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1 La polyarthrite rhumatoïde

La polyarthrite rhumatoïde (PR) est actuellement considérée comme le plus fréquent des

rhumatismes inflammatoires (prévalence = 0,4% de la population européenne et environ 150 000

à 250 000 malades en France). Elle se caractérise par une atteinte inflammatoire des synoviales

articulaires et tendineuses, prédominante aux mains, aux pieds et aux genoux. Elle se définit

comme un rhumatisme inflammatoire polyarticulaire, évoluant de façon chronique par poussées,

pouvant entraîner des déformations et destructions articulaires. La PR peut également être une

maladie systémique entraînant des manifestations extra-articulaires pouvant compromettre le

pronostic vital. Elle touche plus fréquemment les femmes (3 femmes pour 1 homme) et débute le

plus souvent vers 30 à 50 ans, mais peut aussi se déclarer aux extrêmes de la vie.

1.1 Manifestations cliniques

Le diagnostic de PR est posé par l’utilisation des critères de l’ACR (American College of

Rheumatology, 1987) (Arnett et coll., 1988) dont la sensibilité et la spécificité ne sont pas

absolues surtout dans les formes débutantes (tableau 1). Au moins 4 des 7 critères doivent être

satisfaits. Les critères 1 et 4 doivent être présents depuis au moins 6 semaines.

Critère Définition

1. Raideur matinale Raideur matinale articulaire et péri-articulaire durant au moins une heure avant
l'amélioration maximale

2. Arthrite d'au moins trois
groupes articulaires

Gonflement des tissus mous ou épanchement (et non pas saillie osseuse isolée) d'au
moins trois groupes articulaires, constaté par un médecin. Les 14 groupes possibles
sont à gauche ou à droite les interphalangiennes proximales (IPP), les
métacarpophalangiennes (MCP), les poignets, les coudes, les genoux, les chevilles et
les métatarsophalangiennes (MTP)

3. Arthrite des
articulations des mains

Gonflement d'au moins un groupe articulaire (voir définition 2) parmi lesquels les
poignets, les MCP ou les IPP

4. Arthrite symétrique Atteinte simultanée des même groupes articulaires (voire définition 2) des deux côtés du
corps (atteinte bilatérale des IPP, MCP ou MTP sans symétrie absolue)

5. Nodules rhumatoïdes Nodules sous-cutanés sur les proéminences osseuses, les surfaces d'extension ou dans
les régions para-articulaires, observés par un médecin

6. Facteurs rhumatoïdes
sériques

Mise en évidence d'une quantité anormale de facteurs rhumatoïdes sériques par une
méthode dont les résultats sont positifs dans moins de 5% des sujets témoins normaux

7. Modifications
radiologiques

Modifications typiques des PR sur les radiographies de face des mains et des poignets
avec obligatoirement des érosions ou une décalcification osseuse évidente, localisée,
des articulations atteintes ou de façon plus nette dans les régions adjacentes à ces
articulations (des modification d'allure seulement arthrosique ne conviennent pas)

Tableau 1 : Critères de l’ACR pour le diagnostic de la PR (Arnett et coll., 1988)
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La PR peut débuter de façon insidieuse, progressive ou aiguë. Les manifestations initiales

sont le plus souvent des polyarthrites (au moins 4 arthrites) symétriques, concernant les

articulations des mains [poignets, métacarpophalangiennes (MCP), interphalangiennes

proximales (IPP)] et des avant-pieds [métatarsophalangiennes (MTP)]. Cependant des mono- ou

oligoarthrites (jusqu’à 3 arthrites) peuvent être observées. L’inflammation articulaire se

caractérise par le gonflement et l’augmentation de la température des articulations touchées. Elle

s’accompagne d’une douleur d’horaire inflammatoire, prédominante en fin de nuit et en début de

journée, ainsi que d’une raideur articulaire matinale prolongée (dérouillage matinal).

Au cours de l’évolution de la pathologie, qui se fait de façon progressive sur plusieurs

années, le nombre d’articulations touchées augmente, le cartilage, l’os et les structures

périarticulaires (capsule, tendons) sont détruits, ce qui conduit aux déformations caractéristiques

de la PR (figure 1). La maladie évolue par poussées inflammatoires, plus ou moins rapprochées

selon les patients.

Figure 1 : Déformations caractéristiques des mains au cours de la PR

Les atteintes extra-articulaires, parfois sévères, peuvent compliquer la maladie articulaire

et conduire au décès. Il s’agit de manifestations inconstantes en gravité et en nombre selon les

patients.

- Nodules rhumatoïdes : ce sont des nodules sous-cutanés se situant le long des crêtes

osseuses et autour des articulations. Ils sont asymptomatiques mais peuvent se

surinfecter.

- Syndrome de Gougerot-Sjögren : il s’agit d’une infiltration lymphocytaire des glandes

exocrines, essentiellement lacrymales et salivaires, conduisant à une diminution de leur

activité sécrétrice qui se traduit cliniquement par une sécheresse buccale et

ophtalmologique. Il peut entraîner une kératoconjonctivite.
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- Vascularite rhumatoïde : l’atteinte inflammatoire des vaisseaux est la complication la

plus grave, pouvant mettre en jeu le pronostic vital. Elle se traduit par une artérite

nécrosante des vaisseaux, une ulcération cutanée, une péricardite, une multinévrite ou

une perforation digestive.

- Manifestations pulmonaires : elles peuvent être diverses (pleurésie, nodules

rhumatoïdes intra-pulmonaires, fibrose interstitielle).

- Manifestations rénales : elles s’observent essentiellement dans les PR longtemps

évolutives (protéinurie, insuffisance rénale).

- Manifestations cardiaques : il s’agit de péricardites, fréquentes mais asymptomatiques

et très rarement d’une inflammation des valves.

Il n’existe pas de signes biologiques totalement spécifiques de la PR même si certains

examens sanguins et synoviaux permettent de contribuer au diagnostic de PR et d’en suivre

l’évolution. Il exite un syndrome inflammatoire qui varie en fonction de l’activité de la maladie

et permet de suivre les poussées. La vitesse de sédimentation (VS) est élevée et les taux sériques

des protéines de l’inflammation augmentent (ex : CRP, fibrinogène). Le liquide synovial est

stérile, ne contient pas de cristaux mais se caractérise par une augmentation du nombre des

cellules de l’inflammation [5000 à 25000/mm3 surtout de type polynucléaire neutrophile (PNN)].

La mise en évidence d’auto-anticorps peut aider au diagnostic de la PR. On trouve les

facteurs rhumatoïdes (FR) qui sont des auto-anticorps de type IgM anti-IgG. Ils sont observés

dans environ 70 à 75% des PR mais également dans d’autres affections et chez certaines

personnes saines (≥ 15% chez les personnes de plus de 70 ans). Ils constituent un élément de

pronostic de la PR. Des taux sériques initialement élevés sont souvent associés aux formes

sévères de la maladie. On observe également des anticorps anti-filaggrine/profilaggrine, plus

spécifiques de la PR (spécificité de 95%) que les RF mais plus rares (sensibilité d’environ 40%).

Des tests de nouvelle génération permettent actuellement de détecter des auto-anticorps dirigés

contre des résidus citrulline (anticorps anti-CCP) de différentes protéines, telle la filaggrine et la

vimentine (Vossenaar et coll., 2004). Ces anticorps anti-CCP sont très intéressant pour le

diagnostic de la PR, car ils sont très spécifiques de la PR (95%), les protéines de la membrane

synoviale étant anormalement citrullinées dans la PR (Baeten et coll., 2001). Ils présentent une

sensibilité de l’ordre de 70%. Les anticorps anti-CCP peuvent être détectés avant l’apparition

d’un ou de plusieurs symptômes de la PR et constituent donc un facteur prédictif (Rantapaa-

Dahlqvist et coll., 2003; van Gaalen et coll., 2004). Il a été également montré que les peptides
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citrullinés présentent une forte affinité pour les molécules de classe II du complexe majeur

d’histocompatibilité (CMH) et conduisent à l’activation des lymphocytes T (LT) CD4 chez des

souris transgéniques exprimant des allèles de susceptibilité de la PR (HLA-DRB1*0401) (Hill et

coll., 2003). Les anticorps anti-CCP ont été également associés aux allèles de susceptibilité de la

PR chez l’homme (van Gaalen et coll., 2004)

Des signes radiologiques apparaissent au cours de la plupart des PR. Ils permettent de

suivre l’évolution de la pathologie et de juger de l’efficacité des traitements de fond. Une PR

évolutive se caractérise par une déminéralisation des articulations, puis par des érosions osseuses

et parfois par une véritable destruction (figure 2). Néanmoins près de 20% des PR sont non

érosives.

Figure 2 : Destructions articulaires caractéristiques de la PR (radiographie de mains)

1.2 Pathogénie de la PR

Il est actuellement acquis que de nombreux facteurs interviennent dans l’étiopathogénie

de la PR : facteurs génétiques, environnementaux, hormonaux et psychologiques qui contribuent

à l’activation d’une réponse immunitaire innée et acquise, incontrôlée. La cavité synoviale est le

siège d’une réaction inflammatoire excessive qui touche plus particulièrement la membrane

synoviale.

La membrane synoviale, constituée de macrophages (synoviocytes de type A) et de

fibroblastes (synoviocytes « fibroblast-like » (FLSs) ou synoviocytes de type B) est

habituellement pauci cellulaire avec une couche bordante (intimale) composée de 1 à 2 cellules.

Au cours de la PR, elle devient hyperplasique : la couche bordante s’épaissit pour comprendre 4
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à 10 cellules, parfois même plus de 20 cellules. La membrane synoviale rhumatoïde est le siège

d’une inflammation chronique caractérisée par une infiltration cellulaire où prédominent les

macrophages, les lymphocytes B (LB) et les LT. On trouve également des cellules dendritiques

(CD), des mastocytes et des plasmocytes (pannus rhumatoïde). Takemura et coll. ont montré que

dans 56% des cas, les LT, les LB, les macrophages et les CD sont présents en infiltrats diffus

sans structure spécifique. Dans les autres cas, les LT et LB infiltrés peuvent s’organiser en

microstructures de deux types qui s’excluent mutuellement : i) en follicules secondaires avec un

centre germinatif caractérisé par une prolifération cellulaire et la présence d’un réseau de CD

folliculaires (CDF) ou  ii) en agrégats de LT et LB sans centre germinatif et sans CDF, ce qui

distingue cet agrégat d’un follicule primaire. Dans les deux cas, on observe la présence de

plasmocytes qui s’accumulent sous la couche bordante (Takemura et coll., 2001).

1.2.1 La réaction inflammatoire synoviale
1.2.1.1 Le rôle de l’immunité adaptative

Historiquement, les LB, dont certains synthétisent des FR, sont les premiers acteurs

immunologiques à avoir été mis en cause dans la pathogénie de la PR. La découverte des FR a

conduit à l’hypothèse selon laquelle la PR pourrait être une maladie auto-immune causée par des

auto-anticorps.

Depuis la découverte des FR, d’autres auto-anticorps ont été détectés chez les patients

atteints de PR : des auto-anticorps anti-CCP et des auto-anticorps dirigés contre des antigènes du

cartilage (par exemple le collagène de type II, l’aggrécane et la glycoprotéine gp39). Un antigène

plus inattendu car ubiquiste a été également mis en cause : la glucose-6-phosphate isomérase

(GPI). Le rôle de la GPI a été mis en évidence dans un modèle d’arthrite spontané chez des

souris K/BxN, issues du croisement de souris exprimant le transgène KRN et de souris NOD

(molécule Ag7 du CMH) (Mangialaio et coll., 1999). Les LT de ces souris K/BxN expriment le

récepteur (TCR) KRN, qui reconnaît la GPI lorsque cet antigène est présenté par les molécules

Ag7 et leurs LB synthétisent des anticorps anti-GPI. L’injection d’anticorps anti-GPI purifiés de

souris K/BxN à des souris saines permet de leur transférer l’inflammation articulaire, suggérant

que ces anticorps sont directement impliqués dans la pathogénie de l’arthrite (Matsumoto et coll.,

1999). Il a été également montré que le transfert des anticorps anti-GPI à des souris

immunodéficientes, n’exprimant ni LT ni LB, provoque une arthrite chez ces animaux, indiquant

que les anticorps anti-GPI sont directement arthritogènes en l’absence de lymphocytes
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(Korganow et coll., 1999). L’atteinte spécifiquement articulaire s’expliquerait par le fait que ces

anticorps anti-GPI ainsi que des fragments C3b en se fixant à la GPI exprimée au niveau du

cartilage, activeraient le complément par la voie alterne (Matsumoto et coll., 2002; Wipke et

coll., 2002). Le cartilage est dépourvu d’inhibiteurs membranaires du complément et sa seule

protection réside dans le pouvoir "humectant" de l’acide sialique, qui pourrait être masqué par le

dépôt d’immun-complexes. Bien que les anticorps anti-GPI puissent jouer un rôle majeur dans

les modèles animaux d’arthrite, ils ne semblent pas avoir la même importance chez l’Homme

(Matsumoto et coll., 2002). Néanmoins, la présence d’anticorps anti-GPI pourrait être associée

aux signes extra-articulaires de la PR : en effet, les patients atteints de PR et présentant des

complications extra-articulaires ont des concentrations sériques en anticorps anti-GPI plus

élevées que des patients atteints de PR ne présentant pas de signes extra-articulaires et des sujets

sains (van Gaalen et coll., 2004).

D’autres arguments sont en faveur d’un rôle important des LB dans la pathogénie de la

PR. Ainsi, de nouveaux activateurs des LB, telle la cytokine « B cell activating factor belonging

to the TNF superfamily » (BAFF ou Blys) ont été identifiés dans la PR ainsi que dans d’autres

maladies auto-immunes. BAFF est synthétisée par les monocytes/macrophages et les CD. En se

fixant sur son récepteur BAFF-R à la surface des LB, BAFF donne un signal de survie, de

maturation et d’activation aux LB (Mackay et Browning, 2002; Mackay et Mackay, 2002). Sa

surexpression chez des souris induit la production d’auto-anticorps, dont des FR (Mackay et

coll., 1999). Des concentrations sériques et synoviales importantes de BAFF ont été mises en

évidence chez des patients atteints de PR, ce qui suggérerait que BAFF puisse jouer un rôle dans

la synthèse d’auto-anticorps au cours de la PR (Cheema et coll., 2001).

Les LB sont également capables d’activer les LT auto-réactifs. Ainsi, Chan et coll. ont

montré dans le modèle de la souris MRL/Lpr, qui présente des arthrites, des néphropathies et un

syndrome sec, que l’infiltration tissulaire des LT et les manifestations auto-immunes sont

dépendantes des LB : absence de LT chez des souris immunodéficientes en LB mais présence

chez des souris transgéniques dont les LB expriment des IgM membranaires mais pas d’anticorps

solubles (Chan et coll., 1999). En outre, il a été démontré que les LB présents dans le thymus

jouent un rôle dans l’acquisition du répertoire LT en régulant la sélection positive de ces

lymphocytes (Joao et coll., 2004).

Takemura et coll. ont également montré que les LB étaient indispensables à l’activation des

LT dans la membrane synoviale rhumatoïde et que leur déplétion par des anticorps anti-CD20

conduit i) à la disparition des agrégats de LT et LB synoviaux, ii) à une diminution des LT

infiltrant la membrane synoviale et iii) à la diminution de production d’interleukine (IL)-1 et de
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facteur nécrosant des tumeurs (TNF)-α (Takemura et coll., 2001). L’administration d’anticorps

anti-CD20 (rituximab) à des patients atteints de PR permet l’amélioration des signes cliniques de

la PR, alors que les concentration sériques d’immunoglobulines ne sont pas modifiées (Edwards

et coll., 2004), suggérant que les LB puissent jouer un rôle dans la pathogénie de la PR,

indépendamment de la synthèse d’anticorps (Tsokos, 2004).

Les deuxièmes acteurs immunologiques a avoir été impliqués dans la pathogénie de la PR

sont les LT. En effet, la forte infiltration de la membrane synoviale par des LT et la découverte

de l’association de la PR aux antigènes HLA-DR4 (DRB1*04) et DR1 (DRB1*01) ont suggéré

que ces cellules joueraient un rôle important dans cette pathologie. Sur 20 sous-types de DR4

seuls quelques-uns semblent impliqués dans la maladie : DRB1*0401, DRB1*0404,

DRB1*0405 ; de même pour DR1 : DRB1*0101, DRB1*0102. Ils ont en commun une série

d’acides aminés (QR/KRA) entre les positions 70 et 74 de la troisième région hypervariable de la

chaîne DRβ3. Cette séquence est appelée « épitope de susceptibilité » ou « épitope partagé »

(shared epitope) (Gregersen et coll., 1987). Elle pourrait jouer un rôle de reconnaissance

d’antigènes déclenchant les phénomènes auto-immuns, être responsable d’une altération de la

réponse immunitaire contre un agent arthritogène ou moduler les phénomènes de tolérance en

interférant précocement avec les sélections positive et négative. Cette séquence est également

présente dans des protéines virales ou bactériennes (tableau 2).

Protéine Séquence en acides aminés

HLA-DR1β*0404 QKRAAVDTYCRHNYG

DnaJ hsp (Escherichia coli) QKRAAYDQYGHAAFE

DnaJ hsp (Lactobacillus lactis) QKRAAYDQYGEAGAN

DnaJ hsp (Brucella ovis) QKRAAYDRFGHAAFE

Protéine gp110 (virus d’Epstein-Barr) QKRAAQRAAGPSVAS

Tableau 2 : Epitope de susceptibilité de la PR

Elle pourrait donc permettre aux micro-organismes d’échapper à la réponse immunitaire de

l’hôte ou au contraire être à l’origine d’une réponse auto-immune chez l’hôte. Bien que de

nombreuses hypothèses aient été émises, le rôle exact de cette séquence n’est pas encore connu.

Récemment, Schönland et coll. ont montré que les LT CD4 de patients atteints de PR, porteurs

des allèles HLA-DRB1*04, présentent des érosions télomériques anormales, qui contribueraient

à la sénescence et à l’autoréactivité des LT (Schönland et coll., 2003). Cependant, ceci a été
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également observé chez des sujets sains porteurs des allèles HLA-DRB1*04 (Schönland et coll.,

2003).

Outre l’association aux antigènes HLA, d’autres mécanismes conduisent probablement à

des anomalies des LT chez les patients atteints de PR, qui se traduisent par i) un répertoire TCR

différent de celui des personnes saines, répertoire qui pourrait contribuer à la sélection de LT

autoréactifs (Yang et coll., 1999), ii) une expansion clonale de LT CD4, se distinguant par

l’absence d’expression de CD28 et de CD7, par leur défaut à entrer en apoptose et par leur

autoréactivité (Schmidt et coll., 1996) et iii) des anomalies intrinsèques de différenciation des LT

CD4 : in vitro, ils se différencient en LTh1 mais peu ou pas en LTh2, contrairement aux LT de

personnes saines, ce qui pourrait être à l’origine du déséquilibre en faveur des LTh1 au cours de

la PR (Skapenko et coll., 1999). Il a été également suggéré que les patients atteints de PR

pourraient avoir un déficit en LT régulateurs naturels (Treg1: CD4, CD25, CTLA-4), ce qui se

traduit par un défaut d’inhibition des LTh1 autoréactifs (Yudoh et coll., 2000; Goronzy et

Weyand, 2004).

Le rôle majeur des LT dans l’inflammation synoviale et le développement des arthrites a

été suggéré par deux modèles animaux. Klimiuk et coll. ont montré que les LT CD4 jouent un

rôle central dans l’inflammation synoviale en régulant la survie des macrophages (Klimiuk et

coll., 1999) : l’implantation de membranes synoviales rhumatoïdes déplétées en LT à des souris

immunodéficientes (NOD-SCID) conduit à une diminution de l’expression de cytokines pro-

inflammatoires synoviales (IL-1, TNF-α, IL-15) et de métalloprotéases (MMPs), associée à une

disparition des macrophages synoviaux. L’administration de LT et d’INF-γ permet de restaurer

la population de macrophages synoviaux et l’expression des médiateurs inflammatoires et

destructeurs (Klimiuk et coll., 1999).

Sakaguchi et coll. ont décrit des arthrites spontanées chez les souris SKG dont les LT

possèdent des propriétés arthritogéniques intrinsèques liées à une mutation ponctuelle dans le

gène codant ZAP-70, protéine clé des voies de signalisation intracellulaire des LT (Sakaguchi et

coll., 2003). Le transfert de LT CD4 de ces souris SKG à des souris athymiques induit des

arthrites. En effet, ZAP-70 mutée conduit à une résistance à la stimulation et à l’apoptose via le

TCR. Cette mutation provoque également une altération dans la sélection des LT, conduisant à la

sélection positive de LT autoréactifs (Sakaguchi et coll., 2003).

Il a été également montré qu’un nombre élevé de LT totaux et de LT cytotoxiques dans la

membrane synoviale de patients atteints de PR, est associé à des formes sévères de destruction
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articulaires au cours de la PR, suggérant que ces cellules jouent un rôle dans la destruction du

cartilage et de l’os (Kraan et coll., 2004).

Enfin, des stratégies thérapeutiques visant les LT ont montré une certaine efficacité dans le

traitement de la PR : anticorps anti-CD4 qui interfèrent avec la fonction des LT sans les dépléter

(Schulze-Koops et coll., 1998), protéine de fusion CTLA-4Ig (abatacept) qui présente une forte

affinité pour le CD80/CD86 des cellules présentatrices d’antigènes (CPA) et empêche donc

l’activation des LT (Kremer et coll., 2003). Tamamura et coll. ont montré récemment que

l’administration sous-cutanée d’un antagoniste de CXCR4, récepteur de SDF-1, est capable

d’améliorer une arthrite induite par injection de collagène chez la souris (Tamamura et coll.,

2004).

1.2.1.2 Le rôle de l’immunité innée

Le développement de techniques permettant la détection de cytokines dans le liquide

synovial et la membrane synoviale a conduit à reconsidérer le rôle de l’immunité innée dans la

pathogénie de la PR. Les cytokines libérées par les macrophages et les FLSs (IL-1, IL-6, IL-15,

IL-18, TNF-α) sont présentes en plus grandes quantités par rapport aux cytokines secrétées par

les LT (IL-2, INF-γ). En outre, l’efficacité des stratégies thérapeutiques visant à bloquer ces

cytokines (anticorps anti-TNF-α, récepteurs solubles du TNF-α, IL-1Ra, …) montre

l’importance de ces médiateurs dans l’inflammation chronique et la destruction articulaire

observées au cours de la PR. Ces cytokines jouent également un rôle dans l’immunité

adaptative : l’interaction LT/macrophages synoviaux conduit à la secrétion par les macrophages

de TNF-α (McInnes et coll., 1997) et d’IL-15 qui par un effet paracrine contribue à la

prolifération des LT (McInnes et coll., 1996).

Les macrophages ont un phénotype activé au cours de la PR : ils sont considérés comme la

source majeure de TNF-α, d’IL-1 et de NO. Ils libèrent des facteurs de croissance (GM-CSF),

des chémokines (IL-8, MIP-1, MCP-1), des enzymes impliquées dans la dégradation du

cartilage, telles la MMP-3 et la MMP-9 (Ahrens et coll., 1996) et sur-expriment des molécules

de classe II du CMH (Kinne et coll., 2000). Les monocytes circulants présentent également un

phénotype activé (libération de cytokines pro-inflammatoires et de prostanoïdes, expression de

molécules d’adhésion) (Liote et coll., 1996). Le nombre de précurseurs monocytaires CD14+ est

supérieur chez les patients atteints de PR que chez les sujets sains, suggérant une altération de

l’homéostasie monocytaire en amont de leur activation synoviale (Hirohata et coll., 1996).
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L’importance des macrophages a été également démontrée dans des modèles animaux

d’arthrite clairement dépendants des lymphocytes, telle l’arthrite induite par le collagène chez la

souris : l’injection de collagène de type II, capable d’activer les monocytes/macrophages in vitro

(Goto et coll., 1988), à des souris DBA/1 déficientes en LT et LB, induit une arthrite

cliniquement comparable à celle induite chez les souris DBA/1 immunocompétentes et des

anticorps anti-CD11b ciblant spécifiquement les macrophages permettent de bloquer le transfert

de l’arthrite induite par le collagène à des souris immunodéficientes (SCID) (Plows et coll.,

1999).

Les monocytes/macrophages et plus particulièrement les récepteurs impliqués dans leur

recrutement aux sites inflammatoires (CCR2, CCR5) constituent actuellement une cible

thérapeutique intéressante en pathologie humaine. Cependant, les résultats obtenus au cours

d’expériences animales sont contradictoires : si l’administration d’antagonistes de CCR2 et de

CCR5 à des souris permet d’améliorer l’arthrite expérimentale murine (Gong et coll., 1997;

Plater-Zyberk et coll., 1997), Quinones et coll. ont montré récemment que la délétion du gène

codant CCR5 ne modifie pas le développement de l’arthrite murine (Quinones et coll., 2004).

Ces auteurs ont également démontré que la délétion du gène codant CCR2 peut aggraver

l’arthrite induite par injection de collagène chez la souris : en effet, ces souris développent une

inflammation synoviale plus sévère que les souris contrôle (FR, infiltration de monocytes et de

LT, …) (Quinones et coll., 2004). Ces résultats surprenants suggèrent que CCR2 pourrait avoir

un effet protecteur dans le modèle murin d’arthrite. Le rôle d’un antagoniste de CCR2 est

actuellement évalué dans des études cliniques.

D’autres cellules interviennent également dans la pathogénie de la PR. Wipke et coll. ont

montré que si on déplète des souris B6.AKR en PNNs à l’aide d’un anticorps monoclonal dirigé

contre un marqueur de surface spécifique des PNNs, on inhibe l’induction de l’arthrite

provoquée par l’injection du sérum de souris K/BxN (Wipke et Allen, 2001). Cet effet est

transitoire et disparaît avec l’apparition de nouveaux PNNs. Les mastocytes pourraient jouer un

rôle plus précoce : la dégranulation des mastocytes apparaît dès la 1ère heure après injection de

sérum de souris K/BxN à des souris C57BL/6J et se prolonge pendant 12 jours (Lee et coll.,

2002). L’injection de ce sérum arthritogène à des souris déficientes en mastocytes n’induit pas

d’inflammation articulaire, mais ce phénomène est réversible après greffe de mastocytes,

indiquant un rôle potentiel des mastocytes dans le développement de l’arthrite (Lee et coll.,

2002).
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Les immuncomplexes présents dans l’articulation participent également au recrutement de

cellules inflammatoires et à la libération de cytokines pro-inflammatoires en interagissant avec

les RFc et en activant le complément. Ji et coll. ont montré que les RFcγIII sont impliqués dans

le développement des arthrites après transfert de sérum de souris K/BxN (Ji et coll., 2002). Ces

auteurs ont également démontré, en utilisant des souris k.o. pour différents fragments du

complément, que la voie alterne du complément et surtout l’interaction C5a/RC5a sont

indispensables au développement de l’inflammation synoviale chez la souris K/BxN (Ji et coll.,

2002). Le rôle essentiel du RC5a dans l’inflammation articulaire et plus particulièrement dans le

recrutement des PNNs, a été confirmé dans le modèle de l’arthrite induite par injection de

collagène : les souris k.o pour RC5a ne développent pas d’arthrite alors que les anticorps anti-

collagène se déposent bien à la surface du cartilage (Grant et coll., 2002). L’administration orale

d’un antagoniste du RC5a permet également de réduire l’arthrite induite par l’injection

d’albumine bovine a des rats (Woodruff et coll., 2002). Des études histochimiques ayant montré

que l’expression du RC5a est augmentée dans la membrane synoviale rhumatoïde, il est fort

probable que ce récepteur puisse également jouer un rôle important en pathologie humaine

(Neumann et coll., 2002).

Les FLSs, cellules résidentes de la membrane synoviale qui ne sont pas des acteurs

classiques de la réponse inflammatoire, sont activés par l’environnement rhumatoïde et

contribuent également à la réaction inflammatoire. Leur rôle essentiel dans la pathogénie de la

PR sera décrit au chapitre 2 de l’introduction.

De nombreuses hypothèses ont été proposées pour expliquer le rôle que pourraient jouer

ces différentes cellules présentes dans l’articulation rhumatoïde. Actuellement, on considère que

la pathogénie de la PR peut schématiquement être subdivisée en 3 phases, qui ne sont pas

mutuellement exclusives : la phase d’initiation, la phase inflammatoire et la phase de destruction

(Firestein, 2003) (figure 3).

Dans le modèle présenté par Firestein, la phase d’initiation fait probablement intervenir la

stimulation des FLSs, des CD, des mastocytes et des macrophages responsables d’une réponse

immunitaire innée conduisant à la migration de monocytes et de lymphocytes dans la cavité

articulaire (Firestein et Zvaifler, 2002; Firestein, 2003). Au cours de la phase inflammatoire,

l’activation des LT reconnaissant un ou plusieurs antigène(s) du soi ou du non-soi dans

l’articulation conduit à la stimulation des LB et à l’amplification de l’activation des macrophages

et des FLSs et du recrutement cellulaire. La dernière phase consiste en la destruction articulaire
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qui est essentiellement médiée par les ostéoclastes et des effecteurs libérés par les FLSs qui

acquièrent un phénotype agressif. Cependant, les connaissances de la chronologie de la

pathogénie et de l’importance des différents acteurs de l’immunité restent encore sommaires.

