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RÉSUMÉ 

La polyarthrite rhumatoïde est une maladie immunitaire touchant environ 1 % de la 

population mondiale. Elle retient de plus en plus d'attention étant donnée la population 

vieillissante. Elle est caractérisée par une inflammation et une hypertrophie de la membrane 

synoviale causant des dommages irréversibles tels que la destruction progressive du 

cartilage et des os. Plusieurs molécules participent à l'évolution de la pathologie dont des 

cytokines pro-inflammatoires, des facteurs de croissances et des métalloprotéinases. La 

cause de la pathologie étant toujours inconnue, il n'existe donc aucun traitement curatif à ce 

jour. 

La furine, une convertase de proprotéines, est responsable de la maturation de 

plusieurs substrats impliqués dans la pathologie, dont le TGF-J3 l, le PDGF AB, la MMP-3 



et la MTI-MMP (active la MMP-2). Cette convertase est impliquée dans la maturation de 

la TACE, l'enzyme de conversion du TNFa, et pourrait être impliquée dans la maturation 

des agrécanases qui participent à la dégradation du cartilage. Le nombre élevé de substrats 

de la furine connus ou putatifs impliqués dans la polyarthrite permet de supposer que cette 

convertase puisse jouer un rôle majeur dans le développement de la pathologie. 

Afin de vérifier cette possibilité, nous avons utilisé un adénovirus (AdTRSPDX) 

encodant un inhibiteur puissant de la furine, l'alpha1-antitrypsine de type Portland (a1-

PDX). L'ADNc de l'a1-PDX a été inséré dans une cassette dicistronique contenant aussi 

l' ADNc du gène rapporteur de la protéine à fluorescence verte, et soumis au contrôle d'un 

promoteur régulé de façon négative par la doxycycline. 

Nous avons démontré la production dépendante de la MOI de la protéine «1-PDX 

par les synoviocytes de type B en culture, infectés avec I 'AdTRSPDX. Ensuite, nous avons 

démontré l'inhibition de la furine par l'observation d'une diminution des formes matures 

des substrats TGF-~l et PDGF AB présentes dans les sumageants des synoviocytes 

infectés. La furine est également impliquée dans la maturation de la MTI-MMP, activant 

ensuite la MMP-2. De plus, il a été vérifié par cytométrie de flux que la cassette 

transcriptionnelle de l'adénovirus AdTRSPDX était régulable à la doxycycline chez les 

synoviocytes. Cette régulation a aussi été démontrée par une augmentation de maturation 

des substrats TGF-(31 et PDGF AB par les cellules infectés avec l' AdTRSPDX et traitées 

avec 1 µglml de l'antibiotique. 

Nous avons ensuite vérifié in vivo l'efficacité du vecteur adénoviral AdTRSPDX. 

La transcription du transgène «1-PDX a été démontrée par RT-PCR des corps adipeux 

infra-patellaires de genoux de rats arthritiques injectés avec le virus. La visualisation du 



traceur GFP par microscopie confocale du tissu synovial frais, nous a permis de démontrer 

que l'expression de la furine se situe de façon spécifique au niveau de la membrane 

synoviale. Nous avons aussi démontré que cette expression est détectable 25 jours suivant 

l'injection des adénovirus, avec un pic de production protéique à 15 jours. Le système 

adénoviral utilisé est régulable à la doxycycline in vivo puisque l'administration de 1 mg/ml 

d'antibiotique, dans l'eau des rats arthritiques injectés avec I' AdTRSPDX, inhibe 

l'expression de GFP. De plus, 18 jours suivant l'arrêt de l'administration de doxycycline, 

une reprise de fluorescence est observée, indiquant que le système est redevenu actif. 

Finalement, nous avons testé l'effet de l'inhibition de la furine, par injection intra-

articulaire d' AdTRSPDX, sur le développement de l'arthrite induite au collagène de type 2 

chez les rats. Les résultats ont démontré une diminution de l'inflammation et de la sévérité 

de la maladie chez les pattes injectées avec l' AdR5PDX par rapport aux pattes injectées 

avec le vecteur contrôle AdCMVGFP. 

Ces résultats indiquent que la furine est responsable de la maturation de plusieurs 

substrats impliqués dans le développement de maladies inflammatoires complexes telle que 

la polyarthrite rhumatoïde. Ceci nous permet de proposer la furine en tant que nouvelle 

cible thérapeutique potentielle pour le traitement de cette pathologie. 



1. INTRODUCTION 

L'être humain est doté de la capacité de penser et c'est d'ailleurs ce qui lui a 

permis d'évoluer. Ainsi, c'est en cherchant des réponses à ses questions, que l'homme 

parvient à comprendre les phénomènes qui l'entourent. Dans le domaine de la santé par 

exemple, les recherches ont permis de comprendre les causes et la pathogénèse de plusieurs 

maladies, permettant ensuite de produire des médicaments afin de les traiter ou bien de 

fabriquer des vaccins dans le but de prévenir les infections et les épidémies. 

Bien que nous disposions de nos jours de technologies médicales et de recherches 

de pointe, plusieurs maladies telles que la polyarthrite rhumatoïde sont encore incurables. 

Toutefois, les recherches effectuées jusqu'à ce jour ont permis de mettre en évidence 

certains aspects de la pathologie tels que l'inflammation, la prolifération cellulaire et la 

dégradation du cartilage et des os. Ces événements sont régis par des molécules pro-

inflammatoires ainsi que par des enzymes potentiellement activées par la furine, un 

membre des convertases de proprotéines. 
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1.1 La polyarthrite 

La polyarthrite rhumatoïde (PR) est la maladie la plus fréquente panni celles 

causant des rhumatismes. Elle affecte environ 1 % de la population mondiale avec une 

incidence trois fois plus élevée chez les femmes (K.lippel et Dieppe, 1994). Elle est 

caractérisée par une inflammation des articulations causant des dommages irréversibles tels 

que la destruction progressive du cartilage et des os des articulations (Feldmann et al., 

1996a; Isomaki et Punnonen, 1997; Bresnihan, 1999). C'est une maladie systémique auto-

immune qui touche en particulier les articulations des mains, des poignets, des pieds et des 

genoux, et ce, de façon symétrique (Maini et Feldmann, 1998). En plus des manifestations 

intra-articulaires, des manifestations extra-articulaires locales ou systémiques peuvent être 

observées. Les manifestations locales sont caractérisées par l'apparition de nodules sous-

cutanés généralement aux régions susceptibles de traumatismes tel que les coudes. Les 

manifestations systémiques peuvent être des vasculites, de la fibrose aux poumons, des 

péricardites, de la pleurésie, ainsi que le syndrome de Felty (Maini et Feldmann, 1998). Les 

dommages causés par la PR résultent en une mobilité réduite, une invalidité progressive et 

parfois à la mort de la personne atteinte (Smith et Amett, 1991; Klippel et Dieppe, 1994 ). 

La PR peut survenir à tout âge, mais en général la prévalence augmente avec l'âge 

(Koopman, 2001; Sangha, 2000). Ainsi, le vieillissement de la population et l'absence de 

traitement curatif à ce jour reflètent clairement la nécessité d'approfondir les connaissances 

au niveau des mécanismes pathophysiologiques qui permettront l'identification de 

nouvelles cibles thérapeutiques. 
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1.1.1 Induction de la pathologie 

Bien que la cause exacte de la PR demeure inconnue, l'implication de facteurs 

génétiques dans la maladie est grandement étudiée. La prédisposition génétique face à 

l'arthrite est fortement associée au locus HLA-DRBl du complexe majeur 

d'histocompatibilité (CMH) de classe II (Nepom et al., 1989; Lanchbury et al., 1991; 

Nepom et Erlich, 1991 ). Entre autre, il a été observé que 80% des patients caucasiens 

expriment les allèles HLA DRI ou DR4 (Gregersen et al., 1987). De plus, les chaînes bêta 

encodées par les gènes ORBI possèdent chacune une séquence d'acide aminés similaires en 

position 67Q[R/K]RAA74 appelée épitope partagé (Gregersen et al., 1987; Nepom et al., 

1989; Hiraiwa et al., 1990). 

Certains agents infectieux pourraient jouer un rôle dans l'induction de la 

pathologie. Lors de l'induction de l'arthrite chronique par M. tubercu/osis, la similarité des 

séquences des antigènes de la bactérie dans l'environnement de 1' articulation et des 

antigènes du soi pourraient causer une réactivité croisée menant à une réponse immune 

localisée au niveau de l'articulation (van Eden et al., 1985). La théorie de l'épitope partagé 

pourrait causer ce type de réactivité croisée. D'ailleurs la séquence de l'épitope partagé 

QKRAA est observée chez la bactérie E. co/i (Albani et al., 1995) ainsi que chez le virus 

d'Epstein-Barr (Roudier et al., 1989). La bactérie P. mirabilis pourrait être elle aussi un 

àgent inducteur de l'arthrite étant donné que des niveaux élevés d'anticorps de type IgG 

contre cet organisme ont été observés chez les patients (Ebringer et al., 1989; Rashid et al., 

1999). Les rétrovirus pourraient également être impliqués dans la pathologie puisque la 

protéine GAG de ces virus a été détectée dans la synovie de patients atteints de polyarthrite 

(Ziegler et al., 1989). 
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La prédominance de la PR chez les femmes dans la période de pré-ménopause 

comparativement aux hommes du même âge, ainsi que l'effet protecteur de la pilule 

contraceptive et de la grossesse, suggèrent que les honnones sexuelles jouent un rôle dans 

la pathologie (Lahita, 1990; Spector et al., 1990; Jorgensen et al., 1996; Kanik et Wilder 

2000). 

L'âge est un autre facteur qui pourrait être impliqué dans la maladie, étant donné 

l'augmentation de l'incidence de la PR à partir de la cinquantaine (Klippel et Dieppe, 

1994). 

Les auto-anticorps sont des facteurs considérés dans l'implication de la PR. La 

présence des facteurs rhumatoïdes de type IgM, lgA et IgG a été détectée dans le synovium 

des patients arthritiques (Maini et al., 1987). D'autres auto-anticorps ont aussi été observés 

tels que les anticorps anticollagène, antikératine, antinucléaires, etc. 

Finalement, l'hypothèse la plus acceptée concernant la PR est qu'il s'agisse d'une 

maladie d'origine multifactorielle, qui requiert une combinaison de facteurs génétiques et 

environnementaux initiant une maladie auto-immunitaire possédant des caractéristiques 

inflammatoires et destructives (Klippel et Dieppe, 1998; Koopman 2001). L'importance 

relative des différents facteurs pouvant mener à la maladie demeure inconnue. 

1.1.2 Activation des lymphocytes T 

Nous avons vu précédemment que la prédisposition génétique dans les locus HLA-

DR peut avoir une contribution majeure dans l'induction de la PR. Étant donné que la 

fonction des CMH est de présenter le peptide aux cellules T CD4\ et que ces dernières 

infiltrent la synovie, il en va de soi de l'implication des cellules T dans la pathogénèse de 
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cette maladie (Panayai et al., 1992; Feldmann et al., 1996a). D'autres indices de la 

participation des cellules T sont leurs accumulations aux environs des capillaires synoviaux 

dans les stades précoces de la maladie (Kurosaka et Ziff. 1983) ainsi que l'expression de la 

protéine de surface CD45RO (caractéristique de cellules mémoires) par les cellules T 

isolées du liquide et des tissus synoviaux (l(ohem et al., 1996; Weyand, 2000). Cependant, 

il n'est toujours pas connu à quel niveau de la maladie ces cellules sont impliquées. 

Toutefois, l'hypothèse la plus probante est celle de l'activation des cellules T CD4+ de type 

Toi et Th2 par une cellule présentatrice d'antigène, une première étape dans l'initiation de 

l'inflammation de la synovie (Todd et al., 1988; Yocum, 1999). 

l. 1 .3 Activation des lymphocytes 8 

Les lymphocytes activés T CD4+ de type Th2 sécrètent de l'interleukine 4 (IL-4), 

un activateur de la prolifération des lymphocytes B. D'ailleurs, l'IL-4 a été détecté par 

immunohistochimie dans les tissus synoviaux (Steiner et al., 1999). L '11-4 a aussi pour effet 

de stimuler la sécrétion par les lymphocytes B de facteurs rhumatoïdes ( auto-anticorps IgM 

et lgG reconnaissant la portion Fe des lgG) (Wernick et al., 1985) et d'autres auto-anticorps 

comme les anti-collagène de type II qui sont détectés chez 70% des patients en phase 

précoce de la maladie (Cook et al., 1994; Cook et al., 1996). Une fois sécrétés, les facteurs 

rhumatoïdes s'associent aux IgG et forment des complexes immuns activant le complément 

et attirant les leucocytes polymorphonucléaires, ce qui mène aux dommages tissulaires 

(Feldmann et al., 1996a). 
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1.1.4 Activation des macrophages, des syaoviocytes, des cbondrocytes et des 
cellules dendritiques 

Quant aux lymphocytes T CD4+ de type Th 1, leur rôle serait de promouvoir la 

stimulation des autres populations de cellules présentes dans l'articulation telles que les 

synoviocytes de type A et B, les macrophages, les cellules dendritiques et les chondrocytes, 

et ce, par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Une fois activées, ces dernières vont 

médier la destruction du cartilage et des os via le relâchement de cytokines, de 

prostaglandines et de protéases (Y ocum, 1999). Le groupe de Steiner a démontré la 

présence d'interféron gamma (IFN-y) dans les liquides synoviaux et au niveau des 

membranes synoviales de patients (Steiner et al., 1999). Cette démonstration couplée à la 

détection de TNFa ltumor necrosis factor ,@lpha) des macrophages de patients présumément 

activés par l'IFN-y (Philip et Epstein, 1986; Isomaki et Punnonen, 1997), appuie 

l'hypothèse de l'implication des T CD4+ Thl dans la maladie. 

En plus d'activer les cellules par la sécrétion de cytokines, les lymphocytes 

pourraient activer les macrophages par contact direct au niveau de l'articulation (Vey et al., 

1996; Mclnnes et al., 1997; Mclnnes et al., 2000). Les macrophages jouent aussi un rôle 

important dans l'activation des cellules synoviales et des chondrocytes ainsi que dans 

l'inflammation en sécrétant des cytokines comme IL-lP, le TNFa et l'IL-18 (lsomaki et 

Punnonen, 1997; Pulsatelli et al. 1999; Yamamura et al., 2001). 

1.1.S Hyperprolifération de la membrane synoviale 

La membrane synoviale est composée des synoviocytes de type A ou 

"macrophage-like" et des synoviocytes de type B ou "fibroblast-like". Cette couche de 
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cellules devient hyperplasique lors de la pathologie. Nonnalement composée d'une à deux 

couches, elle augmente de 2 à 3 fois du nombre de cellules (Feldmann et al., 1996b). Ceci 

suggère l'acquisition d'un phénotype caractéristique aux cellules transformées. D'ailleurs, 

le groupe de Qu et al. a observé que les synoviocytes de type B des membranes synoviales 

de patients montraient des signes de prolifération active par l'observation de 3 marqueurs 

cellulaires soit: l'antigène nucléaire de prolifération cellulaire (PCNA), le c-myc et 

l'organisation nucléaire de ces cellules (Qu et al., 1994). De plus, la co-implantation d'une 

culture de fibroblastes arthritiques avec un expiant de cartilage normal humain dans des 

souris SCID résulte en l'invasion de la matrice cartilagineuse par un tissus ressemblant au 

pannus retrouvé chez les patients. Ces données suggèrent que les synoviocytes arthritiques 

soient des cellules transfonnées ayant acquis des propriétés prolifératives et envahissantes 

(Geiler et al., 1994; Müller-Ladner et al., 1996). Une autre hypothèse soutenant le 

phénotype transformé des cellules est la détection de mutations somatiques au niveau du 

gène de suppression des tumeurs P53 le rendant non-fonctionnel. Celui-ci est surexprimé au 

niveau du synovium et dans les fibroblastes en culture de certains patients, mais ne jouerait 

pas son rôle de suppresseur de tumeur, suggérant que l'hyperprolifération des synoviocytes 

de type B soit due en partie à la perte de fonctionnalité de cette protéine (Firestein et al., 

1996; Aupperle et al., 1998; Inazuka et al., 2000). 

Certains facteurs de croissance pourraient jouer un rôle dans la transformation des 

cellules synoviales. Entre autres, le facteur de croissance PDGF (nlatelet gerived growth 

factor) peut induire in vitro, la croissance cellulaire indépendante de l'ancrage, lui 

suggérant un rôle dans la transformation des synoviocytes de type B (Lafyatis et al., 

1989a). De plus, en présence d'indométhacine, l'IL-1 et le PDGF ensemble stimulent la 
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prolifération des fibroblastes (Kumkumian et al., 1989). Le TGF-P pourrait aussi être 

impliqué dans la prolongation de l'étape de prolifération et de la durée de vie des 

synoviocytes de type B. En effet, il a été démontré in vitro que le TGF-P pouvait induire 

une augmentation de l'expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 et diminuer 

l'expression de la protéine Fas à la surface des cellules synoviales (Kawakami et al., 1996). 

Nous avons vu précédemment qu'en plus des synoviocytes de type B, la 

membrane synoviale est composée des synoviocytes de type A ou "macrophage-like". Ces 

dernières proviennent de la moelle osseuse sous forme de monocytes qui migrent dans 

différents tissus où elles se différentient. En plus de leurs fonctions de phagocytose et de 

présentation d'antigène, ces cellules sécrètent plusieurs cytokines, des facteurs de 

croissance, des enzymes protéolytiques et des agents chimioattractants. Entre autre, les 

synoviocytes de type A sécrètent de hauts niveaux de TNFa et d'IL-lf3, deux cytokines 

inflammatoires majeures (Bunnester et al., 1997). Ainsi, le rôle prédominant des 

synoviocytes de type A serait d'amplifier la cascade pathogénique en sécrétant ces 

cytokines (Firestein, 1996; Burmester et al., 1997). Les macrophages semblent également 

jouer un rôle important dans la néovascularisation de la membrane synoviale en sécrétant 

de l'IL-8, un inducteur important de l'angiogénèse (Koch et al., 1992). 

1.1.6 Le paonus 

Les réactions mentionnées ci-dessus sont importantes pour la formation du pannus 

(figure 1), un tissu inflammatoire envahissant qui détruit le cartilage et les os des patients 

arthritiques. Il est considéré comme une extension de la membrane synoviale et se forme 

aux points de contact entre la membrane synoviale et la matrice cartilagineuse (Allard et al., 
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Figure 1. Infiltration du pannus au niveau du cartilage articulaire. 

Coupe histologique d'une articulation de patient atteint de polyarthrite rhumatoïde colorée 

à l'hématoxyline-éosine. La flèche désigne la membrane synoviale hyperplasiée et 

enflammée qui s'étend à la surface du cartilage (C), soit le pannus (P). Ce dernier s'infiltre 

dans le cartilage et le dégrade au cours de sa progression vers la masse osseuse. 
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1990). Ce tissu est constitué majoritairement des synoviocytes de type A et de synoviocytes 

de type B mais aussi de pannocytes dont l'origine reste encore à être élucidé, de 

macrophages, de cellules Tet de neutrophiles (Zvaifler et Firestein, 1994). Le pannus est 

fortement vascularisé et sa propriété envahissante et destructrice serait attribuable aux 

synoviocytes de type B possédant un phénotype transfonné (Zvaifler et Firestein, 1994; 

Bresnihan, 1999). 

1.1.7 Enzymes de dégradation 

Les métalloprotéinases (MMPs) sont les médiateurs puissants de la destruction de 

l'articulation grâce à leur capacité à dégrader plusieurs substrats de l'articulation (Müller-

Ladner et al., 1999). Ainsi, de nombreuses composantes de la matrice peuvent être 

attaquées simultanément, ce qui accélère la vitesse de destruction. De plus, les MMPs 

participent à la néovascularisation du pannus, pennettant à ce dernier de s'accroître et de 

progresser dans son invasion (Szekanecz et al., 1998; Koch et al., 1998). 

Panni les MMPs impliquées dans l'arthrite, on retrouve la MMP-1, (Tetlow et al., 

1998), la MMP-13 (Konttinen et al., 1999a), la MT2-MMP et la MMP-9 (Konttinen et al, 

1999b), la MMP-3 (Yoshihara et al., 2000) et la MMP-8 (Hanemaaijer et al., 1997), et la 

MMP-2 et la MTl-MMP (Konttinen et al., 1998). La TIMP-2, un inhibiteur des MMPs, qui 

participe au complexe d'activation de la MMP-2, est également détectée au niveau des 

articulations atteintes (Konttinen et al., 1998). 

Un autre groupe d'enzymes appartenant à la famille des MMPs, les agrécanases, 

sont impliquées dans la pathologie. Ces enzymes jouent un rôle majeur dans la dégradation 

de I 'agrécan, un protéoglycan majeur du cartilage articulaire qui est responsable des 
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propriétés mécaniques telles que la capacité d'absorption des chocs et l'élasticité du 

cartilage (Van Meurs et al., 1999). L'agrécan peut être clivé par les agrécanases à 5 sites 

spécifiques, dont un majeur, à la séquence NITEGE373
-
374ARGSV (Tortorella et al., 2000a). 

Chez les patients atteints de polyarthrite rhumatoïde, des néoépitopes 374 ARGSV ( en N-

terminale) et NITEGE373 (en C-terminale) dérivant du clivage de l'agrécan ont été observés 

dans le liquide synovial et au niveau de la matrice. (Sandy et al., 1992; Lohmander et al., 

1993; Lark et al., 1997). 

Tel que mentionné précédemment, les MMPs possèdent une grande diversité de 

substrats au niveau de la matrice, ce qui a un fort impact sur l'ampleur de la destruction des 

articulations. Par exemple, la MMP-1 dégrade spécifiquement le collagène de type I à Ill 

(Sun et al., 1999) alors que la MMP-2 peut dégrader la gélatine ainsi que plusieurs types de 

collagène dont le type IV et le type II, ce dernier étant la composante majeure des 

articulations (Konttinen et al., 1998). La MMP-13 montre une grande affinité pour le 

collagène de type II, mais dégrade également le type I et ID (Knauper et al., 1996b) ainsi 

que l'agrécan (Fosang et al., 1996). La MMP-8 dégrade l'agrécan (Fosang et al., 1994), le 

collagène de type I et type II (Hanemaaijer et al., 1997) alors que les agrécanases, elles, 

clivent l'agrécan à des sites spécifiques (Tortorella et al.,1999; Tortorella et al., 2000a). 

