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Resumeé

Bien que les mécanismes exacts conduisant a himflation et a la destruction ostéo-articulaire
dans la polyarthrite rhumatoide (PR) ne soient pasnus, cette maladie auto-immune se
caractérise par l'activation de multiples celluiesmunitaires aboutissant a la synthese de
cytokines pro-inflammatoires et de différents eféeics de la destruction ostéo-articulaire
comme les métalloprotéases et la prostaglandif&E). D’autre part, I'hyperplasie synoviale
agressive est probablement liée a un défaut d’apeptes cellules synoviales. Notre travail a été
réalisé dans un modele de culture de synoviocybeshilastiques humains de PR. La premiere
partie du travail est consacrée a I'étude de I'épep et de I'expression de la cyclooxygénase-2
(COX-2) dans les cellules synoviales traitées patidsgénine, un stéroide végétal. La deuxieme
partie concerne les mécanismes d’action du Iéfludejrutilisé dans le traitement de la PR et
notamment ses effets sur les cytokines pro- etimiimmatoires.

Nos résultats montrent pour la premiére fois quelitsgénine entraine une inhibition de la
croissance, une apoptose des cellules synoviassgciges a une induction de I'expression de
COX-2. Le processus apoptotique déclenché pardsgénine entrainee une chute du potentiel
membranaire mitochondrial, I'activation de la casp8 et une fragmentation de I'’ADN. Les
effets pro-apoptotiques de la diosgénine sont &sa@cune surexpression de COX-2 corrélée a
une augmentation de la production de RP&tlogeéne.

L’A77 1726, métabolite actif du Iéflunomide, esspensable a forte dose (1@d1) d’'une
augmentation de la sécrétion d’interleukine (IL)-@Qune diminution de la production d’IL-11
et n’a pas d’effet sur celles du récepteur soldoleumor necrosis factos- (STNFRI) et de I'IL-

8. Nos résultats confirment que I'A77 1726 est oas@able d’'une diminution de la production
d’'IL-6 et de PGE et d'une augmentation de I'antagoniste du récepled’lL-1 (IL-1Ra). Les
effets de 'A77 1726 semblent associés a une duiivale lamitogen-activated protein kinase
(MAPK) p38. Enfin, 'A77 1726 est un puissant initddur de I'activation dwuclear factorxB
(NF-«B) induite par I'lL-13.

MOTS CLES::

Polyarthrite rhumatoide, synoviocytes humains, gkoge, Iéflunomide, cytokines,

interleukine-10, interleukine-11, apoptose, MAPK;-RB, cyclooxygénase-2



Abstract

Although the exact physiopathology of rheumatoithrtis (RA) is unknown, this chronic
inflammatory joint disease is characterized by #mivation of multiple immune cells,
production of pro-inflammatory cytokines and symsikeof different destructive factors such as
metalloproteases and prostaglandin (PGE). In addition, alterations in the apoptosis of
synovial cells is probably responsible for synovigiperplasia. We studied the effects of
diosgenin, a plant steroid, and the effects otiledimide, a disease-modifying antirheumatic drug
in a model of cultured human RA fibroblast synowalls (RA FLS).

First, diosgenin inhibits RA FLS growth with apogi® induction associated with
cyclooxygenase-2 (COX-2) upregulation. We obsereedoss of mitochondrial membrane
potential, caspase-3 activation and DNA fragmeomatfter diosgenin treatment. These results
suggest that the proapoptotic effect of diosgesiragsociated with COX-2 overexpression
correlated with overproduction of endogenous PGitthe second part of the study, we showed
that hight dose of A77 1726 (100M), the active metabolite of leflunomide, increased
interleukin(IL)-10 secretion, decreased IL-11 rekeand had no effect on tumor necrosis factor-
a soluble receptor | (STNFRI) and IL-8 secretionlifl B-stimulated RA FLS. Furthermore, our
results confirmed that A77 1726 decreases IL-6 BG&E synthesis while it increases IL-1
receptor antagonist (IL-1Ra) secretion. The eft#cA77 1726 on IL-10 and IL-11 secretion
seemed to be associated with the status of p38gemtactivated protein kinase (MAPK)
activation. Furthermore, A77 1726 was a potent binbr of nuclear factokB (NF-xB)

activation induced by ILf1in human RA FLS.

KEY WORDS:

Rheumatoid arthritis, human synoviocytes, diosgeteflunomide, cytokines, interleukin-10,

interleukin-11, apoptosis, MAPK, NkB, cyclooxygenase-2.



Sommaire
RE SUME ... oo i 3
A B S T R A T i e i 4
SOMM AR e e e 5
P UB LI AT ION S oo e i 8
LISTE DES ABREVIATION S oot 9
INT RO DU C T ION o e e i, 15
PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE ... e e et e e et e e e eaas 18
I/ PHYSIOPATHOLOGIE DE LA POLYARTHRITE RHUMATOIDHPR) ....covvvviiiiiieeeen. 19
A/ LA SYNOVITE RHUM AT OIDE .. i st e ettt ettt rareeananas 19
B/ ROLE DES CELLULES Tttt s e et rr e 21
C/ROLE DES CELLULES B oo e e e e i, 26
D/ ROLE DES CELLULES SYNOVIALES ... 27
E / ROLE DES CELLULES DENDRITIQUES .........oite e 9.2
F/CYTOKINES ET POLYARTHRITE RHUMATOIDE ..ot 30
G/ LA DESTRUCTION OSTEO-CARTILAGINEUSE ... 42
H L L AN GIOGENESE ... e i, 44
11/ LE METABOLISME DES CYCLO-OXYGENASES ..., 45
A/ METABOLISME DE L'ACIDE ARACHIDONIQUE .......cooccieeeeeeeeicee e 45
B/ LES TROIS TYPES DE CYCLO-OXYGENASES (COX) ...................................... 46
C I LES PROST AGLANDINES ... e e e, 48
D/ CY CLOOXY GENASES ET PR o e 49
Il / VOIES DE SIGNALISATION INTRACELLULAIRE ET POLYARTHRITE
RHUM A T OIDE oo e e e s 50
A LA VOIE TRAF/NIK KB IKINE KB .o 51
B/ LA VOIE DES MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN (MAP) KIMSES........oil 54
C /LA VOIE PHOSPHATIDYL INOSITOL-3 KINASE (PI3K) ...cceviivieeeeevieiiciee e 57
D LA VO E JAK ST AT i s 57
AV I Y ol @ ] o L 1] = 58
A/ APPROCHES GENERALES DE L' AP OPTOSE ...t e 58
B/ POLYARTHRITE RHUMATOIDE ET APOPTOSE ..., 78
V [ LE LEFLUNOMIDE ..o i et e et e et e et 80

VI/ LA DIOSGENINE ... .ottt ettt e e e e e e e 82



MATERIELS ET METHODES ..ottt oottt e et e e e et e et e eee e e 86
| / CULTURE PRIMAIRE DES CELLULES SYNOVIALES ....ccoitioeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 87
A/ PREPARATION ET CULTURE PRIMAIRE DES CELLULES SYOVIALES
HUMAINES ...ttt et eemeee et e ettt et e et e et e et e et e e e et e ene e e e eereeeneeareennens 87
B / CULTURE DES SYNOVIOCYTES HUMAINS DE TYPE B ooeeeeeeeeeeeeeeeeeveenn 88
Il / ETUDE DE LA PROLIFERATION DES CELLULES SYNOVIAES
FIBROBLASTIQUES. ....ceeeoet ettt e et et e et e et e et e et et et e et e et e eneeeeeeeeeeneneneneeens 88
A/ TEST AU MTT APRES TRAITEMENT PAR LA DIOSGENINE......cccooovveveereenn.. 88
B / MICROSCOPIE OPTIQUE A CONTRASTE DE PHASE.ccooieveieieeeeeeeeseeieeenn. 89
11/ ANALYSE DE L'APOPTOSE ...ttt eeee et et eee s e s e seee e senenens 89
A/ ETUDE DU POTENTIEL MEMBRANAIRE MITOCHONDRIAL ETMARQUAGE
AU DAP L ettt emeeee ettt e e e et e et e et r et e et et e et e nee e 89
B/ DOSAGE DE L'ACTIVITE CASPASE-3 ...ttt ettt 90
C / ANALYSE QUANTITATIVE DE L'APOPTOSE ......ooutoeeeeeeeee e, 91
IV / ANALYSE DE L'EXPRESSION DE COX-2 ..ot teeeeeeee e eeee e eeeeeeee s 92
A /EXTRACTION DES PROTEINES TOTALES ...ttt et eeeee e vee e, 92
B / ANALYSE DE L’EXPRESSION DE LA PROTEINE COX2 coeivvveiieeeeeeieeeeeeen, 92
V / ANALYSE DE LA PRODUCTION DE PGE ...c.eveeeeeeeeeeeee oot eeeeeaee e 94
V1 / ANALYSE DE LA PRODUCTION DE CYTOKINES .....toeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeee e, 95
VIl / PREPARATION DES EXTRAITS NUCLEAIRES ET ETUDEE L’ACTIVATION
DIE NF B . ettt ettt ettt et e e et e et e et e et e et e et e et e et e et et e et e e et e et e et aeaaes 97
VIII / ANALYSE QUANTITATIVE DES MAP KINASES : PHOSPO-ERK1/ERK2,
PHOSPHO-INK ET PHOSPHO-PBBHUMAINES ........ooiieeeeeee et 08
IX / ANALYSES STATISTIQUES ...t ettt ee e e eeeeene e o8
RE UL T AT S ettt ettt ettt e e et e et e et eea e et e et e et e et et e et et e et e et e rmeeeaeeeeeennneeeee e, 100
| / RESULTATS DES EXPERIENCES REALISEES AVEC LA DSGENINE................. 101
A/ CULTURE DE CELLULES SYNOVIALES .....coutteoeeeee et 101

B/ LES EFFETS DE LA DIOSGENINE SUR LA PROLIFERATNOET LA
MORPHOLOGIE DES CELLULES SYNOVIALES FIBROBLASTIQUEBUMAINES

DE PRttt et eees e e sttt es et e ettt ee et et ee et et et et et et er et er et ee. 102
C / ANALYSE DE LA CHUTE DE POTENTIEL MEMBRANAIRE MTOCHONDRIAL
(AWM .ottt ettt eee et et e e et e e e e e e et e et et ee et eeees et en et e en e 105
D / ETUDE DE L'ACTIVITE CASPASE-3 ....eovieeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeee e 106

E / ANALYSE DE LA FRAGMENTATION DE L'ADN.....vivoereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeereeenn. 107

F / ETUDE DE L’'EXPRESSION ET DE L'ACTIVITE DE LA C®&-2 DANS
L’APOPTOSE INDUITE PAR LA DIOSGENINE DES CELLULESYNOVIALES
FIBROBLASTIQUES DE PR ..ot 109
G / ANALYSE DE LA PRODUCTION DE PGEENDOGENE DANS L’APOPTOSE
INDUITE PAR LA DIOSGENINE DES CELLULES SYNOVIALES

FIBROBLASTIQUES . ... .o e 111
H / ETUDE DE L'EFFET DE LA DIOSGENINE SUR LA FRAGMETATION DE
L’ADN APRES SUREXPRESSION DE COX-2 INDUITE PAR L'HIB.....ccovvvvvverennnnn. 113
|/ LES EFFETS DE LA DIOSGENINE SUR LA PRODUCTIONID-6 ET D’IL-8 PAR
LES CELLULES SYNOVIALES FIBROBLASTIQUES DE PR .....c.vvviiiiiiiii 114
I/ RESULTATS DES EXPERIENCES REALISEES AVEC L'ATITT26.......ccccccvceeveenee. 116
A/ EFFETS DE L'A77 1726 SUR LA FRAGMENTATION DE ADN DANS LES
CELLULES SYNOVIALES FIBROBLASTIQUES DE PR ..o, 116

B/ EFFETS DE L'A77 1726 SUR LA PRODUCTION DE CYTQMXES ET
ANTAGONISTES DES CYTOKINES : IL-6, IL-8, IL-10, 11, IL-15, IL-18, sTNFRI,



C / ANALYSE DE L'EXPRESSION ET DE L'ACTIVITE DE COX2 APRES

TRAITEMENT DES CELLULES SYNOVIALES PAR L'A77 1726.......cccccccvveeeeennee. 123
D /EFFETS DE L'A77 1726 SUR L'ACTIVATION DE NkB ET DES MAP KINASES
(ERKL/ERK2, P38, INK) .. .utiiiiiieeiiiiiiiiie e e e ettt e e e e e ees s e e e e s e st eee e e s s nnnnnneeeeeeans 125
DISCUSSION ...ttt e e eeee e e st e e e e e s s e be e e e e e s s sstseeeeeesnnnaeeeesannnneeeeens 130
[/ PREMIERE PARTIE ... .ottt ettt e e e e e et 133
[/ DEUXIEME PARTIE ....oottiiiiiiitiiiiee e ettt e e e e sitetee e e e e s snsteeaeeesmnnneseeeannsnneeens 138
CONGCLUSION ...ttt e e e st e e e e e s st et e e e e e aasbbaeeeeeeaanssbeeeaenssaneeeeeaanns 144
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES .......ceouiiieietieeeete et sve st ans 148
TABLE DES MATIERES ..ottt eeeae ettt neaaesaeste e eseanens 173
LISTE DES TABLEAUX ...ttt tee e et e e e et e e e e e et eee e e s anne 177
LISTE DES FIGURES.......ooiiiiiiitiiie ettt e ettt e e e e s et e e e e e e enneeans 178
ANNEXES : publications élaborées au cours de |a théSe...ccc.uvvveceiieiiiieiiciiiieeeii 180
ANNEXE L oo et e et e e et et e e e e na et e e e e e 181

ANNEXE 2 .o 182



Publications

B Liagre, P. Vergne, M Rigaud, JL Beneytout. Expi@s of arachidonate platelet-type 12-
lipoxygenase in human rheumatoid arthritis typeyBosiocytes.FEBS letters, 1997; 414, p.159-
64.

P Vergne, B Liagre, P Bertin, J Cook-Moreau, R €=®vJL Beneytout, M Rigaud.
Methotrexate and cyclooxygenase metabolism in cedtthuman rheumatoid synoviocytes. J.
Rheumatol., 1998, 25, p.433-40.

B Liagre, P Vergne, M Rigaud, JL Beneytout. Aracimdte 15-lipoxygenase of
reticulocyte-type in human arthritis type B synamytes and modulation of its activity by
proinflammatory cytokines. J. Rheumatol., 1999,[26044-51.

B Liagre, JL Charissoux, P Vergne, D Bernache-Alssdy JL Beneytout. Effects of
biomaterials on osteoarthritis and rheumatoid sialoeells. Modulation of eicosanoid and
proinflammatory cytokine production. Bioceramiceg).vl1, Edited by R.Z. Le Geros and J.P. Le
Geros, Elsevier Science Ltd 1998, p.297-300.

F Lapicque, P Vergne, JY Jouzeau, D Loeuille, FeGiE Vignon, P Thomas, P Velicitat, D
Tirck, C Guillaume, A Gaucher, P Bertin, P Netfgticular diffusion of meloxicam after a single
oral dose. Relationship to cyclo-oxygenase inhohitin synovial cells. Clin Pharmacokinet., 2000,
39(5), p.369-82.

JC Le Bail, B Liagre, P Vergne, P Bertin, JL Bemeyt G Habrioux. Aromatase in
synovial cells from postmenopausal womsteroids, 2001, 66, p.749-57.

B Liagre, S Moalic, P Vergne, JL Charissoux, D Betme-Assollant, JL Beneytout. Effects
of alumina and zirconium dioxide particles on ardohic acid metabolism and proinflammatory
interleukin production in osteoarthritis and rhetwich synovial cells. J. Bone Joint Surg. [Br],
2002, 84-B, p.920-30.

Publications élaborées au cours de la thése:

B Liagre, P Vergne-Salle, C Corbiere, JL Charissallx Beneytout. Diosgenin, a plant
steroid, induces apoptosis in human rheumatoidridstrsynoviocytes with cyclooxygenase-2
overexpression. Arthritis Res. Ther., 2004, 6, F.R83 (Annexe 1).

P Vergne-Salle, DY Léger, P Bertin, R Tréves, Jn®gout, B Liagre. Effects of the active
metabolite of leflunomide, A77 1726, on cytokindeese and the MAPK signalling pathway in
human rheumatoid arthritis synoviocytes. Cytokif82 31, p.335-48 (Annexe 2).



Liste des abréviations

A
AA : acide arachidonique
ABTS : 2,2’-azino-di-[3-éthylbenzothiazoline sulfme]
Ac : anticorps
ADCC : cytotoxicité liee au fragment Fc des immulobglines
ADN : acide désoxyribonucléique
ADNCc : ADN complémentaire
ADP : adénosine diphosphate
AIF : “apoptosis-inducing factor”
AINS : anti-inflammatoires non stéroidiens
AMPc : adénosine monophosphate cyclique
ANT : transporteur de nucléotide adénylique
AP-1 : « activator protein », facteur de transaoipt
Apaf-1 : “Apoptotic protease-activating factor”
AURE : “adenosine-uridine rich element”
ARN : acide ribonucléique
ATF6 ou 4 : “Activating Transcription Factor”
ATP : adénosine triphosphate

BAR : “bifunctional apoptosis regulator”

Bcl-2 : “B-cell leukemia/lymphoma 2-like proteins”
bFGF : “b fibroblast growth factor”
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CREB : “Cyclic-AMP regulatory binding protein”



DAG : diacylglycérol

DAPI : 4’,6-diamino-2-phenylindole
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DD : “Death Domain”

DED : “death effector domain”

DEDAF : “DED-associated factor”
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F
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PG : prostaglandine
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PR : polyarthrite rhumatoide

RANK : récepteur activateur de NéB

RANTES : “regulated upon activation T cell expraek&esecreted”
RE : réticulum endoplasmique

RIP : « receptor-interacting protein »

RLO : radicaux libres oxygénés

RNase : ribonucléase

RT : transcription réverse

SAM : “sterile alpha motif”

SdFFF : “sedimentation field flow fractionation”

SDS : sodium dodécyl sulfate

SDS-PAGE : électrophorese sur gel de poly-acrylareid présence de SDS
Smac : “Second Mitochondria-derived Activator ofspase”

SOCS : “suppressor of cytokine signalling”

STAT : “signal transducers and activation of tramgmon”

STNF-R : récepteur soluble du TNF

SVF : sérum de veau foetal

TBS : tampon tris salin
TCR : récepteur a 'antigene du lymphocyte T
TGF{ : “tumor growth facto”
TIMP : inhibiteur de métalloprotéase
TNF : “tumor necrosis factor”
TNF-R : “TNF receptor ”
TRADD : “TNF receptor-associated death domain”
TRAF : “TNF receptor-associated factor”
TRAIL : “tumor necrosis factor-related apoptosiducing ligand”
Treg : cellule T régulatrice
TX : thromboxane

U
UDPGD : uridine diphosphoglucose dihydrogénase
URF : unité relative de florescence
URL : unité relative de luminescence

\%
VCAM-1 : «vascular cell adhesion molecule »
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VDAC : canal anionigue voltage-dépendant
VEGEF : « vascular endothelial growth factor »
X
XAF-1 : “XIAP associated factor”
XIAP : “X-chromosome-linked inhibitor of apoptogisotein”
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Décrite par le Francais Auguste Landré-Beauvaid&90, la polyarthrite rhumatoide (PR)
est le plus fréquent des rhumatismes inflammatahesniques. Sa prévalence en France varie de
0,3 a 0,8% de la population adulte. Elle atteioistfois plus la femme que 'lhomme, surtout entre
30 et 50 ans. Elle est classiqguement intégrée Bagsoupe des maladies auto-immunes et des
connectivites. Maladie ou syndrome ? C’est unectiin trées hétérogene ce qui explique les
difficultés de sa prise en charge. Certaines PReséat tres bénignes, d’autres au contraire sont
d’'une agressivité redoutable. Aprés une phasehlari@installation de la maladie, la période d’état
se caractérise par une polyarthrite bilatérale, &sique et destructrice, d’évolution chronique
entrecoupée de phases aigués et parfois complagiégnifestations systémiques : manifestations
hématologiques, pleuro-pulmonaires, cardiaquesatitges, atteinte rénale et oculaire, vascularite,
etc...

L’étiologie et la pathogénie de la PR restent nmanues. Un grand nombre d’avancées ont
cependant permis de mieux définir les nombreusesaictions entre différents types cellulaires
présents au sein de l'articulation enflammée epamiculier d’affiner nos connaissances sur les
cytokines, acteurs majeurs de ces interactionsleStgrsant immunitaire, les principales cellulas e
cause sont les lymphocytes B, les lymphocytes Test cellules dendritiques. Au sein de
I'articulation, les cellules endothéliales permettéa migration des cellules et concourent a la
néoangiogenése observée. Les synoviocytes et nhegep synthétisent des facteurs pro-
inflammatoires et des molécules effectrices resmloies de la destruction ostéocartilagineuse.
Parmi ces facteurs, les cytokines jouent un rolgennaavec en téte leumor necrosis factea
(TNF-0) et I'interleukine (IL)-1. Il s’établit un désédiore entre cytokines pro-inflammatoires et
anti-inflammatoires au profit des premiéres. Pdivation ou en synergie avec les cytokines pro-
inflammatoires, les prostaglandines amplifient Epanse inflammatoire et participent a la
destruction articulaire. L’'activité de ces diffétemédiateurs nécessite la transmission d’un signal
intra-cellulaire. Les principales voies de sigratisn impliquées dans l'inflammation sont les voies
des mitogen-activated proteitMAP) kinases et dunuclear factor-kappaBNF-«xB). Elles sont
désormais considérées comme des cibles thérapesit@javenir. Enfin, la formation du pannus
synovial, constitué d’'une hyperplasie des cellggsoviales envahissant les structures voisines, est
probablement liée a un défaut d’apoptose. Cepentisntnécanismes de contréle de I'apoptose des
cellules synoviales dans la PR sont encore malusonn

Des avancées importantes dans la compréhensiométzmismes physiopathologiques ont
permis le développement des nouveaux traitementsTHRF ayant une efficacité clinique
spectaculaire et le pouvoir de diminuer la progogsdes destructions articulaires. Cependant, leurs
effets sont le plus souvent suspensifs, avec eepies I'évolution a l'arrét. Ainsi, il reste de

nombreuses inconnues concernant la physiopathologie
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Dans l'axe des difféerents théemes d’intérét du labmre de Biochimie et Biologie
moléculaire de la Faculté de Pharmacie de Limagatse travail a été centré sur les thérapeutiques
de la PR : notamment le Iéflunomide et ses mécasusdiaction et la diosgénine, un stéroide
végeétal, dans un modeéle de culture de cellules\sgles fibroblastiques de PR que nous utilisons
depuis plusieurs années.

Aprés une étude bibliographique sur la physiopatyiel de la PR, le métabolisme des
cyclo-oxygénases, les voies de signalisation io¢thilaires, I'apoptose, le Iéflunomide et la
diosgénine, nous avons sépareé les résultats dési@xpes réalisées en deux parties.

Dans le laboratoire, différents travaux ont pottéles effets de la diosgénine et ont montré
gu’elle pouvait induire I'apoptose de différentemEes cellulaires cancéreuses humaines, associée
a une augmentation de I'expression de la cyclo-érgge-2 (COX-2). Compte tenu de la résistance
des cellules synoviales a I'apoptose dans la Piguk est apparu intéressant d’étudier les effets d
la diosgénine sur la prolifération, la survie dedlutes synoviales, ainsi que lI'expression et
I'activité de COX-2 et ses relations avec I'apoptasns les cellules synoviales de PR en culture.
Les résultats de ces expériences représenterdgrzgre partie du travail exposé.

La deuxieme partie concerne les mécanismes d’adiioléflunomide, un traitement de la
PR ayant fait la preuve de son efficacité clinigues mécanismes d’action du Iéflunomide sont
probablement multiples et le plus connu est la dirmion de la prolifération des lymphocytes T
activés par inhibition de la dihydroorotate désloggnase (DHODH), une enzyme clé de la voie de
biosynthesale novode pyrimidine. Les autres cibles du Iéflunomidenpaient étre les médiateurs
de linflammation et notamment les cytokines. A édle ses propriétés inhibitrices sur la
production de prostaglandine BPGE), d’'IL-6 et au contraire activatrices de la protioec d’'un
inhibiteur naturel, I'antagoniste du récepteur’del (IL-1Ra), nous nous sommes intéressés a ses
effets sur différentes cytokines pro- et anti-infaatoires : I'lL-8, I'lL-10, L’IL-11, I'IL-15, I'IL -

18 et le récepteur soluble du TNF. Puis, nous aymas particulierement étudié les voies de

signalisation impliquées dans les effets du Iéftaite sur I'lL-10 et I'lL-11.
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| /| PHYSIOPATHOLOGIE DE LA POLYARTHRITE
RHUMATOIDE (PR)

La pathogénie de la PR reste obscure, méme spkose qu’il s’agit d’une affection auto-
immune, impliquant les lymphocytes T et B, en ré&@a une stimulation antigénique de nature
variable (antigénes ou super-antigenes, endogérexagene), dans un contexte de susceptibilité
génétique. Les synoviocytes jouent également um irbportant, en particulier dans la phase de
destruction ostéo-articulaire et dans la perpé&inale la maladie. Naturellement, 'immunité innée,
dans laquelle se rangent linflammation et la paidun de cytokines, occupe une place
fondamentale, siege des actuels progrés thérapestid’'angiogenese, enfin, est un phénomeéne
transversal, intervenant tout au long de la malddensemble de ces acteurs va transformer une
articulation normale, en une articulation inflamoisg siege d'une hypertrophie synoviale
richement vascularisée, infiltrée par des cellded’inflammation et des lymphocytes, précédant

parfois de peu une destruction cartilagineuse stuse (Boissier, 2002) (figure 1).

A /LA SYNOVITE RHUMATOIDE

La membrane synoviale normale est constituée de8 Za@uches cellulaires composées de
synoviocytes et appelée intima, reposant sur @l fikro-adipeux vascularisé appelé sous-intima.
L’absence de membrane basale entre tissu synduiaka sous-synovial facilite les échanges. Sur
le plan histologique, il existe 2 types de synoytes (Fitzgerald et al., 1995). Les synoviocytes de
type A ou « macrophage-like » représentent 20 a 8@% cellules synoviales et ont un aspect
macrophagique: appareil lysosomial tres richecuéim endoplasmique réduit, noyau riche en
hétérochromatine et extensions digitiformes. Ekegriment des marqueurs macrophagiques,
notamment CD14 et CD68. Ce sont des cellules diwrigématopoiétique.

Les synoviocytes de type B ou «fibroblaste-likeeprésentent 70 a 80% des cellules
synoviales. Leur aspect suggére une nature fibstqlee: forme allongée, reticulum endoplasmique
et appareil de Golgi trés développé, peu de vasuebgensions digitiformes et noyau pale. Leur
origine serait locale, dérivant des fibroblastestidsu sous-synovial, dont elles se distinguent par
I'expression d’'UDPGD (uridine diphosphoglucose dilpgénase) et de VCAM-1 (vascular cell

adhesion molecule).
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Figure 1: Séquence pathogénique de la polyarthrite rhumatbégees Boissier (2002).
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Dans la PR, la membrane synoviale prolifere powutibau pannus synovial responsable
de la destruction cartilagineuse et osseuse. Laviign rhumatoide est caractérisée par une
hyperplasie de la membrane synoviale, avec un @psésnent de la couche cellulaire bordante
(intima), un infiltrat de cellules inflammatoire€nvasculaires, un cedeme interstitiel et une néo-
angiogenese (Palmer et al., 1995). L'épaississenmiitntima est probablement le résultat d’'une
prolifération des synoviocytes de type B et d’'ucruéement important de macrophages (Fitzgerald
et al., 1995 ; Ritchlin et al., 2004). Dans la sousna, l'infiltrat inflammatoire périvasculairese
composeé essentiellement de macrophages, de lymiglso€yavec une prédominance des CD4 par
rapport aux CD8. Le nombre de lymphocytes B estidaiLes lymphocytes T CD4+ prédominent
en effet dans les zones denses périvasculairesralgs macrophages. Cependant, les lymphocytes
T CD8+ sont bien représentés dans les zones ditesisitionnelles » a la périphérie des agrégats
cellulaires (Fitzgerald et al., 1995).

Les premiers événements restent obscurs. Plusiatgaments plaident pour une
accumulation initiale de cellules macrophagiquescawn phénotype activé, suivie d’une
prolifération des synoviocytes de type B, caras&wi également par des modifications
phénotypiques (Palmer et al., 1995). La prolif@ratiles synoviocytes de type B, probablement liée
en partie a une perturbation des phénomenes degmptcontribue de facon importante a
I'inflammation articulaire et a la dégradation de rhatrice : libération de molécules effectrices
amplifiant l'attraction des leucocytes, synthésendenbreuses cytokines et augmentation de la

production des métalloprotéases (MMPs) (Ritchlialgt2000).

B /ROLE DES CELLULES T

1/ Le paradigme de la cellule T

Premiére étape de la réponse immunitaire spécifigueellule T a été mise au centre de la
physiopathologie de la PR, support d’'un raisonnerappelé « le paradigme de la cellule T dans la
PR » et d’'une théorie presque exclusivement autotine de la PR. Le lymphocyte T CD4 jouerait
un réle dans la phase d’initiation de la maladia. éfet, il y aurait présentation par la cellule
présentatrice d’antigeéne (CPA) d'un antigene adbéne inconnu par des molécules HLA de
classe Il aux lymphocytes T CD4, ce qui enclenaghésgprocessus inflammatoire et I'activation
cellulaire conduisant a la synovite. Le dogme deré&valence des cellules T dans le développement
de la PR a cependant été remis en question il geaquinzaine d’années en attribuant un role
prépondérant a I'activation de cellules non T, artipulier les synoviocytes et aux médiateurs pro-

inflammatoires qu’ils sécrétent. La polémique deraeencore a ce jour quant a la question de
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savoir si le déclenchement de la maladie est on@ghpar les lymphocytes T qui sont activés par un
(des) autoantigéne(s) ou si lintervention des liogytes T n'est que la conséquence d'une
réaction inflammatoire a début articulaire impliqtiees synoviocytes.

De nombreux arguments viennent a I'appui d’'un iéleortant des lymphocytes T (Fox,
1997). Ceux-ci sont souvent trouvés en abondance léatissu synovial et le liquide articulaire de
patients atteints de PR, notamment les lymphocytesprimant le phénotype mémoire CD4+
CD45RO et les lymphocytes porteurs de marqueurstidéion. La liaison de la PR avec des
alleles du complexe majeur d’histocompatibilité (BMde classe Il est un argument important de
I'intervention de ceux-ci dans la pathogénie. Lexlales expérimentaux viennent a I'appui de cette
théorie, notamment celui de larthrite au collagémé ne peut se produire en l'absence de
lymphocytes T actifs. Le role pivot du lymphocytedans la pathogénie de la PR, est renforcé par
I'hypothese du peptide arthritogéne. Le peptideradgéne pourrait étre d’origine exogene (agents
infectieux ou super-antigenes) ou endogéne (calagie type Il, protéoglycanes, glycoprotéine
gp39 chondrocytaire, super-antigenes, etc...). ellais reconnu de facon anormale par les
lymphocytes T CD4, avec comme conséquences |ldénation et I'activation des lymphocytes T,
des lymphocytes B, la sécrétion de cytokines ehédiateurs inflammatoires.

Cependant, plusieurs arguments plaident contrerdardéclenchant et exclusif (Cantagrel
et al.,, 1995): la faible quantité de cytokines Ppelddantes (interleukine(IL)-2, IL-3, IL-4 et
interféron(IFN)y) dans l'articulation par rapport a des cytokinesdpites par d’autres types
cellulaires ; les lymphocytes synoviaux sont defules peu actives (petits et quiescents, faible
nombre de cellules T en phase de multiplicatiods@nce surtout des marqueurs tardifs d’activation
[HLA-DR ou VLA-1] et non du marqueur d’activatiomgzoce [CD25]) ; I'absence d’'oligoclonalité
des lymphocytes T dans la synoviale rhumatoidedgkruction parait souvent peu dépendante de
la présence des cellules T ; enfin la déplétiondes anticorps monoclonaux anti-CD4 n’est pas

toujours efficace en pratique clinique.

2 |/ Migration des cellules T dans larticulation rhumatoide et apparition d’'un organe
lymphoide secondaire intrasynovial

Les lymphocytes T synoviaux sont pour la plupasg celules CD4+ de type Thl produisant
de I'lFN-y et de I'IlL-2 (Boissier, 2002). Les lymphocytes CD&galement présents mais en
proportion plus modeste, ont aussi un role pathiggén lls peuvent intervenir par la production de
cytokines, leur fonction cytotoxique ou en partaip a une inhibition spécifique de la réponse a
certains antigenes. La présence des cellules T ldaneembrane synoviale est la résultante de

phénomenes décrits sous le terme de « homing slybmshocytes concernés entrent en interaction
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avec la cellule endothéliale, car les premiers iexgmt des molécules d’adhérence (récepteurs de
« homing ») tandis que les seconds expriment de=ptéurs appelés adressines. Les chimiokines
ou « chemoattractive cytokines » jouent ici un mdlaieur, a la fois non spécifique (attraction des
leucocytes) et spécifique (chémoattraction de er$apopulations lymphocytaires spécifiques)
(Gerard et al., 2001). Enfin, les cellules T renau sein du tissu synovial sont sélectionnées. La
perturbation des phénoménes d’'apoptose pourraireecompte de leur persistance a long terme
dans la membrane synoviale, longtemps aprés umaigne stimulation. Le micro-environnement
synovial interviendrait dans la persistance déétds ces lymphocytes : I'lFR; produit par les
synoviocytes, est un agent essentiel de la surege lgimphocytes T (Pilling et al., 1999). Les
lymphocytes s’organisent comme dans un ganglionphatique, formant un véritable organe
lymphoide secondaire avec des zones a prédomimknbgnphocytes T voisinant étroitement des
zones de lymphocytes B (Berek et al., 1997). Lamblogie et le mécanisme de formation de cette

néo-organogenése lymphoide sont encore mal connus.

3 / Implication du complexe majeur d’histocompatiblité (CMH)

La PR est une maladie génétiqgue, comme en témditgpeatudes de jumeaux. Le poids des
facteurs génétiques dans la survenue de la matzdlagt de I'ordre de 15%. De nombreuses
recherches ont été menées et la seule associatimelfement identifiée est celle avec le systeme
HLA. L’haplotype HLA DR4 est associé a la PR, notaemt les génotypes DRB1*0401 et 0404
sont fortement associés avec les formes destrestiiie PR dans les populations caucasoides
(Eliaou, 1995). Dans les groupes ou les alleles DRB01 et 0404 sont rares, d’autres alleles
paraissent impliqués dans la susceptibilité a lalade, tels DRB1*0101, DRB1*1001,
DRB1*1402, et peut étre I'association d’alleles@@B1 a des spécificités DQ3 et DQ5 (Nepom,
2001). La fonction initiale des molécules de clafiselu CMH est de présenter I'antigéne,
I'ensemble antigene-molécule de classe Il a laaserfle la CPA étant spécifiquement reconnu par
le récepteur a I'antigene de la cellule T, en fartman complexe trimoléculaire (CMH-antigene-
récepteur a I'antigene) (figure 2).
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Cellule présentatrice
d’antigene ICAM-1
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Figure 2: Présentation de I'antigéne par le complexe majhistocompatibilité au récepteur a
I'antigene de la cellule T (TCR) d’aprés Boissi20@2).

Les différents alleles HLA de classe Il a risquetggent une séquence d’acides aminés
identiques (QKRAA ou QRRAA ou RRRAA) entre les pimsis 70-74 de la °8*° région
hypervariable du domaine NH-2 terminal appelé (o@e partagé » (poche moléculaire dans
laguelle se loge l'antigéne présenté). Plusieurgothgses ont été proposées. Cette séquence
d’acides aminés serait impliquée dans la présentales peptides antigéniques aux récepteurs des
cellules T. Il y aurait ainsi sélection et présénta de peptide(s) auto-réactif(s) qui serai(en)t
responsable(s) de [linitiation du processus patyiglee (Eliaou, 1995). Certains antigenes
microbiens contiennent cette séquence comme ldgipes bactériennes de choc thermique, hsp.
L’hypothése serait que les molécules HLA DR4 coateQKRAA, comme HLA DRB1*0401,
pourraient elles-mémes étre présentées comme tigéras, faire sélectionner dans le thymus des
lymphocytes T spécifiques de QKRAA, capables epsdé reconnaitre des antigénes microbiens

porteurs de cette séquence par réaction croiséel'daticulation (Albali et al., 1995).

4 | Réponse des lymphocytes T dans la synoviale

La recherche directe d'un auto-antigene respongéibldéclenchement de la PR s’avérant
infructueuse, de nombreuses études ont été réalmte analyser les caracteres et la spécificité de
la réponse T dans la membrane synoviale. La tr@sdgr majorité des lymphocytes T expriment a
leur surface un récepteur (TCR) hétérodimériquenéord’'une chainex et d’'une chaing. Le
répertoire potentiel des lymphocytes T est d& 30107 spécificités, correspondant au nombre

théorique de combinaisons possibles des genesblemigdV et B du TCR. Il est en réalité
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beaucoup plus restreint. Dans la PR, les lymphscytesynoviaux et du sang périphérique
expriment 'ensemble des genef.\Néanmoins, une surexpression de certaines famdlegénes
VB par les lymphocytes T de la synoviale par rappoceux du sang circulant a pu étre mise en
évidence: B3, VB17, V314 (Alam, 1995). Sur les nombreuses études coremeré&e sujet, des
différences notables existent et ces prédominamsessblent varier selon que l'on étudie la
membrane synoviale ou le liquide articulaire. Cefteestion de I'oligoclonalité de la réponse T
n'est pas résolue. Quoi qu’il en soit, des anoraalie répertoire paraissent exister concernant a la
fois les lymphocytes CD4+ et CD8+.

Enfin, les différents modeles expérimentaux de ghyite chez I'animal montrent que la
phase effectrice de la maladie peut étre la corsémgu de réponses immunitaires diverses
(Fournier, 2005). Il peut s’agir de lymphocytes féaifiques d'un autoantigéne a localisation
strictement articulaire (le collagene de type lIr gxemple) ou dirigés contre une protéine
ubiquitaire (la glucose-6-phosphate isoméraseys@acumulerait dans l'articulation. Au contraire,
remettant en cause le concept de l'antigéne ag#itique unique, une mutation d’'une protéine
(ZAP-70) intervenant dans la signalisation indpiée le TCR pourrait altérer la sélection positive e

négative dans le thymus et aboutir a des lymphedyyperréactifs a de multiples antigenes.