Initiation Inflammation Destruction

FLS mastocyte

CD macrophage

ostéoclaste

LTH1 
CD4+ LB LTH1 

CD4+

FLS agressif

Activateurs de 
l‘immunité innée

Antigènes 
articulaires

Recrutement 
cellulaire

Formation du 
pannus

Protéases
Activation des ostéoclastes

Cytokines
Présentation de l‘antigène

Auto-anticorps
Prostaglandines

Protéases

Chémokines
Molécules d‘adhésion

Cytokines

LB présentateur d‘antigène
Lésions ostéo-
articulaires

Figure 3 : Phases de la pathogénie de la PR d’après (Firestein et Zvaifler, 2002; Firestein, 2003)
Les différents processus ne s’excluent pas mutuellement. L’activation de l’immunité innée et adaptative
peut avoir lieu en parallèle (flèches bidirectionnelles)

1.2.1.2.1 Micro-organismes et composants microbiens

Le ou les stimuli responsables de la phase d’initiation de la pathogénie de la PR restent

inconnus. Il est actuellement admis qu’il n’existe probablement pas d’événement initiateur

spécifique mais que tout stimulus capable d’activer le système immunitaire inné au sein de

l’articulation peut être à l’origine de la réponse immunitaire incontrôlée de la PR (Firestein,

2003). Le rôle que pourraient jouer les microorganismes dans le déclenchement ou l’entretien de

l’inflammation articulaire observée au cours de la PR a été longtemps soupçonné mais difficile à

démontrer, en partie due à la quasi-impossibilité de cultiver des agents infectieux peu virulents et

multiples à partir de prélèvements synoviaux de patients atteints de PR.

L’utilisation de techniques de plus en plus sensibles a permis de démontrer qu’en réalité la

cavité articulaire n’est pas un milieu stérile. Ainsi Kempsell et coll. ont mis en évidence par RT-

PCR la présence d’ARNr dans la cavité articulaire de patients atteints de pathologies articulaires

variées, telles l’arthrose, la PR ou l’arthrite indifférenciée (Kempsell et coll., 2000). Du fait de sa
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très grande labilité, l’ARNr est un bon témoin de la présence récente de bactéries dans le milieu

étudié. Bien que certaines espèces n’aient été retrouvées que dans les prélèvement de patients

atteints de PR, leur nombre et leur variété suggèrent qu’il n’y a probablement pas d’espèce ou de

bactérie bien définies qui puissent être impliquées dans la pathogénie de la PR (figure 4). En

effet, 49 espèces bactériennes ont été détectées dans les prélèvements synoviaux de patients

atteints de PR, chez un ou plusieurs patients: par exemple Corynebacterium sp, Escherichia coli,

Streptococcus sanguis, Pseudomonas putida, Leptospira sp et Methylobacterium sp. D’autres

espèces, essentiellement des bactéries commensales du tractus gastro-intestinal et de la peau, tels

Staphylococcus epidermidis, Propionibacterium acnes et E. coli, ont également été identifiées

dans les prélèvements de patients atteints d’arthrose ou d’arthrite indifférenciée (Kempsell et

coll., 2000). Il est intéressant de noter que des espèces suspectées de jouer un rôle dans

l’étiopathogénie de la PR, tels les mycoplasmes, Proteus mirabilis et Mycobacterium

tuberculosis et des espèces responsables d’arthrites réactionnelles n’ont pas été identifiées au

cours de cette étude.

Figure 4 : Représentation du nombre total d’espèces bactériennes identifiées chez les patients
atteints de PR (Kempsell et coll., 2000)
En vert d’eau : espèces mises en évidences chez plusieurs patients atteints de PR. En vert : espèces
mises en évidence chez un patient atteint de PR. En blanc : espèces mises en évidences chez des
patients atteints de PR, des patients atteints d’arthrose et des patients atteints d’arthrite indifférenciée.

Etant donné que l’ARN de nombreuses bactéries commensales est détectable dans la

membrane synoviale de patients atteints d’arthropathies diverses, on peut considérer que le

passage intra-articulaire de bactéries constitue un phénomène assez banal. Cependant, chez

certaines personnes génétiquement prédisposées ces bactéries pourraient déclencher une réaction

immunitaire incontrôlée.
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Des études ont également montré que les patients atteints de PR présentent une flore

digestive différente de celle des sujets sains (Eerola et coll., 1994), que sa composition est

influencée par le système HLA (Toivanen et coll., 2001) et que cette flore influence la sévérité

de l’arthrite (Peltonen et coll., 1997).

La plupart des travaux tendent actuellement à attribuer un rôle plus important à des

composants microbiens ou « pathogen-associated molecular patterns » (PAMPs) présents dans

l’articulation. Il a été ainsi montré que l’injection intra-articulaire de lipopolysaccharide (LPS),

composant de la paroi des bactéries à Gram négatif, induit une arthrite chez la souris (Deng et

coll., 1999). L’administration orale de LPS de différentes bactéries commensales du tractus

gastro-intestinal à des souris permet de réactiver une arthrite induite par le collagène, ce qui

indique que des PAMPs peuvent gagner les articulations à partir des muqueuses (Yoshino et

coll., 1999). Des résultats équivalent ont été obtenus après injection intra-articulaire d’autres

PAMPs :

- Les motifs cytosine phosphate guanine (CpG) non méthylés présents dans l’ADN

bactérien (Deng et coll., 1999). Le LPS et les CpG sont en outre capables d’agir en

synergie : des doses suboptimales de LPS et de CpG administrés conjointement induisent

une arthrite sévère chez la souris (Deng et coll., 1999).

- Le peptidoglycane (PG), composant présent dans la paroi cellulaire des bactéries à Gram

positif et négatif ainsi que des mycobactéries (Liu et coll., 2001).

Ces résultats suggèrent que des PAMPs variés, seuls ou en synergie, peuvent déclencher une

réaction inflammatoire articulaire.

Zhang et coll. ont montré en outre, qu’il existe une corrélation entre la structure du PG et

la capacité de certaines bactéries à induire des arthrites : en effet, la structure du PG influence i)

sa résistance à la dégradation enzymatique in vivo et surtout ii) son activité pro-inflammatoire

qui semble être le facteur déterminant de son pouvoir arthritogène (Zhang et coll., 2001; Zhang

et coll., 2001). Ceci pourrait expliquer pourquoi au sein d’une même espèce certaines souches

sont arthritogènes et d’autres non.

De nombreux PAMPs ont été mis en évidence dans des prélèvements synoviaux de

patients atteints de PR. Ainsi, l’ADN correspondant à de nombreuses espèces bactériennes a pu

être détecté dans des prélèvements de membrane synoviale par PCR (Wilkinson et coll., 1999;

van der Heijden et coll., 2000; Gerard et coll., 2001). La présence de PG et d’acide muramique a

été également démontrée par immunohistochimie et chromatographie en phase gazeuse couplée à

la spectrométrie de masse (Schrijver et coll., 2000; Chen et coll., 2003). L’ADN, l’ARN ainsi
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que des protéines de différents virus, tels le virus d’Epstein-Barr (EBV), le cytomégalovirus

(CMV) et le parvovirus B19, ont également été mis en évidence dans la membrane synoviale de

patients atteints de PR (Mousavi-Jazi et coll., 1998; Takahashi et coll., 1998; Edinger et coll.,

1999), mais le rôle potentiel de ces virus dans la pathogénie de la PR ne sera pas décrit dans ce

manuscrit.

1.2.1.2.2 « Pattern recognition receptors » (PRRs)

Les PAMPs sont reconnus par des récepteurs appelés « pattern recognition receptors »

(PRRs), qui peuvent être classés en trois catégories : i) les récepteurs solubles, ii) les récepteurs

induisant l’endocytose et iii) les récepteurs activant des voies de signalisation intracellulaire

impliquées dans la réponse immunitaire (Medzhitov et Janeway, 2000). Parmi les PRRs solubles,

figurent le fragment C1q du complément, la « mannan-binding protein » (MBP) et la CRP. Ces

récepteurs agissent comme des opsonines solubles et facilitent la phagocytose ultérieure des

agents infectieux. Les PRRs induisant l’endocytose sont exprimés à la surface des cellules et

facilitent la phagocytose, tels le récepteur du mannose et les récepteurs scavenger. La dernière

catégorie de PRRs comprend certaines intégrines (les intégrines à chaîne β2, les intégrines αvβ3

et α5β1) et les « Toll-like receptors » (TLRs). La reconnaissance des PAMPs peut activer

différentes voies de signalisation intracellulaire conduisant à l’expression de diverses molécules

effectrices :

- dérivés toxiques de l’oxygène (radicaux hydroxyles OH-, oxygène singulet et peroxyde

d’hydrogène), de l’azote (NO) et peptides à activité antimicrobienne (défensines) qui

constituent une protection immédiate contre l’agent infectieux.

- cytokines, molécules d’adhésion et protéines de la phase aiguë de l’inflammation,

impliquées dans la défense précoce ainsi que dans le développement de réponses

immunitaires adaptatives.

- molécules de costimulation, tels les CD80 et CD86, ligands du CD28 sur les LT.

Les PRRs les plus étudiés actuellement appartiennent à la famille des TLRs. Il s’agit de

protéines membranaires de type I, présentant un domaine extracellulaire riche en leucine qui

participe à la reconnaissance du ligand et une partie intracellulaire contenant un domaine

d’homologie avec le récepteur de l’IL-1 (TIR). A l’heure actuelle, 11 TLRs humains ont été
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identifiés (Akira, 2003; Zhang et coll., 2004), reconnaissant des PAMPs variés ainsi que

certaines molécules endogènes et synthétiques (figure 5).

mycoplasmal 
lipoprotein

bacterial 
lipoprotein

peptidoglycan

dsRNA
flagellin

Imidazoquinolines 
(anti-viral compounds)

CpG DNA LPS

TLR-6

TLR-2

TLR-1

TLR-2 TLR-3 TLR-5 TLR-7 TLR-9 TLR-4

Figure 5 : Ligands des TLRs (Yamamoto et coll., 2004)

Les TLRs impliqués dans la reconnaissance de PAMPs bactériens sont :

- TLR-2 qui reconnaît des composants bactériens variés, parmi lesquelles figurent les

lipoprotéines, les acides lipotéichoïques (LTA) et le PG. TLR-2 constitue des

hétérodimères avec TLR-1, TLR-6 et probablement TLR-10.

- TLR-4 est le récepteur du LPS. Cette reconnaissance implique également d’autres

molécules, tels la « LPS-binding protein » (LBP), le CD14 et MD-2. Il a été également

montré que TLR4 reconnaît des molécules endogènes : la « heat-shock protein » (HSP)

60, la HSP 70 et certains composants de la matrice extracellulaire (la fibronectine,

l’acide hyaluronique et l’héparane sulfate).

- TLR-5 est activé par la flagelline, présente dans certaines bactéries arthritogènes :

Borellia sp.

- TLR-9 est le récepteur des oligonucléotides CpG et, contrairement aux autres TLRs

décrits ci-dessus exprimés dans la membrane plasmique, TLR-9 est localisé au niveau

des endosomes.

- TLR-11 a récemment été impliqué dans la reconnaissance de bactéries uropathogènes.

Différentes études ont impliqué les TLRs dans la pathogénie des arthrites expérimentales.

L’inflammation articulaire dans le modèle de la souris K/BxN est clairement dépendant de

l’interaction IL-1/IL-1R. On peut cependant transférer une arthrite à des souris k. o. IL-1R en

leur injectant du sérum de souris K/BxN et du LPS (Choe et coll., 2003). Ces souris ne
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développent pas d’arthrite lorsque le sérum est injecté seul (Choe et coll., 2003). Il a été

également démontré que des souris déficientes en TLR-2 développent une inflammation

articulaire nettement moins sévère après injection de protéines de paroi de Streptococcus

pyogenes en comparaison avec des souris exprimant TLR-2 (Joosten et coll., 2003).

Les monocytes et les macrophages synoviaux rhumatoïdes expriment fortement TLR-2

(Iwahashi et coll., 2004). Leur stimulation par les acides lipotéichoïques (LTA) conduit à une

augmentation de la libération de TNF-α, d’IL-1β, d’IL-6, d’IL-8 et d’IL-12, qui est dépendante

de TLR-2, indiquant que ces PAMPs pourraient jouer un rôle important dans l’activation des

monocytes /macrophages rhumatoïdes (Iwahashi et coll., 2004).

L’expression des TLRs par les lymphocytes suggère que ces récepteurs constituent un lien

entre l’immunité innée et l’immunité adaptative. Leadbetter et coll. ont montré que la

prolifération des LB autoréactifs produisant des FR est induite par des immun-complexes

chromatine-IgG2a et nécessite la costimulation du récepteur des LB (BCR) et de TLR-9

(Leadbetter et coll., 2002). L’injection d’oligonucléotides CpG à des rats induit une arthrite

probablement dépendante des LT dans la mesure où l’administration d’un anticorps monoclonal

anti-TCR permet de diminuer l’arthrite ainsi induite (Svelander et coll., 2004). Il a été également

montré que la survie de LT CD4 peut être augmentée après activation de TLR-9 par des

oligonucléotides CpG (Gelman et coll., 2004).

Les intégrines constituent une autre classe de PRRs impliquées dans la reconnaissance et

l’internalisation de nombreux agents pathogènes et la transmission de signaux conduisant à une

réponse inflammatoire. Outre leur rôle de PRRs, elles interviennent dans des processus

cellulaires variées, telles la prolifération, la différenciation, l’apoptose et la migration. Il s’agit

d’une famille de glycoprotéines transmembranaires de type I. Ce sont des hétérodimères

constitués d’une sous-unité α et d’une sous-unité β. Chaque sous-unité possède un large domaine

extracellulaire, un domaine transmembranaire et dans la plupart des cas un court domaine

intracytoplasmique (figure 6).
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Figure 6 : Représentation schématique de la structure des intégrines
La région N-terminale de toutes les sous-unités α est composée de 7 domaines répétitifs de 60 aa
formant une structure de type hélice β. Sa face supérieure est impliquée dans la liaison du ligand.
Certaines intégrines présentent en plus un module de 200 aa appelé domaine I (ou αA) qui participe à la
liaison du ligand. La région N-terminale des sous-unités β contient un domaine conservé présentant un
site similaire au domaine I de la sous-unité α, appelé domaine I-like (ou βA), qui participe également à la
liaison du ligand.

Chez les mammifères, 19 sous-unités α et 8 sous-unités β se combinent pour former 25

récepteurs différents, chaque combinaison αβ présente sa propre spécificité de liaison et de

signalisation. Les principales intégrines impliquées dans la libération de médiateurs pro-

inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-8 et TNF-α) sont les intégrines à chaîne β1 (α5β1), β2 et β3

(αvβ3). La famille des intégrines à chaîne β2 comprend LFA-1 (CD11a/CD18), CR3/Mac-1

(CD11b/CD18) et CR4 (CD11c/CD18). L’adhésion de Salmonella enterica serovar

typhymurium aux cellules THP-1 conduit à la libération de TNF-α, d’IL-6 et d’IL-8 par un

mécanisme dépendant de CD11a/CD18 (Galdiero et coll., 2001). La liaison de Coxiella burnetti

aux cellules THP-1 par l’intermédiaire des intégrines CD11b/CD18 et αvβ3 (CD51/CD61)

induit la libération de TNF-α (Dellacasagrande et coll., 2000). Enfin, les travaux de Al-Okla et

coll. ont montré que l’intégrine α5β1 est impliquée dans la libération de cytokines pro-

inflammatoires (IL-6 et IL-8) par la protéine I/II des streptocoques oraux (Al-Okla et coll.,

1999).

Contrairement aux TLRs, il existe peu de données concernant les voies de signalisation

activées par la liaison de pathogènes aux intégrines et conduisant à la libération de cytokines pro-

inflammatoires. Leur rôle en tant que PRRs dans la pathogénie de la PR n’a pas encore été

étudié.
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1.2.2 Les conséquences de l’inflammation synoviale

L’activation des cellules résidentes de la membrane synoviale et le recrutement et

l’activation de cellules inflammatoires au niveau articulaire résulte en une libération massive de

médiateurs qui contribuent à la néoangiogenèse synoviale et à la destruction ostéo-cartilagineuse.

Si les FLSs et les macrophages constituent la source principale de cytokines et d’enzymes, les

PNNs, les mastocytes, les CD, les LB et les LT contribuent également à la libération de

cytokines.

L’angiogenèse joue un rôle essentiel dans le développement et l’entretien de la synovite

rhumatoïde. Ce phénomène est présent dès les premiers signes de la PR et contribue ensuite à

l’entretien des signes inflammatoires. Des études cliniques ont montré que la présence d’érosions

osseuses est liée à l’augmentation du flux sanguin, confirmant que l’augmentation de la

vascularisation est corrélée aux phases actives de la pathologie (Steuer et coll., 2000). Le facteur

de croissance vasculaire endothélial (VEGF) est le principal médiateur pro-angiogénique et les

concentrations sériques de VEGF ont été associées à la sévérité de la PR (Sone et coll., 2001).

D’autres facteurs de croissances [angiopoïétine, facteur de croissance des fibroblastes (FGF)] et

des cytokines pro-inflammatoires (essentiellement l’IL-1 et le TNF-α) participent également à

cette néoangiogenèse articulaire. L’IL-1 et le TNF-α contribuent à la synthèse de VEGF et

d’angiopoïétine par les FLSs (Jackson et coll., 1997; Gravallese et coll., 2003). Des modèles

animaux d’arthrite ont permis de démontrer l’efficacité de stratégies thérapeutiques ciblant ce

phénomène: ainsi, l’administration d’anticorps anti-VEGF ou de récepteurs solubles du VEGF à

des souris dont l’arthrite a été induite par l’injection de collagène, permet de réduire

l’inflammation articulaire (Lu et coll., 2000; Miotla et coll., 2000). En outre, l’injection sous-

cutanée de TNP-470, dérivé d’une molécule angio-inhibitrice, la fumagilline, à des souris

immunodéficientes (SCID) auxquelles ont été greffées des membranes synoviales rhumatoïdes,

conduit à l’inhibition de la prolifération des cellules endothéliales et également des FLSs

(Nagashima et coll., 2002).

Les phénomènes de destruction articulaire sont principalement sous la dépendance

d’enzymes secrétés par les FLSs et les macrophages (MMPs, cathepsines, …) et de cytokines

pro-inflammatoires : IL-1, IL-18, TNF-α, IL-17 et « receptor activator of NF-κB ligand »

(RANKL) qui peuvent être libérées par les FLSs, les macrophages et/ou les LT. Ainsi, l’IL-17

est une cytokine libérée par certains LT CD4CD45RO qui agit en synergie avec l’IL-1 et le

TNF-α. L’IL-17 augmente la libération d’IL-6, de chémokines (IL-8, MIP-3α), de NO et de
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prostaglandine (PG) E2 par les FLSs (Fossiez et coll., 1996; Chabaud et coll., 1998; Chabaud et

coll., 2001) ainsi que la libération d’IL-6, d’IL-1, de TNF-α, de NO, de PGE2 et de MMP-1, -3, -

9 et -13 par les monocytes/macrophages et les chondrocytes (Jovanovic et coll., 1998; Jovanovic

et coll., 2000; Koshy et coll., 2002). L’IL-17, l’IL-1 et le TNF-α sont également capables, seules

et en synergie, de stimuler la résorption osseuse. Si le TNF-α est capable d’induire directement

la différenciation des ostéoclastes en se liant à ses récepteurs et l’IL-1α de stimuler l’activation

des ostéoclastes via l’IL-1R, la contribution de l’IL-17 à l’ostéoclastogenèse est indirecte : elle

induit la libération de PGE2 et du facteur de différenciation des ostéoclastes (ODF) par les

ostéoblastes (Kotake et coll., 1999) et augmente l’expression de RANKL tout en diminuant

l’expression d’ostéoprotégérine (OPG) (Nakashima et coll., 2000). L’IL-1 et le TNF-α sont

capables de potentialiser l’ostéoclastogenèse médiée par RANKL (D et coll., 2004). Le système

RANK/RANKL/OPG et son importance dans la résorption osseuse sera décrit au chapitre 2.5.3.

de l’introduction.

1.2.3 Prédispositions génétiques

Les antigènes HLA ont été les premiers facteurs de susceptibilité décrits dans la PR. Il

n’existe cependant pas de concordance supérieure à 30-50% comme l’ont montré des études

réalisées sur des jumeaux homozygotes.

Un certain nombre de polymorphismes génétiques ont été également mis en évidence dans

des gènes codant des cytokines, des enzymes et des récepteurs qui jouent un rôle dans la réaction

inflammatoire synoviale, tels l’IL-1, l’IL-10, la MMP-3 et le RFcγIII (Nieto et coll., 2000;

Constantin et coll., 2002; Cvetkovic et coll., 2002; Mattey et coll., 2004). Si certains de ces

polymorphismes constituent des facteurs de sévérité de la PR, tous ne sont pas associés à la PR :

il n’existe aucune corrélation entre le polymorphisme du gène codant l’IFN-γ et la sévérité de la

PR (Constantin et coll., 2001). En ce qui concerne le TNF-α, des études ont montré une

association entre certains allèles et la sévérité de la PR (Cvetkovic et coll., 2002). Par ailleurs,

Constantin et coll. ont récemment identifié un polymorphisme dans le gène codant le récepteur

du TNF-α (TNFR2) comme facteur de risque de la PR (Constantin et coll., 2004).

Radstake et coll. ont également révélé une association intéressante entre un polymorphisme

dans le gène codant TLR-4 (Asp299Gly) et la susceptibilité à développer une PR (Radstake et
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coll., 2004). En effet, le variant Asp299Gly, qui présente une signalisation déficiente en réponse

au LPS (Arbour et coll., 2000), a été identifié plus fréquemment chez des sujets sains que chez

des patients atteints de PR, suggérant que les récepteurs TLR-4 de haute affinité pourraient jouer

un rôle dans la pathogénie de la PR et plus particulièrement dans sa phase d’initiation (Radstake

et coll., 2004).

Il est également intéressant de noter qu’un allèle des gènes PADI 4 codant les

peptidylarginine déiminases, enzymes responsables de la transformation des résidus arginine en

résidu citrulline, a été associé à la PR (Suzuki et coll., 2003). Suzuki et coll. ont montré que

l’ARNm de l’allèle concerné est plus stable que l’ARNm de l’allèle non associé à la PR, ce qui

conduirait à une citrullination plus importante des protéines chez les patients atteints de PR

(Suzuki et coll., 2003).

2 Rôle particulier des FLSs dans la pathogénie de la PR
2.1 Phénotype des FLSs

Les FLSs se définissent comme des cellules dérivant de précurseurs mésenchymateux qui

sont ensuite renouvelés par division au sein de la membrane synoviale. Ces cellules synthétisent

des protéines de la matrice extracellulaire et se distinguent des cellules vasculaires et épithéliales

(Edwards, 2000).

La membrane synoviale humaine normale comporte des FLSs de deux phénotypes, les

FLSs de la couche bordante (intimaux) et les FLSs de la couche plus profonde (subintimaux).

Les FLSs intimaux expriment des protéines spécialisées, tel l’uridine diphosphoglucose

déhydrogénase (UDPGD), la molécule d’adhésion des cellules vasculaires-1 (VCAM-1) et le

« complement decay-accelerating factor » (DAF), qui contribuent au remodelage de la matrice

extracellulaire et aux interactions avec les leucocytes. Les FLSs intimaux interagissent avec les

monocytes circulant pour induire leur différenciation en macrophages résidant, contribuant au

renouvellement des macrophages de la membrane synoviale. Les FLSs subintimaux apparaissent

au contraire comme des cellules non spécialisées (Edwards, 2000). Au cours de la PR, le

phénotype des FLSs intimaux est peu modifié, hormis une diminution de l’expression de

l’UDPGD et une augmentation de l’expression de cytokines pro-inflammatoires et de MMPs,



29

tandis que les FLSs subintimaux subissent de profonds changements et acquièrent un phénotype

intimal, principalement induit par le TNF-α (Edwards et coll., 1997).

Les FLSs de la membrane synoviale rhumatoïde possèdent des caractéristiques

morphologiques et fonctionnelles, les distinguant des FLSs de patients atteints d’arthrose et des

FLSs de personnes saines. Ces caractéristiques leur confèrent un phénotype agressif qui se

traduit par des anomalies de prolifération et/ou d’apoptose. Les FLSs libèrent en outre des

médiateurs inflammatoires et destructeurs conduisant à l’invasion et à la destruction du cartilage.

A l’heure actuelle, il est difficile de dire si ces modifications sont à l’origine de la PR ou si elles

sont une conséquence de l’inflammation articulaire chronique. Ce phénotype agressif persiste en

dehors de toute stimulation par l’environnement rhumatoïde, ce qui suggère que les FLSs sont

les principaux médiateurs de la destruction articulaire. En effet, lorsque ces cellules sont co-

implantées avec du cartilage humain sain chez des souris immunodéficientes (SCID), elles sont

capables d’adhérer et d’envahir le cartilage, alors que ceci n’est pas observé avec des FLSs de

personnes saines ou de patients atteints d’arthrose (Müller-Ladner et coll., 1996) (figure 7).

Figure 7 : Coupes histologiques des co-implants FLSs/cartilage humain dans le modèle de la
souris SCID (Pap et coll., 2001)
A gauche : FLSs sains, à droite : FLSs rhumatoïdes

2.2 Prolifération anormale ou altération de l’apoptose des FLSs ?

Une des caractéristiques de la membrane synoviale rhumatoïde est l’hyperplasie de la

couche bordante. Cet épaississement peut être du à une prolifération anormale des FLSs

rhumatoïdes et/ou à un défaut d’apoptose des FLSs rhumatoïdes.

Les FLSs rhumatoïdes intimaux présentent certaines caractéristiques de cellules

transformées : capacité à se multiplier indépendamment de l’ancrage et perte de l’inhibition de

contact. Ces cellules surexpriment les oncogènes ras, c-jun, c-fos et c-myc (Qu et coll., 1994;
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Dooley et coll., 1996), et présentent des altération de gènes suppresseurs de tumeur, tels p53 et

PTEN (Firestein et coll., 1997; Pap et coll., 2000). Ces modifications pourraient contribuer à la

prolifération cellulaire ainsi qu’à une augmentation de la durée de vie des FLSs. Ainsi,

l’inhibition de c-myc par des oligonucléotides anti-sens permet de réduire la prolifération des

FLSs et les rend sensibles à l’apoptose (Hashiramoto et coll., 1999).

Les FLSs rhumatoïdes surexpriment également le récepteur α du facteur de croissance

dérivé des plaquettes (PDGFR-α) qui intervient dans la prolifération des FLSs induite par le

PDGF in vitro (Watanabe et coll., 2002). Le PDGF, qui est un facteur chimiotactique des

fibroblastes produit par les macrophages, est présent en grande quantité au niveau des

membranes synoviales rhumatoïdes. D’autres facteurs de croissance sont également capables

d’induire la prolifération des FLSs : le « transforming growth factor β » (TGF-β) et la

pléiotrophine, dont la synthèse par les FLSs augmente sous l’effet du TNF-α et du facteur de

croissance épidermique (EGF) (Kim et coll., 2002; Pufe et coll., 2003).

En réalité, in vitro les FLSs rhumatoïdes prolifèrent très peu et de façon comparable aux

FLSs de patients atteints d’arthrose (Mohr et coll., 1986). En outre, contrairement aux cellules

tumorales, la prolifération des FLSs rhumatoïdes ne semble pas être corrélée à leur pouvoir

d’invasion. En effet, Seemayer et coll. ont montré que la transformation des FLSs rhumatoïdes

par l’antigène T du virus SV-40, qui augmente la prolifération cellulaire (diminution du temps

nécessaire au doublement du nombre de cellules, augmentation de l’expression de marqueurs de

prolifération cellulaire, tel Ki67), ne les rend pas capables d’envahir le cartilage dans le modèle

de la souris SCID. Selon ces auteurs, la modulation de l’expression de molécules d’adhésion

(diminution de l’expression de VCAM-1 et augmentation de l’expression de la molécule

d’adhésion intercellulaire, ICAM-1) et la diminution de l’expression d’enzymes dégradant le

cartilage, telles la cathépsine K et la MMP-14, seraient à l’origine de ce phénotype non invasif

(Seemayer et coll., 2003). Ces mêmes auteurs ont également étudié le rôle que pourrait jouer p53

dans ces phénomènes d’invasion : ils ont montré que si des FLSs rhumatoïdes expriment très peu

p53 in vitro, l’expression de cette protéine augmente aux sites d’invasion du cartilage lorsque ces

cellules sont co-implantées chez des souris SCID avec du cartilage humain, suggérant une

induction de l’expression de p53 lors des phénomènes d’invasion (Seemayer et coll., 2003)

Selon la deuxième hypothèse, une dérégulation des mécanismes de l’apoptose des FLSs

rhumatoïdes expliquerait l’hyperplasie synoviale au cours de la PR. En effet, la majorité des

FLSs rhumatoïdes de la couche bordante semble ne pas entrer en apoptose in vivo (Matsumoto et
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coll., 1996), ce qui peut être expliqué par une résistance à des signaux d’apoptose et/ou par une

modulation de voies de signalisation conduisant à l’apoptose.