Le synoviocyte de type B serait le type cellulaire produisant la plus grande variété 

de métalloprotéinases, généralement suite à l'activation par le TNFa ou l'IL-1 (Bresnihan, 

1999). Toutefois, les synoviocytes de type A, les chondrocytes et même les neutrophiles 

peuvent en sécréter. Ainsi, il existe différentes sources cellulaires de MMPs : la MMP-8 

peut être retrouvée dans les granules des neutrophiles du liquide synovial (Harris et al., 

1969; Konttinen et al., 1991). La MMP-2 est constitutivement produite avec la TIMP-1 par 
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les ostéoblastes humains (Meikle et al., 1995), et sont retrouvées dans le liquide synovial. 

D'ailleurs, le complexe MTl-MMP-TIMPl-MMP-2 est exprimé par les synoviocytes de 

type fibroblastiques et dans le pannus (Konttinen et al., 1998). De plus, la MMP-9 a été 

détectée dans des cultures d'ostéoblastes et la MMP-1, qui est localisée de façon 

prédominante aux sites d'érosions, est produite par les fibroblastes et les chondrocytes 

(Tetlow et al., 1998). Finalement, la MMP-13 est produite par les chondrocytes suivant une 

stimulation du TGF-JJ 1 (Moldovan et al., 1997). Ceci nous permet donc de réaliser que les 

métalloprotéinases sont exprimées par différents types cellulaires et tissulaires composant 

l'articulation, leur suggérant un rôle majeur dans la pathologie. 

1.1.8 Molécules d'adhésion 

L'attachement des synoviocytes de type B composant le pannus au cartilage et à 

l'os est une étape cruciale dans la pathologie de la polyarthrite rhumatoïde. C'est d'ailleurs 

une caractéristique distinguant cette pathologie des autres formes d'arthrites présentant 

aussi des dommages au niveau des articulations (Müller-Ladner et al., 1996). 

Les synoviocytes de type 8 arthritiques expriment une variété de molécules 

d'adhésion telles que la molécule d'adhésion intercellulaire (ICAM-1), le CD44 et les beta-

1-intégrines (fibronectine et VCAM-1), permettant vraisemblablement leur adhésion à la 

matrice extracellulaire et la régulation du flux de cellules passant dans le liquide synovial 

(Kriegsmann et al., 1995; Wilkinson et al., 1993; Firestein, 1996; Bresnihan, 1999). Ces 

molécules d'adhésion pourraient permettre l'adhésion de cellules endothéliales à la matrice 

et à d'autres cellules telles que les lymphocytes et ce, via le ligand VLA-4. Les molécules 

d'adhésion participeraient également à l'attraction des leucocytes vers le synovium 
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enflammé ainsi que dans les zones d 'angiogénèse observées dans la pathologie (Szekanecz 

et al., 1998). Un autre rôle important des molécules d'adhésions est de faciliter la migration 

du pannus à la surface et à l'intérieur du tissu cartilagineux et osseux (Werb et al, 1989; 

Werb et al., 1990) au fur et à mesure que ces derniers sont dégradés par les protéases. 

1.1.9 Cytokines et facteurs de croissance 

Jusqu'à maintenant, il a été possible de constater que les cytokines pro-

inflammatoires et certains facteurs de croissances jouent des rôles clés dans le 

développement de l'arthrite, soit en activant des enzymes, en induisant la sécrétion d'autres 

cytokines, en induisant la prolifération et la division cellulaire. D'ailleurs, leur rôle dans la 

polyarthrite rhumatoïde a suscité beaucoup d'intérêts. 

Ainsi, l'ajout d'anticorps anti-TNFa dans des cultures de synoviocytes provenant 

de patients arthritiques résulte en une baisse drastique de la productivité d'autres cytokines 

pro-inflammatoires telles que l'IL-1, le GM-CSF, l'IL-6 et l'IL-8. Le blocage de l'IL-1 

avec l'IL-lRa induit la diminution d'IL-6 et d'IL-8 mais non de TNFa (Brennan et al., 

1989; Feldmann et al., 1996a). D'autres études ont toutefois démontré la présence de 

cytokines anti-inflammatoires dans les articulations telles que le TGF-P (Fava et al., 1989; 

Wahl, 1994), l'IL-10 (Katsikis et al., 1994), l'Il-4 et l'IL-13 (lsomaki et Punnonen, 1997). 

Les inhibiteurs naturels de l'IL-1 et du TNFa, l'IL-lRa et le récepteur du TNF soluble 

respectivement, sont aussi présent dans les articulations (Feldmann et al., 1996a, b ), ce qui 

permet de proposer deux concepts. D'abord, le TNFa se retrouve à l'apex d'une cascade de 

production de cytokines pro-inflammatoires et deuxièmement, lors d'une inflammation 

chronique, il y aurait augmentation de la production de cytokines anti-inflammatoires 
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(Feldmann et al., 1996a), mais à un niveau moins élevé que les cytokines pro-

inflammatoires. 

En plus d'être situé au sommet de la cascade de cytokines, le TNFa est exprimé en 

grande quantité par plusieurs cellules de l'articulation arthritique telles que les 

synoviocytes, les lymphocytes, les cellules endothéliales et surtout les macrophages 

(Brennan et al., 1992), ce qui en fait la cytokine d'intérêt dans la pathologie. 

D'autres études relèvent l'importance du TNFa dans la polyarthrite rhumatoïde en 

démontrant qu'il stimule la production de prostaglandine E (Akama et al., 1990), qu'il 

induit la prolifération des synoviocytes (Nakazawa et al., 2001), qu'il est impliqué dans 

l'augmentation d'expression des molécules d'adhésions (Tessier et al., 1993) et finalement, 

qu'il agit comme agent chimiotactique pour les neutrophiles et les monocytes (lsomaki et 

Punnonen, 1997). La surexpression de cette cytokine dans les souris cause le 

développement spontané d'arthrite destructive qui se rétablit par l'utilisation d'anticorps 

monoclonaux neutralisant le TNFa (Keffer et al., 1991). Ces anticorps inhibent également 

le développement de synovite dans un modèle d'arthrite induit par le collagène chez la 

souris. (Williams et al., 1992). Bien que les traitements anti-TNFa diminuent 

l'inflammation, ils ne préviennent pas la dégradation du cartilage et des os (Joosten et al., 

1999), suggérant que cette cytokine ne soit pas la seule impliquée dans la dégradation de la 

matrice caractéristique de la pathologie. 

En plus du TNFa, d'autres cytokines pro-inflamatoires telle que l'IL-113, jouent un 

rôle dans la pathologie. L'IL-113 induit, entre autres, la production de prostaglandine E et 

des collagénases par les synoviocytes et promouvoit la résorption osseuse in vitro (Dayer et 
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al., 1986; Gowen et al., 1983). Elle régule aussi à la hausse le GM-CSF et l'IL-6 par les 

synoviocytes (Alvaro-Gracia et al., 1991) qui sont aussi des molécules pro-inflammatoires. 

Certaines molécules peuvent avoir des rôles pro- et anti-inflammatoire, comme 

l'IL-12, l'INF-y et le TGF-p. Ainsi, le TGF-P induit l'expression del' ARNm du collagène 

alors qu'il inhibe l'expression des collagénases dans les synoviocytes en culture (Lafyatis et 

al., 1989b) et il inhibe la prolifération des lymphocytes (Wahl et al.,1989). L'injection 

systémique de TGF-P prévient le développement de l'arthrite induite par le collagène chez 

le rat ainsi que les phases aiguës et chroniques de l'arthrite induite par des parois 

bactériennes (McCartney-Francis et al., 1994; Brandes et al., 1991), et ce, due à son effet 

immunosuppresseur. D'autre part, le TGF-P est chimiotactique pour les monocytes et 

lorsqu'il est injecté de façon locale dans les articulations de rats, il induit l'infiltration de 

cellules inflammatoire et l'hyperplasie de la membrane synoviale (Allen et al., 1990). Par 

ailleurs, le blocage du TGF-P par un anticorps neutralisant administré de façon locale à des 

rats dont l'arthrite est induite par des parois bactériennes, résulte en une diminution de 

l'inflammation (Wahl et al., 1993). Ces résultats présentent donc des effets différents de la 

neutralisation du TGF-P selon le traitement systémique ou local. 

1.1.10 Modèle d'arthrite chez les animaux 

Depuis les dernières années, les nombreuses recherches sur la PR ont permis de 

découvrir de nombreux médiateurs impliqués dans la pathologie. Toutefois les causes de la 

maladie sont toujours inconnues. C'est d'ailleurs pour cette raison, ainsi que par la 

nécessité de découvrir de nouveaux traitements plus efficaces, que les modèles d'arthrites 

chez les animaux ont été développés. 
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Bien qu'aucun modèle ne soit parfaitement identique à la PR, le modèle 

d'induction au collagène bovin de type II chez le rat ou la souris est un modèle 

expérimental reconnu puisqu'il induit des manifestations pathologiques ressemblant à 

celles observées chez les humains atteints de la maladie (Durie et al., 1994). Ainsi, la 

synovite avec infiltration de cellules polymorphonucléaires et mononucléaires, la formation 

du pannus, l'érosion du cartilage et des os ainsi que la fibrose sont observés (Myers et al., 

1997; Williams, 1998). Chez ces rongeurs, les lymphocytes Tet B jouent également un rôle 

majeur dans la progression de la maladie (Joe et Wilder, 1999). De plus, la susceptibilité de 

certaines lignées d'animaux serait liée à l'expression des haplotypes des CMH de façon 

similaire à l'hypothèse proposée pour la polyarthrite rhumatoïde humaine (Durie et al., 

1994, Myers et al., 1997). 

1.2 La furine, un prototype des convertases de proprotéines chez les mammifères 

1.2.1 Historique de la découverte des convertases de proprotéines 

La première étape dans la découverte des convertases de proprotéines remonte en 

1967 alors que deux groupes ont émis l'hypothèse que les peptides hormonaux seraient 

synthétisés sous forme de précurseurs de haut poids moléculaire devant être clivés afin de 

relâcher leurs produits bioactifs (Chrétien et Li, 1967; Steiner et al., 1967). 

Malgré plusieurs efforts, l'implication d'une endoprotéase dans la maturation de 

molécules précurseures n'a été mise en évidence qu'en 1984. En effet, le groupe de Julius a 

démontré, à l'aide de la complémentation génétique de souches de levure Saccharomyces 

cerevisiae mutantes pour le gène KEX2, que le produit de ce gène était nécessaire à la 
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maturation de deux molécules: la toxine mortelle (killer toxin) et le facteur alpha (Julius et 

al, 1984; Mizuno et al., 1988). L'analyse de la séquence en acide aminés du gène KEX2 a 

par la suite pennis de constater que le domaine catalytique possède une similarité avec ceux 

de la famille des protéases bactériennes appartenant à la famille des subtilisines, suggérant 

que la protéine du gène KEX2 puisse avoir une activité de ce type (Mizuno et al., 1988). 

Finalement, la capacité de la kexine à cliver des protéines de mammifères à des sites 

dibasiques dont la proalbumine (Bathurst et al., 1987) et la prohormone neuroendocrine 

(Thomas et al.,1988), a permis de spéculer qu'il existe des enzymes analogues chez les 

mammifères. 

Ainsi, la première convertase de proprotéines chez les mammifères, a été 

découverte en 1989 à l'aide de recherche à partir de bases de données de séquences 

homologues à la kexine (Fuller et al., 1989). Cette nouvelle enzyme, la furine, est encodée 

par le gène fur découvert 3 ans auparavant et nommé selon sa proximité au protooncogène 

c-feslfsp (c-fes/fsp ypstream region) (Roebroek et al., 1986a, b). Étant donné que la furine 

et la kexine sont hautement similaires au niveau de leur domaine catalytique de type 

subtilisine, des études de PCR utilisant des amorces dégénérées complémentaires aux 

séquences conservées dans les domaines catalytiques des subtilisines ont permis la 

découverte d'autres convertases homologues, soit la PCI ou PC3 (Seidah et al., 1990; 

Seidah et al., 1991; Smeekens et al., 1991; Nakayama et al., 1991), la PC2 (Smeekens et 

Steiner, 1990; Seidah et al., 1990), suivie de la P ACE4 (Kiefer et al., 1991 ), la PC4 

(Nakayama et al., 1992; Seidah et al., 1992), la PC5/PC6 (Nakagawa et al., 1993; Lusson et 

al., 1993) et finalement la LPC/PC7 /PC8/SPC7 (Meerabux et al., 1996; Bruzzaniti et al., 

1996; Seidah et al., 1996; Constam et al., 1996). Puisque la furine a été la première 



18 

convertase identifiée chez les mammifères, elle est la mieux connue, ce qui en fait le 

prototype des convertases de mammifères. 

1.2.2 Structure générale des convertases de proprotéines 

Les sept convertases de proprotéines identifiées à ce jour partagent plusieurs 

caractéristiques structurales tel qu'illustré à la figure 2. D'abord, elles possèdent un peptide 

signal qui sert à diriger les peptides nouvellement synthétisés vers la voie de sécrétion. 

Elles possèdent aussi un domaine qui est clivé par autocatalyse en C-terminale de la 

séquence consensus Arg-Xaa-Lys/Arg-Arg (Leduc et al., 1992; Creemers et al, 1993; 

Goodman et Gorman, 1994). Une fois clivé, le propeptide demeure associé à la convertase 

jusqu'à ce que celle-ci ait atteint sa destination, servant de pseudo-chaperonne afin 

d'assurer le repliement adéquat de la protéine. De plus, ce propeptide peut agir en tant 

qu'inhibiteur de la protéine. (Goodman et Gorman, 1994; Zhong et al., 1999). Le domaine 

catalytique de type subtilisine est une région hautement conservée chez les convertases des 

eukaryotes. Cette région comprend la triade catalytique typique des subtilisines composée 

des acides aminés Asp, His et Ser ainsi qu'un résidu Asn qui stabilise la cavité oxianiotique 

(Bryan et al., 1986). Le domaine P ou homo-B est un autre domaine conservé. Il contient la 

séquence de reconnaissance des intégrines: RGD, sauf chez PC7. Ce domaine sert à 

stabiliser le domaine catalytique (Lipkind et al., 1998) et il est essentiel au clivage des 

zymogènes (Hatsuzawa et al., 1992a; Creemers et al., 1993; Gluschankof et al., 1994; 

Zhong et al., 1996). De plus, ce domaine aurait un rôle à jouer dans la dépendance de 

l'enzyme au pH et au calcium, ainsi qu'à la spécificité de l'enzyme pour ses substrats 

(Zhou et al., 1998). Finalement la région C-terminale est le domaine le plus variable entre 



Figure 2. Les membres de la famille des convertases à proprotéines. 

Représentation schématique des différents domaines retrouvés chez chacun des membres de 

la famille des convertases ainsi que les pourcentages d'homologie par rapport à la furine. 

Au niveau du domaine catalytique, on retrouve la triade d'acides aminés essentiels à 

l'activité: Asp (D), His (H) et Ser (S) ainsi que le résidu interagissant avec le substrat dans 

la poche catalytique soit Asn (N) ou Asp (D) pour la PC2. De plus, on remarque que le 

motif RGD au niveau du domaine P est présent chez toutes les convertases. 
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les convertases : la furine, P ACE4, PC5/PC6 A et 8 y présentent un domaine riche en 

cystéines, et la furine, PCS/68 et LPC/PC7 /PC8/SPC7 possèdent une portion 

transmembranaire dans cette région. 

1.2.3 Localisation tissulaire et intracellulaire des convertases 

La localisation des convertases dans les tissus est très diversifiée: la furine 

(Schalken et al., 1987; Day et al., 1993; Schafer et al., 1993; Zheng et al., 1994), PACE4 

(Kiefer et al., 1991; Dong et al., 1995; Nagamune et al., 1995), PC5/PC6 (Nakagawa et al., 

1993; Lusson et al., 1993; Dong et al., 1995) et LPC/PC7/PC8/SPC7 (Meerabux et al., 

1996; Bruzzaniti et al., 1996; Seidah et al., 1996, Constam et al., 1996) sont exprimées dans 

une grande variété de tissus et de lignées cellulaires. L'expression des autres convertases 

est limitée à certains types particuliers de tissus. Les convertases PC1/PC3 et PC2 (Seidah 

et al., 1990; 1991; Smeekens et al., 1990, 1991; Nakayama et al., 1991; Schafer et al, 1993; 

Zheng et al. 1994, Nagamune et al., 1995; Marcinkiewicz et al., 1993; Marcinkiewicz et al., 

1994) sont localisées dans les tissus neuroendocriniens tels que les îlots pancréatiques, les 

glandes pituitaires et surrénales et le cerveau alors que PC4 est retrouvée exclusivement 

dans les cellules spennatogéniques des testicules (Nakayama et al., 1992; Seidah et al., 

1992; Torii et al., 1993). 

Au niveau intracellulaire, les convertases peuvent être retrouvées dans différents 

compartiments. Par exemple, PC2 et PC1/PC3 sont exclusivement retrouvées dans les 

granules de sécrétion où elles interagissent avec les substrats de la voie régulée (Smeekens 

et al., 1992; Malide et al., 1995; Tanaka et al., 1996). La convertase PC5/PC68 peut aussi 

se retrouver dans les granules de sécrétion, mais elle est aussi observée en faible 
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concentration dans l'appareil de Golgi (De Bie et al., 1996). Deux autres convertases 

possédant un domaine transmembranaire sont retrouvées dans le réseau du trans-Golgi et 

les vésicules associées: la furine (Molloy et al., 1994; Schatèr et al., 1995; Shapiro et al. 

1997) et LPC/PC7/PC8/SPC7 (van de Loo et al., 1997; Bosshart et al, 1994; Wouters et al., 

1998). 

1.2.4 Régulation, expression et distribution tissulaire de la furine 

Le gène fur encodant la furine est régulé par 3 promoteurs: le Pl, PIA et PlB. Le 

promoteur Pl est inductible alors que les promoteurs PIA et PlB possèdent des 

caractéristiques de promoteurs constitutifs (Ayoubi et al., 1994). Au niveau de la 

régulation, le TGF-~ 1 a été démontré comme inducteur de l'expression du gène fur des 

synoviocytes de rats (Blanchette et al. 1997). Cette régulation se fait par la voie des Smad 

(Blanchette et al. 2001a). De plus, une étude récente a démontré que la voie de p42/p44 des 

MAP kinase est impliquée dans l'activation du gène fur suggérant une interaction entre la 

voie des Smad et de p42/p44 MAPK dans la cascade d'activation (Blanchette et al., 2001b). 

L'étude de l'expression d'ARNm de la furine au cours du développement 

embryonnaire de rats a démontré qu'elle est exprimée au ni veau de l'endoderme et du 

mésoderme à partir du jour e7 et demeure stable jusqu'au jour elO, où son expression 

augmente au niveau du cœur et du foie. À partir de la moitié du stade embryonnaire 

jusqu'au stade final, l'expression de la furine s'étend dans les tissus périphériques (Zheng 

et al., 1994). Ce schéma d'expression coïncide avec l'expression du pro-TGF-~1 (Lehnert 

et Akhurst, 1988) et du facteur de croissance de type pro-insuline (pro-insuline like growth 

factor) (Lee et al., 1990). De plus, l'inactivation du gène de la furine chez la souris mène à 
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la mort embryonnaire au jour e 11-e 12 causée par une insuffisance hémodynamique 

associée à des malfonnations au niveau du cœur et du système vasculaire ainsi qu'à 

l'incapacité d'entrer en rotation axial (Roebroek et al., 1998). Ces résultats suggèrent donc 

un rôle critique de la furine au niveau du développement, particulièrement dans la 

maturation de facteurs de croissance. 

1.2.5 Maturation et localisation intracellulaire de la furine 

La furine est synthétisée sous fonne de précurseur inactif (figure 3). Le zymogène 

est clivé par autocatalyse intramoléculaire du coté C-tenninale de la séquence consensus de 

reconnaissance furine: Arg-Thr-Lys-Arg10
'. Cette maturation s'effectue dans le réticulum 

endoplasmique rugueux (RER) (Leduc et al., 1992; Creemers et al., 1993 Molloy et al., 

1994; Vey et al., 1994; Creemers et al., 1995). Le propeptide demeure associé à la furine, 

agissant en tant qu'autoinhibiteur. Aussitôt que le complexe propeptide-furine se retrouve 

dans l'environnement acide (pH = 6) et riche en calcium du réseau trans-Golgien, le 

propeptide subit un deuxième clivage au site Arg70-Gly-Val-Thr-Lys-Arg75
• Suite à ce 

clivage, les deux fragments se dissocient de la furine qui devient active (Anderson et al., 

1997). Par des analyse immunocytochimiques, la furine a été localisée majoritairement 

dans le réseau du trans-Golgi (Mollay et al., 1994; Schafer et al., 1995; Shapiro et al., 1997) 

mais elle est aussi présente dans les vésicules de clathrine et à la surface membranaire 

(Schafer et al., 1995). De plus, il a été démontré que la furine circule du TGN à la surface 

de la cellule et vice-versa via les endosomes (Mollay et al., 1994; Jones et al., 1995; Liu et 

al., 1997). La localisation de la furine dans le TGN ainsi que le recyclage à partir de la 

surface cellulaire sont dues au domaine transmembranaire, puisque des études ont démontré 
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A l'entrée du réticulum endoplasmique (RE), la furine subit un premier clivage en C-

terminal du site Arg-Thr-Lys-Arg107, lui permettant de quitter le RE. Toutefois le 

propeptide demeure associé à la furine. Arrivée au TGN, l'environnement riche en calcium 

et acide permet un deuxième clivage du propeptide au site Arg70-Gly-Val-Thr-Lys-Arg75 . 

