisms (Bedard and Krause, 2007) (Altenhöfer et al.,

2015).

Once thought to be an exclusive feature of phagocytes, ROS induced

by NADPH oxidases have now been described in several tissues and
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Fig. 4. Structure of the Nox/Duox homologs.

The five Nox members all share a conserved structure. Both N- and C-terminals are cytosolic. The long C-terminal catalytic dehydrogenase domain contains binding

sites for FAD and NADPH. The transmembrane region consists of six transmembrane helices connected by five loops (A, B, C, D, E). Nox5 has four EF-hand domains to

bind calcium. The two Duox members present slight structural differences; the N-terminal domains are extracellular, Duox are formed by seven transmembrane

domains and need DuoxA1/2 to be activated.
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cells (Bedard and Krause, 2007). There are seven Nox/Duox enzyme

family members in humans: Nox1–5, Duox1, and Duox2 (Shiose et al.,

2001), (Bánfi et al., 2004a) (Bánfi et al., 2004b), (Dupuy et al., 1999),

(De Deken et al., 2000). The five Nox members all share a conserved

structure (Fig. 4). Both N- and C-terminals are cytosolic. The long C-

terminal catalytic dehydrogenase domain contains binding sites for

FAD and NADPH. The transmembrane region consists of six trans-

membrane helices connected by five loops (A, B, C, D, E). The third and

fifth transmembrane helices each contain two conserved histidine re-

sidues to coordinate two hemes involved in electron transport and the

redox state. The two Duox members present slight structural differ-

ences; the N-terminal domains are extracellular and Duox are formed by

seven transmembrane domains. Nox/Duox-isoform function and ROS

generation are directly linked to the enzyme's structure conformation

and to membrane partner coupling. The most extensively studied

NADPH oxidase isoform is the phagocyte Nox2 (previously termed

gp91phox), which depends on p22phox and whose activation requires

assembly with the cytosolic regulatory subunits p40phox, p47phox and

p67phox (Vignais, 2002) (Chuong Nguyen et al., 2015) (Morel, 2007),

along with GTP-loaded Rac1 or Rac2. Cell activation by microorgan-

isms or inflammatory mediators initiates at least three molecular trig-

gers: phosphorylation of cytosolic regulatory subunits by kinase or

PMA, lipid metabolism and guanine nucleotide exchange on Rac. Taken

together, these results firstly in membrane translocation, followed by

cytosolic component assembly with the Nox2-p22phox complex. As for

Nox2, the Nox1 and Nox3 homologs require regulatory subunits, NoxA1

and NoxO1 (Lambeth, 2004). Duox1 and 2 respectively require Duoxa1

and Duoxa2 as scaffold proteins for their maturation and functionality

(Grasberger and Refetoff, 2006). Nox5 and the Duox enzymes contain

EF-hand structures, making their activities directly calcium dependent

(Lambeth et al., 2007).

In the Nox family, Nox4 remains unusual and has been described in

2001 (Shiose et al., 2001). Nox4 is 578 amino acids long and Nox4

antibodies recognize bands of 75–80 kDa and of 65 kDa (Bedard et al.,

2007). Nox4 is constitutively active and the level of transcription of the

coding gene for this protein is a key in the process. Nox4 mRNA ex-

pression seemed to be induced after endoplasmic reticulum stress, shear

stress, hypoxia, ischemia, transforming growth factor (TGF-β1) and

TNF-α stimulation (Bedard et al., 2007). Nox 4 human gene is located

on chromosome 11q14.2-q21 with 34 introns. Alternative splicing leads

to five Nox4 splice variants (Nox4A, Nox4B, Nox4C, Nox4D and Nox4E)

(Goyal et al., 2005). The Nox4A variant is active and the Nox4B and

Nox4C variants seem to be inactive with dominant negative char-

acteristics for ROS generation. Nox4D and Nox4E lack the transmem-

brane domain.

First described in kidney epithelial cells (Geiszt et al., 2000), Nox4

was also described in different type of cells such as endothelial cells,

vascular smooth muscle cells, fibroblasts, cardiomyocytes, skeletal

muscle cells, osteoclasts, adipocytes, neurons, microglia (Bedard and

Krause, 2007) and chondrocytes (Rousset et al., 2015). The Nox4 sub-

cellular localization remains unclear and the protein has been described

in the nucleus, endoplasmic reticulum, focal adhesions, plasma mem-

brane and mitochondria (Chen et al., 2008) (Van Buul et al., 2005)

(Block et al., 2009) (Kuroda et al., 2005).

In contrast to all other isoforms, Nox4 is constitutively active and

does not depend on cytosolic activator proteins or regulatory domains

(Ambasta et al., 2004) (Martyn et al., 2006). To date, p22phox is the only

stabilizing regulatory component required for Nox4/p22phox coupling

and Nox4 function. Without any significant changes in the Nox4 ex-

pression level, the loss of p22phox expression abrogates Nox4 activity

(Bedard and Krause, 2007). On the other hand, an increase in p22phox

expression could enhance Nox4 activity (Martyn et al., 2006). Beyond

p22phox, other potential partners have recently been described with an

ability to enhance ROS-derived-Nox4 production (Lyle et al., 2009)

(Takac et al., 2011) (Park et al., 2006). The mechanism through which

Poldip2 (polymerase DNA-directed delta-interacting protein 2) could

increase Nox4 activity is complex and involves not only direct binding

to p22phox but also interactions between Nox4 and cytoskeletal regions

(Lyle et al., 2009). The poldip2/p22phox partnership has an impact on

Nox4 expression and activity (Takac et al., 2011). A study of human

aortic endothelial cells demonstrated that a cytosolic region of the Toll-

like receptor 4 (TLR4) could interact with the Nox4 C-terminal region,

mediating lipopolysaccharide-induced ROS production (Park et al.,

2006) (Park et al., 2004). Transfection of Nox4 into melanoma cells

increases total ROS levels in a Tks5 (tyrosine kinase substrate with 5

SH3 domains)-dependent manner (Diaz et al., 2009). Tks5 may be a

new partner in the Nox4/p22phox complex. Protein disulfide isomerase

(PDI), a dithiol/disulfide oxido reductase chaperone of the thioredoxin

superfamily regulates NADPH oxidase activity and particularly Nox4

(Janiszewski et al., 2005). The type of ROS produced by the Nox4

isoform presents another interesting difference: contrary to Nox1-3,

which produce O2%
−, the intrinsic function of Nox4 is to generate H2O2,

which diffuses through the membrane to reach its target (Bedard and

Krause, 2007) (Takac et al., 2011) (Martyn et al., 2006) (Serrander

et al., 2007) (Nisimoto et al., 2014). The specific conformation of the

Nox4 E-loop and the conserved histidines and cysteines (Cys-226, Cys-

270, His-222) seem to be involved in endogenous superoxide dismutase

activity (Takac et al., 2011).

6. Nox isoforms in the chondrocyte and involvement in

osteoarthritis

The chondrocyte is a non-phagocytic cell and the ROS production

used for cell signaling is mainly due to NADPH oxidases (Lepetsos and

Papavassiliou, 2016). ATDC5 cell lines (derived from mouse ter-

atocarcinoma cells) and primary chondrocytes derived from mouse

embryos express Nox 1, 2 and 4 mRNA (Kim et al., 2010). The depletion

of Nox 1 has no effect on ROS generation, whereas ROS generated by

Nox2 or Nox4 are necessary for survival and differentiation in chon-

drogenesis. A recent study investigating the role of Nox2 on ECM in

chondrocytes in mouse ATDC5 cells reported that after IL-1β-stimula-

tion, mRNA expression of type II collagen and aggrecan was lowered,

but Nox2-siRNA did not change expression of the same components,

suggesting that Nox2 is not a key regulator in this pathway (Funato

et al., 2017). Furthermore, the use of an inhibitor of Nox2 (4-(2 ami-

noethyl)benzenesulfonyl fluoride hydrochloride AEBSF), preventing

complex assembly, did not influence hyaluronidase expression but

showed that Nox2 seemed to mediate an increase in enzyme activity by

acidification of the medium.

In both C-20/A4 and human primary chondrocytes, gp91phox (Nox2)

mRNA is present (Moulton et al., 1998). The human immortalized cell

line C-20/A4 also expresses several cytosolic components of NADPH

Oxidase: p22phox, p40phox, p67phox, Rac2, mRNA but not p47phox.

Among the other Nox, only Nox4 is well expressed (Grange et al.,

2006). The use of different stimulatory agents has made it possible to

identify which Nox protein is directly implicated in ROS production.

Despite the presence of Nox2 transcript, PMA-stimulation did not have

any effect on ROS production, suggesting that the Nox2 complex is not

functional (Grange et al., 2006). Nox2 mRNA was present, but the ab-

sence of its partner p47phox could explain why Nox2 is not inducible and

therefore not involved in ROS production. The same result was ob-

served in porcine chondrocytes where PMA did not also increase the

release of ROS, suggesting that Nox2 was not implicated (Hiran et al.,

1997). Several studies have focused on the involvement of the Nox4

isoform in chondrocytes. Grange et al. (2006) showed that under IL-1β

stimulation, C-20/A4 increased ROS production and MMP-1 synthesis

through a Nox4-pathway (Grange et al., 2006).