Il a été montré que les FLSs rhumatoïdes surexpriment la sentrine-1/ « small ubiquitin-like

modifier » (SUMO-1), molécule anti-apoptotique qui interfère précocement avec les signaux

d’apoptose (Franz et coll., 2000). En interagissant par son « death domain » avec Fas/Apo-1 et le

TNF-R1, la sentrine-1 protège les FLSs de l’apoptose médiée par le ligand de Fas et le TNF-α

(Okura et coll., 1996).

Les FLSs qui restent sensibles aux stimuli apoptotiques peuvent également surexprimer des

molécules anti-apoptotiques, telles Bcl-2 et « Fas-associated death domain-like IL-1β-

converting-enzyme-inhibitory (FLICE) protein » (FLIP), qui bloquent les voies de signalisation

menant à l’apoptose (Matsumoto et coll., 1996; Schedel et coll., 2002). Bcl-2, associée à la

membrane mitochondriale, empêche la perméabilisation mitochondriale et la libération du

cytochrome c et du facteur induisant l’apoptose (AIF), inhibant ainsi plusieurs voies de

signalisation menant à l’apoptose (Saelens et coll., 2004). FLIP peut interagir avec les récepteurs

Fas/Apo-1, TNF-R1 et TRAIL-R1 impliqués dans l’apoptose. Bien que possédant un domaine

caspase-like qui présente une forte homologie avec la caspase-8, FLIP ne contient pas de

domaine catalytique, ce qui l’empêche d’activer les caspases-8 et 10 (Irmler et coll., 1997).

Catrina et coll. ont montré que l’expression de FLIP dépend du stade de la PR et que la

résistance des FLSs rhumatoïdes à l’apoptose s’observe essentiellement au début de cette

pathologie (Catrina et coll., 2002). Ainsi, dans les membranes synoviales isolées de patients

atteints de PR débutantes on observe une faible proportion de FLSs en apoptose, associée à une

forte expression de FLIP alors que des membranes synoviales isolées de patients atteints de PR

depuis de nombreuses années montrent une plus forte proportion de FLSs en apoptose corrélée à

une expression de FLIP plus faible (Catrina et coll., 2002).

Pap et coll. ont également montré que PTEN qui est une phosphatase capable d’inhiber la

voie anti-apoptotique contrôlée par la PI3 kinase et Akt (Waite et Eng, 2002), n’est exprimée que

dans 40% des FLSs rhumatoïdes in vitro et n’est pas exprimée dans les FLSs rhumatoïdes

envahissant le cartilage dans le modèle de la souris SCID (Pap et coll., 2000). La voie de la PI3

kinase et Akt semble jouer un rôle important dans la survie des FLSs et il a été montré que : i)

Akt est fortement exprimée par les FLSs rhumatoïdes, ii) le TNF-α augmente l’activité kinase de

Akt (Zhang et coll., 2001).

Enfin de nombreuses mutations entraînant une altération de la fonction de p53 ont été

observées chez des patients atteints de PR (Firestein et coll., 1997). Ce facteur de transcription
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régule différents gènes dont les produits d’expression interviennent dans l’apoptose : protéines

pro-apoptotiques Bax et Fas/Apo-1, protéine anti-apoptotique Bcl-2 (Hickman et coll., 2002).

Une modulation de l’expression de ces protéines pourrait donc contribuer à un défaut de

l’apoptose dans ces cellules et prolonger la survie des FLSs rhumatoïdes.
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Figure 8 : Voies de signalisation contribuant à la survie/résistance à l’apoptose des FLSs
rhumatoïdes d’après (Baier et coll., 2003)

2.3 Activation des FLSs

Les FLSs expriment une grande variété de récepteurs qui leur permettent d’être activés par

des stimuli très divers.

2.3.1 Activation des FLSs par l’environnement rhumatoïde

Des facteurs de croissance (PDGF, TGF-β, FGF, EGF) et des cytokines pro-

inflammatoires, tels l’IL-1 et le TNF-α, présents en grandes quantités dans l’articulation

rhumatoïde contribuent à l’activation des FLSs du pannus (Konttinen et coll., 2000) et donc à la

synthèse de médiateurs de l’inflammation (cytokines pro-inflammatoires, prostanoïdes, …) et de

la destruction (enzymes dégradant le cartilage : MMPs, cathepsines, …).

Les FLSs sont également capables d’être activés par interaction directe avec des cellules

présentes in situ, tels les macrophages, les PNNs, les lymphocytes, les mastocytes, les
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polynucléaires éosinophiles et les ostéoblastes. Ainsi, différentes études ont montré qu’un

contact cellulaire direct entre les LT et les FLSs était nécessaire à la synthèse de cytokines et de

MMPs par les FLSs : l’interaction entre ces deux types cellulaires via des cytokines

membranaires (IL-1α et TNF-α) augmente la synthèse de MMP-1 et de PGE2 (Burger et coll.,

1998) et la liaison LFA-1/ICAM-1 conduit à l’augmentation de l’expression de l’ARNm de l’IL-

1 et à la libération de cette cytokine pro-inflammatoire (Nakatsuka et coll., 1997). En outre, un

contact cellulaire direct entre les LT stimulés par le collagène de type II et les FLSs rhumatoïdes

est nécessaire à la synthèse d’IL-15, d’IL-18 et de TNF-α par les FLSs (Cho et coll., 2004).

Cette interaction est en partie médiée par le CD40 (Cho et coll., 2004).

Les FLSs et les macrophages peuvent interagir après liaison du CD55 (DAF) des FLSs au

CD97 des macrophages (Hamann et coll., 1999). Ces interactions ont essentiellement lieu dans la

couche bordante, ce qui suggère qu’elles puissent contribuer à l’activation des cellules mais ceci

reste encore à déterminer. En outre, l’interaction des macrophages et des FLSs faisant intervenir

le CD14 et le CD13, participe à l’augmentation de la synthèse d’IL-6 par ces cellules (Chomarat

et coll., 1995).

2.3.2 Activation des FLSs par l’environnement microbien

Les FLSs expriment différentes familles de PRRs dont les plus étudiés appartiennent à la

famille des TLRs. Kyburz et coll. ont démontré la présence de TLR-2 et TLR-4 au niveau de la

membrane plasmique des FLSs de patients atteints de PR et d’arthrose et de TLR-9 au niveau

intracellulaire (Kyburz et coll., 2003). Ces TLRs reconnaissent respectivement le PG, le LPS et

les motifs CpG. Cependant, il n’est pas exclu qu’un plus grand nombre de TLRs soit exprimé par

ces cellules, tels TLR-1, TLR-6 et TLR-10 qui forment des hétérodimères avec TLR-2.

Le PG et le LPS sont de puissant stimuli pro-inflammatoires des FLSs (Andreakos et coll.,

2003; Kyburz et coll., 2003), indiquant que TLR-2 et TLR-4 jouent probablement un rôle

important dans leur activation. Il a été également montré que l’IL-1β,  le TNF-α, le LPS et le PG

augmentent l’expression de TLR-2 à la surface de FLSs mais pas celle de TLR-4 (Kyburz et

coll., 2003; Seibl et coll., 2003). TLR-2 est plus particulièrement exprimé dans la couche

bordante de la membrane synoviale rhumatoïde ainsi qu’aux sites d’invasion du cartilage alors

que son expression est plus faible dans la membrane synoviale de patients atteints d’arthrose
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(Seibl et coll., 2003), suggérant que ce PRR et son ligand, le PG, pourraient contribuer de façon

prépondérante à l’activation des FLSs rhumatoïdes.

Bien que TLR-9 soit exprimé par les FLSs, l’ADN bactérien, qui stimule les lymphocytes

et les CD (Hartmann et coll., 1999; Hartmann et Krieg, 2000), n’active pas les FLSs. Ceci

pourrait s’expliquer par le très faible niveau d’expression de ce récepteur, dont l’expression n’est

pas modulée après stimulation des FLSs par des cytokines pro-inflammatoires et des PAMPs

(Kyburz et coll., 2003; Seibl et coll., 2003).

Les FLSs expriment également de façon basale d’autres PRRs, telles les intégrines : sous-

unités α5, αv, β1 et β3. Rinaldi et coll. ont montré que l’expression de ces intégrines augmente

au cours de la PR (Rinaldi et coll., 1994; Rinaldi et coll., 1997).

2.3.3 Voies de signalisation activées dans les FLSs

Les FLSs rhumatoïdes présentent des modifications morphologiques et fonctionnelles qui

résultent de la dérégulation de certaines voies de signalisation conduisant à l’activation de

facteurs de transcription.

Ainsi, le facteur de transcription AP-1 est activé de façon constitutive dans les FLSs

rhumatoïdes (Asahara et coll., 1997; Han et coll., 1998). Ce facteur de transcription joue un rôle

essentiel dans la régulation de l’expression de cytokines, telles l’IL-6 et l’IL-8 et des molécules

d’adhésion ICAM-1 et VCAM-1. AP-1 est également impliqué dans la transcription des gènes

codant des MMPs, telles les MMP-1, MMP-3 et MMP-13.

AP-1 est composée de deux membres de la famille des facteurs de transcription Jun et Fos

(c-Jun, Jun B, Jun D, c-Fos, Fos B, Fra-1, Fra-2), qui forment des homo- et hétérodimères. La

composition des dimères conditionne la modulation de la transcription de gènes : ainsi, c-Jun

favorise la synthèse de cytokines pro-inflammatoires, tandis que Jun D inhibe la synthèse des

cytokines et des MMPs (Wakisaka et coll., 1998). L’activité de AP-1 est régulée par les

membres de la famille des « mitogen-activated protein kinases » (MAPKs). Il s’agit d’une

famille de protéines kinases, composée de 3 sous-familles, les « c-Jun-N-terminal kinases »

(JNKs), les « extracellular-regulated kinases » (ERKs) et les p38, qui phosphorylent des facteurs

de transcription, tel Jun et contribuent à l’expression de facteurs de transcription, c-Jun et c-Fos.

Les voies des MAPKs sont activées par des stimuli très divers, cytokines, facteurs de croissance

et LPS, conduisant à des cascades de phosphorylation faisant intervenir des MAPK kinase
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kinases (MAPKKKs) puis des MAPK kinases (MAPKKs) (figure 9). Des protéines phosphatases

régulent négativement ces voies afin de rétablir l’homéostasie.

Figure 9 : Voies de signalisation des MAPKs (Firestein et Manning, 1999)
PKC : protéine kinase C, Grb2: growth factor receptor binding protein 2, SOS: son of sevenless, TRE:
TPA-responsive element, PAK: p42-associated kinase, ATF-2: activating transcription factor, SAP-1:
stress-activated protein 1, TCF: ternary complex factor, SRE: serum response element

Les trois sous-familles de MAPKs sont exprimées dans la membrane synoviale rhumatoïde

et interviennent dans la transduction des signaux dans les FLSs. Selon les stimuli et les gènes

cibles, leurs rôles peuvent être complémentaires ou distincts. Ainsi, les JNKs ont été plus

particulièrement impliquées dans l’expression de MMPs, ERK1/2 dans la prolifération des FLSs

et p38 dans la synthèse de cytokines pro-inflammatoires.

Bien que quatre isoformes de p38 (α, β, γ, δ) aient été identifiées, p38-α semble être

l’isoforme majoritairement impliquée dans la synthèse de cytokines. L’activité de cette MAPK

est régulée par deux MAPKKs, MKK3 et MKK6, également activées dans la membrane

synoviale rhumatoïde (Chabaud-Riou et Firestein, 2004). Il est intéressant de noter que p38 peut

également contribuer à la modulation de voies de signalisation, notamment par la stabilisation

d’ARNm (Tebo et coll., 2003).

Trois isoformes de JNK ont été identifiées : JNK1, JNK2, JNK3. JNK2 est l’isoforme

prédominante dans les FLSs et semble être la principale MAPK impliquée dans l’expression de

la MMP-1 (Han et coll., 1999). L’importance de JNK2 dans la destruction articulaire a été

démontrée par l’utilisation de souris k. o. pour le gène codant JNK2. Ainsi, dans un modèle

d’arthrite induite par le collagène, la destruction du cartilage est nettement diminuée chez les
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souris déficientes en JNK2, alors que l’absence de cette MAPK ne semble pas influencer

l’intensité de l’inflammation synoviale (Han et coll., 2002). L’activité des JNKs est régulée par

deux MAPKKs dans les FLSs, MKK4 et MKK7 (Sundarrajan et coll., 2003).

Les deux isoformes de ERK, ERK 1/2, sont exprimées dans les FLSs et contribuent à

l’expression de cytokines et de MMPs. ERK 1/2 joue également un rôle dans la transduction de

signaux de prolifération dans les FLSs (Lacey et coll., 2003). L’activité de ERK est régulée par

MKK1 et MKK2.

NF-κB est un deuxième facteur de transcription constitutivement activé dans les FLSs

rhumatoïdes. Comme AP-1, il joue un rôle essentiel dans la régulation de l’expression de

cytokines et de molécules d’adhésion.

Il s’agit en réalité d’une famille de facteurs de transcription qui est constituée de cinq

membres : NF-κB1 (p105/p50), NF-κB2 (p100/p52), RelA (p65), Rel B et c-Rel, qui s’associent

pour former des homo- et hétérodimères, le plus classique étant le dimère p50/p65. Chaque

dimère a une fonction qui lui est propre : p50/p65 par exemple augmente l’expression du gène

codant l’IL-6 dans les FLSs rhumatoïdes en réponse à l’IL-1(Miyazawa et coll., 1998). La

contribution de NF-κB à la synthèse de cytokines semble être particulièrement importante dans

les FLSs. Ainsi, il a été montré que NF-κB est le principal facteur de transcription régulant la

synthèse d’IL-6 et d’IL-8 dans les FLSs après stimulation par l’IL-1, alors que c-Jun ne semble

pas intervenir dans ce processus (Georganas et coll., 2000). A côté de son rôle dans

l'inflammation, NF-κB a également été impliqué dans la résistance à l'apoptose des FLSs,

suggérant sa contribution à l'hyperplasie synoviale rhumatoïde (Miagkov et coll., 1998).

En l’absence de toute stimulation, NF-κB est associé dans le cytoplasme à un complexe de

protéines IκBα, IκBβ, IκBε et IκBγ. En réponse à divers stimuli (cytokines pro-inflammatoires,

PAMPs), ces protéines peuvent être phosphorylées par des IκB kinases (IKKs) puis dégradées.

NF-κB est alors transloqué dans le noyau et se lie à l’ADN (figure 10). Ainsi, il a été montré que

la stimulation de TLR-2 à la surface des FLSs conduisait à la translocation nucléaire de NF-κB

(Seibl et coll., 2003).
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Figure 10 : Activation de NF-κB (Bonizzi et Karin, 2004)

Deux IKKs, IKK1 (IKKα) et IKK2 (IKKβ), ont été identifiées dans les FLSs (Aupperle et

coll., 1999). Ces IKKs sont constitutivement exprimées par les FLSs et activées rapidement en

réponse à l'IL-1 et le TNF-α. L'utilisation de dominants négatifs de ces IKKs a montré que IKK2

est le principal régulateur de l’activité de NF-κB dans ces cellules stimulées par des cytokines

pro-inflammatoires (Aupperle et coll., 2001). Aupperle et coll. ont récemment mis en évidence

une autre IKK, appelée IKK inductible (IKK-i ou IKK-ε), dans les FLSs. Bien que qualifiée

d'inductible, cette IKKi est exprimée constitutivement dans les FLSs, mais contrairement à IKK1

et IKK2, son expression augmente rapidement sous l’effet de l’IL-1 et du TNF-α (Aupperle et

coll., 2001). Etant donné que l'expression de dominants négatifs d'IKK2 inhibe l'activation de

NF-κB induite par IKK-i, il semble que IKK-i soit située en amont d'IKK2.

D’autres facteurs de transcription, tels les « signal transducers and activators of

transcription » (STATs) sont également activés dans les FLSs mais ont été moins étudiés qu'AP-

1 et NF-κB dans les FLSs. Il s'agit d'une famille de 7 facteurs de transcription, activés en réponse

à la stimulation des cellules par des cytokines et des facteurs de croissance. Ils sont constitués

d’un domaine de liaison à l’ADN et d’un domaine SH2 permettant leur interaction avec des

récepteurs phosphorylés sur des résidus tyrosine. Cette interaction fait intervenir des tyrosine

kinases de la famille des « janus kinases » (JAKs), qui s’associent avec les domaines

intracellulaires des récepteurs de cytokines. Ceci conduit à la transphosphorylation des JAKs qui
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phosphorylent à leur tour des résidus tyrosine des domaines intracellulaires des récepteurs de

cytokines créant ainsi les sites de fixation pour les facteurs STATs. Ces derniers seront ensuite

phosphorylés par les JAKs ce qui provoque leur dimérisation et translocation dans le noyau où

ils activent la transcription de différents gènes, dont des gènes codant des molécules d’adhésion,

tels la sélectine E et ICAM-1. Il existe plusieurs régulateurs de l'activation des facteurs STATs :

les protéines tyrosine phosphatases (PTP) qui déphosphorylent les JAKs et les facteurs STATs,

les « protein inhibitors of activated STAT » qui inhibent la liaison des facteurs STATs à l’ADN

et les « suppressors of cytokine signalling » (SOCS) qui inhibent les JAKs (figure 11).

Figure 11 : Voies de signalisation des facteurs STATs (Shuai et Liu, 2003)

Trois membres de la famille des facteurs STATs sont exprimés par les FLSs: STAT1,

STAT3 et IL-4 STAT (Müller-Ladner et coll., 2000; Shouda et coll., 2001). STAT1 est activé

par l’IL-6 et l’IFN-γ et STAT3 par des cytokines de la famille de l'IL-6, par l'EGF et le PDGF.

Une étude récente a montré que les FLSs rhumatoïdes expriment fortement STAT1 alors que

ceci n’est pas observé dans les FLSs de patients atteints d’arthrose (Kasperkovitz et coll., 2004).

Kasperkovitz et coll. ont également démontré que si ce facteur de transcription est exprimé en

l’absence de toute stimulation des FLSs rhumatoïdes, son activation nécessite une stimulation

des cellules par des cytokines, tel l’IFN-β (Kasperkovitz et coll., 2004). A l’inverse, STAT3 est

activé dans la membrane synoviale rhumatoïde ce qui n’est pas observé dans des membranes

synoviales de patients atteints d’arthrose (Shouda et coll., 2001). Des expériences utilisant des

dominants négatifs de STAT3 suggèrent que ce facteur de transcription contribue à la
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prolifération/résistance à l'apoptose des FLSs rhumatoïdes : en effet, Shouda et coll. ont observé

que l’inhibition de STAT3 diminue la prolifération des FLSs rhumatoïdes (Shouda et coll., 2001)

et Krause et coll. ont montré que l'inhibition de ce facteur de transcription conduit à l'apoptose

des FLSs (Krause et coll., 2002). Il est intéressant de noter que l’inhibition de STAT3 ne semble

avoir d’effet que sur la prolifération des FLSs rhumatoïdes, car la croissance des fibroblastes 3T3

n’est pas affectée après transfection par ces mêmes dominants négatifs (Shouda et coll., 2001). A

l'inverse, IL-4 STAT est activé par la cytokine anti-inflammatoire IL-4, ce qui pourrait refléter la

mise en place de mécanismes régulant l'activité pro-inflammatoire des FLSs.

Certains facteurs impliqués dans la régulation de la prolifération des FLSs pourraient

également contribuer à l’inflammation et la destruction articulaire. Outre son rôle dans la

régulation du cycle cellulaire et de l’apoptose, p53 régule l’inflammation synoviale, en

diminuant l’expression de cytokines, telle l’IL-6 et de MMPs, telle la MMP-13. Les mutations de

p53 observées chez certains patients atteints de PR peuvent donc contribuer à une surexpression

de cytokines pro-inflammatoires et de MMPs par les FLSs rhumatoïdes : directement, car p53

possède des sites de fixation dans les promoteurs des gènes codant des MMPs et que certaines

mutations de p53 augmentent l’expression de ces gènes (Sun et coll., 2000) et indirectement en

diminuant l’activation de p21, un inhibiteur des kinases dépendantes des cyclines, qui diminue

l’activité d’AP-1 (Perlman et coll., 2003).

Le suppresseur de tumeur p16 joue également un rôle dans la régulation de l’expression

des MMPs. Dans le modèle de la souris SCID, il a été montré que les FLSs envahissant le

cartilage surexpriment des MMPs et expriment également p16 (Kuenzler et coll., 2003) : p16

inhibe la liaison de kinases dépendantes des cyclines à la cycline D, ce qui empêche la

phosphorylation de la protéine du rétinoblastome (Rb) qui diminue l’expression des MMPs. De

plus, il a été montré que les FLSs rhumatoïdes expriment une isoforme inactive de la protéine

Rb, ce qui pourrait favoriser l’expression de MMP-1 dans les FLSs rhumatoïdes (Bradley et

coll., 2004). En effet, l’expression d’une forme active de la protéine Rb diminue l’expression de

MMP-1 par un mécanisme dépendant de p38 (Bradley et coll., 2004). Ainsi, la régulation du

cycle cellulaire des FLSs rhumatoïdes semble être étroitement corrélée à leur capacité à

synthétiser des médiateurs inflammatoires et destructeurs.
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2.4 Rôle des FLSs dans l’inflammation articulaire
2.4.1 Rôle pro-inflammatoire des FLSs

L’analyse de l’expression et de la libération de cytokines par les FLSs a permis de montrer

que l’IL-6 est la principale cytokine libérée par ces cellules (Hirth et coll., 2002). L’IL-6 est une

cytokine à activité pléiotropique. Elle induit la synthèse des protéines de la phase aiguë de

l’inflammation et contribue ainsi à une réponse inflammatoire systémique. Elle régule la

différenciation des LB et la production des anticorps ainsi que la différenciation des LT en LT

cytotoxiques et augmente l’activité des cellules natural killer (NK). L’IL-6 possède également

une activité pro-angiogénique en augmentant l’expression du VEGF par les FLSs (Nakahara et

coll., 2003). L’IL-6 peut de façon paradoxale contribuer à la réponse anti-inflammatoire en

agissant sur les macrophages et les FLSs : induction de la synthèse de l’antagoniste du récepteur

de l’IL-1 (IL-1Ra), diminution de la synthèse de MMPs et de molécules d’adhésion (Tilg et coll.,

1994; Oh et coll., 1998; Silacci et coll., 1998). Elle exerce également un effet inhibiteur sur la

prolifération des FLSs (Nishimoto et coll., 2000).

Le rôle de l’IL-6 dans la pathogénie de la PR résulte donc de la balance de ses effets pro-

et anti-inflammatoires, effets qui peuvent être modulés par des médiateurs présents dans la cavité

articulaire. L’IL-1 et le TNF-α sont capables de moduler les effets anti-inflammatoires de l’Il-6

en bloquant les voies de signalisation STAT3 activées par l’IL-6 dans les FLSs rhumatoïdes. Les

voies menant à STAT1 induits par l’IFN-γ ne sont pas affectées, suggérant une modulation

spécifique fine de ces voies de signalisation (Deon et coll., 2001). Les FLSs expriment

également d’autres membres de la famille de l’IL-6 : le facteur inhibant les leucémies (LIF),

l’oncostatine M et l’IL-11 (Okamoto et coll., 1997).

Harada et coll. ont montré que les FLSs rhumatoïdes constituent une source importante

d’IL-7 et d’IL-15, cytokines présentant une activité proche de celle de l’IL-2 (Harada et coll.,

1999). Bien que Hirth et coll. n’aient pas mis en évidence la libération d’Il-15 par les FLSs

(Hirth et coll., 2002), d’autres études ont confirmé la capacité de ces cellules à produire cette

cytokine (Kurowska et coll., 2002). L’IL-15 peut contribuer à la pathogénie de la PR de

différentes manières : en stimulant la migration de PNNs et de LT dans la cavité articulaire

(McInnes et Liew, 1998), en protégeant ces cellules de l’apoptose (Girard et coll., 1996), en

induisant la prolifération des LT et en stimulant la synthèse de cytokines pro-inflammatoires

(TNF-α et l’IL-1) (Alleva et coll., 1997) qui peuvent à leur tour contribuer à augmenter la

synthèse de l’IL-15 par les FLSs (Harada et coll., 1999). Mais l’IL-15 peut également agir de
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manière autocrine sur les FLSs rhumatoïdes : il a été montré que l’IL-15 libérée par les FLSs

contribue à la prolifération et à la résistance à l’apoptose des FLSs rhumatoïdes, par

l’augmentation de l’expression des molécules anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL (Kurowska et

coll., 2002).

Des concentration importantes en IL-16 ont été mises en évidence dans le liquide synovial

de patients atteints de PR et les FLSs constituent la source majeure de cette cytokine (Franz et

coll., 1998; Schuler et coll., 2003). L’IL-16 est chémoattractante pour les LT CD4, les

monocytes et les polynucléaires éosinophiles. Cette cytokine peut cependant avoir des effets

opposés sur les LT : elle contribue à l’anergie des LT synoviaux en inhibant la synthèse d’IL-2

(Ogasawara et coll., 1999) et active les LT via le CD3/TCR (Theodore et coll., 1996).

Le facteur inhibant la migration des macrophages (MIF) est une autre cytokine pro-

inflammatoire abondamment secrétée par les FLSs rhumatoïdes (Leech et coll., 1999). Le MIF

induit la libération de TNF-α par les macrophages et joue le rôle de co-facteur dans l’activation

des LT (Bernhagen et coll., 1994; Bacher et coll., 1996). Il est intéressant de noter que cette

cytokine peut également contribuer à l’hyperplasie de la membrane synoviale rhumatoïde en

augmentant la prolifération des FLSs (Lacey et coll., 2003) et en diminuant l’expression de p53,

ce qui conduit à une diminution de l’apoptose des FLSs (Leech et coll., 2003).

L’efficacité des traitements visant à inhiber l’IL-1 et le TNF-α souligne le rôle

prépondérant de ces cytokines dans la pathogénie de la PR. Cependant, les FLSs contribuent

assez faiblement à leur libération, ces deux cytokines étant essentiellement secrétées par les

macrophages. La libération de cytokines de la famille de l’IL-1, notamment l’IL-1 et l’IL-18, par

les FLSs est actuellement controversée. Certaines études ont montré que les FLSs sécrétaient de

faibles quantités d’IL-1 et d’IL-18 (Gracie et coll., 1999; Cho et coll., 2004). Ces résultats n’ont

pas été confirmés par d’autres auteurs (Yamamura et coll., 2001; Maret et coll., 2004). Il a été

également montré que l’expression des ARNm de ces cytokines n’est pas toujours corrélé à leur

libération. Ainsi, l’ARNm de l’IL-1 a été mis en évidence dans les FLSs rhumatoïdes alors que

ces cellules ne semblaient pas libérer cette cytokine (Maret et coll., 2004). Des résultats

équivalents ont été obtenus avec l’IL-18 (Yamamura et coll., 2001; Hirth et coll., 2002) bien que

Gracie et coll. aient mis en évidence la libération d’IL-18 par les FLSs rhumatoïdes après

stimulation par l’IL-1 et le TNF-α (Gracie et coll., 1999). Il a été également démontré que

l’ARNm du TNF-α augmente au cours des passages des FLSs in vitro, alors que sa sécrétion

diminue (Hirth et coll., 2002). Ces résultats suggèrent l’existence de mécanismes de régulation
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post-transcriptionnels et/ou post-translationnels, telle par exemple une régulation de la stabilité

des ARNm et/ou des protéines synthétisées.

Les FLSs sont également une source importante de chémokines qui contribuent à la

localisation de la réponse immunitaire au niveau articulaire par le recrutement de monocytes, de

lymphocytes et de PNNs. Les FLSs expriment constitutivement de nombreuses chémokines,

parmi lesquelles ont été identifiées l’IL-8, Gro-α, MCP-1, MIP-1α, RANTES, IP-10 et SDF-1

(Smith et coll., 1997). Il a été également montré que le PG augmente l’expression de certaines de

ces chémokines dans les FLSs rhumatoïdes (RANTES, MCP-1, MIP-1α et IL-8) (Pierer et coll.,

2004). La nature des chémokines libérées par les FLSs et des récepteurs exprimés par les

différents leucocytes vont conditionner le type de cellules recrutées dans l’articulation. Les LTh1

expriment préférentiellement les récepteurs de chémokines CXCR3 et CXCR5, interagissant

respectivement avec IP-10 ainsi que RANTES et MIP-1α, ce qui pourrait expliquer que la

majorité des LT infiltrant la membrane synoviale soit des LTh1 (Qin et coll., 1998).