Suite à ce clivage, les fragments se dissocient de la furine qui devient active. Celle-ci peut 

s'accumuler dans le TGN pour ensuite être dégradée dans les lysosomes, être sécrétée suite 

à un clivage au niveau du domaine transmembranaire à une site non caractérisé, ou circuler 

jusqu'à la membrane cellulaire. 
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que la délétion de ce domaine cause une localisation aberrante de la furine (Bosshart et al, 

1994; Schafer et al., 199S). 

Par ailleurs, la furine peut aussi subir un autre clivage en amont de son domaine 

transmembranaire à un site encore inconnu. II a été proposé que cette furine soit sécrétée, 

pour ainsi maturer des substrats extracellulaires (Wise et al., 1990; Vidricaire et al., 1993; 

Vey et al., 1994 ). 

1.2.6 Les substrats de la furine 

La furine possède une grande variété de substrats. II est connu qu'elle reconnaît 

préférentiellement le site consensus Arg-X-Arg/Lys-Arg qu'elle clive de façon spécifique 

en C-terminale (Hosaka et al., 1991; Molloy et al., 1992). Cependant, une séquence 

minimale de reconnaissance Arg-X-X-Arg permet aussi le clivage de substrats par la furine, 

cependant avec une efficacité dix fois moins grande. (Klimpel et al., 1992; Molloy et al., 

1992; Hatsuzawa et al., 1992b ). Ce site minimal de reconnaissance augmente la diversité de 

substrats potentiels. 

Le tableau l donne un aperçu des substrats de la furine. Ainsi, la furine clive 

différents types de molécules précurseures telles que des facteurs et hormones de croissance 

(ex. le pro-TGF-JH), des récepteurs (ex. le pro-récepteur de l'insuline humaine), des 

protéines plasmatiques (ex. la pro-albumine humaine), des métalloprotéinases de la matrice 

(ex. la stromélysine-3), des glycoprotéine de l'enveloppe virale (ex. la protéine gpl60 du 

VIH), des exotoxines bactériennes ( ex. la toxine de la diphtérie) et encore d'autre substrats 

non classifiés comme la pro-furine, la pro-782 de la souris, etc. 



Tableau 1 : Proprotéines clivées par la furine 
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Cette capacité à cliver différents substrats confère un rôle multifonctionnel à la 

furine. Celle-ci, comme il en a déjà été question, joue un rôle dans la maturation de 

proprotéines impliquées dans le développement, mais mature aussi des substrats impliqués 

dans la coagulation sanguine, la régulation hormonale et dans la régulation de la 

synthèse/dégradation de la matrice extracellulaire. De plus, elle pourrait être impliquée 

dans différentes maladies telles que le sida ou la diphtérie, ou dans des maladies impliquant 

plusieurs substrats potentiels de la furine, telle que la polyarthrite rhumatoïde (hypothèse du 

laboratoire d'accueil). 

1.2.6.1 Substrats furine connus ou putatifs ayant été étudiés dans l'étude 

1.2.6.1.1 Le TGF-(31 

Le terme TGF-(3 ltransforming growth factor heta) a été attribué voilà environ 20 

ans aux protéines pouvant transformer le phénotype des fibroblastes non-néoplasiques de 

reins de rats, et pouvant induire la croissance indépendante de l'ancrage de fibroblastes de 

rats normaux en culture semi-solide (Todaro et al., 1980; Roberts et al, 1981). Trois 

isoformes du TGF-(3 sont exprimés chez les mammifères: (3 1, f32, (33 (Derynck et al., 1985; 

Madisen et al., 1988; Derynck et al., 1988). Le TGF-(31 est le prototype de la superfamille 

du TGF-(3 qui comprend plus de 30 membres dont les activines/inhibines, les BMPs (hone 

morphogenic nrotein), la sous-famille du TGF-(3, le produit du gène de la Drosophile 

decapentaplegic (dpp), la substance inhibitrice de Mullerian et encore d'autres qui sont 

groupées selon leur similarités structurelles et fonctionnelles (Centrella, 1994). 
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Au niveau moléculaire, le TGF-Pl est d'abord synthétisé sous la fonne de 

précurseur biologiquement inactif qui doit subir un clivage protéolytique afin de relâcher la 

fonne mature (figure 4). Il a été démontré dans le laboratoire du Dr Dubois que le pro-

TGF-P I possédant un poids de 55 kDa est clivé enzymatiquement par la furine en C-

tenninale de la séquence Arg275-His-Arg-Arg278 (Dubois et al., 1995; Dubois et al., 2001). 

Suite à ce clivage, la pro-région de 44 kDa et la forme mature de 12,5 kDa sont relâchés. Il 

y aura ensuite formation de liens disulfures entre 2 monomères de 12,5 kDa pour former un 

homodimère de 25 kDa biologiquement actif (Assoian et al., 1983; Gentry et al., 1988). 

Une fois actif, le TGF-Pl est alors impliqué dans l'induction de l'expression sa propre 

enzyme de conversion en stimulant l'expression du gène fur, formant ainsi une boucle 

d'amplification (Blanchette et al., 1997; Blanchette et al., 2001a; Blanchette et al., 2001b. 

La localisation du TGF-P, une cytokine pléitropique, et de ses récepteurs est 

ubiquiste. Le TGF-13 est impliqué dans l'embryogenèse et dans la régulation du cycle 

cellulaire au début de la phase Gl (Derynck, 1994). Il est aussi impliqué dans le régulation 

de l'hématopoïèse et dans l'induction de synthèse de composantes de la matrice 

extracellulaire (ECM) tels que la fibronectine, le collagène de type 1, le biglycan. D'autre 

part il régule à la baisse l'activité protéolytique responsable de la dégradation de la matrice 

(Gleizes et al., 1997). 

Au niveau immunitaire, ce dernier est produit par toutes les populations de 

leucocytes et il contrôle la différenciation, la prolifération et l'état d'activation de ces 

cellules. Il participe à la réponse inflammatoire en modulant l'expression des molécules 

d'adhésion et en fournissant un gradient chimiotactique attirant les leucocytes et les autres 

cellules impliquées dans l'inflammation, suggérant un rôle important dans la pathologie de 
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Arg-His-Arg-Are] 

Pré-pro-TGF-Pl Pro TGF- f3 55kDa n 
44KDa iWIP 12,5 kDa 

Mature n - 25 kDa 
s Bioactif 

Adapté de Dubois et al., 1995 

Figure 4. Maturation du TGF-Pl par la furine. 

Le TGF-Pl est produit sous une forme de précurseur inactif de 55 kDa appelé pré-pro-

TGF-Pl. Celui-ci doit subir un clivage protéolytique par la furine en C-terminale de la 

séquence de reconnaissance de la convertase Arg-His-Arg-Arg278 et ce, au niveau du Golgi. 

Ce clivage permet le relâchement de la forme mature monomérique de 12,5 kDa. Ensuite, 

la formation de liens disulfures entre deux monomères matures (12,5 kDa) mène à la 

formation du TGF-Pl bioactif de 25 kDa. 
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l'arthrite. Toutefois, il régule cette réponse en inhibant ces cellules activées (Wahl et al., 

1987; Fava et al., 1991; Letterio et al., 1998). 

L'inactivation du gène du TGF-~ chez les souris a montré l'évidence de son 

implication dans la régulation de la réponse immunitaire et dans l'inflammation puisque les 

souris développent des inflammations spontanées et meurent entre trois et cinq semaines 

suivant la naissance (Shull et al., 1992; Kulkami et al., 1993 ). 

1.2.6.1.2 Le PDGF AB 

Le PDGF est une molécule composée de deux chaines reliées par des ponts 

disulfures. Trois formes peuvent être retrouvées selon l'association des chaînes : le PDGF 

AA, le PDGF BB et le PDGF AB, cette dernière forme étant majoritaire. Les chaînes alpha 

et bêta du PDGF AB sont produites sous forme de précurseurs de 211 et 241 acides aminés 

respectivement (Betsholtz et al., 1986; Josephs et al., 1984). Ces chaînes sont ensuite liées 

pour donner lieu aux trois différentes formes. Ensuite le clivage protéolytique des deux 

chaînes résulte en la production du PDGF mature (figure 5) (Ôstman et al., 1988). La 

séquence en acide aminés des deux chaînes matures démontre que le clivage se fait en C-

terminale d'un site putatif de reconnaissance furine: chaîne A: 83RRK.R86
, chaîne B : 

77RGRR80 et 213RVRR216 (Ôstman et al., 1988; Betsholtz et al., 1986; Robbins et al., 1983; 

Beckmann et al., 1988; Bywater et al., 1988). Toutefois aucune preuve directe n'a démontré 

clairement l'implication de la furine dans la maturation de ces chaines. Cependant, des 

études dans le laboratoire du Dr Dubois indiquent qu'il y a absence de PDGF AB mature 

sécrété par les cellules Lovo, une lignée cellulaire ne produisant pas de furine active. La 

transfection de I 'ADN encodant la furine de type sauvage restaure la production de PDGF 
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Figure 5. Maturation du PDGF AB. 
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Les chaînes alpha et bêta composant le PDGF AB sont synthétisées sous forme de 

molécules précurseures inactives. Une fois entrées dans le réticulum endoplasmique, les 

chaînes précurseures forment des hétérodimères suite à la formation de lien disulfures. Les 

molécules sont ensuite acheminées au niveau de l'appareil de Golgi où elles subiront un 

clivages par la furine à chacun de leur site de reconnaissance de la convertase, pour 

finalement relâcher l'hétérodimère actif qui sera par la suite sécrété. 
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AB mature chez ces cellules, pennettant de proposer le PDGF AB en tant que substrat de la 

furine. 

Bien que les granules a représentent le réservoir principal du PDGF, ce dernier est 

également sécrété par les cellules endothéliales, les cellules vasculaires des muscles lisses, 

les monocytes et les macrophages activés et le fibroblastes (Kaplan et al., 1979; Dicorleto 

et Bowen-pope, 1983; Seifert et al., 1984; Shimokado et al., 1985; Heldin et Westennark, 

1999). 

Le PDGF possède plusieurs rôles biologiques. Les souris déficientes en chaînes B 

développent des malformations des reins avec absence de cellules mésengiales et des 

malformations des vaisseaux sanguin et du cœur. (Leveen et al., 1994; Soriano, 1994). Les 

souris déficientes en chaîne A démontrent des malformations aux alvéoles des poumons 

ressemblant à un phénotype d'emphysème grave et menant à la mort environ trois semaines 

suivant la naissance (Bostrom et al., 1996). 

Le PDGF joue aussi un rôle dans l'angiogénèse cardiaque (Edelberg, 1998). Il 

participe à la coagulation sanguine en tant que régulateur négatif de l'agrégation 

plaquettaire (Vassbotn et al., 1994) et dans l'hémostase en participant à la maintenance de 

la pression des fluides interstitiels (Rodt et al., 1996). 

Par ailleurs, il participe à l'initiation de la cicatrisation en agissant comme agent 

chimioattractant, puis il stimule les macrophages à produire et à sécréter d'autres facteurs 

de croissance impliqués dans ce phénomène (Ross et al., 1986). De plus, il stimule la 

production de protéines de la matrice telle que la fibronectine (Blatti et al., 1988; Sarkissian 

et al., 1998). 
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Au niveau de la genèse de la PR, nous avons vu qu'il agit en tant qu'agent 

mitogène en activant la prolifération des fibroblastes résultant en un phénotype de cellules 

tumorales (Lafyatis et al., 1989a). Ceci contribue ainsi à l'hyperplasie de la membrane 

synoviales et par conséquent à la formation du pannus (Feldmann et al., 1996b). 

1.2.6.1.3 La MTl-MP 

La description des substrats de la furine mène à discuter de 4 MMPs ayant attiré 

notre attention lors de cette étude étant donné leurs implications majeures dans la PR. Ces 

enzymes sont des endoprotéases dépendantes du zinc et du calcium aptes à dégrader 

plusieurs composantes de la matrice extracellulaire (MEC). 

La première métalloprotéinase abordée diffère des autres enzymes de ce groupe 

puisqu'elle n'est pas sécrétée, étant plutôt transmembranaire. Il s'agit de la MTI-MMP 

(Membrane type l Matrix Metalloproteinase) ou MMP-14. Elle fait partie d'un sous-groupe 

de MMPs, les MT-MMPs comportant 6 membres à ce jour (Pei, 1999b ). 

Au niveau de sa structure (figure 6), la MTI-MMP possède un peptide signal, un 

domaine pro possédant une séquence hautement conservée PRCGXPD qui aide à stabiliser 

le zymogène dans un état catalytique inactif, un domaine catalytique contenant des sites de 

liaisons au zinc et au calcium qui sont nécessaires à l'activité catalytique de l'enzyme et un 

domaine hémopexin (Woessner,1991; Birkedal-Hansen et al., 1993). La présence d'une 

queue cytoplasmique et d'un domaine transmembranaire la distingue des autres MMPs 

(Sato et al., 1994) en excluant les MT-MMPs (Will et Hinzmann, 1995; Takino et al., 1995; 

Puente et al., 1996; Pei, 1999a, b ). Une autre particularité des MT-MMPs est la présence 

d'un site de reconnaissance furine à l'extrémité carboxyle du domaine pro. Il a ainsi été 
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Figure 6. Représentation schématique de la MTl-MMP. 
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La MTl-MMP possède un peptide signal, un domaine pro contenant le motif hautement 

conservé PRCGXPD qui sert à stabiliser la molécule dans un état catalytique inactif. De 

plus, l'extrémité C-terminale de ce propeptide contient une séquence de reconnaissance par 

la furine Arg-Arg-Lys-Argrn permettant à la convertase de cliver la molécule afin de la 

rendre active. Elle possède aussi un domaine catalytique comprenant les sites de liaison au 

zinc et au calcium ainsi qu'un domaine hémopexin. La présence du domaine 

transmembranaire et de la queue cytoplasmique différencie les MT-MMPs (dont la MTl-

MMP) des autres métalloprotéinases. 
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suggéré que les MT-MMPs soient synthétisées sous fonne de précurseurs (63 KDa) qui 

nécessitent un clivage endoprotéolytique à l'extrémité C-tenninale du motif de 

reconnaissance furine (Sato et al., 1999). La furine a d'ailleurs été démontrée, in vitro 

comme étant responsable de ce clivage, libérant une fonne mature de 60 KDa (Pei et 

Weiss, 1996; Sato et al., 1996; Imai et al., 1996; Yana et Weiss, 2000). De plus, 

l'implication de la furine dans l'activation de la MTl-MMP a été observée de façon 

endogène, chez les cellules HT1080 ainsi que chez les fibroblastes du col utérin humain 

(Maquoi et al., 1998; Sato et al., 1999). Toutefois, le groupe de Sato et al., a démontré que 

la furine n'était pas impliquée dans la maturation de la MTl-MMP chez les fibroblastes du 

denne des lapins. Cette controverse, pennet de suggérer que l'implication de la furine dans 

le processus d'activation de la MTl-MMP puisse dépendre des types de cellules impliquées 

(Sato et al., 1999). 

Une fois activée, la MTl-MMP peut être impliquée dans la maturation/activation 

de deux autres MMPs: la MMP-2 (Sato et al., 1996; Kinoshita et al., 1996; Will et al., 

1996) et la MMP-13 (Knauper et al., 1996; Cowell et al., 1998). De plus, la MTl-MMP 

peut digérer plusieurs composantes de la matrice extracellulaire telles que le collagène de 

type I, Il et m, la fibronectine, la vitronectine, le protéoglycan, et la gélatine (Pei et al., 

1996; Ohuchi et al., 1997; d'Ortho et al., 1997), lui suggérant un rôle dans le remodelage de 

la matrice. Cette hypothèse a été appuyée par le groupe de Holmbeck qui ont inactivé le 

gène encodant pour la MTl-MMP chez la souris. Ces souris souffrent de dimorphisme 

crâniofacial, d'arthrite, d'ostéopénie, de nanisme et de fibrose des tissus conjonctifs lâches 

dû à l'absence d'activité collagénolytique qui est essentielle dans le remodelage des tissus 

squelettiques et des tissus conjonctifs extra-squelettiques (Holmbeck et al., 1999). Ainsi, 
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ces résultats illustrent la nécessité du remodelage de la matrice par la MTI-MMP pour le 

développement et le maintien adéquat des tissus associés au squelette. 

1.2.6.1.4 La MMP-2 

La seconde métalloprotéinase ayant été étudiée dans le cadre de ma maîtrise est la 

MMP-2 ou gélatinase A (figure 7 A). Cette MMP présente une structure de base similaire 

aux membres de la familles des MMPs et possède en plus trois domaines contigus de 

liaison à la fibronectine de type 2 insérés dans le domaine catalytique. Contrairement à la 

majorité des MMPs qui subissent une autoprotéolyse afin de devenir actives, la gélatinase 

A peut être activée à l'aide de la MTI-MMP. Chez certains types cellulaires, la MTl-MMP 

clive la pro-MMP-2 de 72 KDa en une forme intermédiaire de 64 K.Da. Une autoprotéolyse 

s'ensuit permettant d'acquérir la forme active (62 kDa). Une redondance entre les MT-

MMPs existe puisque la MT2-MMP et la MT3-MMP peuvent également cliver la 

gélatinase A de la même façon (Sato et al., 1997). D'autres activateurs de la MMP-2 sont 

connus. La protéine C pourrait activer directement la gélatinase A (Nguyen et al., 2000) de 

façon indépendante de la MTl-MMP. La thrombine pourrait elle aussi activer la MMP-2 

cependant deux groupes de chercheurs sont arrivés à des conclusions controversées au sujet 

du mode d'activation. Le groupe de Nguyen et al. stipule que l'activation de la MMP-2 par 

la thrombine chez les cellules HUVEC se fait indépendamment de la MT 1-MMP, 

puisqu'une forme active de MMP-2 de 59 KDa est observée en présence de phénantroline, 

un inhibiteur des métalloprotéinases (Nguyen et al., 1999). Le groupe de Lafleur et al. ont 

aussi démontré que la thrombine était impliquée dans la maturation de la MMP-2 des 

cellules HUVEC en bloquant cette maturation en présence d'hirudine, un inhibiteur 
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spécifique de la thrombine. Toutefois, l'utilisation d'inhibiteurs des métalloprotéinases (la 

phénantroline, le 8894, le 883113, la TIMP-2 et la TIMP-4) bloque l'activation de la 

MMP-2 induite par la thrombine. Ainsi, ce groupe d'auteurs suggère que l'activation de 

cette métalloprotéinase par la thrombine se fasse de façon dépendante de la MTl-MMP 

(Lafleur et al., 2001 ). Finalement, ces résultats contradictoires suggèrent que le mécanisme 

d'activation de la MMP-2 par la thrombine nécessite d'être étudié plus en détails. 

Le modèle d'activation de la MMP-2 par la MTl-MMP est celui qui a été le plus 

étudié jusqu'à présent (figure 7 8). Cette activation se fait au niveau de la membrane 

cellulaire et implique la TIMP-2 (!issue inhibitor of metallogroteinase). D'abord, 

l'extrémité N-terminale de la TIMP-2 lie le site actif de la MTl-MMP qui est exprimée à la 

surface cellulaire et qui joue un rôle de récepteur (Butler et al., 1998). 

Ensuite, la région C-terminale de la TIMP-2 lie le domaine hémopexin de la pro-MMP2 

(Strongin et al., 1995; Butler et al., 1998; Femandez-Catalan et al., 1998; Zucker et al. 

1998; Hemandez-8arrantez et al., 2000; Toth et al., 2000). Ce complexe tertiaire 

permettrait l'association de la pro-MMP-2 avec la MTl-MMP membranaire (non liée à une 

TIMP-2) qui cliverait le lien peptidique entre l'asparagine 37 et la leucine en position 38 de 

la pro-MMP2 (Atkinson et al., 1995). Par la suite, le passage de la forme intermédiaire à la 

forme active se ferait par autoprotéolyse du lien peptidique entre les acides aminés Asn80 et 

Tyr81 (Nagase et al., 1992; Strongin et al., 1993). Ainsi, l'activation de la pro-MMP-2 se 

fait à de faibles concentrations de TIMP-2 permettant la présence de MTl-MMP libre afin 

que celle-ci soit disponible pour activer la pro-MMP-2 (Jo et al., 2000). 

La localisation de la MMP-2 a été démontrée initialement à la surface de 

membrane plasmiques de cellules cancéreuses du pancréas humaines (Zucker et al., 1990) 



Figure 7. Structure et modèle d'activation de la MMP-2. 

La structure de la MMP-2 illustrée à la figure 7 A contient un domaine pro, un domaine 

catalytique, un domaine de liaison au zinc, ainsi qu'un domaine de liaison à la gélatine et 

finalement un domaine hémopexin. Cette métalloprotéinase est synthétisée sous une fonne 

précurseur qui est clivé en C-terminale de son domaine pro au site Asn37 pour donner une 

forme intennédiaire. Par la suite, une autoprotéolyse au site Asn80 lui permet d'acquérir une 

fonne active. Le modèle d'activation de la MMP-2 peut être observé en B. Ainsi 

l'extrémité N-tenninale de la TIMP-2 lie le site actif de la MTI-MMP exprimée à la 

surface cellulaire. La région C-terminale de la TIMP-2 lie le domaine hémopexin de la Pro-

MMP-2. Le complexe permet l'association de la pro-MMP-2 avec une MTI-MMP libre qui 

clive le domaine pro, relâchant une forme intermédiaire de MMP-2. Finalement, 

l'autoprotéolyse survient, relâchant la MMP-2 active. 
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et des synoviocytes de type B de patients arthritiques (Okada et al., 1992). Elle a été par la 

suite retrouvée dans la plupart des tissus conjonctifs non enflammés, ce qui suggère un rôle 

dans le remodelage de la matrice (Beranger et al., 1994; Rodgers et al., 1994; Tournier et 

al., 1994; Creemers et al. 1998) étant donné sa capacité de dégrader une grande variété de 

composantes de la matrice telles que le collagène de type I, IV, V, VII, XI, le collagène 

dénaturé, l'élastine, le protéoglycan, la laminine et la fibronectine (Zucker et al., 1990; 

Woessner, 1991; Matrisian, 1992; Stetler-Sevensen, 1993). De plus, elle joue un rôle dans 

la coagulation en stimulant l'agrégation des plaquettes (Sawicki et al., 1997). 