In human articular chondrocytes, the Nox4 expression level initially

increases and then decreases during the cell differentiation (Kim et al.,

2010). Rousset et al. (2015) showed for the first time that both Nox4

and p22phox mRNA were highly expressed while the level of other Nox

isoforms is substantially undetectable (Rousset et al., 2015) (Fig. 5).
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Compared to non-osteoarthritic conditions, the level of Nox4 mRNA

expression was enhanced in osteoarthritic patients, and basal ROS

production was higher (Rousset et al., 2015). Under IL-1β stimulation,

the expression of both Nox4 and p22phox proteins was enhanced leading

to an increase of Nox4-derived ROS generation. This is of particular

interest, since in human articular cartilage, Nox4-induced-ROS are in-

volved in critical redox sensitive pathways. The Nox4 isoform has been

described as an actor of induced-apoptosis (Fu et al., 2016), as a gen-

otoxic agent in nucleus pulposus cells through the MAPK and NF-kB

pathways (Feng et al., 2017), and as an inductor of redox-sensitive

transcription factors (AP-1, HIF-1). Furthermore, the deleterious impact

can also lead to ECM proteolysis through catabolic MMP expression

(Gowen et al., 1984). IL-1β-mediated Nox4 stimulation induces sig-

nificant upregulation of MMP-1, MMP-13, and ADAMTs4 mRNA ex-

pression and an increase in the level of MMP-1 and MMP-13 protein

released by the chondrocyte (Rousset et al., 2015). An additional Nox-

dependent pathway triggered by TNF-α stimulation was recently de-

scribed and shown to also contribute to MMP13-mediated degradation

via the ERK pathway (Ma et al., 2018). Nox1 and NADPH oxidase cy-

tosolic subunits including p47phox and Rac1 were found to be increased

in mildly-damaged and damaged human articular cartilage. However,

Nox4 expression was not evaluated in this study. As we might expect,

this underlines that cartilage damage is related to an increase in Nox

activity. The physiological reason for the coexistence of Nox4 and Nox1

in chondrocytes is an open question described by some authors. Besides

MMP-13 upregulation, a Nox4/p38 MAPK pathway seems to underlie

dexamethasone-induced apoptosis (Huang et al., 2018) (Fig. 5). Oleic

palmitate also acts as a Nox4 inductor by upregulating the Nox4 protein

level and by inducing apoptosis of the chondrocyte through caspase 3

(Fu et al., 2016).

These findings support the role of Nox family activity in cartilage

differentiation, in the maintenance of homeostasis and in the patho-

physiology of osteoarthritis. The role of Nox4 in the C20/A4 chon-

drocyte immortalized cell lines and in human articular chondrocytes

has been highlighted. Although Nox4 function and mechanisms of ac-

tivation remain poorly understood, Nox4 appears to be an essential

actor in the OA process and it may be relevant to focus on this protein.

The enzyme, its activity, its interaction with its partners and its con-

formation, constitute potential therapeutic targets for OA treatment

strategies.

7. Therapeutic prospects

A complex network between many potential pathogenic factors

leaves plenty of scope for basic research. Anti-TNFα, IL-1β antagonists,

and MMP-inhibitors have been described but do not offer much hope

for the future (Morel et al., 2015). Our review focused on oxidative

stress, and especially on the involvement of the Nox4 isoform in OA

(Fig. 6). A wide range of both natural and synthetic antioxidants has

been proposed for the treatment of OA. This strategy is based on in-

creasing cellular antioxidant status. However, there is insufficient evi-

dence to support the use of non-specific antioxidant agents in order to

relieve symptomatic OA or to prevent structural changes in OA carti-

lage (Lepetsos and Papavassiliou, 2016). Apocynin is a NADPH-oxidase

inhibitor that has been assessed in vivo. Oral administration of apoc-

ynin was shown to partially reverse the inflammation-mediated in-

hibition of cartilage proteoglycan synthesis in a mouse model of zy-

mosan-induced acute arthritis (Hougee et al., 2006). More targeted

agents, such as the Polyphenol (S17834) could act as a potential ROS-

scavenger and may also activate the adenosine monophosphate-acti-

vated protein kinase (AMPK) (Altenhöfer et al., 2015). A small molecule

such as Fulvene 5 could decrease Nox4-mediated ROS production

(Altenhöfer et al., 2015). The triazolo pyrimidine VAS2870 is another

small molecule that may inhibit the intra-molecular interactions of

different domains of the enzyme and decrease Nox4 activity (Altenhöfer

et al., 2012). Other strategies have been considered to inhibit Nox4

activity. A monoclonal antibody strategy with mAb5F9 targeting the

amino acid sequence of the cytosolic tail of Nox4 decreases the gen-

eration of ROS (Zhang et al., 2011). A second monoclonal antibody

(mAb8E9) targets the amino acid sequence of the extra cellular E-loop

and decreases the generation of H2O2 (Takac et al., 2011). The cyto-

plasmic domains have also been studied: the dehydrogenase domain

could be targeted by ACD 084 and the flavoprotein by the triphe-

nylmethane derivatives (Altenhöfer et al., 2015). The transmembrane

heme-element seems to be inhibited by the Heme-Oxygenase-1 (HO-1):

Nox4 activity appeared to be down-regulated (Rousset et al., 2013) and

HO-1 over-expression reduced acute inflammatory arthritis in mice

(Benallaoua et al., 2007). To our knowledge, no study could experiment

the use of Nox4 inhibitor (pharmacological, siRNA) in mice model of

OA. Some competitive peptide assays have been described but without

any success when targeting the C-terminal tail, the B-loop or the N-

Nox4 expression Up-regulated Up-regulated Up-regulated

Interactive partner

pathway

p22phox up-regulated p38 MAP Kinase

ERK*

ROS enhanced

Transcription 

factor

NF-kb *, AP-1*, HIF-1*

Effector (protein) MMP-13, MMP-1 Caspase-3 MMP-13

Consequence Matrix catabolism Apoptosis Apoptosis

Matrix catabolism

Article Rousset F, 2015 Fu D, 2016 Huang Y, 2018

DexIL -1
Oleic 

palmitate

Fig. 5. Knowledge of Nox4 hyper-activity in the

human articular chondrocyte

mRNA levels of MMP-1 and MMP-13 and the

quantity of MMPs released in the cell culture

supernatant were up-regulated after 24 h of sti-

mulation with IL-1β. MMP mediation depended

on Nox4 activity. Osteoarthritic chondrocytes

treated with Oleic/palmitate enhanced expres-

sion of Nox4 and caspase 3, which are im-

plicated in cell apoptosis. In the presence of

dexamethasone (DEX), Nox4 expression of

healthy chondrocytes increased. Dex triggered

MMP-13 expression and apoptosis through the

Nox4/ROS/p38 MAPK pathway. * potential ac-

tors, but publication to date has established the

existence of a common pathway between these

factors and Nox4 in the human articular chon-

drocyte.

(Adapted from Rousset F, 2015; Fu D, 2016;

Huang Y, 2018).
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terminal p22phox-tail (Altenhöfer et al., 2015). Considering the peptidic

strategy, no effect of peptidic inhibitors was found on Nox4 activity

(Cifuentes-Pagano et al., 2015). More specific and selective strategies

have already been validated in diabetic nephropathy with the Nox1/4

inhibitor GKT136901 (Sedeek et al., 2013). The mechanism of action of

this pharmacological inhibitor remains unknown.

Other hypotheses also merit consideration. Desai et al. demon-

strated the existence of post-translational regulation of Nox4 expression

(Desai et al., 2014). They further showed that hydrogen peroxide-in-

ducible clone 5 (Hic-5) promotes the ubiquitin-proteasomal system

mediating the degradation of Nox4 in fibroblast cells. Activating Hic-5

may be a therapeutic strategy of interest in pathological conditions of

Nox4 up-regulation. The up-regulation of a competitive inactive variant

considered as a dominant negative (Nox4B) (Morel et al., 2015) may

impact on Nox4 activity. Targeting the Nox4-potential-partners such as

Poldip-2, TLR-4, protein disulphide-isomerase, Tyrosine kinase sub-

strate 4/5 and NAD(P)H quinone oxido-reductase could be another

means to regulate Nox4 activity.

It is important to remember that overall assessment of the patient is

essential and non-pharmacological strategies have an important place

in the treatment of OA. To date, the link between physical activity and

Nox-dependent pathways has been explored mainly in cardiovascular

diseases (Lee et al., 2015) (Adams et al., 2005). There are certainly a lot

of science issues that remain unanswered and warrant investigation,

and we believe it would be appropriate to focus on the Nox4 enzyme.

8. Perspectives and conclusions

Osteoarthritis is a public health challenge that leads to considerable

disability and increased health-care costs. According to guidelines from

OsteoArthritis Research Society International (OARSI), physical activity

remains one of the first approved treatments for osteoarthritis and is

appropriate for all individuals (McAlindon et al., 2014). Beyond the

surgical options (joint replacement), the lack of efficiency of standard

treatments (analgesics, anti-inflammatory drugs, intra-articular injec-

tions) in delaying onset or progression of the disease, has led to the

emergence of new therapeutic strategies, with a view to slowing down

and modulate the degenerative process. Research is currently focusing

on both regulation of chronic inflammation, and cartilage regeneration

(Goldring and Berenbaum, 2015). Both OA phenotype mechanisms and

ageing are underpinned by oxidative stress and micro-inflammation,

which may act together to promote the disruption of homeostasis and a

shift towards catabolism. The role of Nox4 in OA has been highlighted.

Considering the Nox4 enzyme is promising at the cellular level. Vali-

dation of the Nox4 hypothesis in the animal model is needed before

considering the threshold for clinical assessment.
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1.3 Axes et Objectifs de travail  
 
 L’arthrose est une pathologie chronique dégénérative invalidante, fréquente, 

multifactorielle, grave et coûteuse. Deux avancées conceptuelles récentes soulignent 

une vision pluritissulaire de la maladie et un abord clinique phénotypique, permettant 

d’envisager l’individualisation de la stratégie thérapeutique (Sellam, 2015). Le 

chondrocyte est la cellule cible et Nox4 est un acteur d’intérêt dans le processus 

physiopathologique d'arthrose. Une publication récente montre l’intérêt particulier 

porté sur cette NADPH Oxydase (Wegner et al., 2019). 