Les FLSs participent à la néoangiogenèse de la membrane synoviale par la sécrétion de

nombreux facteurs pro-angiogéniques, tels le TGF-β, l’IL-8, le PDGF, le GM-CSF, l’EGF, le

FGF et le VEGF (Clavel et coll., 2003). La libération de ces médiateurs augmente après

stimulation des FLSs par les cytokines pro-inflammatoires. Ainsi, la sécrétion du VEGF par les

FLSs augmente sous l’effet de l’IL-1 et de l’hypoxie (Jackson et coll., 1997) et le TNF-α induit

l’expression d’angiogénine et d’angiopoïétine par les FLSs (Gravallese et coll., 2003).

Les FLSs libèrent également des prostanoïdes, PGE2, PGF2α et 6-keto-PGF1α, qui sont

de puissants médiateurs de l’inflammation. La PGE2 est le prostanoïde majoritairement sécrété

par les FLSs rhumatoïdes. Sa synthèse augmente sous l’effet de l’IL-1, du TNF-α, du MIF et du

LPS (Hulkower et coll., 1994; Sampey et coll., 2001). De plus, la PGE2 peut exercer un

rétrocontrôle positif sur sa propre synthèse dans les FLSs en augmentant l’expression de la

cyclo-oxygénase-2 (COX-2) et en conduisant à une stabilisation de l’ARNm de la COX-2 par un

mécanisme dépendant de p38 (Faour et coll., 2001).

Bien que la libération de NO par les FLSs soit controversée, il a été montré que les FLSs

rhumatoïdes expriment la NO-synthase inductible (iNOS) et libèrent du NO constitutivement et

après stimulation par l’entérotoxine B staphylococcique (McInnes et coll., 1996). Cette libération

de NO pourrait contribuer à l’inflammation synoviale par l’induction de la synthèse de TNF-α

par les macrophages synoviaux (McInnes et coll., 1996).
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2.4.2 Rôle dans la survie des lymphocytes

Dans la PR, on observe une infiltration de LT et LB dans la membrane synoviale qui

pourrait résulter d’une migration anormale de ces lymphocytes dans l’articulation, d’une

prolifération in situ ou d’une inhibition de l’apoptose de ces cellules, conduisant à la persistance

de la réponse inflammatoire et de la synthèse locale d’auto-anticorps.

Bien que les LT synoviaux aient un profil de cellules sensibles à l'apoptose (Bcl-2low,

Baxhigh, Fashigh et CD45RBdull), ces cellules ne meurent pas. Salmon et coll. ont montré que les

FLSs contribuent probablement à la survie des LT en diminuant Bcl-2 et en maintenant Bcl-xL,

qui est anti-apoptotique (Salmon et coll., 1997). Cet effet peut s'exercer directement par

l’intermédiaire d’intégrines, car il est bloqué par la séquence RGD, ou indirectement par des

médiateurs solubles (les surnageants de culture des FLSs sont également efficaces à prévenir

l'apoptose). Il a été également montré que la chémokine SDF-1α libérée par les FLSs est capable

de promouvoir la migration des LT dans la synoviale et d’inhiber l’apoptose de ces cellules par

un mécanisme dépendant de la PI3 kinase et de la voie des MAPKs (Nanki et coll., 2000; Suzuki

et coll., 2001).

Les FLSs contribuent également à la survie des LB. Il existe dans la membrane synoviale

de patients atteints de PR, des CDF (DRC-1 et 7D6) qui favorisent la transformation des LB en

plasmocytes sécréteurs de FR et en LB mémoire (Lindhout et coll., 1999). Les FLSs rhumatoïdes

acquièrent in vitro un phénotype de CDF (DRC-1 et 7D6) après stimulation par l'IL-1 ou le TNF-

α. Cependant, des études réalisées avec des FLSs de patients atteints d’autres pathologies

articulaires ont montré que cette propriété ne semble pas spécifique des FLSs rhumatoïdes. Par

contre, seuls les FLSs rhumatoïdes ont la propriété de donner in vitro un signal de survie aux

LB : les LB sont capables de se fixer aux FLSs rhumatoïdes, ce qui leur transmet un signal anti-

apoptotique (Lindhout et coll., 1999). Reparon-Schuijt et coll. ont également montré que les

FLSs sont capables de protéger les LB de l’apoptose par un mécanisme faisant intervenir un

contact cellulaire direct via VCAM-1 (Reparon-Schuijt et coll., 2000). Cependant, étant donné

que des résultats similaires ont été obtenus avec des FLSs de patients atteints d’arthrose, ces

propriétés ne semblent pas directement liés au phénotype rhumatoïde des FLSs (Reparon-Schuijt

et coll., 2000).
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2.5 Rôle des FLSs dans la destruction articulaire
2.5.1 Adhésion des FLSs au cartilage

Une caractéristique fondamentale des FLSs rhumatoïdes est leur capacité à envahir la

matrice extra-cellulaire et le cartilage puis à dégrader le cartilage et l’os. Ces deux propriétés

sont liées à la capacité des FLSs à adhérer au cartilage par l’intermédiaire de molécules

d’adhésion et d’intégrines (Wang et coll., 1997). Les intégrines à chaînes α4, α5, αv et β1 ainsi

que VCAM-1 et ICAM-1 sont surexprimées par les FLSs rhumatoïdes (Ishikawa et coll., 1996;

Rinaldi et coll., 1997). Une autre molécule d’adhésion, l’ostéopontine, est synthétisée par les

FLSs. Elle contribue non seulement à l’adhésion des FLSs au cartilage mais induit également la

libération de MMP-1 par les chondrocytes, favorisant ainsi la dégradation du cartilage (Petrow et

coll., 2000).

2.5.2 Rôle dans la libération de médiateurs de la destruction articulaire

La dégradation de la matrice extra-cellulaire, du cartilage et de l’os est sous la dépendance

de protéases, essentiellement des MMPs et des membres de la famille des adamalysines

(ADAMs) ainsi que des cystéines protéases, telles les cathepsines libérées par les FLSs et les

chondrocytes.

Les MMPs appartiennent à la superfamille des métalloprotéases à zinc. 25 MMPs ont été

identifiées chez les vertébrés qui peuvent être regroupées en 5 sous-classes selon leur spécificité

de substrat, leur structure et leur localisation : les collagénases (MMP-1, -8 et -13), les

gélatinases (MMP-2 et -9), les stromélysines (MMP-3, -10 et -11), les matrilysines (MMP-7) et

les MMPs membranaires (MT-MMPs, MMP-14 à -17, ou MT1- à MT4-MMP, et MMP-24)

(Visse et Nagase, 2003). Les MMPs possèdent de très nombreux substrats, essentiellement des

protéines de la matrice extracellulaire mais également des cytokines (IL-1, TNF-α

membranaires) et des molécules d’adhésion (sélectine E) (Mengshol et coll., 2002). Les

collagénases et la MT1-MMP sont les seules enzymes capables de cliver les fibres de collagènes

de type I, II et III. Le collagène dénaturé (gélatine) ainsi généré peut ensuite être dégradé par les

gélatinases et d’autres protéases.

Leur synthèse se fait d’abord sous forme de pro-MMPs inactives, nécessitant une

activation par une MMP ou une autre protéase (Nagase, 1997). L’activité des MMPs matures est



45

régulée par des inhibiteurs naturels, tels l’α2-macroglobuline et des inhibiteurs plus sélectifs : les

inhibiteurs tissulaires des MMPs (TIMPs) qui lient irréversiblement les MMPs (Nagase et

Woessner, 1999). La synthèse des TIMPs est parallèle à celle des MMPs : en effet, les mêmes

stimuli induisent la libération de ces deux types de médiateurs par les mêmes cellules. Au cours

de la PR, il existe un déséquilibre entre la synthèse de TIMPs et de MMPs, qui sont en large

excès, favorisant ainsi la dégradation du cartilage(Firestein et Paine, 1992).

matrilysins

collagenases, 
stromelysins, MMP-
12, -19 to –23, -27

gelatinases

MT-MMPs

Figure 12 : Représentation schématique de la structure des MMPs (Murphy et coll., 2002)

La structure primaire des MMPs peut être subdivisée en plusieurs domaines (figure 12) : i)

un peptide signal, nécessaire au transport intracellulaire et à la sécretion des MMPs ; ii) un pro-

domaine qui maintient l’activité enzymatique en phase latente ; iii) un domaine catalytique

présentant un motif de liaison du zinc permettant la formation du site actif de l’enzyme ; et iv)

une séquence analogue à l’hémopexine, qui est indispensable au clivage du collagène par les

collagénases. Les MT-MMPs contiennent en plus un domaine transmembranaire qui permet leur

insertion dans la membrane plasmique (Murphy et coll., 2002).

Les FLSs constituent une source importante de MMP-1, -2, -3, -8, -9, -10 et -13 (Tolboom

et coll., 2002). L’expression de certaines de ces MMPs est constitutive dans les FLSs, mais leur

synthèse augmente après stimulation par divers médiateurs : ainsi, il a été montré que l’IL-1

augmente l’expression des MMP-1, -2 et -13 (Han et coll., 1999; Han et coll., 2001; Honda et

coll., 2001) et que des fragments de fibronectine, tel le CS-1, ainsi que le PG sont également

capables d’augmenter l’expression des MMP-1, -3 et -13 dans les FLSs rhumatoïdes (Kyburz et

coll., 2003; Yasuda et coll., 2003). De la même manière, l’IL-1 et le TNF-α sous forme

membranaire peuvent augmenter l’expression de MMP-1 (Burger et coll., 1998).
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Bien que l’ARNm codant 4 MT-MMPs, MT1 à MT4, ait été mis en évidence dans les

FLSs rhumatoïdes, des études d’hybridation in situ ont montré que les MT1- et MT3-MMP sont

les MT-MMPs majoritairement synthétisées par les FLSs (Pap et coll., 2000). Etant donné que la

MT1-MMP est exprimée très fortement par les FLSs rhumatoïdes alors qu’elle n’est que peu

exprimée par les FLSs sains, Pap et coll. ont suggéré que cette protéase puisse jouer un rôle

important dans la destruction du cartilage au cours de la PR, soit directement par la dégradation

de la matrice extracellulaire, soit indirectement par l’activation des MMP-2 et -13 (Pap et coll.,

2000). D’autres expériences in vitro ont mis en évidence une corrélation entre l’expression des

MMP-1, -3 et -10 et le pouvoir invasif des FLSs rhumatoïdes (Tolboom et coll., 2002) et il a été

également suggéré que la MT1-MMP joue un rôle important dans l’invasion du cartilage par les

FLSs rhumatoïdes dans le modèle de la souris SCID (Seemayer et coll., 2003).

L’expression des TIMPs par les FLSs a été nettemment moins étudiée. Comme la MMP-1

et la MMP-3, TIMP-1 est exprimé par les FLSs rhumatoïdes aux sites d’adhésion au cartilage.

Une étude récente a montré que la synthèse de TIMP-1 est régulée par le facteur de transcription

Egr-1, dont l’expression particulièrement forte dans les FLSs rhumatoïdes est corrélée à celle de

TIMP-1 (Aicher et coll., 2003). Aicher et coll. ont également montré qu’Egr-1 augmente

l’expression de deux autres TIMPs, TIMP-2 et TIMP-3, mais pas TIMP-4 dans des lignées de

FLSs (Aicher et coll., 2003).

Les ADAMs sont une famille de plus de 30 métalloprotéases essentiellement

membranaires. Elles sont impliquées dans les interactions cellules/cellules (par leur domaine

RGD capable d’interagir avec les intégrines), dans le clivage de protéines membranaires, tels le

TNF-α ou le récepteur de l’IL-6, ainsi que dans la destruction du cartilage par la dégradation de

l’aggrécane (Yamamoto et coll., 1999).

Böhm et coll. ont montré que l’ADAM15 (MDC15), bien que majoritairement exprimée

par les macrophages, peut également être synthétisée par les FLSs rhumatoïdes, qui expriment

plus d’ADAM15 que les FLSs isolés de patients atteints d’arthrose et que les FLSs sains (Bohm

et coll., 2001). Des protéases solubles proches des ADAMs, appelées « a disintegrin and

metalloproteinase with thrombospondin motifs » (ADAMSTs), sont également exprimées par les

membranes synoviales rhumatoïdes : des études immunohistochimiques ont mis en évidence

l’ADAMST-5, encore appelée aggrecanase-2 ou ADAMST-11, dans la couche bordante, mais la

nature des cellules exprimant cette protéase n’a pas été déterminée (Vankemmelbeke et coll.,

2001). Il est intéressant de noter que, contrairement aux autres métalloprotéases, l’expression de
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l’ADAMST-5 n’est pas influencée par l’IL-1. L’expression d’autres ADAMs par les FLSs et leur

rôle dans la pathogénie de la PR n’est pas encore démontré.

Une autre grande famille de protéases responsables de la dégradation articulaire au cours

de la PR sont les cathepsines. Il s’agit d’une famille d’au moins 11 cystéines protéases, capables

de cliver un très grand nombre de protéines. Les FLSs expriment les cathepsine B, K et L

(Keyszer et coll., 1995; Hummel et coll., 1998; Keyszer et coll., 1998). Ces protéases sont

constitutivement exprimées par les FLSs et leur synthèse augmente sous l’effet de l’IL-1 et du

TNF-α (Lemaire et coll., 1997). Les cathepsines B, K et L sont particulièrement exprimées dans

la membrane synoviale aux sites d’invasion du cartilage et de l’os, ce qui suggère un rôle

important pour ces protéases dans la destruction articulaire au cours de la PR (Hummel et coll.,

1998; Cunnane et coll., 1999).

Les cytokines, les prostanoïdes et le NO peuvent également participer à la dégradation du

cartilage. Ainsi, la PGE2 contribue à la destruction du cartilage en inhibant l’expression et la

synthèse de collagène par les chondrocytes (O'Keefe et coll., 1992), en augmentant la synthèse

de MMPs par les chondrocytes et les FLSs (Mehindate et coll., 1995) et en favorisant l’apoptose

des chondrocytes induite par le NO (Notoya et coll., 2000).

2.5.3 Rôle dans l’activation des ostéoclastes

La destruction de l’os est principalement médiée par les ostéoclastes. Les précurseurs des

ostéoclastes se différencient en ostéoclastes sous l’effet de cytokines, tels l’IL-1, le TNF-α, le

GM-CSF et RANKL. RANKL, exprimé par les ostéoblastes sous l’effet de différents médiateurs

(vitamine D3, TGF-β, …) (Gravallese et coll., 2000), interagit avec son récepteur RANK à la

surface des précurseurs des ostéoclastes. Cette liaison active des voies de signalisation

complexes qui font intervenir les voies des MAPKs et de NF-κB, impliquées dans la

différenciation et l’activation des ostéoclastes, ainsi que les voies de la protéine kinase B

(PKB)/Akt, qui empêchent leur apoptose (Darnay et coll., 1998; Wong et coll., 1999). L’OPG est

un récepteur soluble de RANKL qui permet de réguler son activité en empêchant l’interaction

RANK/RANKL, ce qui conduit à l’apoptose des ostéoclastes (Lacey et coll., 1998) (figure 13).
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Figure 13 : Différenciation des ostéoclastes induite par RANKL d’après (Romas et coll., 2002)
M-CSF: macrophage colony stimulating factor, PTH : parathormone, 1,25(OH2)D3 : vitamine D3

L’utilisation de modèles animaux d’arthrites a permis de confirmer le rôle important du

système RANK/RANKL dans la destruction osseuse : des souris k.o. pour le gène codant

RANKL présentent moins d’érosions osseuses que les souris sauvages (Pettit et coll., 2001) et

dans le modèle d’arthrite induite par adjuvant, l’administration d’OPG à des souris permet de

bloquer les destructions osseuses observées chez les souris non traitées (Kong et coll., 1999).

Les FLSs participent à la différenciation et à l’activation des ostéoclastes en libérant des

médiateurs ostéoclastogéniques: la PGE2, l’IL-6 et le TNF-α (Lader et Flanagan, 1998; Jimi et

coll., 1999). Des études récentes ont montré que RANKL est également exprimé, sous forme

membranaire et soluble, par les LT et les FLSs rhumatoïdes (Gravallese et coll., 2000). De plus,

l’ARNm de RANKL est constitutivement exprimé par les FLSs rhumatoïdes alors que son

niveau d’expression est très faible dans les FLSs de patients atteints d’arthrose (Haynes et coll.,

2003; Harashima et coll., 2004). Inversement, l’OPG, qui bloque l’activité de RANKL, n’est pas

exprimée dans les FLSs rhumatoïdes en l’absence de stimulation alors qu’elle est facilement

détectable dans les FLSs de patients atteints d’arthrose (Harashima et coll., 2004). Ces résultats

suggèrent que les FLSs contribuent à l’activation des ostéoclastes au cours de la PR.

L’ensemble de ces données montre que les FLSs rhumatoïdes, de par leur capacité à

participer à la réaction inflammatoire synoviale, leurs propriétés intrinsèques qui leur permettent

d’envahir et de détruire le cartilage, occupent une place particulièrement importante dans les

phases d’initiation et de pérennisation de la PR.
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Au cours de ce travail, nous avons choisi d’étudier le rôle des interactions PAMPs-PRRs

dans l’activation des FLSs rhumatoïdes et nous nous sommes plus particulièrement intéressés à

la protéine I/II des streptocoques oraux. Il s’agit d’une adhésine de bactéries commensales de la

cavité oro-pharyngée qui peuvent devenir pathogènes si elles disséminent dans l’organisme à la

faveur d’une lésion buccale.

3 Les streptocoques oraux
3.1 Classification

Les streptocoques, bactéries à Gram positif, sont actuellement considérés comme faisant

partie des agents étiologiques principaux des infections bactériennes les plus fréquentes et les

plus sévères de la pathologie infectieuse humaine (Bouvet et coll., 1994). Parmi eux, les

streptocoques oraux constituent un groupe de bactéries commensales, composants majeurs de la

flore buccale.

Les streptocoques oraux font partie des streptocoques stricto sensu, actuellement classés à

partir de la séquence de leur ARNr 16S, en espèces et sous-espèces réparties en quatre ensembles

(tableau 3). Cette méthode a permis d’établir des relations phylogéniques entre les différentes

espèces de streptocoques. En fonction de critères pratiques d’identification (caractères

métaboliques, enzymatiques, antigéniques et génétiques) et de leur pathogénicité, les

streptocoques oraux sont actuellement regroupés en six sous-ensembles (Or1 à 6) dont l’un (Or2)

appartient désormais à un genre différent (Abiotrophia) mais de pathogénicité très proche

(Bouvet et coll., 1994).

Le sous-ensemble Or1 est composé de 8 espèces : Streptococcus mitis, S. oralis, S. sanguis,

S. gordonii, S. parasanguis, S. peroris, S. infantis et S. australis. Ce sont des bactéries

commensales de la cavité buccale et des voies respiratoires hautes de l’Homme (Jacobs, 1997).

Elles sont parfois responsables de bactériémies et d’endocardites. Par ailleurs, Costalonga et coll.

ont récemment montré que l’injection sous-cutanée de S. sanguis à des souris était capable de

réactiver une arthrite induite par le collagène (Costalonga et coll., 2002). Le pouvoir pathogène

particulier des bactéries du sous-ensemble Or1 semble dépendre de l’expression de gènes

spécifiques (Allen B. L., 1998; Kilic A. O., 1998; Versey P. M., 1998). Plusieurs gènes codant

des adhésines impliquées dans l’adhésion précoce des bactéries, la colonisation des épithélia et
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l’attachement aux valves cardiaques ont été caractérisés chez S. gordonii (Allen B. L., 1998).

D'autre part, la colonisation de la cavité buccale par S. mutans, appartenant au sous-ensemble

Or5, dépend également de la présence des antigènes HLA-DR4 (Wallengren et coll., 1991).

Le sous-ensemble Or3 comprend une seule espèce: S. pneumoniae. Cette bactérie

commensale des voies aériennes supérieures peut être responsable d’infections graves :

pneumonies aiguës, pleurésies, bactériémies, endocardites, méningites ou otites.

Le sous-ensemble Or4 est composé de 3 espèces : S. anginosus, S. constellatus et S.

intermedius. Ces bactéries sont responsables d’infections pulmonaires et de suppurations

profondes (Coykendall, 1989; Bouvet, 1997; Jacobs, 1997).

Le sous-ensemble Or5 comporte des espèces isolées chez l’Homme, S. sobrinus et S.

mutans, impliquées dans la physiopathologie de la carie dentaire (Ogier, 1997) ou chez l’animal :

S. criceti, S. downei, S. ferus, S. macacae, S. orisratti et S. ratti.

Le sous-ensemble Or6 est constitué d’espèces rarement pathogènes : S. salivarius et S.

vestibularis.

S. acidominimus
S. cristatus
S. ovis
S. suis

Non classés

Sous-ensemble Or1
S. gordonii
S. mitis
S. oralis 
S. sanguinis
S. parasanguinis
S. peroris
S. infantis
S. australis

Sous-ensemble Or3
S. pneumoniae

Sous-ensemble Or4
S. anginosus
S. constellatus subsp. constellatus
S. constellatus subsp. pharyngis
S. intermedius

Sous-ensemble Or5
S. criceti
S. downei
S. ferus
S. macacae
S. mutans
S. orisratti
S. ratti
S. sobrinus

Sous-ensemble Or6
S. salivarius subsp. salivarius
S. salivarius subsp. thermophilus
S. vestibularis

S. alactolyticus (S. intestinalis)
S. equinus (=S. bovis) 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus
S. gallolyticus subsp. pasteurianus
S. gallolyticus subsp. macedonicus
S. infantarius subsp. infantarius
S. infantarius subsp. coli

Sous-ensemble py1
S. pyogenes

Sous-ensemble py2
S. agalactiae (=S. difficilis)

Sous-ensemble py3
S. canis
S. dysgalactiae subsp. 
dysgalactiae 
S. dysgalactiae subsp. equisimilis
S. equi subsp. equi
S. equi subsp. zooepidermicus

Sous-ensemble py4
S. porcinus
S. uberis
S. parauberis

Sous-ensemble py5
S. hyointestinalis
S. iniae (=S. shiloi)
S. phocae

non classés
S. didelphis
S. hyovaginalis
S. pluranimalium
S. thoraltensis
S. urinalis

Oraux (Or)Groupe D et apparentésPyogenes (py)

Tableau 3 : Classification des streptocoques
Ce tableau a été réalisé à partir d’une classification rassemblant l’ensemble des taxons validement
décrits, les synonymies ou les modifications de nomenclature ainsi que les références des publications
originales (Bouvet et coll., 1994) (Euzeby, 1997). Cette liste est mise à jour mensuellement et consultable
sur le site www-sv.cict.fr/bacterio/
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La première étape nécessaire à la colonisation des streptocoques oraux consiste en leur

adhérence aux muqueuses ou à l’émail dentaire, directement ou par l'intermédiaire du film

salivaire. Ce phénomène implique la reconnaissance spécifique de composants de l’hôte par

l’intermédiaire de molécules bactériennes appelées adhésines. Les streptocoques oraux possèdent

à leur surface différents types d’adhésines dont des adhésines de nature protéique, appelées

protéines I/II, antigéniquement voisines, de haute masse moléculaire (180-210 kDa) et qui jouent

un rôle essentiel dans la virulence de ces bactéries.

3.2 Les protéines I/II
3.2.1 Structure des protéines I/II

Cette famille de protéines regroupe les facteurs de virulence des streptocoques oraux les

plus étudiés et les mieux caractérisés. Ces protéines présentent une structure complexe et des

fonctions diverses. Les protéines I/II sont des adhésines multifonctionnelles qui contribuent à

l'initiation et au développement du biofilm buccal en interagissant avec les constituants

salivaires, avec les protéines de la matrice extracellulaire de l'hôte et avec d'autres bactéries de la

cavité orale. Les protéines I/II sont des protéines de 1500 à 1566 acides aminés (aa). L’analyse

de la séquence primaire permet de distinguer sept régions différentes à partir de l’extrémité N-

terminale : un peptide signal, une région N-terminale, un domaine composé de motifs répétitifs

riches en alanine, un domaine central dit variable, un domaine composé de motifs répétitifs

riches en proline, une région C-terminale et une séquence C-terminale d’ancrage à la paroi

cellulaire bactérienne. La figure 14 présente la structure de la protéine I/II de S. mutans OMZ

175 de sérotype f.

N

Peptide Région riche en alanine Région variable étendue     Région riche Région  C-terminale Zone d‘ancragesignal
en proline

C

1  38      121    203   285    367   448 465            844            962     1030         1556

A1     A2     A3     A4 A5 B1 B2 B3

« torsade» de 4 hélices α Zone organisée en feuillets β Zone organisée en feuillets β et hélices α

Zone responsable 
de l’agrégation
1-612 (Lamontet coll., 1992).

Zone responsable de l’adhérence 
480-1218 (Bradyet coll., 1992 ; 
Crowleyet coll., 1993).

Zone de réactivité croisée
avec les IgG humaines
948-1030 (Wachsmann et coll., 1989 ; Gangloff et coll., 1992)

Zone d’homologie avec les lectines 850-1180 (Demuth et coll., 1990)

Figure 14: Représentation schématique de la structure de la protéine I/II de S. mutans OMZ 175
sérotype f et fonction des différents domaines
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3.2.1.1 Peptide signal (résidus 1-38)

Le côté N-terminal des protéines I/II, composé d’une séquence de 38 aa, présente les

caractéristiques de peptide signal bactérien avec une prédominance de résidus basiques suivis

d’une séquence hydrophobe.

3.2.1.2 Région N-terminale (résidus 39-120) et région A (résidus 121-465)

La région N-terminale située en aval du peptide signal se caractérise par une prédominance

(55%) de résidus chargés (asparagine, glutamine, lysine) et hydroxylés (sérine et thréonine)

suggérant un caractère fortement hydrophile. Le taux d’homologie de cette région est très faible

(33%) entre les différentes protéines I/II. A l’heure actuelle, la fonction de cette région reste

inconnue.

La région alanine (A) est caractérisée par une forte proportion de résidus alanine (23 à

30%), mais également de résidus chargés. Elle présente trois séquences répétées d’un motif de

82 aa (aa 203-448), nommées A2, A3 et A4. Chacune de ces séquences comporte 10 sous-

séquences appelées heptamères car constituées chacune de 7 aa. Le motif principal de ces

heptamères est YQXXLAX, X pouvant être soit un résidu chargé, soit une alanine. La présence

de tels heptamères riches en alanine et ne contenant aucune proline permet de prédire une

organisation de la région alanine en plusieurs hélices α. L’alternance régulière de résidus

polaires et non polaires est caractéristique d’un surenroulement en "torsade" d’hélices (coiled-

coiled) de ces 4 hélices α. Cette structure serait stabilisée par des liaisons hydrophobes entre des

résidus tyrosine et leucine, ainsi que par des liaisons hydrogène entre des résidus tyrosine et

asparagine (LaPolla et coll., 1991). Dans cette conformation en "torsade" d’hélices, les résidus

alanine constituent une région hydrophobe continue, qui s’enroule autour de l’hélice alors que

les résidus hydrophiles sont répartis sur la face opposée (LaPolla et coll., 1991). Ces trois

séquences répétitives sont suivies d’une courte séquence nommée A5 (aa 449 à 465), également

organisée en heptamères et dont la partie terminale présente un appauvrissement significatif en

résidus alanine. La séquence A1 (aa 121 à 202) est localisée en amont des précédentes mais est

peu décrite du fait de la dégénérescence de sa séquence et de la faible conservation des

heptamères. Du fait de sa grande conservation parmi les streptocoques oraux, de sa structure

particulière et de sa position N-terminale qui, dans l’hypothèse probable d’un ancrage C-

terminal, en fait la région la plus exposée et donc la plus accessible de la protéine I/II, la région

A est l’une des régions les plus étudiées des protéines I/II.
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3.2.1.3 La région variable étendue (résidus 466-844)

Cette région qui a été qualifiée de “variable” ne présente cependant une grande variabilité

qu’entre les protéines I/II de S. mutans et de S. gordonii (Jenkinson et Demuth, 1997). Cependant

si la région variable de la protéine SspB de S. gordonii M5 ne présente que 22% d’homologie

avec les protéines I/II de S. mutans, la seconde protéine I/II de S. gordonii, la SspA, présente une

forte homologie de séquence avec les protéines I/II de S. mutans (Demuth et coll., 1996). De

fortes homologies apparaissent lors de l’étude des séquences des régions variables des protéines

I/II des S. mutans de sérotypes c, g, et f, alors qu’une certaine variabilité est observée au niveau

des 150 derniers aa situés en amont de la région proline adjacente entre les protéines SspB et

SspA de S. gordonii M5 (Demuth et coll., 1996). Troffer-Charlier et coll. ont cristallisé la région

variable de la protéine I/II de S. mutans puis analysé sa structure (Troffer-Charlier et coll.,

2002) : les aa 464 à 840 présentent un repliement de type lectine qui révèle un site potentiel

(préformé) de fixation de sucres stabilisé par un ion métal. Ce site pourrait jouer un rôle dans la

dissémination de la bactérie.

