	Numéro d'agrément du laboratoire
	

	Numéro de projet de la  commission d'éthique
	2019-20

	Titre scientifique du projet
	

	Titre non-technique du projet
	Caractérisation de l’effet de la surexpression et de la perte de fonction du gène de l’ostéomoduline (omd) chez la souris et de son implication dans le développement de l’arthrose.

	Date d'autorisation du projet par la commission d'éthique
	26/04/2019

	Durée du projet (date de début et de fin)
	01/06/2019-01/12/2023

	Le projet fera l'objet d'une analyse rétrospective (oui/non) et dans quel délai
	Oui, dans un délai de 4 ans au maximum

	Mots Clés (maximum 10 mots / 
100 caractères)
	Souris, arthrose, ostéomoduline, analyse phénotypique, DMM, os, cartilage

	Objectif du projet
	

	 
	Recherche fondamentale : oui
Recherches translationnelle ou appliquée : non
Test réglementaire et production de routine : non
Protection de l'environnement naturel dans l'intérêt de la santé ou du bien-être de l'homme ou de l'animal : non
Conservation des espèces : non
Enseignement supérieur ou  formation : non
Enquête médicolégale : non
Maintien de  colonies d'animaux génétiquement modifiés, non utilisés dans d'autres expériences : non
Maintien de  colonies d'animaux génétiquement modifiés, non utilisés dans d'autres expériences : non

	Décrivez les objectifs du projet (par exemple, les inconnues scientifiques ou les nécessités scientifiques ou cliniques concernées) (1000 caractères maximum)
	Au niveau de l’os sous-chondral arthrosique, notre laboratoire a déjà démontré qu’OMD, une protéine de la matrice osseuse, présente un niveau protéique parmi les plus diminué lors de scléroses. 
Notre objectif est de caractériser pour la première fois les lignées murines qui surexpriment et qui sont perte de fonction pour omd. Les souris seront caractérisées par diverses techniques complémentaires lors de leur développement et durant leur processus de vieillissement.  L’accent de la caractérisation se portera sur le phénotype des tissus squelettiques. L’ostéomoduline étant corrélée à l’arthrose nous caractériserons également ces lignées lors du développement de cette pathologie survenue naturellement ou induite par chirurgie. 

	Quels sont les avantages potentiels susceptibles de découler de ce projet (quelles avancées de la la science pourraient-elles être attendues ou comment les humains, les animaux ou les plantes pourraient-ils  bénéficier du projet)? (1000 caractères maximum)
	Une meilleure compréhension des mécanismes qui sous-tendent la pathologie de l'arthrose serait bénéfique à la société au vu de l'importance socio-économique de cette maladie et de sa prévalence élevée. L'arthrose est caractérisée par une perte irréversible du cartilage mais ce dernier n'est pas le seul tissu à être endommagé. En effet, l'os sous-chondral peut également se scléroser. Au sein de notre laboratoire, nous avons démontré la diminution de moitié d’OMD en cas d'arthrose associée à des scléroses de l'os sous-chondral. Ces résultats nous ont permis de sélectionner OMD comme cible d'intérêt puisqu'elle s'avère être un marqueur pour l'arthrose associée à des scléroses et qu'elle permettrait de cette manière de fournir une médecine personnalisée. C'est pourquoi les résultats de cette étude chez la souris nous permettraient de confirmer OMD comme biomarqueur et permettraient de comprendre si l'effet de sa surexpression et de sa perte de fonction ont respectivement un effet protecteur ou accélérateur dans le développement de cette maladie.


	Quelles sont les espèces animales qui seront utilisées ?
	· Souris sauvages = C57BL/6 background (appelé WT)
· Souris homozygotes surexprimant omd  = Tg(Bglap-Omd)1Kieg: C57BL/6N background (appelées +OMD)
· Souris knock-out homozygotes pour omd = Omdtm1Lex/Mmucd : 129S5/SvEvBrd*C57BL/6J background (appelées –OMD)



	Quel est le nombre maximal d'animaux ?
	282

	Dans le contexte de ce qui est fait aux animaux, quels sont les effets  négatifs attendus sur les animaux, le niveau de gravité probable ou attendu  et le sort des animaux?
	