 

La thématique de l’arthrose est abordée de manière historique au sein du 

laboratoire. Parmi les 11 articles répondant à la recherche pubmed « Nox4 

osteoarthritis », 5 ont été publiés par le GREPI. Le laboratoire a une expérience 

spécifique autour du stress oxydant et des NADPH oxydases. La Nox4, son activité, 

son intéraction avec ses partenaires et sa conformation constituent des enjeux 

scientifiques d’intérêt et autant de cibles thérapeutiques potentielles pour l’élaboration 

de stratégies thérapeutiques anti-arthrosique. 

 

Au cours de ce travail de thèse, le lien entre Nox4 et l’arthrose a été abordé sous 

trois points de vue complémentaires.  

Le volet structural a permis d’approcher les techniques de biologie moléculaire 

pour une cristallisation de la boucle E de Nox4 avec une perspective thérapeutique. 

Notre objectif était d’obtenir le peptide d’intérêt sous forme pure. 

Le volet cellulaire a permis d’aborder la culture de chondrocytes primaires 

humains et de s’interroger sur l’effet d’une stimulation cellulaire à haute dose d’IGF-

1, sur la voie de signalisation de la Nox4 humaine. 

Le volet animal a permis d’évaluer de nouvelles technologies au service de 

l’expérimentation animale et d’évaluer un nouveau modèle d’arthrose selon des 

critères de jugement robustes et novateurs. Notre objectif était de savoir si l’injection 

intra articulaire d’un lentivirus l’IL-1β pouvait induire un nouveau modèle d’arthrose 

murin, proche de la physiopathologie de la maladie.   
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Expérimental 
 

2.1 Volet Structural – Projet de cristallisation de la boucle E de la NADPH 
Oxydase 4. 
 
 
Ce volet structural représente 8 mois d’expérimentations. Le travail est exploratoire et n’a pas 

constitué le corps principal de la thèse. Les hypothèses restent à confirmer et les données ne sont 

pas publiables. 

 

Introduction 
 

Les travaux de recherche ciblant la protéine Nox4 et tout particulièrement la 

boucle E de Nox4 (N4bE) semblent constituer une piste pour l’élaboration d’un 

nouveau principe actif. Il reste à expérimenter des étapes de validation de cette cible 

in vitro et in vivo. N4bE présente deux des caractéristiques d’une cible thérapeutique 

stratégique. La boucle E est impliquée dans la fonction de Nox4 au travers de son 

activité de dismutation spontanée permettant la production de peroxyde d’hydrogène. 

D’autre part, un anticorps spécifique est capable de se fixer sur la boucle E et de 

moduler l’activité de cette boucle suite à une interaction in vitro (Zhang et al., 2011) 

(Takac et al., 2011). Aussi, la détermination de la structure tridimensionnelle de N4bE 

permettrait une meilleure compréhension de la fonction biologique de cette cible 

thérapeutique. Une analyse structurelle à haute résolution par rayons X du produit de 

cristallisation de N4bE est envisagée. La difficulté d’obtenir un peptide dont la 

conformation tridimensionnelle correspond à la conformation fonctionnelle in vivo 

serait en partie levée par l’usage d’un anticorps spécifique dont le laboratoire dispose. 

L’anticorps monoclonal 8E9 est une immunoglobuline de type M produite dans la 

souris (Balb/c) dont l’épitope est dirigé vers N4bE. L’utilisation de protéines 

recombinantes tronquées de Nox4 permettait de définir l’épitope de 8E9 en conditions 

dénaturantes : H222 - E241. Le 8E9 reconnaissait également la protéine dans des HEK 

293 T-rex tétracycline inductibles Nox4 en cytométrie en flux et en 

immunofluorescence : ces résultats montrent que le 8E9 reconnaît également N4bE 

dans sa conformation native in vitro (Zhang et al., 2011). De fait, déterminer la structure 

du complexe natif « ligand (N4bE) – anticorps (8E9) » fournirait les informations 

structurelles et les interactions nécessaires au processus de recherche 
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D’après l’outil ExPaSy-ProtParam, la séquence d’ADN suivante correspond à un 

peptide de 288 nucléotides (96 acides aminés) avec un poids moléculaire de Mw= 10 

838,07 kDa et avec la formule atomique suivante C473 H706 N138 O143 S7. 

 

atg cac cat cat cat cat cat tct tct ggt ctg gtg 
M H H H H H H S S G L V 
cca cgc ggt tct ggt atg aaa gaa acc gct gct gct 
P R G S G M K E T A A A 
aaa ttc gaa cgc cag cac atg gac agc cca gat ctg 
K F E R Q H M D S P D L 
ggt acc gac gac gac gac aag gcc atg gca cac cct 
G T D D D D K A M A H P 
ccc ggc tgc atc agt ctt aac cga acc agc tct cag 
P G C I S L N R T S S Q 
aat att tcc tta cca gag tat ttc tca gaa cat ttt 
N I S L P E Y F S E H F 
cat gaa cct ttc cct gaa gga ttt tca aaa ccg gca 
H E P F P E G F S K P A 
gag ttt acc cag cac aaa ttt gtg aag att tgt atg taa 
E F T Q H K F V K I C M - 
 

H : Site Polyhistidine 
L : Site thrombine 
K : S-tag 
D : Site enterokinase 
Soulignage : boucle E 
 
 

2. Production d’un peptide par une bactérienne compétente  

 

Nous utilisons l’Escherichia Coli BL21 (DE3), espèce bactérienne compétente pour la 

production de protéine à partir d’un plasmide. 

La transformation bactérienne suivait le protocole suivant : 

- Décongélation d’un tube de BL21 et prélèvement de 80µl de solution 

bactérienne dans un eppendorf. 

- Ajout de 1µl du plasmide conditionné à 0,1µg/µl et mélanger délicatement sans 

vortex. 

- Incubation du mélange dans la glace pendant 30 minutes. 

- Choc thermique en plongeant l’eppendorf à 42°C pendant 45 secondes. 

- Incubation immédiate dans de la glace pendant 5 minutes. 

- Ajouter 500µl de SOC stocké à température ambiante 

- Incuber le mélange à 37°C pendant 30 minutes 
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- Centrifuger à 13000g pendant 3 minutes et jeter le surnageant. 

- Prélever le culot bactérien et l’ensemencer en boite de gélose à la (Cf 50µg/ml) 

pour réaliser un isolement.  

- Incubation toute la nuit à 37°C. 

 
 

La culture bactérienne suivait le protocole suivant : 

Mini-culture bactérienne 

- Suspension d’une colonie bactérienne isolée dans une solution de culture 

bactérienne avec l’antibiotique de sélection, la kanamycine (Cf = 50µg/ml). 

- Incuber à 37°C sous agitation constante pendant 4 heures. 

A partir de ces mini-cultures bactériennes, réalisation d’une Maxi-culture bactérienne 

en Erlenmeyers stérilisés. Le volume de culture bactérienne initiale était de 600ml. 

- La sélection bactérienne est faite par de la Kanamycine (Cf = 50µg/ml). 

- Incubation à 37°C sous agitation constante à 220rpm jusqu’à obtenir une densité 

optique (DO) de 0,4 à 0,8 à la longueur d’onde de 600nm. Après 1h30, la DO 

était de 0,9. 

 

L’induction de la transcription du gène d’intérêt et l’initiation de l’expression du 

peptide d’intérêt N4bE dans les bactéries sont réalisées par une incubation en présence 

de d’Isopropyl-b-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) à la concentration finale de Cf = 

1mM, à 18°C, toute la nuit, sous agitation constante. Le lendemain, les volumes entiers 

de solution bactérienne sont centrifugés et les culots bactériens secs stockés à -80°C. 

 

 

3. Extraction protéique 

Nous associons une lyse chimique à une lyse mécanique. 

Le tampon de lyse était réalisé le jour même et mélangé avec le culot bactérien avant 

la sonication avec un Vf = 10ml : 

 

§ Tampon 10X        1X 

(Tris-Hcl 25mM ; Nacl 137mM ; KCl 5mM ; Na2HPO4 0,7mM ; pH 7,4)  

§ EDTA        1mM 

§ b-mercapto-éthanol      2mM 

§ Imidazole        10mM 
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Figure 9. Purification du peptide Nox4bE par chromatographie de filtration sur gel.  

Légende : Migration sur gel des fractions correspondant aux pics d’absorbance à 280nm. Coloration de gel au Bleu 
de Coomassie en condition non réduite (Panel A). Immuno-Blot anti-Nox4 en condition non réduite (Panel B) et 
anti-histidine en condition non réduite (Panel C). Coloration de gel au Bleu de Coomassie en condition réduite 
(Panel D). 
 
 
Conclusion de la purification par chromatographie de filtration sur gel en condition 

non réduite. 

Les fractions d’élution (de 16 à 21) mettent en évidence une bande de 11kDa reconnue 

par l’anticorps anti Nox4 et l’anticorps anti Histidine correspondant à N4bE (avec les 

sites de restrictions et la séquence de polyhistidine). Les fractions d’élution 16, 17 et 18 

mettent en évidence une seconde bande d’environs 24kDa également reconnue par les 

deux anticorps. Une troisième bande de 35 kDa semble apparaître également : elle est 

reconnue par les deux anticorps et peut faire évoquer la formation d’un complexe 

peptidique entre la forme entière de N4bE et la forme dimérique. Après l’application 

de conditions de réduction, ne reste plus qu’une seule bande visible pouvant 

correspondre au monomère N4bE.  

 
 

8. Contrôle qualité du peptide à l’EMBL (European Molecular Biology 
Laboratory) – ESRF (European Synchrotron Radiodiation facility) 

 
L’objectif est de pouvoir réaliser la cristallogenèse en amont d’une éventuelle 

cristallisation. La première étape est de déterminer la masse moléculaire de la protéine 

purifiée. La technique utilisée est la diffusion statique de la lumière (Malls : Multi-

Angle Laser Light Scattering). Il s’agit d’un gel de filtration avec une lecture de densité 

optique, de conductivité, d’indice de réfraction et d’indice de dispersion de la lumière. 