Durant le développement embryonnaire de la souris, les MT-MMPs, la TIMP-2 et 

la gélatinase A sont coexprimées dans les ostéoblastes des os en développement tels que de 

la mandibule, le maxillaire supérieur, le crâne, les côtes les fémurs ainsi que dans les 

chondrocytes des côtes et des fémurs. Elles sont aussi détectées au niveau du cœur et de 

l'intestin. De plus, la MMP-2 se retrouve sous forme active dans ces tissus (Kinoh et al, 

1996). Ces résultats indiquent que le système MT-MMP-gélatinase A joue un rôle 

important dans le remodelage des tissus durant l'organogenèse. Par ailleurs, la MMP-2 

active et la MTI-MMP sont aussi colocalisées au niveau de la matrice extracellulaire de 

patients souffrant d'ostéoarthrite, au niveau du pannus des patients arthritiques (Konttinen 

et al., 1998) et dans de nombreux tissus tumoraux tels que les tumeurs du poumon, de 

l'estomac, du colon et du sein. Ceci suggère que la MMP-2 et la MTl-MMP jouent un rôle 

important dans le développement du cancer et de l'arthrite. 
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1.2.6.1.5 La T ACE et les agrécanases 

La TACE et les agrécanases sont d'autres membres d'intérêt de la famille des 

MMPs, puisqu'elles sont des substrats potentiels de la furine et qu'elles sont impliquées 

dans la pathologie de la polyarthrite rhumatoïde (figure 8). 

Tel que son nom l'indique, la TACE (INF jlpha fonverting ~nzyme) ou ADAM-

17 est l'enzyme de conversion du TNFa (Black et al., 1997; Moss et al., 1997). Cette 

enzyme appartient à la famille des ADAMs !!isintegrin ~d metalloproteinase) qui fait 

partie de la superfamille des metzincines regroupant les métalloprotéinases dépendantes du 

zinc (Stocker et al., 1995). Le clonage de cette enzyme a permis d'analyser sa composition 

en acide aminés et celle-ci démontre un site de reconnaissance de type furine 211 RVKR214 

entre le domaine pro et catalytique (figure 8 A) (Black et al., 1997, Moss et al., 1997). 

L'implication de la furine dans la maturation de la TACE demeure hypothétique 

(Schlondorff et al., 2000). Toutefois, des études dans le laboratoire du Ore Dubois utilisant 

des cellules LoVo, déficientes en furine active, ont démontré que la maturation de la TACE 

n'était que partielle en absence de furine. La complémentation génétique des cellules LoVo 

avec la furine sauvage induit la maturation complète de la TACE. De plus, d'autre 

convertases seraient impliquées dans la maturation de la TACE puisque l'utilisation 

d'inhibiteurs résulte en une diminution de la maturation de façon plus importante que celle 

observé en absence de furine seulement. Le clivage in vitro de peptide contenant le site de 

clivage de la T ACE par la furine et PC2 confirme cette hypothèse. 

La T ACE induit la relâche du TNFa membranaire (Black et al., 1997) et comme lu 

précédemment, celui-ci joue un rôle majeur dans l'inflammation des patients arthritiques 



Figure 8. Représentation de la structure de la TACE/ADAM17 et des agrécanues 1 et 

2 humaines (ADAMTS-4 et ADAMTSA-S/ADAMTS-11). 

La T ACE et les agrécanases partagent des domaines similaires. Ainsi elles possèdent un 

peptide signal et un domaine pro qui pourrait potentiellement être clivé par la furine en C-

tenninale de leur domaine pro: RVKR2I4 pour la TACE, RAKR2I2 et RRRR261 pour 

1 'agrécanase 1 et 2 respectivement. Elles ont aussi un domaine catalytique comprenant un 

site de liaison au zinc et un domaine de type désintégrine. Les structures différenciant la 

TACE sont la présence d'une région riche en cystéine, un domaine de type EGF, un 

domaine trans-membranaire et une queue cytoplasmique. Les agrécanases, quant à elle, 

possèdent un domaine thrombospondin de type 1 (tsp). De plus, l'agrécanase-2 possède 

également un sous domaine thrombospondin. 
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(Feldmann et al., 1996a). Ainsi, la maturation de la TACE par la furine pourrait avoir un 

impact dans le développement de la polyarthrite rhumatoïde. 

La dernière classe de MMPs comprend les agrécanases dont les gènes ont été 

récemment clonés. Jusqu'à ce jour, deux membres faisant partie de la famille des ADAMTS 

(ADAM with !hrombo§J)Ondin motif) sont connus: l'agrécanase-1 (ADAMTS-4) et 

l'agrécanase 2 (ADAMTS-11 ou ADAMTS-5) (Tortorella et al., 1999; Abbasz.ade et al. 1999). 

Au niveau de la structure (figure 8 B), elles possèdent une séquence signale, un domaine pro et 

catalytique, un domaine de liaison aux intégrines et un domaine COOH comprenant un motif 

thrombospondin qui est nécessaire à la reconnaissance de l'agrécan. (Tortorella et al., 1999; 

Abbaszade et al., 1999; Tortorella et al., 2000b). De plus, elles présentent un motif de 

reconnaissance furine à la jonction du domaine pro et du domaine catalytique : ADAMTS-4 : 

208RAKR212 et ADAMTS-5: 257RRRRR261 • L'agrécan est une composante importante du 

cartilage qui pennet la résistance à la pression mécanique. Nous avons vu précédemment que 

des néoépitopes formés suite au clivage de l'agrécan par les agrécanases sont observés dans le 

liquide synovial ainsi qu'au niveau de la matrice des articulations des patients arthritiques. Par 

ailleurs, l'agrécan est la première composante de la matrice dont la perte est mesurable et qui 

mène à la perte de fonction du cartilage. (Tortorella et al., 2000a). 

Bien que la furine ne soit pas impliquée dans la maturation de toutes les molécules 

participant dans la pathologie de la polyarthrite rhumatoïde, les informations disponibles 

laissent croire qu'elle powtait maturer des substrats qui se trouvent au début de cascade la 

d'activation, participant ainsi à l'établissement et à la perpétuation de la maladie. La figure 9 

résume l'implication potentielle de la furine dans le développement de la polyarthrite 

rhumatoïde. 



Figure 9. Résumé de l'implication potentielle de la furine dans le développement de la 

polyarthrite rhumatoide. 

La furine pourrait être impliquée dans l'hyperplasie de la membrane synoviale et la 

formation du pannus, dans l'inflammation et dans la dégradation de la matrice selon la 

maturation/activation des substrats participant activement à ces événements. 
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1.3 L'alpba1-aatitrypsine PDX, un inhibiteur puiss•t de la furine 

La caractérisation des convertases a mené à la conception de nombreux inhibiteurs 

de ces protéases. Le groupe de Thomas et al. a généré un inhibiteur de type protéique 

spécifique à la furine, nommé alpha1-antitrypsine PDX (a1-PDX). Par mutagenèse dirigée, 

la séquence du site actif Ala355-Ile-Pro-Met358 de l'a1-antitrypsine a été remplacée par la 

séquence Arg355-Ile-Pro-Arg358
, générant un site consensus de reconnaissance (Anderson et 

al., 1993). L'a1-antitrypsine de type sauvage est un inhibiteur physiologique de l'élastase 

qui fait partie de la famille des serpines. (Perlmutter et al., 1989). La substitution limitée 

des acides aminés de l'a1-antitrypsine a permis à l'a1-PDX de conserver les propriétés 

biochimiques des serpines (Dufour et al., 1998). Ainsi, l'inhibition des substrats se fait suite 

à la formation d'un lien stable entre deux résidus d'acides aminés qui sont situés dans le 

site actif de chacune des molécules. Ceci mène à la formation rapide d'un complexe 

irréversible qui est résistant à la chaleur et aux autres agents dénaturants. L'a1-PDX est 

considéré comme un inhibiteur suicide étant donné que sa liaison au substrat (furine) 

résulte soit en sa protéolyse, soit en la production d'un complexe SOS-stable qui inhibe 

l'activité enzymatique (Dufour et al., 1998; Jean et al., 1998). Le groupe de Benjannet et al. 

a démontré que l'a1-PDX progresse dans la voie de sécrétion constitutive et qu'il est 

localisé majoritairement dans le TGN sous une forme de 64 kDa. Toutefois, une forme de 

56 kDa a été observée dans les vésicules de sécrétions (Benjannet et al., 1997). 

Des études in vitro ont démontré que l'a1-PDX est un inhibiteur puissant de la 

furine avec une Ki de 0,6 nM. Il inhibe aussi la PC6B de façon moins importante, avec une 



44 

Kï de 2,3 nM (Jean et al., 1998). De plus, cet inhibiteur est incapable d'inhiber l'élastase 

qui est le substrat naturel de l'a,-antitrypsine de type sauvage (Anderson et al., 1993). 

Par conséquent, la stabilité, la sélectivité ainsi que l'efficacité de l'a1-PDX 

suggèrent que cet inhibiteur puisse être utilisé comme agent thérapeutique afin de contrer 

l'activité de la furine. 

1.4 La thérapie génique 

Les recherches récentes sur la polyarthrite rhumatoïde ont permis de découvrir que 

certains facteurs tels des cytokines et enzymes de dégradation sont surexprimés lors de la 

pathologie. Des thérapies utilisant des protéines inhibitrices de ces agents en surexpression 

sont présentement offertes. Par exemple, l'injection d'anticorps neutralisant le TNFa 

résulte entre autres en une diminution des cytokines pro-inflammatoires (Maini et al., 1997). 

Toutefois, ces traitements requièrent des administrations répétées due à la courte demi-vie 

et ce, sur une longue période de temps. Également, la production d'anticorps par exemple, 

est très coûteuse et l'immunogénicité semble diminuer l'efficacité dans le temps. Par 

ailleurs, ces agents thérapeutiques doivent être injectés à des concentrations élevées, 

induisant parfois des effets secondaires tel que l'auto-immunité humorale (Robbins et al., 

1998; Charles et al., 2000). 

En plus de contrer les aspects négatifs de la courte demi-vie des protéines 

thérapeutiques, la thérapie génique pourrait permettre la biodisponibilité des molécules 

thérapeutiques de façon spécifique dans les tissus cibles (Pap et al., 2000; Evans et 

Robbins, 1999; Ghivizzani et al., 2001). Il existe différents vecteurs viraux (rétrovirus, 

adénovirus, virus de l'herpès simplex et les virus adéno-associés) et non viraux (liposomes) 
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pouvant être utilisés pour délivrer des gènes thérapeutiques par des approches in vivo ou 

ex-vivo. Nous avons choisi de travailler avec ('adénovirus. Les avantages de ce système 

sont : l'obtention de titres élevés lors de la production des virus, la capacité de modifier leur 

génome afin de les rendre non réplicatifs, leur expression transitoire dans les cellules et la 

capacité d'infecter des cellules en division ou au repos (Go/G1) (Lewis et mathews, 1980; 

Robbins, 1998; Evans et Robbins., 1999). Toutefois, les adénovirus sont immunogéniques. 

Ainsi il est impossible d'envisager un traitement répété. Afin de résorber ce problème, une 

deuxième génération d'adénovirus a vu le jour contenant une délétion en E4 en plus de 

celles en E 1 et E3 afin de les rendre moins immunogènes, puis une troisième génération a 

été crée en délétant tous les gènes viraux, appelée "gutted vector ou null virus". Ainsi, 

certains groupes affirment que l'utilisation d'un virus de seconde génération atténue les 

effets de réponses immunes par l'hôte, et par conséquent diminue la toxicité et prolonge la 

présence du transgène in vivo (Wang et al., 1997 ; Ji et al., 1999 ; Qian et al., 2001). 

Toutefois il a été proposé que la délétion de la région E4 (vecteur de 3c génération) soit 

responsable de la diminution plus rapide de l'expression du transgène (Wen et al., 2000; 

Andrews et al., 2001). Bien que les résultats obtenus avec ces nouvelles générations de 

virus semblent prometteurs, d'autres études doivent toutefois être réalisées afin de prouver 

leur potentiel pour des fins de traitement chez les humains. 

Même s'il n'est pas encore prouvé que ces virus seraient sécuritaires pour fin de 

thérapie génique chez l'humain, ces vecteurs sont de merveilleux outils de recherche pour 

le travail chez les modèles animaux. En effet, lorsqu'il est important de prouver 

l'implication d'une protéine dans un mécanisme ou une maladie donnée, ils peuvent 
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permettent la surexpression de la protéine dans un tissu ciblé ou de façon systémique. Donc 

ils demeurent un outil fort utile au développement de concepts. 

l.S Objectifs et pertinence de recherche 

Il a été mentionné précédemment que la furine est responsable de la maturation de 

plusieurs substrats impliqués dans la pathologie de la polyarthrite rhumatoïde dont certains 

facteurs de croissance (TGF-JJl, PDGF AB) et des métalloprotéinases (MTI-MMP, MMP-

3, TACE et agrécanases). Afin de vérifier l'implication de la furine dans la polyarthrite 

rhumatoïde, un modèle d'arthrite induite par le collagène chez le rat a été développé dans 

notre laboratoire. Ainsi, des résultats préliminaires suggèrent quel' ARNm de la furine soit 

augmentée chez des membranes synoviales prélevées des rats arthritiques (Riendeau, 

2000). Afin de vérifier l'impact de la furine dans le développement de la pathologie, un 

système adénoviral encodant l'ADNc de l'a,-PDX, un inhibiteur de la furine, a été 

construit et caractérisé chez les cellules 293. 

Ainsi, les objectifs de mon projet de maîtrise consistaient 1) à vérifier la capacité 

d'infection de l'adénovirus AdTRSPDX ainsi que la production de la protéine a 1-PDX chez 

les synoviocytes en culture primaire; 2) à détenniner l'impact de l'inhibition de la furine 

sur la maturation des substrats TGF-JJI, PDGF AB et MTI-MMP/MMP-2 produits par les 

synoviocytes; 3) à démontrer la fonctionnalité du système adénoviral in vivo, chez des rats 

arthritiques; 4) à démontrer que le système d'expression était modulable in vivo; et 5) à 

vérifier l'effet de l'inhibition de la furine dans le développement de l'arthrite induite au 

collagène chez le rat. 
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2. MATiRIEL ET MÉTHODES 

2.1 Culture primaire de synoviocytes de type B 

Les rats Lewis femelles (100-124 gr) (HARLAN SPRAGUE DAWLEY INC., 

Indianapolis, IN, USA) ont été sacrifiés et les corps adipeux infra-patellaires (figure 10) 

recouvrants les membranes synoviales ont été prélevés et déposés dans des pétris contenant 

de la saline tamponnée au phosphate (PBS 1 X ; 140 mM NaCl, 2,68 mM KCl, 8, 1 mM 

Na2HPO4, 1,47 mM KH2PO4, pH 7,4) en présence de 1% d'antibiotique "Pen-Strep" (100 

U de pénicilline et 0,1 mg/ml de streptomycine (SIGMA, Oakville, ON, CAN)). Ils ont été 

lavés dans le PBS IX contenant 1 % de "Pen-Strep" pendant 20 minutes sur la glace. 

Ensuite, ils ont été coupés en morceaux fins et digérés dans 2 µg/ml de collagénase de type 

IV (SIGMA) dissoute dans du PBS IX contenant 1 % de "Pen-Strep" et incubés pendant 2 

heures à 37°C en présence de 5% de CO2• Ensuite, les morceaux de tissus ont été 

centrifugés pendant 10 minutes à 172 x g puis les culots ont été resuspendus dans du milieu 

DMEM-Fl2 ("Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutriment Mixture F-12 (HAM) 

(1 :l)"; GIBCO BRL, Burlington, ON, CAN) contenant: 20% de sérum de veau fœtal (FBS 

; BIO-MEDIA Canada, Drummondville, QC, CAN), 2 mM de L-glutamine (GIBCO BRL), 

40 µg/ml de gentamicine ("GARAMYCIN"; SCHERING CANADA INC, Pointe-Claire, 

QC, CAN), 1 % de "Pen-Strep" et incubés à 37°C en présence de 5% de CO2• Après deux 

semaines de culture, l'ajout de la solution de "Pen-Strep" a cessé et la concentration en 

sérum a été diminuée à 10%. Par visualisation au microscope inversé, une population 

homogène de cellules de type fibroblastique a été observée. Des études antérieures utilisant 

cette méthode de mise en culture ont démontré par microscopie électronique, par 
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La membrane synoviale en rouge, tapisse les surfaces cartilagineuses et est recouverte d'un 

corps gras, le corps adipeux infra-patellaire. 
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ingestion de billes de latex et par marquage non spécifique d'estérase, qu'après 7 à 10 jours 

de culture, seuls les synoviocytes de types B poussent en culture, avec un taux d'impureté 

inférieur à 0, 1 % (Lafyatis et al., 1989a; Krey et al., 1976; Klippel et Dieppe, 1998). 

2.2 Vecteun adénoviraux 

Les vecteurs utilisés pour la production des protéines d'intérêt dans cette étude 

sont des adénovirus recombinants humains de type 5 qui ont été construits lors d'un projet 

de maîtrise antérieur (Bouchard, 2000). La possibilité de réplication des virus est empêchée 

par la délétion des régions ElA et EIB. La région E3 a aussi été délétée afin de permettre 

l'insertion de gène dans le génome viral. Ainsi, la séquence codant pour l'ADNc de l'a1-

PDX ou la furine a été insérée dans le site de clonage multiple du plasmide de transfert 

pAdTR5-DC-GFP et placée dans une cassette d'expression dicistronique contenant le gène 

rapporteur de la protéine verte fluorescente (GFP). Cette cassette d'expression est sous le 

contrôle du promoteur CMV (cytomegalovirus) modifié afin de le rendre régulable à la 

tetracycline (voir ci-dessous). Les virus ont été construits in vitro par recombinaisons 

homologues dans des cellules 293. Ils ont ensuite été amplifiés et resuspendus dans du 

milieu DMEM contenant 5% de FBS, 2 mM de L-glutamine et 40 µg/ml de gentamicine. 

Une partie des virus a aussi été purifiée par gradient de chlorure de césium puis les sels ont 

été éliminés par dialyse en utilisant un tampon de purification (Tris 10 mM, pH 7,4, 1 mM 

MgCli, 10% glycérol). 

Afin de produire le transactivateur nécessaire à l'induction de la transcription des 

gènes a,-PDX (ou furine) et GFP, un adénovirus, le AdCMVtTa, fournit par Docteur 

Bernard Massie est utilisé. Cet adénovirus possède les mêmes caractéristiques que le virus 
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décrit plus haut, cependant il ne contient pas de cassette d'expression dicistronique et il 

n'exprime pas la GFP. Le transactivateur (tTa) est produit de façon constitutive sous le 

contrôle du promoteur CMV. Il possède une forte affinité pour la tetracycline ou un 

analogue, la doxycycline. Lorsque l'antibiotique est présent, le tTa se lie à ce dernier et 

change de conformation. Ceci résulte en une perte d'affinité du tTa pour le promoteur 

CMV modifié, et par conséquent, la transcription des gènes d'intérêts est bloquée. Ainsi, 

cinq virus ont été utilisés lors de cette étude soit I' AdTRSGFP et I' AdCMVGFP qui servent 

de virus contrôles négatifs, les virus AdTRSPDX et l'AdTR5FUR, qui sont identiques à 

l'AdTRSGFP, mais qui encodent en plus l'ADNc de l'a,-PDX et de la furine 

respectivement. Finalement, le virus AdCMVtTa sert à produire le transactivateur. 

Les titres des virus encodant la GFP (AdTR5GFP, AdTR5FUR, AdTR5PDX et 

AdCMVGFP) ont été évalués par la méthode de titration au cytofluorimètre développée par 

le groupe du docteur Massie (Massie et al., manuscrit en rédaction). Ainsi, un nombre 

donné de cellules 293S-tT A ont été infectées par différentes dilutions de la suspension 

virale à titrer puis le pourcentage de cellules infectées a été analysé en fonction de la 

dilution utilisée. À l'aide de la formule statistique de la Loi de Poisson, Pr (Y>O,N) = 1-

exp (-N) où N = espérance d'un nombre donné d'événements dans un domaine donné (MOI 

= virus exprimant la GFP (gtu)/cellule), Y= observation d'un nombre donné d'événements 

dans un domaine donné(% de cellules infectées), il a été possible de tracer le graphique de 

-ln(l-Y) en fonction de V/Cà partir des valeurs connues: le nombre de cellules (C) et le 

pourcentage de cellules infectées pour chaque dilution de virus (V). Le titre viral a été 

obtenu par le calcul de la pente de la droite. Ainsi, 1 X 106 cellules 293S tTA ont été 

déposées tôt dans la matinée dans les puits d'une plaque à six puits et infectées en fin de 
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journée avec différentes dilutions de la suspension virale à titrer. Les dilutions ont été faites 

en série dans un volume final de 9 ml de DMEM soit l X 10·3, 3,33 X I0-4, 1,11 X 10"4, 3,7 

X 10·5, 1,23 X 10·5, 4,11 X 10-6, 1,37 X 10-6. Le milieu de culture a été retiré des puits et l 

ml de chacune des dilutions a été ajouté en triplicata aux cellules pour l'infection. Vingt-

quatre heures suivant l'infection, la fluorescence des cellules a été analysée au 

cytofluorimètre selon la méthode décrite plus haut. 