3.2.1.4 Région riche en proline (résidus 845-962)

Cette région comporte une forte proportion de résidus proline (environ 35%) s’organise

en trois motifs de 39 aa chacun (B1, B2 et B3). A l’exception de celle de S. sobrinus 6715 qui ne

possède que deux des trois motifs répétitifs, cette région est très conservée parmi les protéines

I/II des streptocoques oraux. Les prédictions de la structure secondaire de cette région suggèrent

une organisation en feuillets β. La richesse en proline et en aa chargés (23%) indique qu’elle est

fortement hydrophile et par conséquent, très exposée dans le milieu extracellulaire. Cette

probable surexposition explique la grande immunogénicité de cette région. Ceci a été confirmé

par la mise en évidence au niveau de cette région d’épitopes B et T identifiés au moyen de

peptides synthétiques (Kelly et coll., 1995). Par ailleurs, Brady et coll. ont montré que la

suppression de cette région inhibe l’exportation de la protéine I/II à la paroi, conséquence d’une

perturbation du repliement normal de cette protéine (Brady et coll., 1998).

3.2.1.5 Région C-terminale (résidus 950-1520)

Cette région qui chevauche la précédente est la plus complexe des protéines I/II.

L’analyse de sa structure secondaire prédit une organisation composée d’un mélange d’hélices α

et de feuillets β présentant plusieurs enroulements suggérant une structure globulaire (Jenkinson
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et Demuth, 1997). Les aa 948 à 1030 de la protéine I/II de S. mutans OMZ 175 présente des

homologies avec les IgG humaines (IgG2 et IgG4) ce qui pourrait jouer un rôle dans la synthèse

d’anticorps anti-IgG (Wachsmann et coll., 1989) : des alignements de séquences ont fait

apparaître une homologie avec les aa 111 à 190 de la chaîne α2 des immunoglobulines G

humaines (figure 15). A l’exception de S. ratti, cette homologie de séquence a été retrouvée au

niveau de toutes les protéines I/II des streptocoques du groupe mutans (Moisset et coll., 1994).

Figure 15 : Zone d’homologie entre la protéine I/II et la chaîne α2 des IgG humaines

3.2.1.6 Région d’ancrage

La région d’ancrage des protéines I/II permet leur attachement à la paroi bactérienne.

Elle présente les caractéristiques typiques des protéines de surface des streptocoques (Fischetti,

1991) et de la plupart des bactéries à Gram positif. L’extrémité C-terminale de la protéine

contient une séquence d’ancrage dans la membrane cytoplasmique LPNTG, comparable à la

séquence LPXTG conservée chez la plupart des protéines de cocci à Gram positif (Koga et coll.,

2002) suivie d’une autre séquence hydrophobe formée de 18 aa et d’une courte partie

intracellulaire très hydrophile de sept aa. A l’exception de la protéine SpaA de S. sobrinus 6715

(sérotype g) et de la protéine de 155 kDa de S. mutans GS-5 (sérotype c), cette organisation est

présente dans la séquence de toutes les protéines I/II des streptocoques oraux (Murakami et coll.,

1997).

3.2.2 Fonctions des protéines I/II

Les protéines I/II jouent un rôle important dans différents processus tels la colonisation

(Jenkinson et Lamont, 1997), la dissémination bactérienne (Jenkinson et Demuth, 1997) et la

modulation du système immunitaire (Vernier et coll., 1996).
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En interagissant avec les constituants salivaires, avec les protéines de la matrice

extracellulaire de l'hôte et avec d'autres bactéries de la cavité orale, les protéines I/II contribuent

à l'initiation et au développement du biofilm buccal. Les protéines I/II sont capables d’interagir

avec de nombreux composants salivaires : l’amylase salivaire, le lysozyme, le groupe des

protéines riches en proline (Russell et Mansson-Rahemtulla, 1989), une agglutinine salivaire de

nature glycoprotéique (SAG) (Demuth et coll., 1990; Brady et coll., 1992), les IgA sécrétoires

(Rundegren et Arnold, 1987) ainsi que le composant sécrétoire (Ackermans F, 1988) qui ont la

propriété de se lier fortement à l’hydroxyapatite pour former la pellicule salivaire acquise.

L’adhérence des streptocoques aux composants de la pellicule salivaire représente l’une des

premières étapes de la colonisation de la cavité buccale par les streptocoques oraux. De plus, de

nombreuses études ont montré que la protéine I/II médiait les interactions avec d'autres micro-

organismes de la cavité orale tels ceux du genre Actinomyces (Demuth et coll., 1996; Egland et

coll., 2001), Porphyromonas gingivalis (Chung et coll., 2000; Demuth et coll., 2001) et Candida

albicans (Holmes et coll., 1996) favorisant ainsi la colonisation secondaire de la cavité buccale.

D'autre part, les protéines I/II interagissent également avec les constituants de la matrice extra-

cellulaire l'hôte, tels le collagène, la fibronectine et la laminine (Love et coll., 1997; Sciotti et

coll., 1997; Love et coll., 2000), ce qui suggère que ces bactéries ou certains de leurs constituants

pourraient non seulement disséminer mais également persister in situ et contribuer au

développement de pathologies inflammatoires aiguës ou chroniques.

Par ailleurs, les protéines I/II sont capables d’interagir de façon spécifique avec différents

types cellulaires et de moduler certaines de leurs fonctions en particulier celles impliquées dans

le développement de la réaction inflammatoire. Ainsi, il a été montré que la protéine I/II de S.

mutans se fixe sur des glycoprotéines membranaires des monocytes, des cellules épithéliales et

endothéliales humaines, par l’intermédiaire d’interactions de type lectine faisant intervenir

l’acide N-acétyl neuraminique (NANA) et le fucose et induit la production par ces cellules de

cytokines pro-inflammatoires : TNF-α, IL-1, IL-6 et IL-8 par les monocytes humains (Soell et

coll., 1994), IL-8 par les cellules épithéliales et IL-6 et IL-8 par les cellules endothéliales

humaines (Vernier et coll., 1996) et par les FLSs (Gourieux et coll., 2001). L’importance de la

protéine I/II dans l’adhésion cellulaire et la stimulation d’une réponse pro-inflammatoire par les

cellules humaines a été confirmée par l’utilisation de souches de S. mutans n’exprimant pas la

protéine I/II : l’adhésion de ces bactéries aux cellules monocytaires THP-1 et aux fibroblastes

pulpaires est diminuée et l’activité pro-inflammatoire de ces mutants est également plus faible

(Engels-Deutsch et coll., 2003). D’autre part, il a été montré que la région riche en alanine et la
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région variable étendue de la protéine I/II sont les deux régions responsable de l’induction de la

production de TNF-α par les cellules THP-1 (Chatenay-Rivauday et coll., 1998). En outre, si

l’adhésion aux cellules humaines est indispensable, l’internalisation de la protéine I/II n’est pas

nécessaire à son activité moduline (Engels-Deutsch et coll., 2003).

La protéine I/II est également capable d’induire l’expression de molécules d’adhésion,

telles la sélectine E et VCAM-1 par les cellules endothéliales humaines et d’augmenter

l’expression d’ICAM-1 par ces cellules, favorisant ainsi la migration transendothéliale des PNNs

vers les zones inflammatoires (Vernier et coll., 1996).

4 Objectifs du travail

Si de nombreuses cellules participent à l’inflammation synoviale rhumatoïde, les FLSs

jouent un rôle particulier dans ce phénomène. Contrairement aux monocytes, lymphocytes,

PNNs et CD infiltrants, les FLSs sont des cellules résidentes de la membrane synoviale. Ce ne

sont pas des cellules intervenant classiquement dans la réponse immunitaire, mais ils deviennent

des acteurs importants de la réaction inflammatoire en réponse à l’environnement rhumatoïde.

Leur rôle se distingue de celui des macrophages dans la mesure où ces derniers constituent la

source majeure d’un large éventail de médiateurs de l’inflammation (IL-1, IL-18, TNF-α, NO,

…) alors que les FLSs libèrent un nombre plus restreint de cytokines. Les FLSs sont également

les principales cellules médiant la destruction articulaire au cours de la PR.

Les stimuli à l’origine de cette activation des FLSs rhumatoïdes sont très divers.

L’immunité innée tient une place importante dans la pathogénie de la PR et de nombreux micro-

organismes et PAMPs pourraient participer à l’initiation et/ou à l’entretien de l’inflammation

synoviale rhumatoïde. Le laboratoire s’intéresse depuis de nombreuses années au rôle des

streptocoques oraux dans les pathologies humaines. Etant donné que l’ARNr de streptocoques

oraux a été mis en évidence dans des membranes synoviales de patients atteints de PR et qu’une

association entre des infections dentaires et des poussées de PR a été observée, nous avons choisi

d’étudier le rôle éventuel de ces bactéries dans l’inflammation synoviale rhumatoïde. L’objectif

de ce travail a été de déterminer dans quelle mesure la stimulation des FLSs rhumatoïdes par la

voie PAMP-PRR pourrait contribuer à l’acquisition du phénotype « agressif » (pro-

inflammatoire et prolifératif) de ces cellules. Nous avons utilisé la protéine I/II des streptocoques

oraux, protéine purifiée au laboratoire et connue pour stimuler une réponse inflammatoire par



57

différentes cellules humaines, pour activer les FLSs isolés à partir de membranes synoviales de

patients atteints de PR.

Dans une première partie, nous nous sommes plus particulièrement intéressés à la capacité

des FLSs ainsi stimulés à développer une réaction inflammatoire (synthèse de cytokines pro-

inflammatoires) et destructrice (synthèse de MMPs). Nous avons ensuite souhaité déterminer les

voies de signalisation intracellulaire, qui constituent actuellement une cible thérapeutique

intéressante en pathologie humaine, impliquées dans la réponse des FLSs rhumatoïdes à la

protéine I/II. L’intégrine α5β1 a été identifiée au laboratoire comme un récepteur de ce PAMP à

la surface des cellules endothéliales et il a été montré que la « focal adhesion kinase » (FAK) et

ERK1/2 sont phosphorylées dans ces cellules en réponse à la stimulation par la protéine I/II.

Nous avons donc voulu déterminer si ces protéines sont également impliquées dans l’activation

des FLSs rhumatoïdes par la protéine I/II.

Afin de déterminer si les mécanismes mis en évidence sont dépendants du phénotype

particulier des FLSs rhumatoïdes, des FLSs isolés à partir de membranes synoviales de patients

atteints d’arthrose ont été également étudiés. L’arthrose est définie comme une arthropathie non

inflammatoire même s’il existe des arguments pour un rôle des composants inflammatoires dans

la pathogénie de cette maladie (Hedbom et Hauselmann, 2002). L’arthrose se caractérise par une

destruction focalisée et progressive du cartilage avec une perte de la masse osseuse dans l’os

sous le cartilage, par la croissance d’ostéophytes et par une augmentation de l’épaisseur de l’os

subchondral. L’arthrose est une pathologie multifactorielle. Des lésions mécaniques sembleraient

être impliquées dans l’initiation de la maladie et des facteurs génétiques et biochimiques

permettraient la progression de la pathologie. L’arthrose est très souvent utilisée comme

pathologie de référence dans les études portant sur la PR.
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1 Activité pro-inflammatoire et destructrice de la protéine I/II
1.1 Etude de la synthèse et de la libération d’IL-6 et d’IL-8

Des études antérieures réalisées au laboratoire ont montré que la protéine I/II était capable

d’induire la libération d’IL-6 et d’IL-8 de manière dose-dépendante par les FLSs rhumatoïdes

alors que ces cellules ne libèrent pas d’IL-1 et de TNF-α en réponse à la stimulation par cette

moduline (Gourieux et coll., 2001). La réponse pro-inflammatoire des FLSs de patients atteints

d’arthrose après activation par la protéine I/II n’avait pas encore été étudiée (résultats

complémentaires).

Dans un premier temps, nous avons vérifié l’effet immunomodulateur de la protéine I/II sur

les FLSs et étudié la capacité de la protéine I/II à induire la synthèse d’IL-6 et d’IL-8, deux

cytokines particulièrement importantes dans l’inflammation : l’IL-8 est un puissant

chémoattracteur des PNNs ; l’IL-6 constitue un excellent marqueur de l’inflammation et la

cytokine pro-inflammatoire majoritairement secrétée par les FLSs.

1.1.1 Résultats

1.1.1.1 Expression des ARNm de l’IL-6 et l’IL-8 par les FLSs

Nous avons stimulé les FLSs avec la protéine I/II (125 pM) pendant 1 h et 3 h puis analysé

l’expression des ARNm de l’IL-6 et de l’IL-8 par RT-PCR. Les FLSs stimulés avec le LPS (1

µg/mL, 5% de sérum) pendant les mêmes temps ont été utilisés comme contrôle d’activation.

Les résultats sont représentatifs des expériences réalisées avec les FLSs isolés de trois patients

différents.

PR Arthrose

IL-8

IL-6
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Ladder 1 2 3 4 5 6 7 Ladder 1 2 3 4 5 6 7

Figure 16 : Expression des ARNm de l’IL-6 et de l’IL-8 dans les FLSs rhumatoïdes et les FLSs
arthrosiques activés ou non par la protéine I/II pendant 1 h et 3 h
1 : RPMI (1 h), 2 : protéine I/II (1 h), 3 : protéine I/II (3 h), 4 : RPMI (3 h), 5 : LPS (1 h), 6 : LPS (3 h), 7 :
mix
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La figure 16 montre que, dans nos conditions expérimentales, les taux d’ARNm de l’IL-6

et de l’IL-8 sont indétectables dans les FLSs rhumatoïdes non activés et que la protéine I/II

induit l’expression des ARNm de l’IL-6 et de l’IL-8 par les FLSs rhumatoïdes après 3 h de

stimulation. L’activation des FLSs rhumatoïdes avec le LPS conduit également à une expression

des ARNm de l’IL-6 et de l’IL-8. L’expression homogène de l’ARNm de l’actine montre la

présence d’ADNc dans chaque échantillon étudié et valide les expériences. Des résultats

similaires ont été observés avec des FLSs de patients atteints d’arthrose.

1.1.1.2 Cinétique de libération d’IL-6 et d’IL-8 par les FLSs

Nous avons ensuite étudié la cinétique de libération de ces cytokines par les FLSs. Les

FLSs ont été activés par la protéine I/II (125 pM) pendant des temps allant de 6 h à 24 h. L’IL-6

et l’IL-8 ont ensuite été dosées dans les surnageants de culture par un test ELISA double

sandwich. Après chaque activation, un test de viabilité au MTT est effectué afin de valider les

expériences. Les résultats sont exprimés comme étant la moyenne de trois expériences et sont

représentatifs des résultats obtenus avec les FLSs isolés de trois patients différents.

temps (h)

ng
/m

L

Figure 17 : Cinétique de libération d’IL-6 et d’IL-8 par les FLSs rhumatoïdes activés ou non par la
protéine I/II (Neff et coll., 2001)
○IL-6 en l’absence de toute stimulation ; ● IL-6 après stimulation par la protéine I/II ; ∆ IL-8 en l’absence
de toute stimulation ; ▲ IL-8 après stimulation par la protéine I/II
Les résultats représentent la moyenne ± SEM de trois expériences indépendantes.

La figure 17 montre une libération basale d’IL-6 et d’IL-8 par les FLSs rhumatoïdes qui

n’est pas modifiée avec le temps. Après incubation des FLSs rhumatoïdes avec la protéine I/II, la

libération d’IL-6 et d’IL-8 augmente : la concentration en IL-6 et en IL-8 dans le surnageant est

d’environ 3 ng/mL après 6 h d’activation et atteint un plateau à environ 7 ng/mL et 8 ng/mL

respectivement après 20 h d’activation.
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Des résultats comparables ont été obtenus avec des FLSs de patients atteints d’arthrose,

hormis une libération d’IL-8 significativement plus faible après 20 h d’activation par la protéine

I/II (5 ng/mL) (figure 18).
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Figure 18 : Libération d’IL-6 et d’IL-8 par les FLSs rhumatoïdes et les FLSs de patients atteints
d’arthrose activés par la protéine I/II pendant 6 h et 20 h.
Les résultats représentent la moyenne ± SEM de trois expériences indépendantes.

L’ensemble de ces résultats montre que la protéine I/II induit la synthèse et la libération

d’IL-6 et d’IL-8 par les FLSs rhumatoïdes.

1.1.2 Discussion

Les FLSs rhumatoïdes sont donc des cellules activables par des PAMPs de différentes

origines : en effet, des résultats équivalents ont été obtenus par Kyburz et coll. après stimulation

des FLSs rhumatoïdes par le PG, ligand de TLR-2 (Kyburz et coll., 2003). Ce sont des cellules

qui répondent également à des cytokines présentes dans l’articulation rhumatoïde, tels l’IL-1β et

le TGF-β, qui contribuent à l’activation des FLSs au cours de la PR (Inoue et coll., 2001; Cheon

et coll., 2002). Ainsi, les FLSs comme d’autres cellules résidentes (cellules endothéliales,

cellules épithéliales) sont capables de détecter un signal danger et d’y répondre en initiant une

réponse inflammatoire qui pourrait, dans certaines conditions comme la PR, se pérenniser et

devenir pathologique. Les résultats concernant les FLSs rhumatoïdes ont fait l’objet d’une

publication dans Cellular Microbiology (2001) présentée au chapitre 2.1 des résultats.

Nous avons montré que les FLSs de patients atteints d’arthrose répondent également à la

protéine I/II : mêmes cytokines libérées (IL-6 et IL-8) avec la même cinétique de libération. La

synthèse d’IL-8 reste cependant significativement plus faible que celle obtenue avec les FLSs

rhumatoïdes. Il est à noter que la réponse des FLSs in vitro n’est pas forcément corrélée à ce qui

est observé in vivo. En effet, Pierer et coll. ont montré que deux chémokines, la GCP-2 et MCP-
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2, sont sécrétées par les FLSs rhumatoïdes et les FLSs de patients atteints d’arthrose en réponse à

la stimulation par le PG in vitro, mais que seuls les FLSs rhumatoïdes libèrent ces cytokines in

vivo (Pierer et coll., 2004) et ceci bien que le PG soit présent dans la membrane synoviale des

patients atteints de PR et des patients atteints d’arthrose (van der Heijden et coll., 2000). Ceci

pourrait être dû à l’expression plus forte de TLR-2 par les FLSs dans les membranes synoviales

rhumatoïdes (Seibl et coll., 2003) alors que l’expression de ce récepteur par les FLSs

rhumatoïdes et arthrosiques est similaire in vitro (Kyburz et coll., 2003).
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1.2 Etude de la synthèse et de la libération d’IL-18

Nous nous sommes ensuite intéressés au rôle que pourraient jouer les FLSs dans la

production d’IL-18. Cette cytokine appartient à la famille de cytokines dont l’exemple type est

l’IL-1 et comme l’IL-1, elle est d’abord synthétisée sous forme de précurseur inactif, la pro-IL-

18, qui est ensuite clivée par la caspase-1 en une glycoprotéine biologiquement active de 18 kDa

(Gu et coll., 1997).

Au cours de la PR, on trouve des concentrations sériques en IL-18 significativement plus

élevées qu’au cours de l’arthrose (Gracie et coll., 1999) et l’expression de cette cytokine est

corrélée à la phase inflammatoire de la PR (Joosten et coll., 2003).

Sur le plan expérimental, Gracie et coll. ont montré que l’administration d’IL-18 à des

souris DBA/1 présentant une arthrite induite par le collagène, accélère le développement et la

sévérité de l’arthrite (Gracie et coll., 1999). L’IL-18 joue également un rôle très précoce dans

l’inflammation articulaire, dans le modèle murin d’arthrite induite par l’administration de parois

de streptocoques : des concentrations en IL-18 élevées sont observées dans le liquide synovial

des souris dès la 2ème heure après injection de cet antigène (Joosten et coll., 2000). A l’inverse,

l’administration d’anticorps neutralisant l’IL-18 ou de l’inhibiteur naturel de l’IL-18, l’IL-18-BP,

conduit à une amélioration de la synovite et à une diminution de la libération des cytokines pro-

inflammatoires (IL-6 TNF-α, IFN-γ) (Joosten et coll., 2000; Plater-Zyberk et coll., 2001; Banda

et coll., 2003).

Des expériences réalisées in vitro ont montré que cette cytokine induit la libération d’IL-1

et de TNF-α par les monocytes (Puren et coll., 1998) et de NO par les chondrocytes (Olee et

coll., 1999). Elle participe également à la différenciation des lymphocytes T en LTh1 et possède

des propriétés chémoattractrices vis-à-vis des LT CD4 (Komai-Koma et coll., 2003).

L’ARNm de l’IL-18 est exprimé dans de nombreuses cellules, tels les macrophages, les

CD, les ostéoblastes, les LT et les LB, mais les macrophages semblent constituer la source

majeure d’IL-18 mature dans l’articulation rhumatoïde. Gracie et coll. ont montré que l’ARNm

de l’IL-18 augmente dans les FLSs rhumatoïdes sous l’effet de l’IL-1β et du TNF-α (Gracie et

coll., 1999), mais la capacité des FLSs à libérer de l’IL-18 en réponse à ces cytokines est

actuellement controversée (Yamamura et coll., 2001).

Le but de notre travail a été d’étudier la capacité d’un PAMP, la protéine I/II, à induire

l’expression, la maturation et la libération de l’IL-18 par les FLSs isolés de patients atteints de

PR et de patients atteints d’arthrose. Nous avons étudié en parallèle la synthèse et la libération
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d’IL-18 par la lignée monocytaire THP-1 en réponse à la protéine I/II, les monocytes étant

connus pour secréter de l’IL-18 en réponse à divers stimuli.

1.2.1 Publication : Cellular Microbiology (2004)

Les résultats obtenus ont fait l’objet d’une publication dans Cellular Microbiology (2004)

présentée ci-dessous.
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1.2.2 Discussion

Au cours de cette étude, nous avons dans un premier temps montré que la protéine I/II

induit l’expression de l’ARNm de l’IL-18 et la libération d’IL-18 mature par les cellules THP-1.

Ces résultats sont en accord avec d’autres expériences démontrant que les monocytes produisent

de l’IL-18 en réponse à divers stimuli, en particulier bactériens tels Streptococcus pyogenes et S.

pneumoniae (Miettinen et coll., 1998).

Nous avons ensuite étudié l’expression et la libération de cette cytokine par les FLSs. Il a

été montré que l’expression de l’ARNm de l’IL-18 augmente dans la membrane synoviale des

patients atteints de PR sous l’effet de l’IL-1 et du TNF-α (Gracie et coll., 1999; Yamamura et

coll., 2001). La protéine I/II, comme le LPS, induit également l’expression de l’ARNm de l’IL-

18 dans ces cellules. Cependant, le dosage de l’IL-18 mature dans les surnageants de cultures

cellulaires a montré que, contrairement aux cellules THP-1, les FLSs ne libèrent pas l’IL-18

mature après stimulation par la protéine I/II. Cet effet ne semble pas être dépendant du stimulus

dans la mesure où ni l’IL-1, ni le TNF-α, ni le LPS n’induisent la sécrétion d’IL-18 par ces

cellules. Ceci a été également observé par Yamamura et coll. qui, ayant détecté de l’ARNm de

l’IL-18 dans les FLSs et les macrophages de patients atteints de PR et de patients atteints

d’arthrose après stimulation par l’IL-1 et le TNF-α, ont montré que seuls les macrophages

libéraient de l’IL-18 mature (Yamamura et coll., 2001). Pour Gracie et coll. il existerait

cependant une population de FLSs rhumatoïdes capables d’exprimer de l’IL-18 mature in situ

(Gracie et coll., 1999). Il est à noter que d’autres cellules sont capables d’exprimer l’ARNm de

l’IL-18 sans qu’il y ait libération de cette cytokine : la stimulation d’ostéoblastes murins par

Staphylococcus pneumoniae et Salmonella conduit à l’expression de l’ARNm de l’IL-1 et de

l’IL-18 mais pas à la sécrétion de ces cytokines (Marriott et coll., 2002).

Différentes hypothèses pouvaient être envisagées pour expliquer l’absence de libération

d’IL-18 par les FLSs : i) des anomalies dans le processus de sécrétion, ii) un défaut d’activation

de la caspase-1 ou iii) une non-traduction de l’ARNm en pro-IL-18.

L’utilisation d’un dosage ELISA détectant spécifiquement la forme mature de l’IL-18 nous

a permis de mettre en évidence cette cytokine bioactive dans les lysats de cellules THP-1

stimulées par la protéine I/II. Celle-ci n’ayant pas été retrouvée dans les lysats de FLSs activés

par la protéine I/II (limite de détection : 12,5 pg/mL), un défaut de sécrétion ne pouvait pas être

responsable de l’absence de libération de l’IL-18 par ces cellules. Ces résultats ne sont pas en

accord avec ceux de Möller et coll. qui ont identifié de l’IL-18 mature intracellulaire dans des

FLSs cultivés pendant plusieurs passages (Möller et coll., 2001). Cependant, ces auteurs
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indiquent que l’origine des FLSs conditionne le niveau d’expression intracellulaire de cette

cytokine : si les FLSs isolés du liquide synovial contiennent de grandes quantités d’IL-18

intracellulaire, les FLSs isolés de membranes synoviales en contiennent très peu (Möller et coll.,

2001).

Il était également envisageable que les FLSs aient une faible capacité à activer la caspase-1

en réponse à la protéine I/II. En effet, la protéine I/II n’augmente pas l’ARNm de la caspase-1

dans les FLSs (résultats obtenus par cDNA array, Zeisel et coll. 2004). Cependant, l’utilisation

d’anticorps dirigés spécifiquement contre la pro-IL-18 nous permettait de valider la troisième

hypothèse : ce précurseur n’étant pas synthétisé par les FLSs en réponse à la protéine I/II, un

défaut d’activation de la caspase-1 ne pouvait pas être à l’origine de l’absence de sécrétion d’IL-

18 par les FLSs. Ces résultats suggéraient donc que l’ARNm pouvait ne pas être traduit en pro-

IL-18.

La stabilité et/ou la dégradation des ARNm de cytokines pro-inflammatoires est contrôlée

par différents mécanismes. Il a été montré, par exemple, que la dégradation de l’ARNm du TNF-

α est sous la dépendance d’une séquence AURE située dans la région 3’ non traduite (UTR)

(Kontoyiannis et coll., 1999). Bien que la présence d’une telle séquence n’ait pas été identifiée

dans l’ARNm de l’IL-18, une instabilité de l’ARNm de cette cytokine dans les FLSs pouvait être

à l’origine du défaut de libération de l’IL-18 par ces cellules. L’incubation des FLSs activés par

la protéine I/II en présence d’actinomycine D, qui est un inhibiteur de la transcription, nous a

permis de montrer que l’ARNm de l’IL-18 est dégradé très rapidement dans ces cellules. Il est

indétectable dès la première heure de traitement avec l’actinomycine D alors que sa dégradation

est progressive dans les THP-1 (ARNm encore détectable après 4 h d’incubation en présence

d’actinomycine D). L’ARNm de l’IL-18 semble donc être très instable dans les FLSs activés par

la protéine I/II, ce qui pourrait expliquer l’absence de synthèse de pro-IL-18 et de sécrétion d’IL-

18 mature par ces cellules.

Nous avons obtenu des résultats comparables avec les FLSs rhumatoïdes et les FLSs de

patients atteints d’arthrose, suggérant que la réponse des FLSs à la protéine I/II n’est pas

pathologie-dépendante.

Ces résultats confirment que si les FLSs sont capables de participer à la réponse

inflammatoire (libération d’IL-6 et d’IL-8), ils ne libèrent pas toutes les cytokines en réponse aux

divers stimuli.
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1.3 Etude de la synthèse et de la libération de MMPs

Nos travaux se sont poursuivis par l’étude de la transcription de gènes dont les produits

d’expression sont plus particulièrement impliqués dans la prolifération cellulaire et la destruction

ostéo-articulaire. La dégradation de la matrice extracellulaire, du cartilage et de l’os est sous la

dépendance de différentes enzymes et nous avons choisi de nous intéresser plus particulièrement

aux MMPs.

Nous avons utilisé une technique de cDNA array qui permet l’étude simultanée de

nombreux gènes : des membranes de nylon comportant les ADN complémentaires (ADNc)

correspondant à 588 gènes impliqués dans le cycle cellulaire, l’apoptose, la réparation de l’ADN,

l’inflammation et la communication cellulaire et incluant les ADNc correspondant aux MMP-1 à

-3 ainsi qu’aux MMP-7 à -18.

Le principe de ce cDNA array est celui d’une hybridation complémentaire d’acides

nucléiques : les ADNc de gènes définis sont immobilisés sur un support solide (nylon) de

manière ordonnée. Ils sont ensuite hybridés avec des ADNc marqués (radioactifs) correspondant

à la population totale d’ARN d’un échantillon de FLSs. Il est ainsi possible de comparer les

profils d’expression génique de deux populations de FLSs : des FLSs de référence (non stimulés)

et des FLSs stimulés par la protéine I/II. Deux étapes limitantes de cette technique sont i) la

quantité et la qualité des ARN et ii) l’hybridation des sondes radioactives. Afin d’obtenir des

résultats fiables, il est indispensable de vérifier l’expression différentielle des gènes par d’autres

techniques sur des ARN différents. Nous avons donc choisi de confirmer l’expression des

ARNm par RT-PCR quantitative et l’expression des protéines par ELISA.