La mesure de l’intensité de la lumière dispersée permet d’obtenir le poids moléculaire 

moyen (Mw) d’une protéine sans tenir compte de sa géométrie et d’informer sur l’état 

de multimérisation de la protéine. Le signal est proportionnel au cube de la masse 

donc plus la protéine est petite, plus la solution protéique à analyser doit être 

concentrée.  

Nous avons fait réaliser un Malls sur notre échantillon stocké en PBS 1X à -80°C. Après 

centrifugation, l’échantillon a précipité et le Malls n’a pas mis en évidence de trace de 

protéine. Il nous reste du matériel afin de réaliser d’autres Malls. 
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9. Purification de l’anticorps 8E9 
 
L’objectif est d’obtenir une solution pure d’anticorps, contenant uniquement notre 

anticorps d’intérêt produit en ascite de souris, en éliminant les autres protéines issues 

de l’ascite de la souris. Il faudra ensuite isoler le fragment Fab qui reconnaît l’épitope 

de la boucle E de Nox4.  

La technique utilisée est la chromatographie d’affinité sur colonne Histrap IgM 1ml.  

Le poids moléculaire de l’anticorps natif est de 180 kDa (IgM). En conditions 

dénaturantes, le fragment Fab et le fragment Fc ont respectivement un poids 

moléculaire de 25 kDa et 55 kDa. 

 

Nous avons suivi le protocole suivant 
 

- L’ascite de souris est décongelée (1ml) et diluée avec 2ml de Sodium Phosphate 

20mM, 0,8M (NH4)2SO4, Ph 7,5. 

- Prélèvement de 200-300µl réservé en contrôle « d’extrait brut ». 

- Utilisation d’une colonne Hi TrapTM IgM purification HP, 1ml. 

- Equilibration de la colonne avec 5 volumes de colonne (VC) de tampon 

d’équilibration, Tris 100mM, pH 8. 

- Passage en colonne de l’ascite. 

- Lavage de la colonne avec 15 VC de tampon de lavage, Sodium Phosphate 20mM, 0,8M 

(NH4)2SO4, Ph 7,5. 

- Elution avec 12 VC de tampon d’élution, 20mM Sodium Phosphate, pH 7,5 permettant 

le recueil 12 fractions d’élution. 

- Les fractions sont stockées à +4°C. 

 

Les tampons pour les étapes de la purification sont préparés le jour même. 
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Figure 10. Purification de l’anticorps anti Nox4 – 8E9 par chromatographie d’affinité. 
Légende : L’extrait brut est le filtrat de purification d’ascite de souris (2017) déjà passé sur colonne protéine G 
(0,5ml complétée à 3ml Vf avec Sodium Phosphate 20mM, 0,8M (NH4)2SO4,pH 7,5. Purification sur colonnes 
protéine M à la seringue (His-Trap IgM HP, 1ml). Lavage 15 VC Sodium Phosphate 20mM, 0,8M (NH4)2SO4,pH 
7,5. Elution 12 VC avec 20mM Sodium Phosphate, pH 7,5. Dépôt sur gel acrylamide 15% de 20!l dénaturé (béta 
mercapto-éthanol), Migration sur Gel. Coloration au bleu de Coomassie. 
EB= extrait brut = liquide d’ascite. F = filtrat. L= lavage. E= Elution. 
 

 

L’élution contenait l’IgM 8E9 en faible quantité. Le dépôt était trop concentré car le 

filtrat contenait encore le fragment Fc à 55kDa. Des contaminants persistaient. Le 

travail est poursuivi au sein du laboratoire. 

10	kDa	

25	kDa	

EB             F             L1         L5       L15     E1  E2  E8 E12

55	kDa	
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Discussion 
 

Ce travail s’inscrit dans un projet de développement thérapeutique 

pharmacologique anti-arthrosique avec une perspective de co-cristallisation du 

peptide N4bE avec le fragment Fc de l’anticorps 8E9. Nous avons réussi à produire le 

peptide N4bE en bactérie et le mettre en évidence en immuno-blot. Les variations des 

conditions d’oxydo-réduction semblent influencer la mise en évidence du peptide sous 

forme monomérique ou dimérique voire trimérique.  

Il faudrait compléter le travail en utilisant une espèce bactérienne compétente 

pour la synthèse de pont disulfure, afin d’envisager la structure tertiaire du peptide. 

La qualité des purifications devra être optimisée et nous proposons de lister ci-dessous 

(tableau 1) certaines modifications à apporter au protocole afin de tenter d’obtenir un 

peptide pur pour la suite du projet.   

D’autre part, l’analyse du peptide via Expasy prédit des caractéristiques de 

protéine intrinsèquement désordonnée (PID), donnant au peptide une structure 

aléatoire avec une faible composition en acides aminés hydrophobes. Il est donc 

nécessaire d’envisager d’emblée une co-cristallisation boucle E – 8E9 afin de permettre 

la cristallogenèse par une stabilisation du complexe. 
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ETAPE 
 

MODIFICATION 

Construction du plasmide 
 

 

Transformation bactérienne Utiliser aussi des souches bactériennes compétentes pour la 
synthèse de ponts disulfures.  

Culture bactérienne 
 

Volumes supérieurs. 

Induction d’expression protéique Surveillance de la DO dès la phase de mini-culture.  
 

Sonication bactérienne 
 
Ne pas utiliser d’agent réducteur. 
Utiliser des inhibiteurs de protéases tout au long des 
expérimentations. 

Chromatographie d’affinité 
 
Optimiser les volumes de lavage et d’élution 
 

Immuno-Blot 
 

Avec et sans agent réducteur. 
Ne pas chauffer les échantillons devant la fragilité de Nox4 

Concentration de fractions 
 

Choix des centricons (plus grande capacité), maintien de faibles 
températures. 

Chromatographie par filtration 
 

Tampon sans Phosphate 

	

Tableau 1 : Modifications à apporter au protocole. 
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Conclusions et perspectives 

 

La cristallisation de N4bE est un objectif à long terme permettant d’explorer une 

cible thérapeutique potentielle dans la maladie arthrosique. Nous avons pu produire 

le peptide sans son pont disulfure et débuter la mise au point de l’étape de purification. 

Le peptide semble être une protéine intrinsèquement désordonnée (PID) ce qui impose 

d’envisager d’emblée une co-cristallisation du complexe natif « ligand (N4bE) – 

anticorps (8E9) ». Cet état désordonné serait en faveur d’un manque de structure 

tridimensionnelle stable lui donnant ainsi une forte plasticité. Cette variabilité de 

structure pourrait moduler la vitesse de génération des ROS et expliquer la singularité 

de Nox4 parmi les Nox de produire du peroxyde d’hydrogène par dismutation 

spontanée. Ainsi, la fonction de Nox4 serait liée à sa structure aléatoire, venant ainsi 

corroborer l’hypothèse de la « cage redox ». Le travail doit être poursuivi. 
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2.2 Volet cellulaire 
 
 

Ce volet cellulaire représente 1 an d’expérimentations en début de thèse. Les résultats sont 

partiels et sommaires. Des difficultés en termes de faisabilité nous ont conduit à devoir 

réorienter le travail. Les hypothèses restent donc à confirmer. 

 

Ce travail est axé sur les acteurs physiopathologiques potentiels de l’arthrose et 

permettrait d’identifier des cibles thérapeutiques in vitro. La question d’une voie 

physiopathologique médiée par l’Insulin Growth Factor-1 (IGF-1) et Nox4 est centrale. 

Si elle était confirmée, une voie inhibitrice d’IGF-1 serait explorée avec la protéine 

Klotho. 

 

Culture de chondrocytes primaires humains 
 
 Nous avons obtenu du cartilage articulaire de genoux humains au décours de 

chirurgies orthopédiques de remplacement prothétique sur gonarthrose. Nous 

prélevions du cartilage articulaire macroscopiquement sain en conditions stériles 

directement au bloc opératoire. Nous avons réalisé les prélèvements en utilisant une 

râpe ou un scalpel. Le matériel cartilagineux était lavé au PBS 1X plusieurs fois avant 

la mise en culture. Les manipulations au laboratoire se faisaient sous hotte PSM. 

 

 
 

Figure 1. Installation au bloc opératoire pour les prélèvements 
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Rôle de l’Insulin Growth Factor-1 dans l’arthrose 
 

Introduction 
 
 

L'IGF-1 est une hormone peptidique dont la structure chimique est proche de 

celle de la pro-insuline. Le gène codant pour l’IGF-1 est sur le chromosome n°12 

humain. La protéine de 70 acides aminés est sécrétée par le foie dans la circulation 

sanguine, sous la régulation de l’hormone de croissance (GH) elle-même sécrétée de 

manière pulsatile par l’hypophyse. Une fois libérée dans la circulation, la fixation de 

l'IGF-1 sur son récepteur cellulaire (IGF-1R) peut être influencée par des protéines de 

séquestration, les IGF-BP (binding protéines) qui sont au nombre de 6 et modifient sa 

biodisponibilité. En effet il existe deux formes d’IGF-1 : la fraction libre qui peut se 

fixer sur son récepteur (fraction active) et la fraction liée aux IGF-BP. 

L’IGF-1R est un récepteur de type tyrosine kinase de type II. Une étape 

d’autophosphorylation des résidus Tyrosine 1131, 1135 et 1136 enclenche la voie de 

signalisation avec une phosphorylation de la Tyrosine 950 dans le domaine juxta-

membranaire suivi d’une activation des IRS (Insulin Receptor Substrate) isomères de 

type 1 dans le chondrocyte. Les IRS1 activés induisent la voie des MAP kinases 

conduisant à la production de MMP-13 (dégradation de la MEC) et la voie de 

signalisation de la phosphatidyl-inositol-3-kinase (PI3K) conduisant au recrutement 

de la PDK1 et de l’Akt avec synthèse de protéoglycanes (Greene and Loeser, 2015) 

(Siddle, 2011). 