5/ Les cellules T régulatrices

A c6té des lymphocytes T de type Thl et Th2, istexdes cellules T régulatrices (Treg)
caractérisées par les molécules CD4 CD25, mais &dacteur de transcription Foxp3 et le
récepteur du TNF induit par les glucocorticoide$T@ (Fournier, 2005). Le mécanisme d’action
de ces cellules Treg requiert un contact cellulaivec la cible. Dans le modéle d’arthrite au
collagene, la suppression de ces cellules avaniritinisation accélere et augmente la sévérité de la
maladie. Dans la PR, il pourrait exister une attérades cellules Treg CD4+ exprimant fortement
CD25 (Cao et al., 2003).
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C/ROLE DES CELLULES B

Depuis les études effectuées sur des modeles ma@édux, il semble vraisemblable que les
lymphocytes B et les anticorps qu’ils sécretentupent une place importante dans la survenue de
la maladie. Le fait que la membrane synoviale gus®rganiser comme un organe lymphoide
secondaire est un lien pathogénique important. (etit expliquer la transmission locale,
intrasynoviale, de messages entre les lymphocyteisBl, venant s’ajouter a la présentation locale
d’antigenes par les CPA.

1/ Les auto-anticorps dans la PR

Le facteur rhumatoide, qui est un anticorps dirigéntre la portion Fc des
Immunoglobulines (Ig) G synthétisé par les lymphesyB est présent dans 70 % des PR et est
associé aux formes plus séveres. Il s’agit promadte d’'un co-facteur important de la PR, mais
pas d’'un élément déclenchant. Cependant, un meaéheal de PR entierement transmissible par
les anticorps a été décrit. Il s’agit de la sol#&N/NOD : croisement d’'une souris NOD et d’'une
souris transgénique pour un récepteur T reconmdissee molécule HLA de classe Il occupée par
un peptide de la glucose-6-phospho-isomérase (@RIiskoff, 1996). Le sérum de ces souris
développant spontanément une polyarthrite destceateproduit la maladie quand il est transféré a
d’autres souris, la transmission étant liee a dés-anticorps anti-GPI. D’autres anticorps, les
anticorps anti-citrulline, se sont révelés étredliessants dans le diagnostic de la PR car tres
spécifiques (95%). Leur sensibilité dans la PRtrgee d’environ 50%, mais ils sont présents dés le
début des signes cliniques et méme possiblemesteplis mois ou années avant le début de la
maladie (Zeng et al., 2003). Il n’a pas été endgit de role pathogene a ces anticorps. Bien que
ceci reste controversé, il semble que les protaleels synoviale rhumatoide soient anormalement
citrullinées par rapport a des protéines synovial@snales. La citrullinisation anormale pourrait
entrainer lI'immunogénicité des protéines sur urrater génétiquement prédéterminé et plus
précisément chez les patients présentant I'épitbfid DR partagé. L'origine de cette
citrullinisation anormale des protéines synoviafesurrait étre génétique, un polymorphisme
particulier du géne d’une D-iminase citrullinant®D? 4 (Mariette, 2004).

Des autoanticorps dirigés contre des antigénes dudilage seraient des agents
pathogéniques possibles. Trois autoantigenes éntofjet de plusieurs travaux : le collagéne de
type Il, 'aggrécane et la glycoprotéine gp39.dtst la cible d’anticorps retrouvés dans le liquide

synovial de PR et sont arthritogénes chez la s¢Basssier, 2002).
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2 [ Le role du lymphocyte B dans l'auto-immunité

Non seulement le lymphocyte B est le précurseypldsmocyte responsable de la sécrétion
des anticorps, mais il s’agit aussi d’'une remartgiabllule présentatrice d’antigenes. Son réle dans
'auto-immunité pourrait également passer par la&sentation anormale d’auto-antigenes.
L’'immunoglobuline de membrane des lymphocytes Brarla fixation de I'antigene qui peut
ensuite étre « processé », puis présenté au lyrngfghdc(Mariette, 2004). Les effets du rituximab
dans la PR illustrent l'importance des lymphocytsdans la pathogénie de cette maladie
immunologique. Le rituximab est un anticorps moooel chimérique anti-CD20 et le CD-20 est
une molécule spécifique du lymphocyte B maturefixation du rituximab sur la CD-20 entraine la
lyse du lymphocyte B par un mécanisme de cytott&iede au fragment Fc des immunoglobulines
(ADCC) et par activation du complément (CDC). Réoant, une étude randomisée contre placebo
a montré l'efficacité spectaculaire du rituximabnsida PR maintenue pendant 6 mois apres
seulement deux perfusions a J1 et J15. L'effeiquim était associé a une déplétion B majeure et a

une diminution importante du taux de facteurs rhiwices (Panayi, 2005).

D/ ROLE DES CELLULES SYNOVIALES

Firestein et al. (1990) ont remis en question le grincipal et initiateur du lymphocyte T
dans la physiopathogénie de la PR. En effet, darmsyhoviale rhumatoide, les lymphocytes T
CD4+ paraissent quiescents, n’expriment pas leussqueurs d’activation (IL-2R, VLA-1,
transferrine) et surtout les cytokines produites Ipa lymphocytes T activés sont en trés faible
quantité (IL-2, IL-3, IL-4 et IFNy). Au contraire, les synoviocytes macrophage-likpd A) et
fibroblaste-like (type B) expriment des marqueuesctivation. Les cytokines majoritaires dans le
liquide articulaire ou la synoviale de PR (IL-1, Fd et IL-6) sont produites par ces cellules. Dans
I'arthrite a I'adjuvant complet de Freund, les syiogytes sont activés et expriment des molécules
HLA de classe Il avant le début de I'arthrite ettgut avant I'afflux de cellules mononucléées dans

la membrane synoviale (Lopez-Bote et al., 1988).

1/ Fibroblastes synoviaux

La synovite rhumatoide se caractérise par une trgphie de la membrane synoviale et
I'invasion des tissus voisins. Cette membrane siat®wevenue agressive est parfois comparée a
une tumeur de malignité locale. Des modification®rphologiques et fonctionnelles des
fibroblastes synoviaux ont été observées. Cependariest pas totalement clair de départager le

caractere primitif de ces transformations (« PRagn que maladie du fibroblaste synovial ») de la
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possibilité de modifications secondaires aux évamssurvenant dans le microenvironnement
articulaire (« PR en tant que maladie impliquariideoblaste synovial »). Les arguments montrant
cette transformation sont nombreux : morphologieitep d’'inhibition de contact, activation de
plusieurs oncogenes egr-1, c-fos, c-jun, c-mycas;-c-sis, détection d’'une activité télomérase
comme dans les tumeurs (Kinne et al., 1995 ; Bmiss2002). L’hypothese d'une expansion
monoclonale ou oligoclonale de fibroblastes a éé&eé (Imamura et al., 1998). Dans ce contexte,
le groupe de Firestein a développé la possibiligdtribuer les transformations synoviales et les
taux anormalement bas d’apoptose synoviale a ddstions des genes contrdlant I'apoptose,
comme p53 (Firestein et al., 1997).

D’autre part, ces cellules produisentvitro, aprés stimulation par I'lL-1 ou le TNé; de
nombreuses enzymes protéolytiques de type métatlipases, aggrécanases, cystéine et sérine
protéases, impliqguées dans la dégradation duagetarticulaire (Mohammed et al., 2003).

2 | Les macrophages synoviaux

Le systeme phagocytaire mononucléé de la membranevisle est représenté par les
synoviocytes macrophagiques de type A de la réigittmale et les macrophages de la région sous-
intimale et du liquide synovial.

Les études d'immunophénotype ont montré que laf@ration synoviale, dans la PR, était
largement liée au recrutement des macrophagesr{Asoa et al., 1995).

D’autre part, les macrophages de I'intima et deolas-intima n’ont pas exactement le méme
phénotype. Il existe notamment une absence ou immution d’expression de CD25 (IL-2R),
CD35 (récepteur de C3b) et CD34 a la surface desaphages de I'intima par rapport a ceux de la
sous-intima qui pourrait correspondre a une difféi@ion des macrophages de la région sous-
intimale en macrophages de la région intimale (A#isau et al., 1991).

L’ensemble des macrophages synoviaux est égaleo@gattérisé par une augmentation de
I'expression de diverses molécules d’adhésiomtdyrinef2, CD11a, CD11b, CD11lc, VCAM-

1 (vascular cell adhesion molecule-1), ICAM-1 (iotdlular adhesion molecule-1), E-sélectine,
LAF-3 (lymphocyte function associated antigen-3)GAM-3 (Athanasou et al., 1995).

Pour Firestein et al. (1990), il existerait entracnophages et fibroblastes synoviaux un
systéme paracrine/autocrine complexe. En effetnl@srophages sont capables de libérer de I'lL-1
et du TNFe qui stimulent la prolifération des fibroblastesaagmentent la production d’IL-6 et de
granulocyte macrophage-colony stimulating factoM(GSF). Le GM-CSF peut stimuler la
synthése d’IL-1 et augmenter I'expression des muidscHLA de classe Il sur les macrophages. Le

TNF-a peut agir en synergie avec le GM-CSF. La produdii@ale de cytokines pourrait avoir un
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impact sur les cellules T et contribuer a leurl&aitegré d’activation. L’activation des celluleeB
la production de facteurs rhumatoides pourraiem &t résultat de mécanismes indépendants des
cellules T.

La destruction articulaire est probablement liédaalibération de cytokines par les
macrophages et les fibroblastes activés. Ces es]llleaucoup plus que les lymphocytes T,
prédominent a la jonction synoviale/cartilage obutént les érosions. La libération d’IL-1 et de
TNF-a par les macrophages synoviaux stimule la syntp@sdes synoviocytes de collagénase,
élastase, activateur du plasminogéne et prostagkesdqui sont les principaux effecteurs de la
destruction articulaire.

Les cytokines et en particulier I'lL-1 et le TNFaugmentent I'expression de molécules
d’adhésion (ICAM-1, LFA-3, VCAM-1 et E-sélectine)la surface des cellules endothéliales et
permettent ainsi la migration des cellules T adra¥endothélium vasculaire vers la synoviale. Les
lymphocytes T seraient ainsi de simple « spectateuattirés par le processus inflammatoire, et
n'auraient aucun réle initiateur dans la synovit@ematoide. La PR pourrait ainsi résulter d’'un
déréglement local des fonctions des macrophagefibeiblastes synoviaux, entrainant une

hyperproduction de cytokines et une stimulatioréasjgue des lymphocytes T et B.

E / ROLE DES CELLULES DENDRITIQUES

Les cellules dendritiques (CD) sont dérivees ddhiles souches hématopoiétiques et
résident dans le sang et les tissus périphéridties ont été mises en évidence dans le liquide,
mais surtout dans le tissu synovial. Elles se mgmeat avec les lymphocytes T en agrégats
périvasculaires (Falgarone et al., 2005). Danssfitsynovial, les CD ont un phénotype activé en
comparaison des cellules sanguines et du liquidevégl. Leur migration dans le pannus synovial
est probablement liée a la présence locale de dtidew spécifiques (par exemple CCL19 et
CCL21). La difféerenciation des CD est induite par GM-CSF, I'IL-1, le TNFe et surtout
I'interaction de CD40 et CD40 ligand exprimé pas kellules T (Sarkar et al., 2005). Les CD
différenciées expriment de nombreuses molécules HéAlasse Il, de nombreuses molécules de
costimulation (CD40, CD54, CD58, CD80 et CD86) ailéoules d’adhésion (Falgarone et al.,
2005).

Les CD jouent un r6le majeur dans la physiopathelag la PR car elles représentent de
puissantes cellules présentatrices de I'antigenefokction de I'environnement cytokinique, elles
interviennent aussi dans la transformation phéngiydes lymphocytes T naifs en type Thl ou
Th2. Les interactions entre CD et cellules T sd foar contact cellulaire a travers de multiples
interactions récepteur/ligand, mais aussi pardiimédiaire de cytokines et chémokines. Les CD
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produisent de I'lL-12 et de I'lL-23 qui font baseulla réponse immunitaire vers le type Thl. L’IL-
23 augmente la production lymphocytaire T d’'IL-1jyi a son tour va activer les fibroblastes
synoviaux et augmenter leur réponse a d’autresasigmprovenant des cellules T (Sarkar et al.,
2005). L'interaction entre RANK (récepteur activatee NF«B) situé sur les CD et RANK ligand
exprimé par les cellules T conduit & 'augmentatierla survie des CD (Sarkar et al., 2005).

Au total, les CD pourraient jouer un rble primotdians la présentation de I'antigéne
arthritogéne aux lymphocytes T, dans l'activati@s dellules B. Tout ceci aboutirait a la formation
de lymphocytes T mémoires et pourrait influencerri&onses des macrophages et synoviocytes.
L’environnement cytokinique pourrait aboutir a uhoagement de la durée de vie des CD,

contribuant au caractéere chronique de la maladie.

F/ CYTOKINES ET POLYARTHRITE RHUMATOIDE

1/ Généralités

De nombreuses études vitro et in vivo montrent que les cytokines sont parmi les
principaux meédiateurs des maladies immuno-inflanomed. L'importance de ces cytokines, et
notamment de I'lL-1 et du TNE; dans linflammation et la destruction articulageété bien
établie dans la PR (Dayer, 1994). Ce sont des phptéines solubles de faible poids moléculaire
assurant les communications intercellulaires. Gertasont présentes dans le cytoplasme et sur les
membranes, la plupart sont sécrétées. Les cytokimesionnent rarement isolément mais le plus
souvent en réseau mélant des effets synergiquegplémentaires, ou antagonistes et inhibiteurs.
Leur effet global dépend du tissu ou ces multiggokines sont présentes. Elles agissent soit
directement sur la cellule dont elles proviennefiie( autocrine), plus fréquemment sur les cellules
adjacentes au sein d’'un méme tissu (effet parg¢cratemoins fréquemment a distance sur les
cellules d'un autre organe (effet endocrine). EnBiles peuvent dans les cellules qui les ont
produites, y exercer leur effet biologique sang étcrétées (effet intracrine) (Meyer, 2002). Les
cytokines sont classées selon leur type de réaeptembranaire, mais il est plus pratique de les
classer selon leur fonction principale sachant ig@’'iméme cytokine a souvent de multiples
fonctions, parfois antagonistes (fonction pléion&) et que plusieurs cytokines ont parfois la
méme fonction (fonction pléiotrope). Ainsi on digfuera les cytokines pro-inflammatoires, anti-
inflammatoires, immunorégulatrices, chimiotactiquéshimiokines), hématopoiétiques, les
cytokines de différenciation et de croissance €fiaxt de croissance) (tableau n°1) (Arend, 2001a).

On rapproche des cytokines proprement dites ldsedex solubles capables de se fixer sur

les cytokines. Il s’agit le plus souvent de récepesolubles détachés de la membrane des cellules.
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lIs sont présents souvent a des concentration®lesges dans le milieu synovial inflammatoire.
Certains de ces récepteurs solubles vont inhilaetiVité de la cytokine, comme les récepteurs
solubles du TNF (sTNF-RI et sSTNF-RII). D’autres emlles sont produites physiologiquement et
vont s'opposer a l'activité des cytokines, tel tagoniste du récepteur de I'lL-1 (IL-1Ra). La
plupart des cytokines sont présentes dans lesigswvial de PR (Tableau n°2) (Meyer, 2002).

Les cytokines peuvent étre produites par des esllde différentes origines. Ainsi, dans le
milieu synovial, les sources principales de cytekinsont les monocytes/macrophages, les
polynucléaires et les mastocytes.

Dans la synovite rhumatoide, les cytokines lymplaioys, comme I'IL-2, I'lL-4, et I'lFN-

Yy, sont en trés faible quantité. Ceci contraste éwvgrésence de quantités abondantes de cytokines
monocytaires, macrophagiques et fibroblastiquésstejue le TNFe: et I'lL-1 (Arend, 2001a).

Dans la PR, il existe un déséquilibre entre lesldges pro-inflammatoires comme I'lL-1,
le TNF-u et I'IL-6 et les cytokines anti-inflammatoires cora I'lL-4, I'lL-10, I'lL-13, I'antagoniste
du récepteur de I'lL-1 (IL-1Ra) qui sont en quaninsuffisante (figure 3). Les récepteurs solubles
du TNF< qui normalement régulent cette cytokine sont degmpar la sécrétion exagérée de TNF-
a. L'IL-1 et le TNF-u jouent un role particulierement important en atssaint de fagon synergique
a la libération de métalloprotéases et de prostdgias par les cellules activées (fibroblastes,
macrophages). Il s’en suit une destruction du legei une résorption osseuse et la prolifération

chronique des cellules synoviocytaires.

Rupture
d'équilibre

Cytokines
anti-inflammatoires

ILT Ra
Récepteur soluble IL1
Anticorps anti-TNFo.

. TNFo. récepteurs solubles
Anticorps anti-IL6
i

A

Cytokines
pro-inflammatoires IL10
Inhibiteurs tissulaires
IL1 des métalloprotéases TIMP
TNFao

IL6

Métalloprotéases

Figure 3 : Déseéquilibre entre les cytokines pro- et antiamfimatoires dans la synoviale

rhumatoide d’apres Sany (2003).
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Tableau n°1.Classification fonctionnelle des cytokines seloayér (2002).

Famille

Pro-inflammatoires

Anti-inflammatoires

Chimiokines

Hématopoiétiques

Immunorégulatrices

Facteurs de croissance et différenciation

Membres

IL-1a, IL-1B, TNF-a, IL-6, lymphotoxine
(LT), leucocyte inhibitory factor (LIF), IL-17,
IL-18

IL-1Ra, IL-4, IL-10, IL-13
IL-8, macrophage inflammatory protein-1
(MIP-1a), MIP-13, monocyte chemoattractant
protein (MCP-1), regulated upon activation T
cell expressed & secreted (RANTES),
epithelial neutrophil activating peptide 78
(ENA-78), melanoma growth stimulating
activity (Gran)

IL-3, érythropoiétine (EPO), glacyte
macrophage-colony stimulating factor (GM-
CSF), G-CSF, M-CSF
Transforming growth factop- (TGF{),
interférony (IFN-y), IL-2, IL-4, IL-5, IL-7, IL-

9, IL-16, IL-18

Platdetred growth factor (PDGF),
endothelial growth factor (EGF), b fibroblast
growth factor (bFGF), insulin growth factor
(IGF), TGF$, vascular endothelial growth
factor (VEGF)
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Tableau n°2 Expression des cytokines dans la synoviale rhoidatselon Meyer (2002).

Cytokine ARNmM Protéine
Pro-inflammatoires :

IL-1 o et + +
TNF-o + +
LT + +
IL-6 + +
GM-CSF + +
M-CSF + +
LIF + +
Oncostatin M + +
IL-2 + +
IL-3 + +
IL-7 + +
IL-9 ? ?
IL-12 ? ?
IL-15 + +
IFN-a, -B + +
IFN-y + +
IL-17 + +
IL-18 + +
Immunorégulatrices :

IL-4 + ~
IL-10 + +
IL-11 + +
IL-13 + +
TGF + +
Chimiokines :

IL-8 + +
Groo + +
MIP-1 + +
MCP-1 + +
ENA-78 + +
RANTES + +
Facteurs de croissance :

FGF + +
PDGF + +

VEGF

+
+
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2 | Les principales cytokines intervenant dans lalpysiopathologie de la PR

2.1/ L'interleukine-1 (IL-1)

L’IL-1 existe sous 2 formes : I'lL-d4, protéine essentiellement associée a la cellule,
constituée de 159 acides aminés, d’'un poids maé&eutle 17,5 kDa et I'lLf3 (153 acides aminés
et 17,3 kDa) libérée en grande partie dans le mikatra-cellulaire. Ces 2 cytokines sont
synthétisées dans un premier temps sous formepdiel@e précurseurs de 31 kDa. Le précurseur de
'IL-1 a a une activité biologique. Ce n’est pas le caprdaeurseur de I'lL-f, qui nécessite d’étre
scindé par une enzyme, appelée «IL-1 convertimgyrag » (ICE), mais aussi de nombreuses
protéases telles que la protéase 3 (PR3) (Day®4 &9 2002). De facon générale, I'll-Teste
généralement dans I'espace intracellulaire ou brexprimée a la surface des cellules. On ne sait
encore que trés peu sur la fonction de I'il-btracellulaire sinon qu’elle pourrait jouer unad
dans la survie et la maturation cellulaire (Dayf02). L’IL-1 est produite principalement par les
monocytes activés, mais aussi les synoviocytesnégrophiles, les cellules endothéliales, les
lymphocytes B et les lymphocytes T activés (Dag602).

Deux récepteurs distincts de I'lL-1 ont été canasés : le récepteur de type | (IL-1RI) et le
récepteur de type Il (IL-1RIl) (Dayer, 2002) (figu4). Les IL-Ir et[3 se lient aux deux récepteurs
avec des affinités différentes. Le récepteur de typosséde un long domaine intracytoplasmique et
est responsable de I'induction de la réponse ieliidaire aprés avoir lié I'lL-1. La liaison du
récepteur par I'lL-& ou I'lL-1 induit la formation d’un hétérodimere avec la piné accessoire
du récepteur de I'lL-1 (ILLAcP). Les deux molécupesssedent des domaines « Toll » dont le rble
est important dans la transduction du signal. Lmplexe hétérodimérique recrute la protéine
kinase activatrice du récepteur de I'lL-1 (IRAK) ket signal est alors transduit au noyau par
différentes voies, dont TRAF6, la phosphatidyl itms3 kinase (PI13K), le nuclear facteB (NF-
kB), mais aussi la mitogen-activated protein (MAR)ke p38 (Janssens et al., 2003). Le récepteur
de type Il n’induit aucun signal intracellulaire,aim fonctionne uniquement comme « récepteur
piege » (decoy receptor) permettant de diminuerttdeg d’IL-1 disponible pour la liaison & son
autre récepteur, IL-1RI.
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IL-1Ra et IL-1sRI

’ IL-1RI
IL-1Ra (/) —> Zeeg .
‘ RN
IL-1sRII
IL-1B 3*
AN
I > IL-1RII

« récepteu
leurre »

IL-1 sRII et récepteur ‘leurre’

CELLULAIRE

IL-1sRI = récepteur soluble de I'IL-1 de type I ; IL-1sRII = récepteur soluble de
; I’IL-1 de type 11

Figure 4 : Les familles IL-1 et récepteurs de I'lL-1 d’aprBayer (2002). A : récepteur de type |
de I'lL-1 ; B : récepteur de type Il de I'lL-1.

Les domaines extra-cellulaires des récepteurs peugie clivés et agir comme des
inhibiteurs solubles de I'lL-1 (Dinarello et al.994). L'inhibiteur spécifique de I'lL-d et 3 est
I'antagoniste du récepteur de I'lL-1 (IL-1Ra) (Hiberg et al., 1990). Il se lie au récepteur de-I'lL
1, mais n'est pas capable de déclencher la tratisdud’'un signal intracellulaire. Il existe
actuellement trois isoformes d’lIL-1Ra, dont I'urst sécrétée, les deux autres étant intracellulaires
Si le role de I'lL-1Ra sécrété est bien clair, cales isoformes intracellulaires reste encore a
comprendre. Ces dernieres pourraient servir aibagrilla relative grande quantité d’lleet pro-
IL-1a  a [lintérieur des cellules. LIL-1Ra est essemdelent produit par les
monocytes/macrophages.

Dans la PR, le rble central de I'lL-1 a été biemdétré au cours de ces dernieres années.
Des taux élevés d’IL-1 ont été détectés dans ledesynovial. Le tissu synovial vitro produit
spontanément de I'lLd et IL-1B3, associées a une expression importante des ARNiTdelex
cytokines (Arend, 2001a). L'ILf1 est présente dans le sang périphérique avec patés taux
corrélés a l'activité de la maladie (Dayer, 1994).

Les injections intra-articulaires d’lIL-1 chez lé¢ @ovoquent une arthrite destructrice (Van
den Berg, 2001). Le TNE-induit des lésions d’ampleur moins importante dénsartilage
articulaire. Les arthrites au collagéne ou l'atthrde la souris MRL-Ipr sont aggravées par
I'administration locale ou systémique d’IL-1 (Arerd al, 1995). Dans la synovite rhumatoide,
'IL-1 contribue au chimiotactisme des neutrophilégmphocytes et monocytes, stimule les
fonctions des lymphocytes T et B, et augmente Fesgion des molécules d’adhésion sur les
cellules endothéliales (Arend, 1990). D’autre paslle stimule la production de nombreux

médiateurs intervenant dans la destruction arii@kt ce de fagcon beaucoup plus puissante que le
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TNF-o : métalloprotéinases, aggrécanases, P&Eactivateur du plasminogene (Arend, 1990).
L’IL-1 empéche les processus de réparation en amtiba synthése de protéoglycanes et du
collagéne de type Il constituant le cartilage. Eiiduit également la synthése d’'IL-6, d’IL-8 pas le
fibroblastes et d’IL-2 par les lymphocytes T (Koathal., 1995). D’autre part, les démonstrations du
réle de I'lL-1 dans l'activation des ostéoblastesnant indirectement a la résorption osseuse sont
multiples. L'IL-1 agit sur les ostéoblastes (resgairies de la formation osseuse) en induisant
I'expression de RANKL (ligand du récepteur activatele NF«B), aussi connu sous le nom de
facteur de différenciation des ostéoclastes (OBR)retour, RANKL stimule la différenciation des
précurseurs des ostéoclastes en ostéoclastes saesponsables de la résorption osseuse
(Goldring, 2003).

Le déséquilibre entre IL-1 et IL-1Ra joue probakdam un réle important dans la
physiopathologie de la PR. Il semble que, chep#&tients atteints de PR, la concentration d’IL-1Ra
endogene ne suffise pas a réguler les effets mghait des taux élevés d’IL-1 (Dayer, 1992). De
nombreuses cytokines anti-inflammatoires peuvergmeanter la production d’IL-1Ra, surtout
'IFN 3, mais aussi I'lL-4, I'lL-10 et le TGE (Arend, 2001b). Tout ceci est bien illustré pas le
données cliniqgues thérapeutiques obtenues avecakiAra (forme recombinante de l'lL-1Ra
humain) qui entraine une réduction significatives dgmptdmes de PR et une amélioration de la

qualité de vie (Jiang et al., 2002).

Inflammation Destruction
synoviale osseuse

Défaut de réparation : %
tissulaire _’i ormation pannus

Production de PG Dégradation
et médiateurs de |'inflammation du cartilage

Figure 5: Rdle pivot de I'lL-1 dans les principaux mécanes du processus pathogénique de la
PR (d’aprés Meyer, 2002).
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2.2 / Le facteur de nécrose tumorale ou tumor nesifactora (TNF-a)

Le TNF-a est produit dans la cellule sous la forme d'unpeptide de 26 kDa. La molécule
biologiquement active du TN&-existe en solution sous la forme d’un trimére pdast des sous-
unités d’environ 17 kDa. Il existe également unen® membranaire du TNé&-(environ 1 & 2%)
qui est biologiquement active.

Le TNF-0 exerce ses activités en se liant a des réceppacifiques, qui sont de deux types
. un récepteur de 55 kDa (TNF-RI p55) et un auwer8l kDa (TNF-RIl p75). La portion extra-
cellulaire des deux récepteurs peut étre cliveaette forme soluble (STNFR) de récepteur peut se
lier au TNFa et inhiber ses activités biologiques (Dayer, 1994f taux sériques de STNFR sont
corrélés a l'activité de la PR (Meyer, 2002). L'ebstion de ces taux élevés de récepteurs
solubles, capables de neutraliser les effets du-dNBinte a celle rapportée a partir de cultures
d’explants de synoviale rhumatoide vitro, suggere une tentative de régulation spontanée
insuffisante pour maitriser les phénoménes inflatoires synoviaux.

Le TNF-a0 est essentiellement produit par les monocytesopheages. Comme l'IL-1, il
stimule la production de médiateurs de I'inflammat{Meyer, 2002): PGk leucotriénes, facteur
d’activation plaquettaire (PAF), oxyde nitrique (N& les produits réactifs de I'oxygéne. Il induit
la production de cytokines pro-inflammatoires comiitiel, L'IL-6, le GM-CSF, ainsi que des
chimiokines (IL-8, RANTES, MIP4, MCP-1), et des métalloprotéases médiateurs de la
destruction ostéo-cartilagineuse (Meyer, 2002auiimente I'expression de molécules d’adhésion
par les cellules endothéliales, il active I'angiogge. |l s'agit d'un facteur de croissance des
fibroblastes. Pour illustrer la complexité du résekes cytokines, la production de TMFest
stimulée par I'lFNy et I'lL-1. La production d’IL-1 par les cellulegrsoviales en culture est réduite
apres incubation avec des anticorps anti-TNf&och et al., 1995).

De nombreux arguments plaident pour une parti@paitnportante du TN dans la PR.

En effet, des concentrations élevées de TiN#fit été détectées dans le sérum et le liquidevigino
de PR. Les études immunohistochimiques ont miswvigiegce la présence de TNFdans les
cellules du pannus, les macrophages, les cellubedahtes, les cellules profondes avec une
distribution périvasculaire et plus particuliéereméss jonctions synoviale/cartilage, a proximité
méme des destructions cartilagineuses (Chu €1991). Les taux sériques et synoviaux de TiNF-
sont corrélés aux criteres cliniques et biologiciiastivité de la PR (Emilie et al., 1995).

L’arthrite au collagene chez la souris est aggrgagd’injection de TNFa et améliorée par
les anticorps anti-TNE+ administrés avant le début de la maladie. Lesisawansgéniques

surexprimant le TNF+ développent une arthrite avec destruction articil@och et al., 1995).
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La preuve du réle majeur du TNFdans la physiopathologie de la PR a été appogékep
effets spectaculaires obtenus récemment avecidatibtn thérapeutique chez 'homme des anti-
TNF-o qu’il s’agisse des anticorps monoclonaux humar(isdisximab), humains (adalimumab) ou
des récepteurs solubles du TNF-RII p75 (etaner¢®faini et al., 1998).
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Figure 6: Les difféerentes activités du TNE{d’aprés Sany, 2003).

2.3/ L'interleukine -4 (1L-4)

L’IL-4 est une cytokine de type Th2 anti-inflammia¢o car elle inhibe avant tout la
production des cytokines de type Thl, c'est-a-tlitel, le TNF-a et IFNy (Van Roon et al.,
2001). Elle inhibe la synthese des métalloprotéasemugmente la production d’IL-1Ra. L'IL-4
diminue la résorption osseuse en réduisant la sw@tvi'activation des ostéoclastes dans un modele
de résorption osseusx vivoet dans l'arthrite au collagéne chez I'animal (b&iec et al., 1994 ;
Joosten et al. 1999).
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2.4 | L'interleukine-6 (1L-6)

L’IL-6 est une cytokine de 26 kDa produite par fasnocytes, les lymphocytes T et les
synoviocytes fibroblastiques. Son action principgdela stimulation de la synthese des protéines de
la phase aigué par les hépatocytes. Elle induleggant la différentiation des lymphocytes B et des
cellules myélomonocytaires, et I'activation desldes T (Wong et al., 2003). Elle augmente la
production de protéases induites par I'lL-1 (Kodhak, 1995). La production d’IL-6 par les
synoviocytes en culture est augmentée apres stiolpar I'lL-1 et le TNFea (Emilie et al.,
1995).

Les concentrations d’lIL-6 sont plus élevées danigiede synovial de PR que dans celui
d’arthrose. Dans la PR, les taux sériques d’IL-6t sorrélés aux criteres cliniques et biologiques
d’activité de la maladie et aux lésions articulsiradiologiques (Koch et al., 1995 ; Wong et al.,
2003). Chez les souris déficientes en IL-6 (IL%-+n'y a pas d’inflammation ni de destruction
articulaire apres induction d'une arthrite au agdlae (Wong et al., 2003). D’autre part, la
résorption osseuse péri-articulaire est probabléeneam partie liée au développement des

ostéoclastes stimulés par I'lL-6 (Kotake et al9@p

2.5 / L'interleukine-8 (IL-8)

L'IL-8 est une protéine de 8 kDa, produite pardescrophages et fibroblastes synoviaux. Il
s’agit d’'un facteur chimiotactique et activateurs deeutrophiles, produit par les synoviocytes en
réponse a I'lL-1 et au TNB- (Koch et al., 1995). L'IL-8 aurait également despiétés
d’induction de I'angiogenese. L’injection intra-attlaire d’IL-8 chez le lapin est responsable d’'une

inflammation articulaire intense (Koch et al., 1995

2.6 / L'interleukine 10 (IL-10)

L’IL-10 est une cytokine immunorégulatrice impot@nntervenant dans le contréle de la
réponse inflammatoire et la régulation de la dédfaiation et prolifération de plusieurs cellules
immunitaires (cellules T, B et NK). L'IL-10 est umomodimere de 37 kDa. Elle est produite
essentiellement par les monocytes/macrophageslymeshocytes T de type Th2, les cellules
dendritiques et les cellules épithéliales (Meyd02). L'IL-10 est produite spontanément par la
membrane synoviale (Morita et al., 1998). Elle jawmerdle important dans la balance cytokinique
puisqu’elle favorise le développement d’'une répohis2. En effet, elle inhibe la prolifération des
lymphocytes T et leur sécrétion d’'IFRN&Katsikis et al., 1994 ; Morita et al., 2001). &lhhibe la
synthese des cytokines proinflammatoires comme-1ile TNFe, I'IlL-6 et I'lL-8 (De Waal

Malefyt et al., 1991a). Inversement, le TNRAduit la production d’IL-10 via I'activation de N
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kB (Asadullah et al., 2003). L'IL-10 induit la syrthe d’'un suppresseur de synthése des cytokines
appelé SOCS-3 (Donnelly et al., 1999). D'autre ,pdii-10 inhibe certaines fonctions
macrophagiques comme la présentation de l'antigétimule la production d’inhibiteurs des
cytokines (IL-1Ra, sTNFR). Par contre, elle augreela prolifération des cellules B et leur
différenciation en cellules sécrétant des immunuogfioes (Rousset et al., 1992 ; Katsikis et al.,
1994). L’IL-10 inhibe la synthese de COX-2 et laguction de PGE(Niiro et al., 1997).

Le récepteur de I'lL-10 est composé de deux chairetgleux chaings. L’interaction entre
récepteur et ligand active les tyrosine kinases Uat Tyk 2, mais également les facteurs de
transcription STAT 1, 3 et 5 (Moore et al., 200T)L-10 bloque aussi la translocation de NB-
en inhibant I'activité d’IKK (Asadullah et al., 26}

L’IL-10 réduit l'inflammation, l'infiltration celldaire et la destruction articulaire dans
différents modéles animaux d’arthrite (Persson.etl896). L'IL-10 est détectée dans le sérum, le
liquide synovial et le tissu synovial des patiesusffrant de PR (Cush et al., 1995). Chez 'homme,
dans la PR, lefficacité de I'lL-10 reste limitéepéme en association avec le méthotrexate
(Keystone et al., 1998).

2.7 / L'interleukine-11

L’IL-11 a initialement été identifiee comme une Ighokine dérivée des cellules stromales
et un facteur hématopoiéetique (Paul et al., 198&3. effets de I'lL-11 sont divers et incluent des
activités a la fois pro- et anti-inflammatoires.Il-11 stimule la prolifération des cellules B
dépendant des cellules T, la différenciation deaadlsiles et leur production d’immunoglobulines
(Yin et al., 1992). En augmentant le nombre deutedl de I'inflammation dans I'organe cible, I'lL-
11 a ainsi été suspectée d’avoir une action pilasmhatoire. Dans le méme sens, I'lL-11 est
classée dans la famille des cytokines de type $in6les bases d’'un spectre d’activités communes
et d'un récepteur commun, a savoir la glycoprotdifé (gp130) (Heinrich et al., 2003 ; Wong et
al., 2003). L’IL-11 stimule la production de pratés plasmatiques de la phase aigué. Elle induit
eégalement une résorption osseuse dans les cult#esellules osseuses et sa neutralisation
supprime le développement des ostéoclastes ajpradation par la 1,25-dihydroxy vitamine D3 et
la parathormone (Girasole et al., 1994). Dansyas\socytes rhumatoides en culture, I'la-&t le
TNF-0. stimulent la production d’ARNmM et de protéine di-IL1. Cet effet synergique est
completement aboli par 'indométacine et restawsé l@addition de PGE (Mino et al., 1998).
Compte tenu des effets de I'lL-11 sur les ostétetad’IL-1 et le TNFe pourraient contribuer a la
résorption osseuse observée dans la PR par l'igthaine de leur action sur I'lL-11. De la méme
maniere, I'lL-4 qui est une cytokine anti-inflamrome inhibe la production d’IL-11 dans les
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synoviocytes rhumatoides (Taki et al., 2000). Aifi#i-4 pourrait également exercer ses effets
protecteurs sur la résorption osseuse au moinsantie pia l'inhibition de I'lL-11.

Inversement, un certain nombre de faits plaident poe action anti-inflammatoire de I'lL-
11. Dans les synoviocytes d’arthrose, I'lL-11 dioerla sécrétion de PGlhduite par le TNFe, la
synthese des protéines COX-2 et cRleA celle des récepteurs du TNF (TNF-sR55 et TNFa$R
Enfin, I'lL-11 diminue également la translocatioa NF«B induite par le TNFe (Alaaedine et al.,
1999). Hermann et al. (1998) ont pu mettre en éddda présence d’lIL-11 dans la membrane et le
liquide synovial de PR, ainsi que dans le sérumnéuatralisation de I'lL-11 endogene entraine un
doublement du taux de TNk-taux qui est multiplié par 22 si I'lL-10 endogéeast eégalement
bloquée. Par contre, I'lL-11 exogéne n’a pas dtedfa la production spontanée de ThlFeelle-ci
étant inhibée uniquement en présence de récemubies a I'lL-11 (Hermann et al., 1998). Dans
les synoviocytes de PR, 'lL-11 exogene diminueraduction des métalloprotéases de type 1 et 3,
et augmente celle de l'inhibiteur de métalloprotéae type 1 (TIMP-1) (Maier et al., 1993 ;
Hermann et al., 1998). Walmsley et al. (1998) ontdié& les effets de I'lL-11 recombinante
humaine dans I'arthrite a collagene chez la sourige diminution significative des scores cliniques
apparait avec de fortes doses d’lIL-11, mais n’astrpaintenue tout au long de la période des 10
jours d’observation. Cependant, les scores derledistologiques de la membrane synoviale sont
amélioreés.

Le rble exacte de I'lL-11 reste donc controvers@airrait varier en fonction des cellules

cibles ou des phases de l'inflammation.