Les FLSs ont été stimulés par la protéine I/II pendant un temps assez court (4 h) afin de

pouvoir analyser la réponse précoce des FLSs rhumatoïdes et des FLSs arthrosiques à ce PAMP.

Cependant, nous ne pouvons pas exclure une modulation autocrine de l’expression de certains

gènes.

1.3.1 Publication : Arthritis Research and Therapy (2004)

Les résultats obtenus ont fait l’objet d’une publication dans Arthritis Research and Therapy

(2004). Le manuscrit est présenté ci-dessous.
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1.3.2 Résultats complémentaires

Dans un premier temps, nous avons vérifié la qualité des ARN extraits des FLSs stimulés

ou non par la protéine I/II (125 pM) pendant 4 h par élecrophorèse sur gel d’agarose à 1% (1 µg

d’ARN total, 100 V, 30 min).

1 2Ladder

Figure 19 : Profil électrophorétique de l’ARN total extrait de FLSs rhumatoïdes stimulés ou non
par la protéine I/II pendant 4 h
1 : RPMI (4 h), 2 : protéine I/II (4 h)
Ces résultats sont représentatifs des résultats obtenus avec les ARN isolés de FLSs rhumatoïdes (n=3)
et de FLSs de patients atteints d’arthrose (n=3)

Les résultats présentés figure 19 montrent des ARN de bonne qualité (bande 28S environ

2x plus intense que la bande 18S) qui ont ensuite été utilisés pour les expériences de cDNA

array. Bien que des variations de 1,6x dans l’expression génique soient prises en compte par le

logiciel d’analyse de cDNA array (AtlasImage), nous avons choisi de ne considérer que les gènes

dont l’expression était modulée au moins 3x afin de détecter les gènes fortement modulés par la

protéine I/II.

1.3.3 Discussion

L’analyse de la réponse des FLSs rhumatoïdes à la protéine I/II réalisée par cDNA array

montre que la protéine I/II module fortement (≥ 3x) l’expression d’environ 6% des gènes dans

les FLSs isolés des trois patients atteints de PR (l’expression de 29 gènes est augmentée et

l’expression de 5 gènes est diminuée). L’expression de 6 gènes est modulée de façon constante

dans les FLSs des trois patients atteints de PR étudiés : outre ceux codant les cytokines pro-

inflammatoires IL-6 et LIF, nous avons observé une augmentation de la transcription des gènes
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codant le facteur de transcription IRF-1, le facteur de croissance des fibroblastes FGF-5 et la

MMP-3.

Les ADNc de IL-1 à l’IL-17 (hormis les ADNc correspondant à l’IL-8 et à l’IL-16) et de

membres de la famille du TNF-α et des IFNs étaient représentés sur la membrane. Les FLSs

rhumatoïdes sont capables de secréter des cytokines pro-inflammatoires en réponse à divers

stimuli, mais la protéine I/II ne module l’expression que d’un nombre très restreint de cytokines

pro-inflammatoires : l’IL-6 et le LIF. Ces résultats confirment les résultats antérieurs obtenus au

laboratoire, montrant l’absence de libération d’IL-1 et de TNF-α par les FLSs rhumatoïdes en

réponse à la stimulation par la protéine I/II (Gourieux et coll., 2001).

La protéine I/II induit également l’expression du gène codant la MMP-3, alors que

l’expression des gènes codant d’autres MMPs n’est pas modulée. Comme pour les cytokines pro-

inflammatoires, le profil d’expression des gènes codant des enzymes impliquées dans la

dégradation du cartilage est très restreint dans les FLSs rhumatoïdes stimulés par la protéine I/II.

On peut cependant préciser que la MMP-3 joue un rôle majeur dans la destruction du cartilage au

cours de la PR et qu’elle est associée au pouvoir invasif de cellules tumorales (Mercapide et

coll., 2003). Il est intéressant de noter que la protéine I/II n’induit pas l’expression de TIMPs,

suggérant que cette moduline puisse contribuer au déséquilibre MMPs/TIMPs au cours de la PR.

Kyburz et coll. ont montré que le PG, un ligand de TLR-2, est également capable d’induire

l’expression des gènes codant l’IL-6, l’IL-8 et la MMP-3 par les FLSs (Kyburz et coll., 2003).

Cependant, le PG augmente également l’expression de gènes codant d’autres MMPs, telles la

MMP-1, la MMP-9 et la MMP-13 (Kyburz et coll., 2003). De plus, la stimulation des FLSs par

ce PAMP conduit à l’expression d’ARNm d’un large éventail de chémokines, dont RANTES et

MCP-1 (Pierer et coll., 2004), qui n’ont pas été inclus sur les cDNA arrays que nous avons

utilisés dans cette étude.

La protéine I/II augmente l’expression des gènes codant IRF-1, le FGF-5 et la vimentine,

qui peuvent jouer un rôle dans la prolifération cellulaire. Le facteur de transcription IRF-1

conduit à l’expression de gènes codant des enzymes impliquées dans l’inflammation, telles la

COX-2 et la caspase-1, mais également de protéines intervenant dans l’apoptose et l’inhibition

de la prolifération cellulaire (Kroger et coll., 2002). A l’inverse, le FGF-5 et la vimentine ont été

associés à une augmentation de la prolifération, de la mobilité et de l’invasion cellulaire

(Sommers et coll., 1994; Clase et coll., 2000). En modulant l’expression de ces gènes, la protéine

I/II pourrait donc contribuer à la régulation de l’apoptose et/ou de la prolifération des FLSs

rhumatoïdes.

Nous avons constaté d’autre part, la diminution de l’expression d’un seul gène, l’IGFBP4,

protéine régulatrice de l’IGF qui contribue au maintien de l’équilibre entre la synthèse et la
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dégradation des constituants de la matrice extracellulaire. Le rôle que pourrait jouer l’IGFBP4

dans la pathogénie de la PR n’est pas encore connu. Une forte expression d’un autre membre de

la famille des IGFBPs, IGFBP5, a été décrite dans les FLSs rhumatoïdes (Seki et coll., 1998),

mais la protéine I/II ne module pas son expression.

Les résultats obtenus avec les FLSs de patients atteints d’arthrose sont très différents des

résultats obtenus avec les FLSs rhumatoïdes : la protéine I/II ne module qu’un seul gène chez les

trois patients étudiés, le gène codant l’IL-6, dont l’expression est augmentée. Ces résultats

confirment nos résultats précédents montrant une augmentation de la synthèse et de la libération

d’IL-6 par ces cellules. Cependant, les profils d’expression des trois patients atteints d’arthrose

ne sont pas homogènes : la réponse des FLSs du patient OA3 à la stimulation par la protéine I/II

se distingue de celles des patients OA1 et OA2. L’analyse du dossier clinique de ce patient a

révélé que cette personne souffrait également d’une PR qui était en phase de rémission.

Nos résultats sont en contradiction avec ceux de Kyburz et coll. qui n’ont pas observé de

différences dans l’expression de la MMP-3 entre les FLSs rhumatoïdes et les FLSs de patients

atteints d’arthrose stimulés par le PG (Kyburz et coll., 2003).

L’ensemble des résultats de cette étude suggère que la protéine I/II pourrait participer au

développement et à la pérennisation du comportement agressif des FLSs de patients atteints de

PR en modulant un certain nombre de gènes pouvant contribuer à la prolifération cellulaire et à

la dégradation de la matrice extracellulaire, notamment par l’augmentation de l’expression et de

la libération de MMP-3.
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2 Voies de signalisation activées par la protéine I/II
2.1 Voies de signalisation des MAPKs/AP-1 et de NF-κB

Après avoir démontré que les FLSs stimulés par la protéine I/II développent une réaction

inflammatoire et destructrice, nous avons souhaité étudier les voies de signalisation

intracellulaire impliquées dans la réponse des FLSs. Des études antérieures réalisées au

laboratoire ont montré que la libération d’IL-8 par les cellules endothéliales activées par la

protéine I/II impliquait l’activation de ERK1/2 (Al-Okla et coll., 1999). Les cascades de

phosphorylation faisant intervenir les MAPKs constituent un lien important entre les évènements

membranaires et le noyau. Elles régulent l’activité de différents facteurs de transcription, qui

modulent l’expression de gènes impliqués dans l’inflammation. Nous avons donc étudié le rôle

que pourraient jouer les trois familles de MAPKs, ERK1/2, JNKs et p38, dans la libération de

cytokines pro-inflammatoires par les FLSs stimulés avec la protéine I/II.

Les promoteurs des gènes de l’IL-6 et de l’IL-8 possèdent en commun des sites de liaison

pour NF-κB et AP-1, deux facteurs de transcription particulièrement activés dans les FLSs

rhumatoïdes. Comme les MAPKs régulent l’activité d’AP-1 (Karin, 1996) et que la libération

d’IL-6 et d’IL-8 par les FLSs stimulés par l’IL-1β (Georganas et coll., 2000) fait intervenir NF-

κB, nous avons également étudié l’implication de ces deux facteurs de transcription dans la

libération de cytokines pro-inflammatoires induite par la protéine I/II.

2.1.1 Publication : Cellular Microbiology (2001)

Les résultats obtenus ont fait l’objet d’une publication dans Cellular Microbiology (2001)

présentée ci-dessous.
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2.1.2 Résultats complémentaires

2.1.2.1 Phosphorylation des MAPKs dans les FLSs arthrosiques

Nous avons également étudié l’implication de la voie des MAPKs dans la synthèse d’IL-6

et d’IL-8 par les FLSs de patients atteints d’arthrose stimulés par la protéine I/II.

Dans un premier temps, nous avons étudié la cinétique de phosphorylation de ERK1/2,

JNKs et p38 dans les FLSs de patients atteints d’arthrose stimulés par la protéine I/II. Les FLSs

ont été activés par la protéine I/II (125 pM) pendant 15 et 30 min. Un contrôle a été effectué en

incubant les cellules pendant 30 min sans protéine I/II (figure 20).

C 1 5 15 30 60

pERK1/2

ERK1/2

pJNK

JNK

pp38
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Figure 20 : Cinétique de phosphorylation de ERK1/2, JNKs et p38 dans les FLSs de patients
atteints d’arthrose stimulés par la protéine I/II pendant 1 à 60 min
Les résultats sont représentatifs des résultats obtenus avec les FLSs isolés de trois patients différents.

Les résultats montrent que ces trois familles de MAPKs sont phosphorylées dans les FLSs

de patients atteints d’arthrose stimulés par la protéine I/II avec cependant des cinétiques

différentes des FLSs rhumatoïdes : la phosphorylation de ERK1/2 et de p38 débute après 30 min

de stimulation (FLSs rhumatoïdes : 15 min) et se prolonge jusqu’à 60 min. La protéine I/II induit

également la phosphorylation des JNKs après 60 min de stimulation (FLSs rhumatoïdes : 30

min).

La protéine I/II induit la phosphorylation de ERK1/2, JNKs et p38 dans les FLSs de

patients atteints d’arthrose.
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2.1.2.2 Implication des MAPKs dans la libération de cytokines par les FLSs
arthrosiques

Nous avons ensuite étudié l’implication de ces trois familles de MAPKs dans la synthèse et

la libération d’IL-6 et d’IL-8 induite par la protéine I/II dans les FLSs de patients atteints

d’arthrose. Les FLSs ont été prétraités par deux inhibiteurs avant d’être activés par la protéine

I/II pendant 6 h : le PD98059, inhibiteur spécifique de MEK1 et MEK2 qui bloque la voie de

signalisation de ERK1/2 et le SB203580, un inhibiteur sélectif de p38 à faible concentration (1

µM), mais qui inhibe également les JNKs à plus forte concentration (10 à 20 µM) (Clerk et

Sugden, 1998). Un contrôle avec les inhibiteurs, sans activation par la protéine I/II, est effectué

afin de vérifier que les inhibiteurs seuls n’ont aucun effet sur la libération de cytokines. Après

chaque activation, un test de viabilité au MTT est effectué afin de vérifier que les inhibiteurs

n’affectent pas la viabilité cellulaire.
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Figure 21 : Inhibition par le PD98059 et le SB203580 de la libération d’IL-6 et d’IL-8 par les FLSs de
patients atteints d’arthrose
Les résultats représentent la moyenne ± SEM de trois expériences indépendantes.

Les résultats présentés figure 21 montrent que le PD98059 induit une inhibition de la

libération d’IL-6 et d’IL-8 de 20%, pour une concentration de 100 µM de PD98059. A la

concentration de 1 µM, le SB203580 n’exerce aucun effet sur la libération d’IL-6 et d’IL-8, alors

qu’à la concentration de 20 µM nous observons une inhibition d’environ 35% et 60% de la

libération d’IL-6 et d’IL-8, respectivement.

Ces résultats indiquent que ERK1/2 et les JNKs jouent un rôle dans la libération de

cytokines par les FLSs de patients atteints d’arthrose stimulés par la protéine I/II.
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2.1.3 Discussion

L’ensemble de ces résultats indique que, même si les trois familles de MAPKs sont

phosphorylées en réponse à la stimulation par la protéine I/II, seules ERK1/2 et JNKs

interviennent dans la libération d’IL-6 et d’IL-8 par les FLSs de patients atteints d’arthrose.

Hormis une inhibition de la libération de cytokines plus faible en présence de PD98059 (20%

contre 35 à 40%), nous avons obtenu des résultats comparables à ceux observés avec les FLSs

rhumatoïdes : p38 qui est phosphorylée dans les FLSs de patients atteints d’arthrose, ne joue

aucun rôle dans la libération d’IL-6 et d’IL-8.

Nos résultats diffèrent des résultats obtenus par d’autres auteurs, qui ont suggéré que p38

serait la MAPKs la plus particulièrement impliquée dans la réponse inflammatoire. En effet,

Miyazawa et coll. ont démontré que p38 joue un rôle essentiel dans la synthèse d’IL-6 par les

FLSs (Miyazawa et coll., 1998). De façon identique, la libération d’IL-8 par les PNNs stimulés

par des streptocoques du groupe B de type III, est supprimée en présence de SB203580, mais

faiblement inhibée par le PD98059 (Albanyan et coll., 2000). Cependant, Han et coll. ont

également suggéré que les JNKs et dans une moindre mesure ERK1/2 jouent un rôle majeur dans

les voies de signalisation activées par l’IL-1 dans les FLSs rhumatoïdes et conduisant à la

synthèse de MMP-1 (Han et coll., 1999). Cependant, ces auteurs ont observé des différences

dans les voies de signalisation activées par l’IL-1 dans les FLSs rhumatoïdes et les FLSs de

patients atteints d’arthrose : les JNKs sont phosphorylées en réponse à l’IL-1 uniquement dans

les FLSs rhumatoïdes (Han et coll., 1999).

Nous avons ensuite étudié les mécanismes par lesquels l’expression des ARNm de l’IL-6

et de l’IL-8 est augmentée dans les FLSs rhumatoïdes stimulés par la protéine I/II. Il a été montré

que les MAPKs sont capables de stabiliser certains ARNm (Tebo et coll., 2003). Nous ne

pouvons pas exclure la contribution des MAPKs à l’augmentation des ARNm de cytokines pro-

inflammatoires par un tel mécanisme.

ERK1/2 et JNKs activent AP-1, hétérodimère c-Jun/c-Fos. En effet, ERK1/2 phosphoryle

le facteur de transcription Elk-1 qui régule l’expression du gène codant c-Fos et c-Jun est un

substrat des JNKs. Nous avons étudié l’activité de liaison d’AP-1 dans les FLSs stimulés par la

protéine I/II et montré que ce PAMP augmente l’activité de liaison de ce facteur de transcription.

Nous avons également montré que la protéine I/II induit la translocation nucléaire de NF-κB

dans les FLSs rhumatoïdes. Ces résultats suggèrent que ces deux facteurs de transcription

interviennent dans l’expression des gènes codant l’IL-6 et l’IL-8 par les FLSs rhumatoïdes

activés par la protéine I/II.
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Pour déterminer si NF-κB joue un rôle dans cette libération de cytokines pro-

inflammatoires par les FLSs rhumatoïdes stimulés par la protéine I/II, nous avons utilisé trois

inhibiteurs de ce facteur de transcription : le curcumin et la sulfasalazine, qui sont des inhibiteurs

non spécifiques de NF-κB car ils inhibent également les JNKs, ainsi que le peptide L-6-L qui est

plus sélectif de NF-κB. Ce peptide comprend le domaine de liaison au peptide NEMO du

complexe IKK qui phosphoryle IκB, ce qui conduit à la translocation de NF-κB dans le noyau.

Nos résultats indiquent que NF-κB est impliqué dans la libération d’IL-6 et d’IL-8 par les FLSs

rhumatoïdes stimulés par la protéine I/II. Ces résultats sont en accord avec ceux de Georganas et

coll. qui ont montré que la libération d’IL-6 et d’IL-8 par les FLSs rhumatoïdes stimulés par

l’IL-1 dépend de NF-κB (Georganas et coll., 2000). Cependant, d’après ces auteurs, AP-1 ne

jouerait aucun rôle dans ce processus (Georganas et coll., 2000). A l’inverse, dans d’autres

cellules, AP-1 et NF-κB sont nécessaires à la synthèse d’IL-8 en réponse à des stimuli viraux : le

virus HTLV-1 active la transcription du gène codant l’IL-8 via AP-1 et NF-κB dans les cellules

JPX-9 et Murayama et coll. ont montré que ces deux facteurs de transcription sont également

nécessaires à la synthèse d’IL-8 par les cellules THP-1 stimulés par le CMV (Murayama et coll.,

1997; Mori et coll., 1998). En l’absence d’expérience d’inhibition sélective, nous ne pouvons

conclure à ce jour quant au rôle d’AP-1 dans la libération d’IL-6 et d’IL-8 par les FLSs

rhumatoïdes stimulés par la protéine I/II.

L’ensemble des résultats de cette étude montre que la libération d’IL-6 et d’IL-8 par les

FLSs en réponse à la stimulation par la protéine I/II est dépendante des MAPKs ERK1/2 et JNKs

ainsi que de NF-κB. Le rôle exact joué par ces MAPKs est encore inconnu : stabilisation des

ARNm des cytokines et/ou activation d’AP-1 ? D’autre part, les éventuelles relations entre la

voies des MAPKs/AP-1 et la voie de NF-κB restent à préciser : activation de NF-κB

indépendante de l’activation des MAPKs et/ou contribution des MAPKKKs MEKK1, 2 et 3 à la

translocation de NF-κB dans le noyau via l’activation des IKKs (Lee et coll., 1998; Zhao et Lee,

1999) ?
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2.2 Voies de signalisation reliant les évènements précoces
membranaires à l’activation des MAPKs

Nous avons ensuite étudié les mécanismes qui relient les évènements précoces

membranaires à l’activation des MAPKs. Des études antérieures réalisées au laboratoire sur des

cellules endothéliales ont montré que la libération d’IL-8 induite par la protéine I/II implique la

liaison de ce PAMP à l’intégrine α5β1 et l’activation de protéines tyrosine kinases (PTKs). Les

mécanismes par lesquels les intégrines conduisent à l’activation des MAPKs sont complexes et

ne sont pas encore tout à fait définis. Deux voies majeures permettant l’activation de ERK1/2 et

des JNKs ont été proposées : l’une fait intervenir la FAK et l’autre la protéine adaptatrice Shc

(Barberis, 2000).

La FAK est une PTK cytoplasmique localisée dans les régions de la cellule attachées à la

matrice extracellulaire, appelées contacts focaux. Elle est composée de trois domaines majeurs :

le domaine N-terminal, le domaine central catalytique et le domaine C-terminal (figure 22).

FRNK

FERM homology 
domain

cytoplasmic interactions (integrins, 
growth factor receptors)

Figure 22 : Organisation des domaines de la FAK d’après (Parsons, 2003)
Le domaine N-terminal comporte des homologies avec des membres de la famille de protéines FERM. Le
domaine central constitue le domaine catalytique. Le domaine C-terminal comporte des sites de liaison
(SI et SII) pour de nombreuses protéines. La tyrosine 397 est le site d’autophosphorylation et
d’interaction avec Src. La région FAT est responsable de la localisation de la FAK au niveau des contacts
focaux et permet l’interaction avec la paxilline. La région C-terminale (FRNK) peut être exprimée de
manière autonome par les cellules et fonctionne comme un dominant négatif de la FAK.

Le domaine C-terminal comprend la séquence « focal adhesion targeting » (FAT)

constituée par les 140 aa C-terminaux de la protéine et la région localisée entre cette séquence et

le domaine catalytique. La séquence FAT est responsable de la localisation de la FAK au niveau

des contacts focaux et permet l’interaction avec la paxilline. La région située entre la séquence

FAT et le domaine catalytique contient des sites de fixation pour des protéines à domaines SH3

et permet ainsi le recrutement de différentes protéines, telles Cas, ASAP et GRAF. Le domaine

C-terminal de la FAK peut être exprimé de manière indépendante par les cellules : il est appelé
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« FAK-related non kinase » (FRNK) et fonctionne comme un régulateur de l’activité de la FAK

(Richardson et Parsons, 1996). Dans la plupart des cellules, la surexpression de FRNK inhibe la

prolifération et la migration cellulaire ainsi que la transmission des signaux à partir de récepteurs

de facteurs de croissance aux MAPKs (Hauck et coll., 2001; Taylor et coll., 2001). Ce domaine

peut donc fonctionner comme un dominant négatif. Sa surexpression entraîne l’inhibition de la

phosphorylation de la FAK sur son résidu Tyr-397 et des substrats du complexe FAK/Src.

Le domaine N-terminal comporte des homologies avec les domaines « erythrocyte band

four.1-ezrin-radixin-moesin » (FERM), domaines très conservés. Ces domaines sont retrouvés

dans des protéines, telles la taline et les JAKs. Le domaine FERM de la FAK intervient dans la

liaison de la FAK aux sous-unité β1 des intégrines et à la partie intracellulaire des récepteurs de

facteurs de croissance (Sieg et coll., 2000). Si ce domaine est capable d’interagir avec le

domaine catalytique de la FAK pour exercer un rôle inhibiteur de l’activation de la FAK (Cooper

et coll., 2003), Dunty et coll. ont démontré récemment qu’il intervient également dans

l’activation de la FAK après adhésion cellulaire (Dunty et coll., 2004).

La FAK est exprimée de manière assez ubiquiste alors que l’expression de la « proline-rich

tyrosine kinase 2 » (Pyk2), protéine appartenant à la même famille de PTKs que la FAK, est plus

restreinte (cerveau, foie, rein, rate, poumon et cellules d’origine hématopoïétique). La FAK joue

un rôle clé dans les voies de signalisation des intégrines. Elle est située à l’intersection de

nombreuses voies de signalisation : elle peut être activée par les intégrines, mais également par

des récepteurs couplés aux protéines G et des récepteurs de facteurs de croissance. La FAK est

impliquée dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques : elle intervient dans la

migration, la prolifération et la survie cellulaire et peut jouer un rôle dans le développement de

cancers et de métastases.

Différents sites de phosphorylation sur des résidus tyrosine : Tyr-397, Tyr-925 et Tyr-861

interviennent dans la régulation de l’activité de la FAK. L’agrégation des intégrines résulte en la

liaison du domaine N-terminal de la FAK à la partie intracytoplasmique de la sous-unité β des

intégrines puis en la phosphorylation de la FAK sur son résidu Tyr-397 qui est le site

d’autophosphorylation de la FAK. La phosphorylation du résidu Tyr-397 est indispensable à

l’activité kinase de la FAK, mais pas suffisante : la FAK existe sous forme phosphorylée dans

des fibroblastes adhérents sevrés en sérum mais ne présente qu’une activité kinase faible

(Schlaepfer et coll., 1998). Elle permet le recrutement de :

- Src qui contribue à la phosphorylation de la FAK sur d’autres résidus, tel le résidu

Tyr-925 (Owen et coll., 1999),

- la PI3 kinase,

- la phospholipase C γ (PLC γ).



102

La phosphorylation de la FAK sur ses résidus Tyr-397 et Tyr-925 crée un site de fixation du

complexe Grb2-Sos. La FAK est ensuite phosphorylée sur son résidu Tyr-861 qui contribue à

renforcer la phosphorylation sur son résidu Tyr-397 (Leu et Maa, 2002).

De nombreuses voies de signalisation ont été proposées pour relier la FAK à l’activation de

ERK1/2 et des JNKs par l’intermédiaire de la voie Ras/Raf/MEK1/2/ERK1/2, PAK1/MEKK-

1/MKK4/JNK et Rap1/b-Raf/MEK1/2/ERK1/2 (figure 23). L’activation de la FAK peut

conduire au recrutement de :

- Grb2-Sos directement via le résidu Tyr-925 ou par l’intermédiaire de Shc. Ce

complexe permet l’activation de Ras.

- Crk via p130CAS ou la paxilline. Crk active les voies de Rap1, Ras, Rac1 et PAK1 par

l’intermédiaire de protéine échangeuses de GTP (C3G, Sos, DOCK180).

- La protéine kinase C (PKC) par l’intermédiaire de la PI3 kinase ou la PLCγ (Cheng et

coll., 2001).
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Figure 23 : Voies de signalisation reliant la FAK aux MAPKs d’après (Parsons, 2003)

La protéine adaptatrice Shc permet également de relier les intégrines aux MAPKs. La

famille de Shc est composée de trois isoformes (p46, p52 et p66) qui possèdent un domaine PTB

(N-terminal) et un domaine SH2 (C-terminal). Le domaine PTB permet la localisation de Shc au

niveau membranaire. Le domaine SH2 peut se lier au résidu Tyr-397 phosphorylé de la FAK et

conduire à la cascade d’activation des MAPKs. La voie de Shc peut également être activée par
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certaines intégrines (α1β1, α5β1, αvβ3) indépendamment de la FAK : par exemple, dans les

fibroblastes primaires, la cavéoline-1 sert d’adaptateur membranaire qui lie la sous-unité α des

intégrines à Fyn, PTK de la famille de Src. Fyn activée interagit avec le domaine riche en proline

de Shc par l’intermédiaire de son domaine SH3. Shc est alors phosphorylée sur son résidu Tyr-

317, ce qui permet la liaison du complexe Grb2-Sos-Ras et l’activation des MAPKs. Yes, Lck ou

Lyn peuvent jouer ce rôle dans les cellules n’exprimant pas Fyn (Wary et coll., 1998).

α β α β α β α β

Grb2

sos

RasRaf-1MEKERK

Shc Y317 P

Cavéoline

Fyn

Figure 24 : Activation des MAPKs par Shc indépendamment de la FAK

Il a été montré que les intégrines sont capables de fonctionner comme PRRs. Cependant il

existe peu de données concernant les voies de signalisation activées par la liaison des pathogènes

aux intégrines et conduisant à la libération de cytokines pro-inflammatoires. Par ailleurs, si le

rôle de la FAK dans les voies de signalisation menant à la survie cellulaire/l’apoptose et la

migration cellulaire en réponse aux interactions des cellules avec les protéines de la matrice

extracellulaire et les facteurs de croissance a fait l’objet de différentes études, l’intervention

potentielle de la FAK dans la réponse inflammatoire induite par les interactions PAMPs-PRRs

n’a pas encore été étudiée.

Le but de notre étude était donc de déterminer si la FAK et/ou Shc jouent un rôle dans les

voies de signalisation activées par la protéine I/II et conduisant à la synthèse de cytokines pro-

inflammatoires.

2.2.1 Publication : Journal of Biological Chemistry (2003)

Les résultats obtenus ont fait l’objet d’une publication dans Journal of Biological

Chemistry (2003) présentée ci-dessous.
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2.2.2 Résultats complémentaires

2.2.2.1 Expression de la sous-unité β1 des intégrines par les FLSs

Dans un premier temps, nous avons vérifié l’expression des intégrines à chaîne β1 à la

surface des FLSs par Western blot à l’aide d’un anticorps dirigé contre la sous-unité β1.

1 2

Figure 25 : Expression de la sous-unité β1 des intégrines à la surface des FLSs
1 : FLSs rhumatoïdes, 2 : FLSs arthrosiques

Les résultats présentés figure 25 montrent que les FLSs isolés à partir de membranes

synoviales de patients atteints de PR et d’arthrose expriment les intégrines à chaîne β1.

2.2.2.2 Implication des PTKs de la famille de Src

Les intégrines font appel à d’autres protéines telles les PTKs ou les protéines G pour

transmettre le signal induit par la liaison du ligand. Nous avons dans ce but recherché une

implication éventuelle des PTKs dans les voies de signalisation activées par la protéine I/II dans

les FLSs rhumatoïdes, en étudiant l’effet de l’herbimycine A sur la libération d’IL-6 et d’IL-8.