 

 
Figure 1. Voies de signalisation de l’IGF-1. D’après (Greene and Loeser, 2015). 

β
β

β β

β

β
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L’IGF-1 est fonctionnellement un facteur de croissance impliqué dans la 

prolifération des chondrocytes différenciés et dans l’homéostasie du cartilage. Par 

ailleurs, il stimule l’absorption digestive de calcium, la croissance du cartilage de 

croissance des os longs, augmente la filtration glomérulaire rénale et limite la perte 

osseuse liée au vieillissement usuel. Ce facteur habituellement décrit comme 

anabolique a également des effets anti-apoptotiques.  

 

Il ne semble pas y avoir de corrélation entre le taux sérique d’IGF-1 et la sévérité 

des lésions arthrosiques radiologiques (Hochberg et al., 1994). Cependant, le taux 

d’IGF-1 dans le liquide synovial de patient arthrosique (82+/-11ng/ml) est 

significativement supérieur à celui de patients sains (19+/-7ng/ml) (Tavera et al., 

1996). Sur le versant expérimental, une stimulation cellulaire par de l’IGF-1 jusque 

100ng/ml pouvait réduire la synthèse du transcrit et de la protéine MMP-13, et 

réprimer son activité dans des chondrocytes primaires (CP) de rachis cervical de rat 

(Zhang et al., 2009). L’état pré-hypertrophique des chondrocytes pouvait être 

maintenu avec un ralentissement de la rupture d’homéostasie cartilagineuse. Par 

ailleurs, la stimulation in vitro de CP humains par de l’IGF-1 (100ng/ml) réduisait 

l’expression de la MMP-13 (Im et al., 2003). Cette fonction anabolique pourrait être 

modulée en conditions de stress et les cellules auraient des réponses inhabituelles aux 

stimuli. En effet, un taux élevé de ROS déclencherait des voies de signalisation 

asymétriques d’aval, entraînant une résistance à l'IGF-1 (Yin et al., 2009). La 

phosphorylation de l'Akt était inhibée et l'IGF-1 n'induisait plus la synthèse de PG ni 

du collagène de type II mais induisait la voie catabolique des MAP kinases (Yin et al., 

2009) (Loeser et al., 2014). 

Notre hypothèse était que l’IGF-1 pourrait avoir un rôle paradoxal en condition 

d’arthrose avec une voie de signalisation catabolique. Notre objectif était d’évaluer 

l’effet d’une stimulation de CP humains par de l’IGF-1 à haute dose (> 100ng/ml) sur 

la prolifération cellulaire et sur le niveau d’expression des transcrits des acteurs 

impliqués dans la voie Nox4-MMPs, déjà explorés au sein du laboratoire (Grange et 

al., 2006a) (Rousset et al., 2015).  
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Matériels et Méthodes 
 

Nous avons utilisé des cultures de CP humains, comme décrit ci-dessus.  

 

Présence de Nox4 dans le chondrocyte primaire humain. 

Nous avons réalisé un immuno-blot anti Nox4 et anti-actine selon le protocole suivant. 

- Préparation des échantillons protéiques 

L’échantillon est dilué au 1/10ème dans le Sample Buffer 10X et incubé avec un agent 

dénaturant β-mercapto-éthanol 2,5% (v/v) Over /Night 4°C. 

 

- Electrophorèse en gel d'acrylamide en présence de SDS (SDS-PAGE) 

o La préparation des gels suivait le protocole suivant 

 Gel de séparation 
(15% pour 1 gel épais) 

Gel de concentration 
(4% pour 1 gel épais) 

H20 
 

0,8ml 3,1ml 

Tampon de séparation 
Tris 0,75M, SDS 7mM, pH 8 

4ml 
 

 
- 

Tampon de concentration 
Tris 0,5M, SDS 13mM, pH 6,8 

- 1,25ml 

Acrylamide 40%  
 

3ml 0,5ml 

APS 10% (p/v) 
 

100 #l 50 #l 

TEMED 
 

10 #l 50 #l 

 

o Couler le gel de concentration en surface du gel de séparation. 

o Une fois polymérisé, disposer le gel dans la cuve d’électrophorèse. 

o Application du tampon de migration Tris 25 mM, glycine 192 mM, SDS 0,1% 

(p/v), pH 8,3 

o Dépôt des échantillons dans les puits du gel. 

o Migration à +4°C, à 60V pendant la durée du passage du gel de 

concentration puis à 120V.  

 

- Electro-transfert des protéines sur nitrocellulose (Biorad) 

o Préparation du tampon de transfert 1X pour un Vf=50ml : 

§ Tampon de Blot 10X   5ml 

Tris 250 mM, glycine 1,92 M, pH 8,3 

§ Ethanol absolute    10ml 

§ Eau distillée     35ml   
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o Réaliser un millefeuille avec : anode, 3 feuilles de papier wattman n°3 

imbibées de tampon de transfert, membrane de nitrocellulose, gel, 3 

feuilles de papier wattman n°3 imbibées de tampon de transfert, cathode. 

o Programmer un transfert pendant 25 minutes à 25V. 

 

- Immunodétection par anticorps couplés à la péroxydase 

o Saturation de la membrane de nitrocellulose par une solution de 

saturation (TBS Tween 0,05% (pour Vf=1L : 500 !l Tween 20, 100ml TBS 10X, qsp eau 

distillée, BSA 1%) pendant 1 heure à température ambiante sous agitation. 

o Rinçage de la membrane avec une solution de TBS Tween 0,5% pendant 

1 heure à température ambiante sous agitation. 

o Incubation de la membrane avec une solution d’anticorps primaire 1 

heure à température ambiante vs toute la nuit à +4°C (pour Nox4) sous 

agitation. 

o Rinçage de la membrane avec une solution de TBS Tween 0,5% pendant 

10 minutes, 3 bains, sous agitation. 

o Incubation de la membrane avec une solution d’anticorps secondaire 

couplé à la peroxydase 1 heure à température ambiante, sous agitation.  

o Rinçage de la membrane avec une solution de TBS Tween 0,5% (pour 

Vf=1L : 5ml Tween 20, 100ml TBS 10X, qsp eau distillée) pendant 10 minutes, 3 bains, 

sous agitation. 

o Révélation par chimioluminescence (production de lumière 

proportionnelle à la quantité d’anticorps fixée) : incubation de la 

membrane 1 minute avec le réactif de détection (Substrat 

chimiluminescent SuperSignal, Thermo FischerTM). 

 

Prolifération cellulaire 

Les CP humains étaient disposés en 6 puits (triplicatas) et nous appliquions les 

conditions expérimentales suivantes: retrait du milieu de culture, renouvèlement du 

milieu de culture complet (1ml par puit) et ajout d’IGF-1 à concentration croissante (de 

0 à 300ng/ml) avec ou sans N-AcetylCystéine (NAC, acide aminé non essentiel anti 

oxydant) à 100µM, avec ou sans GKT-831 à 100µM (Setanaxib, inhibiteur de Nox1 et 

Nox4) (Sedeek et al., 2013). Mise en incubateur pendant 6 jours sans changement de 

milieu. Nous réalisions un comptage cellulaire avec la technique des cellules de 

Mallassez  (Hématimètre de Malassez) puis en utilisant LUNA-FLTM (automatic cell 
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counters; Dual fluoresence cell counter, L20001) Logos, qui nous donnait également la 

viabilité cellulaire. 

 

Voici les conditions expérimentales en 6 puits 

 
Figure 2. Schéma expérimental avec une gamme de concentration croissante d’IGF-1 avec ou 

sans NAC ou GKT, pour une évaluation de la prolifération cellulaire. 

 

Gamme d’IGF-1 à concentration croissance 

Les copeaux étaient mis en culture sans passage, puis nous réalisions un premier 

passage à 3 mois dans des flasques de 25cm2  portées à confluence. Notre plan 

expérimental comportait 8 conditions : 

 

 
Figure 3. Schéma expérimental avec une gamme de concentrations croissantes d’IGF-1  

 

Le milieu de culture était remplacé par 2ml de DMEM avec antibiotiques, sans sérum 

de veau fœtal. Nous avons réalisé une gamme de stimulations par IGF-1 à 50ng/ml, 

100ng/ml, 200ng/ml et 500ng/ml. Une instillation de GKT-831 (Setanaxib, inhibiteur 

de Nox1 et Nox4) était réalisée à une dilution de 100µM (Sedeek et al., 2013). L’IGF-1 
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et le GKT étaient laissés en culture pendant 8h puis nous réalisions un lavage, 

décollement chimique des cellules par action de la trypsine, centrifugation et 

conservation des cellules en culot sec au – 80°C. L’expérimentation n’a été analysable 

qu’une seule fois. 

 

Cinétique de stimulations par de l’IGF-1 à concentration constante 

Les conditions de culture étaient les mêmes. L’expérimentation a été réalisée 5 fois. Aucune 

expérimentation n’a pu être analysée. Voici les conditions expérimentales. 

 

 

 
Figure 4. Schéma expérimental avec une cinétique de stimulation par IGF-1 à concentration 

constantes avec ou sans NAC ou GKT. 