2.8 / L'interleukin-15 (IL-15)

L'IL-15 est une cytokine de 114 acides aminés pitedpar les monocytes activés, les
cellules dendritiques, les fibroblastes et lesubetl endothéliales (Bessis et al., 2001). Sesitdiv
in vitro correspondent a une induction de la migrationseadothéliale, de la prolifération et de la
production de cytokines par les lymphocytes T, anogmentation de l'activité cytotoxique des
cellules NK et une maturation des lymphocytes Bl(ies et al., 1998). Enfin, I'lL-15 a un role
dans la destruction osseuse en stimulant la difééa&éon des progéniteurs ostéoclastiques par un
effet indépendant du TN&+Ogata et al., 1999). Dans le modele de la s&@K, I'IL-15 induit
la migration intrasynoviale des lymphocytes T (Bess al., 2001). Les lymphocytes T activés par
I'lL-15 produisent du TNFe et stimulent la synthése de cette cytokine pamiesrophages. Il
s’agit donc d’'une cytokine pro-inflammatoire ayane action lymphocytaire T et intervenant dans

la destruction osseuse.
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2.9 / L'interleukine-17 (IL-17)

Les activités de I'lL-17 sont principalement prdkammatoires. Elle est produite par les
lymphocytes T CD4+. Elle induit la synthese de ratalirs pro-inflammatoires par les
macrophages et les fibroblastes (IL-1, TWAL-6, LIF, PGE) (Meyer, 2002). L'activité de I'lL-

17 sur l'induction d’IL-1 et de TNIF-est inhibée par I'lL-4 et I'lL-10. Elle favorisa Imaturation
des ostéoclastes via I'induction de RANK-L sur ligaphocytes T et les ostéoblastes (Chabaud et
al., 2001).

2.10 / L'interleukine-18 (1L-18)

L’'IL-18 est une cytokine connue sous le nom d’IifNnducing factor Elle a des
homologies de structure avec I'lL-1 et sa formeurgiest obtenue apres clivage par 'enzyme de
conversion de I'lL-1 (ICE) (Bessis et al., 2001)leEest produite par plusieurs types cellulaires
(macrophages, lymphocytes, ostéoblastes, chon@scygtllules dendritiques). L'IL-18 induit la
synthese d’'IFN¢ et agit en synergie avec I'lL-12 dans l'inducticle la différenciation des
lymphocytes T CD4 vers un profil Thl. Elle induat $ynthese d’IL-1, d'IL-8, de TNEk; de PGk
(Meyer, 2002 ; Dai et al., 2004). Elle stimule Kpogenése et I'activation des polynucléaires
neutrophiles. Elle agit sur les chondrocytes emigaht leur prolifération, en stimulant la synthése
de COX-2, de stromélysine et de NO synthase inbligctL’IL-18 binding protein (IL-18BP), qui
est inhibiteur naturel de I'lL-18, peut inhiberrtlrite au collagéne chez la souris (Plater-Zylegrk
al., 2001).

G/ LA DESTRUCTION OSTEO-CARTILAGINEUSE

La destruction articulaire est la conséquence majde la PR. Elle est liée a la formation du
pannus synovial, conséquence d’un infiltrat deubedl de I'inflammation, d’'une néoangiogenese et
d’'une hyperplasie des cellules synoviales. Les kiygs libérées par ces différents acteurs
cellulaires, et plus particulierement I'lL-1 et [ENF-a stimulent la production de facteurs
responsables de la dégradation du cartilage (Ritc2004).

Le cartilage est composé de protéoglycanes richehemdroitine, de collagéne et de
chondrocytes responsables de la synthese mais @eidai digestion enzymatique de la matrice
cartilagineuse. Dans la PR, il existe un déséqeiliavec une augmentation de la destruction
enzymatique liee aux métalloprotéases (MMPs) et dimeinution de l'activité de synthése
(Ritchlin, 2004). Les MMPs sont synthétisées pardgnoviocytes, chondrocytes et macrophages.

La famille des MMPs est composée de plus d'unetaing de protéines classées en 5 catégories
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qui sont : les collagénases, les stromélysinesgééetinases, les métalloprotéinases membranaires
(MT-MMPs) et les agrécanases. Toutes ces enzymesnanactivité sélective : les collagénases
interstitielles (MMP-1, -8, -13) sont capables dgidder les collagénes de type |, Il, 1lI, IV et.VI
Le collagene ainsi dénaturé par ces enzymes daewiestibstrat pour les gélatinases (MMP-2 et -9).
Les stromélysines (MMP-3, -10 et -11) ont des gabstplus divers : protéoglycanes, gélatine,
fibronectine et collagéne de type IX (Rannou et 2005). Les MT-MMPs peuvent se lier a la
membrane cellulaire et se caractérisent par lepadgtt a activer d’autres MMPs. Les cellules
responsables de la synthése des MMPs produiselen@gat des inhibiteurs spécifiques des MMPs,
appelés TIMPs (TIMP-1, -2, -3 et -4). Ainsi, lewrtover » du cartilage est dépendant de la balance
MMPs/TIMPs. Dans la PR, il existe un déséquilibrere I'activité des TIMPs et l'activité des
MMPs au profit de cette derniére. Les deux cytakimajeures qui interviennent dans la destruction
du cartilage sont I'lL-1 et le TNE= Elles stimulent la synthese de MMPs dans les\sgoygtes et
chondrocytes et le TNE-inhibe la production des TIMPs. D’autre part, amux cytokines
diminuent la synthése de collagene et de protéagbs (Goldring, 2003).

Le remodelage osseux est permanent et dépend chivitéa coordonnée des cellules
résorbant I'os (ostéoclastes) et des cellules fotnfias (ostéoblastes). Dans la PR, les études
histologiques ont montré que les résorptions ogeselagales peériarticulaires (géodes) étaient Bées
I'activité des ostéoclastes (Goldring, 2003 ; Ritth2004). Les ostéoclastes sont des cellules
dérivées de la lignée monocytes/macrophages effémamciation des précurseurs des ostéoclastes
en ostéoclastes matures dépend du réseau de @gakinironnantes, notamment I'lL-1, le TNF-
'IL-6, I'IL-11, I'IlL-15 et le macrophage-colony-stimulating factgM-CSF) (Goldring, 2003).
Récemment, un nouveau membre de la famille du TN#téadécouvert et nommesteoclast
differentiation factorou osteoprotegerin liganadu enfinreceptor activator of nuclear factotB
ligand (RANKL). RANKL est synthétisé par les ostéoblasetdes cellules stromales osseuses,
mais aussi les synoviocytes fibroblastiques etyleghocytes T dans le tissu synovial (Romas et
al., 2002a). Il s’agit d'un facteur essentiel déélentiation des ostéoclastes (Lacey et al., 1998)
RANKL se lie & son récepteur (RANK) localisé sus lprécurseurs des ostéoclastes, les
ostéoclastes, les cellules dendritiques et les iyroyptes T. |1l existe également une forme soluble de
ce récepteur nommée ostéoprotégérine (OPG), quicagime un récepteur leurre oudecoy
receptor» et blogue la liaison de RANKL prévenant ainsicligation de RANK et donc
I'ostéoclastogenése. RANKL pourrait jouer un rélégondérant dans les |ésions osseuses de la PR.
La production de RANKL est fortement augmentéelplrl, le TNF-a et I'IL-17 (Romas et al.,
2002a). L'IL-1 et le TNFa contribuent encore aux lésions osseuses en dimtifnaaformation

osseuse par induction de I'apoptose des ostéobl@gSt#dring, 2003).
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Dans l'arthrite au collagéne chez le rat, le tragat par protéine de fusion Fc-OPG réduit le
nombre d'ostéoclastes dans I'os juxta-articulaiteempéche I'apparition d’érosions osseuses
(Romas et al., 2002b).
Les prostaglandines et notamment la prostaglanBjnmterviennent également dans les
phénomenes de destruction cartilagineuse et oss€aseeffets sont décrits dans le chapitre sur le

métabolisme des cyclo-oxygénases.

H / L'ANGIOGENESE

L’angiogenése est un élément important dans le logpement et la persistance de la
synovite rhumatoide. L’hyperplasie de la membraypeogiale augmente la distance entre les
synoviocytes et les vaisseaux sanguins, réalisaathypoperfusion et hypoxie relatives. Tout ceci
déclenche une néoangiogenese qui permet d’augmiesteapports en facteurs de croissance et
cytokines, entretenant I'inflammation et I'hypergka synoviale. L'angiogenese est un processus
complexe dépendant de I'équilibre entre facteurs @t anti-angiogéniques. Ces facteurs sont
nombreux, listés dans le tableau n°3. lls sont peaucoup produits par les cellules endothéliales,

les macrophages et les synoviocytes.

Tableau n°3 Les principaux facteurs pro- et anti-angiogéngjue

Facteurs pro-angiogéniques Facteurs anti-angiogénigs
FGF Angiostatine

PDGF Endostatine

TGH3 Prolactine

VEGF TIMPs

Angiogénine Thrombospondine-1
Angiopoiétine-1 Interféron inducible protein 10
G-CSF Platelet factor-4

GM-CSF IL-12

IL-1 IL-1

IL-2 IL-2

TNF-a TNF-a

IL-6 IL-6

IL-8

IL-15

IL-18

Pléiotropine
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Le VEGF, un des médiateurs majeurs de l'angiogenasété deétecté dans le liquide
synovial et le sérum des patients atteints de BR.n8/eau d’expression est corrélé avec la sévérité
de la maladie (Clavel et al., 2003). Il a une actibémoattractive sur les cellules endothéliales,
monocytes et polynucléaires. Il augmente la permfitgabasculaire, induit une vasodilatation, a un
effet mitogénique sur les cellules endothéliales. INFa et I'lL-1 augmentent sa production.
L’angiopoiétine-1 est un facteur de croissancestjuiule spécifiquement la néovascularisation. Sa
production est stimulée par le TNFdans les synoviocytes rhumatoides en culture.réewneent,
I'endostatine et I'angiostatine sont des facteurgi@statiques qui diminuent la croissance et la
migration des cellules endothéliales (Clavel et 2003). Les intégrineso3; et a,3s dans la
synoviale rhumatoide) et les molécules d’adhésiemmpttent les interactions entre cellules
endothéliales et matrice extra-cellulaire et stentil'angiogenése (Szekanecz et al., 2005). Parmi
les cytokines impliqguées dans la PR, le T&FFIL-1 et I'IlL-6 ont des effets pro- et anti-
angiogéniques (Tableau n°3). L’IL-8, I'lL-15 etll118 interviennent également dans I'angiogenése
(Szekanecz et al., 2005).

Il / LE METABOLISME DES CYCLO-OXYGENASES

A/ METABOLISME DE L’ACIDE ARACHIDONIQUE

Les eicosanoides sont des meédiateurs lipidiqueivédéde I'oxydation enzymatique de
I'acide arachidonique (AA) présent dans les phoBpitides membranaires. L'AA est libéré sous
'action d'une enzyme, la phospholipase, APLA;) et est transformé principalement en
prostanoides sous l'action des cyclo-oxygénasesXjGie type 1 et 2 et en leucotrienes sous
I'action de la 5-lipoxygénase (5-LOX) (Smith, 1982p prostaglandine (PG).Hest un produit
intermédiaire converti en prostaglandines (PGghoomboxane (Tx) par différentes enzymes, dont
la PGE synthase (PGES) responsable de la synthése dg ([R@Ee 7). Les enzymes intervenant
dans le métabolisme de I'AA existent sous plusidarmes : les formes constitutives comme la
PLA; cytosolique, la COX-1 et la PGES cytosolique ;lest formes inductibles apres diverses
stimulations (cytokines, état inflammatoire) commeCOX-2, la PGES microsomale et différents

types de PLAsécrétées.
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B /LES TROIS TYPES DE CYCLO-OXYGENASES (COX)

La COX est une hémoprotéine constituée de deuxwoitsss identiques possédant chacune
un atome de fer héminique. Il s’agit d’'une protéinensmembranaire localisée au niveau des
membranes nucléaire et du réticulum endoplasmiigal, 1991). La COX forme un complexe
avec les molécules d’AA a la suite de leur libé@matde la membrane plasmique et catalyse deux
réactions distinctes :

- I'oxydation et la cyclisation de ’'AA en hydroxy-igndoperoxyde-9,11 PG@stable
- la conversion de la PG@&n PGH.

L’endoperoxyde PGHest une molécule « carrefour » dont la transfaonatarie d’un type
cellulaire a l'autre selon I'équipement enzymatiquesent. Des isomérases et des réductases
transforment la PGHen prostaglandines (PGs) : PGPGE, PGFR,, en TxA puis TxB, en
prostacycline (PG) instable puis en 6-céto-PGF

Le clonage et le séquencage de la COX ont permisatre en évidence deux génes, celui
de la COX-1 et celui de la COX-2 (Yokoyama et 4089 ; Kosaka et al., 1994). Les genes des
deux COX ne sont pas présents sur les mémes choomesset ne contiennent pas le méme nombre

d’exons et d'introns.

Phospholipides membranaires (noyau, réticulum) :

Acide arachidonique

Corticoides— | Phospholipase A , cytosolique ou sécrétée

(COX-1 et COX-2)

5-lipoxygénase

5-LO)

PGH, AINS 5-HPETE

15-lipoxygénase \
—> PGD,,PGE,, PGF,

. 5-HETE
—> Thromboxane N LTA,
—> Prostacyclines 15-HPETE, 15-HETE

lipoxines, di-HETEs / \

12-lipoxygénase LTB,

LTC,, LTD,, LTE,

12-HPETE, 12-HETE

lipoxines, hépoxilines, d-HETEs
Figure 7 : Métabolisme de I'acide arachidonique (d’apres Ghikt al., 1996).
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De plus, le promoteur de COX-2 possede plusiedsmeéhts de réponse a des facteurs de
transcription, dont les éléments de réponse aBIFAP-2, C/EBP et NF-IL-6, contrairement au
promoteur de COX-1 qui ne contient que deux élémeig-régulateurs Spl (Yamamoto et al.,
1998 ; Thomas et al.,, 2000). La COX-1 est une emzwxprimée de facon constitutive et est
ubiquitaire. Les prostanoides qu'elle synthétisetigpent au maintien de I’homéostasie :
coagulation, maintien du flux sanguin rénal, fooet gastro-intestinales, reproduction et immunité.
La COX-1 est fortement exprimée dans les plaqueitesmacrophages, les cellules endothéliales
vasculaires et les glandes séminales. Par coat@QIX-2 est faiblement exprimée dans les cellules
quiescentes et dans les tissus normauxvivo (tissu cérébral, muqueuse gastrique, rein et
endothélium vasculaire). Elle est induite par défés stimuli : les lipopolysaccharides (LPS), des
facteurs de croissance (T@F-PDGF, EGF, FGF-1), des cytokines (IL-1 et TiF(HIa et al.,
1993 ; Angel et al., 1994).

Les différents stimuli qui induisent I'expressioe €COX-2 agissent par des récepteurs
membranaires pouvant étre des récepteurs tyrosmesds. Une fois activés, ces récepteurs
induisent différentes voies de transduction du aigionduisant a la phosphorylation de facteurs
trans-régulateurs. Ces facteurs peuvent alorsxee gur certaines séquences du promoteur du gene
de COX-2 et activer sa transcription. Les difféesnprotéines de transduction du signal intra-
cellulaire impliquées sont les « extracellular-dfatgd protein » kinases (ERK), les kinases p38s,
les « c-Jun N-terminal » kinases (JNKSs), la PI3KNE&t«kB (Yamamoto et al., 1998 ; Lasa et al.,
2000 ; Chen et al.,, 2001 ; Thomas et al., 200hg Jet al., 2004). L’induction de COX-2 est
associée a l'activation de la voie MEK/ERK-1/2/csiP-1 dans les cellules du cancer du colon,
les cellules épithéliales intestinales, les kéoaytes (Glinghammar et al., 2001 ; Guo et al., 2002
Chang et al., 2004). Dans les ostéoblastes enrepltmhibition de la voie d’ERK par un inhibiteur
sélectif (PD 098059) bloque la production de R@H’expression de COX-2 induites par le TNF-
et 'IFN-y (Chae et al.,, 2004). La MAP kinase p38 joue ur riéhportant dans l'induction de
I'expression de COX-2 dans les cellules épithéidlgestinales traitées par I'anisomycine, dans
plusieurs lignées cellulaires cancéreuses traiaese NO (Shafer et al., 2005 ; Park et al., 2005)
dans les chondrocytes articulaires différenciégésgpar I'lL-13 (Thomas et al., 2002). Dans les
cellules synoviales fibroblastiques en culture eg@s a un adénovirus recombinant, les taux
d’ARNm, de protéine COX-2 et de P@Eont augmentés avec phosphorylation d’ERK-1/2, 138
JNK (Crofford et al., 2005). Un inhibiteur de pIBWJ 67 657) inhibe I'expression de TARNm de
COX-2 dans les cellules synoviales rhumatoidesuétnre (Westra et al., 2004).

Une nouvelle isoforme de COX a récemment été @epat Chandrasekharan et al. (2002).

Ces auteurs ont décrit plusieurs variants de COsisl'épissage alternatif de TARNm de COX-1 :
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TARNmMm de COX-3 et I'ARNm de PCOX-1 («partial COX»). COX-3 possede des
caractéristiques de structure et d’activité voisimee celles de COX-1 et COX-2. Cependant,
certaines modifications au niveau de la protéinergaent diminuer son activité enzymatique, ce
qui expliquerait I'inhibition de cette enzyme pargaracétamol (Berenbaum, 2004). La COX-3 est

exprimée majoritairement dans le cortex cérébrhb(@rasekharan et al., 2002).

C/LES PROSTAGLANDINES

Les actions diverses des PGs sont controlées jphivdesité des PGs produites selon le type
cellulaire et I'existence de multiples récepteigs b une protéine G. La sous-famille des récepteur
des prostanoides comporte 9 membres (EP-1 a ERf4gpBPGE, DP et CRTH2 pour la PGDFP
pour la PGE, IP pour la PGl TP pour le TxA) (Hata et al., 2004). Les roles précis de ces
récepteurs varient en fonction de multiples facteue contexte cellulaire, le profil d’expressidn
récepteur, l'affinité du ligand et le couplage #étentes voies de transduction du signal (Hata et
al., 2004). Ainsi, en fonction de tout cela, lessP@euvent avoir une action pro- ou anti-
inflammatoire et une action immuno-régulatrice. fBdois, les PGs sont en quantité importante
dans les foyers inflammatoires. Elle sont susclg#titlle reproduire les signes cardinaux de
I'inflammation : cedéme, érythéme, hyperthermie,digfgésie et infiltration cellulaire. La PGEt
la PG} ont des propriétés vasodilatatrices. Elles paésént I'exsudation plasmatique induite par
d’autres médiateurs tels le leucotrieng, B bradykinine et I'histamine. La PGHparticipe a
I'hnyperalgésie en sensibilisant les nocicepteunsppériques a l'action de I'histamine et de la
bradykinine, elle modulerait les canaux sodiquesrdgirones nociceptifs (Khasar et al., 1998). La
PGE est également produite dans le systeme nerveuraten cours de la réponse inflammatoire
périphérique et contribue a I'hyperexcitabilité wale observée lors de la douleur inflammatoire,
notamment dans la corne postérieure de la moedm&8 et al., 2001)n vitro, la PGE inhibe
I'activation et la prolifération des lymphocytes d@iminue la sécrétion de cytokines, module
I'activation des cellules B et donc la producticardicorps et module les fonctions des cellules
dendritiques (Hata et al., 2004). Il est possihle a PGE fasse pencher la balance vers la réponse
immune lymphocytaire de type Theh partie par I'intermédiaire de I'inhibition de paoduction
d’'IL-12 par les monocytes et macrophages et ersagidirectement sur les cellules T pour inhiber
la production d’IL-2 et d’IFNy (Hata et al., 2004). Elle aurait ainsi un réleipbdans la PR, en
rééquilibrant la balance d’'une réponse Thl versrapense Th2. La PGEA faible dose, a un effet
inhibiteur sur la libération des hydrolases lysosdes des polynucléaires neutrophiles, la mobilité

et la phagocytose des macrophages, ces effetsi®tardés a forte dose.
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Dans la PR, des taux élevés de RPGant détectés dans le liquide articulaire, comggaré
I'arthrose. Les synoviocytes fibroblastiques hurean culture produisent de la PGHe la PGE,
et de la 6-céto-PGE; avec une majorité de P@BMartel-Pelletier et al., 2003). La PgpRroduite
par la membrane synoviale et par les cellules seseest capable de stimuler la production d’IL-6
et d’augmenter la prolifération des précurseureamdastiques favorisant ainsi la destruction
articulaire (Marie et al., 1993; Portanova et 4896). D’autre part, la PGEemble diminuer la
synthese de collagéne par les chondrocytes et augméa production de MMPs par les
synoviocytes fibroblastiques. Cependant, d’autrasalix ont montré des effets inverses sur le
collagene et les MMPs (Martel-Pelletier et al., 20Mes souris génétiquement délétées pour 'un
des récepteurs membranaires a la PEP4) ou pour la PGES microsomale ne développest p
d’arthrite au collagéne (Rannou et al., 2005). B&s contribuent a I'angiogenéese en stimulant la
prolifération des cellules endothéliales ou en préwnt leur apoptose (Martel-Pelletier et al., 2003)

La PGE augmente la production du VEGF dans les cellylas\gales de PR (Leahy et al., 2000).

D/ CYCLOOXYGENASES ET PR

La protéine COX-2 joue un rble important dans beapcd’états pathologiques, dont
I'inflammation et I'angiogenese. L’expression de@XCest augmentée dans la membrane synoviale
des patients atteints de PR et dans les arthritpériementales chez le rat (Sano et al., 1992).
Crofford et al. (1994) ont mis en évidence par imohistochimie la présence de la protéine COX-
2 in vivo dans le tissu synovial de PR. La fixation de isértum anti-COX-2 se situait sur les
cellules mononucléées, les cellules endothélialéssesynoviocytes fibroblastiques. L’IL31et le
phorbol myristate acétate (PMA) augmentaient lat®sgede novode COX-2 (ARNm et protéine),
mais pas celle de COX-1 dans les explants de s8gsovial de PR et dans les synoviocytes
fibroblastiqgues en culture. La dexaméthasone iiihilet effet stimulateur de I'lL-1 et du PMA.
Siegle et al. (1998) ont confirmé ces résultatx aree augmentation de I'expression de COX-2 et
non COX-1 dans le tissu synovial de difféerentesrads (PR, spondylarthrites ankylosantes et
rhumatismes psoriasiques). L'expression de COXssdes synoviocytes fibroblastiques humains
peut étre augmentée par la BGH#ans le cadre d'un mécanisme de feedback positif o
interviendraient I'activation de la MAPkinase p38 une stabilisation de TARNm de COX-2
(Martel-Pelletier et al., 2003). L'IL-1 et le TNé&-augmentent la production de P& Par contre,
I'lL-4, I'lL-10 et I'lL-13 la diminuent dans difféents types cellulaires (Martel-Pelletier et al.,
2003). Dans les synoviocytes humains, I'expresd®iCOX-2 induite apres stimulation par I'lL-1
dépend de I'activation de la MAPkinase p38 (Faawal.e 2001).
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NF-kB joue également un rdéle important dans I'expressi®@ COX-2 dans les synoviocytes
fibroblastiques humains. Le traitement par I'lL+itraine la liaison de I'hétérodimere p65-p50 et de
I’'hnomodimére p50 au promoteur de COX-2 (Crofforcakt 1997). En plus de son action sur NF-
kB, le TNF- induit la liaison de C/EBP au promoteur de COX-8tanule ainsi la transcription de
COX-2 (Martel-Pelletier et al., 2003). Dans les mthmcytes articulaires, les facteurs C/EBP ont un
réle important dans la transcription du géne de €0OXduite par I'lL-13 (Thomas et al., 2000).
D’autre part, dans différents modeles de culturealkiles ostéoblastiques, I'expression de COX-2
et la production de PGEpassent par I'activation d’ERK (Choudhary et @003 ; Chae et al.,
2004).

l1l / VOIES DE SIGNALISATION INTRACELLULAIRE ET
POLYARTHRITE RHUMATOIDE

Dans la PR, I'activation des différents acteursutailes peut passer par la transduction d’'un
signal, c'est-a-dire la transmission d’un sign#iaicellulaire induit par la liaison d’un ligand ans
récepteur. Les cytokines et autres stimuli agissemt des récepteurs couplés aux voies de
signalisation par un appareil sous-membranaire vguit aboutir a I'activation de facteurs de
transcription contrélant la synthese de difféerdatgeurs de I'inflammation (cytokines, protéases,
facteurs de croissance, etc...). Les principales svoie signalisation impliquées dans
'inflammation sont les voies des « mitogen-achtprotein kinases » (MAP Kinases), de la
phosphatidyl inositol-3 kinase (PI3K), de «janumake/signal transducer and activator of
transcription » (JAK/STAT) et du « nuclear factappa B » (NFR<B) (Morel et Berenbaum, 2004).

La liaison d'un ligand a son récepteur membrangrevoque une modification de
conformation du récepteur qui aboutit a la phosglation du récepteur lui-méme ou d’'une enzyme
qui lui est associée. Cette premiere phosphorylagatraine I'activation en cascade d'autres
enzymes appelées les protéines kinases qui actévdetir tour les facteurs de transcription :
phosphorylation permettant la translocation duefactie transcription du cytoplasme vers le noyau.
Les facteurs de transcription sont des protéinesstitaées de plusieurs domaines : certains
participent a la liaison avec l'acide désoxyribdgigue (ADN) génomique, tandis que d’autres
sont impliqués dans la régulation génique en irahii®u en inhibant la synthése des protéines
(Morel et Berenbaum, 2004).

Aprés la liaison ligand-récepteur, les phosphataseg des enzymes qui s’opposent a
I'action des protéines kinases en favorisant lehdéphorylation de leur substrat. La réponse finale

dépend donc de I'équilibre entre ces deux voiegraatiques : protéine-kinases et phosphatases La
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régulation s’effectue également au niveau poststaptionnel par des protéines (TIA-1 et TIAR)
capables de se fixer sur des séquences spécifapidacide ribonucléique messager (ARNm),
appelées AURE (adenosine-uridine rich element)fixation des protéines TIA-1 et TIAR sur ces
séquences favorise la dégradation de 'ARNm etitdalgynthése protéique. La phosphorylation de
TIA-1 et TIAR par une protéine kinase de la voie g88 inhibe la dégradation de TARNm et
augmente la production de protéines.

A/ LA VOIE TRAF/NIK/I xBK/NF-xB

Le facteur de transcription NEB est un homo- ou hétérodimere présent dans Iplagme
de la plupart des cellules humaines. La famillediBrest constituée de plusieurs membres incluant
NF-xB1 (p50), NFkB2 (p52), RelA (p65), RelB et c-Rel. NdB contrdle la synthése de nombreux
médiateurs impliqués dans l'inflammation comme 41LI'IL-6, le TNF-u, les collagénases mais
aussi les molécules d’adhésion et les chimiokiiey(et al., 1998 ; Morel et Berenbaum, 2004).
L’expression de NRkeB est augmentée dans la synoviale rhumatoide @&ssd@ciun marquage
immunohistochimique de p65 et p50 dans le noyaucdbgles synoviales (Tak et al., 2001). Les
expériences de retard sur gel montrent une trassbocde NF<B sur I’ADN plus importante a
partir du tissu synovial de PR comparé a celuitbiase (Morel et Bernebaum, 2004).

En I'absence de stimulation, NdB est couplé avec la protéine inhibitrieéBI(a ,3 ,y ,6 Ou
€) qui I'empéche d’étre translogué au noyau. ®--est activé par une variété de stimuli
comprenant entre autres les cytokines pro-inflaroires, le LPS, les protéines virales, les ultra-
violets ou encore le stress cellulaire (figure &prés stimulation par une cytokine pro-
inflammatoire, il existe un recrutement de protgide costimulation tels les TRAFs (TNF receptor-
associated factors) qui aboutit a I'activation @&ihase NIK (NF<B inducing kinase). Les facteurs
TRAFs sont formés de six familles de protéines bbkgsad’activer en cascade des protéines kinases.
lIs sont impligués dans la transduction du signduite par le TNFe et 'IL-1[3. NIK se lie a ¥B
kinase (ou IKK composée de 3 sous-uni€e{3 et y) et induit son activation. IKK peut alors
phosphoryler #B, ce qui induit son ubiquitinylation et donc saydaation par le protéasome. La
dissociation dedB et NF«xB permet alors la migration de NdB dans le noyau (figure 8). La
phosphorylation dexB dépend essentiellement des TRAFs, mais ausVidesKinases. TRAF-6
pour I'lL-1 et TRAF-2 pour le TNFe: activent successivement les protéines kinases pliis, IKK
(Inoue et al., 2000). L'activation d’'IKK peut étegalement induite par la « mitogen activated
protein kinase/extracellular signal-regulated kenkmase-1 » (MEKK-1).
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Dans la PR, les cytokines induites par RB-comme le TNFx et I'lL-1 peuvent
eégalement activer NkB. Il existe ainsi une boucle d’auto-entretien @mplifie la réponse
inflammatoire et lui permet de se pérenniser.dBRntervient aussi dans la croissance cellulalre. |
permet notamment la différenciation des lymphocyesn plasmocytes et la différenciation des
lymphocytes T (Gerondakis et al., 1998). NF-kB sienégalement I'expression de la COX-2 (Pahl,
1999), et intervient dans l'apoptose. En effeta ieté décrit comme un inhibiteur de I'apoptose
principalement induite par le TNé+{Baldwin, 1996). Cet autre r0le de NB-sera revu plus en
détail dans le chapitre sur « I'apoptose ».

Les glucocorticoides, tres utilisés dans le traieinde la PR, agissent grace a leurs
récepteurs spécifiques et peuvent induire l'expoessde kBa et favoriser la rétention
cytoplasmique de NEKB, mais ils peuvent également moduler l'activatide ce facteur par
interaction directe avec NEB. Une autre hypothése de régulation pourrait digupr par une
compétition entre glucocorticoides et MB-vis-a-vis de coactivateurs comme les protéines de
liaison a CREB («AMPc regulatory binding proteinjafnamoto et al., 2001). Parmi les anti-
inflammatoires non stéroidiens, I'aspirine inhib&ctivation de NFB en altérant la
phosphorylation dexBp (Yin etal., 1998), alors que le sulindac et ses dérivdélfide et sulfone de
sulindac) agissent sur IKK pour inhiber MB- (Yamamoto etal., 2001) (Figure 8). Parmi les
agents immuno-suppressifs, la cyclosporine estnbibiteur de la calcineurine (sérine/thréonine
phosphatase dépendante du calcium et de la calmefiilqui normalement active NEB. I
semblerait que la cyclosporine agisse égalementgrapétition avec le protéasome empéchant la
dégradation de kB. Le tacrolimus bloque la translocation du cytspie vers le noyau de la sous-
unité c-Rel de NB (Yamamoto et al., 2001). Par contre, la diosg&nim stéroide végétal, induit

I'apoptose sur les cellules d’ostéosarcome et adlivkB (Moalic etal., 2001a).
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B /LA VOIE DES MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN (MAP) KIN ASES

Les MAP kinases se divisent en trois familles xkaeellular signal regulating kinases »
(ERK1/2), « c-Jun-Nktterminal kinase » (JNKs) et p38. Chacune comppldsieurs isoformes.
Les facteurs mitogenes et les facteurs de croissactovent plutdt les MAP kinases ERK1/2, tandis
gue les cytokines pro-inflammatoires IL-1 et TMRctivent plutét les MAP kinases p38 et JNKs
(Raingeaud et al., 1995 ; Hammaker et al., 200reMet Berenbaum, 2004). L’activation de ces
MAP kinases est secondaire a la phosphorylationedihréonine (Thr) ou d’'une tyrosine (Tyr)
située dans un motif ThrXTyr ou X représente um@@miné quelconque. Les MAP kinases sont
activées par une MAPK kinase (MAPKK ou MEK) qui estivée a son tour par une MAPKK
kinase (MAPKKK ou MEKK). La MAPKK kinase est elle@me activée par un membre de la
famille des protéines G tels que Ras, directemenan une autre kinase en amont (figure 9) (Morel
et Berenbaum, 2004 ; Lioté et Bernebaum, 2004). dékerentes MAP kinases contrblent
I'activation de nombreux facteurs de transcripti@ts que AP-1 (homo- ou hétérodimeére formé des
protéines c-fos et c-jun), NiB ou C/EBP (Hammaker et al., 2003 ; Lioté et Beesamb, 2004).

Les trois familles de MAP kinases sont expriméassda tissu synovial des patients atteints
de PR mais avec des localisations différentes.tivaiion de ERK s’observe plutét au niveau des
microvaisseaux synoviaux, JNKs autour et dansniféiérats de cellules mononucléées et p38 dans
la couche bordante synoviale et les cellules eridiaths (Schett et al., 2000). Dans ces différents
types cellulaires, les MAP kinases étaient surtmiivées par I'lL-1 et le TNle: Parmi les trois
familles de MAP kinases, p38 et plus particuliératremn isoforme p3Best principalement activée
dans les cellules impliquées dans I'inflammatioer{Blar et al., 1999). L'activation de p38 induit la
synthese des cytokines pro-inflammatoires commé&Né&-a, I'lL-1, I'IL-6 et I'IL-8, soit par
activation directe de la transcription des genes,mar stabilisation de TARNm (Lee et al., 1994;
Suzuki et al.,, 2000). La MAPK p38 est capable dsisser TARNmM grace a son substrat la
MAPKAK?2 (« MAP kinase-activated protein kinase 2g¢)i agirait sur une ou plusieurs protéines
capables de se lier a TARNm (Winzen et al., 1999).

La MAP kinase p38 contrble aussi la synthése désutmolécules impliquées dans
l'inflammation comme les chimiokines et les molé&suld’adhésion, mais aussi la synthése des
métalloprotéases et des prostaglandines respossal#e la destruction ostéo-cartilagineuse
(Hammaker et al., 2003 ; Westra et al., 2004). plication de la MAPK p38 dans les différentes
étapes de l'inflammation a abouti a la synthéseldsieurs inhibiteurs pharmacologiques de p38:
SB203580, RWJ 67657, L-167307, VX-745, RPR2007658es inhibiteurs chimiques
appartiennent a une nouvelle classe thérapeutippeléecytokine-suppressive anti-inflammatory
drugs (CSAID) (Morel et Berenbaum, 2004) . Dans les syooytes fibroblastiques rhumatoides
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stimulés par I'lL-1 et/ou le TNles RWJ 67657 inhibe la production de MMP-1, MMP43.6, IL-8
et I'expression de 'ARNm de COX-2 (Westra et &004). Dans les modéles d’arthrites
expérimentales chez I'animal, les inhibiteurs d8 pBviennent le développement des arthrites et
érosions osseuses (Badger et al., 2000). Aprestimjed entoxine chez '’homme volontaire sain,
RWJ 67657 supprime la fievre et la production dekipes TNFe, IL-6 et IL-8 (Hammaker et al.,
2003).

Dans le modele d’arthrite a I'adjuvant chez le tamhibition des trois formes de JNK
protége le rat de la destruction osseuse avec diminde I'activation d’AP-1 et de I'expression de
MMP-3 dans la synoviale (Han et al., 2001).

Des recherches supplémentaires sont nécessairesnpeux comprendre les voies de
signalisation intracellulaire, impliquant entrestras les MAP kinases, constituées d'un réseau
complexe de molécules s’activant en cascade aveomidreuses communications entre les voies.
Ainsi, plusieurs stratégies de contréle de la digagon pourraient étre envisageables et avoir des

conséguences thérapeutiques dans la PR.
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Figure 9: Description schématique de l'activation des MARases (MAPKs) (Lioté et
Berenbaum, 2004). Les MAPKs (ERK-1/2, JNKs, p38)tsactivées par phosphorylation sous
I'effet d'une cascade enzymatique. Elle sont aureedu phénoméne d&oss-talkou s’établit
une communication entre les voies, stimulantd®~nuclear factor kappaB), AP-1 (activating
protein 1), C/EBP (CCAAT/enhancer-binding protei@ AT (signal transducers and activation
of transcription). MEK (MAPK kinase), MEKK (MAPKK ikase), PK (protéine kinase).
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C /LA VOIE PHOSPHATIDYL INOSITOL-3 KINASE (PI3K)

La voie de la PI3K est également activée par léskayes pro-inflammatoires TNé&-et IL-
1 mais aussi par I'lL-18 dans les synoviocytesdiitastiques. Les cytokines en se liant a leur
récepteur activent soit une protéine tyrosine lenasit des protéines G. La PI3K est une enzyme
induisant la phosphorylation de lipides membrasaites phosphoinositides (PI). En fonction du
nombre de phosphorylation, on distingue le PIPP2Ps#t PIP3. Ces phosphoinositol phosphates
vont activer la protéine kinase Akt ou protéinedse B (Cantley, 2002 ; Morel et Berenbaum,
2004). Les évenements au-dela de Akt sont moinsdmanus mais peuvent activer les facteurs de
transcription NR<B et AP-1.

Inversement dans les cellules mononucléées dusanghérique, la PI3K pourrait bloquer
la synthese de TNE{Brennan et al., 2002).

La PI3K est également impliqguée dans la prolifératet I'adhésion cellulaire, mais aussi

dans I'apoptose et 'angiogenése (Roymans et@0D] )R

D /LA VOIE JAK/STAT
La voie de signalisation JAK/STAT est la voie pipate activée aprés la liaison de I'IL-6,

'IL-15 ou de I'IFN-y avec leur récepteur. Elle régule I'expression @émeg impligués dans
I'activation cellulaire, la prolifération et la d#renciation. Apres fixation du ligand a son réeept

il y a activation d’'une glycoprotéine gp130 quiiaeten cascade la janus tyrosine kinase (Jak) puis
les facteurs de transcription STATS. Les factearsranscription STATs s’associent en dimeres qui
vont alors migrer dans le noyau et activer la ttaption de genes (Morel et Berenbaum, 2004).
Parmi les genes activés par les STATSs, celui d'sappressor of cytokine signallimg(SOCS)
conduit a la synthése d’'une protéine qui va inactdak de facon prolongée. Cela constitue une
boucle de rétrocontréle négatif (Lioté et Berenba@®04). Les cytokines majeures de la PR
induisent précocement I'expression de SOCS : I'indiit I'expression de SOCS-1 et le TNFde
SOCS-3. Dans la synovite rhumatoide, I'étude immhistochimique a permis de montrer un exceés
d’activation de STATS3 alors qu’elle est inactivendda synoviale arthrosique. Il en est de méme
pour SOCS-3, abondamment phosphorylée dans la isgndwmatoide, quoique en quantité
insuffisante pour contrdler la maladie locale (Steet al., 2001).
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IV / L’APOPTOSE

A/ APPROCHES GENERALES DE L'APOPTOSE

Les processus de mort cellulaire peuvent étre progrés ou non. Une mort cellulaire non
programmeée est le résultat d'une exposition deellule a un produit toxique ou d’'une Iésion
primaire de la membrane externe de la cellule. &fapse ou mort cellulaire programmée est un
processus physiologique par lequel des cellulasusnéraires ou dysfonctionnelles disparaissent de
'organisme. L’apoptose désigne une séquence daibdis morphologiqgues comprenant une
condensation du cytoplasme et du noyau, une fragtem de 'ADN, un bourgeonnement de la
membrane plasmique et une perte de I'asymétrie meralve, notamment I'externalisation de la
phosphatidylsérine membranaire. L'apoptose jouedlsimportant dans I'embryogénése, dans les
changements morphologiques, dans I'homéostasialaied, dans I'atrophie et la réparation des
tissus et dans la régression des tumeurs. Dangstense immunitaire, 'apoptose joue un réle
crucial dans la sélection des lymphocytes T (daététies lymphocytes T et B auto-immuns) et dans
la suppression des cellules T lors de la dernikes@ de la réponse immunitaire.