L’herbimycine A est un inhibiteur plus sélectif des PTKs de la famille Src (Src, Fyn Lck) avec

une CI50 de 0,9 µM. Les FLSs rhumatoïdes ont été prétraités par l’herbimycine A (0,5, 1 et 2

µM) pendant 2 h puis activés pendant 20 h avec la protéine I/II (125 pM). Un contrôle avec

l’herbimycine A, sans activation par la protéine I/II, est effectué afin de vérifier que cet

inhibiteur seul n’a aucun effet sur la libération de cytokines. Après chaque activation, un test de

viabilité au MTT est effectué afin de vérifier que l’herbimycine A n’affecte pas la viabilité

cellulaire.

Les résultats montrent que l’herbimycine A induit une inhibition de la libération d’IL-6 et

d’IL-8 de l’ordre de 60% (figure 26), indiquant que des PTKs de la famille de Src interviennent

dans les voies de signalisation induites par la protéine I/II et conduisant à la libération d’IL-6 et

d’IL-8. Il est intéressant de noter que le curcumin, que nous avions utilisé en tant qu’inhibiteur

non spécifique de NF-κB et qui a réduit de 90% la libération d’IL-6 et d’IL-8 induite par la

protéine I/II, est également capable d’inhiber directement l’activation de Src, de Shc et de la

FAK (Leu et coll., 2003).
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Figure 26 : Inhibition par l’herbimycine A de la libération d’IL-6 et d’IL-8 par les FLSs rhumatoïdes
stimulés par la protéine I/II
Les résultats représentent la moyenne ± SEM de trois expériences indépendantes. *p<0,5, test t

La FAK est généralement associée à Src et c’est le complexe FAK/Src qui phosphoryle

les effecteurs de la voie de signalisation menant aux MAPKs. Src est recrutée par le résidu Tyr-

397 phosphorylé de la FAK puis phosphoryle le résidu Tyr-925 de la FAK. La phosphorylation

de ce résidu permet le recrutement du complexe Grb2/Sos et l’activation des MAPKs. Nous

avons étudié la phosphorylation de Src sur le résidu Tyr-418, forme activée de Src. En parallèle

nous avons étudié la phosphorylation de la FAK sur le résidu Tyr-925 ainsi que l’effet de la

cytochalasine D sur ces phosphorylations. Les FLSs rhumatoïdes ont été activés par la protéine

I/II pendant 15 et 30 min. Un contrôle a été effectué en incubant les cellules pendant 15 min sans

protéine I/II.
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Figure 27: Phosphorylation de la FAK sur le résidu Tyr-925, de Src et de ERK1/2

Nous observons une phosphorylation de Src sur son résidu Tyr-418 et de la FAK sur son

résidu Tyr-925 en l’absence de toute stimulation qui n’est pas augmentée après incubation des

cellules avec la protéine I/II (figure 27). De plus, si Src et la FAK sont phosphorylées dans les

cellules non activées, ERK1/2 ne l’est pas. Ceci confirme que, dans les conditions où ERK1/2 est

bien phosphorylée, il n’y a aucune augmentation de la phosphorylation de Src et de la FAK sur

son résidu Tyr-925, éliminant l’hypothèse d’une absence d’activation des cellules dans ces
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expériences. D’autre part, nous n’observons aucun effet de la cytochalasine D sur la

phosphorylation de la FAK sur le résidu Tyr-925. Ces résultats indiquent que l’activation des

MAPKs induite par la protéine I/II ne fait pas intervenir Src ni le résidu Tyr-925 de la FAK.

2.2.2.3 Expression de la cavéoline-1 par les FLSs

Shc est une autre protéine qui permet de relier les intégrines aux MAPKs. Dans les

fibroblastes primaires et les cellules endothéliales, la cavéoline-1 sert d’adaptateur

membranaire : elle lie la sous-unité α des intégrines à Fyn. Avant d’étudier l’implication

éventuelle de Shc dans les voies de signalisation activées par la protéine I/II, nous avons vérifié

par Western blot la présence de la cavéoline-1 dans les membranes plasmiques des FLSs

rhumatoïdes et arthrosiques.

1 2

Figure 28: Expression de la cavéoline-1 par les FLSs
1 : FLSs rhumatoïdes 2 : FLSs arthrosiques

Les résultats présentés figure 28 montrent que les FLSs expriment la cavéoline 1.

2.2.3 Discussion

Nous avons tout d’abord montré que la libération d’IL-6 et d’IL-8 est dépendante de

l’intégrine α5β1 dans les FLSs stimulés par la protéine I/II. Nous avons ensuite étudié le rôle

que pourrait jouer la FAK dans les voies de signalisation conduisant à l’activation de ERK1/2 et

des JNKs et à la synthèse d’IL-6 et d’IL-8. La stimulation des FLSs par la protéine I/II induit la

phosphorylation du résidu Tyr-397, le site d’autophosphorylation de la FAK. En outre,

l’utilisation de fibroblastes de souris k.o. pour le gène fak (fibroblates FAK-/-) ainsi que la

transfection de fibroblastes de souris (fibroblates FAK+/+) et de FLSs rhumatoïdes avec un

plasmide codant FRNK (dominant négatif de la FAK), nous a permis de montrer que la FAK est

indispensable à la phosphorylation de ERK1/2 ainsi qu’à la synthèse et libération d’IL-6 et d’IL-

8. Il est intéressant de noter que Pyk2, exprimé par les fibroblastes FAK-/- n’est pas capable de

pallier l’absence de la FAK, comme cela avait été suggéré par Sieg et coll. (Sieg et coll., 1998).
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Nos résultats sont en accord avec ceux de Gemba et coll. qui ont montré que la FAK joue un rôle

important dans la voie de signalisation des MAPKs conduisant à la synthèse de NO par les

chondrocytes stimulés par un fragment de fibronectine (Gemba et coll., 2002). De même, la FAK

et ERK1/2 interviennent dans la synthèse de MMP-9 après activation des intégrines à la surface

des cellules de carcinome ovarien (Hauck et coll., 2001). A l’inverse, Barberis et coll. ont montré

que ERK1/2 peut être activée dans des fibroblastes primaires en l’absence de la FAK (Barberis et

coll., 2000). Cependant, il est peu probable que les mêmes voies soient impliquées dans toutes

les cellules en réponse à des stimuli très divers ce qui expliquerait les résultats différents obtenus

par ces auteurs. Barberis et coll. proposent que dans certaines cellules primaires, l’activation de

ERK1/2 peut se faire par l’intermédiaire de Shc et indépendamment de la FAK (Barberis et coll.,

2000). Ainsi, les fibroblastes Shc-/- présentent une phosphorylation de ERK1/2 diminuée par

rapport aux fibroblastes Shc+/+ après stimulation des intégrines par des protéines de la matrice

extracellulaire (Lai et Pawson, 2000). L’étude de la phosphorylation de Shc dans les cellules

stimulées par la protéine I/II a montré que celle-ci n’augmente pas la phosphorylation de Shc.

Par ailleurs, les FLSs rhumatoïdes transfectés par un dominant négatif de Shc libèrent toujours

de l'IL-6 et de l'IL-8 après activation par la protéine I/II. Ces résultats démontrent que la

libération d’IL-6 et d’IL-8 induite par la protéine I/II est indépendante de Shc.

Nous avons ensuite voulu déterminer les mécanismes par lesquels la FAK intervient dans

les voies de signalisation conduisant aux cytokines pro-inflammatoires. Nous avons utilisé la

cytochalasine D, un inhibiteur de la polymérisation de l’actine, qui inhibe la phosphorylation de

la FAK sur son résidu Tyr-397. Nos résultats montrent que la cytochalasine D qui empêchent la

phosphorylation de la FAK sur le résidu Tyr-397 n’a pas d’effet sur la phosphorylation de

ERK1/2 et des JNKs induite par la protéine I/II. De plus, les FLSs rhumatoïdes préincubés avec

les concentrations en cytochalasine D qui empêchent la phosphorylation de la FAK, libèrent

toujours de l’IL-6 et de l’IL-8 en réponse à la stimulation par la protéine I/II, suggérant que, dans

les FLSs rhumatoïdes activés par la protéine I/II, la phosphorylation du résidu Tyr-397 de la

FAK n’est pas indispensable à l’activation des MAPKs et à la libération de cytokines pro-

inflammatoires. Il est également intéressant de noter que la PI3 kinase, dont l’activation est

dépendante de la phosphorylation du résidu Tyr-397 de la FAK, n’intervient pas dans les voies

de signalisation activées par la protéine I/II conduisant à la libération d’IL-6 et d’IL-8.

Il a été démontré que la phosphorylation de la FAK sur son résidu Tyr-397 n’est pas

forcément corrélée à son activité kinase. Par exemple, Tachibana et coll. ont montré que des

mutants FAK-Y397F sont toujours capables d’activer les protéines Cas mais que le domaine

kinase est indispensable à ce mécanisme (Tachibana et coll., 1997). Nos résultats sont en accord

avec ceux de Tachibana et coll. puisque l’expression de FRNK, qui ne possède pas le domaine
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kinase de la FAK, inhibe la libération de cytokines pro-inflammatoires par les FLSs alors que la

cytochalasine D, qui empêche la phosphorylation de la FAK mais ne modifie pas son activité

kinase, ne modifie pas la libération d’IL-6 et d’IL-8 induite par la protéine I/II.

Au cours de ce travail, nous avons montré i) que l’intégrine α5β1 est un récepteur de la

protéine I/II à la surface des FLSs rhumatoïdes impliquée dans la transmission des signaux

menant à la libération d’IL-6 et d’IL-8 et ii) que la FAK, mais pas la phosphorylation de son

résidu Tyr-397, est indispensable à la transmission de ces signaux intracellulaires qui ne font pas

intervenir Shc, Src et la PI3 kinase. Le rôle précis joué par la FAK dans les mécanismes de

transduction de signaux intracellulaires conduisant à la libération de cytokines pro-

inflammatoires reste à élucider.

Il est intéressant de noter que des résultats similaires ont été obtenus avec les FLSs de

patients atteints d’arthrose, suggérant que ces voies de signalisation ne sont pas pathologie-

dépendantes.
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2.3 Voies de signalisation des TLRs

Les voies de signalisation activées par les TLRs sont actuellement très étudiées. Il existe

une voie de signalisation commune aux récepteurs de l’IL-1, de l’IL-18 et aux différents TLRs

ainsi que des voies spécifiques à certains membres de la famille des TLRs autorisant l’obtention

de réponses cellulaires différentes. L’interaction TLR-ligand permet dans une première étape, le

recrutement de la protéine adaptatrice MyD88 (interactions entre les domaines TIR) qui

s’associe ensuite par son « death domain» aux protéines kinases IRAK-4 et IRAK-1. Pendant la

formation de ce complexe, IRAK-4 est activée et phosphoryle IRAK-1 qui peut alors recruter la

protéine adaptatrice TRAF-6. La formation de ce complexe induit un changement

conformationnel entraînant le désengagement de ce complexe et son association ultérieure à un

groupe de protéines composé d’une MAPKKK, TAK1 et de deux protéines adaptatrices : TAB1

et TAB2. Au cours de cette interaction TAB2 et TAK1 sont phosphorylées puis transloquées

avec TAB1 et TRAF-6 dans le cytoplasme. TAK1 active ensuite i) les IKKs, ce qui conduit à

l’activation de NF-κB et ii) les MAPKs (JNKs et p38) (Akira, 2003) (figure 29). TLR-3 est le

seul TLR connu qui n’active pas cette voie de signalisation.
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Figure 29 : Voie de signalisation commune aux récepteurs de l’IL-1/IL-18 et aux TLRs d’après
(Akira, 2003)
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L’activation de TLR-4 et de TLR-3 peut également conduire à l’induction du promoteur de

l’IFN-β par le facteur de transcription IRF-3, indépendemment de MyD88. Cette voie fait

intervenir la molécule adaptatrice TRIF (ou TICAM), qui active IRF-3 et NF-κB (Yamamoto et

coll., 2002; Oshiumi et coll., 2003; Yamamoto et coll., 2003). Meylan et coll. ont montré

récemment que TRIF peut s’associer aux kinases RIP1 et RIP3 : RIP1 intervient dans

l’activation de NF-κB tandis que RIP3 jouerait un rôle de régulateur en empêchant l’interaction

de RIP1 et de NF-κB (Meylan et coll., 2004) (figure 30).

Il existe trois autres protéines adaptatrices des TLRs, MAL (ou TIRAP) qui intervient dans

les voies de signalisation MyD88-dépendantes activées par TLR-2 et TLR-4 (Horng et coll.,

2002; Yamamoto et coll., 2002), TRAM, qui comme TRIF conduit à l’activation de NF-κB et

d’IRF-3, ainsi que SARM, dont le rôle reste à définir.

RIP1

NF-κB

RIP3

Figure 30 : Voies de signalisation des TLRs MyD88-dépendantes et MyD88-indépendantes d’après
(Barton et Medzhitov, 2004; Beutler, 2004)

La dimérisation des TLRs peut être suffisante pour activer ces voies de signalisation

intracellulaires mais il a été également suggéré que leur activation optimale nécessite

l’association des TLRs à d’autres protéines membranaires et la formation de complexes de

signalisation dans des microdomaines de la membrane plasmique riches en sphingolipides et en

cholestérol, appelés radeaux lipidiques (lipid rafts). Ainsi, si le CD14, MD-2 et TLR-4 sont

indiscutablement impliqués dans l’activation de TLR-4 par le LPS, d’autres molécules pourraient

également jouer un rôle : Triantafilou et coll. ont identifié un complexe protéique, composé de la
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HSP70, la HSP90, le GDF-5, le CD11b/CD18 et du récepteur de chémokine CXCR4, qui

pourrait contribuer à la signalisation induite par le LPS (Triantafilou et coll., 2001).

Des études récentes ont montré que la FAK pouvait être également associée à des voies de

signalisation intracellulaire activées par des récepteurs autres que les intégrines ou les récepteurs

de facteurs de croissance. Deux catégories de récepteurs ont été décrites : les TLRs et les

récepteurs du TNF-α. En effet la FAK est activée par le LPS dans les macrophages (Monick et

coll., 2002) et elle est indispensable à la libération d’IL-6 par fibroblastes stimulés par le TNF-

α (Funakoshi-Tago et coll., 2003). Il a été également démontré que des ligands de TLR-2 et de

TLR-4 induisent la phosphorylation de Pyk2 et de la paxilline (Hazeki et coll., 2003).

Au cours de cette étude nous avons essayé de répondre aux deux questions suivantes :

l’activation cellulaire par la protéine I/II fait-elle intervenir d’autres récepteurs que l’intégrine

α5β1 (l’inhibition par les anticorps anti-sous-unité β1 de la libération de cytokines est d’environ

45%) qui pourrait être impliquée dans un complexe protéique membranaire en particulier avec

les TLRs? Existe-t-il des interactions entre les messagers impliqués dans la voie TLR et ceux

activés par la protéine I/II?
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2.3.1 Matériel et méthodes complémentaires

Les expériences décrites ci-dessous ont été réalisées à l’Institut de Transgénose du CNRS à

Orléans.

2.3.1.1 Culture des macrophages exprimant ou non TLR-2, TLR-4, TLR-6 et
MyD88

Les souris utilisées sont déficientes pour une ou plusieurs des molécules suivantes: TLR-2,

TLR-4, TLR-6 ou MyD88. Les différentes souris déficientes ont été obtenues par recombinaison

homologue par l'équipe du Dr. C. Kirschning de l'Institut de Microbiologie Médicale de Munich

pour les TLR-2 k. o. (Michelsen et coll., 2001) et par l'équipe du Dr. S. Akira de l'Institut de

recherche sur les maladies microbiennes d'Osaka pour les TLR-4 (Hoshino et coll., 1999), TLR-

6 (Takeuchi et Akira, 2001) et MyD88 k. o. (Kawai et coll., 1999). Les souris issues de la

génération F1 (issues de croisement des souris portant une seule copie de la délétion) sont de

fond génétique 129 et hétérozygotes pour la mutation. Elles ont été croisées entre elles pour

obtenir des souris homozygotes pour la mutation, puis croisées plusieurs fois avec des souris

C57BL/6 afin d'obtenir la mutation sur un fond génétique C57BL/6 maximum (BC6 # 99%). Les

souris sont élevées à l'Institut de Transgénose, en conditions «Exempt d'Organisme Pathogène

Spécifique» (EOPS).

Les fémurs des souris sont prélevés stérilement. Ils sont ensuite débarrassés de la moelle

osseuse à l'aide d'une aiguille de 22G et de 1 mL de PBS. Les agrégats sont désagrégés par

plusieurs passages dans l'aiguille. Les cellules sont ensuite comptées puis ensemencées à 106

cellules/mL dans des boîtes de Pétri (Sterilin) favorables à la culture des macrophages avec du

milieu DMEM (Sigma) complémenté en L-glutamine 5 mM, Pénicilline/Streptomycine

100U/mL, Hepes 25 mM, 20% de sérum de cheval et 30% de surnageant de cellules L929

contenant le facteur de différenciation des macrophages (M-CSF) (Muller et coll., 1996). Au jour

7 de la culture, les cellules sont décollées à l'aide de PBS froid pendant 15 à 20 min à 4°C. Elles

sont centrifugées à 200 g pendant 10 min puis réensemencées dans du milieu frais. Au jour 10,

les cellules constituent une population homogène de macrophages (coloration Giemsa et

expression de CD11b) et sont décollées comme au jour 7, comptées puis stimulées avec la

protéine I/II en plaques 96 puits (105 cellules/puits) dans du DMEM contenant de la L-glutamine

2 mM et du β-mercapto-éthanol 2x10-5 M. Des cellules non stimulées sont utilisées comme

contrôle. Des cellules stimulées avec du LPS de E. coli sérotype O111:B4 (Sigma, St Louis,

MO) ou un lipopeptide bactérien synthétique, le BLP ou Pam3CSK4 ([S-[2,3-bis-(palmitoyloxy)-
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(2-RS)-propyl]-N-palmitoyl-(R)-Cys-(S)-Ser-Lys4-OH], trihydro-chloride, EMC

Microcollections, Tübingen, Allemagne) ont été utilisés comme témoin positif d’activation.

Après chaque activation, un test de viabilité au MTT est effectué.

2.3.1.2 Dosage du TNF-α

Les concentrations en TNF-α dans les surnageants de culture cellulaire ont été évaluées à

l’aide d’un kit ELISA double sandwich commercial (R&D, Abingdon, Grande-Bretagne) selon

les indications du fournisseur.

2.3.1.3 Dosage du NO

Les surnageants de culture cellulaire (50 µL) sont incubés à température ambiante pendant

30 min en présence de 25 µL de réactif de Griess 1 (sulfanilamide 1%, acide phosphorique 2,5%)

et de 25 µL de réactif de Griess 2 (N-naphtylendiamine dichlorique 0,1%, acide phosphorique

2,5%). L’absorbance est déterminée à 540 nm et la concentration en nitrites (signe d’une

libération de NO) est évaluée par rapport à une gamme d’étalonnage de NaNO2 (Green et coll.,

1982).

2.3.2 Résultats

2.3.2.1 Rôle des TLRs dans la libération de médiateurs de l’inflammation

Il est actuellement bien établi que les TLRs jouent un rôle essentiel dans la reconnaissance

de composants bactériens variés et dans le développement d’une réponse immunitaire innée en

activant de nombreuses voies de signalisation. Il a été également montré qu’au niveau

membranaire les TLRs pourraient faire partie de complexes faisant intervenir différents

récepteurs : intégrines, récepteurs de cytokines, HSPs. Au cours de ce travail nous nous sommes

intéressés au rôle éventuel que pourraient jouer les TLRs dans l’activation cellulaire induite par

la protéine I/II. Nous avons plus particulièrement étudié le rôle éventuel de TLR-2 et TLR-4 qui

sont deux TLRs reconnaissant des PAMPs de bactéries à Gram positif et négatif ainsi que des

ligands de nature protéique, tels la fibronectine et des HSPs.

Nous avons, dans un premier temps, étudié la libération de TNF-α par des macrophages de

souris k.o pour les gènes codant TLR-2 ou TLR-4. Des macrophages TLR-2+/+/TLR-4+/+, isolés

de souris contrôle, ainsi que des macrophages TLR-2-/- ou TLR-4-/-, isolés de souris k. o. pour le

gène codant TLR-2 ou TLR-4, ont été activés par la protéine I/II (6,25, 20 et 62,5 pM) pendant
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18 h. Des contrôles ont été réalisés en activant les cellules par un lipopeptide bactérien

synthétique, le BLP (0,5 µg/mL), ligand connu de TLR-2 et le LPS (0,1 µg/mL), ligand de TLR-

4 (figure 31).
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Figure 31 : Libération de TNF-α et de NO par les macrophages TLR-2+/+/TLR4+/+, les macrophages
TLR2-/- et les macrophages TLR-4-/- activés par la protéine I/II
Les résultats représentent la moyenne ± SEM d’une expérience représentative de trois expériences.

Les résultats montrent que la protéine I/II induit de manière dose-dépendante la libération

de TNF-α par les macrophages TLR-2+/+/TLR-4+/+. Les concentrations en TNF-α obtenues après

activation sont d’environ 20 ng/mL pour 62,5 pM de protéine I/II. Des concentrations

comparables sont obtenues après activation des macrophages TLR-2-/- ou TLR-4-/- par la protéine

I/II, alors que ces cellules ne libèrent plus de TNF-α en réponse au BLP et au LPS

respectivement. Ces résultats indiquent que TLR-2 et TLR-4 ne semblent pas intervenir dans la

libération de TNF-α par les macrophages activés par la protéine I/II. Cependant, en l’absence

d’expériences réalisées avec des macrophages de souris double k. o. pour TLR-2 et TLR-4, nous
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ne pouvons pas exclure une éventuelle compensation de l’absence d’un TLR par l’activation

d’un autre TLR comme cela a été suggéré par Henneke et coll. (Henneke et coll., 2002).

Nous avons réalisé des expériences complémentaires en évaluant la libération de NO par

les macrophages TLR-2+/+/TLR-4+/+ ainsi que par les macrophages TLR-2-/- ou TLR-4-/- (figure

31). La protéine I/II induit de manière dose-dépendante la libération de NO par les macrophages

TLR-2+/+/TLR-4+/+. Les concentrations en nitrites obtenues après activation de ces cellules sont

d’environ 12 µM pour 62,5 pM de protéine I/II. Des concentrations comparables sont obtenues

après activation des macrophages TLR-2-/- ou TLR-4-/- par la protéine I/II, alors que ces cellules

ne libèrent plus de NO en réponse au BLP et au LPS respectivement. La libération de NO induite

par la protéine I/II ne semble donc pas être dépendante de TLR-2 et TLR-4.

Nous avons également étudié l’éventuelle implication de TLR-6 qui forme des

hétérodimères avec TLR-2. Nous avons stimulé des macrophages TLR6+/+, isolés de souris

contrôle et des macrophages TLR-6-/-, isolés de souris k. o. pour le gène codant TLR-6 par la

protéine I/II (6,25, 20 et 62,5 pM) pendant 18 h (figure 32).
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Figure 32 : Libération de TNF-α par les macrophages TLR-6+/+ et les macrophages TLR6-/- activés
par la protéine I/II
Les résultats représentent la moyenne ± SEM d’une expérience.

Les résultats montrent que la protéine I/II induit de manière dose-dépendante la libération

de TNF-α par les macrophages TLR-6+/+ : la concentration en TNF-α obtenue après stimulation

de ces cellules avec la protéine I/II à 62,5 pM est d’environ 4 ng/mL. Des résultats comparables

ont été obtenus avec les macrophages TLR6-/-, suggérant donc que TLR-6, comme TLR-2 et

TLR-4, ne joue aucun rôle dans la libération de TNF-α par les macrophages activés par la

protéine I/II.
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Nous avons également étudié l’éventuel rôle de TLR-2 et TLR-4 dans l’activation des

FLSs rhumatoïdes, en utilisant des anticorps bloquants dirigés contre TLR-2 et TLR-4 (Serotec,

Cergy-Saint Christophe, France). Ces anticorps bloquent l’activation cellulaire par le BLP ou le

LPS. Les FLSs rhumatoïdes ont été préincubés avec des anticorps anti-TLR-2 (5, 10, et 20

µg/mL) et anti-TLR-4 (5, 10, 20 et 40 µg/mL) pendant 2 h puis activés par la protéine I/II (125

pM) pendant 6 h (figure 33). Un contrôle a été réalisé en incubant les FLSs rhumatoïdes i) avec

les anticorps anti-TLR-2 et anti-TLR-4 en l’absence de stimulation par la protéine I/II et ii) avec

des anticorps de même isotype de spécificité non déterminée. Après chaque activation, un test de

viabilité au MTT est effectué afin de vérifier que les anticorps n’affectent pas la viabilité

cellulaire.
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Figure 33 : Libération d’IL-8 par les FLSs rhumatoïdes activés par la protéine I/II en l’absence ou
en présence d’anticorps anti-TLR-2 et anti-TLR-4
Les résultats représentent la moyenne ± SEM de trois expériences indépendantes.

Les résultats montrent que le prétraitement des FLSs rhumatoïdes avec les différentes

concentrations en anticorps anti-TLR-2 et anti-TLR-4 n’a aucun effet sur la libération d’IL-8

induite par la protéine I/II qui est d’environ 3 ng/mL. Ces résultats suggèrent donc comme dans

le modèle précédemment étudié, que TLR-2 et TLR-4 ne jouent aucun rôle dans la libération de

cytokines par les FLSs rhumatoïdes activés par la protéine I/II.

L’ensemble de ces résultats indique que l’activation des macrophages et des FLSs

rhumatoïdes par la protéine I/II ne fait pas intervenir TLR-2, TLR-4 et TLR-6.
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2.3.2.2 Rôle de l’intégrité de la membrane plasmique dans la libération de
cytokines

Nous avons également étudié l’effet de la filipine et de la nystatine sur la libération de

cytokines par les FLSs rhumatoïdes. La filipine et la nystatine désorganisent la membrane

plasmique en se liant au cholestérol et empêchent le rapprochement de récepteurs et de

molécules adaptatrices au sein de radeaux lipidiques. Les FLSs rhumatoïdes ont été prétraités par

la filipine (1 et 2 µg/mL) ou par la nystatine (2,5, 5 et 10 µg/mL) puis activés par la protéine I/II

(125 pM) pendant 6 h (figure 34). Un contrôle avec les inhibiteurs, sans activation par la protéine

I/II, est effectué afin de vérifier que la filipine et la nystatine seule n’ont aucun effet sur la

libération de cytokines. Après chaque activation, un test de viabilité au MTT est effectué afin de

vérifier que ces inhibiteurs n’affectent pas la viabilité cellulaire.
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Figure 34 : Inhibition par la filipine et la nystatine de la libération d’IL-6 et d’IL-8 par les FLSs
rhumatoïdes activés par la protéine I/II
Les résultats représentent la moyenne ± SEM de trois expériences indépendantes.

Les résultats montrent que la filipine à 2 µg/mL et la nystatine à 10 µg/mL,

concentrations maximales en inhibiteurs n’affectant pas la viabilité cellulaire, entraînent une

inhibition de la libération d’IL-6 et d’IL-8 d’environ 60% et 50% respectivement. Ces résultats

suggèrent que l’activation des FLSs rhumatoïdes par la protéine I/II nécessite l’intégrité de la

membrane plasmique.

Des résultats équivalents ont été obtenus avec le LPS (1 µg/mL, 5% sérum) en présence de

filipine. La filipine à 2 µg/mL inhibe la libération d’IL-8 par les FLSs rhumatoïdes stimulés par

le LPS d’environ 40%.

Si la synthèse de médiateurs de l’inflammation induite par la protéine I/II ne fait pas

intervenir les récepteurs TLR-2, TLR-4 et TLR -6, les inhibitions observées avec la filipine ou la

nystatine suggèrent cependant que d’autres récepteurs ou des molécules de signalisation

appartenant à des voies différentes pourraient intervenir au sein d’un complexe de signalisation

conduisant à la synthèse de cytokines sous l’effet de la protéine I/II.
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2.3.2.3 Rôle de MyD88 dans la libération de médiateurs de l’inflammation

MyD88 est une protéine adaptatrice clé de la voie de signalisation commune aux récepteurs

de l’IL-1/IL-18 et aux TLRs, permettant la transmission du signal d’activation vers les MAPKs

et NF-κB. Cette protéine constitue un véritable carrefour des voies de signalisation et a été

impliquée dans l’activation cellulaire en réponse à divers stimuli bactériens. Afin de déterminer

si MyD88 joue un rôle dans la libération de TNF-α et de NO par les macrophages activés par la

protéine I/II, nous avons stimulé des macrophages MyD88+/+, isolés de souris contrôle et des

macrophages MyD88-/-, isolés de souris k.o. pour le gène codant MyD88, par la protéine I/II (25,

50 et 100 pM) pendant 18 h. Des contrôles ont été réalisés en activant ces cellules par le BLP

(0,5 µg/mL) et le LPS (0,1 µg/mL).
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Figure 35 : Libération de TNF-α et de NO par les macrophages MyD88+/+ et les macrophages
MyD88-/- stimulés par la protéine I/II
Les résultats représentent la moyenne ± SEM d’une expérience représentative de trois expériences.
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Les résultats montrent que la protéine I/II induit de manière dose-dépendante la libération

de TNF-α et de NO par les macrophages MyD88+/+ (figure 35). Les concentrations en TNF-α et

en nitrites obtenues après activation de ces cellules par la protéine I/II à 100 pM sont d’environ

12 ng/mL de TNF-α et 40 µM de nitrites. On observe une très forte diminution de la libération

de TNF-α et de NO par les macrophages MyD88-/- stimulés par la protéine I/II, indiquant que la

libération de ces médiateurs par les macrophages activés par la protéine I/II est dépendante de

MyD88.