 

 

RT-qPCR 

Elles étaient réalisées par le CHU Grenoble Alpes. La présence d’ARNm du 

collagène de type II était analysée dans chaque puit avant l’expérimentation. Pour 

évaluer le niveau d’expression des transcrits d’intérêt, nous avons réalisé des RT-

qPCR. L’extraction d’ARNm était réalisée avec le kit NucleoSpinâ (Macherey-Nagel, 

Hoerd, France). L’ADN complémentaire (ADNc) était obtenu par rétro-transcription à 

partir de 1µg d’ARN en utilisant le Super Script III First-Strand Synthesis (Life 

Technologies, Carlsbad, CA). Les échantillons ont ensuite été analysés par qPCR avec 

le Kit QuantiTect SYBR Green (Qiagen). L’expression des transcrits de Col2, p22Phox 

(CYBA), Nox4, MMP-1, MMP-13 et du gène de ménage (RPL-32) était déterminée en 

utilisant des couples d’amorces homo sapiens (Life Tech).  
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 Sens Antisens 

Col2A1 TGGACGCCATGAAGGTTTTCT TGGGAGCCAGATTGTTCATCTC 

 

NADPH 

oxydase 4 

CATTTACCCTCACAATGTTCCA GCAGAGGCTGACCTCATAGTT 

p22 phox CCCAGTGGTACTTTGGTGCC 

 

GCGGTCATGTACTTCTGTCCC 

MMP-1 GCTTACGAATTTGCCGACAGAG TTCCTCAGAAAGAGCAGCATCG 

 

MMP-13 

 

CCAGACTTCACGATGGCATTG GGCATCTCCTCCATAATTTGGC 

RPL-32 TTAAGCGTAACTGGCGGAAAC GAGCGATCTCGGCACAGTAA 

 

 

Tableau 1 : Couples d’amorces utilisées 

 

Une quantification relative de la RT-PCR (la quantification relative de l’expression des 

gènes d’intérêt) était réalisée en corrigeant le Ct du gène d’intérêt par le Ct du gène de 

ménage RPL-32 : DCt= Ct gène intérêt – Ct gène de ménage. Le DDCt est calculé 

d’après la formule : DCt du tissu expertisé – le DCt moyen du tissu calibrateur. L'ARN 

messager (ARNm) a été quantifié en utilisant la formule : Fold Change= 2-DDCt.  
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augmentation de la concentration cellulaire de 25% mais la prolifération était inhibée 

dans la condition à 300ng/ml d’IGF-1. 

Comparativement à la condition sans NAC, l’usage de la NAC semblait 

favoriser la prolifération cellulaire pour une concentration d’IGF-1 de 50ng/ml. Entre 

100 et 200ng/ml, nous n’observions pas de prolifération par rapport à la concentration 

cellulaire avant stimulation, alors que la concentration cellulaire augmentait dans la 

condition à 300ng/ml d’IGF-1.  

 L’usage du GKT semblait empêcher toute prolifération cellulaire et ce, quelle 

que soit la concentration d’IGF-1.  

 

En conclusion, l’IGF-1 à haute dose semblait empêcher la prolifération des CP humains 

observés une semaine après la stimulation. La NAC semblait rétablir une prolifération 

cellulaire dans la condition à haute dose d’IGF-1. Le GKT inhibait la prolifération 

cellulaire quelle que soit la concentration d’IGF-1.  

Finalement, l’IGF-1 à haute dose pourrait être toxique pour la prolifération 

chondrocytaire et l’usage d’un anti oxydant pourrait rétablir des conditions favorables 

à une prolifération cellulaire.  

 

 

 
Figure 6. Cinétique de stimulations par IGF-1 à concentration constante,  

avec ou sans NAC ou GKT. 
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Gamme d’IGF-1 à concentration croissance 

L’expérimentation a été réalisée 5 fois. Une seule a été analysable car dans la plupart des 

situations l’extraction d’ARNm ne permettait pas d’obtenir suffisamment de matériel. Il 

arrivait également que les transcrits de Col2A1 ne soient pas exprimés dans les contrôles ou 

dans d’autres puits expérimentaux, signant une dédifférenciation cellulaire, rendant l’analyse 

caduque. 

La stimulation des CP humains par une gamme de concentration croissante 

d'IGF-1 montrait une réduction par 5 du niveau d’expression du transcrit de Nox4 

jusqu’à la concentration de 100ng/ml. On observait un pic d’expression à 200ng/ml et 

une élévation significative mais moindre à 500ng/ml. Le GKT permettait d’inhiber la 

majoration d’expression de l’ARNm de Nox4 à 200ng/ml. Le partenaire p22phox avait 

un niveau d’expression augmenté de 50% entre 50 et 200ng/ml puis une forte 

majoration à 500ng/ml d’IGF-1. Le GKT semblait inhiber la majoration d’expression 

de l’ARNm mais il n’était pas évalué dans la condition à 500ng/ml d’IGF-1. 

Les niveaux d’expression des transcrits de la MMP-1 étaient augmentés d’au 

moins 50% avec une stimulation d’IGF-1 à 50 et 100ng/ml. A 200 ng/ml la quantité 

d’expression était multipliée par presque 30 avec une inhibition partielle de cette 

majoration en présence de GKT. Concernant la MMP-13, le pic d’expression 

s’observait également pour une stimulation à 200ng/ml d’IGF-1. Le GKT inhibait cette 

sur-expression, mais de manière moins significative que pour l’ARNm de MMP-1. 

 

 
Figure 7. Niveau d’expression des transcrits de Nox4 

Légende : Panel A : Stimulation de CP humains par une gamme croissante d’IGF-1. Panel B : Stimulation de CP 

humains par une gamme croissante d’IGF-1 associée à une instillation concomitante de GKT. 
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Figure 8. Niveau d’expression des transcrits de p22phox 

Légende : Panel A : Stimulation de CP humains par une gamme croissante d’IGF-1. Panel B : Stimulation de CP 

humains par une gamme croissante d’IGF-1 associée à une instillation concomitante de GKT. 

 

 

 

 
Figure 9. Niveau d’expression des transcrits de MMP-1 

Légende : Panel A : Stimulation de CP humains par une gamme croissante d’IGF-1. Panel B : Stimulation de CP 

humains par une gamme croissante d’IGF-1 associée à une instillation concomitante de GKT. 
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Figure 10. Niveau d’expression des transcrits de MMP-13 

Légende : Panel A : Stimulation de CP humains par une gamme croissante d’IGF-1. Panel B : Stimulation de CP 

humains par une gamme croissante d’IGF-1 associée à une instillation concomitante de GKT. 
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Discussion et Conclusion 
 

Notre travail a permis d’obtenir des résultats partiels en lien avec des difficultés 

de culture de chondrocytes primaires humains et de maintien de leur phénotype 

chondrocytaire.  

Les résultats doivent être confirmés mais il semble que l’IGF-1 à haute dose 

puisse être toxique pour la prolifération chondrocytaire et l’usage d’anti oxydant 

pourrait rétablir des conditions favorables à une prolifération cellulaire. Par ailleurs, 

la Nox4 semble être impliquée et nécessaire dans la prolifération des CP humains. De 

fait, les conditions d’oxydo-réduction sont déterminantes pour la prolifération des CP 

humains. 

La gamme de concentration croissante d’IGF-1 semblait montrer un effet dose 

sur la voie de signalisation cellulaire étudiée. A 200 ng/ml, l’IGF-1 augmentait le 

niveau d’expression des transcrits de Nox4, MMP-1 et MMP-13 pouvant laisser 

supposer à une voie catabolique. L'arthrose entraîne un changement de phénotype 

chondrocytaire : la cellule mature et différenciée passe à un état hypertrophique 

terminal avant son apoptose. L'évolution phénotypique s'accompagne de modulation 

dans l'expression des MMPs et les MMP-1 et MMP-13 sont les deux principales 

collagénases exprimées. L'expression des MMP-2 et MMP-9 est plus faible et 

inconstante (Tetlow et al., 2001). Dans les CP humains, 100 ng/ml d'IGF-1 constituent 

une valeur seuil. L'activité inhibitrice maximale de l'IGF-1 a été observée jusqu'à cette 

concentration. La stimulation à plus de 100 ng/ml d'IGF-1 n'entrainait pas d'effet 

inhibiteur sur l'expression de la MMP-13 (Im et al., 2003). La réponse chondrocytaire 

semble dépendre de la dose du stimulus par l’IGF-1. D’autre part, la signalisation des 

voies IGF-1 est aussi en interaction avec celles d’autres régulateurs comme l’IL-1β, 

actant comme des partenaires dans la régulation cartilagineuse en condition 

physiologique ou physiopathologique.  

Pour conclure, nous avons exploré une piste catabolique médiée par l’IGF-1 

dans le CP humain. A 200ng/ml, l’IGF-1 pourrait induire la voie Nox4-MMP1 et MMP-

13. Notre hypothèse reste à confirmer et le travail sera poursuivi au sein du laboratoire 

ce d’autant qu’une seconde hypothèse mettant en lien IGF-1 et la protéine Klotho a été 

abordée en début de thèse. 
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Hypothèse de la voie Klotho-IGF-1 
 
 

 
 

Clotho 

Camille Claudel (1864 -1943) 

 

Introduction 
 

La protéine Klotho découverte à la fin des années 1990 par l’équipe de Makoto 

Kuro-o, est décrite comme une protéine anti-vieillissement (Kuro-o et al., 1997) (Kuro-

o, 2010). Les souris Klotho KO présentaient un vieillissement accéléré et leur espérance 

de vie était réduite à 2 mois comparativement aux 24 mois habituellement décrits pour 

les modèles murins. Leur phénotype était modifié et elles présentaient des pathologies 

fréquemment rencontrées avec l’avancée en âge : athérosclérose, ostéopénie, arthrose, 

calcifications ectopiques, insuffisance rénale et emphysème pulmonaire. A l’inverse, 

la surexpression du gène Klotho chez la souris permettait de prolonger l’espérance de 

vie par rapport aux contrôles, de 31% chez les mâles et de 16% chez les femelles 

(Kurosu et al., 2005). Le gène kl humain (13q12) a 86 % d’homologie avec le gène murin. 