Les travaux sur I'apoptose se sont étendus au aj@yement du nématodeaenorhabditis
elegans(C. elegany a la drosophilepuis a 'hnomme et ont permis de mettre en évidence
I'existence de deux voies principales d’inductioe dlapoptose : la voie intrinseque ou

mitochondriale et la voie extrinséque ou des réaaptde mort.

1/ Acteurs moléculaires majoritaires de I'apoptose

1.1/ Les caspases

Les caspases sont des cystéines protéases pouavemenir dans le processus de mort
cellulaire aprés stimulation des cellules par défés facteurs comme des molécules chimiques, des
signaux physico-chimiques (UV, rayons gamma) oprikeation en facteurs de croissance. Elles ont
un réle primordial dans l'initiation et dans I'ex#mon de I'apoptose.

Une autre protéase connue pour avoir la méme sptiflue les caspases est le Granzyme B, une
sérine protéase contenue dans les granules deteseatltotoxiques qui initie la mort par apoptose

des cellules cibles.
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1.1.1/ Structure et activation des caspases
La premiére caspase, la caspase-1 ou ICE (inténldifikconverting enzyme) a été mise en

évidence chez les mammiferes par homologie avpwlgine pro-apoptotiqueed-3identifiée chez

C. elegangMiura etal., 1993). Il existe 14 caspases différentes mises/eence a ce jour. Toutes
les caspases ont une structure conservée et sthesgées sous forme de précurseurs inactifs ou
zymogenes. Les caspases sont constituées d’'unopmakde de taille et de séquence variables
localisé dans la partie amino-terminale de la pmetéd’une grande sous-unité (20 kda) située au
milieu de la molécule et d’'une petite sous-unit@ Kdla) localisée dans la partie carboxy-terminale.
Le domaine N-terminal semble jouer un role dansriegactions protéines-protéines et donc dans
la régulation de I'activation de ces enzymes (Therry, 1998) (Figure 10).

L’activation des caspases passe par le clivagéglggique de la forme zymogéene au niveau
de deux sites consensus, permettant de coupepddopnaine et de séparer les deux sous-unités.
Les caspases peuvent s’autocliver et activer ddautaspases ou substrats formant alors une
cascade enzymatique permettant d’amplifier et éireer les signaux pro-apoptotiques (Thornberry,
1998). Les deux sites consensus different selondsgases mais le clivage se fait toujours apres la
liaison Asp-X (Figure 10). Bien que la grande sangé contienne le domaine catalytique, son
activité nécessite la liaison a la petite souséurtin effet, les études par cristallographie rétele
que les caspases actives sont sous forme de tédmnfiermés par l'association de deux
hétérodimeres, contenant deux sites catalytiquédpendants (figure 10) (Wilson at., 1994).
L’activation des caspases est un événement présecproduisant au cours de l'apoptose et
I'inhibition de ces caspases par des protéinedegirau par des peptides spécifiques empéche
I'apparition des caractéristigues morphologiques I'dpoptose alors que l'administration de

caspases recombinantes dans des cellules induinlet par apoptose (Thornberry et al., 2000).

1.1.2 / Les différentes classes de caspases

Toutes les caspases ne sont pas des moléculesiedfedu processus de mort. En effet,
seules les caspases-3, -6, -7 et -14 ayant un@raide court sont directement impliquées dans
I'exécution de l'apoptose alors que les caspase8;2;9, et -10 a pro-domaines longs sont des
molécules initiatrices ou régulatrices (Figure X0&s dernieres fonctionnent comme des molécules
de signalisation, elles sont en effet recrutéesiaeau de complexes protéiques par I'intermédiaire
de leur pro-domaine et sont capables par autodéictivae transduire le signal et d’activer les
caspases effectrices. Il est désormais connu gueakgpases-8 et -10 sont activées par la voie des
récepteurs de mort alors que la caspase-9 estéacpar la voie apoptotique mitochondriale
(Amarante-Mendes et Green, 1999 ; Gupta, 2003je@étérence dans le role des caspases est liée

a la présence de motifs d’interactions protéinegémes, tels que les domaines DED pour «death
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effector domain» (caspase-8 et -10) ou CARD poaspase recruitement domain» (caspase-1, -2, -
4 et -9) au niveau du pro-domaine. En effet, lespases-8 et -10 contiennent des DEDs capables de
se lier a d’autres DEDs présents sur des moléadlaptatrices. Le domaine CARD des caspases-1,
-2, -4 et -9 leur permet de la méme maniére desstsr a d'autres caspases ou a d’autres

molécules adaptatrices.

grande petite
Pro-domaine sous-unité sous-unité
NH; COOH p_ro_c_aspase
Initiatrice
DEDN\  ASPX Asp-X (-2, -8, -9, -10)

ou
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[ D | Procaspaseeffectrice
(-31 -61 '71 '14)
Asp- Asp-X
X

1% clivage des caspases
initiatrices ou effectrices

Asp-X

12e clivage

e

homodimérisation

1

caspase mature,
active

l

Substrats
(DFF40/DFF45, Bid, lamine,
gelsoline, fodrine, PARP)

Figure 10: Activation des caspases (d’aprés Amarante-Mend@sezn, 1999)
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Certaines caspases comme les caspases-1, -4,1-®t -112 semblent étre des caspases
impliquées dans linflammation en induisant la $&@#e de cytokines pro-inflammatoirnes.
L’activation des caspase-1 et -5 se produit a li#tesde l'assemblage d'un complexe
plurimoléculaire appelé « inflammasome » (MartimbdTschopp, 2004). L'activation de la caspase-
1 entraine le clivage de la pro-1I3-n IL-13 mature et I'activation de I'lL-18. La caspase-iérb
gu’elle soit une caspase inflammatoire a été réoeminuécrite comme la caspase médiant

I'apoptose a partir d’'un stress au niveau du rétirouendoplasmique (Oyadomariadt, 2002).

1.1.3/ Principaux substrats des caspases et conségces de leur clivage
Plusieurs substrats des caspases ont été identiilBnment des nucléases conduisant a la

fragmentation de '’ADN. Ces nucléases coupent 'AQBhomique entre les nucléosomes pour
générer des fragments de 180 paires de basesu€léases portent le nom de DFF pour facteur de
fragmentation de I'ADN chez 'homme. Elles existatdns la cellule sous forme de complexe
inactif parce qu’elles sont liées a une sous-uniéitrice. La nucléase DFF40 est complexée a la
protéine inhibitrice DFF45 chez I'homme et, chez slauris, CAD est complexée a ICAD.
L’activation de ces nucléases se produit pendapbptose par clivage de la sous-unité inhibitrice
par la caspase-3 (Figure 10). La nucléase, aibéide, va entrainer la fragmentation de I'’ADN
(Samejima etal.,, 2001). Toutefois, il apparait que dans certaif@snes d’apoptose, cette
fragmentation internucléosomale de 'ADN soit reagdle par une fragmentation de haut poids
moléculaire. D’autres substrats des nucléaseseseregrtains membres de la famille Bcl-2, c’est le
cas de la protéine Bid clivée et ainsi activée lpataspase-8 dans certaines conditions (lal.et
1998) (Figure 10).

D’autres évenements comme le clivage des lamines lgm caspases expliquent la
condensation nucléaire observée au cours de I'apepta perte de la morphologie cellulaire est
probablement la conséquence du clivage de proténesytosquelette comme la fodrine et la
gelsoline (Kothakota ail., 1997) (Figure 10). Pres de 100 substrats de saspnt été rapportés
jusqu’alors indiquant la complexité du phénoménendet par apoptose.

Un autre substrat trés étudié est la poly (ADPs@)@olymérase ou PARP (Dantzerkf
1999). Cette protéine enzymatique comporte un doenamino-terminal de liaison a I'ADN. La
famille PARP est donc constituée des protéines RARPPARP-2 ayant un rle majoritaire dans
la protection du génome, PARP-3 et VPARP jouant@lie dans le transport cellulaire et enfin de
tankyrase jouant un réle dans la réplication dantére. Dans des conditions normales, I'enzyme
inactive réside dans le nucléoplasme et, en répdaes |Iésions sur 'ADN, PARP est recrutée. Elle
devient active en se liant a I’'ADN et permet al@arséparation de 'ADN en synthétisant de longs
polyméres d’ADP-ribose. La PARP semble jouer ur ridéhportant au cours de I'apoptose ainsi

gu’'au cours de la nécrose. Pendant I'apoptoseARPPest clivée par des protéases telles que les
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caspases-3, -7 ou -9, ce qui sépare le domainaiden a '’'ADN du domaine catalytique et ainsi
empéche toute autre réparation de 'ADN (D’Amourale 1999) (Figure 10). Lorsque I’ADN est
peu endommageé, la PARP peut réparer ’ADN maigjloedes |ésions sur I'ADN sont séveres, la
PARP est surexprimée avec une importante déplétioénergie dans la cellule amenant celle-ci a

une mort par nécrose.

1.2 / Les membres de la famille Bcl-2

1.2.1/ Structure
Les membres de la famille Bcl-2 (« B-cell leukenymmphoma 2-like proteins ») sont des

régulateurs de lI'apoptose. Cette famille, contereamtiron 15 membres, peut étre divisée en 2
groupes en fonction de leur activité : les protgipessédant une activité anti-apoptotique et les
protéines possédant une activité pro-apoptotiges.deux groupes difféerent par leur structure mais
quatre régions sont communes et conservées, it slag domaines BH pour « Bcl-2 homology ».
Toutes les protéines de la famille Bcl-2 contierinen domaine carboxy-terminal hydrophobe
permettant leur ancrage dans la membrane au nokeda mitochondrie mais aussi au niveau du

réticulum endoplasmique et du noyau (Grossl.et1999) (Figure 11).

1.2.2 / Régulation des membres de la famille Bcl-2
Les membres de la famille Bcl-2 sont régulés trapsonnellement et post-

traductionnellement par des cytokines ou des fastde survie ou de mort. Outre les processus de
dimérisation permettant aux protéines de s’actifeomodimérisation) ou de s’inhiber
(hétérodimérisation), d'autres phénomenes comme pexlifications post-traductionnelles
(phosphorylations ou protéolyses) permettent delegd’activité de certains membres de cette
famille.

Une hyperphosphorylation de Bcl-2 semble altérem sativité anti-apoptotique dans
certaines cellules (Chang &t, 1997). La kinase susceptible de phosphoryler2Boburrait étre la
MAP kinase JNK.

Bad est une protéine pouvant se lier a BeleXinhiber son activité anti-apoptotique, cette
liasison n'est permise que si le site de liaisonB#l est déphosphorylé. La protéine Bid pro-
apoptotique est un substrat de la caspase-8 etétteitclivée pour étre active. Le fragment C-
terminal généré par la protéolyse peut ainsi sfgrsau niveau de la membrane mitochondriale et
permettre I'activation de la voie mitochondriale@iflant ainsi le signal de mort initié par la voie
des récepteurs (figure 12) (Li&t, 1998 ; Luo etl., 1998).
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1.2.3 / Mode d’action
La plupart de ces petites protéines peuvent dodinsériser, ce qui se produit souvent entre

protéines pro-apoptotiques et protéines anti-apigpies. La régulation de I'apoptose par ces
protéines résulte par conséquent du niveau d’egiore®ntre protéines pro- ou anti-apoptotiques,
les cellules exprimant plus de protéines pro-apapies seront sensibles a la mort, les autres seron
résistantes (Hengartner, 2000).

La fonction principale de ces régulateurs est detroter la libération de facteurs pro-
apoptotiques, comme le cytochrome c, de I'espaegnrembranaire mitochondrial vers le cytosol.
En effet, I'addition de protéines pro-apoptotiquest suffisante pour induire le relargage du
cytochrome c, alors que I'addition de protéines-apoptotiques prévient ce relargage (Gross.et
1999).

Bcl-2 semble étre tres souvent liee a la membraitechondriale alors que d’autres
protéines comme Bax, Bid, Bad et Bim sont cytos@gmais se transloquent dans la mitochondrie
pendant I'apoptose. La translocation de ces presést contrblée par des modifications post-
traductionnelles comme une déphosphorylation poad Bu un clivage pour Bid. Bax est
premierement transloquée du cytosol vers la mitodhe, sa conformation est alors modifiée et
I'externalisation de son domaine amino-terminahpetrson oligomérisation ainsi que son insertion
au niveau de la membrane externe mitochondrialgédgmeier eal., 1998). Cette insertion est en
effet rapidement suivie par le relargage du cytogte c. Ces changements dans la conformation de
Bax semblent étre favorisés par l'interaction aBat (Eskes etl., 2000) et peuvent étre réduits ou
empéchés par Bcl-2 ou Bcl-Xces protéines anti-apoptotiques agissant paohaiirecte avec Bax
(Desagher egl., 1999). Il a été montré que Bcl-2 pouvait en owmpécher I'activation des
caspases par Bax sans effet sur le relargage daehrgime c (Rosse etl., 1998). Les protéines

anti-apoptotiques pourraient donc agir en avabd#égration du cytochrome c.

2 | Réle de la mitochondrie dans I'apoptose

La mitochondrie joue un réle vital dans la cellde produisant une grande partie de
I'énergie dont la cellule a besoin, en participatthoméostasie calcique, en maintenant le potentie
redox et le pH intracellulaire. Un dysfonctionnememajeur de la mitochondrie peut entrainer
I'apoptose. La mitochondrie est un organite cowétid’'une membrane externe, d’'un espace
transmembranaire, d'une membrane interne et d’'uatica. La membrane interne possede de
nombreuses protéines comme I'ATP synthase, la etdgrtransport des électrons et le transporteur
de nucléotide adénylique (oAdenine Nucleotide TranslocatoANT). Dans des conditions
physiologiques normales, ces protéines permetéefdrination d’'un gradient électrochimique (ou

potentiel membranaireA¥m) par la chaine respiratoire. L'espace intermemdira contient le
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cytochrome c, certaines procaspases (-2, -3 etle9)protéines Smac/Diablo, AIFAgoptosis-
Inducing Factof et I'endonucléase G. La membrane externe possédmnal anionique voltage-
dépendant (VDAC). La perméabilisation de la memérarterne provoque alors le relargage de
toutes ces protéines dans le cytoplasme et la pduitis@ation de la membrane interne conduit a un
changement du potentiel membranaire mitochondrellibération de cytochrome c est l'une des
étapes majeures dans I'induction de I'apoptosdgpanitochondrie.

Plusieurs modéles ont été proposés pour expliguerldrgage de solutés de la mitochondrie

vers le cytosol, étape correspondant a la phasetetfe de I'apoptose :

2.1/ La théorie de la rupture de la membrane extermitochondriale

Le premier modele implique I'hyperpolarisation d& finembrane interne précédant la
libération du cytochrome c¢ dans certains systénteéstte hyperpolarisation résulterait de
I'incapacité de I'échange entre 'ADP cytosoliquel’ATP mitochondrial (Van der Heiden ei.,
1999). Cet échange est normalement effectué pacdeaux anioniques voltage-dépendant ou
VDAC localisés au niveau de la membrane extermmete transporteur de nucléotide adénylique
ou ANT localisé au niveau de la membrane interretteCabsence d’échange semble empécher le
retour des ions Hvers la matrice et par conséquent contribue apé&hgolarisation. Une telle

augmentation du potentiel membranaire mitochondpalt étre a l'origine du gonflement

osmotique de la matrice conduisant a la ruptura deembrane externe mitochondriale.

2.2 / Le pore de transition de perméabilité membaae

Le pore de transition de perméabilité membranairdM® TP est un canal non sélectif de
« haute conductance » pouvant étre formé par I'sippo de protéines transmembranaires résidant
au niveau de la membrane interne et externe deittecimondrie (Crompton, 1999). Ce pore est
principalement formé par I'association de I'ANT, YDAC et de la cyclophiline D, une protéine de
la matrice. L'ouverture du pore peut étre induiée gifféerents effecteurs physiologiques comme le
calcium, la diminution de la concentration en adéniucléotide ou en phosphate inorganique, la
production de radicaux libres oxygénés ou le chamege de pH (Crompton, 1999) ainsi que par la
présence de la protéine Bax. L'ouverture du poggreante la perméabilité de la membrane interne
mitochondriale vis-a-vis de protéines de poids makire inférieur a 1,5 kda. Ceci entraine une
dissipation du potentiel membranaire mitochondjmebton-dépendant), un déséquilibre chimique
entre le cytoplasme et la matrice mitochondrialasiagu’'un découplage de la phosphorylation
oxydative, provoquant alors un gonflement osmotiqumivant conduire a la rupture de la

membrane externe. De plus, les membres de la &aBdl-2 peuvent réguler I'ouverture du pore :
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Bcl-2 peut prévenir cette ouverture alors que Beov@gque une chute du potentiel membranaire

mitochondrial et en favorise I'ouverture (Kroemeak, 1997 ; Shimizu edl., 1998).

2.3/ La théorie du pore formé par les membres aédmille Bcl-2

Cependant, plusieurs études divergent quant artanclogie des évenements, a savoir si
I'ouverture du pore est la cause ou la conséquéncelargage du cytochrome c. En effet, plusieurs
travaux ont montré que le relargage du cytochrorpeuwvait se produire en absence ou avant la
chute du potentiel membranaire mitochondrial (Gelidsetal., 2000).

Un autre mécanisme doit donc permettre le relargageytochrome c. Il a été suggéré que
les protéines de la famille Bcl-2 pouvaient s’ims¢apres changement conformationnel, au niveau
de la membrane externe mitochondriale. Mais le daitin tel canal puisse étre assez gros pour
laisser passer de petites protéines reste a démnohtrs propriétés des canaux formés par des
protéines pro- ou anti-apoptotiques different digativement, ce qui expliquerait leurs effets

opposeés vis-a-vis du cytochrome ¢ (Schlesingat.e1997).

3/ Les différentes voies de I'apoptose

La phase d'initiation de I'apoptose est un phénaeéversible au cours duquel le signal
apoptotique (intra- ou extra-cellulaire) est trais@ des caspases initiatrices par des molécules
adaptatrices. Il existe deux principales voies assp-dépendantes de signalisation de I'apoptose :
la voie des récepteurs de mort (ou voie extrinseguka voie mitochondriale (ou voie intrinséque).
Elles semblent étre bien distinctes, cependantoi@ des récepteurs de mort peut provoquer
'apoptose par la voie mitochondriale grace a latgine Bid, membre de la famille Bcl-2.
Récemment, la voie du réticulum endoplasmique digreie de la caspase-12 a été mise en
evidence (Oyadomari etl., 2002). Une autre voie apoptotique caspase-indigpeda est initiée par

la mitochondrie grace a la libération de I'AlIF paapoptosis-inducing factet

3.1/ La voie des récepteurs de mort ou voie esgique

Les ligands, membres de la famille du TNF, jouemtr@ie important dans la prolifération
cellulaire, la différenciation, I'apoptose, la mdation de la réponse immunitaire et I'induction de
I'inflammation (Pitti etal., 1996). Seize ligands membres de la famille du DNFété identifiés :
TNFa, FasL, TRAIL (Apo-2L), lymphotoxinea, lymphotoxine3, CD27L, CD30L, CD40L,
CD137L, OX40L, RANKL, LIGHT, TWEAK, APRIL, TL1 et BFF. La plupart des ligands sont
synthétisés sous forme de précurseurs transmenit@suaaant que leurs domaines extracellulaires

soient clivés par des métalloprotéases pour fohesrformes solubles. Les ligands sont produits
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sous forme de trimeres et se lient a des réceptleuta famille du récepteur au TNF qui sont des
protéines transmembranaires caractérisées par tifi extra-cellulaire riche en cystéines et un
domaine de mort (DD, «Death Domain») intracelldaiPar conséquent, la mort cellulaire initiée
par ces ligands requiert la trimérisation des rémep. Tous ces ligands n’induisent pas la mort
cellulaire. En effet, CD27L, CD30L et CD40L sont phqués dans la survie cellulaire
contrairement aux ligands THEFasL ou TRAIL.

La mort induite par les membres de la famille daepteurs au TNF conduit a I'activation
de caspases et en est dépendante (Longthornelietnvgil 1997).

3.1.1/ La voie FasL/Fas (CD95 ou Apo-1)

La glycoprotéine Fas (CD95, Apo-1) est un récepteamsmembranaire constitutivement
exprimé dans les lymphocytes et a la surface debreum types cellulaires. La protéine ligand
transmembranaire, FasL (CD95L, Apo-1L) peut étkerike de la surface cellulaire par des
métalloprotéases et, ainsi soluble, elle peuteseali récepteur Fas (Tanakakt 1995). Les étapes
de la voie apoptotique médiée par Fas sont repgéesesur la Figure 12. La liaison du ligand a son
récepteur entraine une trimérisation des réceptéerslomaine cytoplasmique de Fas ne possede
pas d’activité enzymatique intrinseque mais comtisndomaine de mort de 80 acides aminés (DD)
permettant & une protéine adaptatrice, Fas-assdcigath domain (FADD), d’interagir. FADD
posséde également en plus de son «DD» un domdieeteefr de mort (ou «Death Effector
Domain», DED) lui permettant de lier la procasp@s@u Flice pour « FADD-like ICE ») ou la
procaspase-10. La formation de ce complexe appé®&C Dpour «Death-inducing Signaling
Complex» initie l'activation enzymatique de l'apopé. La caspase-8 active est libérée du
complexe et va activer d’autres procaspases conan@rdcaspase-3, caspase effectrice de
I'apoptose induisant l'activation de différents strbts a I'origine des modifications cellulaires

caractéristiques de I'apoptose (Gupta, 2003).



68

3.1.2 / La voie TNF-TNF-R

< La voie des récepteurs TNF-RI et Il

Le TNF-0 agit en se liant aux récepteurs de type | et NKIRI et TNF-RII) et active
plusieurs voies de signalisation. Les deux récepteant des récepteurs transmembranaires qui
different par leur partie cytoplasmique, TNF-RI pédant un domaine DD contrairement a TNF-
RIl. Ces deux récepteurs peuvent induire un sigaaurvie cellulaire mais TNF-RI peut également
provoquer un signal de mort par son domaine DDlidiaon du TNF a son récepteur peut aussi
bien conduire a I'activation des facteurs de trapton NF«kB et AP-1 (anti-apoptotiques) qu’'a
I'apoptose (Gupta, 2003) (Figure 12).

La fixation du TNFt provoque une trimérisation de TNF-RI permettantidégson de la
protéine adaptatrice TRADD pour « TNF-R associaledth domain ». Celle-ci va a son tour
recruter FADD par son domaine DD. De la méme faqoa lors de I'apoptose induite par le
récepteur Fas, la caspase-8 ou -10 va étre agiaméBapoptosome TNF-RI/TRADD/FADD afin
d’agir sur les caspases effectrices -3, -6 et iqufE 12).

Mais, TNF-RI peut également activer une voie indéamte de FADD via la protéine RIP
(« receptor interacting protein »), cette voie &taroins fréquente que la voie dépendante de
FADD. TRADD possede un domaine DD qui peut s'assoéi la protéine RIP. Cette derniere
s’associe a la protéine RAIDD («RIPK1 Domain camitaj Adapter with DD») qui possede un
domaine CARD («caspase recruitement domain»), duagalement présent sur les caspases-2, -3
et -9. Bien que l'activation des caspases-8 etsdi0 dependante de FADD, l'activation de la
caspase-2 est indépendante de FADD et se fait gréapoptosome TNF-RI/TRADD/RIP/RAIDD
(Karin et Lin, 2002) (Figure 12).

Le TNFa peut également induire un signal de survie cetkilgrace a deux types de
protéines adaptatrices, TRAF-2 («TNF-R-associaaetbf-2») et RIP. TRAF-2 et RIP induisent la
survie cellulaire par l'activation des voies MAPnase et NB respectivement. NKB est
souvent décrit comme un facteur répresseur deptage alors que les MAPKs peuvent aussi bien
inhiber qu’induire I'apoptose.

Le récepteur TNF-RII ne possede pas de domaine YaBplkasmique mais la liaison du
TNF-a & TNF-RII conduit a l'interaction de TRAF-1 et a2 domaine de TNF-RII cytoplasmique.

Il a été rapporté que TNF-RII jouait un réle im@mt dans la régulation de I'apoptose médiée par
TNF-RI (Declercq etl., 1998).
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< La voie des récepteurs TRAIL (Apo-2L)

Les ligands TRAIL («tumor necrosis factor-relatgubtosis inducing ligand» ou Apo2L)
sont des protéines transmembranaires, pouvant fadagetrimeres. L'interaction entre TRAIL et
les récepteurs TRAIL-R1 (DR4) et/ou TRAIL-R2 (DREo-2, TRICK2, Killer) induit rapidement
la mort cellulaire dans les cellules cibles quitgmnmncipalement des cellules tumorales (Pittalet
1996). Les ligands TRAIL et leurs récepteurs soprienés de fagon constitutive dans beaucoup de
tissus (Pitti etal., 1996), ce qui suppose l'existence d’'un mécanismecontrole de I'apoptose
induite par TRAIL. La liaison du ligand au récept@ermet l'interaction de ce complexe avec des

protéines adaptatrices comme FADD décrite aupataamRADD.
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Le déroulement de la signalisation induite parriasepteurs TRAIL-R1 et TRAIL-R2 se
rapproche de celle induite par la voie FasL/Faguféi 12). Trois autres récepteurs appartenant a la
famille des récepteurs de TRAIL ont été identifiéeRAIL-R3 (DcR1, TRID, LIT), TRAIL-R4
(DcR2, TRUNDD) et I'ostéoprotégeérine (OPG). lls étimnnent comme modulateurs interférant
avec lactivité des récepteurs de mort car ils nesspdent pas de domaine propre
intracytoplasmique ; pour cette raison, ils sonhsidérés comme étant non-apoptotiques et
représentent un mécanisme de contrble de Il'apopioseite par TRAIL (Figure 12).
L’ostéoprotégérine a été récemment décrit commet éta récepteur soluble pouvant se lier a
TRAIL et inhiber son action (Emery at., 1998).

3.1.3 / Régulation de la voie apoptotique médiée pies récepteurs

L’apoptose médiée par cette voie est régulée notmhrau niveau de l'assemblage du
complexe DISC ou au niveau de son activité. Laginet FLIP ou «Flice-inhibitory protein» est une
isoforme de la caspase-8. Elle agit en entrant @npétition avec les caspases-8 et -10 et en
empéchant leur recrutement au niveau du DISC avmage de I'apoptose (Krueger at, 2001)
(Figure 12). De plus, il a été montré que FLIP mouvnduire l'activation du facteur de
transcription NF«B ainsi que la voie de signalisation impliquant ERKextracellular signal-
regulated protein kinase ») (Kataokaakt 2000). Par conséquent ces protéines agissent ealam
protéines anti-apoptotiques.

Un autre type de régulation se fait au niveau d@epteur lui-méme. En effet, la plupart des
récepteurs du TNF existent également sous formibksglqui entrent donc en compétition vis-a-vis
de la forme transmembranaire du récepteur avedgénd, bloquant ainsi le recrutement de

protéines adaptatrices et par conséquent l'achinates procaspases initiatrices.

3.1.4 / Amplification de la voie des récepteurs daort

La voie classique des récepteurs de mort se pradhnis les cellules exprimant la
procaspase-8 de fagon importante, mais dans lessatipes cellulaires, cette voie doit étre
amplifiée par la voie mitochondriale grace au remment de la protéine Bid par la caspase-8
(Figure 12). En effet, la caspase-8 clive Bid, uentbre de la famille Bcl-2, au niveau N-terminal
permettant I'exposition de son domaine BH3. L'expos du domaine BH3 permet a Bid de
s'insérer dans la membrane mitochondriale et ddiesea Bax ou a d'autres protéines pro-
apoptotiques. Bid provoque ainsi la libération gitochrome c induisant I'activation de la caspase-
9 puis de la caspase-3 (Wang et al., 1996b).
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Une autre protéine faisant la jonction entre lasxdeies a été identifiée. Il s’agit de la protéBwR
(« bifunctional apoptosis regulator »), protéingulétrice capable de s'associer aux molécules anti-
apoptotiques Bcl-2/Bcl-Xpar un domaine SAM (« sterile alpha motif ») aiggia la caspase-8 par
le domaine DED (Zhang el., 2000).

3.2 / La voie mitochondriale ou voie intrinséque

3.2.1/ La voie mitochondriale dépendante des casges
De nombreux stimuli, comme les agents thérapeutides radiations UV, les molécules du

stress, le manque de facteurs de croissance, senraeire I'apoptose par la voie mitochondriale.

< Le cytochrome ¢

Le cytochrome c est I'une des étapes majeuresini@duttion de I'apoptose par la voie
mitochondriale. Il est importé dans la mitochondrieil subit une maturation. La protéine devenue
globulaire se lie a un héme. Le cytochrome c egptiesgtré au niveau de I'espace intermembranaire
mitochondrial ou il exerce sa fonction physiologqie transporteur d’électrons (Ravagnaalet
2002). Or, le cytochrome c est nécessaire a ladtiom de 'apoptosome et a l'activation de la
caspase-3.

Dans la majorité des cas, la libération du cytocteac est dépendante de l'activité des
caspases (Bossy-Wetzelat, 1998). Le mécanisme par lequel le cytochromet cetargué, ainsi
gue sa cinétique de libération a été le sujet dmbmeuses controverses. Le relargage du
cytochrome ¢ semble étre dépendant de la présendgaxl ou Bak dans la membrane externe
mitochondriale. Le relargage du cytochrome c pdurse faire avant la chute du potentiel

membranaire mitochondriahAfm) ou simultanément.

< La protéine Apaf-1

Apaf-1 est une protéine d’environ 130 kDa comprénandomaine CARD dans la partie
amino-terminale et un domaine C-terminal contepdusieurs répétitions WD-40 impliguées dans
les interactions protéines-protéines (Caimlet2002). Les répétitions WD-40 sont nécessaires a |
liaison au cytochrome ¢ mais ne sont pas suffisarite domaine WD joue également un réle
important dans le recrutement de la procaspase3ldmaine CARD d’Apaf-1 n’est pas expose
dans des conditions normales et ne peut donc pesagir avec la caspase-9 ; en revanche en
présence d’ATP et de cytochrome c, Apaf-1 changeatdormation et peut interagir avec la
caspase-9 grace a I'exposition de CARD (Lakt 1997) (Figure 13). La partie centrale d’Apaf-1
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possede un domaine semblable & un domaine ATP&kgdeblyse de I'ATP parait étre nécessaire

a la formation de I'apoptosome (Huadt, 1999).
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Figure 13 : La voie mitochondriale (d’aprés Ravagnamalet2002).
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< La formation de I'apoptosome

L’apoptosome impliqué dans I'apoptose induite pamitochondrie est constitué d’Apaf-1,
du cytochrome c et de la procaspase-9 (Figure Ai®f-1 s’associe a la procaspase-9 et a deux
molécules de cytochrome c¢ (Cain af., 2001). La concentration de *Kintracellulaire
(physiologique) abolit en temps normal l'activatides caspases en inhibant la formation de
I'apoptosome mais cette inhibition peut étre legggrésence d’'une grande quantité de cytochrome
c (Cain etal., 2001). Le cytochrome c facilite la liaison de TR a Apaf-1 probablement en

favorisant I'exposition du domaine de liaison pamgement de la conformation de Apaf-1.

<= Les protéines inhibitrices de I'apoptose ou IAPs

Les IAPs sont des protéines qui inhibent la moHulzére en empéchant le clivage des
caspases (Fesik et Shi, 2001) (Figure 13). Les I#d?d constituées d’'un ou plusieurs domaines
BIR pour «baculoviral IAP repeat» indispensabledear activité anti-apoptotique puisqu’ils
permettent la liaison aux caspases. Chaque donBRepossede des fonctions distinctes et une
spécificité de liaison aux caspasB$AP (X-chromosome-linked inhibitor of apoptosis projesst
une des molécules les mieux connues de cette éanelle peut inhiber I'activation de la caspase-9
initiatrice ainsi que celle des caspases effedriGeet -7. En effet, elle peut se lier a la casghs
active et I'empécher d’agir sur la procaspase-Zmeore séquestrer la procaspase-3 au niveau de
I'apoptosome par simple liaison, ce qui blogue da&ewapoptotique. Les IAPs peuvent elles-mémes
étre régulées de maniere négative.

Smac Second Mitochondria-derived Activator of Caspasé son homologue DIABLO
(Direct IAP Binding protein with Low plsont des protéines identifiées récemment, qujusat
I'activité anti-apoptotique des IAPs (Du at, 2000 ; Verhagen edl., 2000 ; Srinivasula edl.,
2001) (Figure 13).

XAF-1 («XIAP associated factor 1») est une auti@gine capable d’activer les caspases en
inhibant les IAPs (Figure 13). Contrairement a SIDEEBLO, c’est une protéine nucléaire active
en permanence se liant a XIAP et la séquestrarst ldamoyau, la cellule devient alors plus sensible
a un signal de mort.

Récemment, la protéine Omi/HtrAight temperature requirement protein )A2 été
identifiée comme étant une nouvelle protéine inhid® des IAPs (Martins etl., 2002) (Figure 13).
Dans les cellules normales humaines, HtrA2 est icéaf dans I'espace intermembranaire
mitochondrial. Mais sous induction apoptotique adé@rents agents, elle est relarguée dans le
cytosol et se lie aux IAPs comme XIAP de la ménmgfaque Smac/DIABLO facilitant ainsi

I'activation des caspases.
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3.2.3 / La voie mitochondriale indépendante des gaases
Plusieurs protéines contenues dans l'espace intebnamaire peuvent induire I'apoptose

directement sans activation des caspases. C’easldu facteur d’induction apoptotique (AIF) et de
I'endonucléase G (endo G) qui, une fois libérésadmitochondrie, sont transloqués dans le noyau
provoquant une condensation de la chromatine et amgure de I'’ADN générant de larges
fragments d’ADN (Figure 13).

< La protéine AlF

L’AIF est une flavoprotéine (Lorenzo el., 1999). Le précurseur de I'AlIF est synthétisé
dans le cytoplasme puis importé dans la mitochen@usin etl., 1999). Une fois dans I'espace
intermembranaire, la protéine AIF est clivee etngfgade conformation tout en incorporant le
groupement prosthétique FAD («Flavin Adenin Dinotige»). Apres exposition de la cellule a un
stimulus pro-apoptotique, I'AIF se transloque despace intermembranaire vers le cytosol puis
vers le noyau. Le phénomeéne par lequel I'AlF sedi@que vers le cytosol est encore inconnu.

Les effets de I'AIF en tant que molécule apoptogameété étudiés aussi bienvitro qu’in
vivo. In vitro, il a été montré que I'AIF générait une condemsapériphérique de la chromatine
ainsi qu’'une fragmentation de '’ADN en larges fraas de 50 kpb, ceci par interaction directe
avec I'’ADN sans spécificité de séquence (Yalet2002). Cette interaction peut étre modulée par
le niveau de translocation dans le noyau. De pl4dF provoque en présence dextraits
cytosoliques une perméabilisation de la membranermx mitochondriale et par conséquent la
libération du cytochrome c et de la procaspasedSi(iSetal., 1999). Les effets de I'AIF sont abolis
par la surexpression de Bcl-2 et sont les mémes das cellules ayant ou non des activités
caspases : I'AlF agit donc indépendamment des saspa

L’AIF est inhibé par une protéine endogene, HspR@vagnan etl., 2001). Beaucoup
d’événements concernant I'AlIF sont encore inconmaesamment son mode d’action sur 'ADN,
son activité d’oxydoréductase, la transduction igma permettant sa libération. La condensation
de 'ADN observée lors de I'apoptose pourrait &xgliquée par l'interaction directe de I'AlF sur
'ADN. En effet, cette interaction pourrait modifiéa structure de la chromatine et favoriser
I'action des nucléases comme la topoisomérase laaryclophiline qui générent elles aussi des

fragments de 50 kpb similaires a ceux obtenus apdégtion de I'AlF.
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< L'endonucléase G

L’endonucléase G est une nucléase mitochondrialespécifique (Li etl., 2001). Pendant
I'apoptose, I'endonucléase G est relarguée de tacmondrie et transloquée dans le noyau. Elle
digere 'ADN en I'absence d’activité caspase etl'absence de la nucléase caspase-dépendante
DFF/CAD (van Loo etl., 2001). L’endonucléase G pourrait agir avec I'axxdéase et la DNase |
dans le noyau pour générer les fragments d’ADN det tpoids moléculaire, mais elle peut

eégalement générer des fragments oligonucléosomiques

3.3/ La voie du reticulum endoplasmique

Différentes fonctions importantes pour la cellul@mme les modifications post-
traductionnelles, 'assemblage et la conformaties drotéines nouvellement synthétisées, se font
dans le réticulum endoplasmique (RE) mais celgieci également de réserve de calcium cellulaire.
Ces fonctions sont vitales pour la survie de ltutekt la moindre modification altérant une de ses
fonctions entraine des dommages cellulaires irsfvies et conduit a l'apoptose. Plusieurs
conditions peuvent conduire a un « stress du R&mme linhibition de la glycosylation des
protéines, la diminution de la formation des liasdisulfides, la déplétion du calcium contenu
dans le lumen du RE, les altérations du transpest mtotéines du RE vers I'appareil de Golgi,
I'expression de protéines anormalement conformddse voie de signalisation controle
I'accumulation de ces derniéres au niveau du RE&@Omari etal., 2002).

Plusieurs voies apoptotiques peuvent étre indaipeges un stress du RE. La premiere est
I'induction transcriptionnelle de CHOP (pour «C/EBBmologus protein», hommée également
Gadd153), un membre de la famille des facteurgatesc¢ription C/EBP (Ron et Habener, 1992).
CHORP est peu ou pas exprimé dans des conditiorsighbgiques normales et est fortement induit
en réponse a un stress du réticulum. Sa surexpnessnduit a un arrét de la croissance celluldire e
a I'apoptose (Gotoh dl., 2002). Il a été décrit que CHOP diminuait I'exgsi®n de la protéine
Bcl-2 et augmentait la concentration intracell@daite protons et la production de radicaux libres
(McCullough etal., 2001). La seconde voie d’induction de l'apopteoset en jeu la voie de
transduction JUN-kinase (JNK). L’activation de laspase-12 est la troisieme voie apoptotique
induite par un stress du RE. La caspase-12 eslidéeaau niveau de la membrane du RE co6té
cytosolique et est activée par un stress au nigdeaRE. Son activation conduit a I'apoptose. |l
semblerait que JNK agisse comme partenaire dacsvBion de la caspase-12 (Oyadomaralet
2002).
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4 | Le role de NFxB dans 'apoptose

Le facteur NF«B est également un médiateur clé de I'inductioryéiees impliqués dans le
contrdle de la prolifération cellulaire et de I'gppose (Barkett et Gilmore, 1999) (Figure 8). KIB-

a été deécrit comme un inhibiteur de l'apoptose gyp@lement induite par le TNF (Baldwin,
1996). De plus, il a été montré gu’lKétait indispensable pour la survie cellulaire étial.,
1999). Les génes codant pour les IAPs, pour FLAPAR-1 et TRAF-2 et pour des homologues de
Bcl-2 sont des genes anti-apoptotiques directermaites par NkB. En activant les IAPs, NkB
empéche I'activation des caspases mais il peui augisre I'expression de membres de la famille
Bcl-2 comme Bcl-X qui est anti-apoptotique ou inhiber I'expressiom Bax pro-apoptotique
(Bentires-Alj etal., 2001).