Étant donné que le virus AdCMVtTa n'exprime pas la GFP, celui-ci a été titré par 

la méthode de plage de lyse de cellules infectées en milieu semi-solide. D'abord, 3 X 105 

cellules 293A ont été ensemencées, en fin de journée, dans des pétris de 60 mm dans du 

milieu DMEM contenant 5% de FBS. Le lendemain matin, le milieu des cellules a été 

enlevé et celles-ci ont été infectées en triplicata avec l ml des différentes dilutions de la 

suspension virale à titrer. Les dilutions ont été faites en série dans un volume final de 5 ml 

de DMEM soit l X 10"6, l X 10"7, l X 10·8, l X 10·9, 1 X 10·10 et 1 X 10·11 • Suite à une 

incubation de 90 minutes à 37°C, les suspensions virales ont été enlevées, les cellules ont 

été asséchées puis 5 ml de milieu contenant 5% de FBS et l % d'agarose ("Sea Plaque 

Agarose"; MANDEL SCIENTIFIQUE COMPANY, Guelph, ON, CAN) a été ajouté aux 

cellules. Les pétris ont été laissé 15 minutes à la température ambiante afin de permettre la 

coagulation de l'agarose, puis ils ont été incubés à 37°C jusqu'à l'apparition de plage de 

lyse, soit environ 7 à 15 jours. Afin de calculer le titre de la solution virale, les pétris 

présentant entre l O à l 00 plages de lyse ont été choisis. Ces plages ont été comptées et la 

moyenne des 3 pétris a été faite. Afin d'obtenir le titre en pfu/ml, le nombre de plage de 

lyse a été multiplié par la dilution des pétris utilisés et divisé par le volume de la dilution 

ayant servi à l'infection. 
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2.3 Infection des synoviocytes 

Selon le type d'analyse en vue, 500 000 cellules ont été distribuées dans des 

plaques de 6 puits (tests d'ELISA et analyses de cytofluorométrie) ou 2,5 Xl06 cellules ont 

été déposées dans des pétris de 10 cm de diamètre (analyses d'immunobuvardage) dans du 

milieu DMEMF12 contenant 10% de FBS. Lorsque les cellules ont adhérées à la paroi, le 

milieu a été enlevé, les cellules ont été rincées au PBS lX et les virus, dilués dans du milieu 

HSFM ("Hybridoma Serum Free Medium"; GIBCO BRL), ont été déposés sur les cellules. 

L'infection s'est effectuée dans un volume total de milieu HSFM de 600 µI pour les 

plaques de 6 puits et dans 2,4 ml pour les pétris de l O cm. Les cellules ont été infectées à 

des MOI (Multiplicity Qf Infection) croissantes d'AdTRSPDX (variants de 0 à 250) et à une 

MOI de 50 d' AdCMVtTa. Le virus AdTR5GFP, qui sert de virus contrôle, a aussi été 

utilisé pour compléter l'infection à une MOI finale de 300. Les plaques ou pétris ont ensuite 

été déposées sur un balancier dont le mouvement a été réglé à 6 balancements par minute. 

Après huit heures d'incubation, les cellules ont été rincées au PBS IX. Le milieu HSFM a 

été ajouté dans chaques puits à l ml/puits alors que pour les pétris de 10 cm, 4,2 ml ont été 

ajoutés. Les cellules ont été incubées de nouveau pour une durée d'infection total de 48 

heures. Toutes les incubations ont été faites à 37°C en présence de 5% de CO2• 

2.4 Analyse des protéines par immunobuvardage 

A la fin de l'infection, les lysats cellulaires ont été préparés de la façon suivante : 

les surnageants ont été prélevés, les cellules ont été lavées au PBS l X et décollées en 
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utilisant une solution de trypsine (0.05% de trypsine (GIBCO BRL), 136 mM NaCl, 2,68 

mM KCL, 8,1 mM Na2HPO4, 1,47 mM KH2P04 et 0,5 mM EOTA disodique (SIGMA)). 

Par la suite, elles ont été resuspendues dans le tampon de lyse (50 mM NaPP, 10 mM 

Na3VO4, 100 mM NaF, 10% NP-40 et 10% de coktail d'inhibiteur de protéine ("Mini 

Complete Protease Inhibitor Cocktail"; ROCHE, Laval, QC, CAN)). 

Les lysats cellulaires ont ensuite été incubés pendant 30 minutes à 4 °C sur un 

rotor puis centrifugés pendant 30 minutes à 15000 x g à 4°C. Les sumageants ont été 

recueillis et le contenu en protéine a été dosé à l'aide d'un essai colorimétrique, selon les 

directives du fournisseur ("BCA ™ proteins assay kit", PIERCE, Rockford, IL, USA). La 

lecture de la plaque a été effeectuée à l'aide d'un lecteur de plaque automatique à une 

longueur d'onde de 550 nm ("Modèle 3550", BIO-RAD, Mississauga, ON, CA). Ensuite la 

concentration en protéine a été évaluée à l'aide du logiciel "Microplate Manager", inclus 

avec l'appareil. Quinze microgrammes de protéines ont été mélangées à un volume égal de 

tampon d'échantillon 2X (0,125 M Tris-HCl pH 6,8, 4% SOS, 20% glycerol, 0,025% bleu 

de bromophenol et 10% 2-mercaptoethanol). Les échantillons ont été bouillis pendant cinq 

minutes et déposés sur un gel de polyacrylamide dénaturant. Le gel condensateur était 

composé d'une solution 4% bis-acrylamide (29,2% acrylamide, 0.8% bis-acrylamide), 24% 

de tampon condensateur (0,5 M Tris-Base, 4% SOS, pH 6,8). Le gel séparateur contenait 

10% de la solution bis-acrylamide (29,2% acrylamide, 0.8% Bis-acrylamide), 25% de 

tampon séparateur (4% SOS, 1,5 M Tris-Base pH 8,8). L'électrophorèse a été effectuée à 

120 volts pendant 120 minutes à l'aide d'un appareil de migration électrophorétique de type 

"Mini-PROTEAN II CELL" (BIO-RAD, Mississauga, ON, CAN), dans un tampon 

d'électrophorèse (1% SOS, 25 mM Tris-Base, 0,25 M glycine). Les protéines séparées ont 
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ensuite été transférées sur des membranes de nitrocellulose PVDF (ROCHE 

DIAGNOSTIQUE, Laval, QC, CAN) pendant 75 minutes à 110 volts à l'aide du tampon de 

transfert (25 mM tris-base, 0,2 M glycine et 20% méthanol). Suite au transfert, les 

membranes ont été bloquées pendant 30 minutes avec agitation à 24°C dans une solution 

composée de 5% de lait en poudre "CARNATION" (NESTLÉ, Don Mills, ON, CAN) et de 

tampon Tris salin (TBS) (137 mM NaCl, 25 mM Tris-Base, pH 7,5). Ensuite, les 

membranes ont été incubées pendant la nuit sur un rotor à 4 °C avec un premier anticorps : 

un IgG de chèvre (1:500) dirigé contre l'a1-antitrypsine humaine (ICN BIOMEDICALS, 

Costa Mesa, CA, USA). Les membranes ont été lavées trois fois pendant 10 minutes à 24°C 

dans du TBS contenant 0,05% de Tween-20 (BIO-RAD). Ensuite les membranes ont été 

incubées avec le deuxième anticorps, un IgG anti-chèvre (1 :8000) couplé à la peroxydase 

(AMHERSHAM, Oakville, ON, CAN) pendant 3 heures à 24°C sur un rotor, puis elles ont 

été relavées au TBS-Tween tel que décrit plus haut. La révélation des bandes correspondant 

aux protéines ayant été liées par les anticorps a été faite à l'aide d'une trousse de révélation 

ECL (AMHERSHAM) selon les directives du fabriquant. Suite à la révélation, les 

membranes ont été déposées dans une cassette d'exposition sur un film ("Hyperfilm ECL", 

AMERSHAM) afin de visualiser les bandes immunoréactives. 

2.S Dosage du TGF-JU biologiquement actif et du PDGF AB 

Les surnageants recueillis suite aux infections ont été utilisés afin de mesurer la 

concentration des facteurs de croissances TGF-Jll et PDGF AB relâchés par les 

synoviocytes. Le dosage se fait par la méthode d'ELISA "Enzyme Link Immunosorbant 

Assay" suivant les directives du fabricant ("Quantilcine", R&D Systems, Minneapolis, MN, 
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USA). Pour la détection du TGF-f} 1, le récepteur soluble recombinant humain du TGF-f} 

est d'abord lié aux puits. Ce récepteur reconnaît trois isoformes du TGF-P biologiquement 

actif: le TGF-P 1 P2 f33. Par la suite, un anticorps polyclonal conjugué à la peroxydase de 

raifort spécifique au TGF-fH est ajouté. L'ajout des substrats de la peroxydase (peroxyde 

d'hydrogène et tetraméthylbenzidine) permettent la détection colorimétrique qui est 

proportionnelle à la quantité de TGF-fJI lié. 

Le système permettant le dosage du PDGF AB utilise un anticorps monoclonal 

murin spécifique à la chaîne A du PDGF. Cet anticorps est lié aux puits et il reconnaît alors 

les formes de PDGF AA et AB présentes dans les surnageants. Ensuite, un deuxième 

anticorps polyclonal, spécifique à la chaîne B du PDGF, lié à la peroxydase de raifort est 

ajouté. Ainsi, seules les formes de PDGF AB sont détectées. Comme ci-haut, les substrats 

de !a peroxydase sont ajoutés et la détection colorimétrique permet le calcul de la 

concentration en PDGF AB. 

2.6 Expression de la GFP in vitro 

L'expression de la GFP a été mesurée au cytofluorimètre (FACScan, BECTON 

DICKINSON, San Jose, CA, USA). L'excitation de la fluorescence a été faite à 488 nm par 

un laser argon-ion et l'intensité de l'émission, captée par un filtre optique à 530/30 nm, a 

été mesurée. 

Au préalable, les cellules infectées ont été rincées au PBS IX puis fixées pendant 

30 minutes à 4 °C dans la parafonnaldehyde 2% (POL YSCIENCES INC., Warrington, PA, 

USA) diluée dans du PBX IX. Dans ce cas-ci, la fixation est utilisée afin de neutraliser le 

virus. Les cellules ont été resuspendues dans du PBS IX puis filtrées sur un coton filtre 
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(SEFAR, Ville Mont-Royal, QC). L'acquisition de cinq mille événements ainsi que 

l'analyse ont été faites à l'aide du logiciel CellQuest (BECTON DICKINSON) 

2. 7 Préparation de milieux conditionnés 

Cinq cent mille cellules ont été infectées tel que décrit précédemment, à 

l'exception que les virus ont été en contact avec les cellules pendant 18 heures au lieu de 8 

heures. De plus, un quatrième virus, l 'AdTRSFUR, a été utilisé à une MOI de 250. Ensuite, 

les cellules ont été rincées au PBS IX puis elles ont été stimulées avec 5 µg/ml de 

concanavaline A (SIGMA) dans 500 µl de HSFM pour 48 heures à 37°C, 5% CO2• A la fin 

de la stimulation, les milieux conditionnés (MC) ont été récoltés et centrifugés à 15000 x g 

pendant 15 minutes afin d'enlever les débris cellulaires. 

2.8 Étude de l'activité gélatinolytique 

L'étude de l'activité gélatinolytique de la MMP-2 a été faite en utilisant les MC. 

Vingt µl de MC ont été mélangés à 5 µl de tampon d'échantillon (0,5 M Tris-HCI pH 7,4, 

10% SDS, 50% glycerol). Les échantillons ont ensuite été incubés pendant 15 minutes à 

37°C et déposés sur un gel de polyacrylamide 10% contenant 0, 1 % de gélatine (ICN 

BIOMEDICAL INC, Aurora, Ohio, USA). L'électrophorèse a été effectuée à 110 volts, 

pendant 5 heures dans des conditions non-dénaturantes, à l'aide d'un appareil de migration 

électrophorétique de type "PROTEAN II xi Cell" (BIO-RAD). Ensuite, les gels ont été 

lavés 2 fois pendant 15 minutes à 24°C sous agitation dans une solution contenant 2,5% de 

"Triton X-100" (ICN BIOMEDICAL INC). Ils ont ensuite été rincés à l'eau distillée 
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jusqu'à ce qu'il ne reste plus de trace de savon, puis incubés en présence d'un tampon 

d'activation enzymatique (50 mM Tris-HCI pH 7,4, 5 mM CaCii ) à 37°C pendant 18 

heures sous agitation lente. Suite à l'incubation, les gels ont été colorés à l'aide de la 

solution de coloration (0,5% bleu de Coomassie, 30% Méthanol, l 0% Acide acétique 

glacial, 60% eau distillée) sous agitation lente pendant 30 minutes, puis décolorés par la 

solution de décoloration (30% Méthanol, 10% Acide acétique glacial, 60% eau distillée), 

jusqu'à ce que les bandes claires indiquant la dégradation de gélatine soient visibles. En 

guise de contrôle positif, un puits avait été chargé de 10 ng de MMP-2 recombinante 

humaine (CHEMICON INTERNATIONAL INC., Temecula, CA, USA). Cette protéine 

recombinante exprime la forme inactive et la forme active de la MMP-2. Ainsi, il est 

possible d'évaluer les différentes formes de MMP-2 présentes dans les différents 

échantillons en comparant la migration des bandes obtenues avec celle de la MMP-2 

recombinante. 

2.9 Induction de l'arthrite au collagène chez le rat (C.I.A) 

Tel que mentionné à la section 1.1.10 de l'introduction, le modèle d'induction 

d'arthrite expérimentale au collagène bovin de type Il est un modèle bien établi et 

caractérisé. Afin d'induire l'arthrite chez le rat, le collagène hétérologue bovin de type Il 

(SIGMA) a été solubilisé pendant 18 heures à 4°C avec rotation dans 0,01 M d'acide 

acétique, filtré à l'aide d'un filtre de 0,22 µm ("MILLEX-GV"; MILLIPORE, Molsheim, 

FR), puis mélangé dans un volume égal d'adjuvant complet de Freund (SIGMA) pendant 

20 minutes. Par la suite, un volume de 200 µl du mélange (250 µg de collagène final) a été 

injecté de façon intradermique à la base de la queue des rats Lewis femelles (100-124 gr) 
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(HARLAN SPRAGUE DA WLEY INC.). Les rats contrôles ont été injectés de la même 

façon avec un mélange composé de PBS et d'adjuvant complet de Freund utilisé à un ratio 

1 :1. 

2.10 Évaluation de l'arthrite induite par le collagène 

Afin de suivre le développement de la maladie, l'épaisseur du pied au niveau de la 

jonction entre le tarse et le métatarse ainsi que la largeur de la cheville ont été mesurées 

quotidiennement à l'aide d'un caliper (BEL-ART PRODUCTS, Pequannock, NJ, USA). La 

sévérité de la maladie a aussi été évaluée par l'index articulaire qui se définit par 

l'observation de rougeur et/ou d'enflure au niveau de la patte des rats et est établie de O à 4. 

Un index de O signifie qu'il n'y a aucun signe, 1 signifie que seulement la cheville est 

touchée, 2 signifie que la cheville et la moitié du tarse proximal sont atteints, 3 signifie que 

la cheville et le tarse et le métatarse sont inflammés et 4 signifie que l'inflammation s'étend 

de la cheville aux orteils. 

2.11 Transfert de gène in vivo 

Les rats ont été immunisés au collagène bovin de type II au jour zéro tel que décrit 

précédemment. Au jour 7, un groupe de rats a été injecté au niveau de l'articulation du 

genou alors que l'autre groupe a été injecté dans l'articulation de la cheville. Au préalable 

les virus purifiés AdTR5PDX, AdCMVtTa et AdCMVGFP ont été dilués dans le tampon 

de purification (Tris 10 mM pH 7 ,4, 1 mM MgCh, 10% glycérol). Ainsi, trois préparations 

virales ont été faites : la première comprenait l' AdTRSPDX et l 'AdCMVtTa (ratio 1 : 1 ), la 
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seconde contenait l'AdCMVGFP et l'AdCMVtTa (ratio 1 :1), puis la troisième préparation 

contenait seulement I' AdCMVtTa. 

L'injection au niveau des genoux s'est faite comme suit: les rats ont d'abord été 

anesthésiés par injection intramusculaire d'un mélange de ketamine (Kalean)/Xylazine 

(Xylamax) (les deux produits venants de la compagnie BIMEDA-MTC SANTÉ 

ANIMALE INC.,Cambridge, ON, CAN). La kétamine est injectée à 87 mg/Kg alors que la 

posologie de la xylazine est de 13 mg/Kg. Ensuite, 7,4 µI (équivalent à une MOI de 6 Xl08) 

du mélange de virus AdTRSPDX-AdCMVtTa ont été injectés dans les articulations des 

genoux de rats à l'aide de seringues à chromatographie (HAMILTON, Reno, Ne, USA). 

Les rats contrôles ont reçu 7,2 µI (MOI de 3 Xl08) d' AdCMVtTa seulement. Afin de 

vérifier que le système est bien régulable in vivo, certains rats injectés avec le mélange viral 

AdTRSPDX-AdCMVtTa ont reçu l mg/ml de doxycycline (SIGMA) dans l'eau. 

L'administration de l'antibiotique s'est arrêtée 7 jours suivant l'injection des adénovirus 

pour une partie du groupe de rats afin de vérifier la reprise potentielle du système viral. 

L'administration d'antibiotique s'est poursuivie pour l'autre partie du groupe. Aux jours 7, 

15, 21 et 24 suivant l'injection des virus, les rats ont été sacrifiés, puis les corps adipeux 

infra-patellaires ont été prélevés. Pour l'analyse par RT-PCR, ils ont été congelés dans 

l'azote liquide alors que pour l'analyse par microscopie à fluorescence, ils ont été recueillis 

dans du PBS 1 X sur glace. 

Pour l'injection dans l'articulation de la cheville, les virus ont été préparés tel que 

mentionné plus haut. Les rats contrôles ont reçu 8,2 µl (MOI de 6 XI08) du mélange viral 

AdCMVGFP-AdCMVtTa, à l'articulation de la cheville gauche alors que celle de la 
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cheville droite a reçu 7,4 µl (MOI de 6 Xl08
) du mélange de viral AdTRSPDX-

AdCMVtTa. Les rats contrôles ont été injectés avec 8 µI de PBS IX. Par la suite, 

l'évaluation du développement de la maladie a été observée tel que décrit à la section 

"évaluation de l'arthrite induite par le collagène", tout en comparant la patte droite par 

rapport à la patte gauche qui sert de contrôle. 

2.12 Expression de la GFP in vivo 

Les niveaux de production de GFP par les synoviocytes de genoux de rats injectés 

aux adénovirus ont été analysés par microscopie à fluorescence. Les tissus ont été examinés 

avec un microscope confocal à balayage (NORAN INSTRUMENTS INC., Middleton, WI, 

USA) muni d'un laser au krypton/argon et couplé à un microscope inversé avec un objectif 

40X (NIKON Japon) à immersion d'huile. La fluorescence des cellules a été excitée à 488 

nm et l'émission a été mesurée en utilisant le filtre 525-550 nm pour le FITC. Les sections 

optiques ont été captées à des intervalles de distance de 1 µm sur une épaisseur totale de 

balayage de 200 µm avec une ouverture de 25 µm de l'orifice du laser. Les images 

numériques obtenues (128 prises d'images au total) et ont été traitées avec le logiciel 

INTERVISION (NORAN INSTRUMENTS INC.) sur une station informatique Silicon 

Graphies 02 opérant avec le système d'exploitation UNIX 

2.13 Analyse par RT-PCR 

L' ARN des corps adipeux infra-patellaires ( comprenant la membrane synoviale) 

des rats injectés aux adénovirus a été isolé à l'aide du "TRI-reagent" (MOLECULAR 
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RESEARCH CENTER INC, Cincinnati, OH, USA). Ils ont d'abord été homogénéisés dans 

la solution de TRIZOL puis les étapes subséquentes ont été faites selon les directives du 

fabriquant. La concentration finale en ARN a été dosée au spectrophotomètre. 

Pour la transcription inverse (RT), 2,5 µg d' ARN, 1 pM de décamères alléatoires 

(AMBION, Austin, TX, USA), 1 mM de dNTP, IX de "First-Strand Buffer" (GIBCO BRL) 

et 200 U de "Superscript 11" (GIBCO BRL) ont été additionnés dans un volume final de 20 

µl. La réaction s'est déroulée pendant une heure à 42°C. Pour l'amplification de l'ADNc, 

2,5 µl de RT, le tampon de PCR IX (QIAGEN INC, Mississauga, ON, CAN), 1 mM de 

dNTP, 50 pmole de chacun des oligonucléotides de synthèse 3' et 5' et 1,5 U de taq 

polymérase (QIAGEN INC) ont été préparés dans un volume final de 50 µl complété avec 

de l'eau. La réaction de PCR a été faite pendant 35 cycles aux conditions suivantes: 30 s à 

94°C, 30 s à 60°C et l min à 72°C. La réaction a été précédée d'une étape de dénaturation 

pendant 1 minutes à 94°C et tenninée par une étape d'élongation à 72°C pendant 6 minutes. 

Le 18S a été utilisé en guise de contrôle interne de la réaction de PCR. Les produits de PCR 

ont ensuite été migrés sur un gel d'agarose 1,5% contenant 0,33 µg/ml de bromure 

d' éthidium, permettant la détection des bandes d'ADN lors de la visualisation aux UV. 

Afin de s'assurer d'amplifier seulement l' ADNc du PDX produit par le vecteur 

adénoviral, nous avons pris avantage de la séquence correspondant à "l'internai 

ribosome ~ntry ~ite (IRES)" pour y produire un oligonucléotide antisens: 5' 

GATGAGAAAGGGACTGAAGCfG 3' spécifique à la construction adénovirale 

tandis que la séquence de PDX a servi à produire l'oligonucléotide sens: 5' 

GTCGCTACAGACGTTGTTTGTC 3'. Ceci permet d'amplifier un fragment de 479 paires 

de bases. L'IRES est situé dans la cassette d'expression dicistronique entre la fin de la 
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séquence de PDX et le début de celle de la GFP et permet la synthèse d'un long ARNm. 

Pour le 18S, l'oligonucléotide sens 5' AGGAATIGACGGAAGGGCAC 3' et l'antisens 5' 

GTGCAGCCCCGGACATCTAAG 3' pennettent d'amplifier un fragment de 330 paires de 

bases. 



3. RÉSULTATS 

3.1 Capacité d'infection des synoviocytes de type 8 par les adénovirus 

recombinants 
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Au cours de ses études de maîtrise, David Bouchard avait caractérisé le système 

adénoviral de production de l'a,-PDX à l'aide de cellules 293stTa (Bouchard, 2000). Afin 

de vérifier l'impact de l'inhibition de la furine dans un modèle d'arthrite, nous avons tout 

d'abord vérifié la capacité des adénovirus à infecter les synoviocytes de type B. Par 

conséquent, des cultures primaires de synoviocytes de type B ont été coinfectées avec des 

MOI croissantes de virus AdTRSPDX (12,5, 50, 100, 150 et 250), en présence du virus 

AdCMVtTa à une MOI de 50. Quarante-huit heures suivant l'infection, les cellules ont été 

fixées à l'aide de paraformaldehyde 2%, puis elles ont été analysées au cytofluorimètre de 

flux afin de déterminer le pourcentage de cellules exprimant la GFP et qui sont par 

conséquent infectées par l'adénovirus. 