L’ensemble de ces résultats indique que, de manière étonnante, la libération de médiateurs

de l’inflammation par les macrophages est dépendante de MyD88 alors qu’elle est indépendante

de TLR-2, TLR-4 et TLR-6.

2.3.2.4 Phosphorylation de la FAK induite par le LPS

Nos résultats ayant suggéré que MyD88 et la FAK sont nécessaires à la transmission du

signal induit par l’interaction entre la protéine I/II et l’intégrine α5β1, nous avons décidé

d’étudier le rôle de la FAK dans les voies de signalisation dépendantes de MyD88. En effet, des

études récentes ont montré que le LPS est capable d’induire la phosphorylation de la FAK et que

des ligands de TLR-2 et TLR-4 régulent l’activité de la paxilline, une protéine adaptatrice des

voies de signalisation de la FAK.

Afin de déterminer si la FAK est impliquée dans l’activation des cellules par le LPS, nous

avons étudié la phosphorylation de la FAK sur son résidu Tyr-397 dans les macrophages

MyD88+/+ stimulés par le LPS (1 µg/mL) pendant 5, 15 et 30 min. Un contrôle a été réalisé en

incubant les macrophages pendant 15 min en l’absence de toute stimulation. Les macrophages

stimulés par la fibronectine (10 µg/mL) pendant 20 min ont été utilisés comme témoin

d’activation de la FAK. Ces expériences ont été également réalisées avec la protéine I/II (125

pM) afin de vérifier que la FAK est bien activée en réponse à ce stimulus dans ces cellules.

L’homogénéité des dépôts a été vérifiée par la révélation de la FAK totale.

Les résultats montrent une phosphorylation de la FAK sur son résidu Tyr-397 en l’absence

de toute stimulation qui est augmentée après 5 min de stimulation par le LPS et se prolonge après

15 min de stimulation (figure 36). Des résultats similaires ont été obtenus en stimulant les

macrophages par la protéine I/II. La stimulation des macrophages par le LPS conduit donc à la

phosphorylation de la FAK sur son résidu Tyr-397.
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Figure 36 : Phosphorylation de la FAK sur son résidu Tyr-397 dans les macrophages MyD88+/+

stimulés par la protéine I/II et le LPS

Ces expériences ont été également réalisées avec les FLSs rhumatoïdes stimulés par le LPS

(1 µg/mL, 5% sérum) pendant 5, 15 et 30 min (figure 37). Un contrôle a été réalisé en incubant

les FLSs rhumatoïdes avec du sérum à 5% pendant 15 min afin de vérifier que le sérum seul n’a

aucun effet sur la phosphorylation de la FAK. Les FLSs stimulés par la fibronectine (10 µg/mL)

pendant 20 min ont été utilisés comme témoin d’activation de la FAK. L’homogénéité des dépôts

a été vérifiée par la révélation de la FAK totale.

5 15 30 FnC

pFAK

FAK

Figure 37 : Phosphorylation de la FAK sur son résidu Tyr-397 dans les FLSs rhumatoïdes stimulés
par le LPS

Les résultats montrent une phosphorylation de la FAK sur son résidu Tyr-397 en l’absence

de toute stimulation qui est augmentée après 5 min de stimulation par le LPS et se prolonge après

15 min de stimulation. La stimulation des FLSs rhumatoïdes par le LPS conduit donc à la

phosphorylation de la FAK sur son résidu Tyr-397.

L’ensemble de ces résultats montre que le LPS induit la phosphorylation de la FAK sur son

résidu Tyr-397.
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2.3.2.5 Implication de la FAK dans la libération de cytokines induite par le LPS

Afin de déterminer si la FAK est impliquée dans la libération de cytokines induite par le

LPS, nous avons étudié la libération d’IL-6 par les fibroblastes FAK+/+, isolés d’embryons de

souris contrôle et de fibroblastes FAK-/-, isolés d’embryons de souris k. o. pour le gène codant la

FAK. Les fibroblastes FAK+/+ et FAK-/- ont été stimulés par le LPS (1 µg/mL, 5% sérum)

pendant 18 h. Pour confirmer que les résultats obtenus ne sont pas dus à une inhibition non

spécifique d’autres fonctions cellulaires, la libération d’IL-6 a été également étudiée dans des

fibroblastes FAK+/+ transfectés de façon stable avec un plasmide codant FRNK, le domaine C-

terminal de la FAK dont la surexpression empêche l’activation de la FAK. Un contrôle a été

réalisé en transfectant les fibroblastes FAK+/+ avec un plasmide contrôle afin de vérifier que la

transfection seule n’a pas d’effet sur la libération d’IL-6. Après chaque activation, un test de

viabilité au MTT est effectué afin de vérifier la viabilité cellulaire.
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Figure 38 : Libération d’IL-6 par les fibroblastes FAK+/+ transfectés ou non avec FRNK et les
fibroblastes FAK-/- stimulés par le LPS
Les résultats représentent la moyenne ± SEM de trois expériences indépendantes.

Les résultats montrent que le LPS induit la libération d’IL-6 par les fibroblastes FAK+/+ :

les concentrations obtenues sont d’environ 700 pg/mL (figure 38). Les fibroblastes FAK-/- ne

libèrent pas d’IL-6 en réponse à la stimulation par le LPS, suggérant que la FAK est

indispensable à la libération de cette cytokine. Ces résultats sont confirmés par les résultats

obtenus avec les fibroblastes FAK+/+ transfectés avec FRNK : la surexpression de FRNK dans

les cellules FAK+/+ conduit à une forte inhibition de la sécrétion d’IL-6 par ces cellules stimulés

par le LPS. La FAK est donc nécessaire à la libération d’IL-6 par les fibroblastes en réponse au

LPS.

Ces expériences ont été également réalisées avec les FLSs rhumatoïdes. Les FLSs

rhumatoïdes transfectés ou non avec FRNK de manière transitoire, ont été stimulés par le LPS (1

µg/mL, 5% sérum) pendant 18 h (figure 39). Un contrôle a été réalisé en transfectant les cellules
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avec un plasmide contrôle afin de vérifier que la transfection seule n’a pas d’effet sur la

libération d’IL-6. Après chaque activation, un test de viabilité au MTT est effectué afin de

vérifier que la transfection n’affecte pas la viabilité cellulaire.
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Figure 39 : Libération d’IL-6 et d’IL-8 par les FLSs rhumatoïdes transfectés ou non avec FRNK
stimulés par le LPS
Les résultats représentent la moyenne ± SEM de trois expériences indépendantes.

Les résultats montrent que la surexpression de FRNK inhibe la libération d’IL-6 et d’IL-8

par les FLSs rhumatoïdes stimulés par le LPS d’environ 40%. Ces résultats indiquent que la

FAK joue un rôle dans la libération de cytokines par les FLSs rhumatoïdes en réponse au LPS.

L’ensemble de ces résultats indique que la FAK est nécessaire à la libération de cytokines

par les fibroblastes stimulés par le LPS.

2.3.2.6 Rôle de MyD88 dans la phosphorylation de la FAK

Afin de déterminer si MyD88 est nécessaire à l’activation de la FAK, nous avons étudié la

phosphorylation de la FAK sur son résidu Tyr-397 dans les macrophages MyD88-/-. Les

macrophages ont été stimulés par la protéine I/II (125 pM) et le LPS (1 µg/mL) pendant 5, 15 et

30 min (figure 40). Un contrôle a été réalisé en incubant les macrophages MyD88-/- pendant 15

min en l’absence de toute stimulation. Les macrophages stimulés par la fibronectine (10 µg/mL)

pendant 20 min ont été utilisés comme témoin d’activation de la FAK. L’homogénéité des dépôts

a été vérifiée par la révélation de la FAK totale.
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Figure 40 : Phosphorylation de la FAK sur son résidu Tyr-397 dans les macrophages MyD88-/-

stimulés par la protéine I/II et le LPS

Les résultats montrent une phosphorylation de la FAK sur son résidu Tyr-397 en l’absence

de toute stimulation qui est augmentée après 15 min de stimulation par la protéine I/II. Des

résultats similaires ont été obtenus avec le LPS qui augmente la phosphorylation de la FAK sur

son résidu Tyr-397 après 5 min et cette phosphorylation se prolonge après 15 min de stimulation.

Ces résultats indiquent que l’activation des macrophages par la protéine I/II et par le LPS conduit

à la phosphorylation de la FAK sur son résidu Tyr-397 en l’absence de MyD88, suggérant que

MyD88 n’est pas indispensable à l’activation de la FAK.

L’ensemble de ces résultats indique que la FAK et MyD88 sont indispensables à la

libération de médiateurs de l’inflammation induite par la protéine I/II et que l’activation de la

FAK est indépendante de MyD88.

2.3.3 Discussion

Au cours de travaux précédents nous avons montré que la protéine I/II induit la libération

de cytokines pro-inflammatoires en interagissant avec différentes cellules humaines, cellules

endothéliales, épithéliales, monocytes/macrophages, fibroblastes via l’intégrine α5β1. Cette

libération de cytokines fait intervenir ERK1/2 et les JNKs ainsi que les facteurs de transcription

AP-1 et NF-κB.

AP-1 et NF-κB sont des facteurs de transcription qui jouent un rôle essentiel dans le

déclenchement de la réponse inflammatoire, première étape de la réponse immunitaire innée. De
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nombreux PAMPs appartenant aussi bien à des bactéries à Gram positif, à Gram négatif et à des

virus sont capables de les activer après interaction avec des PRRs appartenant à des familles

variées. La complexité de ces mécanismes est encore augmentée par le fait que de très

nombreuses protéines intracellulaires appartenant souvent à des voies de signalisation différentes

peuvent participer à cette réponse. Des travaux récents ont également suggéré que la réponse

innée pourrait faire intervenir une association transitoire de différents récepteurs (CD14,

intégrines, HSPs…) localisés dans des microdomaines de la membrane appelés radeaux

lipidiques. Dans ces conditions il est fort probable qu’un rôle important puisse être attribué aux

TLRs qui reconnaissent des PAMPs très divers et dont les travaux de Triantafilou et coll.

viennent de confirmer la présence au niveau des radeaux lipidiques (Triantafilou et coll., 2004).

Nos expériences avec la nystatine et la filipine suggèrent également que la libération de

cytokines induite par la protéine I/II via l’intégrine α5β1 fait intervenir des associations de

récepteurs.

Au cours de cette étude, nous nous sommes donc intéressés au rôle que pourraient jouer les

TLRs dans la réponse pro-inflammatoire induite par la protéine I/II. Nous avons utilisé des

macrophages de souris TLR-2-/- et de souris TLR6-/-, dans la mesure où ces récepteurs

reconnaissent essentiellement des bactéries à Gram positif et certains de leurs composants. Nous

avons également testé des macrophages de souris TLR-4-/-. Bien que TLR-4 ait pour ligand

majeur le LPS, PAMP des bactéries à Gram négatif, il est également capable de reconnaître des

molécules endogènes telle la fibronectine, ligand physiologique de l’intégrine α5β1. De ce fait

nous avons inclus ces cellules dans notre étude. Les résultats obtenus après activation par la

protéine I/II ont montré que la libération de TNF-α induite par la protéine I/II n’est pas modifiée

dans les cellules déficientes en TLR4, TLR2 ou TLR6. Des résultats équivalents ont été obtenus

avec le NO. En accord avec ces résultats nous avons également observé que la libération de

cytokines telle l’IL-8 par les FLSs qui expriment TLR4 et TLR2, n’est pas inhibée par des

anticorps bloquant anti-TLR4 et anti-TLR2. Ces résultats suggèrent que ces TLRs ne jouent

aucun rôle dans l’activité pro-inflammatoire de la protéine I/II. Cependant, il n’est pas

impossible qu’un phénomène de compensation puisse intervenir. Dans ces conditions, en

l’absence d’expériences effectuées avec des macrophages de souris double k. o. pour TLR-2 et

TLR-4 par exemple, nous ne pouvons pas totalement exclure l’implication de ces récepteurs dans

la réponse pro-inflammatoire induite par la protéine I/II.

Nous avons également étudié le rôle éventuel de MyD88 dans l’activation des macrophages

par la protéine I/II. Les TLRs présentent au niveau intracellulaire un domaine TIR qui leur

permet de recruter par des interactions homophiles, différentes protéines adaptatrices : MyD88,

TRIF, MAL. MyD88 joue cependant un rôle clé dans les voies de signalisation activées par les
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différents TLRs menant à la translocation nucléaire de NF-κB et à la synthèse de cytokines pro-

inflammatoires dans la mesure où elle est associée aux différents TLRs sauf TLR3.

Contrairement à nos résultats précédents et de façon surprenante nous avons montré que la

libération de TNF-α induite par la protéine I/II est totalement inhibée en l’absence de MyD88.

Des résultats comparables ont été obtenus avec le NO. MyD88 joue donc un rôle essentiel dans

l’activité pro-inflammatoire de la protéine I/II. De nombreux PAMPs obtenus sous forme

recombinante peuvent être contaminés par du LPS exogène qui pourrait être responsable de la

réponse pro-inflammatoire observée (Gao et Tsan, 2003). Nous avons travaillé avec des

préparations de protéine I/II dont la concentration en endotoxine était inférieure à 0,02 ng/mL.

Dans la mesure où nous n’avons pas observé d’inhibition de la libération de médiateurs

inflammatoires avec les macrophages de souris TLR4-/-, le rôle indispensable de MyD88 dans la

libération de TNF-α et de NO ne pouvait pas être du à une contamination de la protéine I/II par

des endotoxines.

L’ensemble de ces résultats nous a conduit à émettre deux hypothèses : i) la libération de

médiateurs de l’inflammation induite par la protéine I/II pourrait faire intervenir un ou plusieurs

TLR(s), qui serai(en)t alors très probablement distinct(s) de TLR-2, TLR-4 et TLR-6 et ii)

MyD88 pourrait être recrutée au niveau intracellulaire après activation par la protéine I/II par un

mécanisme indépendant des TLRs. En l’absence d’expériences réalisées avec des cellules de

souris k. o pour d’autres TLRs, nous ne pouvons pas conclure quant à l’interaction de la protéine

I/II avec un membre de la famille des TLRs. Cependant, l’internalisation de la protéine I/II

n’étant pas nécessaire à son activité moduline, il paraît peu probable que des TLRs endosomaux

(TLR-7, TLR-8 et TLR-9) soient impliqués dans la réponse pro-inflammatoire induite par ce

PAMP (Engels-Deutsch et coll., 2003).

La seconde hypothèse attribuerait un rôle à MyD88 en l’absence de signalisation par les

TLRs. MyD88 participe également à la signalisation des récepteurs de l’IL-1/IL-18. La protéine

I/II induit la libération d’IL-1 et d’IL-18 par les macrophages, nous ne pouvons donc pas exclure

l’existence d’une stimulation autocrine MyD88-dépendante par ces cytokines mais ce

phénomène ne peut être responsable de l’absence quasi totale de libération de TNF-α observée

au cours de nos expériences. Il pourrait donc exister une autre voie de signalisation conduisant

au recrutement de MyD88. En accord avec nos expériences, Henneke et coll. ont également

montré que la libération de TNF-α et de NO par les macrophages en réponse à une fraction

purifiée de constituants de paroi de streptocoques du groupe B est dépendante de MyD88 mais

indépendante de TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-6 et TLR-9 (Henneke et coll., 2001; Henneke et

coll., 2002).
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Nous avons montré précédemment avec les fibroblastes FAK-/- et les fibroblastes FAK+/+

transfectés avec FRNK que la FAK est indispensable à la libération de cytokines induite par la

protéine I/II. L’ensemble de ces résultats indique donc que la FAK et MyD88 sont essentielles à

la libération de médiateurs de l’inflammation induite par la protéine I/II.

La FAK se situe à l’intersection de différentes voies de signalisation (intégrines, récepteurs

de facteurs de croissance, …) et des études récentes suggèrent que cette PTK pourrait être

impliquée dans la libération de cytokines pro-inflammatoires après activation d’autres

récepteurs, tel le TNF-R : en effet, la FAK est indispensable à la translocation de NF-κB et à la

libération d’IL-6 induite par le TNF-α (Funakoshi-Tago et coll., 2003). Les expériences que

nous avons réalisées avec le LPS attribuent également un rôle important à la FAK dans les voies

de signalisation de TLR-4 : en effet, les fibroblastes FAK-/- ne libèrent pas d’IL-6 en réponse à la

stimulation par le LPS. Ceci n’est pas du à une modification d’autres fonctions cellulaires

puisque la surexpression de FRNK dans les fibroblastes FAK+/+ et les FLSs conduit également à

une diminution de la libération de cytokines pro-inflammatoires par ces cellules. Ces résultats

sont en accord avec d’autres expériences démontrant un rôle important de PTK dans l’activation

des macrophages par le LPS (Meng et Lowell, 1997) et des ligands de TLR-2 (Hazeki et coll.,

2003). L’ensemble de ces résultats suggère que les voies de signalisation des TLRs dépendantes

de MyD88 et conduisant à la libération de cytokines pro-inflammatoires pourraient faire

intervenir la FAK. Nous avons montré que la FAK est toujours phosphorylée dans les

macrophages MyD88-/- en réponse à la stimulation par la protéine I/II ou le LPS, suggérant que

la FAK se situe en amont de MyD88. Des résultats comparables ont été obtenus par Hazeki et

coll. démontrant que la phosphorylation de la paxilline en réponse à une stimulation de TLR-2 et

de TLR-4 est indépendante de MyD88 (Hazeki et coll., 2003).

La FAK ne possède pas de domaine TIR ni de « death domain » qui lui permettrait

d’interagir directement avec MyD88. Dans la mesure où MyD88 est phosphorylée après

recrutement par les TLRs, il est envisageable que la FAK puisse jouer un rôle dans ce processus,

directement en interagissant avec MyD88 par des domaines différents des domaines TIR et des

« death domain » ou indirectement en recrutant une autre kinase. Il a été montré depuis

longtemps que de PTK sont activées en réponse au LPS mais la nature des kinases responsables

de la libération de cytokines pro-inflammatoires n’a pas été identifiée (Meng et Lowell, 1997).

Plus récemment, Jefferies et coll. ont montré que la Bruton tyrosine kinase (Btk) est essentielle à

la translocation de NF-κB en réponse au LPS dans les cellules myéloïdes (Jefferies et coll.,

2003). La Btk interagit avec les domaines TIR de TLR-4, TLR-6, TLR-8 et TLR-9 ainsi qu’avec

MyD88, MAL et IRAK-1 mais la nature de ces interactions n’est pas encore définie (Jefferies et

coll., 2003). Elle possède également des domaines SH2 et SH3 qui lui permettent d’interagir
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avec de nombreuses autres protéines (Jefferies et O'Neill, 2004). L’activation de la Btk nécessite

sa phosphorylation par des kinases, qui pourraient appartenir à la famille de Src mais il a été

également suggéré que d’autres PTKs activées en réponse à la stimulation par le LPS, tel Vav et

la FAK pourraient jouer un rôle dans ce processus (Jefferies et O'Neill, 2004). Dans la mesure où

la FAK est indispensable à la libération de cytokines induite par le LPS, la FAK pourrait i)

conduire à l’activation de la Btk et à l’association avec MyD88 dans les cellules myéloïdes où la

Btk est nécessaire à la signalisation du LPS et ii) conduire à la phosphorylation de MyD88,

directement ou indirectement, dans les cellules n’exprimant pas la Btk.

L’association de MyD88 avec des kinases dont la nature reste à déterminer ne concerne pas

seulement les voies de signalisation conduisant au TNF-α et au NO mais également les voies

MyD88-dépendantes menant à la synthèse d’IFN. Ainsi, Kawai et coll. ont montré récemment

que MyD88 interagit avec des kinases, distinctes de TBK1 et IKKi, pour recruter IRF-7 et

conduire à la synthèse d’IFN-α (Kawai et coll., 2004).

L’ensemble de ces résultats montre que la FAK et MyD88 jouent un rôle essentiel dans la

réponse immunitaire innée, mais la nature exacte de leur contribution aux voies de signalisation

menant à la libération de médiateurs de l’inflammation reste à déterminer.
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Au cours de ce travail, nous avons démontré que la protéine I/II interagit avec l’intégrine

α5β1 sur les FLSs et induit la synthèse et la libération de cytokines impliquées plus

particulièrement dans l’activation et le recrutement cellulaire. Avec la protéine I/II, nous avons

confirmé d’autres travaux indiquant que les FLSs ne libèrent pas ou peu de TNF-α ni d’IL-1 ou

d’IL-18, cytokines qui seraient donc essentiellement d’origine macrophagique. Nous avons

également montré que la protéine I/II stimule l’expression de plusieurs gènes pouvant contribuer

au caractère agressif des FLSs de patients atteints de PR, notamment l’expression et la libération

de MMP-3, protéase clé de la destruction du cartilage. L’interaction de la protéine I/II avec les

FLSs pourrait donc contribuer aux deux phénomènes pathogéniques de la PR, l’inflammation et

la destruction articulaire.

L’étude des voies de signalisation nous a permis de définir un nouveau rôle pour la FAK

qui jusqu’à présent était surtout associée à des fonctions telles l’adhésion, la différenciation

cellulaire et l’apoptose. La FAK est un élément clé dans les voies de signalisation conduisant à la

synthèse d’IL-6 et d’IL-8 induite par la protéine I/II et ceci par un mécanisme d’action qui est

indépendant de son site d’autophosphorylation considéré jusqu’à présent comme incontournable.

Nous avons également montré que Shc, Src et la PI3 kinase ne sont pas impliquées dans la

transduction de ce signal. Il serait maintenant intéressant d’étudier le ou les mécanisme(s) par

lesquels la FAK transmet le signal indépendamment du résidu Tyr-397. L’utilisation de formes

mutées de la FAK sur le résidu Lys-454, indispensable à l’activité kinase de la FAK, permettra

sans doute de déterminer si sa fonction kinase est nécessaire au recrutement d’une ou de

plusieurs autre(s) protéine(s) intervenant dans cette cascade de signalisation. Le rôle éventuel

joué par les différents domaines de la FAK pourra être étudié en transfectant les fibroblastes

FAK-/- avec des formes tronquées de la FAK (∆C-FAK, N-FAK, ∆N-FAK) et en analysant

l’éventuelle restauration de la synthèse et de la libération de cytokines. Il sera également

intéressant de déterminer la localisation cellulaire de la FAK après stimulation des cellules par la

protéine I/II : la translocation de la FAK vers les contacts focaux semble jouer un rôle clé lors de

l’activation de cette kinase par des protéines de la matrice extracellulaire. Existe-il des

différences dans l’activation de la FAK après stimulation des cellules par des constituants de la

matrice extracellulaire et après stimulation par la protéine I/II ? Dans la mesure où la

cytochalasine D, qui désorganise le réseau d’actine, n’inhibe pas la synthèse de cytokines induite

par la protéine I/II, l’hypothèse d’une necessité de translocation de la FAK est peu probable.

Si la FAK est indispensable à la libération de cytokines induites par la protéine I/II, nous

avons attribué un rôle tout aussi important à MyD88, alors que TLR-2, TLR-4 et TLR-6

n’interviennent pas dans cette transmission du signal menant aux cytokines. Un autre membre de

la famille des TLRs serait-il un récepteur de la protéine I/II ? Au vu de la structure des ligands
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connus de ces TLRs et/ou de leur localisation cellulaire, cela semble peu probable mais il serait

nécessaire d’étudier la libération de cytokines par des cellules déficientes en d’autres TLRs après

stimulation par la protéine afin d’exclure toute interaction avec un membre de la famille des

TLRs.

Les mécanismes par lesquels les voies de la FAK et de MyD88 contribuent à la réponse

pro-inflammatoire restent à définir. Comment ces deux protéines apparemment indépendantes

sont-elles chacune indispensable à la libération de cytokines induite par la protéine I/II ? Ces

deux voies de signalisation mènent à l’activation des MAPKs/AP-1 et à la translocation nucléaire

de NF-κB. Nous avons montré que la protéine I/II induit la phosphorylation de ERK1/2, JNKs et

p38 et augmente la liaison à l’ADN d’AP-1 et de NF-κB. Il serait intéressant de déterminer dans

quelle mesure les voies de la FAK et de MyD88 sont impliquées dans la transduction du ou des

signal(aux) menant à la transcription de gènes codant des cytokines pro-inflammatoires. AP-1 et

NF-κB sont-ils activés par les mêmes voies de signalisation ? Comment la coopération de ces

deux voies a-t-elle lieu ? La FAK ne possédant pas de domaine TIR ni de « death domain » une

intéraction directe entre ces deux protéines est-elle envisageable ? Nous avons montré que la

FAK est toujours phosphorylée sur son résidu Tyr-397 en l’absence de MyD88, ce qui suggère

que l’activation de la FAK est indépendante de MyD88. Cependant il est envisageable que la

phosphorylation de MyD88 soit dépendante de la FAK. Il serait intéressant de déterminer si la

FAK pourrait jouer un rôle dans ce processus directement par son activité kinase ou

indirectement en recrutant une autre kinase, ce phénomène pourrait être indépendant ou non de

l’activité kinase de la FAK. Des expériences de colocalisation permettraient de mette en

évidence une éventuelle intéraction entre ces deux protéines. Par ailleurs, la Btk pourrait

constituer un lien entre la FAK et MyD88 dans les cellules myéloїdes. L’utilisation de

macrophages isolés de patients atteints d’agammaglobulinémie n’exprimant pas de Btk

fonctionnelle permettrait de déterminer si la Btk est également indispensable à la libération de

cytokines induite par la protéine I/II. Si la Btk devait jouer un rôle dans les cellules myéloїdes,

par quelle(s) protéine(s) de signalisation seraient-elle alors remplacée dans d’autres cellules ?

Ces voies de signalisation induites par la protéines I/II et menant à la synthèse de cytokines

pourraient également être impliquées dans la synthèse d’autres médiateurs, telle la MMP-3, dont

les promoteurs possèdent des sites de fixation d’AP-1 et il a été montré que NF-κB est également

capable de participer à la synthèse de MMPs. Il serait intéressant de déterminer si cette synthèse

de MMP-3 induite par la protéine I/II est également dépendante de la FAK et de MyD88.

Au cours de ce travail, nous avons utilisé en parallèle des FLSs rhumatoïdes et des FLSs

de patients atteints d’arthose afin de déterminer si les réponses cellulaires observées étaient

dépendantes de l’origine des FLSs. Avec la protéine I/II, nous avons confirmé d’autres résultats
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indiquant que les FLSs de patients atteints d’arthrose sont capable de répondre à des stimuli très

divers en libérant des cytokines pro-inflammatoires. Les différences observées dans la synthèse

de cytokines entre ces deux types de FLSs sont quantitatives plutôt que qualitatives. Cependant,

en étudiant la réponse transcriptionnelle des FLSs après stimulation par la protéine I/II, nous

avons montré que les profils d’expression géniques des FLSs rhumatoïdes et des FLSs

arthrosiques sont très différents et que seuls les FLSs rhumatoïdes libèrent significativement plus

de MMP-3 en réponse à la stimulation par la protéine I/II. Cette réponse des FLSs rhumatoïdes

ne s’explique pas par des différences dans les voies de signalisation que nous avons étudiées,

mais nous ne pouvons exclure une contribution différente de certains éléments de signalisation

et/ou la mise en jeu d’autres voies de signalisation dans les FLSs rhumatoïdes et les FLSs

arthrosiques.

Les comparaisons des réponses in vitro des FLSs rhumatoïdes et des FLSs de patients

atteints d’arthrose constitue un outil pour étudier les propriétés intrinsèques des FLSs mais

l’interprétation des résultats reste difficile puisque ces expériences font abstraction de

l’environnement rhumatoïde qui contribue à l’activation des FLSs rhumatoïdes in vivo. Il serait

intéressant d’étudier le rôle éventuel de la protéine I/II dans un modèle animal d’arthrite, mais

les quantités de protéine I/II nécessaires rendent ces expériences pratiquement irréalisables.

L’ensemble de nos résultats indique que des interactions PAMPs-PRRs variées pourraient

contribuer à l’activation in situ des FLSs et constituer un événement majeur dans l’initiation de

l’inflammation synoviale et de sa réactivation chez des personnes présentant des prédispositions

génétiques à développer une PR. Cette hypothèse implique donc non pas un antigène spécifique

mais une variété d’antigènes qui favoriseraient par stimulation de l’immunité innée le

recrutement, l’activation des LT et la rupture de la tolérance au soi.
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