Les effets négatifs possibles pour les animaux sont de l'arthrose modérée et donc des gênes lors de la démarche. A la fin de chaque expérience, les souris seront euthanasiées.
Euthanasie : Anesthésie au pentobarbital sodique (60 mg/kg) délivrée par injection péritonéale pour permettre une ponction cardiaque pour un prélèvement sanguin et euthanasie ensuite (dose finale et totale de pentobarbital de 200 mg/kg).
Les différentes lignées de souris ne présentent ni douleurs ou troubles du comportement sévères et ni troubles vitaux majeurs ou problèmes de fertilité. Les caractères phénotypiques décrits dans la base de données des distributeurs sont :
•	un phénotype ostéoporotique-like pour les souris +OMD
•	Un trouble de l’apprentissage pour les souris -OMD


	Application des3Rs
	


	1. Remplacement (1000 caractères maximum)
	



	Indiquez pourquoi des animaux doivent être utilisés et pourquoi des alternatives n'utilisant pas d'animaux ne peuvent être utilisées
	Pour l'étude des fonctions biologiques d'OMD et l'étude de l'effet de sa surexpression et de sa perte de fonction, nous avons besoin d'un modèle in vivo. A fortiori, nous avons besoin d'un modèle in vivo d'arthrose puisque nous voulons caractériser l'effet d'OMD dans le contexte de l'arthrose associé à des scléroses de l'os sous-chondral. Nous avons sélectionné la souris au vu de l'existence de lignées génétiquement modifiées d'intérêt présentes dans cette espèce et de la technique de déstabilisation du ménisque médial (DMM) qui permet l'induction de l'arthrose chez la souris.










	2. Réduction  (1000 caractères maximum)
	

	Expliquez comment l'utilisation d'un nombre minimum d'animaux est garantie
	Un nombre d’animaux par groupe de 8 permettrait de détecter significativement une différence de +/- 0.6 log2foldchange (+1 correspondant à un effet x2 et -1 à une diminution de 50%) avec un risque alpha à 0.05 et une puissance de 80% (test ANOVA avec le post-test de dunnett’s tenant compte des comparaisons multiples, logiciel GraphPad Prism 6.0). Nous souhaitons réaliser les chirurgies sur des groupes de 10 afin de garantir un nombre exploitable d’animaux de 8. Pour le nombre de souris pour le contrôle SHAM: n=5 par groupe. Etant donné que la variabilité de la sévérité de l’arthrose est dépendante de l’âge au moment de la chirurgie nous proposons 2 time-points pour la chirurgie. Ce qui donne un nombre de 6 groupes pour la DMM et la SHAM.
Le développement osseux et l’apparition d’arthrose spontanée des lignées murines d’intérêts seront caractérisés à 4 time-points : 8 semaines, 16 semaines, 8 mois et 16 mois avec des groupes de n = 8, avec mâle et femelle étudiés en groupes séparés au vu de l’hétérogénéité entre les sexes. Avec un n = 8 nous pourrons détecter une modification de +/- 0.6 log2FoldChange (+1 correspondant à un effet x2 et -1 à une diminution de 50%).

	3.Raffinement  (1000 caractères maximum)
	

	Expliquez le choix des espèces animales et pourquoi le(s) modèle(s) animal(aux) utilisé(s) sont les plus raffinés, eu égard aux objectifs scientifiques
	Il est impossible dans le cadre de cette expérience de remplacer des rongeurs par des poissons. En effet, nous recherchons à analyser les effets biologiques de l’ostéomoduline associés à l’arthrose, ainsi notre modèle doit être pourvu d’articulations comparables à l’Homme.

	Expliquez les mesures qui seront prises pour minimiser les effets négatifs sur le bien-être des animaux (douleur, souffrance, inconfort ou dommages permanents).
	Une barquette en carton sert d’enrichissement, elle est remplacée régulièrement, au moins 1x par semaine. Le bien-être des animaux sera vérifié chaque jour. En cas d’agressivité les animaux seront isolés, à savoir que l’animal isolé sera le mâle dominant agressif.
La chirurgie se déroule sous anesthésie gazeuse (isoflurane), en condition aseptique.  Un analgésique (0,05 mg / kg de buprénorphine) sera administré par voie sous-cutanée (SC) 1 heure avant la chirurgie et 8 heures plus tard. 
En cas de douleurs, des antidouleurs seront administrés pendant un traitement maximal de 72 heures (Buprenorphine (0,05mg/kg), injections SC journalières). Les souris seront pesées le jour de l’opération et le lendemain, ensuite elles seront pesées chaque semaine. En cas de complications sévères, les animaux seront euthanasiés.