Ainsi, les résultats observés à la figure 11 démontrent que le pourcentage de 

synoviocytes de type B infectés augmente de façon dépendante de la MOI, atteignant un 

maximum d'infection de 55% des cellules à une MOI de 250. De plus, la fluorescence 

moyenne des cellules observées était de 10,83 ± 0,22, 30,49 ± 0,25, 76,22 ± 0,88, 123,16 ± 

4,5, 148,7 ± 5,33 et 183,59 ±6,95 aux MOI croissantes d' AdTR5PDX soit 0, 12,5, 50, 100, 

150 et 250 respectivement (résultats non montrés}. Ces résultats démontrent donc que 

1' AdTRSPDX est apte à infecter les synoviocytes en culture et que 1 'expression du 

transgène GFP est dépendante de la MOI utilisée pour l'infection des cellules. 
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Figure 11. Analyse de la capacité d'infection des synoviocytes de type B par 

l' AdTR5PDX. 

Les synoviocytes ont été coinfectés 48 heures à des MOI de 12,5, 50, 100, 150, 250 

d' AdTR5PDX et à une MOI de 50 d' AdCMVtTa. Les cellules ont été fixées dans 2% de 

paraformaldehyde, puis elles ont été analysées par cytométrie de flux afin d'évaluer le 

pourcentage de cellules infectées qui se traduit par la détection de GFP chez les cellules. 
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3.2 Production de l'a.-PDX par les synoviocytes infectés 

Après avoir vérifié la capacité d'infection des synoviocytes par les adénovirus, 

nous avons vérifié la capacité de ces derniers à produire la protéine a 1-PDX dans ce 

système. Ainsi, les cellules ont été coinfectées avec des MOI croissantes de virus 

AdTRSPDX (6, 12,5, 25, 50, 100, 150 et 250), en présence du virus AdCMVtTa à une MOI 

de 50. Le virus de type sauvage AdTRSGFP a été utilisé pour équilibrer les charges virales 

à une MOI de 300 pfu/ml. Quarante-huit heures suivant l'infection, la production d'a1-

PDX intracellulaire a été analysée par immunobuvardage de type Western à l'aide d'un 

anticorps dirigé contre l'a1-antitrypsine. 

Les résultats obtenus en figure 12 démontrent que la production d'a,-PDX des 

synoviocytes se fait de façon dépendante de la MOI, débutant à un MOI de 12,5 

d' AdTR5PDX. Chez les cellules non-infectées et chez les cellules infectées par le vecteur 

de type sauvage (AdTRSGFP), aucune bande correspondant à l'a1-PDX n'a été observée. Il 

est à noter que l'anticorps utilisé permet de détecter des bandes de 3 poids moléculaires 

différents : les bandes situées à environ 65 kDa correspondent à l'a,-PDX active, les 

bandes situées à environ de SS kDa correspondent à la forme clivée de l'a,-PDX, 

probablement par la furine (Benjannet et al., 1997), et les bandes d'environ 42 kDa 

correspondent à un produit de dégradation puisque ces bandes ne sont observées que 

lorsque l'a,-PDX est fortement surexprimée soit à des MOI de 100, 150 et 250 (figure 12). 

Ces résultats démontrent donc que I' AdTRSPDX est apte à produire efficacement l'a,-

PDX, et ce de façon dépendante de la MOI. Ainsi, le système adénoviral est fonctionnel 

pour notre étude. 
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Figure 12, Analyse par immunobuvanfage de la pirodudion d'ai-PDX des 

synoviocytes infectés à des MOI croissante§ d' AdTR5PDX. 

Les synoviocytes ont été coinfectés 48 heures à des MOI de 6, 12,5, 50, 100, 150 et 250 

d' AdTR5PDX et à une MOI de 50 d' AdCMVtTa. Le vecteur de type sauvage, AdTR5GFP, 

a été utilisé pour compléter les charges virales à une MOI de 300. Les cellules ont été 

lysées, puis 15 µg de protéines ont été séparées sur un gel SDS-PAGE 10% et transférées 

sur une membrane de PDVF qui a été incubée avec un anticorps spécifique à l'ai-

,mtitrypsine humaine. L'a,1-antitrypsine recombinante (5 ng) sert de contrôle positif. La 

figure est représentative de 2 expériences effectuées en duplicata. 
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3.3 Effet de l'inhibition de la farine sur la production de TGF-JU mature 

Plusieurs substrats de la furine, dont le TGF-P, sont impliqués dans la pathologie 

de la polyarthrite rhumatoïde. Ainsi, l'impact de l'inhibition de la furine sur la maturation 

du TGB-P l a été analysé. Les synoviocytes ont été coinfectés 48 heures avec l' AdTR5PDX 

à des MOI de 12,5, 50, 100, 150 et 250 en présence del' AdCMVtTa à une MOI de 50. Puis 

les concentrations virales ont été complétées à une MOI de 300 à l'aide du vecteur 

adénoviral de type sauvage, l'AdTRSGFP. Par la suite, le contenu en TGF-Pl mature des 

sumageants a été analysé par la méthode d'ELISA. Les résultats illustrés à la figure 13 

montrent une diminution de production de TGF-Pl de façon dépendante de la MOI jusqu'à 

un maximum d'inhibition (60%) obtenu à une MOI de 250. Cependant, l'inhibition de la 

production du TGB-Pl est incomplète ce qui est probablement dû à l'incapacité d'infecter 

toutes les cellules tel que démontré à la figure 11. 

Ces résultats indiquent que l'a1-PDX produit par l'AdTRSPDX inhibe la 

production de la forme mature du TGF-Pl, médiée par les protéases endogènes. Étant 

donné que la furine est connue pour être un substrat authentique du TGF-Pl, et ce dans 

divers types cellulaires (Blanchette et al., 1997; Dubois et al., 2001), nos résultats indiquent 

également que l'a1-PDX produit par le système adénoviral est apte à bloquer l'activité de la 

furine endogène. 
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Figure 13. Effet de l'a.1-PDX sur la production de TGF-131 mature. 

Les synoviocytes ont été coinfectés 48 heures à des MOI croissantes d' AdTR5PDX de 

12,5, 50, 100, 150 et 250, à une MOI de 50 d'AdCMVtTa. L'AdTR5GFP a été utilisé pour 

compléter les charges virales à une MOI de 300. Suite à l'infection, les surnageants ont été 

récupérés et la mesure de TGF-131 mature a été effectuée par la méthode d'ELISA. Les 

données sont exprimées en pourcentage du contrôle ( cellules infectées avec l' AdTR5GFP). 

Les résultats représentent la moyenne de 3 expériences effectuées en duplicata. * p< 0,05 

** p< 0,01. 
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3.4 Effet de l'inhibition de la furine sur la production de POGF AB mature 

La production de PDGF AB suite à l'inhibition de la furine a aussi été analysée par 

ELISA. L'infection des synoviocytes a été effectuée tel que mentionné pour le TGF-Pl à 

des MOI de 6, 50, 100 et 250 d' AdTRSPDX. De même que pour le TGB-J}1, une 

diminution de production de PDGF AB est observée ( figure 14 ), et ce de façon dépendante 

de la MOI. Toutefois, cette diminution est plus marquée. Ainsi, elle atteint une inhibition 

maximale de production de PDGF AB de 87,7% à une MOI de 250 d'AdTRSPDX. 

Finalement, ce résultat démontre que l'inhibition de la furine bloque la maturation du 

substrat PDGF AB, un facteur de croissance impliqué, entre autres, dans la pathologie de 

l'arthrite. 
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Figure 14. Effet de l'a1-PDX sur la production de PDGF AB mature. 

Les synoviocytes ont été coinfectés 48 heures à des MOI de 6, 50, 100, 250 d' AdTR5PDX, 

et de 50 d' AdCMVtTa. L' AdTR5GFP a été utilisé afin de compléter les charges virales. Le 

contenu en PDGF AB mature des surnageants cellulaires a été analysé par la méthode 

d'ELISA. Les données sont exprimées en pourcentage du contrôle (synoviocytes infectés 

avec l' AdTR5GFP). Les résultats représentent une moyenne de 3 expériences distinctes 

effectuées en duplicata. * p<0,05 ** p<0,01. 
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3.5 Impact de l'iobibidoo de la furiae sur l'activation/maturation de la MMP-2 

Il a été mentionné précédemment que la furine pouvait agir indirectement sur 

l'activation de la MMP-2, en maturant la MTI-MMP (Sato et al., 1996). Ainsi, nous avons 

voulu vérifier si la furine agissait de cette façon dans notre système. Pour ce faire, l'impact 

de l'inhibition de la furine sur l'activation/maturation de la MMP-2 a été étudié. Les 

synoviocytes ont été infectés avec l'AdTR5PDX, l'AdTR5GFP ou l'AdTR5FUR à des 

MOI de 250, et ce, en présence du transactivateur (MOI= 50). Dix huit heures plus tard, les 

cellules ont été stimulées à la concanavaline A (Con A) (Sµg/ml) qui est reconnue pour 

induire la production de la MTl-MMP, et par conséquent, augmente l'activation de la pro-

MMP-2 (Sato et al., 1999). Finalement, 48 heures suivant le début de l'infection, les 

surnageants ont été récupérés et le contenu des différentes formes de MMP-2 a été analysé 

par zymographie. 

Le contrôle positif (MMP-2 recombinante humaine) a été utilisé afin d'identifier 

les différentes formes de MMP-2 contenues dans les échantillons. Tel que démontré à la 

figure 15 A, piste 5, la MMP-2 recombinante produit, en gel SDS-PAGE, trois bandes de 

poids moléculaire distincts. La bande du haut de 72 kDa correspond à la pro-MMP-2, celle 

du centre (64 kDa) représente la forme intermédiaire, alors que celle du bas (62 kDa) 

correspond à la forme active de la MMP-2. Les résultats expérimentaux démontrent que 

lorsque les synoviocytes sont traités avec 5µg/ml de Con A (piste 1 ), on observe une 

conversion de la pro-forme en formes intermédiaires et actives, par rapport aux cellules non 

traitées (non montrées). Ces résultats sont en accord avec des publications précédentes 

démontrant la capacité de la Con A à activer la MMP-2 et ce, dans plusieurs types 

cellulaires (Sato et al., 1999; Lafleur et al., 2001 ). Lorsque les cellules sont infectées avec 
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I 'adénovirus de type sauvage et stimulées avec la Con on note en piste 2 une 

augmentation des formes pro, intermédiaires et actives de la MMP-2, ce qui suggère que les 

virus puissent avoir un effet stimulateur sur la synthèse protéique ou la relâche de la MMP-

2. En piste 3, les sumageants des cellules ayant été infectées avec l' AdTRSFUR et 

stimulées à l'aide de la Con A ne montrent aucune différence sur les niveaux de MMP-2 

comparativement avec les cellules infectées avec le virus de type sauvage (piste 2). 

Finalement, en piste 4, les cellules ayant été infectées avec l'AdTRSPDX et stimulées avec 

la con A montrent une baisse des formes intermédiaires et actives ainsi qu'une 

augmentation de la forme pro. 

Afin de quantifier ces résultats, les gels de zymographie ont été scannés et les 

différentes formes de MMP-2 ont été évaluées par densitométrie. La figure 15 B représente 

les ratios de la valeur densitométrique de la pro-MMP-2 par rapport à la forme 

intermédiaire additionnée de la forme active. Les contenus des sumageants de cellules 

stimulées à la Con A seulement, ou bien stimulées et infectées avec soit I' AdTRSGFP ou 

l' AdTRSFUR montrent un ratio semblable de 0,67 +/- 0,004, 0,66 +/- 0,033 et de 0,62 +/-

0,077 respectivement. La surexpression de furine ne mène donc à aucun changement au 

niveau des formes de MMP-2, ce qui suggère que les niveaux de furine soient saturants 

dans ce système. Quant aux sumageants des cellules infectées avec l'AdTRSPDX, ceux-ci 

montrent un ratio de forme pro/active de 1,63 +/- 0,16. Ce ratio démontre une augmentation 

de la forme pro-MMP-2 de 2,4 fois par rapport aux sumageants des cellules non-infectées, 

mais stimulées à la Con A et aussi par rapport aux cellules ayant été infectées avec le virus 

de type sauvage. 
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Ainsi, ces résultats démontrent que l'a,-PDX inhibe la maturation de la pro-MMP-

2 en MMP-2 intermédiaire et active. Par conséquent, la furine est impliquée dans la 

maturation de la MMP-2 dans ce système. Ceci fait de la MMP-2 un autre substrat de la 

furine pertinent à l'arthrite puisque la MMP-2 joue un rôle dans le remodelage et la 

dégradation de la matrice extracellulaire de l'articulation (Konttinen et al., 1999). 



Figure 15. Analyse par zymograpbie de l'effet de l'aa-PDX sur la matuntion de la 

MMP-2. 

Les synoviocytes ont été coinfectés 18 heures avec l 'AdTRSGFP, l 'AdTRSFUR ou 

l 'AdTRSPDX à une MOI de 250, et ce, en présence de l' AdCMVtîa à une MOI de 50. Par 

la suite, les cellules ont été stimulées à la concanavaline A (5 µg/ml) pour une incubation 

finale de 48 heures. Les sumageants ont ensuite été séparés sur gel SDS-P AGE contenant 

0,01 % de gélatine. Après une incubation de 18 heures dans un tampon enzymatique, les 

gels ont été colorés dans une solution de 0.5% de bleu de Coomassie, 30% méthanol et 

10% acide acétique glacial. En A, les bandes claires montrent la dégradation de la gélatine 

par la gélatinase A (MMP-2). La MMP-2 recombinante humaine a été utilisée en tant que 

contrôle positif. En B, les résultats sont exprimés sous forme de ratios de la valeur 

densitométrique de la pro-forme par rapport à celles obtenues pour les formes 

intermédiaires et actives. La zymographie en A est représentative de 2 expériences 

distinctes et les résultats en B sont la moyenne de 2 expériences. 
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3.6 Régulation de la cassette transcriptionnelle de I' AdTRSPDX par la 

doxycycline 

Afin de vérifier la capacité de la doxycycline à réguler les vecteurs adénoviraux 

chez les synoviocytes, ceux-ci ont été coinfectés 48 heures avec des MOI de 250 

d' AdTRSPDX et avec l'adénovirus produisant le transctivateur (AdCMVtTa) à une MOI de 

50, et ce, en présence ou en absence de doxycycline ( 1 µg/ml). Ensuite, les cellules ont été 

analysées pour leur production de protéines à fluorescence verte (GFP) en cytofluorimétrie. 

L'ADNc de la GFP est inséré dans une cassette dicistronique à la suite de l'ADNc de l'a1-

PDX. Les deux séquences sont sous le contrôle du même promoteur ce qui fait que la GFP 

sert de traceur. 

Les résultats à la figure 16 A indiquent que 55,8% des cellules misent en présence 

de l'AdTRSPDX produisent la GFP. L'ajout de 1 µg/ml de doxycycline ramène la 

fluorescence au niveau de celle des cellules contrôles. Ceci montre que le système 

adénoviral est fermé en présence de doxycycline, donc la transcription est inhibée ce qui 

mène à une absence de production de GFP. 

Dans le but de démontrer si la régulation du système adénoviral pouvait avoir un 

impact sur la maturation de facteurs impliqués dans la polyarthrite rhumatoïde, l'effet de la 

doxycycline sur la maturation des substrats TGF-131 et PDGF AB a été vérifié par ELISA. 

Les synoviocytes ont été infectés avec soit le vecteur contrôle (AdTR5GFP), ou le vecteur 

AdTR5PDX à des MOI de 250 en présence de l 'AdCMVtTa à une MOI de 50. Les cellules 

infectées avec I 'AdTR5PDX ont été mises en présence ou non de 1 µg/ml de doxycycline. 

Les contenus en TGF-131 et PDGF AB des surnageants ont ensuite été analysés. À la figure 

16 B, les cellules infectées avec I' adénovirus AdTRSPDX et mises en absence de 



76 

doxycycline montrent une production de 36% de TGF-JU par rapport au contrôle. Les 

cellules infectées par l 'AdTRSPDX en présence de doxycycline, quant à elles, ont une 

augmentation significative (72%) de production de TGF-Pl par rapport aux cellules traitées 

avec l'AdTRSPDX seulement. Toutefois, la reprise de production de TGF-(31 ne se fait pas 

à 100%. 

Au niveau de la maturation du PDGF (figure 16 C), la doxycycline semble avoir 

un effet similaire: d'abord, en présence d' AdTR5PDX il y a une production de PDGF AB 

mature de 15,5% seulement. Cette baisse de production est significative par rapport au 

contrôle (AdTR5GFP). Les cellules infectées à l' AdTRSPDX en présence de doxycycline 

montrent une production de 63,3% de PDGF AB mature. Cette augmentation est 4 fois plus 

grande, mais aussi significative par rapport à la production observée par les cellules traitées 

avec l' AdTRSPDX en absence de doxycycline. De façon semblable aux résultats présentés 

pour le TGF-P 1, la reprise de production de PDGF AB n'est pas complète. 

Ces résultats indiquent qu'en présence de doxycycline, la production du transgène 

a 1-PDX est supprimée et la furine n'est donc plus inhibée, ce qui permet la maturation des 

substrats par cette dernière. Donc, le système régulable à la doxycycline est fonctionnel 

dans un système in vitro utilisant les synoviocytes. 



Figure 16. Effet de la doxycycline sur la régulation du système adénoviral. 

Les synoviocytes ont été coinfectés 48 heures avec des MOI de 250 soit d'AdTRSGFP, ou 

d'AdTR5PDX en présence de l'AdCMVtTa (MOI =50) et en présence ou en absence de 

doxycycline 1 µg/ml. La figure 5 A représente l'analyse cytofluorométrique des 

synoviocytes fixés à la paraformaldehyde 2%. La population en mauve représente les 

cellules non-infectées; la population délimitée par la ligne orange représente les cellules 

infectées avec l'AdTRSPDX en absence de doxycycline; la population délimitée par la 

ligne verte contient les cellules infectées avec l'AdTRSPDX et traitées avec la doxycycline. 

Le TGF-f31 (B) ou le PDGF AB (C) des surnageants a été mesuré par la méthode d'ELISA. 

La figure A est représentative de 4 expériences alors que les figures B et C représentent les 

moyennes de 2 expériences en duplicata et sont exprimées en pourcentage du contrôle. 
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3. 7 Expression du transgène a 1-PDX in vivo par le vecteur AdTRSPDX 

Afin de vérifier la capacité du virus AdTRSPDX à produire le transgène a 1-PDX 

in vivo, les rats arthritiques ont été injectés dans les genoux avec le virus AdCMVtTa en 

présence ou non du virus AdTRSPDX (MOI = 3Xl08
) pour une MOI finale de 6Xl08• 

L'infection a été effectuée sept jours suivant l'induction de l'arthrite. Aux jours 7, 15, et 21 

post-injection adénovirale, les rats ont été sacrifiés et I 'ARN des corps adipeux infra-

patellaires a été extrait afin de vérifier l'expression du transgène a1-PDX par la méthode de 

RT-PCR. Étant donné que l'a1-PDX possède une grande similarité d'acides aminés avec 

l'a1-antitrypsine endogène, nous avons dû trouver une stratégie afin d'amplifier de façon 

sélective l'a1-PDX. Ainsi, l'un des oligonucléotides de synthèse a été produit selon la 

séquence de l'IRES, puisque le virus transcrit un long ARNm codant pour l'a1-PDX, 

l'IRES et la GFP. Le deuxième oligonucléotide de synthèse a été produit selon la séquence 

codante pour l'a1-PDX. 

À la figure 17 A, on remarque une absence d'amplification du transgène chez 

I' ARN provenant de rats ayant été traités uniquement avec le virus AdCMVtTa (qui sert de 

contrôle négatif). Par ailleurs, I' ARNm des rats ayant été injectés avec les 2 virus 

(AdCMVtTa et AdTRSPDX) démontrent une amplification d'une bande correspondant à la 

valeur théorique de l'amplicon de 479 pb. De plus, un contrôle positif avait été utilisé à 

partir du plasmide encodant le génome du virus AdTRSPDX, I' AdcPDX. La bande 

amplifiée a migré à la même hauteur que les autres bandes provenant de I' ARNm des rats 

traités à I' AdTRSPDX. Ceci permet de conclure que le fragment correspondant à l'a1-PDX 
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a été amplifié et ce, de façon spécifique. De plus, bien que ce RT-PCR ne soit pas 

quantitatif, les bandes amplifiées au jour 7 semblent plus faibles que celles des jours 15 et 

21. 

La figure 17 B représente l'amplification du 18S (amplicon de 330pb) qui a été 

utilisé afin de s'assurer de l'intégrité del' ARN extrait. Il est à noter que l'absence de bande 

pour l' AdcPDX est normale étant donné qu'il n'y a pas d'ARN correspondant au 18S dans 

cette préparation de plasmide. 

Ainsi, ces résultats pennettent de conclure que la méthode d'extraction d'ARN 

pennet de garder l' ARNm des corps gras infra-patellaires intact. De plus, ils nous 

pennettent de constater que le virus AdTRSPDX produit in vivo le transgène a,-PDX, et ce, 

au niveau des corps gras infra-patellaires des articulations injectées. 
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Figure 17. Analyse par RT-PCR de l'expression du transgène a1-PDX chez les genoux 

de rats arthritiques injectés à I' AdTR5PDX. 