Inversement, une activation de Hsp70 par l'arsediteinue I'apoptose dans les cellules
endothéliales. Cette activation de Hsp70 sembke |&e a une diminution de I'activation de NF-
KB. Ceci suggere que NEB activé puisse aussi étre pro-apoptotique (DeMeestal., 1997).
Ryan etal. (2000) ont montré que I'activation de MB- était essentielle pour que p53 induise
I'apoptose. En effet, Iinhibition de l'activité dBIF-kB est corrélée a une absence d’apoptose

normalement induite par p53.

5/ Le rble de p53 dans I'apoptose

p53 est une nucléoprotéine, surnommeée le gardiegedame car elle a la tache de bloquer
la prolifération cellulaire si ’ADN de la cellulest endommagé ou modifié. Elle peut réguler une
grande variété de genes en s’associant de facewtigél a différents facteurs de transcription
(Bargonetti et al., 2002). L'apoptose mediée paB @5t induite par des lésions sur I'ADN,
I'hypoxie ou le manque de facteurs de croissanaepriotéine p53 peut inhiber la transcription de
génes anti-apoptotiques comme Bcl-2, B¢l induire des genes pro-apoptotiques comme Bax,
Fas et Fas-L (Bargonetti et al., 2002). Mais dansluipart des cas, son implication dans I'apoptose
semble étre indépendante de son activité tranguomipglle (Caelles et al., 1994). Elle peut induire
I'apoptose en augmentant la production de radi¢idues au niveau de la mitochondrie. Apres une
hypoxie ou I'induction de Iésions sur ’ADN, p53tésansférée dans la mitochondrie et ce transfert
précede le relargage de cytochrome c et I'actinadi® la procaspase-3 (Marchenko et al., 2000). De
plus, Mihara et al. (2003) ont montré qu’elle patwaduire la perméabilisation de la membrane
mitochondriale externe en formant un complexe des@rotéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-

X.. Ainsi, p53 interviendrait dans I'apoptose mitoctoale.
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6 / Le role de COX-2 dans 'apoptose

La COX-2 aurait plutét un réle anti-apoptotique. &ffet, plusieurs travaux sur différentes
lignées cancéreuses ont montré une surexpressiG®de2 et une inhibition de I'apoptose (Tsujii
et al., 1995). En effet, les PGs rendent les adldpithéliales et hépatocytaires résistantes a
I'induction de I'apoptose (Tsuijii et al., 1995 ; dlret al., 1998). PGEinduit I'expression de la
protéine anti-apoptotique Bcl-2 dans les cellulascéreuses coliques (Sheng et al., 1998). L’acide
arachidonique (AA) exogéne en guantité importarget pprovoquer I'apoptose, indépendamment
de la formation de PGs. Il est possible que COXH2xgprimée puisse réduire la quantité d’AA et
ainsi prévenir I'apoptose (Surette et al., 1999).

Le NS-398, un inhibiteur sélectif de COX-2, rédlat prolifération cellulaire et induit
I'apoptose dans les cellules d’hépatocarcinome 1(Ghet al., 2002). Cependant, I'indométacine
pourrait exercer une activité anti-proliférative tegon indépendante de COX-2 (Smith et al.,
2000a). Dans les cellules d’'ostéosarcome, le NSa3flbles concentrations augmente I'apoptose
sans moduler I'expression de COX-2. Par contreprées concentrations, il induit COX-2 et
diminue le taux de cellules apoptotiques (Moali@let 2001b). Récemment, Wu et al. (2003) ont
montré que l'inhibition de la prolifération des loéds de carcinomes et l'induction de I'apoptose
par le celecoxib passaient par un mécanisme dépen@gaCOX-2. Cependant, une autre étude
montre que le celecoxib induit I'apoptose par ldevamitochondriale indépendamment de sa
capacité a inhiber COX-2 (Jendrossek et al., 20@3ans les cultures de synoviocytes
fibroblastiques de PR, le celecoxib induit 'apg@ade facon dose-dépendante (Kusunoki et al.,
2002). Cet effet pro-apoptotique est indépendanC@X-2 et des récepteurs de proliférateurs de
péroxisomes (PPARS), en I'occurrence PPARes AINS comparateurs, indométacine, rofecoxib,
étodolac, méloxicam, nimésulide n'ont pas d'effet Bapoptose méme a fortes doses. Ainsi les
AINS pourraient exercer une activité pro-apoptatigar différents mécanismes dépendants ou non
de COX-2.

Les PGs peuvent stimuler des récepteurs de suctaoene les récepteurs EP de la BGE
Elles peuvent aussi agir, notamment les PGA, D, eud les récepteurs nucléaires PPARs. Les
PPARs sont des facteurs de transcription activédgsacomplexes récepteur/ligand hormonaux
nucléaires, qui comportent les récepteurs auxisiE&spaux hormones thyroidiennes, a la vitamine
D. Les PPARs se lient a I'élément de réponse @malieur de péroxisomes (PPRE). lls sont
exprimés dans les macrophages, les lymphocytessTsyinoviocytes, chondrocytes et ostéoclastes
(Fahmi et al., 2002 ; Kawahito et al., 2000). @s AINS pourraient agir par l'intermédiaire des
PPARs. En effet, l'indométacine qui inhibe la piélation des cellules cancéreuses
indépendamment de COX-2, active les récepteurs BP&Rnduit I'apoptose (Lehmann et al.,
1997). Dans ce sens, Yang et Frucht (2001) ont mdomte I'activation des PPARs inhibait
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I'expression de COX-2 et induisait 'apoptose dhasscellules de cancer du colon. L'indométacine
et le diclofénac induisent I'apoptose des synouiegyfibroblastiques de PR en association avec
I'activation de PPAR¢ (Yamazaki et al., 2002). Kawahito et al. (2000) montré que des ligands
de PPARy (15-deoxyA™'“PGJ et la thiazolidine) étaient capables d'induirepbatose des
synoviocytes de Pk vitro et de diminuem vivola formation du pannus synovial dans l'arthrite a
I'adjuvant chez le rat.

B / POLYARTHRITE RHUMATOIDE ET APOPTOSE

Dans la PR, le tissu synovial devient hyperplasiguec une multiplication des cellules
synoviales, une infiltration de cellules de linfilaation lymphocytes et macrophages et une
néovascularisation. Les synoviocytes fibroblastiqoat des caractéristiques pseudo-néoplasiques
avec une tendance a linvasion et |'expression detoponcogenes (Palmer et al., 1995).
L’hypothése avancée pour expliquer cette hypemlasynoviale est un déséquilibre entre
prolifération cellulaire et apoptose avec probatdetrun défaut des phénomeénes d’apoptose.

1 / Intervention de la voie du récepteur de mort Fs/FasL

Les macrophages du tissu synovial de PR expriméatféis Fas et FasL (Perlman et al.,
2001). Fas est également exprimé par d’autreslegltomme les synoviocytes fibroblastiques et
les lymphocytes. Cependant, les synoviocytes sésistants a I'apoptose médiée par Fas. Les
cytokines majeures intervenant dans la physiopagi®l de la PR sont capables d’inhiber
'apoptose médiée par Fas vitro dans les cellules synoviales (Wakisaka et al.,8L9€ette
résistance a lI'apoptose pourrait s’expliquer pa amgmentation de I'inhibition de la voie Fas/FasL
exercée par la protéine Flip anti-apoptotique. EBp d’ailleurs exprimée de fagon plus importante
dans le tissu synovial de PR comparé a celui desth(Perlman et al., 2001). Flip a été mise en
evidence par immunofluorescence dans les macrophagdes synoviocytes fibroblastiques.
L’ARNmM de Flip est détecté par hybridatiom situ dans le tissu synovial, notamment au site
d’érosion du cartilage (Schedel et al., 2002). Apséimulation par le TNe; I'expression de
I’ARNm de Flip et le taux de protéine sont augmerdéns les synoviocytes fibroblastiques de PR
(Chen et al., 2002).

Inversement, les biothérapies par anti-TéNKinfliximab et etanercept) restaurent les

phénomenes d’apoptose (Catrina et al., 2005).



79
En ce qui concerne la voie de TRAIL, il semblerpitelle soit absente puisque TRAIL et
ses récepteurs R1, R2 et R4 ne sont pas détectableytométrie de flux dans les lymphocytes et
les synoviocytes fibroblastiques de PR (Perlmaal.e2003).

2 / Role de NFxB

NF-xB joue un réle tres important dans la physiopatfielode la PR en régulant la
production de cytokines pro-inflammatoires. Il mvient également dans I'apoptose en favorisant la
production de molécules anti-apoptotiques commp, MIAP (membre des protéines inhibitrices
de l'apoptose) et A1 (membre anti-apoptotique déitaille Bcl-2) (Liu et al., 2003 ; Bai et al.,
2004). L'inhibition de l'activation de NikB sensibilise les synoviocytes fibroblastiques &R &
I'apoptose induite par le TNE&{Yamasaki et al., 2001 ; Youn et al., 2002).

3/ Réle des membres de la famille Bcl-2

Concernant la voie mitochondriale de I'apoptosdest membres de la famille Bcl-2, il
semble exister dans la PR une balance en faveumdsthbres anti-apoptotiques. Ainsi, Bcl-2 est
exprimé de facon plus importante dans le tissu\@ghale PR comparé a celui d’arthrose, tout
particulierement dans les synoviocytes fibroblastgiCD68 - (Perlman et al., 2000). La stimulation
par I'lL-15, une cytokine pro-inflammatoire intenent dans la physiopathologie de la PR,
augmente I'expression de ’ARNmM de Bc|-¥ans les synoviocytes fibroblastiques et inversgme
I'inhibition de la production endogene d’IL-15 sujpe I'expression des ARNm de Bcl-2 et Bcl-
XL et entraine I'apoptose (Kurowska et al., 2002)nan modele expérimental animal de PR,
I'étoposide, qui induit I'apoptose par dysfonctienment mitochondrial, prévient I'arthrite au
collagene (Verdrengh et al., 2002).

4 /| Ro6le de p53

p53 intervient dans le contrble du cycle cellulatedans I'apoptose. Elle est surexprimée
dans le tissu synovial de PR (Firestein et al. 61.9%alvador et al., 2005). Cependant, des muttion
de p53 ont été mises en évidence notamment dasitdne bordante du tissu synovial (Yamanishi
et al., 2002). L'analyse des différents types deatmns de p53 est en faveur de Iésions de '’ADN
secondaires a un stress oxydatif. Ainsi, le stoagslatif pourrait entrainer des mutations de p53 et
ainsi protéger les cellules contre I'apoptose. Damsnodele expérimental d’arthrite chez le lapin,
I'injection intra-articulaire d’'un vecteur viral pimant p53 induit 'apoptose dans le tissu synbvia

et réduit I'inflammation (Yao et al., 2001).
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5 / Intervention de la voie PI3K/Akt-1

La stimulation de la voie PI-3K conduit a l'activat d’Akt-1 qui induit elle-méme une
résistance a I'apoptose par différents mécaniskisl est une sérine/thréonine kinase et peut
inhiber 'apoptose en phosphorylant Bad entrairsansi une inactivation de I'effet inhibiteur de
Bad sur Bcl-X, et donc le maintien de I'intégrité mitochondriakkt-1 entraine également une
diminution de I'expression de FasL (Liu et al., 3R0L’inhibition de l'activation d’Akt-1 rend les
synoviocytes fibroblastiques de PR sensibles @p#gse induite par le TN&+{Zhang et al., 2001).

Il en est de méme des macrophages provenant dddigynovial de PR ou I'apoptose peut étre
induite par l'inhibition de la voie PI-3K (Perima al., 2001).
STAT-3, qui intervient dans la transduction du sigde I'IL-6, aurait également un rdle dans la

protection contre I'apoptose observée dans la RiRdiLal., 2003).

V /LE LEFLUNOMIDE

Le Iéflunomide (LEF) est un dérivé isoxazole sytithée (N{4-trifluoro-méthyl-phény5-
méthylisoxazol-4-carboxamide). Il s’agit d’'un ageémmunomodulateur utilisé dans le traitement
de fond de la PR, commercialisé sous le nom d’ARauze léflunomide est une prodrogue qui est
transformée rapidement, par un métabolisme de prgmaissage au niveau de la paroi intestinale et
du foie, en son métabolite actif, nommé le A77 1#268ponsable de la quasi totalité de ses effets
pharmacologiques. Le LEF répond a la définition OBARD pour «Disease Modifying
AntiRheumatic Drugp, avec une amélioration des signes et symptoémé&smaladie maintenue a 5
ans, une amélioration de la fonction et enfin uimeirtition des dommages structuraux comparé au
placebo (Osiri et al., 2003 ; Kalden et al., 2003).

Le LEF et son métabolite A77 1726 inhibent la diilogotate déshydrogénase (DHODH),
une enzyme clé de la voie de biosynth@senovode pyrimidine dans les cellules a division rapide,
comme les lymphocytes activés, aboutissant a t'aééersible du cycle cellulaire (Fox et al.,
1998 ; Rickemann et al., 1998). Bien que le ménamid’'action exact du LEF dans la PR ne soit
pas connu, il semblerait avoir plusieurs sites tibac

Outre son action de blocage de la prolifération lgegphocytes T activés, le LEH vitro,
diminue l'expression par les monocytes de molécudé&slhésion et leur migration trans-
endothéliale (Grisar et al., 2004). Ainsi, il paitrdiminuer la migration cellulaire vers le site
inflammatoire articulaire. Les études IRNMvivo vont dans le méme sens puisqu’il existe chez les
patients atteints de PR traités par LEF une dinonude la cellularité synoviale (Reece et al.,

2002). Le léflunomide modifie le phénotype et lesdtions des cellules dendritiques de fagcon
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indépendante de son activité anti-métabolite (Kirstal., 2005). En effet, le Iéflunomide altere la
maturation des cellules dendritiques et leur cda@axistimuler la prolifération des cellules T. Ces
effets sont associés a une diminution de I'expoessi la surface des cellules dendritiques de
certaines molécules de costimulation (CD40 et CD80lune inhibition de la production de
cytokines pro-inflammatoires (IL-12 et TNE- Ceci pourrait étre particulierement intéressaart
les cellules dendritiques ont un rdle central dEngrésentation de I'antigéne aux cellules T a
l'origine du processus pathologique de la PR. Cetidification de phénotype des cellules
dendritiques pourrait entrainer une tolérance wssades antigénes potentiels impliqués dans le
déclenchement de la maladie (Van Parijs et al.7 19enna et al., 2000). L'A77 1726 diminue la
production de PGEdans plusieurs modeélés vivo et in vitrg notamment dans les cultures de
cellules synoviales (Curnock et al., 1997 ; Burgeil., 2003). Il inhibe l'activité de COX-1 et
COX-2 dans le modele sur sang total humain et dimife production de protéine COX-2
uniguement a forte dose (>3Q@/ml) (Hamilton et al., 1999). Le LEF est un purssiahibiteur de
I'activation de NFxB induite par difféerents stimuli inflammatoires. fdooment, il bloque les
réponses cellulaires induites par le TiEans les lymphocytes T (Manea al.,1999 ; Manna et
al., 2000). Ces effets inhibiteurs du LEF sur Engmission du signal intracellulaire du TNF sont
completement supprimeés par I'uridine, soulignantdle clé de la biosynthése de pyrimidine dans
les réponses cellulaires médiées par le TNF. Leesitye kinases sont d’autres cibles du
léflunomide comme celles de la famille Src et JAdEhs les cellules B et T activées (Xu et al.,
1995). Plusieurs études ont montré I'action inhidetdu LEF sur la production de métalloprotéases
MMP-1, MMP-3 et MMP-13 (Kraan et al., 2000 ; Burggral., 2003 ; Elkayam et al., 2003 ; Migita
et al., 2004) et de molécules d’adhésion comme I€A8 VCAM-1 (Kraan et al., 2000 ; Cutolo et
al., 2003). Le NO participe aussi a la destructisaulaire dans la PR. L’A77 1726 diminue la
production de NO et I'expression de TARNmM de la N¢hthase inductible dans les fibroblastes
L929 traités par IFNt(Jankovic et al., 2000). Chez 33 patients attalet®R, les taux sériques de
nitrite et de citrulline, marqueurs de la productae NO, diminuent de fagon significative apres 4
semaines de traitement par lIéflunomide (Reddy.e2@05).

L’activité anti-inflammatoire du LEF passe probabént aussi par [linhibition de
médiateurs pro-inflammatoires et notamment deskoys intervenant dans la PR. Ainsi, le LEF
diminue la production d’IL-ft et de TNFe dans les cultures de tissu synovial humain (Elkaga
al., 2003). Cutolo et al. (2003) ont montré, dassrhacrophages synoviaux de PR, une diminution
de l'expression intracytoplasmique de THNFet d’'IL-13 et une baisse de la concentration
extracellulaire de TNF+ aprés traitement par A77 1726. L’A77 1726 inhiagptoduction d’IL-6
dans les cultures de cellules synoviales de PRg@uet al., 2003) et non dans les cultures de
monocytes du sang périphérique (Kraan et al., 200&)taux sérique d’'IL-6 n’est pas non plus
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modifié chez les patients traités par LEF (Kraaalgt2004). Apres contact avec les lymphocytes T
traités par LEF, le ratio molaire d’'IL-1Ra/Il3let TIMP-1/MMP-1 produit par les monocytes est
augmenté, suggérant que le LEF tend a augmentdade=urs anti-inflammatoires au-dela de la
production des facteurs pro-inflammatoires et fatele destruction ostéo-cartilagineuse (Déage et
al., 1998). Palmer et al. (2004) ont montré récentrgae I'A77 1726 augmente la production d’IL-
1Ra induite par I'lL-B dans les synoviocytes fibroblastiques et les ctamyes humains.

Enfin, le LEF interviendrait également dans la degion osseuse. Urushibara et al.
(2004) ont etudién vitro les effets du LEF sur la différenciation des osl&stes apreés
stimulation par RANKL et M-CSF. Les résultats mentrque le LEF a un effet inhibiteur direct
sur la différenciation des ostéoclastes induite RANKL en bloquant l'induction du facteur
nucléaire des cellules T activées cl1 (NF-ATcl). Al est un facteur de transcription qui
intervient de facon majeure dans la différenciatidas précurseurs ostéoclastiques en

ostéoclastes.

VI /LA DIOSGENINE

La diosgénine est un stéroide végétal appartenagitoaipe des saponines (Figure 14).

Diosgénine

Figure 14 : Structure de la diosgénine.

Les premieres hormones stéroidiennes utiliséehéapeutique ont été extraites d’organes
animaux mais les quantités obtenues étaient faiblesl939, la diosgénine, un précurseur, a été
mise en évidence en quantité importante dans wsealiée mexicaine. Ceci a permis le démarrage
d’'une production industrielle aprés mise au poinhdrocessus de dégradation de ce précurseur.
La plus grande partie des hormones stéroidienneduipes par I'industrie pharmaceutique sont
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maintenant obtenues par hémisynthése a partir lisgamces naturelles : saponosides, phytostérols,
cholestérol ou acides biliaires.

Le genre Dioscorea comprend environ 600 espécagesbtropicales et la plupart de ces
especes ont un tubercule amylifere a partir dutgudiosgénine est extraite. Dans les tubercules, la
diosgénine existe sous la forme de dioscine etté’bgides voisins. L'extraction débute par un
traitement en milieu acide minéral qui provoqueydifolyse des hétérosides. Apres filtration, la
fraction insoluble est neutralisée, lavée et teap@r un solvant apolaire qui extrait la diosgénine
Actuellement, de nombreux pays tels que la Chind’lade produisent différentes especes de
dioscorées.

Les stéroides végétaux sont de plus en plus étddigs le domaine biologique en raison de
leur diversité structurale, de leurs activités tdjues et de leur faible toxicité.

La diosgénine a différentes actions biologiques :

1. Amigo etal. (1999) ont montré que la diosgénine augmeidagécrétion du cholestérol
biliaire. Cette observation a été confirmée par ¥guchi etal. (2003) qui ont montré que la

diosgénine avait une action cholérétique.

2. Les stéroides végétaux comme la diosgénine prégerdgalement des propriétés
antioxydantes. En effet, Turchan et al. (2003)roontré que la diosgénine pouvait diminuer

significativement les effets des radicaux libres lde I'infection par le VIH.

3. La diosgénine est aussi a l'origine de la synthdeecertaines hormones comme la
déehydroépiandrostérone (DHEA) (Scott et al., 2000).

4. La diosgénine interviendrait également dans le boditeme osseux. Dans des modeles de
rates adultes ovariectomisées, la supplémentatiodiasgénine dans I'alimentation réduit
significativement I'ostéoporose, dans les mémepagitmns que I'oestrogéne (Higdonadt,
2001). Cette supplémentation en diosgénine chez rde=s ovariectomisées entraine
également une réduction de la taille des glandesrsales (Benghuzzi edl., 2003) et
protége les reins contre les modifications morphigloes associées aux ovariectomies
(Tucci et Benghuzzi, 2003).

5. Trés recemment, dans les cellules pré-ostéoblastidiC3T3-E1, Yen et al. (2005) ont
montré que la diosgénine était capable de se lieréaepteur oestrogénique, d’induire
I'expression de VEGF par I'intermédiaire de l'aetion du facteur de transcription Hlfe-1
(hypoxia-inducible factor-lalpha). D’autre part,nélieu de culture des cellules traitées par
diosgénine est caractérisé par une forte activitggogenique dans les essais d’angiogenese

in vitro (prolifération des cellules HUVECS) eix vivo (explants d’os foetal). Ainsi, la
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diosgénine pourrait intervenir dans les phénomatiaagiogenése. Cette action « pro-
angiogénique » dans I'os pourrait expliquer eni@an action positive dans I'ostéoporose,
car l'angiogenése joue un rble important dans Imodelage osseux en permettant

notamment I'apport de progéniteurs ostéoblastigadebacher et al., 1995).

6. L’activité anti-tumorale de plusieurs stéroides ét@gx a été plus réecemment étudiée. Une
analyse de la prolifération cellulaire a été rémisavec des dérivés glycosylés de la
diosgénine sur des cellules leucémiques HL60 montyae I'effet anti-prolifératif dépend
de la structure de la molécule étudiée (Mimakalet2001). Deux autres saponines dérivées
de la diosgénine, la dioscine et la méthyl-protediioe, provoquent un effet anti-prolifératif
sur les cellules HL60 en induisant une différenciatet I'apoptose (Wang «il., 2001 ;
Cheng etfal., 2003), mais aussi sur les cellules HelLa en attikes caspases-9 et -3 (Cai et
al., 2002).

Dans le laboratoire, I'intérét porté a la diosgénast ancien, puisque I'équipe du Professeur
Beneytout avait montré en 1995 que le traitemerd dignée de cellules érythroleucémiques (HEL)
par la diosgénine induisait la différenciation des cellules en mégacaryocytes, différenciation
pendant laquelle I'expression de la 15-lipoxygéngtaé altérée (Beneytout et al., 1995 ; Nappez et
al., 1995).

Toujours dans le laboratoire, I'effet de la diosgéna été étudié sur la prolifération de
différents types de cellules cancéreuses (cellles, Hep-2, M4Beu, HEL). La diosgénine (40
uM) provogue une forte inhibition de la prolifératides cellules 1547 avec arrét du cycle cellulaire
en phase Get induction de I'apoptose (Moalic et al., 2001@ps effets de la diosgénine sont
associés a une augmentation de I'expression desyABAp53 et p21, une activation de NB-et
une augmentation de la synthese de PQ@#oalic et al.,, 2001a). L'effet anti-prolifératde la
diosgénine toujours sur les cellules 1547 est plysortant que celui de I'hécogénine et de la
tigogénine, deux autres stéroides végétaux detgteuproche de la diosgénine (Corbiere et al.,
2003). De la méme facon, les trois molécules irehisine fragmentation de 'ADN, mais avec des
niveaux différents aprés 24 h de traitement : 6i% pour la diosgénine, 2,2 fois pour la tigogénine
et 1,3 fois pour I'hécogénine par rapport aux deflunon traitées. La diosgénine augmente
I'expression de 'ARNmM et de la protéine p53 et smtivation, ce qui n'est pas le cas de deux
autres stéroides (Corbiére et al., 2003). Les st@isoides augmentent le rapport de Bax (protéine
pro-apoptotique) sur Bcl-2 (protéine anti-apoptoéavec par contre un effet moins important de
la diosgénine. lls sont également responsablesdigtivation de NkB et d’'une augmentation de
I'expression de PPAR mais sans effet sur I'activation de ce réceptaewiéaire (Corbiere et al.,

2003). Les effets pro-apoptotiques de la diosgéoimeégalement été étudiés dans deux autres
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lignées cellulaires cancéreuses humaines : lesleglHEp-2 de laryngocarcinome et les cellules
M4Beu de mélanome. La diosgénine {4d) provoque aussi une inhibition de la prolifératiet
une induction de I'apoptose. L’apoptose induite lpadiosgénine est caractérisée par une chute du
AWYm, une activation de la caspase-3, un clivage defRAnais aussi une translocation nucléaire de
I'AIF (Corbiére et al., 2004). Le traitement papbsiiénine provoque aussi une activation de p53 et
un arrét du cycle cellulaire en phase S pour ldsles HEp-2 et en phase® pour les cellules
M4Beu.

Dans les cellules HEL érythroleucémiques, la diosgge (40uM) induit aussi un arrét du
cycle cellulaire en phase ® associé a une induction de I'apoptose, une autptien de
I'expression de p2l1 et non de p53. Le processuptapgue est associé a une augmentation du
rapport Bax/Bcl-2, un clivage de PARP et une fragiagon de 'ADN. LeA¥Ym se trouve ici
encore diminué. La diosgénine induit également angmentation du taux de calcium intra-
cellulaire, une activation de la cPLA2 avec tranatmn a la membrane cellulaire, ainsi qu’'une
surexpression de COX-2 couplée avec la productioR@E (Léger et al., 2004). Plus récemment,
une autre étude dans le laboratoire a permis degerem évidence les effets de la diosgénine (10
uM) sur la différenciation des cellules HEL en méggocytes. Cette différenciation cellulaire
passe par l'activation d’'ERK et I'inhibition de p3Ba diosgénine induit également une apoptose
des cellules différenciées avec inhibition de NB;-Akt et Bcl-xL, une activation de la caspase-3 et
un clivage de PARP (Léger et al., 2005).
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| / CULTURE PRIMAIRE DES CELLULES SYNOVIALES

A/ PREPARATION ET CULTURE PRIMAIRE DES CELLULES SY NOVIALES
HUMAINES

Les synoviocytes sont isolés a partir de biopsye®wales recueillies lors d’arthroplasties
de la hanche chez des patients atteints de PR.|I@spstients remplissaient les criteres diagnestic
de I'American Rheumatism Associati@987 de la PR (Arnett et al., 1988). L’age moyes de
patients était de 61,8 3,3 ans (58-65 ans). La durée moyenne de la neaédit de 8,& 2,6 ans.

Au moment de la chirurgie, le score d’activité dé’R, le DAS 28, était dans tous les cas supérieur
a 3,2. La synoviale est disséquée et digérée aen@/ml de collagénase (Worthington) et de
dispase (Sigma), 1 mg/ml de hyaluronidase (Signmad,£5 mg/ml de DNase | (Boehringer
Ingelheim) dans du « Dulbecco’s Modified Eagle Mexdli» (DMEM, Gibco-BRL) pendant 3 a 4 h

a 37°C (Liagre et al., 1997). Apres centrifugatitas, cellules sont resuspendues dans du DMEM
complémenté avec 10% de sérum de veau foetal (SiéwhBaker), 4,5 g/l de D-glucose, 25 mM
d’'Hepes, 100 U/ml de pénicilline et 1Q@/ml de streptomycine (Gibco-BRL) et placées dams u
flacon de culture cellulaire a 37°C en atmosphamnile de CQ 5% /air atmosphérique 95%.
Apres 48 h, les cellules n'ayant pas adhéré samir@es. Les cellules adhérentes sont cultivées en
présence du milieu complet. A confluence, ces ladlgont trypsinées : le tapis cellulaire est lavé
par du tampon phosphate salin stérile ou PBS pH14@ mM NaCl, 27 mM KCI, 8 mM N&lP O,

1,5 mM KH,PQy) et incubé 10 a 15 min en présence d'une solu®rrypsine-EDTA (Gibco-
BRL). Les cellules dissociées sont centrifugéeprésence de DMEM complet et réensemenceées
dans d’autres flacons de culture. Le milieu deuwaliest changé tous les 3 jours. Les cellules sont
utilisées entre les passages 4 et 8 lorsqu’elkserablent morphologiquement a des fibroblastes.
Les cellules sont cultivées pendant 45-60 joursiallaxpérimentation. Ce délai élimine toute

interaction possible avec un traitement pré-opéeato
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B / CULTURE DES SYNOVIOCYTES HUMAINS DE TYPE B

Entre les passages 4 et 8, la numération et ldlitgabellulaires sont déterminées et les
cellules sont ensemencées dans un flacon de cufadeon) a 1bcellules/cn. La viabilité,
mesurée par le test d’exclusion au bleu trypanr(Géa al., 1993) au début et a la fin de chaque
culture, est toujours supérieur a 95% de cellules.

Pour toutes les expériences, les cellules sonddass dans du milieu de culture DMEM
pendant 48 h avant d’étre traitées par la diosgéoin le 1éflunomide. Une solution mére de
diosgénine & IOM est préparée dans I'éthanol, puis diluée dansiieu de culture pour obtenir
une concentration finale allant de 10 &80. De la méme facon, une solution mere de A77 1&26
10 M est préparée dans I'éthanol et diluée dans lieunile culture pour obtenir une concentration
finale variant de 0,01 a 100M. La méme quantité d’éthanol (<1%) est rajoutég aellules

contrdles. Le milieu de culture n’est pas changauwiuoute la durée des différentes expériences.

Il /ETUDE DE LA PROLIFERATION DES CELLULES
SYNOVIALES FIBROBLASTIQUES

A/ TEST AU MTT APRES TRAITEMENT PAR LA DIOSGENINE

Le test au MTT (Mosmann, 1983) est utilisé pourlémale nombre de cellules viables. Il
est basé sur la transformation du MTT (3-(4,5-dhyiktiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium
bromide) en cristaux bleus de formazan par une mazymitochondriale, la succinate
déshydrogénase. Les cristaux de formazan formés ssmbilisés et sont ainsi détectables par
spectrophotométrie a une longueur d’onde de 550 @m.test est utilisé pour comparer la
croissance des cellules contréles a celles dade=lraitées par les molécules.

Les cellules synoviales fibroblastiques {X@llules par puits) sont ensemencées dans des
plaques 96 puits et cultivées pendant 48 h danBMEM contenant 10% de SVF avant d’étre
traitées par la diosgénine a des concentrationsntade 10 a 8QuM. Pour chaque condition
analysée, 12 puits différents sont réalisés (n )= @ traitement est réalisé pendant la phase de
croissance et dure de 24 a 96 h. Le test MTT ediséede facon quotidienne comme décrit
précédemment (Moalic et al., 2000).

Pour chaque temps étudié, 10 pl de la solution @& KSigma) (5 mg/ml, en tampon PBS)
sont ajoutés dans chaque puits. Aprés 3 h d'incubat 37°C en atmosphere humide, 100 pl d’'une
solution de lyse (SDS: 10 % ; HCI: 0,01 N) sojougés par puits et les plaques sont incubées a
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37°C pendant minimum 3 h afin de libérer les custale formazan formés. L'absorbance est
mesurée a 550 nm par un lecteur de plaques ELISétiéan EX, Labsystems). Les blancs de
lecture correspondent a du milieu a 10 % de SVReramt du MTT et la solution de lyse.
Les résultats sont présentés en pourcentage didlsont

(DOmoyennedes cellules traitées / Menncdes cellules contrles)100+ écart-type

B / MICROSCOPIE OPTIQUE A CONTRASTE DE PHASE

La morphologie des cellules traitées ou non paidagénine a été observée en microscopie
optique & contraste de phase. Pour cela, les eglkdnt ensemencées en plaque 6 puit$0f2
cellules /puits), cultivées pendant 48 h puis éestpar de la diosgénine (@®l) pendant 24 a 72 h.
Les cellules synoviales sont fixées dans du PBS 71p#) contenant 4% de paraformaldéhyde
pendant 20 min a température ambiante et lavées dwePBS pendant 15 min, avant d’étre
observées au microscope a contraste de phaseiggesaenix 400).

La méme expérience a été réalisée apres traitedesntellules synoviales fibroblastiques par
'A77 1726 a 10QuM pendant 24 h.

Il / ANALYSE DE L'APOPTOSE

A /| ETUDE DU POTENTIEL MEMBRANAIRE MITOCHONDRIAL ET MARQUAGE
AU DAPI

Le potentiel membranaire mitochondriale A¥m est estimé en utilisant la sonde JC-1
(5,5',6,6'-tétrachloro-1,1’,3,3'-tétraéthylbenzingicole carbocyanide iodide) (Molecular Probes).
La sonde JC-1 est un composé fluorescent qui exmis forme de monoméres lorsqu’il est a
faibles concentrations et sous forme d’agrégatoréed concentrations. La fluorescence des
monomeres est verte alors que la fluorescence glégats est rouge. La mitochondrie ayant un
potentiel membranaire intact concentre JC-1 sousdal’agrégats qui produisent une fluorescence
rouge. Au contraire une mitochondrie ayant un pagkraltéré ne peut concentrer JC-1, les
monomeres produisent alors une fluorescence vemddy etal., 1991).

Les cellules synoviales sont ensemencées et cedtipéndant 48 h avant d'étre traitées
pendant 24 h par 40 uM de diosgénine. Les cellotedréles sont cultivées dans du milieu de
culture contenant la méme concentration d’éthan@ ks cellules traitées par diosgénine. Les
cellules adhérentes sont incubées dans 1 ml dewundbntenant la sonde JC-1 (1 pug/ml) pendant 30



90
min a 37°C. Les photos ont été prises grace a arostdope Nikon ECLIPSE E800 (grossissement
x 500) (Nikon Corporation).

Le marquage des cellules au DAPI (4’,6-diamidinpk&nylindole) permet d’évaluer la
condensation du noyau des cellules et donc d'éwdihfmoptose. Aprés 24 h de traitement avec la
diosgénine, les cellules synoviales fibroblastiqomisété incubées dans une solution de DAPI a 0,5
png/ml pendant 5 min a température ambiante dabsdiaité et les cellules ont été observées par

microscopie a fluorescence.

B / DOSAGE DE L'ACTIVITE CASPASE-3

Le dosage de l'activité caspase-3 a été réalisgrtir plu kit « CaspACE™ Assay System,
Fluorometric » (Promega) aprés quelques modifioati®uval etal., 2002). Le dosage est basé sur
I'activité protéolytique des caspases. En effeaqute caspase clive son substrat aprés un motif bien
précis : DEVD pour la caspase-3. Les substratssésil pour réaliser ce dosage sont rendus
lipophiles et sont couplés a un peptide, le 7-ariméthylcoumarine (AMC), qui est libéré
lorsque le substrat est clivé par la caspase. Wi libéré, TAMC émet de la fluorescence
permettant de quantifier I'activité de chaque caspa

Apres traitement par diosgénine (40 uM) pendanet248 h, les cellules synoviales ont été
homogénéisées dans du tampon de lyse (0,1 % deedaike sodium contenant 10 % de triton 100X).
La concentration des protéines a été déterminédaparéthode de Bradford. Les essais ont été
réalisés en plagues de culture tissulaire opagbakdn, Becton Dickinson) et les différentes
conditions ont été répétées 3 fois. Les quantieed@ ul de tampon (10 mM de DTT, 2 % de
DMSO, tampon caspase) et 75 ug de protéines ordéfésées dans les puits. L'inhibiteur non
spécifique de caspase, Ac-DEVD-CHO, a été utilisa@ concentration de 2,5 mM pour vérifier
que le clivage du substrat soit réellement lié eagpases et non a une autre protéine ayant un
pouvoir protéolytique. La plaque a été incubée 30 én37°C avant de rajouter le substrat de
caspase-3 (Ac-DEVD-AMC) a la concentration de 2M.rha fluorescence du bruit de fond a été
déterminée dans les puits contenant seulemeninipota caspase et le substrat. La plaque a été de
nouveau incubée a 37°C pendant 1 h. La fluorescestalors mesurée a l'aide d'un lecteur de
plaque (Fluorolite 1000, Dynatech Laboratories)uéhisant une longueur d’onde d’excitation de
360 nm et une longueur d’'onde d’émission de 460Lles.résultats sont exprimés en unité relative
de fluorescence (RUF) qui correspond a la conceotrd’ AMC libérée et représentent la moyenne

des trois expériences.
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C / ANALYSE QUANTITATIVE DE L'APOPTOSE

Les cellules synoviales ont été ensemencées eneBguits (R10° cellules /puits) et ont
proliféré pendant 48 h avant d’étre traitées ou pan40 uM de diosgénine pendant 24 et 48 h.
Pour les expériences avec la diosgénine, les aatmeditions sont représentées par les cellules
prétraitées pendant 4 h avec de I'll3-11 ng/mL) ou du celecoxib (1 uM) et ensuite lasgi@nine
(40 uM) est rajoutée pendant 24 et 48 h dans du MMBntenant 10% de SVF. Dans nos
conditions expérimentales, nous avons vérifié pidament que le celecoxib (M) ne soit pas
pro-apoptotique. De plus, pour examiner le réléadeGE exogene, les cellules ont été préincubées
pendant 4 h avec du celecoxib en présence ou leset@e de PGH10 nM), suivi de I'incubation
avec la diosgénine (40M) pendant 24 h.

Pour le léflunomide : Les cellules synoviales ogalément été ensemencées en plaque 6
puits (%10° cellules /puits) et ont proliféré pendant 48 hradiétre traitées ou non par 'A77 1726
a la concentration de 10V pendant 24 h.