Certains polymorphismes humains de Klotho sont associés à une faible espérance de 

vie et au développement d’une ostéoporose, de maladies coronariennes et d’infarctus 

du myocarde (Yan et al., 2017) (Liu et al., 2015)  (Razzaque, 2012). Dans une population 

grecque, différents polymorphismes (G395A et C2998T) de klotho semblaient être 

impliqués dans le développement d’une gonarthrose  (Tsezou et al., 2008) ou d’une 

arthrose de la main (Zhang et al., 2007).  
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Matériels et Méthodes  
	

Nous avons réalisé une transfection bactérienne (E.Coli DH5) à partir d’un plasmide 

Klotho synthétisé par la société Proteogenix Sas (Schitigheim, France). Le vecteur était 

pEF6/V5-His. La séquence du plasmide code pour la forme sécrétée de Klotho (le 

domaine KL1) qui a été insérée entre les sites de restriction Bam-H1 et Eco-R1. Un gène 

de résistance à l’ampicilline a permis la sélection des bactéries transfectées par le 

vecteur. Nous avons réalisé des étapes de mini-et maxi-préparation de notre plasmide 

afin d’obtenir une quantité importante de plasmide, compatible avec une transfection 

cellulaire.  

Dans un second temps, nous avons transfecté des cellules HEK-293 (cellules 

embryonnaires de rein humain) puis sélectionné les cellules ayant reçu le plasmide par 

de la Blasticidine.  

Nous avons adressé les échantillons au CHU Grenoble Alpes pour les RT-PCR. Le 

succès de la transfection était évalué par RT-qPCR et les contrôles étaient des HEK-293 

non transfectées. Nous avons également évalué des CP humains.  

Nous avons ensuite évalué la présence de la forme sécrétée de Klotho par des immuno-

blot des cellules et du surnageant de culture (protocole d’immuno-blot détaillé 

précédemment). Nous avons utilisé des anticorps dont l’épitope était compris dans la 

séquence KL1 : 

- Rb anti-KL (SAB2104815-100L), Sigma Aldrich. 

- Rb pAB anti-Kl (Ab 203576), Abcam. 
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Discussion et Conclusion 
	

La protéine Klotho est considérée comme une hormone anti vieillissement, 

faisant référence à la Moire Clotho qui tisse le fil de la vie dans la mythologie grecque. 

Concernant l’arthrose et compte tenu du lien physiopathologique précédemment 

décrit entre klotho, les Nox et les voies menant aux MMPs responsables de la 

dégradation de la MEC, il est possible que les axes insuline /IGF-1 et anti-oxydants 

constituent deux pistes d’exploration des intéractions Klotho/Nox4. La modulation 

d’activité de Nox 4 pourrait par conséquent être un outil thérapeutique prometteur 

dans l'arthrose. Klotho pourrait être un modulateur de cette voie de régulation 

physiopathologique.  
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Conclusion à l’échelle cellulaire 
 
 Notre hypothèse catabolique d’une voie de régulation de la Nox4 via l’IGF-1 n’est pas 

infirmée par nos expérimentations et le travail doit être poursuivi avant de pouvoir statuer. Par 

ailleurs, nous avons commencé à utiliser des outils pour l’exploration de l’hypothèse « Klotho » 

mais nous n’avons pas encore réalisé d’expérimentations. 

 

La protéine anti vieillissement Klotho semble avoir un effet ubiquitaire et 

multiple sur les voies de signalisation cellulaire. Son mode d’action est encore peu 

décrit mais il semble qu’elle inhibe les voies insuline/IGF-1 et favorise l’expression 

d’enzymes anti-oxydantes. Klotho pourrait agir à un carrefour de signalisation 

cellulaire tout particulièrement pertinent dans la physiopathologie de l’arthrose. 

Ainsi, l’étude de l’interaction Nox4/ Klotho dans le chondrocyte primaire humain est 

d’intérêt.  

 Depuis ce travail de début de thèse, quelques publications viennent confirmer 

le lien entre la protéine Klotho et l’arthrose. Le profil protéique de souris non 

arthrosique était comparé à celui d’un modèle murin d’arthrose (C57/6J, modèle 

chirurgical par section du ligament croisé antérieur). Klotho était moins exprimée alors 

que l’acteur principal de la voie canonique (Wnt) était surexprimé en condition 

d’arthrose. Le niveau d’expression des MMPs-2 et -9, sous la régulation de la voie de 

signalisation de Wnt, était majoré (Gu et al., 2019b). Cette équipe australienne vient en 

effet confirmer l’intérêt de Klotho comme cible thérapeutique dans l’arthrose (Gu et 

al., 2019a) (Gu et al., 2019b). Une autre publication vient aussi confirmer le rôle de 

Klotho dans le CP humain cette fois-ci: il existe une corrélation négative entre le niveau 

d’expression de l’α-Klotho sécrétée et les MMP-13 (Chuchana et al., 2018). La forme 

sécrétée de Klotho est alors décrite comme un nouvel acteur de l’homéostasie 

cartilagineuse au cours de l’arthrose. 	
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2.3 Volet animal 

 
Le volet animal constitue le corps de la thèse. 

 

Introduction 
 
 

L'arthrose est un problème de santé multidimensionnel. Le fort impact sur la 

qualité de vie, l'acquisition de limitations fonctionnelles, l'absence de traitements 

curatifs et le coût considérable pour la société viennent justifier la nécessité d’une 

recherche clinique et translationnelle. Les objectifs de l’expérimentation animale sont 

entre autres d’envisager la possibilité d’améliorer notre compréhension de la 

pathogenèse et de la physiopathologie de l’arthrose, de réaliser des diagnostics plus 

précoces, mettre au point des traitements précoces afin de prévenir l'évolution de la 

maladie et fournir de meilleurs soins aux patients.  

Les modèles d'arthrose comprennent des espèces de chevaux, de chèvres, de 

moutons et de chiens - dont la taille et l'anatomie devraient mieux refléter les 

conditions des articulations humaines - tandis que les petits modèles animaux (cobaye, 

lapin, souris et rat) représentent 77% des modèles sélectionnés. La souris est devenue 

l'animal de prédilection et différents modèles murins d’arthrose existent. Le choix du 

modèle utilisé va dépendre des questions abordées : évaluation de la pathophysiologie 

de l'arthrose ou de son évolution, des thérapies de l'arthrose ou du comportement 

douloureux… 

 Le laboratoire dispose déjà d’une expérience sur le modèle animal dans 

l’arthrose et nous abordons cette thématique au travers de l’utilisation d’innovations 

technologiques. Nous avons dans un premier temps fait un état des lieux des 

connaissances sur la thématique et ensuite réalisé une étude expérimentale afin 

d’évaluer un nouveau modèle d’induction d’arthrose chez la souris. 
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Article numéro 3 

 
 

“Mouse model of osteoarthritis: models, outcomes and new imaging tools”. 

 
 
 

Cet article est une revue proposant une synthèse des différents modèles murins 

d’arthrose et des méthodes d’évaluation clinique des souris. Sur le même support, cet 

article propose une mise à jour sur les nouvelles techniques d’imagerie tout en 

insistant sur les bonnes pratiques d’expérimentation animale et constitue un document 

de synthèse pouvant être d’intérêt tant pour les biologistes-chercheurs que pour les 

médecins-chercheurs. 

 

Je suis premier auteur de cet article soumis et en révision majeure dans Bone 

Research, revue classée SIGAPS A en 2017, Impact Factor 12,354 en 2017. 

 

« Drevet S, Favier B, Brun E, Gavazzi G, Lardy B. Mouse model of osteoarthritis: 

models, outcomes and new imaging tools”. 



	

	 71	

La NADPH Oxydase 4 dans le chondrocyte murin 
 

Introduction 
 
 

La souris reste l’animal de choix pour la recherche sur l’arthrose. Cependant, la 

physiopathologie de l’arthrose est complexe et il est impossible de disposer d’un 

modèle pertinent reproduisant toutes les voies de signalisation impliquées dans la 

maladie. Grange et al. montraient au sein du laboratoire du GREPI qu’une stimulation 

de cellules C-20/A4 par de l’IL-1β augmentait la production de ROS et la synthèse de 

MMP-1 via une voie de signalisation dépendante de Nox4 (Grange et al., 2006b). Le 

chondrocyte humain n’exprimait que le transcrit de Nox4 alors que l’ARNm de Nox1, 

2, 3 et 5 était indétectable (Rousset et al., 2015). Le niveau d’expression de l’ARNm 

codant pour Nox4 et son partenaire p22phox  était supérieur en situation d’arthrose et 

la production de ROS l’était également (Rousset et al., 2015). L’objectif à terme est de 

vérifier l’hypothèse d’une voie de signalisation médiée par Nox4, in vivo, chez la 

souris.  

D’après la littérature, plusieurs isoformes de Nox sont présents lors de la 

chondrogenèse de la souris (Kim et al., 2010). Des chondrocytes primaires 

embryonnaires (11,5 jours) exprimaient les transcrits de Nox1, 2 et 4 et les protéines 

Nox1, 2 et 4 étaient visualisées en immuno-blot après une culture cellulaire de 9 jours. 

A la différence de Nox1, les Nox2 et Nox4 semblaient jouer un rôle dans la 

différenciation chondrocytaire (expression du collagène II) (Kim et al., 2010). Une 

étude sur un modèle d’arthrose murin post-traumatique (C57BL/6N femelles WT et 

Nox4 KO, rupture du ligament croisé antérieur par compression tibiale) mettait en 

évidence une phase initiale de diminution du niveau d’expression de Nox4 et de son 

activité, suivie d’une majorations significative (avec un pic à 48h) puis une légère 

régression jusqu’au 7 ème jour post-traumatique (Wegner et al., 2019). Une dernière 

étude évaluait le niveau d’expression en immuno-histochimie des Nox dans les 

chondrocytes primaires murins (C57BL/6N femelles WT). Nox1, 2 et 4 avait un niveau 

d’expression faible dans les souris contrôles. Après induction d’arthrose par rupture 

du ligament croisé, Nox4 était plus exprimée que Nox1 ou 2 (Liao et al., 2020). 