Les rats arthritiques ont été injectés dans les genoux avec l' AdCMVtTa en présence ou non 

de l' AdTR5PDX (MOI=3X108) pour une MOI finale de 6X108. Aux jours 7, 15 et 21 

suivant les injections adénovirales, les corps adipeux infra-patellaires des rats sacrifiés ont 

été prélevés et l' ARN a été extrait pour l'analyse par RT-PCR de l'expression de l'a1-PDX 

(en A) ou pour l'expression du 18S (en B). La longueur théorique de l'amplicon est 

exprimée entre parenthèse du coté gauche de la figure. Le contrôle positif AdcPDX 

provient du plasmide encodant le génome del' AdTR5PDX. p.b. = paires de bases. 
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3.8 Localisation de l'expression de la GFP in vivo 

Nous avons précédemment démontré l'expression de l'ARNm du transgène a 1-

PDX chez le corps gras infra-patellaire. Cependant, ceci ne permet pas de dire quel type de 

cellule exprimait le transgène. Est-il exprimé par les synoviocytes qui sont prélevés en 

même temps que le corps gras, ou bien par les adipocytes qui composent majoritairement 

ce tissu ? Pour répondre à cette question, des rats arthritiques ont été injectés dans les 

genoux avec l'AdTRSPDX en présence du transactivateur à une MOI de 3Xl08 chacun. La 

production du traceur GFP permet de vérifier le type cellulaire infecté par les vecteurs 

adénoviraux. Ainsi, 7 jours suivant l'injection adénovirale, les corps adipeux infra-

patellaires ont été analysés par microscopie confocale à fluorescence. Cette technologie a 

été utilisée car elle permet d'analyser la fluorescence au niveau des différentes couches d'un 

tissu. La figure 18 A illustre l'expression de GFP du corps gras infra-patellaire. De plus, 

des images ayant été prises dans le plan transversale des tissus adipeux (fig. 18 C) montrent 

que la fluorescence se situe exclusivement dans la partie apicale du tissu, soit au niveau de 

la niveau de la membrane synoviale, alors que les couches d'adipocytes ne démontrent pas 

de fluorescence (B et C). En D, un grossissement de 8,6 X de la couche synoviale montre 

que la fluorescence se situe principalement dans le cytoplasme de la cellule et à une 

intensité moindre dans le noyau. 

Les résultats ont permis de conclure que parmi les cellules composant le corps 

adipeux infra-patellaire, les synoviocytes sont infectés de façon spécifique lors des 

injections intra-articulaires au niveau du genou. De plus, la détection de la GFP indique que 

les produits des transgènes sont produits in vivo. 



Figure 18. Localisation de l'expression de la GFP par analyse microscopique. 

Les rats arthritiques ont été injectés avec l' AdTRSPDX en présence du transactivateur 

AdCMVtTa, puis sacrifiés 7 jours suivant l'infection. Les corps adipeux ont été prélevés et 

observés au microscope confocal à fluorescence. La figure 18 A représente l'expression de 

la fluorescence dans le plan longitudinale au niveau de la membrane synoviale. Les images 

prises en plan transversal (dans l'épaisseur du tissu) en B et C montrent la fluorescence 

localisée au niveau de la couche des synoviocytes et absente au niveau des adipocytes. La 

figure D représente le grossissement de 8,6 X d'une cellule fluorescente. Les résultats 

montrés sont représentatifs de deux expériences différentes utilisant 4 articulations 

chacune. Les images originales ont été prises à l'aide d'un objectif 40X. Les barres 

représentent 20 microns (A, B, C) et 5 microns (D). 
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3.9 Rôle de la dosycycline dans la modulation de la GFP i" vivo 

Afin de vérifier la capacité de régulation du système adénoviral par la doxycycline 

in vivo, nous avons évalué les niveaux d'inhibition de l'expression de GFP par l'antibiotique 

ainsi que la capacité de reprise d'expression de fluorescence après l'arrêt d'administration de 

la doxycycline. Ainsi, des rats arthritiques ont été injectés dans les genoux avec 

l' AdTRSPDX en présence de I' AdCMVtTa et en présence ou non de doxycycline (lmglml) 

administrée dans l'eau. Ce traitement a débuté 2 jours avant l'injection des virus et s'est 

poursuivit tout au long de l'expérimentation pour un groupe de rat. Un deuxième groupe de 

rats a été traité avec l'antibiotique pendant 7 jours suivant les injections adénovirales, puis 

l'administration de l'antibiotique a cessé. Ensuite, les rats ont été sacrifiés à différents temps 

et l'analyse de la fluorescence au niveau de la membrane synoviale a été effectuée par 

microscopie confocale à fluorescence. Au jour 7 suivant les injections adénovirales, les 

membranes synoviales des rats injectés avec l'AdTRSPDX et l'AdCMVtTa et n'ayant pas 

reçu de doxycycline (figure 19 A), montrent une fluorescence modérée alors que celles des 

rats ayant reçu la doxycycline n'expriment pas de fluorescence (figure 19 B). Au jour 15, 

les tissus synoviaux des rats ayant été injectés avec les virus en absence de doxycycline 

montrent un pic de fluorescence (figure 19 C) alors que ceux ayant reçu l'antibiotique 

n'expriment toujours pas de GFP (figure 19 D). Vingt-cinq jours suivant l'injection des 

adénovirus, la fluorescence est toujours présente, cependant son intensité est plus faible que 

celle observée au jour 15 ( figure 19 E). La figure 19 F représente la fluorescence des 

membranes du groupe de rats ayant été injectés avec les adénovirus et ayant reçu la 

doxycycline pendant 7 jours. Ainsi, 25 jours suivant les injections adénovirales (soit 18 

jours suivant l'arrêt d'administration de doxycycline), il y a production de GFP au niveau 
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des membranes synoviales, ce qui signifie que la transcription des transgènes s'est 

réactivée. Cette production de GFP n'était pas détectée 7 jours après l'arrêt 

d'administration de doxycycline (résultat non montré), ceci suggère donc que la 

doxycycline ne soit pas éliminée rapidement in vivo et ce, au niveau du tissu synovial. 

Ces résultats ont permis de vérifier que la transcription du transgène GFP, et par 

conséquent l'a,-PDX, par le système adénoviral est bloquée par l'administration de 

doxycycline in vivo. En plus de démontrer que la doxycycline peut empêcher l'activité 

transcriptionnelle du système, les résultats indiquent que l'arrêt de l'administration de 

l'antibiotique permet la reprise transcriptionnelle du système adénoviral. Les résultats ont 

aussi permis de déterminer que le pic de production des protéines recombinantes se situe au 

jour 15. Ainsi, ces résultats pennettent de conclure que le système adénoviral est régulable 

in vivo par la doxycycline. 



Figure 19. Analyse de l'effet de la doxycycline sur la modulation de l'expression de la 

GFP in vivo. 

Analyse par microscopie confocale à fluorescence des membranes synoviales de rats 

arthritiques injectés avec les virus AdTRSPDX et AdCMVtTa en absence (A, C, E) ou en 

présence de 1 mg/ml de doxycycline {B, D). En F, les rats injectés avec les adénovirus ont 

été traités de façon transitoire (7 premiers jours) avec de la doxycycline (lmg/ml), puis 

sacrifiés à 25 jours. L'analyse a été effectuée aux jours 7, 15 et 25 suivant l'injection des 

virus. Les images originales ont été prises à l'aide d'un objectif 40X. Les barres 

représentent 20 microns. Les résultats sont représentatifs de 2 expériences. 
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3.10 Impact de l'administration des adénovins sur l'inflammation et l'index 

articulaire de rats sains 

Un des buts de la recherche était de démontrer l'effet de l'inhibition de la furine 

chez les rats arthritiques par l'utilisation de vecteurs adénoviraux produisant l'a1-PDX. Il a 

été nécessaire dans un premier temps, de vérifier l'effet de l'administration de ces 

adénovirus sur l'inflammation et l'index articulaire des chevilles de rats contrôles (ayant 

reçu du PBS à la place du collagène). Ainsi, cinq jour suivant l'administration de PBS, les 

rats ont été injectés au niveau de l'articulation des chevilles avec l'AdTRSPDX ou 

l'AdCMVGFP en présence de l'AdCMVtTa, chacun à des MOI de 3XI08• Puis, 

l'inflammation et l'index articulaire ont été évalués aux 2-3 jours, et ce pour une période de 

36 jours. Afin de vérifier si les adénovirus pouvaient induire de l'inflammation, cette 

dernière a été évaluée à l'aide d'un caliper mesurant l'épaisseur des pattes arrières de rats à 

la jonction du tarse et du métatarse. L'évaluation de l'index articulaire, a été effectuée par 

l'observation de rougeur et/ou d'enflure au niveau des pattes des rats et a été établie selon 

une échelle de O à 4 tel que décrit dans la section "matériel et méthodes". La figure 20 A 

représente l'effet des adénovirus sur l'inflammation des pattes des rats. On observe une 

inflammation modérée et transitoire 24 heures suivant l'injection des virus. Cependant, 

cette inflammation diminue aussitôt. La mesure revient au niveau basal (5mm) à compter 

du jour 8 et demeure stable jusqu'à la fin de l'expérience (jours 36). La figure 20 B 

représente l'effet des adénovirus sur l'index articulaires des rats. Cette figure montre que 

les rats injectés avec le virus contrôle ou le virus encodant l'a1-PDX ont conservé un index 

articulaire de O. Ainsi, les adénovirus n'induisent pas d'effet détectable sur la mesure 



87 

A) - 9 

= e AdCMVGFP = 8 'v AdTRSPDX ._, 
= Q 

7 ·-..... = = = 6 = = = 5 

4 
0 t 10 20 30 

Jours post-injection au PBS 
B) 4 

e AdCMVGFP 
3 'v AdTRSPDX .. ·-= -= 2 y ·-..... .. = 
1 

"0 = 
0 

0 t 10 20 30 
Jours post-injection au PBS 

Figure 20. Effet des adénovirus sur la mesure de l'inflammation et de l'index 

articulaire au niveau des pattes de rats contrôles. 

Les rats contrôles ont été injectés à 1a base de 1a quèue avec 200 µl d'un mé1ange d'adjuvant de 

Freund et de PBS. Cinq jours suivant cette injection, les adénovirus (AdCVMGFP ou AdTR5PDX 

MOI = 3Xl 08) ont été irtjectés en présence du transactivateur AdCVMtTa (MOI = 3Xl 08) au niveau 

des chevilles. L'inflannnation (A) a été évaluée par 1a mesure de l'épaisseur du tarse à l'aide d'un 

caliper. L'index articulrure (B) a également été évalué. Les flèches représentent le jour de l'injection 

adénovirale. N=2. 
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de l'index articulaire. 

Par conséquent, l'administration des virus au niveau des chevilles des rats contrôles 

n'induit pas d'effet sévère au niveau de l'inflammation et de l'index articulaire, ce qui 

permet leur utilisation dans un modèle expérimental d'arthrite chez le rat. 
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3.11 Impact de l'administntion de I' AdTRSPDX sur l'inflammation et l'iodes 

articulaire des rats traités au coUagène de type II 

Des rats traités au collagène de type II ont été injectés au niveau des articulations 

des chevilles avec les adénovirus 5 ou 7 jours suivant l'induction de l'arthrite. Le virus 

contrôle AdCMVGFP et I' AdCMVtTa ont été injectés dans les chevilles gauches à des 

MOI de 3Xl08 chacun. Le virus AdTRSPDX et l'AdCMVtTa ont été injectés dans les 

chevilles droites à des MOI de 3Xl08 chacun. Étant donné que l'arthrite induite par le 

collagène se développe généralement de façon symétrique au niveau des articulations (Joe 

et Wilder, 1999), la cheville gauche a servi de contrôle à la cheville droite. 

L'effet du traitement par l'AdTRSPDX a été analysé par la mesure de 

l'inflammation des pattes à la jonction entre le tarse et le métatarse à l'aide d'un caliper. 

Dans ce cas-ci, l'injection des adénovirus a été effectuée au jour 5 suivant l'induction de la 

pathologie. A la figure 21 A, les rats injectés avec le vecteur contrôle montrent d'abord une 

inflammation modérée 24 heures suivant l'injection adénovirale, qui n'est pas détectée chez 

les chevilles traitées à I' AdTRSPDX. Cette inflammation disparaît par la suite et la mesure 

du tarse revient au niveau basal de 5 mm au jour 8. Au jour 11, les pattes des rats injectés 

avec le virus contrôle montrent une augmentation d'inflammation avec un pic observé au 

jour 19 alors que les pattes injectées avec l' AdTRSPDX montrent une augmentation de 

l'inflammation à partir du jour 12, soit 24 heures plus tard que les pattes contrôles. Cette 

augmentation d'inflammation chez les pattes injectées avec I' AdTRSPDX se fait à un degré 

beaucoup plus faible que l'inflammation observée chez les pattes contrôle. Cette 

inflammation augmente jusqu'au jour 19, mais de façon plus modérée que les pattes 



Figure 21. Effet de I' AdTRSPDX au niveau du développement de l'arthrite évalué par 

l'inflammation et l'index articulaire. 

Cinq jours (A) ou sept jours (B) après avoir été traités au collagène, les rats arthritiques ont 

été injectés dans les chevilles gauches avec l'AdCMVtTa et l'AdCVMGFP (MOI= 3Xl08 

chacun) et dans les chevilles droites avec l'AdTRSPDX et l'AdCMVtTa (MOI= 3Xl08 

chacun). L'effet des virus sur le développement de la maladie a été observé selon la mesure 

de l'inflammation des pattes arrières au niveau du tarse dans le temps en A et selon la 

mesure de l'index articulaire dans le temps en B. Les flèches représentent le jour de 

l'injection adénovirale. Les résultats sont des figures représentatives de 2 expériences N= 7 

en A et N= 8 en B. • p<0,05. 
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injectées avec le virus contrôle. De plus, les données des jours 14 et 16 sont significatives : 

au jour 14, l'épaisseur des pattes droites (traitées avec l'AdTRSPDX) est de 6,95 +/- 0,4 

mm alors que l'inflammation des pattes gauches est de 8,05 +/- 0,23 mm. Au jour 16, la 

moyenne des pattes droites est de 7,13 +/- 0,39 mm et celle des pattes gauches est de 8,13 

+/- 0,21 mm. A partir du jour 20, l'inflammation diminue chez les 2 groupes, cependant les 

pattes droites (injectées à l'AdTRSPDX) continuent à montrer une inflammation inférieure 

à celle des pattes gauches (injectées à 1' AdCMVGFP), et ce jusqu'au jour 36. 

La sévérité du développement de l'arthrite a été évaluée à l'aide de l'index 

articulaire. Les résultats exprimés à la figure 21 8 indiquent à partir du jour 8 une 

diminution de la sévérité de l'arthrite chez les pattes de rats injectés au jour 7 à 

I' AdTR5PDX (pattes droites) par rapport aux pattes gauches injectées avec le vecteur 

contrôle. Deux points sont significatifs lors des tests pairés soit au jour 8 où l'index 

articulaire des pattes droites est de 1,43 +/- 0,3 par rapport à un index de 2 +/- 0,0 pour les 

pattes contrôles. Le deuxième point significatif se situe au jour 15 suivant l'induction de 

l'arthrite où l'index articulaire des pattes droites est de 2,57 +/- 0,3 par rapport à 3,29 +/-

0, 18 pour les pattes gauches. 

Bien que seulement 2 points soient significatifs, une tendance d'inhibition de la 

sévérité de la maladie est observée tout au long de l'évaluation des pattes traitées à 

I' AdTRSPDX. De plus, l'effet d'inhibition semble plus marqué au début du développement 

de la maladie, ce qui suggère que le traitement avec le virus AdTR5PDX puisse procurer un 

effet de ralentissement du développement de la maladie. 

Il est important de spécifier que le graphique représentant les niveaux 

d'inflammation (figure 21A) et celui rapportant l'index articulaire (figure 21 8) 
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proviennent de 2 expériences distinctes. Ceci explique pourquoi le développement de 

l'arthrite expérimentale est observé à des jours différents dans ces graphiques. 

Finalement, ces résultats suggèrent que la furine soit impliquée dans le 

développement de l'arthrite et que son inhibition via l'AdTRSPDX diminue les niveaux de 

sévérité de la maladie et d'inflammation. 
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4. DISCUSSION 

La polyarthrite rhumatoïde est caractérisée par une inflammation et une 

hypertrophie de la membrane synoviale causant des dommages irréversibles tels que la 

destruction progressive du cartilage et des os. Bien que plusieurs études aient été effectuées 

depuis les dernières années, les causes exactes de la maladie demeurent inconnues. Par 

ailleurs, on sait que ces événements sont régis par des molécules pro-inflammatoires et des 

enzymes potentiellement activées par la furine, ce qui fait de celle-ci une cible 

thérapeutique intéressante. 

David Bouchard (Bouchard, 2000) avait construit et caractérisé au cours de ses 

études de maîtrise un adénovirus recombinant pour un inhibiteur puissant de la furine, soit 

l'a1-PDX (Anderson et al., 1993). Le but de cette construction était de pouvoir modifier in 

vivo l'activité de la furine, et par conséquent d'étudier le rôle de cette dernière dans la 

l'arthrite expérimentale chez le rat. 

Ainsi, les premières expériences ont consisté à vérifier la capacité d'infection et la 

production de l'a1-PDX chez les synoviocytes de type B de rat en culture primaire (afin de 

se rapprocher d'un contexte d'arthrite). Donc les premiers résultats ont permis d'observer la 

production d'a1-PDX par les synoviocytes infectés. Par conséquent, ces résultats indiquent 

que les synoviocytes sont infectables. De plus, la production protéique est dépendante de la 

MOI et le patron de bandes obtenu en gel SOS-PAGE concorde avec les résultats de 

Benjennet et al. (Benjennet et al. 1997) à l'exception de la présence d'une bande d'environ 

42 kDa qui n'est pas observée par ce groupe, mais qui pourrait correspondre à une forme 

dégradée de l'a1-PDX puisque celle-ci n'est présente que lorsque l'a1-PDX est fortement 
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exprimé (figure 12). Ainsi, l'adénovirus recombinant s'avère efficace dans l'infection et 

dans la production de l'a1-PDX chez les synoviocytes en culture. 

Par ailleurs, il est important de préciser que l'utilisation d'une MOI de 50 du virus 

AdCMVtTa a été choisi suite à des essais préliminaires visant à déterminer l'expression 

maximale des transgènes pour une charge virale minimale. De plus, dans la section 3.1 des 

résultats, une augmentation de transduction du transgène GFP à une MOI supérieure à 100 

d'AdTRSPDX est observée et ce, même si la MOI du virus AdCMVtTa est de 50. Ceci 

peut s'expliquer par les différentes méthodes de titration des virus utilisées. Les virus 

encodant l'ADNc de la GFP ont été titrés à l'aide de la loi de Poisson alors que le virus 

AdCMVtTa n'encodant pas la GFP a été titré par la méthode usuelle de plage de lyse de 

cellules infectées. Afin de s'assurer qu'il n'y ait pas de différence entre les titres, il serait 

favorable d'utiliser une méthode de titration identique pour les deux types de virus. Si cette 

hypothèse s'avère exacte, les titres réels des 2 virus pourraient être identiques et la majorité 

des cellules serait donc infectée par les 2 virus. 

La deuxième explication de ces résultats est qu'il existe une différence entre les 2 

promoteurs insérés dans le génome des 2 types de virus, ce qui conduit en une expression 

protéique différente. Ainsi, le virus AdCMVtTa contient un puissant promoteur constitutif, 

le promoteur CMV, pouvant induire une très grande production de la protéine tTa Cette 

protéine active ensuite le promoteur du virus AdTRSPDX. Par conséquent, il est possible 

de voir des augmentations de production des transgènes lorsqu'une cellule est infectée par 

un ratio différent d'AdCMVtTa par rapport à l'AdTRSPDX (1 :5 dans ce cas). D'ailleurs, 

dans la section 3.1 des résultats, une augmentation de la fluorescence moyenne des cellules 

infectées a été rapportée suite à une MOI croissante du virus AdTRSPDX, tout en gardant 
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la MOI du virus AdCMVtTa à 50. Ceci indique que l'expression des transgènes est 

dépendante de la MOI du virus AdTR5PDX utilisée. On peut aussi conclure que le tTa est 

produit en quantité suffisante pour activer le promoteur de tous les virus AdTR5PDX qui 

sont entrés dans la cellule. 

De plus, suite à l'observation des cellules au bleu de trypan, les virus utilisés à des 

MOI maximales (250) n'ont pas d'impact sur la viabilité des synoviocytes à 48 heures. 

L'impact de l'infection virale sur la viabilité des cellules à plus long terme n'a pas été 

étudié. 

Étant donné que le but de l'utilisation de cet adénovirus était d'inhiber la furine in 

vivo, nous avons vérifié l'effet de ce dernier sur la maturation des substrats TGF-P, et 

PDGF AB par les synoviocytes infectés (figure 13 et 14). Ces deux substrats ont été utilisés 

en tant que contrôle d'efficacité d'inhibition de la furine pour deux raisons: d'abord il a été 

démontré dans le laboratoire que la furine mature le TGF-Pl (Dubois et al., 1995; 2001) 

ainsi que le PDGF AB (Laprise et Dubois, résultats non publiés). La seconde raison de leur 

utilisation est parce qu'ils sont impliqués dans la polyarthrite rhumatoïde. Ainsi, les 

résultats ont démontré que l'inhibition de la furine empêchait la maturation subséquente de 

ces substrats, et ce, de façon dépendante de la MOI. Toutefois, ce système ne nous permet 

pas d'inhiber la maturation à 100%. Ceci peut s'expliquer par une incapacité d'infecter 

100% des cellules. D'ailleurs nos études utilisant la GFP en tant que traceur indiquent 

qu'environ 55% des synoviocytes sont infectables dans nos conditions expérimentales 

(figure 11). Une explication alternative est que d'autres convertases de la famille des PCs 

puissent maturer ces substrats. D'ailleurs il existe une redondance entre certaines 

convertases de proprotéines. Ainsi, la PC7, la PACE4 et la PC6B, qui sont exprimées dans 
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une grande variété de tissus, pourraient maturer le TGF-(31 et le PDGF AB. Il a déjà été 

démontré qu'une surexpression de ces convertases par le virus vaccinia recombinant, 

engendre une maturation du pro-TGF-(31 chez les cellules Lovo et BSC-40, mais à un 

niveau beaucoup moins élevé que la furine (Dubois et al., 2001). Tel que mentionné dans 

l'introduction, l'a1-PDX possède également une affinité pour la PC6B, quoique plus faible 

que celle pour la furine, alors qu'il a très peu d'effet sur la PACE4 et la PC7 (Jean et al., 

1998). Puisque, ces convertases sont faiblement inhibées par l'a1-PDX, leur activité 

pourrait donc être responsable de l'inhibition incomplète de la maturation des substrats 

TGF-(31 et PDGF AB. Toutefois, les 2 facteurs de croissances ont montré des niveaux 

d'inhibition différents. L'hypothèse pouvant expliquer ces différences est que les 

convertases énumérées ci-haut, en particulier la furine, auraient une plus grande affinité 

face au site de reconnaissance du pro-TGF-Pl par rapport à celui du pro-PDGF AB, ce qui 

nécessiterait des concentrations plus élevées d'a1-PDX pour inhiber la maturation du TGF-

JH que celle du PDGF AB. L'importance de l'inhibition de ces 2 facteurs découle de leur 

participation dans la réponse inflammatoire lors de polyarthrite rhumatoïde, en agissant soit 

en tant qu'agents mitogènes, chimioattractants, ou en modulant l'expression de molécules 

d'adhésion. Finalement, l'inhibition de la maturation de ces substrats démontre que la 

furine est inhibée par l'a1-PDX produit par les synoviocytes infectés. 