Aprées les différents traitements, les cellulestélotes sont récupérées et mélangées aux
cellules adhérentes fraichement décollées. Leslegllsont récupérées par centrifugation (1500
rom, 10 min a 4°C), puis lavées une fois dans |& AKX avant d’étre comptées. Les cellules
(5x10%) sont alors prélevées, centrifugées, et lysées2p@rul de tampon de lyse avant d’étre
incubées 30 min a température ambiante. Les lysatgent étre conservés une nuit a -20°C avant
le dosage. L'apoptose est quantifiée par le kitelkk ®eath Detection ELISAYS» (Roche
Diagnostics) (Moalic et al., 2001b). Apres cengtion (10 min a 200 g) des lysats, 20 pl de
chaque surnageant sont déposés dans les puitpldglee recouverts de streptavidine, ainsi que 20
ul de contrdle positif (complexe histone-ADN) et |20de contréle négatif (tampon d’incubation).
L’étape suivante consiste a rajouter dans les g0igsl d’'immunoréactif : mélange d’anticorps (Ac)
anti-histones biotinylés et d’Ac anti-ADN conjugugé$a peroxydase. Au cours de l'incubation (2 h
sous agitation), les mono- et les oligo-nucléosofaasés lors de la fragmentation de 'ADN sont
complexés avec les Ac anti-histones, eux-mémesidsgpau fond des puits par la streptavidine. De
plus, les Ac anti-ADN réagissent avec 'ADN nucléosque. Aprés plusieurs lavages avec le
tampon d’incubation pour éliminer I'exces d’Ac, ursolution d’ABTS (2,2’-azino-di-[3-
éthylbenzothiazoline sulfonate], 1@0puits), substrat de la peroxydase, est ajoutés t&5 puits.

Au cours de l'incubation (15 min sous agitationempérature ambiante et a I'obscurité), une
réaction colorimétrique se développe entre 'ABT&ageroxydase portée par les Ac anti-ADN. La
guantité d’ABTS oxydé correspondant a la quanti®DiN fragmenté est mesurée a 405 nm a
I'aide d’un lecteur de plaque ELISA. Le blanc detige étant la solution d’ABTS (longueur d’onde

de référence 490 nm).
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Chaque condition est testée trois fois et les valau405 nm et 490 nm obtenues pour le
contrble négatif sont soustraites aux valeurs al@enpour chaque échantillon. Les valeurs
moyennes d’absorbance (405 - 490) sont ensuitendiét&es pour chaque échantillon et rapportées
aux valeurs obtenues pour les controles cellulajpedlules non traitées). Les résultats sont

exprimés en ratio apoptotique des cellules traitéiales non traitées.

IV / ANALYSE DE L'EXPRESSION DE COX-2

A/ EXTRACTION DES PROTEINES TOTALES

Pour les expériences concernant la diosgénineglades synoviales fibroblastiques ont été
ensemencées dans des flacons de culture de 150Apmés 48 h de culture, les cellules ont été
traitées ou non par la diosgénine a la concentrated40uM pendant 24 et 48 h, ou par 11311
ng/ml) pendant 24 h.

Pour les expériences avec le |éflunomide, les lesllgynoviales fibroblastiques ont été
ensemencées dans des flacons de culture de Zpesrdant 48 h avant traitement. Les cellules ont
ensuite été incubées avec de I'A77 1726 (10 et MdP pendant 24 h et stimulées par '[311
ng/ml) pendant les 6 derniéres heures d’incubation.

Dans les 2 types d’expériencéss cellules ont été récupérées, puis centrifugéks/ées en
tampon PBS 1X froid. Les culots cellulaires peuvétre congelés a —80°C si nécessaire. Les
cellules ont été lysées dans du tampon RIPA (HEPRES mM pH 7.5; Déoxycholate : 1 % ;
Nonidet P-40: 1 % ; SDS: 0,1 % ; NaCl : 150 mMgrotinine : 20 pug/ml) contenant 40 pl/ml
d'une solution dinhibiteurs de protéases (CompteteRoche Diagnostics). Les lysats sont
récupérés par centrifugation (12000 rpm, 20 mifG) £t placés dans la glace ou a -20°C avant de
déterminer la concentration protéique par la tegqmicolorimétrique de Bradford (1976) utilisant
le bleu de Coomassie (Bio-Rad). La lecture au spglsbtometre a 595 nm est effectuée contre une
gamme étalon d’albumine sérique bovine (BSA : @& ug/ml).

B / ANALYSE DE L'EXPRESSION DE LA PROTEINE COX-2

Les cellules synoviales fibroblastiques ont étéeprencées puis cultivées dans des flacons
de culture de 150 chpendant 48 h. Elles ont été traitées papkOde diosgénine pendant 24 et 48
h ou de I'lL-13 (1 ng/mL) pendant 24 h. Elles ont ensuite étésinges et poolées avec la fraction

cellulaire flottante.
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Pour le Iéflunomide : les cellules synoviales ait @ltivées dans des flacons de culture de
75 cnf pendant 48 h, puis ont été traitées par 'A77 1428 et 10QuM pendant 24 h avec une
stimulation par I'lL-PB (1 ng/ml) pendant les 6 dernieres heures de mnaie. Les cellules ont été
trypsinées et I'expression de la protéine COX-2t@ éudiée par western blot comme décrit
précédemment (Moalic et al., 2001b).

Le Western blot a été réalisé en utilisant descargs primaires monoclonaux aftactine
(anticorps de souris arfiractine humaine 1/5000, Sigma), anti-COX-2 (anpsode souris anti-
COX-2 humaine 1/100, Santa Cruz Biotechnology)reanticorp secondaire polyclonal conjugué a
une peroxydase (Dako).

Les protéines (4Q1g) ont été mélangées a un volume identique de tardfghantillon 2X
(Tris-HCI : 50 mM pH 6,8 ; SDS : 2 % ; Glycerol 0 % ; dithiothréitol (DTT) : 100 mM ; Bleu de
Bromophénol : 0,1 %), puis dénaturés 5 min a 1068Gs un bain-marie. Les protéines ont ensuite
été séparées sur un gel d’électrophorese dénat{BBx8-PAGE) (10 a 15% selon les protéines).
La migration s’effectue pendant 2 h (100 V) dansal®mpon de migration (Tris-HCI : 25 mM pH
8,5 ; Glycine : 250 mM ; SDS : 0,1%).

Apres la migration, les protéines ont été transferésur une membrane PVDF
(polyvinylidéne difluoride) (Amersham Biosciencesp membrane a été préalablement trempée
quelgues secondes dans du méthanol avant d’étréeria 'eau puis équilibrée quelques minutes
dans du tampon transfert (Tris : 48 mM ; Glycir8:mM ; Méthanol : 20 % ; SDS : 0,03 % ; pH
8,1-8,5).Le gel de polyacrylamide a également été équildarélques minutes dans le tampon de
transfert avant d’étre mis en contact avec la man#rselon les instructions du constructeur
(Invitrogen). Le transfert s’effectue pendant 1H20V, 100 mA). Pour vérifier I'efficacité du
transfert, la membrane est colorée au rouge Por{&auna) afin de faire apparaitre les différentes
bandes de protéines.

Apres lavages en tampon PBS 1X-Tween 0,1 %, la meameba été incubée pendant 1 h a
température ambiante sous agitation avec du tardpdiiocage (PBS 1X-caséine 4 %) afin de
saturer les sites aspécifiques. Apres avoir élinenéampon de blocage, les membranes ont été
lavées brievement avant d’étre incubées une ndifCasous agitation avec les anticorps primaires
dilués dans le tampon de blocage.

Aprés incubation, les membranes ont été lavéesepitssfois dans du tampon PBS 1X-
Tween 0,1% avant d’étre incubées avec I'anticorpsosdaire polyclonal anti-lgG de souris
conjugué a une peroxydase. La révélation des coxmplantigene-anticorps spécifiques se fait sous
agitation 1 h a température ambiante en présentAasecondaire dilué au 1/1000 dans le tampon
de blocage. Les membranes sont ensuite lavéesl@aasipon de lavage afin d’éliminer I'excés
d’Ac secondaire.
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La révélation est réalisée par une réaction de itimmmescence en utilisant le systeme
ECL™ (ECL Western Blotting Detection Reagents, AmersiBiasciences) et les membranes sont
exposées a un film autoradiographique (HyperfilmLE@mersham Biosciences) selon la technique
donnée par le fabricant.

Le poids moléculaire des bandes spécifiques ai@gelées est déterminé grace a la
migration du marqueur de poids moléculaires con(fiestained Protein Molecular Weight
standards, Low range, Invitrogen). L'intensité tigla des bandes est déterminée grace au logiciel
Kodak 1D (BioLabo).

V / ANALYSE DE LA PRODUCTION DE PGE ,

Les cellules synoviales fibroblastiques ont étéivéds dans des flacons de 25°qrendant
48 h avant traitement. Elles ont été lavées aveRRIB (pH 7,4) et pré-traitées pendant 4 h a 37°C
avec de I'lL-P (1 ng/mL) ou du celecoxib (1 uM). La diosgéninété rajoutée dans le milieu de
culture (DMEM contenant 10 % de SVF), a la conadiin de 40uM pendant 24 et 48 h. Les
autres conditions de culture étaient : la diosg&rsaule (4QuM), I'lL-1 3 (1 ng/ml) seule et le
celecoxib seul (tM) pendant 24 et 48 h.

Pour le 1éflunomide, les cellules ont égalementcttiéivées dans des flacons de 25%°cm
pendant 48 h avant traitement. Apres lavage aveERfs (pH 7,4), les cellules ont été incubées
avec ou sans A77 1726 (0,01 a 100 uM) pendant 24 najoutant de I'lIL-f (1 ng/mL) pendant
les 6 derniéres heures d’incubation dans du DMEMeaant 10 % de SVF en atmosphere humide
avec 5% de C®

Les autres conditions étaient : traitement desulesll synoviales par I'A77 1726 a la
concentration de 10AM pendant 24 h en rajoutant de I'llBX1 ng/mL) pendant différents temps
(5 min, 15 min, 30 min, 1 h ou 6 h).

Pour chaque condition, la concentration de P&Eté déterminée dans le milieu de culture
des cellules grace a un kit ELISA (Cayman Chemiealaccord avec les instructions du fabriquant
et comme précédemment décrit (Vergne et al., 1998)osage est basé sur la compétition entre la
PGE plus ou moins présente dans nos échantillons &t em traceur (conjugué PGE
aceétylcholinestérase) dont la concentration esstamite pour une quantité limitée d’Ac monoclonal
de souris anti-PGE La quantité de traceur capable de se fixer a #At-PGR est inversement
proportionnel a la concentration de PGians le puits. Le complexe Ac-P&flibre ou conjugué)
se lie aux Ac polyclonaux de chévre anti-sourigdixdans le puits. La plaque est lavée pour

éliminer tout ce qui n'a pas été fixé. Afin de daimer la quantité de traceur fixé, le réactif
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d'Ellman contenant le substrat de l'acétylcholérase est ajouté a chaque puits. Le produit de la
réaction enzymatique est coloré (jaune) et est didétectable par spectrophotométrie & une
longueur d’onde de 412 nm. L’absorbance ainsi al#est proportionnelle & la quantité de traceur
fixé et inversement proportionnelle a la quantie® PIGE présente dans nos échantillons. La
concentration minimale détectable est de 3 pg/m@sap0 min d’incubation et la spécificité de ce
test est de 100% pour la P&H existe des réactions croisées avec,HBGY%), PGy (< 0,01%) et
TXB, (< 0,01%).

Le dosage des échantillons se fait apres recotistitdes réactifs (tampon EIA, tampon de
lavage, traceur, anticorps anti-PgEomme indiqué par le constructeur. Une gammedatainde
PGE allant de 0 a 1 ng/ml est réalisée pour permé#rgquantification et plusieurs contréles
doivent étre faits. Chaque plaque doit conteniladds (absorbance du réactif d'Ellman), 2 puits TA
représentant l'activité enzymatique totale du wadé&aceur, réactif d’Ellman), 2 puits NSB ou
puits de contrdle de liaison non spécifique dudwaqtampon EIA, traceur, réactif d’Ellman), 2
puits BO de liaison maximale du traceur (tampon,EtAceur, Ac anti-PGkE réactif d’Ellman).

50 pl de chacun des standards et 50 pl de chasiawntillons dilués au 1£18ont
déposés dans les puits en présence de 50 ul @éartreicde 50 pl d'Ac anti-PGH_es puits NSB
contiennent 100 ul de tampon EIA et 50 ul de trae¢les puits BO contiennent 100 pl de tampon
EIA, 50 ul de traceur et 50 ul d’Ac. La plaque iesubée 18 h a 4°C avant d’étre vidée et lavée 5
fois avec le tampon de lavage. Ensuite, 5 pl deetrasont ajoutés dans les puits TA et 200 pl de
réactif d'Ellman sont ajoutés dans tous les pugsplaque est alors incubée a I'obscurité 60 a 90
min sous agitation avant d’étre analysée a 412miaateur de plague ELISA.

Les résultats sont exprimés en quantité de A&E ml (pg/ml). La concentration de PGE
est obtenue en tenant compte des valeurs d’absmrbdes blancs et en utilisant la courbe de

référence d’équation standard/BO=f([PHE

VI / ANALYSE DE LA PRODUCTION DE CYTOKINES

Les cellules synoviales fibroblastiques ont étéeprencées dans des plaques 24 puits
(1C°cellules par puits) pendant 48 h. Aprés lavage BB BH 7,4), les cellules ont été incubées a
37°C avec ou sans A77 1726 (0,01 to 100 uM) pengéartt dans du DMEM contenant 10% de
SVF et stimulées par I'IlLf4 (1 ng/mL) pendant les 6 dernieres heures d’in¢obatLes

surnageants ont été récupérés et congelés a -80°C.
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La concentration des cytokines (IL6, IL-8, IL-1Q,-11, IL-15, IL-18, sTNFRI, IL-1Ra)
dans le milieu de culture a été mesurée grace KitUELISA correspondant (Quantikifiehuman
cytokine immunoassay kit, R&D Systems) en respédémninstructions du constructeur.

Les autres conditions testées étaient les suivantes

- cellules prétraitées pendant 30 min avec dedine (200uM) avant de rajouter I'A77

1726 a la concentration de 1M1 pendant 24 h et de I'lLf1 (1 ng/ml) pendant les 6

derniéres heures d’incubation,

- cellules prétraitées pendant 2 h avec du SB 20368 inhibiteur sélectif de la MAP

kinase p38) a la concentration del avant de rajouter 100M d’A77 1726 pendant 24 h

et de I'lL-1B3 (1 ng/ml) ou du TNFe (1 ng/ml) pendant les 6 derniéres heures d’inéabat

Ces deux dernieres conditions ont été testées emigut sur la synthese de I'lL-10 et de
IIL-11.

Pour la diosgénine, seules I'IL-6 et I'IL-8 ont étéstées. Pour ce faire, les cellules
synoviales fibroblastiques ont été ensemencées demdlacons de 25 énpendant 48 h avant
traitement. Apres lavage au PBS (pH 7,4), les lesdlant été prétraitées pendant 4 h a 37°C avec de
lIL-1 B (1 ng/ml), puis traitées par la diosgénine () pendant 24 et 48 h dans du DMEM
contenant 10% de SVF en atmosphere avec 5% del@® autres conditions étaient les suivantes :
cellules incubées avec de la diosgénine seulgu#Oou IL-1B3 seule (1 ng/ml) pendant 24 et 48 h.
De la méme maniére qu’'avec I'A77 1726, la conceiomade I'lL-6 et de I'lL-8 a été déterminée

grace a un kit ELISA (Quantikiffehuman cytokine immunoassay kit, R&D Systems).

La concentration des cytokines (IL-6, IL-8, IL-10,-11, IL-15, IL-18) et antagonistes
(STNFRI, IL-1Ra) a été déterminée dans le milieucdkure des cellules grace a une technique
immuno-enzymatique sandwich quantitative (Quanékihuman cytokine immunoassay kit, R&D
Systems) en accord avec les instructions du carstru Un anticorps monoclonal spécifique de
chaque cytokine ou antagoniste a été fixé préatadadé dans les puits de la plaque. Les cytokines
spécifiqgues présentes dans chaque échantillon dieunde culture se fixent aux anticorps
correspondants immobilisés sur la plaque. Apréadawour éliminer tout ce qui n'a pas été fixé,
un anticorps polyclonal spécifique de chaque cytelkiu antagoniste et conjugué a une enzyme est
rajouté dans chaque puits. Apres lavage pour enlexde substance non liée a l'anticorps, la
quantité de traceur fixé est déterminée en rajoutams chaque puits la solution contenant le

substrat de I'enzyme. Le produit de la réactioryerique est coloré et est donc détectable par
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spectrophotométrie. L’absorbance ainsi obtenug@megiortionnelle a la quantité de traceur fixé et
proportionnelle a la quantité de cytokines présedsmns les échantillons.

Les résultats sont exprimés en quantité de cytskme antagonistes par ml (pg/ml). La
concentration est obtenue en soustrayant les \atEaipsorbance a la longueur d’'onde de 450 nm a
celles de 540 nm et en utilisant la courbe de eéfgg des standards (log de densité optique sur

I'axe des Y et log de la concentration des starglaud I'axe des X).

VII / PREPARATION DES EXTRAITS NUCLEAIRES ET
ETUDE DE L’ACTIVATION DE NF- kB

La translocation nucléaire de NIB- a été évaluée par une technique de retard sur gel
« Electromobility Shift Assay ou EMSA ».

Les cellules synoviales fibroblastiques ont étéemrencées dans des flacons de 75 cm
pendant 48 h avant traitement. Apres lavage au (PBS7,4), les cellules ont été incubées a 37°C
avec ou sans A77 1726 (1@®1) pendant 24 h et stimulées par I'[3X1 ng/ml) pendant les 6
dernieres heures d’'incubation. Le retard sur gétéaréalisé grace a un kit « DIG GEL SHIFT »
(Roche diagnostics). L'expérience se déroule aihes cellules sont récupérées, lavées dans du
PBS froid et remises en suspension dans du tamedgsé (10 mM HEPES pH 7,9 ; 1.5 mM
MgCl,;10 mM KCI; 0,5 mM dithiothreitol ; 0,2 mM PMSFnhibiteurs de protéaseompleteé”
Mini ; 0,5% Nonidet P-40). Puis le lysat est centrif(@800 g, 10 min a 4°C) et remis en
suspension dans un tampon d’extraction nucléa®en{® HEPES pH 7,9 ; 420 mM NacCl ; 1,5
mM MgCl,; 10 mM KCI ; 15% glycerol ; 0,2 mM EDTA ; 0,5 mMtdiothreitol ; 0,2 mM PMSF,
inhibiteurs de protéageompleté”Mini). Le lysat est ensuite centrifugé (13000 g, 10 &n#fC) et
le surnageant est collecté. La concentration etéjp® est déterminée par la méthode de Bradford.
Puis, 10ug de protéines nucléaires sont incubées avec urte spécifique de NkB (Boyault et
al., 2001) marquée par de la digoxigénine en acewet les instructions du constructeur. Les
échantillons sont ensuite déposés sur un gel dagglamide 5% et la migration a lieu dans du
tampon TBE 0,5X. Les protéines nucléaires et lesiptexes protéines-oligonucléotides sont
ensuite transférés sur une membrane en nylon ebéscen présence d’anticorps polyclonaux de
chevre anti-digoxigénine couplés a une phosphatiasdéine. La réveélation se fait par incubation de
la membrane dans un réactif de chimiluminescenc€DESpuis par exposition sur un film
autoradiographique. Les bandes spécifiques decBiBent confirmées par compétition avec une
sonde non marquée incubée 100 fois en excés dbguie une bande de faible intensité.
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VIII / ANALYSE QUANTITATIVE DES MAP KINASES :

PHOSPHO-ERK1/ERK2, PHOSPHO-IJNK ET PHOSPHO-p38»,
HUMAINES

Les cellules synoviales fibroblastiques ont étdivéks dans des flacons de culture de 25
cn? pendant 48 h avant traitement. Aprés lavage au (PBiS7,4), les cellules ont été incubées a
37°C avec ou sans A77 1726 a la concentration 8guM pendant 24 h, puis stimulées par I'lg-1
(1 ng/ml) pendant différents temps supplémentgBerin, 15 min, 30 min, 1 h et 6 h). Les cellules
(10°) ont ensuite été homogénéisées dans du tampaseledntenant des inhibiteurs de protéases
et de phosphatases conformément au protocole diiraoteur (R&D Systems).

Avant I'expérience, une plaque 96 puits a été reeda avec 10Qul par puits d’anticorps
spécifigues d’ERK, de p38 et de INK{g/ml) pendant la nuit a température ambiante. Qelié\
la protéine non phosphorylée et phosphorylée. Apmrgis lavages (40Ql/puits de tampon de
lavage) et incubation du tampon de blocage (@0fuits) pendant 1-2 h a température ambiante,
100 yl d’échantillons dilués six fois sont ajoutés dahsque puits et incubés 2 h a température
ambiante. Aprés lavages, un Ac biotinylé spécifiJjaehaque MAPKkinase est rajouté dans les puits
pour détecter seulement la forme phosphorylée dgueh MAPkinase. Aprés 2 h d’incubation, la
streptavidine couplée a une peroxydase (HRP) estég dans chaque puits pendant 20 min. Aprés
lavages, 10Qul de substrat sont ajoutés pendant 20 min. La icgkaeist arrétée par une solution
d’acide sulfurique 2N et la plaque est lue a 450 nm

La plaque a été lavée trois fois avec #0de tampon de lavage, puis du tampon de blocage
(300ul) a été rajouté dans chaque puits pendant 1-2mpérature ambiante.

Les lysats cellulaires ont été centrifugés a 20@€gdant 5 min, puis les surnageants ont été
dilués six fois. La détection de phospho-ERK1/ERKBospho-JNK ou phospho-p88 été
réalisée selon les instructions du constructeur@iF&/stems).

IX / ANALYSES STATISTIQUES

La médiane et les déviations standard (DS) ontcétéulées avec le programme Excel
(Microsoft Office, Version 2000).
Les analyses statistiques de différences entreeksdtats concernant les cellules traitées et

les cellules témoins ont été réalisées par deysewmbe variance (ANOVA) en utilisant StatView
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Version 5.0 (SAS Institute Inc, Cary, North CaralinUne valeur de variance inférieure a 0,05

(p<0,05 ; Fisher's PLSD test) a été considérée ceignificative.
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Résultats
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| / RESULTATS DES EXPERIENCES REALISEES AVEC LA
DIOSGENINE

A/ CULTURE DE CELLULES SYNOVIALES
Les synoviocytes sont isolés a partir de fragmeids tissu synovial recueillis lors

d’interventions chirurgicales sur les articulatiates patients atteints de PR. Les cellules sontanise
en culture dans du DMEM contenant 10% de SVF. ABrpassages, les cellules synoviales ont un

aspect morphologique de fibroblastes en microsoopiigue (figure Al).

Figure Al : Observation en microscopie optique (X 200) d’'unkuce de synoviocytes humains

de type B de PR al"¥ passage.
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B / LES EFFETS DE LA DIOSGENINE SUR LA PROLIFERATIO N ET LA
MORPHOLOGIE DES CELLULES SYNOVIALES FIBROBLASTIQUES HUMAINES
DE PR

Les cellules synoviales fibroblastiques sont cakiy dans du milieu contenant 10% de SVF
avant d’étre traitées par la diosgénine a la canagon de 10 a 8@M pendant 24 a 96 h afin de
déterminer I'effet de cette molécule sur la probtéon cellulaire par rapport a un témoin non éait
La prolifération cellulaire est estimée par le test MTT. Les résultats montrent que les
concentrations de 40 et 8M de diosgénine provoquent une diminution impoeade la
prolifération cellulaire, plus particulierement apr24 h de traitement avec g4l de diosgénine ou
le pourcentage d’inhibition est de 76% (p<0,05yyfe RI-1). Comme le pourcentage d’inhibition
de la prolifération n"Taugmentait que trés peu édiacentration de 8aM (79%, p<0.05) (figure RI-

1), nous avons choisi la concentration dgu¥Dpour la suite de I'étude.
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Figure RI-1 : Effet de la diosgénine sur la prolifération @eflules synoviales fibroblastiques
de polyarthrite rhumatoide. Les cellules ont étév@es dans du milieu contenant 10% de SVF
pendant 48 h, puis incubées (temps 0) pendant@®havec de la diosgénine (104881). La
prolifération des cellules synoviales a été évalp@ele test au MTT. Les expériences ont été
réalisées sur les cellules synoviales de 6 patadtegsts de PR. Les valeurs sont les moyeganes
DS obtenues a partir des cultures réalisées paguehcondition (n=12)'Une valeur de p<0,05

a été considérée comme significative par rappocdoatrole. DO = densité optique.
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L’'observation directe en microscopie optique perrdgalement de voir que les cellules
synoviales fibroblastiques traitées par gM de diosgénine présentent plusieurs différences
morphologiques par rapport aux cellules controfeguile RI-2A). La figure RI-2 montre une
réduction de la taille des cellules, une condeomatiu cytoplasme et I'apparition de filaments

cytoplasmiques apres traitement par la diosgedi@@) pendant 24, 48 et 72 h (figures RI-2B, C

et D respectivement) par rapport aux cellules é&bedr(figure RI-2A).

Figure RI-2: Modifications morphologiques des cellules synagalfibroblastiques de
polyarthrite rhumatoide traitées avec de la diosgéries cellules ont été incubées avec de la
diosgénine (40uM) pendant 24 h (B), 48 h (C) et 72 h (D), ou saligsgénine (A).

Grossissement x 400.
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C / ANALYSE DE LA CHUTE DE POTENTIEL MEMBRANAIRE MI TOCHONDRIAL
(A¥Ym)

Pour essayer de comprendre les mécanismes parelestp diosgénine inhibe la
prolifération des cellules synoviales fibroblasgégude PR, nous avons étudié son effet sur le
potentiel membranaire mitochondriddyfm) car les altérations de la structure et de lactfon
mitochondriales peuvent étre le déclenchement dagssus apoptotique. La chute &lpm a été
analysée sur les cellules synoviales fibroblasScarés 24 h de traitement par la diosgénine (40
puM) a l'aide de la sonde JC-1. La fluorescence aleindique les difféerences deym entre les
cellules traitées et les cellules contréles. Lariscence observée dans la figure RI-3 montreajue |
diosgénine induit une diminution dupm, caractérisée par I'incorporation des monomeéee3dGi1
dans les mitochondries (fluorescence verte, fiRIF8B), comparée a la formation d’agrégats de
JC-1 a haut potentiel membranaire dans les celbaesoles (fluorescence rouge, figure RI-3A).

D’autre part, la morphologie des cellules synowdibroblastiques traitées a été observée
en microscopie a fluorescence aprés marquage ad, @@Ppermet d’évaluer la condensation du
noyau des cellules et donc d’évaluer I'apoptosetrdieement par diosgénine (41 pendant 24 h)
altere la perméabilité membranaire nucléaire coromeeut I'observer sur la figure RI-3B avec

une localisation nucléaire du DAPI, en comparaeax cellules non traitées sur la figure RI-3A.
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Figure RI-3 : Analyse du potentiel de membrane mitochonddginG) aprés traitement par la
diosgénine. Les cellules synoviales fibroblastiqades PR ont été cultivées dans du milieu
contenant 10% de SVF pendant 48 h, puis traitég®Bnon (A) avec 4QM de diosgénine.
APm a été étudié apres 24 h de traitement avecilenciC-1 lipophilique formant des agrégats
en fonction du potentiel. Une fluorescence rouge r@présente les mitochondries avec un
potentiel de membrane intacte, alors que la flumese verte (B) représente uxpm
mitochondrial altéré avec impossibilité pour leganhondries de concentrer la sonde JC-1. Le
marquage au DAPI (4',6- diamidino-2-phenylindole)ontre que la diosgénine altere la
perméabilité membranaire nucléaire, matérialisé lpatocalisation nucléaire du DAPI (B,
fleches blanches) en comparaison avec les celhdastraitées (A). Les photographies ont été
prises avec un microscope Nikon ECLIPSE E800 (ggssment x400). Une seule des 3

expériences réalisées a partir de 3 patients smtffie PR est montrée.

D/ ETUDE DE L'ACTIVITE CASPASE-3

Les cystéine protéases nommées caspases ont unaj@er dans I'apoptose, notamment la
caspase-3 qui est plus particulierement impliquaesd'exécution de I'apoptose. Dans notre étude,
I'activité de la caspase-3 a été analysée surdiddes synoviales fibroblastiques traitées ou pan
la diosgénine (4@M) pendant 24 et 48 h. Les résultats montrent @ativité de la caspase-3 est
significativement augmentée au cours du temps iRd®R24 h et 2,6 fois a 48 h dans les cellules

traitées par la diosgénine par rapport aux cellidiewins, p<0,05) (figure RI-4).
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Figure RI-4 : Effets de la diosgénine sur I'activation de lapase-3 dans les cellules synoviales
fibroblastiques de PR. Apres 48 h d’adhérencectdliles ont été cultivées dans du milieu
contenant 10% de SVF et traitées ou non pgiM@le diosgénine pendant 24 et 48 h. L’activité
de la caspase-3 a été mesurée avec un substeatdspase-3 (Ac-DEVD-AMC) en accord avec
les instructions du constructeur (voir « Matérielethodes »). Ac-DEVD-CHO correspond a
un inhibiteur non spécifigue de caspase. Les valeaprésentent la moyenrie DS de 3
expériences réalisées a partir de 3 patients smifffe PR et sont exprimées en unité relative de
fluorescence (URF). Une valeur dé”p< 0,05 a été considérée comme significative en

comparaison avec les controles.

E / ANALYSE DE LA FRAGMENTATION DE L'ADN

L’apoptose a également été évaluée en étudiantagmentation de 'ADN qui est un
évenement se produisant lors de la derniére éiagbptose avant que les cellules ne se divisent
en plusieurs corps apoptotiques ensuite phagopgdes cellules environnantes.

La fragmentation de I'ADN a été étudiée sur lesdubet synoviales fibroblastiques traitées ou

non par la diosgénine (4M) pendant 24 et 48 h a l'aide d’'une technique BL.IBes résultats
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montrent que la fragmentation de '’ADN est resp@ttient augmentée de 7 et 19 fois (p<0,05)
pour les cellules traitées pendant 24 h et 48 impawées aux cellules contrbles. Le tableau RI-1
montre la fragmentation de 'ADN au cours du tnaént. Le ratio apoptotique, qui est le rapport
de la fragmentation de ’ADN des cellules traitéas celle des cellules témoins, indique que la

diosgénine induit une forte génération d’oligonosi@mes (tableau RI-1).

Tableau RI-1 : fragmentation de I’ADN dans les cellules synosdibroblastiques de PR aprés

traitement par la diosgénine.

Temps (h) 24 48
Contrble 1 1
Diosgénine 7,0£1,40 19,0+ 3,8#

L’'apoptose a été quantifiee sur les cellules adhérentéisteantes a l'aide d'une
technique ELISA (voir Matériel et méthodes). Les valadmanées dans le tableau
représentent le ratio apoptotique, soit le rapport derdgnfentation de 'ADN des
cellules traitées et des cellules témoins. Les donseaisexprimées en moyennes +
DS a partir de 3 expériences réalisées avec 3 patienfsastufe PR.

Un valeur de p°# < 0.05 a été considérée comme significative par rapport au
contrdle.
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F / ETUDE DE L'EXPRESSION ET DE L'ACTIVITE DE LA CO X-2 DANS
L’APOPTOSE INDUITE PAR LA DIOSGENINE DES CELLULES S YNOVIALES
FIBROBLASTIQUES DE PR

Plusieurs études ont montré que la COX-2 auraidplun role anti-apoptotique dans les
cellules cancéreuses, plus particulierement danareer du colon (Tsujii et al., 1995). Cependant
les effets de COX-2 et de la P&#ans la régulation de I'apoptose pourraient vasedon le type
cellulaire. En effet, de facon contradictoire,xiste une relation entre apoptose et COX-2 pour les
chondrocytes et les synoviocytes (Pelletier e28l01 ; Jovanovic et al., 2002).

Dans le cadre des synoviocytes de type B et deconditions de culture, les résultats
montrent que la diosgénine a @M induit I'expression de COX-2 (figure RI-5). Larexpression
de COX-2 est corrélée a une augmentation de lia&t@OX-2, puisque la production de P£Est
augmentée au cours du temps apres traitement pdiodgénine : 2,3 et 4,7 fois a 24 et 48 h

respectivement en comparaison avec les cellulesaes (p<0,05) (figure RI-6).

COX-2

B-actine

Diosgénine  — + + - -

IL-1B -

Figure RI-5 : Analyse de I'expression de COX-2 par westerrnt bins les cellules synoviales
fibroblastigues de PR. Les cellules ont été cultsvéans traitement (pistes 1 et 5, contrdles a 24
et 48 h respectivement) ou ont été incubées avedvwfe diosgénine pendant 24 h (piste 2) ou
48 h (piste 3) ou avec de I'lLB1(1 ng/ml) pendant 24 h (piste 4). Les protéinesébéd extraites,
puis soumises a une analyse par western blot. @essions de la COX-2 et defleactine ont

été mesurées a l'aide d’anticorps de souris anik@@t antif§-actine humaines, comme décrit
dans Matériel et méthodes. Chaque bande a étéifigmphr analyse densitométrique. La figure
montre les résultats d’'une des trois expériencalisés a partir de trois patients souffrant de
PR.
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Figure RI-6 : Effets de la diosgénine sur la production destaglandine E (PGE) par les
cellules synoviales fibroblastiques de PR. Lesutedl ont été cultivées dans du milieu contenant
10% de SVF pendant 48 h et ensuite traitées opaoAOuM de diosgénine pendant 24 et 48 h.
Le taux de PGEdans le milieu de culture a été mesuré par métihmgaino-enzymatique. Les
expériences ont été réalisées a partir des cellytlesviales de 4 patients souffrant de PR. Les
données représentent les moyenhd3S des 4 expériences? Une valeur de p < 0, 05 a été

considérée comme significative en comparaison kgecellules contréles.

Pour compléter ces résultats, nous avons cherchavair si COX-2 était directement
associée a l'apoptose des cellules synovialesHiastiques induite par la diosgénine. Pour cela,
nous avons réalisé des expériences avec un inilgpecifique de l'activité de COX-2 et analysé
le niveau de fragmentation de I'’ADN apres traitetngsr diosgénine. Nous avons examiné quels
pouvaient étre les effets de la PGEogene sur I'apoptose des synoviocytes toujoutsite par la
diosgénine. Enfin, nous avons recherché un éveetftatl synergique de l'induction de COX-2 par

I'lL-1 B sur la fragmentation de ’ADN apres traitement lpadiosgénine.
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G / ANALYSE DE LA PRODUCTION DE PGE, ENDOGENE DANS L’APOPTOSE
INDUITE PAR LA DIOSGENINE DES CELLULES SYNOVIALES
FIBROBLASTIQUES

Nos résultats montrent que le célécoxib rajoutésdamilieu de culture avant le traitement
par la diosgénine inhibe l'activité de COX-2 : leguction de PGEest diminuée de 73% et 95%
(p<0,05) a 24 et 48 h respectivement par rappoctcallules contrdles traitées seulement avec la

diosgénine (tableau RI-2).

Tableau RI-2 : Effet de la diosgénine sur la production de P&gres inhibition ou induction de

la COX-2 dans les cellules synoviales fibroblastgjde PR.

Temps (h) 24 48
Concentration de PGE
Diosgénine 3,15+ 0,7 5,71 1,79
Célécoxib + Diosgénine 086+0,16 0,29+ 0,08

IL-1p + Digsgénine 120,40% 17,44 792,24+ 56,33

Les cellules synoviales fibroblastiques ont étérndébées avec ou sans célécoxib (1 uM) ou IL-
1B (1 ng/ml) pendant 4 h, puis 40 uM de diosgénine éétrajoutés pendant 24 et 48 h. La
concentration de PGEa été mesurée par technique immuno-enzymatique etxpsimée en
ng/ml pour 18 cellules. Les données représentent les concemsatimyennes DS de PGE

de 3 expériences différentes a partir des cellules\sgles de 3 patients souffrant de PR. Dans
les autres conditions, les concentrations de J3GE4 et 48 h respectivement, étaient de %39
0.41 et 1,2% 0,26 pour le milieu de culture seul; 0,#3®,19 et 0,66 0,12 pour le célécoxib
seul; et 20,2& 3,19 et 17,42 3,03 pour I'lL-18 seule.**Une valeur de p<0,05 a été considérée
comme significative en comparaison aux résultaterals avec la diosgénine seule.

La fragmentation de 'ADN a été étudiée dans lesneg conditions. Le pré-traitement des
cellules synoviales par le célécoxib avant le ¢éraignt a la diosgénine diminue la production de
mononucléosomes et d’oligonucléosomes de 47% etal@%et 48 h respectivement (p<0,05), par
rapport aux cellules contrdles traitées par diosgeseule (figure RI-7A). Inversement, la PGE
exogene n'a pas les mémes effets que laR&BEOgENe. En effet, I'addition de UM de PGR
exogene seule ou en présence de célécoxib avatentemt par la diosgénine réduit la
fragmentation de I'’ADN par rapport aux cellules toles (figure RI-7B) et n’inverse pas le

phénomene.
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Figure RI-7 : Effet de le diosgénine (Dios) sur la fragmentatien’ ADN aprés incubation avec
le célécoxib (CX) (A) ou apres addition de PGE&xogene (B).(A) Les cellules synoviales
fibroblastiques de PR ont été pré-incubées avexans CX (1uM) pendant 4 h, puis 40M de Dios ont été rajoutés
pendant 24 ou 48 h. Les mesures ont été réalisgdess cellules synoviales de 4 patients souffdmtPR. Les
données représentent les moyenad3S des 4 expériences? Une valeur de p < 0,05 a été considérée comme
significative en comparaison avec les cellules iédes traitées par Dios seule. (B) Les cellulesé&étpré-incubées
avec ou sans CX (M) en présence ou en I'absence de P&©Bgene (10 nM) pendant 4 h, puis traitées paiMO0

de Dios pendant 24 h supplémentaires. Les mesuateftd® faites sur les cellules synoviales de 4epttisouffrant

de PR. Les données représentent les moyenimS des 4 expériencedJne valeur de p < 0, 05 a été considérée
comme significative en comparaison avec les callattroles traitées par Dios seule. DO : dengitiéjoe.
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H / ETUDE DE L'EFFET DE LA DIOSGENINE SUR LA FRAGME NTATION DE
L’ADN APRES SUREXPRESSION DE COX-2 INDUITE PAR L'IL -1

La stimulation des cellules synoviales fibroblastig de PR par I'lLfi avant traitement par
diosgénine augmente de fagon tres importante Viéetde COX-2. En effet, la synthése de BGE
est multipliée par 38 et 139 (p<0,05) a 24 et 4@dpectivement, par rapport aux cellules traitées
par diosgénine seule (tableau RI-2).

La stimulation des cellules synoviales fibroblaséig par I'lL-P3 seule n’a aucun effet sur
'apoptose (figure RI-8). Par contre, la fragmeiotat de I'ADN est augmentée de facon
significative apres stimulation des cellules syatas par I'lL-P3 puis traitement par la diosgénine

(2,7 et 3,6 fois a 24 et 48 h respectivement, [0p@r rapport aux cellules traitées par diosgénine
seule (figure RI-8).