Nous disposons d’une lignée de souris C57/Bl6 sauvage (WT). A la lecture de 

la littérature en début de thèse, il nous a paru nécessaire de réaliser une cartographie 

d’ARNm codant pour les isoformes de la famille des NADPH Oxydases dans le 

cartilage murin de notre lignée de souris, afin de vérifier quels isoformes de Nox 
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étaient présents dans le cartilage de souris adulte et de connaître leur répartition en 

condition non arthrosique. De fait, nous pourrons évaluer la pertinence de notre lignée 

pour notre hypothèse scientifique et ainsi adapter nos conditions d’expérimentation 

animale. Notre question semblait partagée avec d’autres équipes puisque depuis, des 

réponses ont été apportées par des études très récentes (Wegner et al., 2019) (Liao et 

al., 2020). 
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Matériel et Méthode 
 
Nous avons utilisé trois souris de la souche C57BL6, WT H33A cKO-flag. Elles ont été 

sacrifiées par dislocation cervicale.  

Les caractéristiques des souris sont représentées ci-dessous : 

 

Lignée Sexe Age 

WT Mâle 13 semaines 

WT Femelle 13 semaines 

WT Femelle 13 semaines 

 

Tableau 1 : Caractéristiques des souris 

 

Nous avons prélevé du cartilage sternal à expertiser, du tissu rénal servant de témoin 

pour l’expression de Nox4 et du tissu aortique abdominal servant de témoin pour 

l’expression de Nox1 et Nox2 (Bedard and Krause, 2007). Les tissus étaient prélevés 

immédiatement après l’euthanasie et les tissus étaient stockés dans du Trizol 

(Invitrogen,Thermofisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) à - 80°C.  

 

Nous avons adressé les échantillons au CHU Grenoble Alpes pour les RT-PCR.  

L’extraction d’ARNm était réalisée avec le kit NucleoSpinâ (Macherey-Nagel, Hoerd, 

France). L’ADN complémentaire (ADNc) était obtenu par rétro-transcription à partir 

de 1µg d’ARN en utilisant le Super Script III First-Strand Synthesis (Life Technologies, 

Carlsbad, CA). Les échantillons étaient analysés en qPCR avec le Kit QuantiTect SYBR 

Green RT-PCR (Qiagen). L’expression des transcrits de Nox1, 2 et 4 et du gène de 

ménage (HPRT-1) était déterminée en utilisant des couples d’amorces mus musculus 

spécifiques. 
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 Sens  Antisens 

NADPH 

oxydase 1 

TCTCCAGCCTATCTCATCCTGA GCTGCATACATCATGTCATGTT 

NADPH 

oxydase 2 

AGTGCGTGTTGCTCGACAA GCGGTGTGCAGTGCTATCAT 

NADPH 

oxydase 2 (bis) 

CCTCTACCAAAACCATTCGGAG CTGTCCACGTACAATTCGTTCA 

NADPH 

oxydase 4 

TTTCTCAGGTGTGCATGTAGC GCGTACGTAGAAGCTGTAACCA 

NADPH 

oxydase 4 (bis) 

TGCCTGCTCATTTGGCTGT CCGGCACATAGGTAAAAGGATG 

HPRT-1 TCAGTCAACGGGGGACATAAA GGGGCTGTACTGCTTAACCAG 

 

 

Tableau 2 : Couples d’amorces utilisées 

 

 

Une quantification relative de la RT-PCR (la quantification relative de l’expression des 

gènes d’intérêt) était réalisée en corrigeant le Ct du gène d’intérêt par le Ct du gène de 

ménage HPRT-1 : DCt= Ct gène intérêt – Ct gène de ménage. Le DDCt est calculé 

d’après la formule : DCt du tissu expertisé – le DCt moyen du tissu calibrateur. L'ARN 

messager (ARNm) a été quantifié en utilisant la formule : Fold Change= 2-DDCt.  
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Discussion et Conclusion 
 

Nous avons montré que le tissu cartilagineux de souris exprimait de l’ARNm 

de Nox2 et Nox4 et nos résultats étaient comparables aux données issues de la 

littérature récente (Liao et al., 2020) (Wegner et al., 2019). Notre travail présente des 

limites. Nous avons utilisé du cartilage sternal et non un cartilage articulaire. 

Cependant, les deux sont des cartilages hyalins comparables dans leur composition et 

structure. Une confirmation des résultats au niveau articulaire semblerait cependant 

nécessaire. Nos souris étaient de sexe différent pouvant modifier le niveau 

d’expression des transcrits. D’autre part,  nous devrions utiliser un nouveau couple 

d’amorce Nox1 et choisir comme organe témoin de Nox1, le tissu colique (Bedard and 

Krause, 2007). Ensuite, une analyse protéique et fonctionnelle s’imposerait afin 

d’affiner nos connaissances et de préciser quel isoforme est impliqué dans la 

production de ROS au cours de l’arthrose. Selon les résultats et pour répondre à nos 

hypothèses scientifiques d’implication de la protéine Nox4 dans la physiopathologie 

de l’arthrose, il conviendra soit de travailler sur une lignée de souris double KO (Nox2 

et Nox4) soit d’envisager l’utilisation d’inhibiteur de Nox sur des simples KO de Nox2 

ou Nox4.  
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Article numéro 4 
 

 

« A new model of induced-mice-osteoarthritis:  

single knee injection of IL-1β lentivirus» 

 

 

Cet article est un article de résultat. 

Je suis premier auteur de cet article qui va être à soumettre. 

 

S.Drevet; B.Favier; A.Miribel; T.Marchal; J.Vollaire; V.Josserand; G.Gavazzi; B.Lardy.
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Article numéro 5 
 
 
 

« Phase contrast imaging for osteoarthritis evaluation:  
a pilot study on a mice model ». 

 
 

 

Cet article est un article de résultat. 

Je suis un des auteurs associés à l’article en cours de soumission dans Bone 

Research, revue classée SIGAPS A en 2017, Impact Factor 12,354 en 2017. 

J’ai participé à l’expérimentation animale, à l’interprétation de l’histologie et 

réalisé un travail de relecture et de correction du manuscrit. 

 

 

« Broche L, Favier B, Roug-Labriet H, Drevet S, Lardy B, Lemasson B, Brun E. Phase 
contrast imaging for osteoarthritis evaluation: a pilot study on a mice model ».  
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Conclusions et Perspectives 
	

 

L’arthrose est une maladie chronique dégénérative multifactorielle très 

fréquente et invalidante. La vision pluritissulaire de la maladie et l’approche 

phénotypique sont deux avancées conceptuelles majeures. Sur le plan 

physiopathologique, le chondrocyte est la cellule cible primordiale. L’activité de la 

Nox4, son intéraction avec ses partenaires et sa conformation constituent des enjeux 

scientifiques d’intérêt et autant de cibles thérapeutiques potentielles pour l’élaboration 

de stratégies thérapeutiques anti-arthrosiques. Au cours de ce travail de thèse, le lien 

entre Nox4 et arthrose a été abordé selon 3 niveaux : structural, cellulaire et animal. 

 

La Nox4 est une Nox singulière parmi les autres isoformes et sa boucle E semble 

être un des éléments particulièrement en cause. Sa séquence est probablement 

intrinsèquement désordonnée et sa structure aléatoire lui donnerait la propriété 

particulière de produire du peroxyde d’hydrogène par un phénomène de cage 

« redox ». Le travail doit être poursuivi afin d’obtenir des solutions pures de boucle E 

et de 8E9 et secondairement confier la poursuite du travail à l’équipe de 

cristallographie. Les perspectives envisagées à l’échelle protéique sont d’une part de 

mieux comprendre ce système complexe d’intéraction de Nox4, d’envisager des 

mécanismes d’action potentiels à moduler et de les évaluer. Le projet est de connaître 

la structure de la boucle E ou plutôt ses structures éventuellement différentes en 

condition réduite ou oxydée. Ainsi la validation d’une cible thérapeutique potentielle 

représentée par la boucle E de Nox4 pourrait se concrétiser à l’échelle protéique et 

permettre la conception de molécules spécifiques avec la collaboration de chimistes.  

 

La Nox4 est exprimée dans le chondrocyte primaire humain et semble être 

majoritairement responsable de la production de ROS dans cette cellule. La poursuite 

du travail pourrait s’envisager sur des chondrocytes primaires humains commerciaux 

afin de s’affranchir des difficultés d’initiation d’une culture cellulaire primaire. L’effet 

catabolique d’une stimulation cellulaire avec de hautes doses d’IGF-1 doit être 

confirmé dans la voie de signalisation de Nox4-MMPs. L’évaluation de l’effet pourrait 

s’envisager à différents niveaux : sur la prolifération cellulaire, le niveau d’expression 

des transcrits MMPs et de leurs protéines ainsi que de leur activité métabolique. La 

perspective à l’échelle cellulaire est d’évaluer le potentiel effet inhibiteur de la protéine 

anti vieillissement Klotho sur cette voie de signalisation IGF-1/Nox4/MMPs. 
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D’autres étapes de validation d’hypothèses in vivo sont nécessaires pour valider 

le rôle de Nox4 dans l’arthrose. Le développement de modèles murins plus proches 

de la physiopathologie permettrait l’étude des phases précoces de la maladie tout en 

utilisant des techniques d’induction d’arthrose facilement reproductibles. Notre 

modèle doit encore être évalué par une cotation histo-pathologique complémentaire 

et une imagerie des genoux de souris. Les perspectives envisagées à l’échelle animale 

seront d’évaluer l’implication de la voie de signalisation IL1-Nox4 chez la souris, en 

utilisant des animaux déficients pour le gène de Nox2 ou de Nox4, ou des animaux 

déficients pour les deux gènes (double KO) ou encore des souris déficientes pour le 

gène de Nox2 en y associant l’usage d’un inhibiteur de Nox4. 
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