L'implication de la furine dans l'activation de la MTl-MMP/MMP-2 peut 

dépendre des types cellulaires tel que l'a démontré le groupe de Sato et al. Ce groupe avait 

observé que chez les fibroblastes du derme de lapin, l'activation de la MMP-2 médiée par 

la MTl-MMP se faisait de façon indépendante de la furine, alors que chez les fibroblastes 

du col utérin humain, l'activation de la MMP-2 via la MTI-MMP était dépendante de la 
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convertase (Sato et al. 1999). Ainsi, après avoir vérifié la capacité d'inhibition de la furine 

chez les synoviocytes, nous avons voulu vérifier l'effet de son inhibition sur la maturation 

de la MTI-MMP et de la MMP-2 chez ces cellules. Tel qu'élaboré en introduction, les deux 

métalloprotéinases sont impliquées au niveau du remodelage et de la dégradation de la 

matrice extra-cellulaire dans la pathologie de la polyarthrite rhumatoïde (Konttinen et al., 

1999b). 

Les résultats visualisés par zymographie ont démontré (figure 15) que l'inhibition 

de la furine par l'a,-PDX mène à une diminution d'activité gélatinolytique des formes 

intermédiaires et actives de la MMP-2 des synoviocytes, ainsi qu'à une augmentation de la 

forme pro. Ceci suggère donc que l'inhibition de l'activité de la furine empêche la 

maturation de la MTl-MMP et par conséquent l'activation de la MMP-2. Ainsi, la 

maturation de la MTI-MMPIMMP-2 chez les synoviocytes semble se faire via l'action de 

cette enzyme. Encore une fois, l'inhibition incomplète de la maturation de ces 

métalloprotéinases pourrait s'expliquer, en partie, par l'incapacité d'infecter 100% des 

cellules. De plus, comme nous en avons parlé plus tôt, d'autres convertases de proprotéines 

telles que la PC7, la PACE4 et PC6B pourraient maturer la MTI-MMP puisqu'elles sont 

exprimées dans une grande variété de tissus et sont très faiblement inhibées par l'a,-PDX 

(Jean et al., 1998). Bien que l'inhibition des substrats ne soit pas complète, les résultats 

permettent tout de même de suggérer l'implication de la furine dans l'activation de la 

MMP-2 (via la MTI-MMP) dans l'arthrite étant donné que les synoviocytes de type B sont 

de grands producteurs de ces 2 enzymes (Konttinen et al., 1999). Afin de supporter 

l'implication de la furine dans la maturation de la MTI-MMP chez les synoviocytes, nous 

avons tenté de démontrer une diminution de la maturation de cette métalloprotéinase par 
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buvardage de type western, toutefois les anticorps disponibles commercialement possèdent 

peu d'affinité pour la MTl-MMP de rats donc cet aspect du travail n'a pu être développé 

davantage. 

Le système adénoviral que nous avons utilisé possède un promoteur régulable à la 

doxycycline. Par conséquent, nous avons tout d'abord testé la capacité régulatrice de ce 

vecteur dans notre système utilisant des synoviocytes en culture. Dans un premier temps, 

nous avons observé une absence de production du gène rapporteur GFP chez les cellules 

infectées avec l'AdTRSPDX et mises en présence de 1 µg/ml de doxycycline (figure 16 a). 

Ceci confirme l'inhibition de la transcription des gènes par le promoteur CMV modulable. 

Nous avons aussi vérifié cette capacité régulatrice au niveau de la maturation des substrats 

TGF-JH et PDGF AB. Ainsi, les cellules infectées avec I' AdTRSPDX en présence de 

doxycycline montrent une maturation de 72% pour le TGF-Pl (figure 16 b) et de 63.3% de 

PDGF AB (figure 16 c). Cependant, la production des substrats est plus faible que les 

cellules contrôles ayant été infectées avec le vecteur vide, ce qui suggère que la 

doxycycline ait un effet d'inhibition de la production de ces substrats et ce, possiblement au 

niveau de la synthèse d'ADN. D'ailleurs, des études ont démontré l'action inhibitrice de la 

doxycycline sur la synthèse d'ADN chez les lymphocytes à des concentrations 

thérapeutiques (Pôtts et al., 1983). Il a aussi été démontré que la doxycycline, à des 

concentrations de 5µg/ml, induit l'apoptose des cellules tumorales du cancer de la prostate 

et du sein (Fife et al., 1998) ainsi que chez les cellules d'ostéosarcome (Fife et al., 1997). 

Afin de vérifier l'effet de la doxycycline sur les cellules étudiées, nous aurions pu vérifier 

les niveaux de synthèse d'ADN par un test d'incorporation à la thymidine. 
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Bien que la reprise de production de substrats matures ne soit pas complète, nous 

pouvons tout de même conclure de cette expérience que I 'AdTRSPDX est régulable 

puisqu'une forte augmentation de maturation est observée par les cellules infectées avec cet 

adénovirus et traitées à la doxycycline. Il faudra toutefois vérifier l'effet inhibiteur de la 

doxycycline sur la synthèse d'ADN lors des prochaines études impliquant cette dernière. 

Étant donné que nous avons démontré que le système est fonctionnel in vitro chez 

les synoviocytes de type B en culture, l'étape suivante a été de démontrer sa fonctionnalité 

in vivo chez des rats arthritiques induits au collagène de type Il. Dans un premier temps, 

nous avons vérifié l'expression du transgène a1-PDX dans les genoux en injectant 

l'adénovirus AdTRSPDX dans ces articulations, puis en prélevant les corps adipeux infra-

patellaires pour en mesurer l'ARNm par RT-PCR. Ainsi, les résultats ont démontré qu'il y 

avait une expression du transgène aux jours 7, 15, et 21 se traduisant par l'amplification 

d'une bande d'une longueur équivalente à la longueur théorique (figure 17). De plus, les 

bandes amplifiées aux jours 15 et 21 sont plus intenses que celles du jour 7, ce qui suggère 

que l'expression du transgène soit plus forte à ces temps expérimentaux. Toutefois on ne 

peut vraiment conclure sur les différences des niveaux d'expression des transgènes puisque 

le RT-PCR effectué n'était pas quantitatif. La faible quantité d'ARN extraite des tissus ne 

nous a pas permis d'établir une courbe afin de déterminer le nombre de cycle correspondant 

à la phase de linéarité, permettant par la suite de faire le PCR quantitatif. 

Bien que nous ayons démontré l'expression du transgène in vivo, il nous était 

impossible de déterminer le(s) type(s) cellulaire(s) où celui-ci était exprimé puisque la 

méthode développée pour prélever la membrane synoviale prélève en même temps le corps 

adipeux infra-patellaire qui est composé d'adipocytes. Prenant avantage du fait que 
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l'adénovirus recombinant contient un gène rapporteur GFP introduit dans une cassette 

dicistronique à la suite de l'a,-PDX, nous avons vérifié le type de cellules exprimant le 

transgène par microscopie confocale à balayage. Au cours d'une étude préalable, il avait été 

démontré que la production de la GFP était proportionnelle à celle de l'a1-PDX (Bouchard, 

2000). Les images obtenues du corps adipeux infra-patellaire ont permis de conclure que la 

fluorescence, donc la production d'a,-PDX, se situait exclusivement au niveau de la 

membrane synoviale (figure 18). Par conséquent, l'absence de fluorescence au niveau des 

adipocytes (qui ont été observés dans le visible avant de prendre les images de 

fluorescence) indique que ces derniers ne semblent pas avoir été infectés. Ceci peut 

s'expliquer par la méthode d'injection qui relâche les virus dans la cavité articulaire, soit à 

proximité de la membrane synoviale, plutôt que dans la couche adipeuse. De plus, l'image 

à plus fort grossissement d'une cellule permet de constater que la fluorescence se trouve 

majoritairement au cytoplasme et une expression plus faible est détectée au noyau, ce qui 

concorde avec la localisation de la protéine GFP de type sauvage (Ogawa et al., 1995; 

Gercles et Kaether, 1996). 

Nous avons démontré au cours de la recherche que l'adénovirus recombinant 

AdTRSPDX était modulable par la doxycycline chez les synoviocytes en cultures. De plus, 

nous savons maintenant que celui-ci permet l'expression des transgènes lorsqu'il est injecté 

dans les genoux de rat. Par conséquent, nous avons voulu vérifier si la doxycycline 

administrée dans l'eau des rats arthritiques pouvait inhiber l'expression des transgènes des 

virus injectés dans les genoux des animaux. Les résultats en microscopie à fluorescence 

démontrent que l'antibiotique inhibe la production de fluorescence et par conséquent la 

production du transgène a 1-PDX (Figure 19 B et D). Ces résultats sont comparables à 
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d'autres études ayant démontré que l'administration de doxycycline (débutant avant les 

injections) empêchait la transcription des transgènes 3 ou 7 jours suivant l'infection (Smith-

Arica et al., 2001 ; Harding et al., 1998) De plus, nous avons pu vérifier que 1 'arrêt 

d'administration de l'antibiotique réactive la cassette transcriptionnelle en permettant la 

transcription des transgènes 18 jours suivant l'arrêt d'administration de la doxycycline 

(figure 19 F). Cette reprise de transcription est légèrement plus lente que celle rapportée par 

le groupe de Smith-Arica et al. qui ont détecté une reprise de transcription au niveau de la 

glande pituitaire 7 jours suivant l'arrêt d'administration de l'antibiotique (Smith-Arica et 

al., 2001). D'autre part, la reprise d'expression de notre système est beaucoup plus rapide 

que celle observée au niveau de l'hippocampe par le groupe de Harding et al., qui se 

produisait 11 semaines suivant l'arrêt d'administration de la doxycycline (Harding et al., 

1998). Ceci suggère donc que notre système soit plus efficace que celui du groupe de 

Harding au niveau de la régulation par la doxycycline, puisque la remise en marche du 

système se fait dans un délai plus court. Cette différence de rapidité de reprise de 

transcription des systèmes pourrait s'expliquer par une variation au niveau de la demi-vie 

de la doxycycline dépendant des différents tissus. 

Les expériences en microscopie à fluorescence ont aussi permis de constater que la 

production de GFP était maximale au jour 15 suivant l'injection adénoviral (figure 19 C). 

De plus, la fluorescence est toujours détectée au jour 25 post-injection, ayant toutefois 

diminuée en intensité ( figure 19 E). Ces résultats permettent de conclure que le système 

adénoviral utilisé est efficace en ce qui concerne sa capacité d'infection spécifique des 

synoviocytes, sa production du transgène a,-PDX et sa capacité régulatrice par la 

doxycycline. 
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Le but ultime de l'étude était de vérifier l'effet de l'inhibition de la furine sur le 

développement de l'arthrite expérimentale induite par le collagène de type II chez le rat. 

Dans un premier temps, nous avons vérifié par l'index articulaire et par la mesure de 

l'épaisseur des chevilles, si l'adénovirus injecté dans ces articulations produisait un effet 

chez les rats contrôles. Ces résultats se sont avérés concluants puisqu'une légère 

inflammation observée au site d'injection 24 heures suivant l'administration s'est par la 

suite résorbée (figure 20). Ensuite nous avons évalué le développement de l'arthrite des 

pattes de rats injectées au niveau des chevilles avec l' AdTRSPDX en comparaison avec les 

pattes injectées avec l' AdCMVGFP qui sert de vecteur contrôle. 

Au niveau de l'index articulaire, les résultats ont démontré une diminution de la 

sévérité de l'arthrite dans les pattes injectées avec l' AdTR5PDX sans toutefois empêcher 

complètement le développement de la pathologie (figure 21 B). D'ailleurs, les résultats 

concernant les mesures de l'inflammation montrent aussi un niveau plus faible 

d'inflammation, toujours chez les pattes injectées avec l'adénovirus produisant l'a1-PDX, 

sans toutefois bloquer complètement l'inflammation (figure 21 A). De plus, l'inhibition de 

la pathologie semble plus marquée jusqu'au jour 20, ensuite les différences entre les rats 

contrôles et traités à I 'AdTRSPDX sont moins importantes, ce qui suggère que la furine 

puisse avoir une implication plus importante dans les stades précoces de la pathologie. 

L'incapacité d'inhiber complètement l'inflammation ainsi que le développement de la 

pathologie s'explique possiblement par l'injection trop tardive des adénovirus (jour 5 ou 7 

post-injection au collagène) comparativement à 1 'enclenchement de la maladie induite par 

le collagène. D'ailleurs nous avons observé à la figure 19 C une production maximale du 

transgène au jour 15 suivant l'injection des adénovirus ce qui suggère que dans les 
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expériences in vivo, l'inhibition de la furine s'est probablement produite trop tard puisque 

les signes de la maladie (rougeur et inflammation) dans ce modèle d'arthrite sont 

détectables aux environs du jour l O. Étant donné que nous voulions vérifier l'effet de 

l'inhibition de la furine dans l'initiation de la maladie, nous aurions par conséquent dû 

injecter l'adénovirus avant l'induction au collagène afin de s'assurer d'une production 

maximale du transgène, avant que les signes de la pathologie soient évidents et avant que la 

cascade d'activation des molécules pro-inflammatoires et des enzymes impliquées dans la 

dégradation ne soit enclenchée. Panni les effets anti-inflammatoires potentiels de l'a1-

PDX, il est important de souligner que l'inhibition de la TACE, un substrat potentiel de la 

furine, pourrait empêcher la maturation du TNFa qui est à l'apex de la cascade d'activation 

des cytokines pro-inflammatoires (Feldmann et al., 1996). D'ailleurs, il a été démontré dans 

le laboratoire du Dre Dubois que la TACE est maturée en partie par la furine et par d'autres 

convertases de proprotéines dont la PC2. (manuscrit en préparation). De plus, nous avons 

vu en introduction que plusieurs autres métalloprotéinases, entre autres la MMP-2, la MTI-

MMP, la MMP-1, la MMP-8, MMP-13, la MMP-9 (Konttinen et al., 1999 a, b) sont 

impliquées dans la pathologie et que la furine participe à la maturation de plusieurs d'entre 

elles et ce, de façon directe ou indirecte. 

Par ailleurs, tel que mentionné précédemment, d'autres convertases (PC7, PACE4 

et PC6B), étant faiblement inhibées par l'al-PDX, pourraient maturer les différents 

substrats impliqués dans la PR et conduire à une inhibition incomplète de l'inflammation et 

de la sévérité de la maladie. D'autres substances pourraient aussi jouer un rôle dans la 

maturation des substrats que nous avons étudié. Par exemple, la plasmine peut activer le 

TGF-13 in vivo (Khalil et al., 1996; Chu et Kawinski, 1998). 
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Le liquide synovial pourrait participer à l'incapacité de l'AdTRSPDX à inhiber 

totalement in vivo l'inflammation puisque ce dernier contient des protéases qui pourraient 

possiblement affecter les protéines d'attachement du virus, empêchant celui-ci d'infecter 

les cellules. Il a aussi été démontré que 70% des patients arthritiques possèdent des 

anticorps neutralisant contre l'adénovirus humain de type 5 (Goossens et al., 2001). 

Toutefois, il serait surprenant de retrouver ces anticorps chez les rats puisque ceux-ci sont 

n'ont jamais été en contact avec des agents pathogènes avant l'injection des adénovirus. 

Une autre explication concernant l'incapacité de l'AdTRSPDX à inhiber 

totalement les conséquences articulaires de l'arthrite expérimentale est due au fait que 

l'adénovirus est reconnu pour avoir une pénétrance tissulaire limité. Il a été démontré chez 

des cellules de carcinome oral (Tul38), que l'infection avec des adénovirus, répétée 2 fois 

dans un intervalle de 18 heures, résulte en une pénétrance d'un maximum de 4 couches de 

cellules (Clayman et al., 1995). En se basant sur ces résultats, nous pouvons suggérer que 

dans notre système, les virus n'infectent qu'une partie des synoviocytes. Nous croyons 

également que d'autres types cellulaires tels que les chondrocytes, ne soient pas infectables 

par le virus, puisque ces cellules sont situées au niveau du cartilage, donc à un niveau trop 

profond pour la pénétrance de l'adénovirus. Nous avons tenté de vérifier si l'adénovirus 

infectait ces cellules en faisant des coupes de genoux enrobés dans la paraffine. 

Malheureusement, nous perdions le signal de fluorescence. Les temps de décalcification 

nécessaires à la coupe des tissus étaient probablement trop longs et pouvaient engendrer 

une dégradation de la GFP. De plus, la paraffine est responsable d'une forte auto 

fluorescence (Ikawa et al. 1999), ce qui nous empêchait de détecter l'expression de GFP au 

microscope à fluorescence. Des essais de coupes de tissus congelés à l'aide de cryostat ont 
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aussi été effectués, cependant les coupes étaient de mauvaise qualité due à la difficulté de 

couper le tissu osseux et n'adhéraient pas aux lames traitées à la polylysine. Ainsi, nous 

n'avons pu vérifier si l'adénovirus infectait d'autres cellules que les synoviocytes de la 

membrane synoviale. Toutefois, nous avons vu que les chondrocytes produisent un bon 

nombre de métalloprotéinases en condition pathologique. Ainsi, l'incapacité d'inhiber la 

furine de ces cellules pourrait être une des causes de la faible inhibition du développement 

de la maladie observée. 

Afin de remédier à ce problème, l'utilisation d'une thérapie combinée pourrait 

s'avérer des plus utiles. Il a été mentionné précédemment que la doxycycline pouvait 

inhiber la synthèse d'ADN ainsi qu'induire l'apoptose des cellules. De plus, cette dernière 

est capable d'inhiber l'activité de la MMP-1, la MMP-13 (Shlopov et al., 2001) la MMP-8 

(Nordstrom et al., 1998) la MMP-2 ainsi que la destruction des tissus (Amin et al., 1996). 

D'ailleurs, l'administration par voie orale de doxycycline chez des chiens atteints 

d'ostéoarthrite (maladie impliquant la dégradation du cartilage et des os) diminue de façon 

marquée la sévérité de la maladie (Yu et al., 1992) 

Ainsi, il aurait été bénéfique de construire le vecteur adénoviral de façon à ce que 

l'expression des transgènes soit activée en présence de doxycycline, et inhibée en absence 

de l'antibiotique, ce qui aurait conduit à une thérapie combinée comprenant le transgène et 

l'antibiotique. Par ailleurs, ce système est beaucoup plus dispendieux et nous n'aurions pu 

conclure que les effets observés sont dus à l'inhibition de la furine. 
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S. CONCLUSION 

Le but ultime de cette étude consistait à vérifier l'effet de l'inhibition de la furine 

dans la pathologie de l'arthrite expérimentale. Pour parvenir à nos fins, nous avons 

caractérisé l' AdTRSPDX in vitro chez des synoviocytes de type B en culture, ensuite in 

vivo chez des rats arthritiques. Les résultats nous ont permis de conclure que l'adénovirus 

était fonctionnel in vitro et in vivo. D'ailleurs, il est important de souligner qu'il n'a encore 

jamais été publié de recherches utilisant un système adénoviral modulable dans l'étude de 

l'arthrite expérimentale. 

L'étape finale de l'étude a consisté à vérifier l'effet de l'inhibition de la furine sur 

le développement de l'arthrite expérimentale induite par le collagène de type II. Ces 

résultats ont d'ailleurs démontré une diminution de l'inflammation et de la sévérité de la 

pathologie, sans toutefois parvenir à empêcher totalement le développement. Ces données 

suggèrent toutefois que la furine puisse jouer un rôle dans la pathologie. D'ailleurs, il serait 

intéressant de refaire une expérience in vivo en injectant les adénovirus avant d'induire la 

pathologie chez les rats. Ceci pourrait optimiser nos résultats tout en confirmant 

l'implication de la furine dans la maturation de molécules impliquées dans des stades 

précoces de cette pathologie. De plus, l'adénovirus AdTRSFUR dont nous disposons dans 

le laboratoire, code pour la protéine furine et pourrait être injecté dans les chevilles de rats 

sains. Il serait ainsi possible de vérifier si la surexpression de la furine peut induire l'arthrite 

expérimentale. Nous obtiendrions donc une preuve additionnelle de l'implication de la 

furine dans la maladie. Afin de démontrer que la furine est responsable de la maturation de 

plusieurs substrats impliqués dans l'arthrite, la maturation de la TACE a aussi été étudiée 

dans notre laboratoire. Il serait aussi intéressant d'étudier la maturation de l'agrécanase 



107 

puisque celle-ci possède un site putatif de reconnaissance par la furine. De plus, elle est 

impliquée dans la dégradation des articulations des patients arthritiques, puisqu'elle est 

responsable du clivage de l'agrécan, la composante majeure du cartilage hyalin articulaire 

(Fosang et al., 1996). 

Il est bien évident que tant que l'étiologie de la pathologie demeurera inconnue, 

cette dernière restera probablement incurable. Toutefois, l'inhibition par la furine d'une 

grande quantité de molécules impliquées dans la pathologie pourrait mener à une nouvelle 

stratégie thérapeutique afm de prévenir l'inflammation ainsi que les dommages articulaires. 
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