[]24h #
0.9 M 48h

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

Fragmentation de ’ADN
(DO405nm' DO492nn*)

0.3
0.2
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controle IL-1 diosgénine  IL-1B
+
diosgénine

Figure RI-8 : Effet de la diosgénine sur la fragmentation’d®N aprés stimulation par I'lL-

1B. Les cellules synoviales fibroblastiques de PR &t pré-incubées avec ou sans {1
ng/ml) pendant 4 h, puis 4fM de diosgénine ont été rajoutés pendant 24 ou 4@hmesures
ont été réalisées sur les cellules synoviales gatients souffrant de PR. Les données sont
exprimées en moyennedDS des 4 expérienceS’ Une valeur de p<0,05 a été considérée

comme significative en comparaison avec les cdltri@tées par diosgénine seule. DO : densité

optique.
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| / LES EFFETS DE LA DIOSGENINE SUR LA PRODUCTION D’IL-6 ET D’IL-8 PAR
LES CELLULES SYNOVIALES FIBROBLASTIQUES DE PR

Dans la PR, les cellules synoviales fibroblastiggeda membrane synoviale produisent de
I'IL-6 et de I'lL-8, deux cytokines pro-inflammat@s participant a la physiopathologie de ce
rhumatisme inflammatoire. D’autre part, dans ldétdture, la production de cytokines pro-
inflammatoires peut étre augmentée au cours deptage dans d’autres types cellulaires.

Dans notre modéle de culture de cellules synoviéile®blastiques, nous avons voulu
étudier les effets de la diosgénine sur la prodact’lL-6 et d’IL-8. Les résultats montrent que
seule la production d’IL-8 (figure RI-9B) est sifjoativement augmentée aprés 48 h de traitement
par la diosgénine (taux multiplié par 3,3 ; p<0,@5) comparaison aux cellules contréles non
traitées avec la diosgénine (figure RI-9A).

D’autre part, la diosgénine a un effet synergiquecd’lL-13 sur la production d’IL-8 par
les cellules synoviales (figure RI-9B), ce qui m'¢ms le cas avec I'lL-6 (figure RI-9A). La
production d’IL-8 stimulée par I'lL-ff est augmentée de 1,5 et 2,2 fois (p<0,05) apaéterirent
par la diosgénine pendant 24 et 48 h respectiversantomparaison avec les cellules traitées par
I'IL-1 B seule (figure RI-9B).
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Figure RI-9 : Effet de la diosgénine sur la production d’'ILA) et d'IL-8 (B) par les cellules
synoviales fibroblastiques de PR. Les cellules @it stimulées ou non par I'lLB1(1 ng/ml)
pendant 4 h, puis 40M de diosgénine ont été rajoutés pendant 24 ou. 4&$ contrdles sont
les cellules non stimulées. Les concentrations-@’let d’'IL-8 ont été déterminées dans les
surnageants de culture par technique ELISA. Lesuraesont été réalisées a partir des cellules
de 3 patients souffrant de PR. Les données sominedps en moyennadsS des 3 experiences.

* Une valeur de p<0,05 a été considérée comme isigtive en comparaison avec les cellules
controles et™ * une valeur de p<0,05 a été considérée comme isigfiie en comparaison avec

les cellules stimulées par I'lLBluniquement.
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Il / RESULTATS DES EXPERIENCES REALISEES AVEC L'A77
1726

A | EFFETS DE L'A77 1726 SUR LA FRAGMENTATION DE L’ ADN DANS LES
CELLULES SYNOVIALES FIBROBLASTIQUES DE PR

L’observation directe en microscopie a contrasteltiese montre que les cellules synoviales
traitées avec 10QAM d’A77 1726 dans du milieu contenant 10% de SVént'aucune différence
morphologique lorsqu’elles sont comparées aux lesllaontroles non traitées (figure RII-1A). La
fragmentation de I'ADN a été étudiée dans les mémmuditions de culture: il n'y a pas
d’augmentation de la production de mono- et olighdosomes aprés traitement avec I'A77 1726
(figure RII-1B).

B / EFFETS DE L'A77 1726 SUR LA PRODUCTION DE CYTOKINES ET
ANTAGONISTES DES CYTOKINES : IL-6, IL-8, IL-10, IL -11, IL-15, IL-18, sTNFRI,
IL-1Ra

L’A77 1726 diminue la production de certaines cytes pro-inflammatoires comme le
TNF-a, I'lL-13 et I'lL-6 dans des cultures de cellules synovidsrger et al., 2003 ; Cutolo et al.,
2003) et au contraire augmente le taux d’IL-1Raa@d@eet al., 1998 ; Palmer et al., 2004). L’'A77
1726 semble donc faire pencher la balance du &l& production des facteurs anti-inflammatoires
en diminuant la synthése des facteurs pro-inflaroirest. Ainsi, nous avons choisi d’étudier les
effets de 'A77 1726 sur d’autres molécules anfliaimmatoires comme le STNFRI et I'lL-10 et sur
la production d’autres facteurs pro-inflammatoiré$_-8, I'lL-15, I'IlL-18 et I'lL-11, bien que le
réle exacte de I'lL-11 reste encore un sujet detrooerse. C’est pour cette raison que nous avons
choisi de décrire séparément les effets de 'A7Z613ur la synthése de I'lL-11. Dans le méme
temps, nous avons confirmé les effets de 'A77 13@6I'IL-6 et I'IL-1Ra dans notre modele de

culture de cellules synoviales de PR.
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Figure RII-1 : (A) Photographies (grossissememnt00) des cellules synoviales fibroblastiques
de PR traitées ou non avec I'A77 1726 (40@) et (B) quantification de I'apoptose par
technique ELISA (kit « Cell Death Detection ELISAS») basée sur la fragmentation de
I’ADN. Les cellules ont été incubées avec ou sai@§ A726 a la concentration de 1AM
pendant 24 h. Les données sont exprimées en mayebB$edes 3 expériences réalisées a partir

des cellules synoviales de 3 patients souffrafRReUne seule des 3 expériences est présentée.
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Nos résultats sont les suivants :
= L'IL-1 B (1 ng/ml) augmente de facon importante la séarétiti-10 (+ 311% versus les
cellules contrdles non stimulées, p<0,05), maidedgent celle d’IL-1Ra et celle de sTNFRI (+
54% et + 47% respectivement versus les cellule@es non stimulées, p<0,05) (figure RII-2).

= En présence d’A77 1726, les résultats montrenteffess différentiels dépendants de la
concentration utilisée. Les effets de I'A77 1726 lusécrétion d’IL-10 stimulée par I'lLBLsont
dose-dépendants : les faibles concentrations (8,dD uM) provoquent une diminution de la
sécrétion d’IL-10 (- 28% a — 80% respectivementsusrles cellules stimulées par I'li31
p<0,05) ; alors que les fortes concentrations (6AG® uM) entrainent une augmentation tres
importante de I'lL-10 (+ 137% et + 359% respectiesmversus les cellules stimulées par I'[B-1
p<0,05) (figure RII-2). Concernant les deux autmgokines anti-inflammatoires, IL-1Ra et
STNFRI, 'A77 1726 (de 0,1 & 10AM) augmente la sécrétion d’IL-1Ra (+ 149% a + 371%
respectivement versus les cellules stimulées fad B, p<0,05) et par contre n'a pas d'effet sur la

libération de sSTNFRI induite par I'lLfL.quelle que soit la concentration utilisée (figRi¢-2).

= Comme cela a été décrit dans la littérature, IB.augmente la sécrétion d’IL-6 et d’IL-
8 dans nos conditions de culture de cellules syesifibroblastiques de PR. L'A77 1726 est
responsable d’une inhibition de la sécrétion d’'Idgse-dépendante : de -11% @AM jusqu’a -41%
a 100uM versus les cellules stimulées par I'lB-1p<0,05) (figure RII-3). D’autre part, nous
observons a nouveau des effets différentiels d&1'A726 sur la sécrétion de I'lL-8. En effet,
'A77 1726 augmente la sécrétion d’'IL-8 a 0,1, L X puM (+124%, +130% et +66%
respectivement versus les cellules stimulées fad 3, p<0,05) et n'a aucun effet sur le taux d’IL-
8 a 50 et 10QM (figure RII-3).

= Pour I'lL-15 et I'lL-18, ces deux cytokines n’opas été détectées dans le surnageant de

culture des cellules synoviales, méme apres stiioalaar I'lL-1[3.
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Figure RII-2 : Effet de 'A77 1726 sur la sécrétion des cyt@smnti-inflammatoires (IL-10, IL-
1Ra et sTNFRI) par les cellules synoviales fibretitpies de PR. Les cellules ont été incubées
ou non avec I'A77 1726 (0,01 a 1MW) pendant 24 h et stimulées avec de I'B-@ ng/ml)
pendant les 6 derniéres heures d’incubation. Lewlitons contrdles sont les cellules non
traitées et les cellules uniqguement stimulées aeeklL-13. Les concentrations d’IL-10, d’IL-
1Ra et de sTNFRI ont été déterminées par techridi®@A dans les surnageants de culture des
cellules synoviales obtenues a partir de 3 patieotsfrant de PR. Les données sont exprimées
en moyennestDS des 3 expérienceslUne valeur de p<0,05 a été considérée comme
significative en comparaison avec les cellules rédes$ non traitées &tune valeur de p<0,05 a
été considérée comme significative en comparais@t des cellules stimulées par '3l

uniquement.
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Figure RII-3 : Effet de 'A77 1726 sur la sécrétion de I'lL-6yfokine pro-inflammatoire) et de
I'IL-8 (chémokine) par les cellules synoviales @bfastiques de PR. Les cellules ont été
incubées ou non avec de I'A77 1726 pendant 24skimtilées avec de I'lLfA (1 ng/ml) pendant

les 6 derniéres heures d’incubation. Les contrébed représentés par les cellules non traitées et
les cellules uniquement stimulées par l'lf-1Les concentrations d’IL-6 et d’IL-8 ont été
déterminées par technique ELISA dans les surnagedetculture des cellules synoviales
obtenues a partir de 3 patients souffrant de PR.do:mnées sont exprimées en moyertizS

des 3 expérienceSUne valeur de p<0,05 a été considérée comme sigtiife en comparaison
avec les cellules contrdles non traitées’ etne valeur de p<0,05 a été considérée comme

significative en comparaison avec les cellules gligms par I'lL-PB uniquement.

= Concernant I'lL-11, nos résultats montrent quke-lLB augmente de facon importante sa
sécrétion (+274% versus les cellules contrblesatiomulées, p<0,05) (figure RII-4). L'A77 1726 a
faibles concentrations (0,1 a M) augmente la sécrétion d’IL-11 en présence d'.Rar contre,
les fortes doses (50 et 1®1) diminuent de facon significative la sécrétionlLdll stimulée par

'IL-1 B (-60% pour 50 et 10AM versus les cellules stimulées par I'l3;1p<0,05) (figure RII-4).
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Figure RII-4 : Effet de I'A77 1726 sur la sécrétion d’IL-11 parsleellules synoviales
fibroblastiques de PR.es cellules ont été incubées ou non avec de 'B726 pendant 24 h et
stimulées avec de I'lL{1 (1 ng/ml) pendant les 6 derniéres heures d’'indobat.es contrbles
sont représentés par les cellules non traitéess atdllules uniquement stimulées par I'lB-Les
concentrations d’'IL-11 ont été déterminées parriegle ELISA dans les surnageants de culture
des cellules synoviales obtenues a partir de Fmatisouffrant de PR. Les données sont
exprimées en moyenne®S des 3 expériencedne valeur de p<0,05 a été considérée comme
significative en comparaison avec les cellules rébes$ non traitées étune valeur de p<0,05 a
été considérée comme significative en comparais@t des cellules stimulées par I'i31

uniquement.

=>» Nous avons ensuite cherché a savoir si I'inhibitie I'lL-11 par les fortes doses d’A77
1726 était liée a I'inhibition de la synthese deipydine, mécanisme d’action bien décrit de 'A77
1726. Pour ce faire, nous avons rajouté dans I#sres des cellules synoviales de l'uridine de
maniére a annuler l'effet inhibiteur de 'A77 1726es résultats montrent que I'inhibition de la
sécrétion d’IL-11 par 'A77 1726 (10QM) n’'est pas significativement modifiée par 20M
d’uridine (figure RII-5A).

Par contre, 'augmentation de la sécrétion d’ILgkt®voquée par 'A77 1726 (1Q0M) est
annulée par I'addition d’uridine (200M) dans le milieu de culture (-41% versus A77 1#28.-
1B, p<0,05) (figure RII-5B).
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Figure RII-5 : Effet de 'A77 1726 sur la sécrétion de I'lL-{A) et de I'lL-10 (B) en présence
d’'uridine. Les cellules synoviales fibroblastiques ont @gubées pendant 30 min avec de l'uridine (R00),
avant de rajouter de I'A77 1726 (1QMM) pendant 24 h et de I'lLfi (1 ng/ml) pendant les 6 derniéres heures
d’incubation. Les contrdles sont représentés parcédlules non traitées et les cellules uniquenséimulées par
I'IL-1 B. Les concentrations d’IL-11 et d’IL-10 ont été el@inées par technique ELISA dans les surnageants d
culture des cellules synoviales obtenues a paetid hatients souffrant de PR. Les données sonineges en
moyennegDS des 3 expériencedne valeur de p<0,05 a été considérée comme sigtiife en comparaison avec
les cellules uniquement stimulées par I'lB-gt* une valeur de p<0,05 a été considérée comme isigtive en
comparaison avec les cellules traitées par A77 £T28.-1p.
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C / ANALYSE DE LEXPRESSION ET DE L'ACTIVITE DE COX -2 APRES
TRAITEMENT DES CELLULES SYNOVIALES PAR L’A77 1726

L’inflammation est associée a l'induction de COXr@sponsable de la synthése des PGs.
Les PG et surtout la PGEsont des médiateurs lipidiques produits en quantiportante dans les
sites inflammatoires et notamment dans la memisgneviale des PR.

La figure 6A montre que I'A77 1726 a la dose de (piste 3) n’a aucune action sur
I'expression de COX-2, en comparaison avec la détimn par I'IlL-13 responsable d’'une nette
augmentation de I'expression de COX-2 (piste 2j).deatre, 'A77 1726 a forte concentration (100
HM) augmente I'expression de COX-2 (piste 4).

Nous avons ensuite étudié l'activité de COX-2 daos conditions de culture, c'est-a-dire
I'effet de 'A77 1726 sur la production de P&én présence d’ILfA Les résultats montrent, aprés
stimulation par I'lL-3 (1 ng/ml), que 'A77 1726 diminue la production B&E, de facon dose-
dépendante : -68% a 1M, -96% a 50uM et -98% a 100uM versus les cellules stimulées
uniquement par I'lL-B (p<0,05) (figure 6B,a).

Pour les expériences suivantes, seule la concemtrdé¢ 100uM d’A77 1726 a été testée
car cette concentration d’A77 1726 donnait lesltéwules plus intéressants au regard des effets su
les différentes cytokines pro- et anti-inflammagsirétudiées. En effet dans nos conditions de
culture des cellules synoviales fibroblastique$) i8I d’A77 1726 provoquaient une augmentation
de la sécrétion d’'IL-10 et d’IL-1Ra et une dimimutide la production d’IL-6 et d’IL-11. D’autre
part, la dose recommandée de Iéflunomide (ARAYBhez 'lhomme est de 20 mgl/j. A cette dose,
le taux sérique d’A77 1726 a I'état d’équilibre ieade 25 a 45.g/ml, soit de 92,5 a 16GM
(Williams et al., 2002).

Nous avons ensuite observé I'évolution de la prodaocdans le temps de P&gEous
stimulation par I'lL-B et sous traitement par A77 1726, et notammentiswourtes périodes. Les
courtes périodes d’incubation avec I'll3-Entrainent une augmentation de la production d&,PG
+166%, +125% et +77% apres 5, 15 et 30 min veesusdntroles (milieu de culture seul) (p<0,05)
(figure 6B,b). Par contre, cette augmentation dardaluction de PGEn’est plus observée a 1 h de
stimulation par I'lL-B (figure 6B,b). Apres 6 h d’incubation avec I'li3,lla production de PGE
augmente a nouveau et ce de facon tres importarb82% versus les cellules contrdles non
traitées (p<0,05) (figure 6B,b). Les effets de [7A¥726 sur la production de P&ént été étudiés
sur ces différents temps de stimulation avec I'B.-En dehors de la stimulation pendant 1h, 'A77
1726 a la dose de 1QM inhibe la production de PGEur les différents temps de stimulation par
l'IL-1 B3 : -72% aprés 5 min, -98% apres 15 min, -81% apdesin et -85% apres 6 h de traitement
par I'lL-13 (p<0,05) (figure 6B,b).
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Figure RII-6 : Effet de 'A77 1726 sur I'expression de COX®) et la production de PGEB) par les cellules
synoviales fibroblastiques de PR) Les cellules ont été cultivées avec du milieu ggunldant 24 h (piste 1), ou
avec de I'lL-B (1 ng/ml) pendant les 6 derniéres heures (pistel?avec 10 et 10QM d’A77 1726 pendant 24 h
et de I'lL-1 B pendant les 6 derniéres heures d'incubation @istet 4 respectivement). Un western blot a été
réalisé avec les protéines extraites a partir eédales. Les expressions de COX-2Beactine ont été estimées en
utilisant des anticorps de souris anti-COX-2 et-Bractine humaines. Parmi les 4 expériences réalisiesseule
est représentée sur la figu®)(a) Les cellules ont été cultivées dans du milieu dieupe avec 10% de SVF
pendant 48 h, puis traitées ou non par A77 172@lgen24 h en rajoutant de I'lLB1(1 ng/ml) les 6 derniéres
heures. Les contrdles sont les cellules non traigédes cellules stimulées uniquement par I'R.-(b) Production
de PGE dans le temps. Les cellules ont été incubées ouamec de I'A77 1726 (10QM) pendant 24 h, puis
stimulées par de I'lLf pendant différents temps. Les contrdles sont dasstellules non traitées et les cellules
avec uniqguement de I'lLf. Les taux de PGFont été mesurés par méthode immuno-enzymatiqueldanilieu de
culture de cellules synoviales provenant de 4 ptid es données sont exprimées en moyean2S. "Une valeur
de p<0,05 a été considérée comme significative cenparaison avec les cellules contrdles non traigéésune
valeur de p<0,05 a été considérée comme significan comparaison avec les cellules stimulées anieuat par
'IL-1 B.
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D / EFFETS DE L’A77 1726 SUR L’ACTIVATION DE NF- kB ET DES MAP KINASES
(ERK1/ERK2, p38a, JNK)

L’expression et I'activité de COX-2, mais aussipladuction des cytokines sont corrélées
avec les activités des protéines de signalisatidradgellulaire comme les MAP-kinases (ERKs,
p38s et JNKs) et I'activation de N&B. En revanche, les relations entre les effetséfluiomide
sur la production des cytokines et I'activationads différents facteurs de signalisation n'ont pas
été étudiées dans le modele de culture des ceBylesviales fibroblastiques. L'activation de NF-
kB étant un évenement clef dans les phénoménesmimidoires et le léflunomide ayant des
propriétés anti-inflammatoires, nous avons recheeihl’A77 1726 pouvait avoir un impact sur
I'activation de NFkB dans les cellules synoviales fibroblastiques Be P

Nos résultats montrent que I'A77 1726 (40K) inhibe I'activation de NFR<B induite par
'IL-1 B (figure RII-7, piste 3) en comparaison avec ldtulgs traitées uniquement par I'lLB1(1
ng/ml) (figure RII-7, ligne 2).

- {1 S L s

-y

Figure RII-7 : Effet de 'A77 1726 sur l'activation de N&B induite par I'IL-1B. Les cellules

synoviales fibroblastiques de PR ont été cultivisass du milieu de culture seul contenant 10% de faffdant 24

h (piste 1) ou ont été incubées avec de I'l.skule (1 ng/ml) pendant les 6 derniéres heurase(R), ou traitées
par A77 1726 (10@M) pendant 24 h avec toujours de I'll3-pendant les 6 derniéres heures d’incubation (Biste
Les protéines nucléaires ont été extraites qidlle chaque échantillon ont été utilisés pour @rdautranslocation
nucléaire de NReB par une technique de retard sur gel « Electrolitpl8hift Assay ou EMSA ». Les complexes
sont visualisés par autoradiographie. Contrdle tiffosi contréle Oct2A donné par le constructeur (Rec
Diagnostics) ; comp 100X = sonde non marquée cdréeri00 fois. Les expériences ont été réaliséess3Une

seule des 3 expériences est présentée sur la.figure



126

Nous avons ensuite vérifie, dans nos conditionsutteire, si I'activation des MAP-kinases
pouvait étre induite par I'lLf3 sur de courtes périodes de stimulation :

- L’activation d’'ERK1/ERK2 est maximale apres 5 nua stimulation par I'lL-B (3 fois
versus les cellules contréles non stimulées, pI0gdSdiminue ensuite (2,5 fois @ 15 min en
comparaison avec les cellules contrdles non stiesulé<0,05) (figure RII-8A). Pour les
stimulations avec I'lL-B pendant 30 min, 1 h et 6 h, la phosphorylatiorRKE/ERK2 diminue de
facon proportionnelle au temps.

- En ce qui concerne la phosphorylation de JNK eetp@8: induite par I'lL-13, I'effet
maximal est observé apres 15 min (respectivemaestt 315 fois versus les cellules contrdles non
stimulées, p<0,05) et diminue nettement aprés 30daitraitement par I'ILf3 (respectivement 2,3

et 2,2 fois versus les cellules contrdles non d8es) p<0,05) (figure RII-8B et C).

Nous avons donc étudié les effets de I'A77 1726/'suativation d’ERK1/ERK2, JNK et
p38ux induite par différents temps de stimulation avikc1 (3. Les résultats montrent :

- L’A77 1726 (100uM) n’'a pas d’effet sur la phosphorylation d’ERK1/ERen présence
d’IL-1 versus les cellules traitées uniquement aveclfil(figure RII-8A).

- L’A77 1726 induit une légere augmentation dehagphorylation de JNK induite par I'lL-
1B (maximum 1,2 fois apres stimulation par I'll[3-pendant 30 min versus les cellules traitées avec
I'IlL-1 B seule, p<0,05) (figure RI-8B).

- Par contre, I'A77 1726 est responsable d'une amgation plus importante de la
phosphorylation de p38induite par I'lL-13, qui est observée a tous les temps (1,3 fois &pnés,
1,3 fois aprés 15 min, 1,6 fois apres 30 min, bjg fipres 1 h et 1,8 fois aprés 6 h versus les

cellules traitées par ILflseule, p<0,05) (figure RII-8C).



127

A 70 . Phospho-ERK1/ERK2 B 2.5 Phospho-JNK
Iy %]
8 9 s s 20
= 50 \ © N
g N c #
5 40 N S 15 3 . #
T \ 5 3 N .
3 39 Q g 10 % S
=3 20 § W\ 2 § %
10 § s s 09 % §
o H B : : § NN R 0.0 i 3 N h
AT7 1726 - - - - - -+ o+ o+ o+ o+ - - - + o+ o+ o+ 4+
IL-1B + + + + o+ + + + o+ o+ + 4+ 0+ + + + + + + o+
£ £ £ £ £ g £ £ £ = c £ £ £ £ g £ £ £ <
Te} To] o n To] o wn n Te} n o
— [97] — ™ — (42} — [97]
Temps de stimulation par I'lL-1p Temps de stimulation par I'lL-1p
C 40 Phospho-p3& #
g . \
é 3.0 §
3 2 N Q
© 20 NN
. NN | ¢
3 L 3 § N A
Is% > \ \ §
c i i \ \ \
0. 1 1§ RNRRNNR
0.0 3l B : NN N
AT7 1726 - - -+ o+ o+ o+ o+
IL-1B + + + + + + + + + o+
c £ £ © © g £ £ £ =<
e 1S = — ©o g 1S e « ©
o 5 8 0 9 g

Temps de stimulation par I'lL-1p

Figure RII-8 : Quantification par ELISA d’ERK1/ERK2 (A), JNK [Bet p3& (C)
phosphorylées dans les cellules synoviales fibabigjaes de PR stimulées par I'll3 Et traitées
par A77 1726. Les cellules ont été incubées ouavac 100uM d’A77 1726 pendant 24 h, puis
avec de I'lL-B (1 ng/ml) pendant 5, 15, 30 min, 1 h et 6 h. La@stdles sont représentés par les
cellules non traitées et les cellules stimuléegwamment par I'lL-B. Les cellules ont été lysées
et les MAP-kinases phosphorylées ont été quansifi@ec des kits DuoSetC (R&D Systems).
Les kits DuoSét IC respectifs contiennent les réactifs et Ac néaiess pour réaliser des
techniqgues ELISA sandwich permettant de mesuresgitic ERK1 (T202/Y204) et phospho-
ERK2 (T185/Y187), JNK1 et JNK2 phosphorylés en TYaB5 et phospho-JNK3
(T221/Y223), et phospho-pa@8T180/Y182) dans les lysats cellulaires.

Les expériences ont été réalisées avec les ceflviewiales de 3 patienises données sont
exprimées en moyennes DS. "Une valeur de p<0,05 a été considérée comme sigtiife en
comparaison avec les cellules controles non tsi#é une valeur de p<0,05 a été considérée

comme significative en comparaison avec les calstanulées uniquement par 'll31
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Comme p38 semblait plus impliguée dans le mécanidiaetion du léflunomide, nous
avons étudié les effets d’un inhibiteur sélectifpl8, le SB 203580, sur la sécrétion d’IL-10 et
d’IL-11. Les différentes expériences ont été réalssen présence d’I31 mais aussi en présence
de TNFe compte tenu de son importance dans la physiopaji®olde la PR et son role dans
I'induction de la synthése de différentes cytokirigans un premier temps, nous avons montré que,
contrairement a I'lL-B, le TNFa ne stimulait pas la production d’IL-10 et d’'IL-Eh comparaison
avec les cellules contrdles non stimulées (figuhe9R et B respectivement). L’A77 1726 (100
uM) en présence de TNkaugmente la sécrétion d’IL-10 (+107% versus ldisiles avec du TNF-
a seul, p<0,05), mais n’a pas d’effet significatif $a sécrétion d’lIL-11. Le pré-traitement avec le
SB 203580 (1QuM) inhibe totalement I'effet de 'A77 1726 sur lacsétion d’'IL-10 en présence
d’'IL-1B ou de TNFe (figure RII-9A). D’autre part, le SB 203580 augreitieffet inhibiteur de
I’A77 1726 sur la sécrétion d’IL-11 et ceci uniquemben présence d’'ILBL(figure RII-9B).
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Figure RII-9 : Effet d’'un inhibiteur sélectif de p38 (SB 203%&ir la sécrétion d’IL-10A) et
celle d’IL-11 (B) dans les cellules synoviales fibroblastiques dele&Rcellules ont été pré-incubées
pendant 2 h avec 1M de SB 203580 avant de rajouter de 'A77 1726 (d0) pendant 24 h et de I'lLfAou du
TNF-a (1 ng/ml) pendant les 6 derniéres heures. La curation d’IL-10 et d'IL-11 a été déterminée pachirique
ELISA dans les surnageants de culture des celhkyasviales obtenues a partir de 3 patients. Lesiéls sont
exprimées en moyennesDS des 3 expériences’Une valeur de p<0,05 a été considérée comme sigtiife en
comparaison avec les cellules contrdles.
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Discussion
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Bien que les mécanismes exacts conduisant a hmflation et a la destruction ostéo-
articulaire dans la PR ne soient pas connus, sBtexau centre de cette maladie une activation
inappropriée du systeme immunitaire. La cascadeédesements est complexe impliquant de
multiples cellules immunitaires, des cytokines, tdbactivité aboutit a I'activation des acteurs
cellulaires de l'articulation (synoviocytes, choodytes et ostéoclastes) eux mémes responsables de
la synthese des molécules effectrices de la déstnuarticulaire. Un réle central est actuellement
attribué aux lymphocytes T qui seraient activésaaslite de la présentation d’'un antigéne
arthritogene inconnu par les CPA et en particuésrcellules dendritiques. Les cellules T activées
produisent une réponse de type Thl avec synthés® dIFN-y, TNF-o et GM-CSF. Rapidement,
cet emballement cytokinique touche les synoviocysgec synthese de cytokines pro-
inflammatoires (IL-1, TNFe, IL-6). Il s’établit un déséquilibre entre la pradion de cytokines
pro-inflammatoires et celle des cytokines antianfmatoires (IL-4, IL-10, IL-1Ra, sTNFR) au
profit des premieres. L’IL-1 et le TN&«vont stimuler la production des effecteurs dedstaiction
(MMPs, PGs, ...), augmenter I'expression des molé&cd@dhésion a la surface des cellules
endothéliales et permettre ainsi la migration deaitellules immunitaires vers la synoviale. L’IL-6
va jouer un r6le clef dans la différenciation dgsphocytes B en cellules sécrétant des anticorps.
Le TNF-u joue un réle crucial bien mis en évidence parfitatité spectaculaire des nouveaux
traitements anti-TNF. |l favorise la synthése dastrem cytokines pro-inflammatoires et
chimiokines, la production de MMPs, la prolifératiodes synoviocytes, l'angiogénése et
I'ostéoclastogénése. A cet emballement des phénesriemmunitaires s’opposent des mécanismes
de défense comme les cellules Treg, la synthéehibiteurs des MMPs (TIMPS) ou les différentes
cytokines anti-inflammatoires. L’IL-10, cytokine munorégulatrice, inhibe la prolifération des
lymphocytes T, certaines fonctions macrophagiqtiés €/nthése de cytokines pro-inflammatoires.

D’autre part les PGs, médiateurs lipidiqgues isses la voie des cyclo-oxygénases,
participent activement & la réaction inflammatoibans la PR, la PGEavorise la destruction
articulaire en augmentant la prolifération des préeurs ostéoclastiques, en augmentant la synthese
des MMPs et de I'lL-6, et en favorisant I'angiogeéeeEn partie sous I'effet des cytokines pro-
inflammatoires, I'expression de COX-2 est élevéasda tissu synovial de PR.

Cependant l'activation des différents acteurs tales et I'activité des médiateurs de
linflammation comme les cytokines nécessitent ringmission d’'un signal intracellulaire. Les
principales voies de signalisation impliquées danBammation sont les voies des MAP kinases,
de la PI3K, de JAK/STAT et de NEB. Par exemple, NKkB intervient dans I'expression des
cytokines comme le TNEk-et I'lL-1, dans la différenciation des lymphocyt&set B et dans
I'expression de COX-2. Inversement I'lL-1 et le TNdFactivent NFkB pour aboutir & une boucle

d’auto-entretien de la réponse inflammatoire. Lesstfamilles de MAP kinases sont exprimées
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dans le tissu synovial de PR. L’activation de p3@luit la synthese des cytokines pro-
inflammatoires, des molécules d’adhésion, des MiEIRde la COX-2. Ainsi, ces différentes voies
de signalisation représentent une nouvelle cildeaheutique.

Enfin, la destruction articulaire est liee a lanfiation du pannus synovial conséquence d’un
infiltrat de cellules de I'inflammation et d’une tiplication des cellules synoviales. L’hypothése
avancée pour expliquer cette hyperplasie synowatleun défaut des phénoménes d’apoptose,
comme en témoignent la résistance des synoviocstelapoptose médiée par Fas, leurs
caractéristiques pseudo-néoplasiques, une augnoentde |'expression des protéines anti-

apoptotiques Bcl-2 et Flip et la présence de nuriatde p53 dans le tissu synovial.

Notre travail réalisé dans le laboratoire de Biotkiet Biologie Moléculaire de la Faculté
de Pharmacie de Limoges s’integre dans les difterdomaines d’intérét de I'équipe, a savoir la PR
et ses traitements, le modéle de culture de csllsjyaoviales de PR mis en place depuis plusieurs
années et ayant fait I'objet de publications (Bdraeteal., 1995 ; Liagre et al., 1997a ; Liagrelet a
1997b ; Vergne et al., 1998 ; Liagre et al., 1988picque et al., 2000 ; Liagre et al., 2002) diren
les stéroides végeétaux et notamment la diosgéhmeliosgénine est une saponine stéroidienne,
extraite a partir de tubercule de dioscorée (Dimszovillosa). Elle a différentes actions
biologiques : augmentation de la sécrétion du cétel biliaire (Accatino et al., 1998 ; Amigo et
al., 1999), des propriétés antioxydantes (Turchaal.e 2003), une activité anti-tumorale avec
induction de différenciation et d’apoptose (Wan@let2001 ; Cai et al., 2002 ; Cheng et al., 2003)
et une activité anti-ostéoporotique (Higdon et &Q001) en partie grace a des propriétés
angiogéniques (Yen et al., 2005).

Dans le laboratoire, différents travaux ont mowué la diosgénine était capable d’altérer le
cycle cellulaire, d’induire I'apoptose et I'exprems de COX-2 dans différents types de cellules
cancéreuses (Moalic et al., 2001a ; Corbiére e2803 ; Corbiére et al., 2004a ; Corbiére et al.,
2004b ; Léger et al., 2004.iagre et al., 2005). Compte tenu de I'importaneecds deux éléments
dans la physiopathologie de la PR, nous avons cohsa premiere partie du travail a I'étude de
I'apoptose et de I'expression de COX-2 dans lelsilesl synoviales fibroblastiques de PR en culture
traitées par la diosgénine.

La deuxieme partie du travail est consacrée angpcéhension des mécanismes d’action du
|éflunomide, un traitement immunomodulateur ayaupé son efficacité dans le traitement de la
PR. Outre son action de blocage de la proliféeraties lymphocytes T, I'efficacité du Iéflunomide
est probablement due a différentes activités aiquus niveaux de la cascade inflammatoire et
immunologique. En plus de ses actions déja décsitieda production de PGEIL-6 et IL-1Ra,
nous avons étudié ses effets sur I'lL-8, I'IL-10,111 et le STNFRI dans le modele de culture des
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cellules synoviales fibroblastigues de PR. Puissnoous sommes intéressés aux voies de

signalisation pouvant intervenir dans les effet¢éflunomide sur I'lL-10 et I'lL-11.

| / PREMIERE PARTIE

Notre étude a permis de mettre en évidence pourdeiere fois une inhibition de la
prolifération et I'induction de I'apoptose des oddls synoviales fibroblastiques de PR traitéedgpar
diosgénine. Les résultats en microscopie optiquatrant des modifications morphologiques des
cellules synoviales qui deviennent arrondies, sgsades cellules adjacentes avec condensation du
cytoplasme et apparition de filaments cytoplasnsqu@autre part, la diosgénine est responsable
d’'une augmentation tres importante de I'expressierCOX-2, associée a une forte production de
PGE. Ces résultats suggéerent une association entpagmoet surexpression de COX-2 dans notre
modéle de culture.

L’apoptose est une forme contrélée et organisémale cellulaire, différente du processus
pathologique de nécrose survenant a la suite ddamubge cellulaire. L'apoptose se caractérise par
des stimuli initiateurs, des signaux intra-cellidaiet nécessite I'expression d’'un certain nombre d
genes bien définis qui accomplissent un programetiglaire. En général, 'apoptose comporte des
activations séquentielles avec une cascade préitaedyd’ enzymes appelées caspases (Thornberry,
1998). L'activation de la caspase-3 est considéodeme un marqueur d’apoptose et comme un
point de non retour dans la cascade de signalisati@-apoptotique. Nos résultats montrent que la
mort des cellules synoviales fibroblastiques temt@ar la diosgénine est liée a I'activation de la
cascade des caspases, puisque la diosgénine aedraetitité de la caspase-3.

Il existe deux principales voies caspases-dépeadaltd signalisation de I'apoptose : la voie
des récepteurs de mort (ou voie extrinseque) wbi mitochondriale (ou voie intrinséque). En ce
qui concerne la voie intrinseque, la mitochondraaiej un rble vital dans la cellule. Un
dysfonctionnement majeur de la mitochondrie peuateseher I'apoptose. La perméabilisation de la
membrane externe de la mitochondrie provoque wrgatie dans le cytoplasme de cytochrome c,
de procaspases-2, -3 et -9, des protéines SmatdDdAIF et de 'endonucléase G. Il y a ensuite
formation de I'apoptosome, constitué du cytochranée la protéine Apaf-1 et de la procaspase-9
(Figure 13) (Ravagnan et al., 2002). Il en découmle activation de la caspase-9, puis de la caspase-
3. D’autre part, la perméabilisation de la membrimerne conduit & un changement du potentiel
membranaire mitochondriah’m). Dans notre étude, la diosgénine induit égalémea chute du
AW¥m, constatation plaidant pour I'activation de laevmitochondriale dans I'apoptose des cellules

synoviales traitées par la diosgénine. Récemméoly, ét al. (2004) ont montré l'implication
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cruciale de la mitochondrie dans I'apoptose mégaieFas des cellules synoviales fibroblastiques,
avec chute da¥m , relargage de cytochrome c et activation degases-9 et -3.

Le processus apoptotique déclenché par la diosgé@fiautit & I'activation de la caspase-3.
Cependant 'activation de la caspase-3 peut égaleéiee liée a I'activation de la voie extrinseque
des récepteurs de mort. En effet, l'interactionlalglycoprotéine Fas avec son ligand (FasL) ou
I'interaction du TNFe avec son récepteur TNF-RI permet I'activation aledspase-8 ou -10, puis
I'activation de la caspase-3 (figure 12) (Gupta030 Or, les synoviocytes fibroblastiques
expriment la protéine Fas, mais sont résistanapaptose mediée par Fas. En effet, les cytokines
pro-inflammatoires majeures impliquées dans la ipipgdhologie de la PR (ILfLet TNF«) sont
capables d’inhiber 'apoptose médiée par iRagtro dans les cellules synoviales (Wakisaka et al.,
1998), peut-étre par l'intermédiaire de la protékig anti-apoptotique (Perlman et al., 2001 ;
Schedel et al., 2002 ; Chen et al., 2002). En dHgbrotéine Flip est capable d’'inhiber I'actiati
de la caspase-8. Or I'expression de 'TARNm et dpr&déine Flip est plus importante dans le tissu
synovial de PR comparé a I'arthrose, notammeniaan des sites d’érosion du cartilage (Perlman
et al., 2001 ; Schedel et al., 2002). Alors queplesnomeénes apoptotiques sont rares et I'expression
de Flip élevée dans le tissu synovial de PR préx;des résultats s’inversent aprés traitement avec
diminution de I'expression de la protéine Flip agmentation de I'apoptose (Catrina et al., 2002).
Ainsi, les traitements pourraient moduler I'expressde Flip. Bai et al. (2004) ont montré que,
dans les cellules synoviales fibroblastiques, sisténce a I'apoptose induite par le ThEtait liée
a l'activation de NFeB et 'augmentation de I'expression de Flip.

D’autre part, la voie extrinseque des récepteursnde peut étre amplifiée par la voie
mitochondriale grace au recrutement de la prot&ite par la caspase-8. La caspase-8 clive la
protéine Bid, ce qui lui permet de s’insérer damsnembrane mitochondriale et de provoquer la
libération de cytochrome c, I'activation de la casp-9, puis de la caspase-3 (Wang et al., 1996).
Ainsi la protéine Bid peut relier les deux voiesnduction de I'apoptose. Itoh et al (2004) ont
d’ailleurs mis en évidence dans leur étude le gkvde Bid apres liaison de Fas avec son ligand
dans les synoviocytes. Cependant, dans les cellldég, la diosgénine active bien la caspase-8
sans induire le clivage de Bid et le relargageydeathrome ¢ (Corbiére et al., 2004a et 2004b). Les
deux voies pourraient donc agir indépendammentlde 'autre sans que la protéine Bid ne soit
impliquée.

L’apoptose des cellules synoviales induite paritgginine a été quantifiée par étude de la
fragmentation de ’ADN. Le ratio apoptotique, qust & rapport de la fragmentation de '’ADN des
cellules traitées et celle des cellules témoingnante de fagon significative au cours du temps

pour les cellules traitées par diosgénine.
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Curieusement, une surexpression de COX-2 est @&ssa@ui phénoméne d’'apoptose des
cellules synoviales traitées par diosgénine. Cssltais sont contradictoires avec ceux rapportés
dans les études sur des cellules cancéreusegxqmudssion de COX-2 prévient I'apoptose induite
par d’autres molécules pro-apoptotiques. La COXsRseirexprimée dans un certain nombre de
pathologies cancéreuses, comme le cancer du colanm&me été soupconnée de jouer un role
initiateur ou favorisant dans les processus tumo(Rrescott, 2000 ; Steinbach et al., 2000).

Cependant, Kemick et al. (1989) ont montré unecason entre I'induction de I'apoptose
des chondrocytes et 'augmentation de RGHus recemment, Pelletier et al. (2001) ont téogue
I'apoptose des chondrocytes situ dans un modéle d’arthrose expérimentale étaitripde des
caspases et était influencée par 'augmentatiaiawakide COX-2.

Concernant les synoviocytes, une étude a montrdeghi® était capable d’induire la mort
des synoviocytes par I'intermédiaire de 'augmeatatie I'expression de COX-2 et la synthése de
PGE, avec modification du potentiel de membrane mibociiial et activation de la caspase-3
(Jovanovic et al., 2002). Ces résultats sont tdiaitzen accord avec nos résultats sur I'effetale |
diosgénine dans les synoviocytes humains en culture

Dans le laboratoire, d’autres études ont montré association entre apoptose et
surexpression de COX-2. En effet, 'apoptose irelgar la diosgénine dans différentes lignées
cellulaires cancéreuses était a chaque fois assaaide augmentation de I'expression de COX-2 et
de la production de PGEMoalic et al., 2001a ; Léger et al., 2004). Tiésemment, Liagre et al.
(2005) ont démontré que la lignée érythroleuceémigb62, déficiente en COX-2, était sensible a
I'effet pro-apoptotique de la diosgénine. Cettaléta été réalisée en paralléle avec une autreeligné
érythroleucémique (HEL) sur laquelle I'effet apdimjae de la diosgénine était corrélé a une
surexpression de COX-2.

Tous ces travaux montrent que les effets de COX-Rae conséquent de PgHans la
régulation de I'apoptose induite par la diosgénigféetent les différences de réponses entre divers
types cellulaires. C’est pour cette raison que raMes centré notre étude sur COX-2 et essaye de
répondre a la question suivante : la surexpreseo@@X-2 est-elle une cause ou une conséquence
de I'apoptose induite par la diosgénine dans ldsles synoviales de PR ?

Les inhibiteurs sélectifs de COX-2 ou coxibs sced thédicaments anti-inflammatoires non
stéroidiens. L'un d’entre eux, le célécoxib a fartacentration (> 1QiM) entraine I'apoptose des
cellules synoviales fibroblastiques de PR (Kusuraikal., 2002), mais egalement I'apoptose des
cellules d’adénocarcinome du colon (Yamazaki et 2002b). En utilisant une concentration de
célecoxib sélective sur COX-2 (M) (Warner et al., 1999), nous avons montré quenibition de
COX-2 par le célécoxib entrainait une importantenidution de I'apoptose induite par la

diosgénine dans les cellules synoviales fibroljasts de PR. Ceci se vérifie méme en présence de
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PGE exogene, puisque l'addition de P{Exogene seule ou en présence de ceélécoxib avant
traitement par la diosgénine réduit la fragmentatite 'ADN par rapport aux contrdles. Ces
résultats vont dans le méme sens que ceux de Jogastcal. (2002), ou linhibition sélective de
COX-2 par le NS-398 inhibait de facon significatiVepoptose induite par le nitroprussiate de
sodium dans les synoviocytes humains d’arthrosejergn présence de P&Exogene.

D’autre part, apres stimulation des cellules pir13, qui augmente I'expression de COX-
2, nos résultats montrent que le traitement pasgdinine induit une importante augmentation de
I'apoptose des synoviocytes de PR dans le temgx; ane augmentation de la concentration de
PGE, en comparaison avec les cellules traitées pagditne seule (Figure 15). Ces expériences
confirment que la modulation de COX-2 est assoeid@apoptose induite par la diosgénine des
cellules synoviales. Cependant, comme la P@Ekogene seule n’induit aucun phénoméne
d’apoptose des synoviocytes, le mécanisme exaclegael la PGE endogéne sensibiliserait les
synoviocytes de PR a I'apoptose reste inconnu. Cetar®GE endogene est synthétisée a partir de
I'acide arachidonique endogéne, une des hypothema@sait étre basée sur la participation de cet
acide gras dans l'apoptose induite par la diosgénette hypothese pourrait expliquer les
différents effets observés entre P&Bdogene et exogene.

Une autre hypothése pourrait reposer sur les régeptactivés par les inducteurs de la
prolifération des péroxysomes ou PPARs qui fontipale la superfamille des récepteurs nucléaires
des hormones thyroidiennes, de la vitamine D et'atidde rétinoique (Gelman et al.,, 1999 ;
Youssef et Badr, 2002). Les PPARs sont exprimés dies synoviocytes de PR (Fahmi et al.,
2002). Différents ligands naturels comme les pglatalines des séries D et J sont capables de se
lier et d’activer les PPARs (Yu et al., 1995) etamoment la 15-deoxy-Delta(12,14)PG15-d-
PGJ) est un ligand de PPARMaxey et al., 2000).
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Figure 15: Schéma résumant les événements dans I'apoptdsite par la diosgénine dans les
cellules synoviales fibroblastiques de PR. L’effiet la diosgénine est associé a une chute du
A¥m, une activation de la caspase-3 et une fragmentate 'ADN. La diosgénine est
responsable d’'une inhibition de la proliférations dgynoviocytes avec induction d’apoptose
associée a une augmentation de I'expression dmtéipe COX-2. Le célécoxib provoque une
importante diminution de I'apoptose induite padlasgénine et I'lL-B I'amplifie. L'apoptose
des cellules synoviales induite par la diosgénstedenc associée a la modulation de COX-2.
Cependant, la PGEexogene n’induit pas d’apoptose des cellules sates: Ainsi, la PGE

endogene sensibilise les cellules synoviales &old par un mécanisme encore inconnu.
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Les agonistes des PPARs ont une activité anti-talm@ssociée a I'induction du processus
apoptotique dans différents types cellulaires (Yeangrucht, 2001 ; Nunez et al., 2005 ; Shen ¢t al.
2005) etin vivo dans le cancer gastrique chez la souris (Lu g2805). Ainsi, dans les cellules
synoviales, la diosgénine augmente I'expressionC@X-2 et le taux de PGE mais pourrait
également augmenter la production de 15-d,PGui elle-méme pourrait induire I'apoptose en
activant les PPARs. En effet, la 15-d-RB@tla troglitazone, un autre agoniste de PpARJuisent
I'apoptose des synoviocyt@s vitro (Kawahito et al., 2000). Cependant, dans les lesllt547, la
diosgénine n’entraine pas l'activation de PRAEorbiere et al., 2004b). Dans les cellules
synoviales fibroblastiques, la 15-d-BGanhtraine une activation de PP@Rt une inhibition de
I'expression des cytokines ILBlet TNFa (Ji et al.,, 2001). Par contre, ces auteurs n'ad p

observé d’inhibition de la prolifération des syrmmytes, ni de phénomene d’apoptose.

Il / DEUXIEME PARTIE

Dans la deuxieme partie du travail, nous avonsi€tpdur la premiére fois les effets de
'A77 1726, métabolite actif du léflunomide, surdéacrétion des interleukines-8, -10 et -11 et du
STNFRI par les cellules synoviales fibroblastiqudss PR en culture. Nous avons également
confirmé ses actions sur I'lL-6 et I'lL-1Ra, comriavaient déja décrit certains auteurs dans les
synoviocytes (Cutolo, 2002 ; Burger et al., 20almer et al.,, 2004) ou dans d’autres types
cellulaires (Deage et al., 1998 ; Miljkovic et &002).

L’IL-6 et I'lL-8 sont deux cytokines importantes mala physiopathologie de la PR. L’IL-6
induit la différenciation des lymphocytes B et talgération des cellules synoviales (Mihara et al.
1995 ; Wong et al., 2003). Elle favorise I'ostéstbgenese et donc la résorption osseuse péri-
articulaire (Kotabe et al., 1996). L’IL-8 interviedans I'angiogénese au sein du pannus synovial
(Badolato et al., 1996). Parmi les chimiokined,-8 est un puissant inducteur du recrutement des
polynucléaires neutrophiles (Badolato et al., 1996)

Dans notre étude, les faibles concentrations d’A726 (0,1-10uM) augmentent la
sécrétion d’IL-8 induite par I'lL-f dans les cellules synoviales rhumatoides. Aue$odoses (50
et 100uM), 'A77 1726 n’a aucun effet sur les taux d’IL-Bans la littérature, il existe une seule
étude qui montre que I'A77 1726 est responsablenal’diminution dose-dépendante du taux
d’ARNmM du récepteur de type A de I'lL-8 dans ungnke de cellules épidermiques humaines
(Mirmohammadsadegh et al., 1998). D’autre part, roencela avait été decrit antérieurement

(Cutolo et al., 2003 ; Burger et al., 2003), nousns observe une inhibition dose-dépendante de la
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sécrétion d’IL-6 stimulée par I'IlLf dans nos conditions de culture des cellules swatewi
rhumatoides.

A cb6té des cytokines pro-inflammatoires, les inteibis naturels des cytokines comme I'IL-
1Ra et le sSTNFRI sont présents dans le liquida etémbrane synoviale de PR et dans les cultures
de synoviocytes fibroblastiques (Roux-Lombard etl#192 et 1993 ; Jovanovic et al., 1998 ; Maret
et al., 2004). L’abondance relative des cytokines-ipflammatoires et des facteurs inhibiteurs
semble déterminer I'activité de la PR (Dayer et 2092). Ainsi un traitement efficace de la PR
devrait pouvoir faire basculer la balance qui pendh coété de l'inflammation avec abondance de
cytokines pro-inflammatoires vers le c6té opposprésenté par les facteurs inhibiteurs du
processus inflammatoire trop peu représentées damsladie.

De la méme facon que dans le travail de Palmel. €2@04), 'A77 1726 est responsable
d’'une augmentation dose-dépendante de la sécidtloiRa stimulée par I'lL-B dans les cellules
synoviales fibroblastiques, avec un maximum a leceatration de 10QM. Par contre, I'A77 1726
guelle que soit la concentration n’a aucun effetlsdaux de sTNFRI méme aprées stimulation par
I'lL-1 B.

Nous avons également étudié les effets du Iéfludemsir la sécrétion d’'IL-10 et d’IL-11.
L’IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire dont farincipale action est Il'inhibition de la
production de cytokines pro-inflammatoires parligaphocytes T et les monocytes/macrophages
(De Waal Malefyt et al., 1991a et b ; Katsikis bt #994 ; Morita et al., 1998). L'IL-10 stimule
aussi I'expression du sTNFR par les monocytes (Bml\Wlalefyt et al., 1991b) et augmente la
production d’lL-1Ra (De Waal Malefyt et al., 1993enkins et al., 1994). Enfin, Morita et al (2001)
ont montré que I'lL-10 était capable d’inhiber laoguction d’IL-13, TNF-u, IL-6, IL-8 et
interférony dans les cultures de tissu synovial fraichemené.idJne étude récente a montré que la
protéine de choc thermique hsp 70 mycobactérietaie agapable d'induire la production d’lIL-10
associée a une diminution de ThFdans les cellules synoviales rhumatoides (Detaatcal.,
2004). Compte tenu de ses propriétés anti-inflaromeet, I'IL-10 a été testée comme agent
biologique thérapeutique dans la PR. Chez lesmat@ouffrant de PR, I'efficacité de I'lL-10 reste
limitée, méme en association avec le méthotrexéaggtone et al., 1998). Cependant, ces résultats
ne permettent pas de rayer définitivement cettekoye de la recherche thérapeutique dans la PR.

En effet, Chang et al. (2004) ont montré qu'ungéne de fusion IL-1Ra/IL-10 supprimait
les arthrites et I'inflammation synoviale dans led@le d’arthrite a I'adjuvant chez le rat. Aingsl|
résultats que nous avons obtenus avec le Iéflur@sodt intéressants puisque I'A77 1726 a fortes
concentrations provoque une importante augmentaliotaux d’lL-10, avec un maximum observe
a 100puM d’A77 1726. D’autre part, nos résultats montrgnta 100uM d’A77 1726, il existe

également une augmentation de la sécrétion d’'IL-1Ra
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Mirmohammadsadegh et al. (1998) ont montré quea’A726 induisait I'expression du géene du
récepteur de I'lL-10 dans une lignée de celluladgmiques. Korn et al. (2004) ont obtenu des
résultats tres proches des noétres, puisque danstlede 'A77 1726 entraine une augmentation
de I'lL-10 dans une lignée T spécifique et dansaddtires de cellules microgliales. Par contre,
a notre connaissance, les effets de I'A77 1726assécrétion d’'IL-10 par les cellules synoviales
rhumatoides n’avaient pas encore été étudiés.

Nous avons également observé l'effet differenteel’ 771726 sur la sécrétion d’IL-11 par
les cellules synoviales fibroblastiques. En effiets expériences montrent que I'lB-Augmente de
facon trés nette la sécrétion d’IL-11 et 'A77 17a6x faibles concentrations (0,1 a fuM)
augmente la sécrétion d’IL-11 stimulée par I'IB-&lors que les fortes concentrations (50 et 100
pUM) la diminue (moins 60% pour les 2 concentrativessus les cellules contrbles stimulées par
I'IL-1 B). Le r6le de I'lL-11 dans la physiopathologie deFR reste controversé. Quel que soit son
réle délétere ou non dans la physiopathologie dedéadie, I'lL-11 est une cytokine abondante
dans la membrane et le liquide synovial (Okamotalgt1997 ; Hermann et al., 1998). Dans la
littérature, I'lL-1 seule (Taki et al., 2000) oull*1 en synergie avec le TNé&-stimule la production
d’IL-11 dans les cultures de cellules synovialasmhtoides (Mino et al., 1998). Plusieurs données
dans la littérature permettent de lui attribuerale plutét anti-inflammatoire. En effet, dansikst
synovial de PR, I'lL-11 exogene inhibe la produstide TNFe uniquement en présence de
récepteur soluble de I'lL-11 (Hermann et al., 1998ans les mémes conditions, elle inhibe la
production spontanée de métalloprotéinases etsaueent augmente celle de TIMPs (Hermann et
al., 1998). Dans les cultures de macrophages péste, I'lL-11 inhibe la translocation nucléaire
de NF«B induite par le LPS (Trepicchio et al.,, 1997) emnidue la translocation de Nk&B
stimulée par le TN dans les cultures de cellules synoviales humaifeethrose (Alaaeddine et
al., 1999). Inversement, un certain nombre d’agés/de I'lL-11 permettraient de la classer plutot
dans les cytokines pro-inflammatoires. Ainsi, I'lll- provoque I'ostéoclastogenese et pourrait ainsi
contribuer a la destruction articulaire observéasda PR. Dans l'arthrite au collagéne de la souris
le traitement par I'lL-11 recombinante humaine h’efficace que lors de la phase précoce de
I'arthrite (Walsley et al., 1998), et chez I'hommee étude randomisée contrdlée contre placebo
eéchoue a montrer I'efficacité thérapeutique de-lll_dans la PR, méme si les résultats d'une seule
étude sont toujours discutables (Moreland et @Q12 D’autre part, I'lL-11 est classée dans la
grande famille des cytokines de type IL-6, cettassification étant basée sur des similarités
fonctionnelles avec I'lL-6 et I'utilisation partagél’'une proté€ine, la glycoprotéine 130 (gp 130),
dans leurs récepteurs (Kishimoto et al, 1994 ; Hghnet al., 2003). Comme cela a été décrit plus
haut, 'A77 1726 inhibe la sécrétion d’'IL-6 danssraonditions de culture, mais également dans les
autres études (Miljkovic et al., 2002 ; Burger let 2003). Nous avons montré pour la premiere fois
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que 'A77 1726 (10QuM) diminuait également la sécrétion d’lIL-11 dans kllules synoviales
fibroblastiqgues de PR. Le méme effet de 'A77 18861a sécrétion de ces deux cytokines pourrait
s’expliquer par les similarités entre leurs stroesu

En ce qui concerne le mécanisme d’'action du léflude sur la sécrétion d’IL-11, il
semblerait que celui-ci ne passe pas par I'actien bonnue du Iéflunomide sur la DHODH. En
effet, nous avons montré que Il'inhibition de I'll-Jpar le Iéflunomide n’est pas annulée par le
rajout dans le milieu de culture d'uridine, a I'arée de ce que Burger et al. (2003) avait décrit su
la sécrétion d’IL-6.

Eicosanoides et prostanoides sont des médiat@idglies qui jouent un réle important
dans l'inflammation. lls sont présents et a des iemportants dans le liquide synovial et le pannus
synovial qui caractérise la PR. Il s’agit surtoatld prostaglandineEproduite entres autres par les
cellules synoviales fibroblastiques (Liagre et 4897 ; Vergne et al., 1998 ; Liagre et al., 1999 ;
Martel-Pelletier et al., 2003 ; Martel-Pelletieradt, 2004). Le leflunomide est capable de diminuer
le taux de PGEen inhibant directement I'activité de COX-2, aymr contre a fortes doses une
augmentation de l'expression de la protéine COXHanfilton et al., 1999). Nos expériences
montrent que I'A77 1726 a 100M augmente I'expression de la protéine COX-2. Enqoe
concerne l'activité, a partir de 10, 'A77 1726 diminue la production de P@E&imulée par I'lL-
1B. Cette inhibition est quasi-totale (98%) a 100. Ces résultats sont identiques a ceux de Burger
et al. (2003) qui ont également mis en évidencedimenution du taux de PGHproduite par les
synoviocytes rhumatoides en culture aprés traiterpan 'A77 1726. Nous avons également
observé que 'A77 1726 était responsable d’'une mlton de la production de P@RBpres de
courtes périodes de stimulation par I'IB-15, 15 et 30 min). L'étude de Mino et al. (1998)ntre
que I'lL-1 et le TNFe stimulent de fagon synergique la production d’lLdui est dépendante de la
PGE dans les cellules synoviales en culture. Dansempgriences, a fortes concentrations (50 et
100 pM), I'A77 1726 entraine une diminution de la prodon de PGE et également d’IL-11.
D’autre part, Taki et al. (2000) ont étudié lestsfinhibiteurs différentiels de 'indométacinedet
la dexaméthasone sur la production d’IL-11 dansckdBiles synoviales rhumatoides. Ces deux
traitements, responsables d’'une diminution de lath®se de PGE diminuent également la
production d’IL-11 dans les cultures de celluleasyales suggérant que les taux éleves d’IL-11
dans le tissu synovial pourraient étre liés enigparta présence en quantité importante de PGE

Notre travail montre que, en présence de faiblesesla’A77 1726 ( 0,01 a agM), la
production endogene de PgEtimulée par I'IL-PB n’est pas abolie et la sécrétion d’'IL-11 est

augmentée de facon dose-dépendante. Lorsque laigiad de PGE endogene est totalement
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inhibée sous l'effet de fortes doses d’A77 1726 €6A00uM), la sécrétion d’IL-11 diminue de
facon drastique en comparaison des cellules castrél’autres investigations sont nécessaires afin
de clarifier le mécanisme d’inhibition de la protan d’IL-11 par le Iéflunomide, médicament que
I'on peut également classer dans les inhibiteuda dgnthése de PGEomme la dexaméthasone et
'indomeétacine utilisées par Taki et al. (2000).

Les MAP kinases représentent une cible trés aitteadans le traitement de la PR car elles
interviennent dans la régulation de la prolifénateellulaire, dans I'apoptose, dans I'expression de
cytokines (Neff et al., 2003) et la production destalloprotéinases (Han et al., 2001). Notamment
la synthése des cytokines pro-inflammatoires estrélée par la voie des MAP kinases (Lee et al.,
1994; Suzuki et al., 2000). Les trois grandes fimside MAP kinases sont : ERK, JNK et p38.
Elles different par leur spécificité de substratpat leurs réponses au stress variables d’un type
cellulaire a l'autre et variables en fonction deffuiences environnementales. Ces MAP kinases sont
exprimées dans le tissu synovial de PR et danselédes synoviales rhumatoides en culture (Han
et al., 1999 ; Schett et al.,, 2000 ; Hammaker ¢t28l03). Ces différents auteurs ont utilisé des
analyses par immuno-histochimie et western blotr pi#tecter les formes activées phosphorylées
des MAP kinases, alors que nous avons utilisé dassexpériences une méthode quantitative de
type ELISA. Nos résultats montrent que le traitetpar 100uM d’A77 1726 n’a aucun effet sur
I'activation d’ERK. Par contre, il existe une légesmugmentation de la phosphorylation de JNK
stimulée par I'lL-B et surtout une nette activation de p3®ujours stimulée par l'll3. La
corrélation entre l'effet de 'A77 1726 sur la pumtion de cytokines et I'activation des MAP
kinases n’'a pas été beaucoup étudiée dans letesedlynoviales fibroblastiques en culture. Seul le
travail récent de Migita et al. (2004) porte suslget et montre que I'A77 1726 inhibe I'activation
des MAP kinases JNK1/2 et seulement partiellemelte des MAP kinases p38 et ERK1/2 induites
par I'lL-1p3 dans les synoviocytes fibroblastiques de PR enireulCes effets de I'A77 1726 sur les
voies de signalisation des MAP kinases s’assodiante diminution importante de la synthése des
métalloprotéinases de type 1, 3 et 13. Ces résudtatt différents des noétres, alors que la dose
utilisée d’A77 1726 était identique a 1QAM. La régulation de la production des cytokinessdin
PR est directement associée avec I'activation da® Minases (Sweeney et Firestein, 2004). Dans
notre étude, 'A77 1726 est responsable d’'une auaggtien importante de la sécrétion d’IL-10 et
d’'IL-1Ra par les cellules synoviales rhumatoides.d@ns les monocytes humains, le traitement
avec de I'lL-10 entraine une augmentation de ladpecoon d’IL-1Ra (de Waal Malefyt et al.,
1993 ; Jenkins et al., 1994). D’autre part, Foewlet(1998) ont montré que l'inhibition de p38
diminuait de facon trés importante la synthese -d0Ldans les monocytes humains. Nos résultats
vont dans le méme sens et ainsi I'activation de Q88 nous avons observée sous A77 1726

pourrait expliquer I'importante sécrétion d’IL-1Q& nous obtenons apres traitement par (10
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d’A77 1726. Pour vérifier cela, nous avons recomréefes expériences avec traitement au
préalable par un inhibiteur sélectif de p38. Lesultats montrent que celui-ci abolit totalement
I'effet de 'A77 1726 sur la sécrétion d’IL-10.

La relation entre I'expression de COX-2 et I'activa de la voie de signalisation de p38 est
actuellement bien établie. Des études récentesiontré que I'inhibition de I'expression de COX-2
était directement corrélée avec l'inhibition deckesscade des MAP kinases incluant p38 dans les
cellules synoviales rhumatoides (Westra et al.420@umimori et al., 2004 ; Crofford et al., 2005).
Dans notre étude, 'A77 1726 (1¢®1) augmente la phosphorylation de la kinase p38wdée par
I'IL-1 3. Cette activation de p38 est associée a une augtimnde I'expression de la protéine
COX-2. Par contre, la production de PGEst totalement inhibée par I'A77 1726 sans qu'dity
d’inhibition de I'activation de p38. Cette actiontiinflammatoire du lIéflunomide est probablement
liée a une inhibition de I'activité de la protéi@&®©X-2 en accord avec les résultats de Hamilton et
al. (1999) qui avaient montré une inhibition dectigité enzymatique de COX-2 dans un essai sur
sang total humain.

D’autre part nos résultats montrent que I'’A77 1@26un puissant inhibiteur de I'activation
de NF«kB induite par I'lL-13, comme cela a été déja décrit par d’autres aut@dena et
Aggarwal, 1999 ; Manna et al., 2000). En effet, dame lignée de cellules T (Jurkat), le
|éflunomide bloque l'activation de NiEB stimulée par le TNF, mais également induite pantdes
agents inflammatoires comme I'ester de phorbolLRS et HO, (Manna et Aggarwal, 1999).
Manna et al. (2000) ont ensuite montré dans lesasé&mallules que le Iéflunomide pouvait bloquer
la transduction du signal du TNF en supprimanttiNation d’IKK et donc la phosphorylation
d’lkB-a aboutissant a l'inhibition de I'activation de NiB. Dans cette étude, le I1éflunomide inhibe
également l'activation de JNK et d’AP-1 induite darTNF. Tous ces effets sont annulés par
I'addition d’uridine, soulignant I'importance deirihibition par le Iéflunomide de la synthede
novode pyrimidine. Enfin, Kirsch et al. (2005) ont domé cet effet inhibiteur de I'A77 1726 sur
la translocation nucléaire de N#B induite par le LPS dans les cellules dendritiquéEssi, le
|éflunomide inhibe I'activation de NkB dans les cellules T, les cellules dendritiquedest
synoviocytes. Le Iéflunomide pourrait donc agir das processus pathologiques initiant et
entretenant la PR. Initialement, il pourrait pdotrr I'interaction entre cellules dendritiques et
cellules T, les cellules dendritiques étant les@pales cellules présentatrices d’antigéne et a
I'origine de I'activation des cellules T. Il agitaégalement sur les éléments d’entretien de la
maladie en interférant avec les fonctions des spagtes.
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La PR est une maladie auto-immune complexe dotiblbgie n’est pas connue, ce qui en
complique la prise en charge thérapeutique. Il $erai qu'un antigene encore indéterminé puisse
activer les lymphocyte T avec afflux des cellulesnunitaires dans l'articulation, activation des
lymphocytes B, des macrophages, multiplication deltules synoviales et néoangiogenese. Un
déséquilibre s’installe avec production tres imaoie de facteurs inflammatoires et destructeurs
(cytokines pro-inflammatoires, métalloprotéasespstaglandines, ...) et insuffisance des
mécanismes de défense physiologique (cytokinesirdgt@mmatoires, inhibiteurs naturels des
cytokines, TIMPs,...). Cette cascade d’évenementsitdli la destruction articulaire. La synovite
rhumatoide se caractérise aussi par une hyperplasiecellules synoviales avec un faible taux
d’apoptose etin vitro une résistance des synoviocytes a l'apoptose,rifard ainsi leur
prolifération qualifiée de « pseudo-tumorale ».

La diosgénine est un stéroide végétal appartenangraupe des saponines et ayant
différentes actions biologiquem vitro, elle a une activité anti-tumorale grace a sorvpwyro-
apoptotique.

Nous avons montré pour la premiére fois que lagdiome inhibait la prolifération et
induisait I'apoptose des cellules synoviales filtasbques de PR en culture. Le processus
apoptotique déclenché par la diosgénine est associée chute ddWm, une activation de la
caspase-3 et une fragmentation de I’ADN, constatatiplaidant pour l'intervention de la voie
mitochondriale dans I'apoptose induite par la déwsge. Nos expériences montrent également une
augmentation de l'activité de COX-2 endogene aggoau phénomene apoptotique. En effet, le
celecoxib, un inhibiteur sélectif de COX-2, diminde facon trés importante I'apoptose induite par
la diosgénine. Inversement, I'lLB1un inducteur de COX-2, 'augmente significativernéd’autre
part, I'addition de PGEexogene ne modifie pas les résultats, laissamios@p que lI'induction de
I'apoptose soit liée a I'excés de production de P@®Bdogene. Cependant le mécanisme sous-
tendant cette association PGihdogene/apoptose reste a élucider.

Afin de mieux caractériser I'apoptose des cellggsoviales induite par la diosgénine et de
mieux définir la part des différentes voies d’intloic de I'apoptose, il serait intéressant de savoir
s'il existe ou non une activation des caspases-8, ein relargage de cytochrome c, un clivage de la
protéine Bid, mais aussi une augmentation de l'esgion de la protéine Flip ou des protéines pro-
apoptotiques comme p53.

La diosgénine ayant une forte homologie de strectawec les stéroides humains, leurs
récepteurs intracellulaires spécifiques pourraé&re la cible privilégiée de la diosgénine dans la
transduction du signal. En effet, il a été démomtes récemment que les stéroides humains via
leurs récepteurs pouvaient avoir des actions appetéextra-nucléaires » en activant par exemple
ERK1/ERK2 ou la voie PI3 kinase (Cheskis, 2004)nshi nous pourrions étudier les voies de
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signalisation impliquées dans ce processus apqgpttinduit par la diosgénine dans les cellules
synoviales. Il serait intéressant d’analyser I'éattivation des MAP kinases (ERK, JNK, p38) et
I'expression de la protéine kinase C (PKC) qui tédaur activité. En effet, alors que la voie de
ERK a été associée a la survie et prolifératiodulzete, p38 et JNK interviennent dans la
transduction du signal apoptotique dans differéypes cellulaires cancéreux ou non. Les mémes
expériences pourraient étre réalisées en présenaerod’inhibiteurs spécifiques des MAP kinases.
En parallele, le niveau d’activation de MB- pourrait étre recherché. Le projet expérimental
pourrait s’étendre a d’autres stéroides végétaagodenine, tigogénine) de structure voisine de la
diosgénine, en présence ou non d’antagonistes éespteurs aux stéroides. De plus, nos
expériences ayant mis en évidence une relatioe €aproptose induite par la diosgénine et la PGE
endogene, afin d’en comprendre le mécanisme, itsantéressant d’étudier les effets de la
diosgénine sur les différentes étapes de la voibobque de I'acide arachidonique. En effet, la
voie métabolique de biosynthese des prostanoidagal@ar la libération de I'acide arachidonique
a partir des phospholipides membranaires par la,PL&translocation de la cPLA la membrane
pourrait étre recherchée dans les cellules syres/imbitées par diosgénine, comme cela a pu étre
montré dans le laboratoire avec les cellules HE€gfr et al., 2004). Si cette intervention de la
cPLA;, dans l'apoptose induite par la diosgénine se ooait, il serait la aussi intéressant de
rechercher les voies de signalisation mises engeome I'ont montré Berenbaum et al. (2003)
dans les chondrocytes articulaires ou I'ATP indiaictivation de la cPLA par I'intermédiaire de
I'activation de p38 et ERK1/2. Dans la cascade dtabolisme de I'acide arachidonique, celui-ci
est converti en PGQoar les cyclooxygénases (COX-1 et -2), puis en PGHsuite, des enzymes
terminales permettent la conversion de B@H différents prostanoides. Parmi celles-ci, |EPG
synthase (PGES) est une enzyme clef pour la bibégatde la PGE Il existe trois formes de
PGES clonées et caractérisées, mais la PGES-1soimeale (MPGES-1) est une enzyme inductible
par différents stimuli inflammatoires, notammenkt4l, et couplée fonctionnellement a la COX-2.
Une autre étape pourrait donc consister a étudereffets de la diosgénine sur I'expression de
'ARNmM et de la protéine mPGES-1 dans les synotexyde PR en culture. Enfin, il serait
probablement instructif d’explorer la voie des kggénases, notamment les effets de la diosgénine
sur la synthese des leucotrienes (voie de la 5¥igénase) et des produits de la voie de la 12-

lipoxygénase qui ont des propriétés pro-inflamnratoi

La deuxieme partie du travail a permis de confirtrestion immunorégulatrice de I'A77
1726, le métabolite actif du Iéflunomide. Nous aveagrifié dans un modéle de culture de cellules
synoviales fibroblastiques de PR que 'A77 1726anait une diminution de la production d’IL-6

et une augmentation de la synthese d’lIL-1Ra. Patrepil n’a aucun effet sur celles de I'lL-8 &
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fortes doses et du sSTNFRI quelle que soit la dbleels avons montré pour la premiere fois que
'A77 1726 a fortes doses augmentait la sécrétidh-1D, cytokine ayant des propriétés anti-
inflammatoires, et diminuait celle d’IL-11 dontri@e exact dans la PR reste controversé. Les effets
du léflunomide sur I'lL-10 sont en partie liés apropriétés anti-métaboliques de I'A77 1726
puisque Il'addition d'uridine diminue la sécrétionriLdl0. lls sont également associés a une
activation de la MAP kinase p38. Par contre, Idstefdu Iéflunomide sur I'lL-11 ne sont liés a
aucun de ces mécanismes. D’autre part, nos expésemontrent que I'A77 1726 augmente
I'expression de la protéine COX-2, mais par codireinue la production de PGEBuggérant que le
léflunomide puisse avoir une action anti-inflamni@en inhibant I'activité enzymatique de COX-
2. Nous avons également constaté que la diminudionaux de PGEétait dose-dépendante et
paralléle a celle de I'lL-11. Ainsi, il pourrait ister une relation entre PGE&t IL-11 comme cela a
pu étre suggeéré dans la littérature. Enfin, noslt@s montrent que I'A77 1726 est un puissant
inhibiteur de l'activation de NkB induite par I'lL-13 dans les cellules synoviale de PR en culture.
Des travaux supplémentaires sont nécessaires psayer de mieux comprendre les mécanismes et
les voies de signalisation impliqués dans les wiffts effets du Iéflunomide sur la production des

cytokines pro- et anti-inflammatoires, notammelit-8 et I'lL-1Ra.
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Résumeé

Bien que les mécanismes exacts conduisant a himflation et a la destruction ostéo-articulaire dans
polyarthrite rhumatoide (PR) ne soient pas conoette maladie auto-immune se caractérise parVatitin de
multiples cellules immunitaires aboutissant a latlsgse de cytokines pro-inflammatoires et de diffés
effecteurs de la destruction ostéo-articulaire centes métalloprotéases et la prostaglandinPEBE). D’autre
part, I'hyperplasie synoviale agressive est profyakeht liee a un défaut d’apoptose des cellules \igies.
Notre travail a été réalisé dans un modéle de rutfe synoviocytes fibroblastiques humains de RRoremiéere
partie du travail est consacrée a I'étude de I'tpap et de I'expression de la cyclooxygénase-2 (2pdans
les cellules synoviales traitées par la diosgénime, stéroide végétal. La deuxiéme partie conceese |
mécanismes d’action du Iéflunomide, utilisé dansd#ement de la PR et notamment ses effets sunyi®kines
pro- et anti-inflammatoires.

Nos résultats montrent pour la premiére fois quéidagénine entraine une inhibition de la croissanc
une apoptose des cellules synoviales, associéase anduction de I'expression de COX-2. Le processus
apoptotique déclenché par la diosgénine entraieechute du potentiel membranaire mitochondriattiNeation
de la caspase-3 et une fragmentation de I’ADN.éféets pro-apoptotiques de la diosgénine sont &sacune
surexpression de COX-2 corrélée a une augmentdéida production de PGEndogéne.

L'’A77 1726, métabolite actif du léflunomide, estspensable a forte dose (1Q06M) d'une
augmentation de la sécrétion d’interleukine (IL)-@iune diminution de la production d’IL-11 et pas d’'effet
sur celles du récepteur soluble tmor necrosis factor-a (STNFRI) et de I'IL-8. Nos résultats confirmentequ
I'A77 1726 est responsable d’'une diminution de tadpction d’IL-6 et de PGEet d’'une augmentation de
I'antagoniste du récepteur de I'lL-1 (IL-1Ra). Leffets de I'A77 1726 semblent associés a une aidivae la
mitogen-activated protein kinase (MAPK) p38. Enfin, 'A77 1726 est un puissant ibiteur de I'activation du
nuclear factor-«B (NF«B) induite par I'lL-13.

Mots clés: polyarthrite rhumatoide, synoviocytes humainssgénine, lIéflunomide, cytokines, interleukine-10,
interleukine-11, apoptose, MAPK, N&B, cyclooxygénase-2

Abstract

“The effect of different products (diosgenin, lefltnomide) on cytokine secretion, cyclooxygenase-2
expression in cultured human rheumatoid arthritis type B synovial cells. Identification of signal
transduction pathways.”

Although the exact physiopathology of rheumatoidhrtis (RA) is unknown, this chronic
inflammatory joint disease is characterized by #utivation of multiple immune cells, production pfo-
inflammatory cytokines and synthesis of differeastiuctive factors such as metalloproteases arstggiandin
E, (PGE). In addition, alterations in the apoptosis of ayial cells is probably responsible for synovial
hyperplasia. We studied the effects of diosgenimleat steroid, and the effects of leflunomide, isedse-
modifying antirheumatic drug in a model of cultutagman RA fibroblast synovial cells (RA FLS).

First, diosgenin inhibits RA FLS growth with apogi® induction associated with cyclooxygenase-2
(COX-2) upregulation. We observed a loss of mitoxdr@al membrane potential, caspase-3 activationX4
fragmentation after diosgenin treatment. These ltesuggest that the proapoptotic effect of diosgds
associated with COX-2 overexpression correlatet mierproduction of endogenous PGE

In the second part of the study, we showed thdttldgse of A77 1726 (100M), the active metabolite
of leflunomide, increased interleukin(IL)-10 seawat decreased IL-11 release and had no effectuorot
necrosis factor soluble receptor | (STNFRI) and IL-8 secretiorilinl 3-stimulated RA FLS. Furthermore, our
results confirmed that A77 1726 decreases IL-6 R@d synthesis while it increases IL-1 receptor antégon
(IL-1Ra) secretion. The effect of A77 1726 on IL-40d IL-11 secretion seemed to be associated hatlstatus
of p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) eation. Furthermore, A77 1726 was a potent inhibdb
nuclear factorB (NF-«B) activation induced by ILf1in human RA FLS.

Key words : rheumatoid arthritis, human synoviocytes, diosge leflunomide, cytokines, interleukin-10,
interleukin-11, apoptosis, MAPK, NEB, cyclooxygenase-2.



